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RESUMO

Em etapa anterior a este trabalho, uma proteina identificada como osmotina
(CpOsm) foi purificada do latex de Calotropis procera a qual apresentou forte
atividade antifungica. A proteina foi expressa em sistemas procarionte e
eucarionte, mas um protocolo adequado para sua purificagcdo nao foi alcangado.
No presente trabalho, partindo de corpos de inclusdo (Cl), obtidos de E. coli
BL21(DE3) procedeu-se uma prospecgdo por diferentes protocolos de
solubilizacdo de suas proteinas, na tentativa de obter a proteina recombinante
(rCpOsm) soluvel, para entdo avalia-la quanto a sua atividade e por fim,
prospectar novos métodos para sua purificagdo. A cultura bacteriana foi induzida
em diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo de inducdo. Apds 3 horas de
indugdo a 37 °C, 180 rpm, os Cl foram lisados e submetidos a tratamentos
quimicos com surfactantes (CTAB; Cetrimida; ARG-12: um surfactante derivado
de argenina) e um agente desnaturante (Cloridrato de Guanidina); tratamento
fisico por sonicagao (4 ciclos de 2,5 min. cada a 50% de poténcia) e tratamento
enzimatico com protease nativa do latex de C. procera. Ensaios de eletroforese
sugeriram que os dois surfactantes quimicos foram eficientes na solubilizagdo de
rCpOsm enquanto que ARG-12 ndo. Ainda, estes compostos catidnicos
solubilizaram rCpOsm mais do que as demais proteinas dos Cl, enquanto que o
processo de sonicagado produziu amostras com maior diversidade de proteinas
soluveis, incluindo rCpOsm. O tratamento enzimatico mostrou que proteinas de Cl
sdo, em algum alcance, digeridas enquanto que rCpOsm ndo. O efeito do
tratamento dos Cl com protease foi analisado por imagens de microscopia de
forca atbmica e as diferencas de estrutura entre os CI tratados e n&o tratados
documentados. Todas as amostras foram avaliadas quanto a acédo sobre
Colletotrichum gloeosporiodes apos didlise e liofilizagdo. Os produtos dos
tratamentos com surfactantes apresentaram atividade antifungica, demonstrando
atividade inibitéria de germinagdo de esporos e crescimento micelial. Entretanto,
foi demonstrado que a atividade poderia estar relacionada aos agentes
solubilizantes. Proteinas insoluveis obtidas de E. coli contendo o plasmideo
integro, tomadas como controle negativo, ndo apresentaram atividade nestes

ensaios. A rCpOsm solubilizada com CTAB foi submetida a cromatografia em

8



NASCIMENTO, C.T.M. EXPRESSAO HETEROLOGA DE UMA OSMOTINA....

coluna de Ni"™" (Ni Sepharose 6 Fast Flow) pH 7,0; em meio hidrofobico
(FenilSepharose CL-4B) e troca ibnica (Resource-S). Nenhum dos protocolos
aplicados resultou na purificacdo de rCpOsm e estes dados repetem o que foi

observado previamente para a rCpOsm purificada a partir de Pichia pastoris.

Palavras chave: Corpos de inclusdo, expressao heterdloga, proteinas do latex,

solubilizacao
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ABSTRACT

In the previous step to this work, a protein identified as osmotin (CpOsm) was
purified from Calotropis procera latex which showed strong antifungal activity. The
protein was expressed in prokaryotic and eukaryotic systems, but a suitable
protocol for purification has not been achieved. In the present work, from inclusion
bodies (IB) obtained from Escherichia coli BL21 (DE3) proceeded to a survey by
different solubilization protocols of proteins in an attempt to obtain the recombinant
protein (rCpOsm) soluble, and then evaluates it as its activity and finally, exploring
new methods for purification. The bacterial culture was induced at different
conditions of temperature and time of induction. IB were subjected to chemical
treatments with surfactants (CTAB; Cetrimide; ARG-12, a derivative surfactant
Argenine) and a denaturing agent (guanidine hydrochloride); physical treatment by
sonication and the enzymatic treatment with protease native C. procera latex.
Electrophoresis assays suggested that two chemical surfactants were effective in
solubilizing rCpOsm while not ARG-12. Although these cationic compounds
solubilized rCpOsm more than other proteins of 1B, while the sonication process
samples produced with a greater variety of soluble proteins including rCpOsm.
The enzymatic treatment showed that IB proteins are, in some range, digested
while rCpOsm did not. All samples were evaluated for action on Colletotrichum
gloeosporiodes after dialysis and lyophilization and showed inhibitory activity of
spore germination and mycelial growth. However, it was shown that the activity
could be related to the solubilising agents. Insoluble proteins obtained from E. coli
containing the plasmid integrity, taken as a negative control showed no activity in
these assays. The rCpOsm solubilized by CTAB was subjected to chromatography
on Ni ++ column (Ni Sepharose 6 Fast Flow) pH 7.0; in hydrophobic media
(FenilSepharose CL-4B) and ion exchange (Resource-S). None of the applied
protocols resulted in the purification of rCpOsm and these data repeated what was

observed previously for rCpOsm purified from Pichia pastoris.

Key words: Heterologous expression, inclusion bodies, latex protein, solubilization.
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1. INTRODUGAO

O organismo procariotico Escherichia coli € amplamente usado como
sistema de producdo de proteinas recombinantes e apresenta uma maquinaria
celular bem estabelecida, além de ferramentas celulares e protocolos disponiveis
para a sintese de elevados niveis de proteinas heterdlogas. A expressao e a
purificacdo de uma proteina recombinante desejada, em grande quantidade, é
uma excelente estratégia que permite o estudo mais completo e detalhado de
moléculas, cuja ocorréncia no organismo de origem € baixa, limitando sua
obtencdo em quantidades satisfatorias para estudos e mesmo aplicagdes. No
entanto, um problema recorrente durante o processo de expressao de proteinas
recombinantes em E.coli, sistema procariotico universalmente utilizado, é a
formacdo de estruturas macromoleculares de proteinas densamente
empacotadas e, algumas vezes, desnaturadas, fruto de enovelamentos
inadequados. Estas estruturas sdo chamdas de corpos de inclusdo (Cl). Esse
produto génico tem sua importancia baseada na alta expressao protéica e na sua
resisténcia ao ataque proteolitico por proteases celulares. Porém, essas proteinas
empacotadas, muitas vezes, encontram-se parcialmente dobradas e
frequentemente sdo insoluveis, o que nado apenas se torna indesejavel, mas
também representa um desafio a ser resolvido.

Atualmente, os métodos de solubilizagdo de proteinas de corpos de
inclusdo dispdem do uso de agentes caotrépicos em altas concentragdes, que
geram nas proteinas empacotadas uma estrutura onde as interagdes hidrofébicas
ficam expostas, aumentando a propensao de agregacao durante o dobramento, o
que causa decréscimos nos rendimentos e dificulta a recuperacao.

Em muitos casos € possivel solubilizar e redobrar proteinas agregadas
para seu estado nativo, mas cada caso € um caso. Caracteristicas intrinsecas de
cada proteina empacotada, tais como hidrofobicidade/hidrofilicidade, presenca de
pontes dissulfeto, e grau de oligomerizagdo s&o apenas algumas consideragdes
que exigem estratégias bem planejadas para recuperar em estado soluvel e ativo
a proteina desejada, e ainda iniciar o processo de sua purificagdo. Embora

diversas abordagens para o redobramento de proteinas recombinantes tenham
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sido desenvolvidas, estudos continuam buscando protocolos relativamente
simples, de baixo custo e adequados a cada proteina em questao.

Ressalta-se ainda que, a recuperagao e o redobramento de proteinas
de corpos de inclusdo, obtidos usando métodos suaves de solubilizagcdo, sao
considerados por muitos autores, maiores do que quando comparados com a
solubilizacédo realizada com altas concentragdes de agentes caotropicos. Esse
meétodo suave mantém, até certo ponto, a existéncia de estruturas secundarias de
proteinas.

No contexto apresentado, este trabalho teve por meta obter uma
proteina recombinante, depositada em corpos de inclusdo de E. coli solubilizada,
ativa e passivel de purificagdo. Considerando a meta, os objetivos incluiram testar
protocolos inovadores para solubilizar a proteina desejada, de modo a contribuir
para a pluralidade de estratégias possiveis para recuperagcao de proteinas
recombinantes, retidas em corpos de inclusdo. Dentre as inovagdes destacam-se
o uso de surfactante sintético, derivado do aminoacido arginina, e do uso de
protease vegetal, oriunda da mesma fonte biolégica da qual a proteina
recombinante foi obtida de forma nativa, sendo esta resistente a protedlise pela

protease usada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sistema de expressao procarioto (Escherichia coli)

A biotecnologia moderna tem avangado bastante apos a descoberta da
estrutura de dupla hélice do acido desoxirribonucléico, das enzimas de restri¢ao,
do desenvolvimento da técnica de reagdo em cadeia da DNA polimerase (PCR).
O advento da tecnologia do DNA recombinante revolucionou as estratégias para a
produgao de proteinas heterdlogas. Devido ao genoma bem caracterizado e uma
variedade de ferramentas bem estabelecidas e disponiveis para manipulagéo
genética, Escherichia coli é, ainda, a alternativa mais escolhida para a produgao
de proteinas recombinantes (BANEYX; MUJACIC, 2004).

De fato, havendo todos os insumos necessarios para a transformacéo,
este sistema bacteriano oferece a oportunidade de rapidamente se responder
questdes iniciais a cerca da transgenia da proteina desejada, tais como: a
estabilidade génica no sistema heterdlogo; a expressao correta e em niveis
adequados; dentre outras. No entanto, a producédo heteréloga para aplicagdes
industriais ou para fins de pesquisa, na maioria das vezes, apresenta condicdes
de crescimento celular significativamente diferente ao ambiente natural do
microorganismo, resultando numa limitagdo da produtividade (CHOU, 2007).

Comparado com outros sistemas de expressdo bem estabelecidos
como o eucaridtico, por exemplo, leveduras e células mamarias, o sistema de
expressao procaridtico oferece varias vantagens como: acumulo rapido de
biomassa; facil manuseio; processo simples de scale-up’. Por causa de sua longa
historia como um sistema modelo, a genética desse organismo é muito bem
caracterizada e, muitas ferramentas foram desenvolvidas para engenheirar seus
cromossomos e facilitar a clonagem e expressao de seus genes (LEE, 1996,
BANEYX; MUJACIC, 2004).

'A extrapolagao (scale-up) é o processo de trabalho que permite passar de uma escala de
laboratério ou piloto de desenvolvimento, para uma escala ampliada de produgéo.
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Estratégias como criagdo de vetores de expressédo, dosagem do gene,
forca do promotor (regulagdo da transcricdo), estabilidade do mRNA, regulacéo
traducional e design do hospedeiro s&o os principais desafios a obtencédo de um
rendimento elevado de proteina a baixo custo (JANA, 2005).

Mesmo apresentando desvantagens como incapacidade de realizar
modificagdes pds traducionais, bem como capacidade limitada de refazer pontes
dissulfeto presentes em algumas estruturas proteicas, além de um elevado
conteudo de endotoxinas, comercialmente, a bactéria E.coli é classificada como
organismo seguro, e provou ser economicamente viavel na produgao de produtos
proteicos, o que n&o descarta a necessidade de otimizagcdo do processo. Essa
otimizacdo se da pela maior quantidade de proteina recombinante funcional

produzida por unidade de volume e unidade de tempo (BROEDEL et al., 2001).
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2.2 Proteinas Recombinantes

Proteinas superexpressas referem-se a sintese de grandes
quantidades de proteinas desejadas. A produgédo heterdloga de proteinas e
enzimas envolve dois passos principais. Sdo eles (1) A introducédo de DNA
exdgeno em células hospedeiras e (2) Fatores que afetam a expressdao de DNA
exdgeno para a sintese de proteinas no sistema de expressao escolhido. O passo
(1) possui trés consideragdes principais. Sao elas: (a) ldentificacdo e isolamento
do DNA a ser introduzido; (b) A identificacdo do vetor e construcdo de vetor
recombinante; (c) Identificagdo do sistema de expressao adequado para receber
rDNA (RAI; PADH, 2001).

O desafio para a producdo de proteinas na escala e a qualidade
necessaria para aplicagdes experimentais, terapéuticas e comerciais tem levado
ao desenvolvimento de um conjunto diversificado de métodos para a produgéo de
proteina heteréloga (ZERBS; FRANK; COLLART, 2009).

Para uma otimizacdo na expressdo recombinante de uma proteina, a
escolha do vetor de expressao deve ser feita de acordo com as peculiaridades da
proteina de interesse. Dentre os mais variados organismos hospedeiros, podemos
citar as bactérias, leveduras, fungos filamentosos e algas unicelulares (ROSANO;
CECCARELLI, 2014). Da mesma forma, existe uma grande quantidade de
catalogos de plasmideos de expressao: eles sao resultantes de multiplas
combinagdes de replicons, promotores, marcadores de selegdo, multiplos sitios
de clonagem e estratégias para remogao e secregdao da proteina (SCHMIDT,
2004;TERPE, 2006).

As proteinas recombinantes sdo necessarias em pesquisas bioldgicas
para investigar a atividade de enzimas, de ligacdo ao ligante, as interacbes ou
outras fungdes in vitro. Muitas vezes, um obstaculo encontrado no estudo e na
utilizacdo de proteinas € sua extrema sensibilidade a condigcbes as quais sao
sujeitas (BONDOS; BICKNELL, 2003). Entdo, uma condicdo nao favoravel
durante a expressao, purificagdo ou armazenamento pode alterar a estrutura da
proteina, favorecer a formagao de agregados protéicos irreversiveis ou a perda de
atividade da mesma (LU et al., 2001).

20



NASCIMENTO, C.T.M. EXPRESSAO HETEROLOGA DE UMA OSMOTINA....

2.3 Vetor de expressao

Um vetor de expressdao de genes baseado na RNA polimerase do
bacteriéfago T7, como é o caso do plasmideo pET303::CT-His, é altamente
seletivo para os seus proprios promotores, que nao ocorrem naturalmente em E.
coli. Quando o mRNA ¢é traduzido eficientemente, uma proteina alvo pode
acumular-se a mais do que 50% da proteina celular total em trés horas ou menos
(STUDIER; MOFFATT,1986). Este desempenho é altamente favoravel do ponto
de vista de producdo. Pode ser, entretanto, desfavoravel se toda a proteina
recombinate se depositar em corpos de inclusao totalmente insoluveis.

O sistema pET foi originamente desenvolvido para possuir vantagens,
como alta atividade e especificidade a RNA polimerase do bacteriéfago T7, que
permitem uma expressao regulada de genes heterélogos em E. coli a partir do
promotor T7. Esse vetor de expressao possui: promotor Lac T7 para um alto nivel
de expressao de um gene de interesse, multiplo sitio de clonagem para digestao
por enzimas de restricdo e ligacdo do gene de interesse, uma cauda N- ou C-
terminal com 6 histidinas (6x His tag) para detecgéo e purificacdo da proteina, um
gene de resisténcia a ampicilina para selegdo em E.coli uma origem de
replicacao pBR322 para replicagdo de um baixo numero de cdpias e manutengao
do plasmideo em E. coli, gene Lac | que codifica o repressor lac para reduzir a
transcricdo basal do promotor lac T7 e um operador onde se ligue o repressor lac na
auséncia do IPTG (Figura 1)(INVITROGEN, 2010).
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Figura 1: Vetor Champion™ pET303/CT-His.

Xho |

Xba |
Nsi |

RBS 6% Hlsl

Vetor para um alto nivel de expressao de proteinas induziveis e fusionadas no N- ou C- terminal
com uma cauda adicional de 6 histidinas em E.coli.

2.4 Corpos de inclusao

Maximizar a solubilidade de uma proteina heteréloga tem sido o
objetivo numero um de uma biomanufatura de grande escala. Nas fabricas de
células bacterianas, proteinas recombinantes superexpressas, geralmente, nao
conseguem assumir corretamente sua conformagéo nativa e se acumulam como
particulas insoluveis de elevada pureza chamadas corpos de inclusao
(GONZALEZ-MONTALBAN et al., 2007). A superexpressdo de proteinas

eucarioticas em microorganismos transformados resulta num acumulo de
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proteinas recombinantes com conformacao diferente da nativa, na maioria das
vezes, mal enoveladas ou inativas.

Corpos de inclusdo sao agregados proteicos, insoluveis, presentes na
maioria das vezes, no citoplasma de um organismo procarioto recombinante,
resultante de uma superexpressao do plasmideo que possui a regido codificadora
de um gene de interesse. Segundo Prouty, Karnovsky e Goldberg (1975), os CI
sdo granulos intracelulares densos e amorfos, visiveis por micrografia eletronica.
Isso pode ser explicado pelo fato de que, dependendo da localizagao celular, os
corpos de inclusdo exibem diferengas na composicao de proteina, embora eles
sejam formados pela expressao da mesma cadeia de polipeptideos. Os corpos de
inclusdo periplasmicos sao essencialmente amorfos, enquanto que os
citoplasmaticos sado altamente regulares (BOWDEN et al.,, 1991). A Figura 2
mostra imagens de corpos de inclusdo contendo a proteina recombinante alvo
deste trabalho. As imagens foram obtidas por meio de analises de Microscopia de

Forga Atbmica (AFM), no modo contato de operagao.

Figura 2: Imagens de corpos de inclusdo de E. coli por Microscopia de Forga Atémica.

Imagens obtidas por meio de Microscopia de For¢ca Atémica. (A) AFM tridimensional dos corpos de
inclusdo obtidos de bactérias transformadas (E.coli) expressando a proteina recombinante
(CpOsm). (B) Imagem 2D de 1,25 x 1,25 ym. Fonte: autora.

Carrié e Villaverde (2001) mostram que corpos de inclusdo nao sao
agregados proteicos inertes, produtos de um acumulo oriundo de um crescimento,
pelo contrario, s&o o resultado de um desbalan¢o no equilibrio entre a agregacéo

da proteina in vivo, durante sua sintese, e sua solubilizagdo. Os autores
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consideraram esses agregados como o principal obstaculo na produgdo de
proteinas recombinantes soluveis e funcionais. No entanto, ainda pouco se
conhece sobre os mecanismos de formagao dos corpos de inclusdo, mas sabe-se
que proteinas presentes nesses agregados proteicos podem, a partir de
procedimentos de redobramento in vitro, ser recuperadas.

Uma solubilizacdo eficiente € o passo inicial na recuperagdao da
proteina. Walther et al.(2013) visualizaram que apos a solubilizagédo, os corpos de
inclusdo foram penetrados pelo agente de solubilizagdo, diminuindo os nucleos
densamente empacotados, bem como a proteina, difundindo-se para fora. Apesar
de ser um processo complexo, a solubilizagdo pode ser descrita por um modelo
de camada homogénea com uma alta ordem de reagao.

Corpos de inclusdo nao sao exclusividade de sistemas hospedeiros de
expressao procariéticos, pode-se encontrar a formagdo desses agregados
insoluveis tanto em leveduras como em eucarioticos superiores, resultado de uma
superexpressdao de proteinas recombinantes (LILIE; SCHWARZ; RUDOLPH,
1998). Até mesmo proteinas enddégenas, se superexpressas, podem se acumular
em corpos de inclusdao (GRIBSKOV; BURGESS, 1983). Por outro lado, Buchner e
Rudolph (1991) afirmam que, os agregados resultantes obtidos a partir do
processo de expressao heterdloga, chamados corpos de inclusdo, sao o principal
obstaculo para a producdo de proteinas recombinantes numa forma soluvel e
funcional.

A organizagdo estrutural interna dos corpos de inclusdo ndo é
inteiramente conhecida e sua arquitetura estrutural pode certamente ser
influenciada pelas caracteristicas moleculares da proteina recombinante
depositada em sua estrutura. Uma representacao esquematica do que seria esta
organizacgao esta representada na Figura 3, adaptada de Walther et al. (2013).

A expressao de proteinas por meio de qualquer sistema heterdlogo se
constitui conceitualmente em um bioprocesso, mesmo que este nao tenha fins de
producdo comercial. Assim, a palavra-chave de qualquer bioprocesso chama-se
rendimento. Em ultima instancia, por mais despretencioso que seja um processo
de transgenia em procariotos, o operador interpreta como sucesso a obtencao do

produto génico soluvel, estavel, ativo, em um protocolo reprodutivo, com o maior
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redimento possivel. Assim, todo protocolo de expressdao tem na fase de

recuperagao de seu produto trangénico, a fase critica do processo.

Figura 3: Desenho esquematico de arquitetura interna de corpos de inclusao bacteriano.

Camada de difusao

Solucio livre

(a) Agregados de corpos de inclusdo. (b) Zoom em uma das estruturas presente no aglomerado
proteico, evidenciando sua estrutura interna. Adaptado de (Walther et al., 2013).

Estudos mostram que rendimentos mais altos de proteinas soluveis
foram conseguidos, seja por redugdo da temperatura de cultivo, como pela
sequéncia engenheirada de proteinas, pela adicdo de parceiros de fusdo ou a
produgao de chaperonas selecionadas. Em geral, estas abordagens provaram ser
particularmente ineficientes no que diz respeito as proteinas de membrana e
proteinas de dificil expressdo. Na pressa para melhorar a solubilidade, a
qualidade conformacional tem sido, muitas vezes, ignorada ou assume-se estar
intimamente ligada a solubilidade (GONZALEZ-MONTALBAN et al., 2007).

A solubilizacdo de agregados de proteinas, tais como corpos de
inclusdo, ndo segue as regras de processos de solubilizagdo comuns,
consequentemente, a poténcia e a frequéncia de mistura ndo sao relevantes para
o processo (WALTHER et al., 2013).
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2.5 Solubilizagao

A expressao soluvel de proteinas, de forma relevante para os estudos
funcionais e estruturais, muitas vezes, é considerado um desafio. Embora muitos
fatores bioquimicos sejam conhecidos por afetar a solubilidade, uma investigagéo
completa de fatores limitantes a producdo, normalmente, ndo se torna viavel
quando se aumenta essa escala. No estudo de Vernet et al. (2011) podem ser
observadas estratégias de busca para a expressao de proteinas relevantes para a
medicina em E.coli, usando seis variagdes genéticas diferentes. Outros autores
reportam fatores que afetam a expressao soluvel de proteinas recombinantes,
como o efeito da composicao do meio, a escolha do hospedeiro de expressao,
tempo e temperatura de indugado, concentragdo do indutor de expressao, dentre
outros parametros (PAPANEOPHYTOU; KONTOPIDIS, 2014).

Corpos de inclusdo sao solubilizados por exposicao a desnaturantes
com molaridades elevadas, detergentes, tampdes acidos ou alcalinos, ou através
de combinacdes de reagentes. Em geral, a presenca de residuos de Cys nas
proteinas de interesse, muitas vezes, requer a utilizacédo de um agente redutor na
solubilizacdo e tampdes de redobramento (NOVAGEN, 1998). Na Figura 4, pode-
se observar varias estratégias de redobramento que foram utilizadas para otimizar

a recuperagao da proteina de interesse.
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Figura 4: Esquema de estratégias gerais aplicadas para solubilizagdao de proteinas

depositadas em corpos de inclusao.

Corpos de inclusao

Opcoes de solubilizagao Estratégias de redobramento

e 6MGdCI e Dialise ou

e 6-8 M Urea diafiltracao

e Detergentes ‘ e Varios passos de
SDS, CTAC, T } dialises
CTAB, N- o e Um passo de
lauroylsarcosil dialise

e pH extremos e Gelfiltracédo

e Combinagéao e Imobilizag&o

Aditivos que podem aumentar o redobramento

¢ Que promovem a formacéo de pontes dissulfeto
Sistemas redox
Cu++ para catalisar a oxidagao
Quimicos relacionados a sulfonagao

¢ Que permitem a estrutura nativa ou inibem a

agregacao

Aminoacidos, L-arginina, glicina
Sacarose ou glicerol (> 10 % m/v)
Detergentes: N-lauroilsarcosil, CHAPS, Detergentes nao
sulfobetainicos etc.
Composto de mistura de micelas de detergentes e
fosfolipideos, Polietilenoglicol (PEG)3500, Alta molaridade de
Tris (0,4-1 M)

Adaptado de (NOVAGEN, 1998).
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A solubilizacido € uma das etapas mais importantes do processo de
refolding de uma proteina presente nos corpos de inclusdo. O uso de agentes
solubilizantes do tipo surfactante é muito aplicado (KLICOVA et al., 2012). Muito
raramente havera um protocolo pré-estabelecido para iniciar o trabalho. Mais
corrente € a elaboracdo de um conjunto inicial de estratégias por meio das quais
sera avaliado o sucesso de solubilizacdo da proteina desejada. E importante ter
em mente que a etapa de solubilizagdo consiste em solubilizar proteinas
insoluveis e o resultado esperado € a obtencdo de um extrato proteico no qual a
proteina recombinante esteja presente. Uma estratégia ideal produziria
majoritariamente a solubilizagdo da proteina recombinante e minoritariamente as
demais proteinas presentes no material inicial de trabalho, mas isto € uma

situagao atipica.

2.6 Osmotinas

Na natureza, todos os organismos interagem em algum grau entre si, e
estas intereacdes incluem condi¢des favoraveis a uns e desfavoraveis a outros.
Por isto, todos os organismos possuem mecanismos diversos de defesa utilizados
em sistuagbes adversas, que seja em face de outro organismo, ou ao ambiente
fisico no qual se encontram. As plantas sdo expostas a diferentes tipos de
estresses ambientais e bidticos, como o ataque de patdégenos de plantas e insetos
predadores. Em resposta a esses ataques, as plantas desenvolveram varios
mecanismos de defesa. A indugdo destes mecanismos resulta na ativacdo de
diferentes genes relacionados com o estresse, em ultima instancia, conduzem a
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), a acumulacéo de fitoalexinas,
resposta de hipersensibilidade e sintese de proteinas relacionadas a patogénese
(PR) (KOMBRINK; SOMSSICH, 1997).

Universalmente, as proteinas sao instrumentos de defesa bioldgica de
qualquer organismo. Nas plantas, uma diversidade de proteinas ja foi catalogada
como associada a eventos de defesa, quer seja em resposta a adversidades
abidticas, quer em resposta a adversidades bidticas. No segundo caso, estas
proteinas tém sido classificadas em grupos numerados e chamados com o prefixo
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‘PRP” do inglés “Pathogenesis Related Proteins”, uma mensdao de que a
expressdao e/ou atividade destas proteinas € modificada qualitativa ou
quantitativamente sob alguma ou varias condicdes de estresses bidticos
(WYPYCH, 2016).

Esta classificacdo e estes agrupamentos ainda ndo sédo consolidados,
sofrem frequentes alteragdes em propostas, resultado do atual dinamismo que a
pesquisa cientifica propicia.

Osmotina, uma proteina relacionada com patogénese antifungica, é de
relevante importancia. Pertence ao grupo taumatina semelhante de proteinas
(TLPs). Proteinas do tipo taumatina (TLPs) constituem uma familia homogénea na
qual seus niveis sao produzidos ou aumentados pela planta em resposta a
diferentes tipos de estresses. Osmotinas tém sido descritas como proteinas
unicas devido ao fato de responderem a estresses abibticos e bidticos. Estresses
abidticos, especialmente salinidade e seca, sdo os principais fatores limitantes
para o crescimento das plantas e produtividade das culturas. Na tentativa de
desenvolver cultivares tolerantes a tais estresses, alternativas biotecnoldgicas
foram desenvolvidas para tentar superar essas barreiras naturais, como por
exemplo, o desenvolvimento de genes contendo um promotor forte que codificam
proteinas com caracteristicas agronémicas desejaveis, como resiténcia a
salinidade ou atividade antifungica, que serao, entao, transferidos para um cultivar
de interesse, e esse, por sua vez, apresentara superacao de tais barreiras (GOEL
et al., 2010;SUBRAMANYAM et al., 2012).

Uma osmotina, aqui denominada de CpOsm, foi purificada do latex de
Calotropis procera por cromatografia de troca ibnica em CM-Sepharose (pH =
5,0) e Resource-S (pH = 6,0), respectivamente (FREITAS et al., 2011a,b). Embora
duas isoformas tenham sido observadas em eletroforese de duas dimensdes (pl =
8,9 e 9,1), uma unica sequéncia N-terminal de aminoacidos foi determinada
[ATFTIRNNCPYTIWAAA VPGGGRRLNSGGTWTINVAPGTA]. Quando submetida
a eletroforese em condigdes desnaturantes, CpOsm migra como uma unica banda
de ~20,1 kDa. Entretanto, duas isoformas com massas moleculares de 22,340 Da
e 22,536 Da foram detectadas por espectrometria de massas (FREITAS et al.,
2011a). CpOsm apresentou atividade antifungica sobre Fusarium solani (1Csy=

67,0 ug/mL), Neurospora sp. (ICso= 57,5 ug/mL) e Colletotrichum gloeosporioides
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(ICs0= 32,1 pg/mL), inibindo a germinacéo de esporos e o crescimento vegetativo
de hifas. Esta atividade foi perdida quando a proteina foi tratada com DTT,
sugerindo que as pontes dissulfeto sdo fundamentais para que a proteina seja
biologicamente ativa.

Um estudo posterior descreveu alguns aspectos estruturais da proteina,
assim como seu mecanismo de agado sobre fungos. Por meio de ensaios com
marcadores de fluorescéncia, foi possivel demonstrar que CpOsm interage com a
membrana dos fungos causando extravasamento de conteudo citoplasmatico.
Esta atividade foi também evidenciada por analise espectroscopica da interacao
da proteina com vesiculas artificiais. Por fim, os autores descreveram que CpOsm
€ uma proteina de estrutura muito estavel frente a variagdes de temperatura e pH
(FREITAS et al., 2011b).

Este conjunto de observacdées confirmou que CpOsm possui atividade
antifungica importante sobre fungos fitopatogénicos e esta proteina representa
uma ferramenta a ser explorada em estudos genémicos com direta potencialidade
de beneficios em culturas agronémicas. Estes achados estimularam a fase
seguinte da pesquisa na qual essa dissertagao foi inserida. Ao concluir o projeto,
alcangamos com sucesso a clonagem e sequenciamento génico da CpOsm;
expressamos a proteina recombinante em sistemas procarionte (E. coli) e
eucarionte (P.pastoris) e ainda estabelecemos a estrutura cristalografica da
proteina nativa, purificada do latex de sua planta. Ainda como ponto relevante, foi
mostrado por meio de Microscopia de Forgca Atdbmica que CpOsm expressa e
purificada em P. pastoris era capaz de lesar irreversivelmente a estrutura de
esporos de Fusarium solani, e estes resultados foram todos publicados
recentemente (RAMOS et al., 2015) (Figura 5).

As potencialidades de CpOsm para uso como proteina de defesa em
sistemas eucariontes heterélogos parecem promissoras. Entretanto, o caminho
até esta realidade é cientificamente longo. E preciso um detalhado estudo
cientifico prévio para entender esta molécula em condicdo recombinante. Por isto,
obter rCpOsm recombinante, em um sistema de expressdo estavel e de
rendimento favoravel € muito importante. Este trabalho nasceu desta motivagao e

para cumprir as etapas de obtengcdo, extracdo e purificagdo da proteina
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recombinante em estado soluvel e ativo. Estas foram as metas norteadoras de

todas as estratégias e ensaios elaborados.

Figura 5: Sumario de dados sobre a proteina alvo desta pesquisa.
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421 GGATGTAATAATCCGTGCACGGTGTTTAAGACCGATAAGTATTGCTGTAATTCCGGTAGT
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F. solani Neurospora sp. C. gloeosporioides RLV: Ramas ef at./F TITAD-T

Control

CpOsm

Atividade antifingica de CpOsm (nativa)

Imagem 3D de AFM de esporo de F. solani
nao tratado (A) e tratado com CpOsm-
recombinante (B)

CpOsm teve sua sequéncia génica estabelecida, sua sequéncia de aminoacidos deduzida e
estrutura cristalografica resolvida. A proteina purificada do latex de Calotropis procera, assim
como a proteina recombinante expressa em Pichia pastoris, apresentaram ac¢ao antifungica.
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3. HIPOTESE CIENTIFICA

Uma osmotina superexpressa heterologamente em Escherichia coli
acumula-se em agregados densos e insoluveis conhecidos como corpos de
inclusdo. Com isso, esse estudo propde a solubilizacdo de uma proteina de latex
de Calotropis procera produzida em corpos de inclusdo de E. coli (rCpOsm) e sua

potencial aplicagao biotecnoldgica.
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4, OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Este projeto tem por objetivo utilizar o sistema de expressao heterdloga E.
coli para investigar a produgdo de uma osmotina recombinante soluvel, utilizando
diferentes métodos de solubilizagdo, redobramento e de caracterizacdo da

proteina, visando posteriores aplicagdes biotecnoldgicas.

4.2 Objetivos Especificos

e Avaliar diferentes paradmetros de cultivo para produgdo de corpos de
inclusdo em E.coli e estabelecer a condicao ideal;

e Fazerindugao de expressao em sistema heterdlogo E. coli;

e Produzir e solubilizar corpos de incluséo para a realizacdo de atividade
anti-fungica;

e Estabelecer melhor condigao de solubilizacdo e redobramento da proteina
presente nos corpos de incluséo;

e Caracterizar morfologicamente os corpos de inclusdo por microscopia de
forca atbmica,;

e Avaliar a estrutura das linhagens de bactérias quando na presenga ou
auséncia de agregados proteicos por espectrometria de massas e

microscopia de forca atébmica;
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5. MATERIAIS E METODOS

MATERIAL

5.1 Reagentes

Marcadores de massa molecular, persulfato de aménio, membrana de
dialise com poro de exclusdo de 8.000 Da, acrilamida, bis-acrilamida, triton X-100,
CTAB, IPTG e glicerol foram obtidos da Sigma-Aldrich, Brasil. A coluna de troca
ibnica Resource-S foi obtida da GE HealthCare, Brasil. Ditiotreitol (DTT), EDTA,
dodecil sulfato de sodio (SDS), iodoacetamida e ureia foram obtidos da
Amersham Bioscience, USA. Tripsina (EC 3.4.21.4) grau sequenciamento e
DNase | foram obtidas da Promega, Brasil.

Cetrimida e ARG 12 foram obtidos do CIPROVE (Centro de Investigacién
de Proteinas Vegetales) da UNLP (Universidad Nacional de La Plata).

Os meios de cultura para fungos Agar Sabouraud Dextrose (SDA) e Yeast
Peptone Dextrose (YPD) foram obtidos da DIFCO e Himedia, respectivamente.
Todas as amostras utilizadas nos ensaios antifungicos foram esterilizadas
utilizando filtros para seringa de 0,22 ym (Millipore®).

Os meios de cultivo bacteriolégico LB Agar e LB caldo foram obtidos da
Invitrogen e os meios turbo broth, power broth, hyper broth, glicose MY foram
obtidos da AthenaES™.

Os demais reagentes foram de grau analitico e de diferentes fornecedores.

5.2 Bactérias

As linhagens utilizadas foram ArcticExpress (DE3) e BL21(DE3) do sistema
heterdlogo Escherichia coli. Em cada uma das linhagens foram utilizadas tanto as
células com o plasmideo integro, como células com o plasmideo recombinante
(rCpOsm). Essas células foram obtidas do Laboratério de Citogenética e Genética
Molecular do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. As

células bacterianas sdo mantidas sob armazenamento a -80 °C em caldo LB
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(composigao por litro: triptona 10 g, extrato de levedura 5 g, NaCl 5 g)

suplementado com 20 % de glicerol (v/v).

5.3 Fungos

O fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides foi obtido da
micoteca do laboratério de Proteinas Vegetais de Defesa do Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular, UFC.

METODOS

5.4 Expressao da proteina recombinante em Escherichia coli

A construcdo do plasmideo recombinante (plasmideo integro (pET
303::CT-His) com adicdo da sequéncia codificadora para a proteina osmotina de
Calotropis procera (CpOsm), bem como sua inser¢do no vetor de expresséao foi
realizada em trabalho anterior (OLIVEIRA, 2014).

A partir da obtencdo destes plasmideos transformados procedeu-se a
indugdo da expressado de rCpOsm. Primeiramente foi realizado um screen dos
clones tanto de ArcticExpress (DE3) como de BL21(DE3).

Para a inducdo em ArcticExpress (DE3), as células foram estriadas em
placas estéreis contendo LB agar (composi¢ao por litro: triptona 10 g, extrato de
levedura 5 g, NaCl 5 g e agar bacteriologico 1,5%) e carbenicilina 100 uyg/mL e
gentamicina 20 ug/mL, a partir de uma cultura estoque em glicerol. As placas
foram incubadas a 37 °C por 12-16 h, para obten¢ao de colbénias isoladas. Com a
ajuda de uma ponteira estéril, uma colbnia isolada foi inoculada em erlenmeyers
de 50 mL contendo 10% do seu volume (5 mL) de meio caldo LB suplementado
com o0s mesmos antibidticos, nas mesmas concentragdes finais utilizadas
anteriormente.

As células foram incubadas a 37 °C, sob agitacdo orbital constante (180
rpm), overnight. Aliquotas de 3 mL dessa cultura foram adicionadas em 300 mL
de caldo LB, contendo os antibidticos apropriados. Apds padronizagédo dos

inéculos (DOgponm 0,4), a cultura foi centrifugada em tubos tipo “falcon” de 50 mL,
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estéreis, e o pellet obtido foi ressuspenso em caldo LB, estéril, contido em outro
erlenmeyer estéril com o antibiotico apropriado. Nesse momento, a cultura de
ArcticExpress (DE3) foi incubada a 12 °C, 180 rpm, por 30 min. Em seguida, foi
adicionado o IPTG (Isopropil B-D-1thiogalactopiranosideo), um indutor artificial de
expressdo génica, para uma concentracdo final de 0,5 mM e a incubagdo
procedeu-se a 12 °C, 180 rpm, por 24 h.

ApOGs as 24h de indugéo, as culturas foram centrifugadas a 10.000 x g, por
10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células lavado duas
vezes com tampao TES (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 2,0 mM; NaCl 0,15 M)
centrifugado, em cada lavagem, a 5.000 x g, por 10 min a 4 °C.

O protocolo de inducao em BL21(DE3) foi o mesmo de ArcticExpress
(DE3), diferenciando somente o antibiotico utilizado, no caso, apenas carbenicilina
com concentracao final de 100 pg/mL e a temperatura de indugdo para
BL21(DE3) foi de 37 °C.

Plasmideos integros (pET 303::CT-His) foram utilizados como controle
experimental e as condigdes foram as mesmas realizadas para os plasmideos
recombinantes descritos anteriormente, tanto em ArcticExpress(DE3) como em
BL21(DE3).

5.4.1 Parametros de Cultivo

Com o objetivo de verificar a influéncia de diferentes composi¢cdes dos
meios de cultivo frente ao processo de indugdo da expressao de proteinas
recombinantes, foram testados 6 diferentes meios de cultivo: Turbo Broth
(composigao por litro: 47,6 g), Power Broth (composigédo por litro: 52 g), Hyper
Broth (composigao por litro: 44,5 g), LB suplementado com glicose (composi¢ao
por litro: 19,8g para 990 mL acrescido de 10 mL de glicose 10%), Superior
(composigao por litro: 35 g), Glicose MY (composigao por litro: 15,5 g). Os meios
foram preparados seguindo as instru¢cdes do fabricante.

Da mesma forma, para avaliar o nivel de expressdao da proteina
recombinante, as células contendo os plasmideos integros e recombinantes foram

submetidas a trés temperaturas diferentes 25, 30 e 37 °C.
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5.4.2 Lise celular

Apos o cultivo, centrifugagdo e lavagem das células recombinantes, as
células foram ressuspensas em 1/10 do volume de TES (5 mL), acrescidas de
1/10 do seu volume de Triton X-100 1% v/v (para uma concentracéo final de 0,1
% vlv) e lisozima para uma concentracao final de 100 pg/mL (a partir de uma
solugcédo estoque 10 mg/mL). Procedeu-se a incubagdo em banho-maria a 30 °C
por 30 min, até o aparecimento de viscosidade da solugao durante a incubacéo, a
solugdo foi homogeneizada por inversdo. Ao lisado celular, foram adicionados
CaCl; (para uma concentracao final de 10 mM) e MgCl, (para uma concentragao
final de 8 mM) e 5 U de DNase | (RQ1 RNase-free DNase). O material foi
incubado em banho-maria a 30 °C por 30 min., até o desaparecimento da
viscosidade. Centrifugou-se a 12.000 x g, por 30 min a 4 °C e o material
precipitado (corpos de inclusdo) coletado. Uma pequena amostra do
sobrenadante (material soluvel) foi igualmente recuperada.

Uma aliquota foi tirada da fragao soluvel (3:1) e da insoluvel (10 mg/mL) e
foram submetidas a eletroforese unidimensional. Para tanto, as amostras foram
aquecidas a 100 °C por 10 min, resfriadas a temperatura ambiente (25 °C) e
submetidas a corrida eletroforética, em gel de poliacrilamida (15%). Apds a
centrifugacdo do material lisado e a separagcdo do sobrenadante, o pellet
contendo os corpos de inclusao foi lavado duas vezes com TES contendo Triton
X-100 1% e deixado em repouso por 30 min antes de cada centrifugagéo (12.000
x g, por 30 min a 4 °C) (NOGUEIRA, 1999). Em seguida, as amostras foram
analisadas ou congeladas em freezer até o passo posterior de uso, de acordo

com o procedimento previsto.
5.5 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

Eletroforeses unidimensionais foram utilizadas nesse estudo para
acompanhar os processos de lise celular de E. coli BL21(DE3), solubilizagdo dos

corpos de inclusao e purificacao da rCpOsm. As eletroforeses foram feitas em gel

de poliacrilamida 15%, em condigdes desnaturantes, na presenca de -
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mercaptoetanol 5%. A técnica foi conduzida de acordo com o método descrito por
Laemmli (1970), adaptada para o uso de géis de separagao em placas.

Foram utilizados géis de aplicagdo com 5% de poliacrilamida, em tampao
Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 1%. Os géis de
separacao foram feitos com tampao Tris-HCI 3 M, pH 8,9, SDS 1% e 15% de
poliacrilamida. As amostras foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,0625 M pH
6,8, contendo SDS 1%, azul de bromofenol 0,02%, B-mercaptoetanol 5% e cristais
de sacarose e foram aquecidas por 5 minutos a 100 °C.

Para a estimativa da massa molecular das proteinas em analise, foram
utilizados os seguintes marcadores de massa molecular: fosforilase B (97,0 kDa),
albumina sérica bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbdnica
(30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e alfa-lactalbumina (14,4 kDa).

As corridas foram realizadas sob as condigdes de 15 mA por placa e 120 V,
por um periodo médio de 2 horas, a 25 °C, utilizando a solugado de Tris 0,025 M
(pH 8,3) contendo glicina 0,192 M e 0,1% de SDS como tamp&o de corrida. As
bandas proteicas foram visualizadas apés coloracdo dos géis com uma solugao
de metanol, acido acético e agua destilada (4:1:5; v:v:v) contendo o corante
Coomassie Brilhante Blue R-250 (PhastGel Blue R) e revelagdo com uma solugao

contendo os mesmos componentes, porém, sem o corante.

5.6 Analise das fragoes protéicas de E. coli BL21 (DE3) por

Espectrometria de massas

Para verificar a presencga da proteina recombinante (rCpOsm) nas fra¢des
soluvel e insoluvel de E. coli BL21 (DE3) induzidas por 24 h, eletroforeses em gel
de poliacrilamida 15% foram realizadas e as bandas referentes a proteina de

interesse foram excisadas e analisadas por espectrometria de massas.

5.6.1 Selecao e processamento dos spots

As proteinas, referentes as bandas de rCpOsm coradas com Coomassie
Brilhante Blue, foram retiradas dos géis de poliacrilamida com o auxilio de um

bisturi e transferidas para tubos do tipo eppendorf de 1 mL, onde foi realizada a
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digestdo com tripsina, de acordo com o método descrito por Hellman e
colaboradores (1995). Os spots foram descorados em solugao de bicarbonato de
aménio 25 mM com acetonitrila (1:1) e, posteriormente, desidratados com
acetonitrila 100% por 5 minutos. Estes foram reidratados em banho de gelo, por 1
hora, com 15 pL de solucéo de bicarbonato de ambénio 50 mM, contendo 0,2 ug
de tripsina. A digestdo foi realizada a 37 C por 16 horas. Em seguida, os
peptideos foram extraidos dos géis com uma solugédo de acetonitrila 50% e acido
trifluoracético (TFA) 5%, com auxilio de um sonicador, por 30 minutos e foram
concentrados em Speed-Vac (JUNQUEIRA, 2005).

5.6.2 Espectrometria de massas

A mistura de peptideos da digestao triptica foi dissolvida em 2 yL de TFA
0,5%. Os peptideos foram separados em uma coluna de fase reversa
nanoACQUITY HSS T3 C18 (75 ym x 200 mm) utilizando um gradiente de
acetonitrila de 7% a 40%, contendo 0,1% de acido féormico, a partir de um fluxo de
500 nL/minuto (PANIS et al., 2013) .

Os espectros de massa foram adquiridos em um espectrémetro de massas
Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK) acoplado a um sistema NanoUPLC-ESI.
Todas as anadlises foram realizadas utilizando ionizagdo por electrosspray no
modo ESI (+) através da fonte NanoLockSpray. O canal de coleta do analito foi
fechado a cada 30 segundos para passagem do ion de referéncia. O
espectrometro de massas foi calibrado com uma solugdo de GFP (320 fmol/mL)
injetado através do spray de referéncia da fonte NanoLockSpray. O ion
duplamente carregado ([M +2H] 2 +) foi usado para a calibragdo de um ponto
inicial (Lteff), e a fragmentacéao ibnica de GFP em MS/MS foi usada para obter a

calibragao final do instrumento.
5.6.3 Pesquisa em bancos de dados

Os dados obtidos pelo ESI-QUAD-TOF foram processados usando o
software ProteinLynx Global Server v. 2.4 (Waters). O processamento incluiu a

corregdo automatica dos valores de m/z dos espectros MS e MS/MS segundo a
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massa do ion de referéncia do lockspray. Conjuntamente, os dados de MS e
MS/MS foram submetidos ao programa de busca MASCOT (Matrix Science Ltd. —
www.matrixscience.com). A fim de identificar as proteinas, as buscas foram
realizadas utilizando banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information) restringido para Viridiplantae (Green Plants) e, posteriormente, para
todas as entradas. Os critérios de busca foram baseados considerando
carbamidometilacdo das cisteinas como modificacbes fixas e oxidacdo das
metioninas como modificagdo variavel. Na hidrdlise por tripsina, foi considerada a
possivel perda de um sitio de clivagem e a tolerancia das massas dos peptideos e
dos fragmentos foi de + 0,05 Da. As proteinas que nao foram identificadas pela
espectrometria de massas tiveram suas sequéncias manualmente submetidas ao
programa proteinBLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), no intuito de

compara-las com outras proteinas vegetais.

5.7 PCR de Colonia

Com o objetivo de amplificar a regido codificadora do gene que sequencia
a proteina rCpOsm e com o objetivo de avaliar a viabilidade dos plasmideos
recombinantes, 100 yL de culturas de células bacterianas, em diferentes periodos
de cultivo, que estavam armazenadas a -80 °C em caldo LB (composic¢ao por litro:
triptona 10 g, extrato de levedura 5 g, NaCl 5 g) suplementado com 20 % de
glicerol (v/v) foram centrifugadas a 12.000 rpm, por 5min, e lavadas com agua
deionizada estéril trés vezes consecutivas, adicionados 10 pyL de agua estéril e
dessas amostras foram tirados 2 pL e transferidos para microtubos do tipo
eppendorfs. Posteriormente, foram adicionados 1,5 pL do tampao da enzima
GoTaq DNA polimerase flexi (Promega®), 1,2 uL de MgCl,, 3 uL de dNTP, 0,6 pL
do primer senso (CpOsmFXbalEc 5'- CCGG TCTAGA
ATGGCCACGTTCACTATCCGG -3), 0,6 ppL de primer antisenso
(CpOsmRXholEc 5'- CCGG CTCGAG GGGACAAAAGATAACTCTATAG - 3) na
concentragéo de 5 mM, 0,25 uL (5U/ yL) de GoTaq DNA polimerase (Promega®)
e agua (qg.s.p) livre de RNAse para um volume final de 15 pL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador (MJ Research PTC-200

Thermo Cycle), ocorrendo uma etapa de desnaturagéo inicial a 95 °C por 5
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minutos e 33 ciclos subsequentes de desnaturagédo a 95 °C por 45 s, seguida de
pareamento a 65 °C por 45 s e extensao a 72 °C por 1,5 min. Apdés completar os
33 ciclos, uma etapa de extensao final a 72 °C durante 8 min foi realizada (Tabela
1). Os produtos obtidos foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 0,8% e visualizados com brometo de etidio (SAMBROOK et.al 1989). A
imagem foi capturada com o auxilio de uma luz ultravioleta (302 ,m) em um

transluminador (Macrovue™ Transluminator, Pharmacia Biotec).

Tabela 1 - Condigodes utilizadas para a amplificagao da regido codificante da rCpOsm

Etapas Estagio Repeticéao Temperatura Tempo
Desnaturacao 95 °C 5 min.
inicial 1 1

95 °C 45s
Amplificagao 2 33 65 °C 45s

72°C 1,5 min.
Extenséo final 3 1 72°C 8 min.

5.7.1 Eletroforese em gel de agarose

A integridade dos plasmideos foi constatada por eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v) preparado com tampao TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM
pH 8,0). As amostras foram preparadas, para um volume de 10 yL, adicionando-
se 60% (v/v) de azul de bromofenol [0,25% (m/v), glicerol 30% (v/v), preparados
com tampéao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8,0)], 1 uL de brometo de etidio (1
mg/mL) e 1 uyg da amostra. Em seguida, a amostra foi aplicada no gel de agarose.
As bandas correspondentes ao cDNA da osmotina recombinante foram
visualizadas por meio de um transiluminador (Gel Transilluminator Bio-Rad) de
UV e uma camera acoplada ao microcomputador dotado de software de captura e

analise de imagens.
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5.8 Imunodeteccao de proteinas imobilizadas em membranas

(western blotting)

Primeiramente realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida 15%
(SDS-PAGE) com as amostras de interesse. Apds, as proteinas foram
eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, GE
healthcare), em um sistema TE 70 Semi-dry Tranfer Unit (Amersham Biosciences)
a 100 mA por 1 h. A eficiéncia da transferéncia foi verificada pela coloragao das
proteinas imobilizadas na membrana com vermelho de Ponceau 0,2 % (m/v),
diluido em acido acético 1% (v/v). Em seguida, a membrana foi incubada em
solugao bloqueadora (PBS pH 7,4— NaCl 0,13 M, KCI 2,6 mM, Na,HPO4 5,3 mM,
KH,PO4 1,7 mM e 5% leite desnatado) sob agitagdo constante de 40 rpm a 25 °C
por 2 h. Apos o periodo estabelecido, a membrana foi retirada da solugéo
bloqueadora e lavada 3 vezes consecutivas com PBS. Os anticorpos primarios
foram adicionados numa propor¢ao de 1:5000 (v/v) a solugdo PBS acrescido de
leite desnatado 5% e submetidos a uma agitagao constante de 40 rpm a 25 °C por
2 h. Novamente, a membrana foi retirada da solugdo bloqueadora e lavada 3
vezes consecutivas com PBS. Os anticorpos secundarios (Anti-IgG de coelho)
foram adicionados numa proporgéo de 1:10000 (v/v) a solugdo de PBS acrescido
de leite desnatado 5% e submetidos a agitagdo constante a 25 °C por 2 h. A
membrana foi lavada com tampao PBS e a membrana foi adicionado o substrato
(5-bromo-4-cloro-3-indoilfosfato/nitro azul tetrazolio (BCIP/NBT)) e esperou-se a
formagdo de bandas arroxeadas. A reacgao foi interrompida adicionando agua a

membrana.

5.9 Solubilizagado dos corpos de inclusao

5.9.1 Agentes surfactantes

Os corpos de inclusdo foram solubilizados com diferentes agentes
surfactantes considerados agentes solubilizantes suaves. Foram utilizados Arg12,
Cetrimida, CTAB em concentra¢des crescentes (0,1, 0,5 e 1%) presentes em

tampao de solubilizacdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 0,5 M. Esse tampao foi
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adicionado em corpos de inclusédo na propor¢ado de 0,2 g/mL de surfactante, e
entdo, incubados a 55°C por 2h. Procedeu-se com a centrifugagao a 8.000 x g por
30 min a 4 °C e com a eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 15%
para avaliar qualitativamente se a proteina recombinante estava na fragao soluvel

ou na fragdo insoluvel (Figura 6).
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Figura 6: Esquema para uma producao eficiente de proteinas sollveis a partir de
corpos de inclusao bacterianos usando método suave de solubilizagao.

BL21(DE3) expressando proteinas em corpos
de inclusao
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[ Centrifugagéo a 12.000 x g, 4 °C, 30 min ]
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com tampao TES EDTA 2mM
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Triton X- 100
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5.9.2 Agente desnaturante

Outro protocolo quimico de ressolubilizacdo dos corpos de inclusao foi
adaptado de Palmer e Wingfield (2012). O procedimento possuia o agente
desnaturante Cloridrato de Guanidina. O pellet contendo proteinas em corpos de
inclusdo foi lavado trés vezes com 15 mL de tampao de lavagem (Tris-HCI 100
mM pH 8,0, EDTA 5 mM, DTT 5 mM, Urea 2 M, Triton X-100 2%) e centrifugado
trés vezes por 30 min, 12.000 x g, a 4 °C. O passo seguinte de lavagem foi
realizado somente com 15 mL de tampao TrisHCI 100 mM pH 8,0, o qual o pellet
foi lavado duas vezes, seguido de centrifugacdes iguais a do passo anterior. Os
sobrenadantes resultantes das lavagens foram guardados e aliquotas foram
retiradas para analise em eletroforese de poliacrilamida 15%. O pellet final foi
ressuspenso em 4 mL de tampao de extragdao (50 mM TrisHCI pH 8, 3 M
Cloridrato de Guanidina) e deixado em repouso a temperatura ambiente por 30
min. Centrifugou-se esse material a 4 °C, 30 min 8.000 g. Essa amostra foi

avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%).

5.9.3 Tratamento por ultrassom

Para avaliar se esse método fisico seria eficaz para desestruturar os
corpos de inclusdo e desagregar suas proteinas, possivelmente liberando a
osmotina recombinante, o volume de suspensao celular da fracdo insoluvel do
plasmideo recombinante (corpos de inclus&do) bem como do plasmideo integro foi
ajustado para 10% do volume de cultivo em tampao TrisHCI 50 mM pH 8. Apds
suspensdao e homogeneizagdo da amostra, as células foram submetidas ao
tratamento de sonicacdo em banho de gelo, de 4 ciclos de 2,5 min cada, a 50%
de poténcia (Bandelin Sonoplus Mini20). As amostras foram submetidas
posteriormente a centrifugacédo a 4 °C por 30 min a 12.000 x g. O perfil de
proteinas soluveis foi avaliado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE 15%).
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5.9.4 Solubilizagao do corpo de inclusao utilizando uma protease

do latex de Calotropis procera

A protease cisteinica CpCP-1 do latex de Calotropis procera, purificada e
caracterizada por RAMOS et al. (2013) foi utilizada como um método enzimatico
de solubilizagdo de corpos de inclusdo. A proposta seria que a protease seria
capaz de digerir proteinas dos corpos de inclusédo, porém nao a osmotina,
proteina co-existente com a protease do latex de C. procera. CpCP-1 foi utilizada
na concentragdo de 1mg/mL acrescida de DTT 3 mM como agente ativador da
enzima e 100 uL dessa solugéao foi incubada com 40 mg de corpos de inclusdo a
37 °C por 24 h. Ao final utilizou-se IAA (iodoacetamida) 20 mM para inativar a
atividade da enzima. Os resultados foram avaliados por eletroforese de
poliacrilamida 15% bem como a atividade enzimatica por atividade proteolitica

utilizando azocaseina como substrato.

5.9.4.1 Atividade proteolitica total utilizando azocaseina como

substrato

Para avaliar a estabilidade da atividade enzimatica da protease CpCP-1,
apo6s 24h a 37 °C, a atividade proteolitica foi realizada de acordo com o método
de Xavier-filho (1989), utilizando azocaseina, um substrato inespecifico para
proteases. CpCP-1 foi utilizada na concentracdo de 1 mg/mL e papaina foi
utilizada como controle positivo, na concentragdo de 0,1 mg/mL, e dissolvidas em
tampao acetato 50 mM (pH 5,0). Foram retiradas aliquotas de 80 pyL de cada
solugdo, as quais foi adicionado tampao acetato e 40 yL de DTT (3 mM) de forma
que o volume final fosse 500 L, para iniciar a reagao enzimatica.

Os ensaios proteoliticos foram feitos na presenca de ditiotreitol 3 mM, o
DTT, um ativador de proteases que age reduzindo as pontes dissulfeto das
proteases cisteinicas. Este permaneceu em contato com a amostra por 10 min
antes da adicao dos outros reagentes. Em seguida, foram adicionados 200 uL de
azocaseina 1% a esta solugao que foi posteriormente incubada a 37 °C por 1 h. A

reacao foi finalizada com a adigdo de 500 uL de acido tricloroacético (TCA) 20%.
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As amostras foram, entao, centrifugadas a 10.000 x g por 10 min a 25 °C e os
sobrenadantes separados foram alcalinizados com 500 pL de NaOH 2 N.

Neste ensaio, o grupo controle foi conduzido com os mesmos reagentes,
contudo as amostras somente foram adicionadas a reacao apds a adicdo de TCA.
Esse procedimento garante que nao ha reagéo proteolitica no controle negativo.
As leituras espectrofotométricas dos produtos da reacao foram realizadas a 440
nm. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que
incrementa em 0,01 nm a absorbancia a 440 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata e expressos em Unidade de Atividade (UA) ou Unidades de Atividade por

micrograma de proteina (UA/ugP).

5.10 Cromatografia IMAC com Niquel Imobilizado

5.10.1 Protocolo com CTAB 1%

A fracédo solubilizada com o CTAB 1% foi dialisada com o tampéao de
equilibrio (tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 7,4; NaCl 500 mM) e aplicada na
matriz Sepharose carregada com Niquel imobilizado (Ni Sepharose 6 fast flow,GE
Healthcare) que foi previamente equilibrada com o tampéao de equilibrio. Apés 1 h
de contato com a matriz, o tampéao de equilibrio foi novamente aplicado na matriz
e o primeiro pico (PI) foi coletado (proteinas que nao interagiram com a coluna).
Em seguida, foi aplicado a coluna sequencialmente o tamp&o de equilibrio
acrescido de 50 mM, 100 mM, 250 mM e 500 mM de imidazol.

5.10.2 Protocolo com Cloridrato de Guanidina

A fragdo solubilizada com o tampao de lavagem foi submetida a
cromatografia em matriz de Sepharose carregada com niquel (Ni Sepharose 6
Fast Flow, GE Healthcare). A coluna foi lavada primeiramente com tampéao de
ressuspensao (50 mM TrisHCI pH 8 e NaCl 150 mM) e em seguida a amostra foi
adicionada. Novamente a coluna, com a amostra, foi lavada com o tampao de
ressuspensao o qual eluiu proteinas que nao interagiram com a matriz (Pl) e o

pico 2 (PIl) foi eluido com o tamp&o de ressuspensdo contendo 250 mM de
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imidazol. As cromatografias foram realizadas em fluxo constante de 1mL/min e as
fragoes coletadas foram monitoradas por medida de absorbancia a 280 nm em
espectrofotometro Genesys 10UV Scanning. Os picos foram dialisados contra

agua destilada, liofilizados e analisados por SDS-PAGE 15%.

5.11 Cromatografia Hidrofébica

Outra cromatografia utilizada como alternativa para que a rCpOsm ficasse
retida numa coluna cromatografica e pudesse, entdo, ser purificada foi a
cromatografia hidrofobica. De acordo com Ramos et al. (2015) essa proteina
apresenta dominios de hidrofobicidade bem evidentes. A fragao solubilizada com
o CTAB 1% foi dialisada com o tampao de equilibrio (tampé&o fosfato de sédio 50
mM pH 7; (NH4).SO4 1,5 M) e aplicada na matriz FenilSepharose CL4B- Sigma
Aldrich, que foi previamente equilibrada com o tampao de equilibrio. Apds 1h de
contato com a matriz, o tampao de equilibrio foi novamente aplicado na matriz e o
primeiro pico (PI) foi coletado (proteinas que nao interagiram com a coluna). Em
seguida, foi aplicado a coluna, sequencialmente, o tampao de equilibrio com
concentragdes decrescentes de (NH4)2.S0O4 (1,2; 1; 0,9; 0,6; 0,3 M). Em seguida, a
coluna foi lavada com NaOH 0,1 M seguido de bastante agua destilada e, por fim,
etanol 20%. As fragcdes coletadas foram dialisadas, liofilizadas e submetidas a

eletroforese em gel de poliacrilamida 15%.

5.12 Cromatografia de troca iénica em coluna Resource-S acoplada

a sistema FPLC

Os corpos de inclusado solubilizados com CTAB 1% e exaustivamente
dialisados contra agua destilada foram submetidos a cromatografia de troca iénica
em coluna Resource-S acoplada ao sistema de FPLC “Fast Performance Liquid
Chromatography”. A coluna foi previamente equilibrada com tampao acetato de
sddio 50 mM, pH 5,0. Os corpos de inclusdo foram dissolvidos no tampao de
equilibrio da coluna, centrifugados a 10.000 x g, a 4 °C, por 10 minutos, filtrados
em filtros de 0,22 ym (Millipore ®) e 1 mL da solugdo de amostra foi aplicado a

cada corrida cromatografica. As proteinas retidas na matriz foram eluidas
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utilizando um gradiente linear de 0 a 1 M de NaCl, durante 40 minutos, a um fluxo
de 1 mL/minuto, e o conteudo proteico determinado a 280 nm. Os picos obtidos
foram reunidos e dialisados contra agua destilada, liofilizados e submetidos a

eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 15%.

5.13 Ensaios antifungicos

5.13.1 Cultivo dos fungos e obtengao das suspensées de
esporos

O cultivo dos fungos foi realizado em placas de Petri (100 x 15 mm),
contendo 25 mL do meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) estéril. As placas
inoculadas foram mantidas em camara de germinacéao do tipo B.O.D. a 27 + 2 °C,
umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12 horas (claro/escuro). Os fungos
foram renovados mensalmente através da transferéncia de pellets de uma placa
contendo os fungos para outra placa contendo apenas meio de cultura SDA.
Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar. Os meios
de cultura foram constituidos de 65 g de SDA dissolvido em 1 L de agua destilada
e autoclavados por 15 minutos, a 121 °C, 1,5 kgf.

A obtencdo das suspensdes de esporos foi realizada de acordo com o
método descrito por Melo e colaboradores (1997), com algumas modificagdes. Os
esporos foram coletados a partir da adigdo de 5 mL de agua destilada estéril
sobre os meios de culturas contendo os respectivos fungos, crescidos por duas
semanas. Com o auxilio de uma al¢a de Drigalski (previamente flambada), foram
realizados movimentos suaves na superficie do micélio para a liberacdo dos
esporos. As suspensdes obtidas foram filtradas em malhas finas de nylon
estéreis, para a remocao das hifas remanescentes. O filtrado resultante foi
denominado de suspensio padrao de esporos. Para a realizacdo dos ensaios de
inibicdo de crescimento micelial e da germinagdo de esporos, as suspensodes
contendo os esporos foram ajustadas para uma concentragdo de 2 x 10°
esporos/mL. Os esporos foram contados com o auxilio de uma camara de

Neubauer em microscopio optico (Olimpus System Microscope BX 60).
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5.13.2 Inibicdo do crescimento micelial

Para avaliar o efeito das fracbes submetidas aos processos de
solubilizacdo descritos anteriormente, em relagcdo ao crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides, o ensaio de inibicdo do crescimento foi realizado
conforme a metodologia descrita por Broekaert, Cammue e Vanderleyden (1990),
com algumas adaptacbes. Os ensaios foram desenvolvidos em placas de
microtitulagado de poliestireno de fundo chato (estéreis) de 96 pogos. Cada pogo
continha 10 pL de uma suspenséo de esporos (2 x 10° esporos/mL) e 90 uL de
meio YPD (“Yeast Peptone Dextrose”). Apds 16 horas na auséncia de luz, a 27
°C, 100 pL de solugao contendo as fragdes (2 mg/mL em tampao acetato de sodio
50 mM, pH 5,0) foram adicionados. Os controles negativos e positivos para
inibicdo do crescimento micelial foram o tamp&o acetato de sédio 50 mM, pH 5,0
e o peréxido de hidrogénio 200 mM, respectivamente. Solugdes contendo
Cetrimida (800 pg/mL), Arg12 (200 mg/mL), CTAB (1% m/v), Tampao de lavagem,
CpCP-1 (1 mg/mL) contendo IAA (20 mM) também foram utilizadas a titulo de
comparagao. Todas as amostras foram filtradas em membranas de 0,22 um. O
crescimento micelial foi monitorado através de leituras de absorbancia a 620 nm,
em intervalos de 8 horas, até um total de 48 horas, em leitor de ELISA (Biotrak Il

Plate Reader, Amersham Biosciences).
5.13.3 Inibicado da germinagao de esporos

Para avaliar o efeito das fracbes submetidas aos processos de
solubilizagdo descritos anteriormente, sobre a germinacdo de esporos de
Colletotrichum gloeosporioides, o ensaio de inibigdo da germinagao foi conduzido
segundo método descrito por Souza e colaboradores (2011). Para tanto, 10 pyL da
suspensdo de esporos (2 x 10° esporos/mL) foram incubados com 10 uL das
fragbes (2 mg/mL em tampédo acetato de sddio 50 mM, pH 5,0) em placas de
polietileno reticuladas estéreis por 24 horas a 27 °C, mantendo umidade relativa
de 70%. Apdés o periodo de incubagdo, as placas foram avaliadas quanto a
inibicdo da germinagdo de esporos sob microscopio 6tico (Olimpus System

Microscope BX 60). As microfotografias de cada preparagdo foram obtidas e a
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taxa de germinagéo de esporos foi avaliada visualmente. Foram utilizados como
controles negativo e positivo, respectivamente, tamp&o acetato de sodio 50 mM,
pH 5,0 e peréxido de hidrogénio 200 mM. Solugdes contendo Cetrimida (800
pg/mL), Arg12 (200 mg/mL), CTAB (1% ml/v), Tampéao de lavagem, CpCP-1 (1
mg/mL) contendo IAA (20 mM) também foram utilizadas a titulo de comparacéo.

Todas as amostras foram filtradas em membranas de 0,22 ym.

5.14 Microscopia de Forgca Atémica (MFA)

Amostras de corpos de inclusdo contendo rCpOsm, bem como corpos de
inclusdo tratados com a protease CpCP-1 por 24 h a 37 °C foram analisadas por
Microscopia de Forgca Atbmica no Laboratério de Microscopia Avancada do
Departamento de fisica da UFC. As amostras foram diluidas na proporg¢ao de 1:4
com agua destilada (MilliQ). Uma aliquota de 10 pyL de cada solugao foi colocada
sobre uma lamina e foi realizado um esfregago dessas amostras, o esfregaco foi
deixado em repouso até que secassem. As imagens foram obtidas no
equipamento MFP 3 BIO (Asylum Research). O método utilizado foi de varredura
por contato intermitente (tapping mode) utilizando uma sonda Nano World NCHR-
50 com constante de molar de 42 N/m. As imagens foram obtidas com varreduras
de 500nM — 10 uM e resolugao de 256x256 pixels. As imagens foram obtidas em

temperatura ambiente.
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6. RESULTADOS

6.1 Expressdo da proteina recombinante em Escherichia coli

6.1.1 Parametros de Cultivo

No presente trabalho, foram utilizadas as linhagens de E.coli
ArcticExpress (DE3) e BL21(DE3) com os plasmideos integros e recombinantes
(PET303 :: CT-His e pET303 : CpOsm, respectivamente), que foram
transformadas em etapa anterior (OLIVEIRA, 2014). Os clones transformados de
ArcticExpress(DE3), que estavam armazenados a -80°C em caldo LB,
suplementado de glicerol 20%, foram cultivados em caldo LB, induzidos a 12 °C,
de acordo com as recomendacdes do fabricante. A expressao de rCpOsm foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 15%. Apesar de ter
sido induzida a baixas temperaturas, a proteina recombinante foi expressa de
forma insoluvel e os clones 9.2 e 9.4 apresentaram maior nivel de expressao de
rCpOsm (Figura 7).

Apods a selecédo do clone 9.4 de ArcticExpress (DE3) como promissor
para a expressao heterdloga, neste trabalho, foram utilizados diferentes meios de
cultivo e indugao (LB, LB suplementado com glicose, Turbo, Power, Hiper e M9Y)
com o objetivo de avaliar qual seria o melhor para a produgdo da proteina
recombinante. Por eletroforese em gel de poliacrilamida (15%), pode-se observar
que o meio de cultivo e inducédo Turbo apresentou a maior produgao de proteinas
recombinantes (Figura 8), ou seja, houve maior expressao da proteina heteréloga
do que quando comparado com a indugcdo em meio LB, meio utilizado
tradicionalmente. O meio Turbo utiliza o glicerol como fonte de carbono e possui
um meio rico em aminodacidos, vitaminas e minerais inorganicos, o que pode ser
considerado um fator adicional para uma maior indug¢ao da expressao (BROEDEL
et al., 2001).
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Figura 7: Perfil eletroforético de clones de uma cultura de E.coli ArcticExpress (DE3)
transformadas com pET303:: CpOsm.
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A- Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). (1 e 2)
Fracdo soluvel e insoluvel, respectivamente, de bactérias transformadas com pET303/CT-His
(integro). (3 e 4) Fracao soluvel e insoluvel de bactérias transformadas com pET303:: CpOsm-
clone 9.1; (5 e 6) clone 9.2; B - (1 e 2) clone 9.3; (3 e 4) clone 9.4; (5 e 6) clone 9.5. (M)
Marcadores de massa molecular. Foram aplicados 30 pL das fragdes no interior de cada pogo. As
proteinas foram visualizadas apds coloracédo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%.

Figura 8: Perfil eletroforético de células de E.coli ArcticExpress (DE3) induzidas em
diferentes meios nutritivos.

A- Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE). (1 e 2)
Fracdo soluvel e insoluvel, respectivamente, de bactérias transformadas com pET303/CT-His
(controle) — meio LB. (3 e 4) Células de E. coli ArcticExpress (DE3) transformadas com pET303-
CpOsm - clone 9.4 - meio LB+Glicose, (5 e 6) meio LB, (7 e 8) meio Glicose M9Y. B — Fragéo
soluvel e insoluvel, respectivamente, de células transformadas com pET303-CpOsm - clone 9.4 (1
e 2) meio Turbo, (3 e 4) meio Hyper, (5 e 6) meio Power, (7 e 8) meio Superior. (M) Marcadores de
massa molecular. Foram aplicados 30 uL das fragdes no interior de cada pogo. As proteinas foram
visualizadas ap6s coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%.
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6.1.2 Analise das fragbées de E. coli BL21 (DE3) por Espectrometria

de massas

Considerando que havia dois sistemas de expressao clonados e havia o
desejo de que a proteina fosse expressa na fracdo soluvel para facilitar tanto a
sua recuperagdo como a sua purificacdo, o sistema BL21(DE3) também foi
submetido ao cultivo e inducgéo, s6 que este se realizou a 37 °C, de acordo com
as recomendacoes do fabricante.

A analise por eletroforese unidimensional 15% mostrou que rCpOsm foi
majoritariamente expressa na fragdo insoluvel, porém, uma banda protéica
situada na mesma altura, de aproximadamente 23,1 kDa, correspondente ao
tamanho da rCpOsm também apareceu na fracdo soluvel. Portanto, uma analise
por espectrometria de massas foi realizada para verificar se a banda proteica na
fracao soluvel era referente a osmotina recombinante.

Os spots, referentes as bandas proteicas de 23,1 kDa, foram excisados do
gel e submetidos a um tratamento de extracdo de proteinas e digestdo com
tripsina, sendo por fim analisados por espectrometria de massas (ESI-QUAD-
TOF). Os dados obtidos, apds o processamento dos spots, foram submetidos ao
programa de busca MASCOT (Matrix Science Ltd. — www.matrixscience.com),
utilizando o NCBI (National Center for Biotechnology Information) como banco de
dados, restringido para Viridiplantae (Green Plants). A analise confirmou que os
peptideos referentes a rCpOsm estavam nas fragdes soluvel e insoluvel (Tabela 2
e Figura 9).

Com base nos resultados obtidos, dentre as duas linhagens testadas, a
BL21 (DE3) foi selecionada para a continuagédo dos ensaios, uma vez que
apresentou a proteina recombinante na fracdo insoluvel e também na fracéo
soluvel, onde rCpOsm poderia ter também um potencial uso. Porém, nos
posteriores ensaios realizados, somente a proteina recombinante presente nos
corpos de inclusao (fragao insoluvel), mostrou-se expressiva.

Apods a escolha do sistema de expressao BL21(DE3), resolveu-se avaliar a
influencia da temperatura durante as 24 h de indug&o nesta linhagem como mais
uma metodologia que proporcionasse uma maior indugdo da proteina

recombinante. Por isso as células com os plasmideos integros e recombinantes
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foram submetidos a indugdo em temperaturas de 25 °C, 30 °C e 37 °C (Figura
10).

Tabela 2: Peptideos do clone 9.4 de BL21(DE3) de E.coli identificados por Espectrometria
de massas (ESI-Q-TOF).

Descricao e
Massa I
P Escore Origem das
Spot molecular _ Sequéncia dos Peptideos Identificados ID (NCBI) ]
proteico proteinas
identificadas
TNCNFDGAGR, CWDAYSYPK, APGGCNNPCTVFK,
CQTGDCNGVLECK, CTADINGQCPNELR, Cadeia A,
) NNCPYTIWAAAVPGGGR, DDPTSTFTCPSGTNYR, Estrutura do crista
Fracao gi|64598572
23,2 8,2 699 LNSGQTWTINVAPGTAGAR, da osmotina
Insoluvel 1
RLNSGQTWTINVAPGTAGAR, (Calotropis
TDKYCCNSGSCGPTTYSR, procera)
CWDAYSYPKDDPTSTFTCPSGTNYR
NNCPYTIWAAAVPGGGR,
RLNSGQTWTINVAPGTAGAR,LNSGQTWTINVAPGTA Cadeia A,
GAR, LNSGQTWTINVAPGTAGAR, .
Estrutura do crista
Fragao TNCNFDGAGR,CQTGDCNGVLECK, 0i|64598572
23,2 8,2 801 da osmotina
Solavel CTADINGQCPNELR, APGGCNNPCTVFK, 1
(Calotropis
TDKYCCNSGSCGPTTYSR, CWDAYSYPK,
procera)

CWDAYSYPKDDPTSTFTCPSGTNYR e

DDPTSTFTCPSGTNYR
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Figura 9: Peptideos identificados por espectrometria de massas (ESI-Q-TOF) das fragées
soluvel e insoluivel obtidas do lisado celular de E.coli BL21(DE3).

1 PATFTIRNNC PYTIWAAAVP GGGRRENSGQG TWTINVAPGT AGAR!\PRTN
51 CNFDGAGRGR COIGDENGYE EGRGYGQPPN TLAEYALNQF QNLDFFDISL

101 VDGFNVPMEF SPVSGSGDKC RAIRCTADIN GQCPNELRAP GGENNPCTVE

151 KTDKYCCNSG SCGPTTYSRF FKERCWDAYS YPKDDPTSTE TCPSGTNYRV

201 IFCPPG

Os peptideos encontrados pela anadlise realizada por espectrometria de massas estao
evidenciados em diferentes cores, demonstrando uma correlagdo com a sequéncia relacionada a
estrutura da osmotina de Calotropis procera, depositada no PDB com o cédigo de acesso 4L2J.
Foi identificado 63% de cobertura da sequencia da proteina recombinante (rCpOsm) nas fragcbes
analisadas.

Figura 10: Perfil eletroforético de células de E.coli BL21 (DE3) induzidas em diferentes
temperaturas.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) sob condigdes desnaturantes (SDS-PAGE). A -
Fracado intracelular soluvel e insoluvel, respectivamente de culturas de células de E. coli
BL21(DE3) transformadas com pET303/CT-His (controle). (1 e 2) indugéo a 25 °C, (3 e 4) indugéo
a 30 °C (5 e 6) indugéo a 37 °C. B - Fragao intracelular soluvel e insoluvel, respectivamente, de
células de E. coli BL21(DE3) transformadas com pET303-CpOsm - clone 9.4. (1 e 2) inducéo a 25
°C, (3 e 4) indugao a 30 °C, (5 e 6) indugédo a 37 °C. (M) Marcadores de massa molecular. Foram
aplicados 30 pL das fragbes no interior de cada pogo. As proteinas foram visualizadas apos
coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%. A banda de 23,1 kDa corresponde a

osmotina recombinante.
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Diante dos resultados observados com as indugbes em diferentes
temperaturas e a consequente indiferenca na producéo de proteina recombinante
nas trés diferentes temperaturas testadas, resolveu-se avaliar os tempos de
inducéo de 3 h e de 24 h na producéo de proteina recombinante. O tempo de 3 h
de inducdo se mostrou mais promissor, visto que as bandas proteicas referentes a
proteina expressa por E. coli estavam menos evidentes do que a banda proteica
referente @ osmotina recombinante (rCpOsm), o que resultou num corpo de
inclusdo com a osmotina recombinante mais expressa do que as proteinas do
proprio sistema E.coli, as quais aparecem em maior quantidade com a inducao de
24 h (Figura 11).

Figura 11: Perfil eletroforético das fracdes, soltuivel e insolivel, de uma cultura de E.coli
BL21(DE3) induzida por diferentes periodos e imunodeteccédo de rCpOsm por Western Blot.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE). A - (1 e 2)
Fracdes intracelulares soluvel e insoluvel, respectivamente, coletadas apés por 3 h de indugdo. (3
e 4) Fragdes intracelulares soltvel e insoluvel, respectivamente, coletadas apds 24 h de indugao.
M- marcador molecular. Foram aplicados 30 pL das fragdes no interior de cada pogo. As proteinas
foram visualizadas apds coloracdo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%. B- Imunodetecgao
da osmotina recombinante em corpos de inclusdo induzida por 3 h, por western
blotting.1)Osmotina nativa purificada. 2)Corpo de inclusdo com rCpOsm apo6s 3 h de indugéo.
Foram utilizados anticorpos anti-CpOsm nativa.

57



NASCIMENTO, C.T.M. EXPRESSAO HETEROLOGA DE UMA OSMOTINA....

6.2 PCR de Colonia

Apos alguns meses de indugdes sucessivas a partir do mesmo material
inicial, a expressao de osmotina recombinante passou a estar menos expressiva
quando avaliada no controle por meio de géis de poliacrilamida 15%. O que
preocupou os envolvidos com a pesquisa. Entdo uma PCR de col6nia foi
realizada com as culturas estoque em glicerol a -80°C (culturas estoque
armazenadas em cada indugdo bimestral). Essa PCR permitiria confirmar a
presenga dos plasmideos clonados nas culturas bacterianas, no caso, de E. coli
BL21(DE3) tanto com a sequéncia que codifica para a rCpOsm como a dos
plasmideos integros. As colbnias de E.coli BL21(DE3) contendo os plasmideos
foram submetidas a PCR de col6nia e amplificados com os primers especificos
senso (CpOsmFXbalEc 5- CCGGTCTAGAATGGCCACGTTCACTATCCGG-3) e
antisenso(CpOsmRXholEc 5- CCGGCTCGAG GGGACAAAAGATAACTCTATAG
- 37). Os produtos da reacéo foram analisados por eletroforese em gel de agarose
0,8% (Figura 12).

Figura 12: Perfil eletroforético dos produtos de PCR de coldnia.

OO O = = NNWWACD 0O
Non N O U1 ©uichoco oo

Eletroforese em gel de agarose 0,8%. Produtos amplificados a partir de colénias que continham
DNA plasmidial integro (pET303::CT-His) e recombinante (pET303::CpOsm) utilizando primers
especificos desenhados. Pocos 1,3,5,7 e 9 contém o controle negativo de cada amostra
correspondente ao lado,referente as colbnias com os plasmideos integros. Ja os pogos 2,4,6,8 e
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10 correspondem as colbénias que possuem o plasmideo recombinnate. As bandas de,
aproximadamente, 600 pb correspondem aos produtos de PCR amplificados a partir de colbnias
estocadas a -80 °C em caldo LB acrescido de glicerol. O pogo M contém o marcador 1 Kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

O que se observou no gel de agarose, feito apos a PCR, foi que com o
passar do tempo (bimestres), os plasmideos recombinantes perderam sua
viabilidade. As bandas referentes aos dois primeiros bimestres estavam muito
fracas, a sequéncia codificante para a proteina recombinante quase nao foi
amplificada, o que pode-se inferir uma quantidade menor de plasmideos com a
sequéncia codificante para a osmotina no sistema de expressao BL21(DE3), o
mesmo nao aconteceu nos ultimos bimestres, cujas sequéncias foram
amplificados com sucesso. E a partir de entdo, as novas indug¢des foram
realizadas com as col6nias armazenadas a -80 °C mais recentes para seguir no
trabalho.

Esta primeira etapa do trabalho foi concluida estabelecendo-se que a
linhagem BL21(DE3) seria cultivada/induzida a 37 °C, agitagao orbital constante
de 180 rpm por 3 horas. Os corpos de inclusdo foram recuperados apos lise
celular com lisozima para testes de solubilizagdo e extracdo da proteina
recombinante.

Em um segundo grupo de ensaios foi avaliado o desempenho das
amostras frente ao crescimento micelial do fungo, desta feita em testes de dose-
dependéncia.

O crescimento micelial de C. gloeosporioides foi inibido por todas as
amostras que apresentavam somente as solugdes dos detergentes, havendo uma
leve inibicado por ARG12 quando comparado com o controle do tampéao (Figura
13). Ja com as proteinas dos corpos de inclusao integros, houve inibicado maior
com os agentes CTAB 1% e realizado com Urea e Triton (GdCl), comparando-se
com o controle peroxido. Os Cl contendo a osmotina recombinante apresentaram
maior atividade contra o fungo somente quando solubilizado com o CTAB 1%.

Apos observar os resultados obtidos das atividades antifungicas, em
que tanto proteinas oriundas do plasmideo integro, utilizado como controle, como
o plasmideo recombinante (rCpOsm), bem como as solugdes surfactantes na
auséncia de amostra apresentaram, em sua maioria, atividade antifungica contra

o fungo C. glorosporioides, infere-se que os surfactantes interferiram nos
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resultados obtidos e que os demais tratamentos ndo foram eficientes em

promover atividade de rCpOsm perceptivel.

Figura 13: Corpos de inclusdo solubilizados com detergentes e submetidos a sonicacéo,
sobre o crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.
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C. gloeosporioides
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Os valores percentuais correspondem a atividade antifungica de cada amostra, sobre o
desenvolvimento de hifas, determinado apds 48 horas do ensaio. As amostras (1 mg/mL) foram
dissolvidas em tampéao acetato de sodio 50 mM pH 5. Foram utilizadas como solugdes controle
tampéo acetato de sodio - negativo e H,O, 200 mM — positivo. Os ensaios foram realizados a 27
°C, por 24 horas e 70% de humidade relativa. O efeito sobre o crescimento micelial foi observado
a partir da leitura de absorbancia a 620 nm em leitor de placas Elisa (ELX800 Absorbance
microplate reader — BIOTEK ®). *p<0,05 indica diferenga estatistica comparado com controle
negativo (n=3, ANOVA, Teste de Tukey).

6.3 Solubilizagdao dos corpos de inclusao

6.3.1 Agentes surfactantes
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Existem diversos protocolos de solubilizacdo para proteinas presentes em
corpos de inclusdo. O uso de surfactantes como agentes solubilizantes tem por
principio criar uma interface entre o meio aquoso e a estrutura proteica de
inclusdo. O detergente catidbnico CTAB (brometo cetiltrimetiaménio) foi escolhido
como uma molécula facilitadora na recuperacdo da proteina recombinante
(rCpOsm) dos corpos de inclusdo (PURI et al., 1992; NOVAGEN, 1998; SINGH e
PANDA, 2005). Foram testadas trés concentragbes diferentes de CTAB (0,1%,
0,5%, 1%) e a fracao solubilizada que apresentou rCpOsm soluvel e com menos
proteinas do proprio sistema de expressao E.coli foi utilizada na concentragao de
1% CTAB.

Outros agentes solubilizantes catibnicos também foram avaliados. Entre
eles estdo ARG12 (surfactante derivado do aminoacido argenina) e cetrimida, um
produto comercial composto por uma mistura de diferentes sais quaternarios de
aménio, como CTAB e HTAB. As anadlises realizadas em eletroforese de
poliacrilamida SDS-PAGE 15% (Figuras 13 e 14) evidenciaram que a
solubilizacado realizada nos corpos de inclusdo com os detergentes cetrimida e
CTAB foram similares e mais eficientes que as solubilizagdes realizadas com o
surfactante derivado de argenina (ARG12). A Tabela 3 mostra as estruturas
desses surfactantes o que permite comparar suas regides hidrofébicas e inferir

sua acao solubilizante.
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Figura 14: Perfil eletroforético de uma cultura de E.coli BL21(DE3) transformada com o
vetor pET303:: CpOsm e solubilizada com Cetrimida e CTAB 0,1%, 0,5% e 1%.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢gées desnaturantes (SDS-PAGE). As células
de E.coli BL21(DE3) foram induzidas com 0,5 mM de IPTG. 1) Corpos de inclusdo (fragcao
intracelular insoluvel) coletados apds 24h de inducdo que foram submetidos a solubilizagéo.
Fragbes soluveis e insolUveis, respectivamente apos solubilizagdo com cetrimida (2 e 3), CTAB
0,1%(4 e 5), CTAB 0,5%(6 e 7), CTAB 1%(8 e 9). A banda referente a ~23,1 kDa corresponde a
osmotina recombinante. M- marcador molecular. Foram aplicados 30 pL das fragdes no interior de
cada poco. As proteinas foram visualizadas apoés coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-350
0,1%.

Figura 15: Perfil eletroforético de uma cultura de E.coli BL21(DE3) transformada com o
vetor pET303::CpOsm solubilizadas com Arg12 e cetrimida a 55 °C.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % sob condigbes desnaturantes (SDS-PAGE). Fragbes
intracelulares soluvel e insoluvel, respectivamente. 1 e 2) coletada apds 24h de indugéo e lise
celular. 3 e 4) fragbes apos solubilizagdo a 37 °C com Arg12, 5 e 6) fragdes apods solubilizacéo a
37 °C com cetrimida. A banda de 23,1 kDa corresponde a osmotina recombinante. M- marcador
molecular. Foram aplicados 30 pL das fragbes no interior de cada pogo. As proteinas foram
visualizadas ap6s coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%.
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Tabela 3: Esquema estrutural dos surfactantes catidénicos. Detergentes utilizados como
agentes solubilizantes dos corpos de inclusao integros e recombinantes.

Composto

Estrutura

Caracteristicas

Arg12( Bz-Arg-

NHC12)

ONMNyy
n

F.M.:
C25H44N50-
P.M.:

446.34924 Da

Cetrimida

F.M: C17H3sBrN
P. M.: 336,39 Da
Solubilidade em
agua: 20 g/ 100
mL
Higroscopico
Estavel,
incompativel
com agentes

oxidantes fortes

CTAB
(Cetyltrimethyl
ammonium

bromide)

F.M: C4gH4,BrN
P.M.:364.448 Da
Estavel,
incompativel
com agentes

oxidantes fortes
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6.3.2 Agente desnaturante

O tratamento dos corpos de inclusdo com altas concentragbes de
agentes caotropicos (agentes desnaturantes) € uma metodologia bastante usada
para a solubilizacdo dos CIl, que permite desnaturar, dissolver os agregados
proteicos formados ao longo da superexpressao heterdloga (HUBER e HUBER-
WUNDERLICH, 1999; ROSANO e CECCARELLI, 2014).

Este trabalho também colocou em pratica o protocolo de solubilizagéo
dos CI por agentes desnaturantes, no caso, Cloridrato de Guanidina (BANEYX e
MUJACIC, 2004). Porém, foi observado por analises em SDS-PAGE 15% (Figura
16) que nos passos iniciais de lavagem, presente no protocolo de solubilizagao
(passo anterior ao de solubilizagdo com o agente desnaturante cloridrato de
guanidina), ja houve solubilizacdo da proteina recombinante. Ou seja, a proteina
recombinante foi novamente solubilizada por agéo de detergentes como é o caso
do Triton x-100 presente no tampao de lavagem (Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA
5 mM, DTT 5 mM, Urea 2 M, Triton X-100 2%). Por eletroforese unidimensional,
também se pode observar que esse método de solubilizagao nao foi tao eficiente

quando comparado com os realizados com surfactantes anteriores.

Figura 16: Perfil eletroforético da fragdo insolivel de uma cultura de E.coli BL21(DE3)

transformada com o vetor pET303:: CpOsm e solubilizada com tampao de lavagem.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob condi¢gdes desnaturantes (SDS-PAGE). 1) Corpos
de inclusdo (fragdo intracelular insollvel) coletada apdés 3 h de inducdo que foi submetida a
solubilizacdo com agente desnaturante. 2,3 e 4) Lavagens consecutivas com tamp&o de lavagem
(100mM TrisHCI pH 8,5 mM EDTA, 5 mM DTT, 2 M Urea, 2% Triton X-100). M- marcador
molecular. Foram aplicados 30 pL das fragbes no interior de cada pogo. As proteinas foram
visualizadas ap6s coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%.
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6.3.3 Tratamento por ultrassom

A solubilizagdo de corpos de inclusdo realizada mecanicamente por
sonicacao € uma pratica constante (KUMAR et al., 2015). Ela foi usada como
controle nesse estudo porque substitui 0 uso de agentes quimicos solubilizantes,
evitando entdo o aumento na heterogeneidade do extrato a ser obtido. Porém,
neste trabalho, a solubilizagdo dos corpos de inclusdo por sonicagao foi
interpretada, de inicio como ineficiente, considerando que além de ter solubilizado
a proteina recombinante de interesse (rCpOsm), o processo de sonicagao
solubilizou também as outras proteinas presentes nos corpos de inclusdo (as
proteinas de E. coli produzidas também durante a indugdo) e também por
apresentar um rendimento de solubilizagdo considerado inferior (Figura 17).

Figura 17: Perfil eletroforético da fragao soluvel e insolivel de uma cultura de E.coli
BL21(DE3) solubilizada por método de ultrassom.

M 1 2 3 4

97

66

PESSNSE _—

45

30

20.1

14.1 -

Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). Fragbes
intracelulares coletadas apos 24 h de indugdo que foram submetidas a solubilizagdo por
sonicacao. (1 e 2) Fracao sollvel e insoluvel de E.coli BL21(DE3) transformada com o plasmideo
integro, respectivamente. (3 e 4) Fracdo soluvel e insoluvel de E.coli BL21(DE3) transformada com
o plasmideo recombinante. M- marcador molecular. Foram aplicados 30 pL das fragdes no interior
de cada pogo. As proteinas foram visualizadas apés coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-
350 0,1%.
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6.4 Purificacdo da rCpOsm

Apos a solubilizagdo dos corpos de inclusdo e considerando que a proteina
recombinante foi encontrada com sucesso na fracdo solubilizada, diferentes
métodos cromatograficos foram utilizados na tentativa de purificar a osmotina
recombinante.

Primeiramente, os Cl solubilizados com CTAB 1% foram submetidos a
cromatografia de afinidade em coluna de Niquel, devido a presenga de uma
cauda adicional de 6 histidinas (cargas positivas) presentes na sequéncia
codificadora da proteina heterdloga o que propicia uma afinidade pelo metal. Os
Cl tratados foram exaustivamente dialisados com o tampao de equilibrio da
coluna (tampao fosfato de sddio 50 mM pH 7,4; NaCl 500 mM) e entdo aplicados
na matriz Sepharose carregada com Niquel imobilizado (Ni Sepharose 6 fast flow,
GE Healthcare) que foi previamente equilibrada com o tampé&o de equilibrio. Apos
1 h de contato com a matriz, o tampao de equilibrio foi novamente aplicado na
matriz e o primeiro pico (Pl) foi coletado (proteinas que nao interagiram com a
coluna). Em seguida, foi aplicado a coluna sequencialmente o tampao de
equilibrio acrescido de 50 mM, 100 mM, 250 mM e 500 mM de imidazol para a
eluicdo do material retido a coluna (Figura 18). Como observado, o procedimento
nao foi bem sucedido, visto que nenhuma fragao proteica referente a osmotina
recombinante ficou retida na coluna.

Depois dessa tentativa de purificagdo, os corpos de inclusdo solubilizados
com CTAB 1% foram submetidos a uma cromatografia de interagc&o hidrofébica na
matriz FenilSepharose CL4B, devido a regides de hidrofobicidade apresentadas
em trabalho anterior (Figura 19) (RAMOS et al., 2015). Também, esta estratégia
nao logrou sucesso. Entretanto, o resultado mostra que uma proteina com massa
molecular da rCpOsm esta majoritariamente presente na fragao retida na coluna.
Foi considerada, preliminarmente, como negativa sua presenga porque o ensaio
de Western Blot com anticorpos antiosmotina de C. procera nao revelou
positivamente esta banda.

As proteinas extraidas dos corpos de inclusao também foram submetidas a

cromatografia de troca ibnica em coluna Resource-S acoplada ao sistema de
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FPLC “Fast Performance Liquid Chromatography”. A coluna foi previamente
equilibrada com tampéao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 (Figura 20).

Apesar de todas estas tentativas de purificagdo em diferentes colunas e
métodos cromatograficos, a osmotina recombinante (rCpOsm) n&o foi purificada.

Neste caso foi evidente que o protocolo nao foi eficaz.

Figura 18: Cromatografia IMAC (Sepharose carregada com Niquel imobilizado) e perfil
eletroforético da fragao intracelular insoltuvel de células de E.coli BL21(DE3) solubilizada
com CTAB 1%
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A - Perfil cromatografico. A fragao solubilizada foi aplicada a matriz cromatografica equilibrada com
o tampao de equilibrio (tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,4; NaCl 500 mM). Proteinas que néo
se ligaram a matriz foram eluidas com o tampéao de equilibrio P1 e a matriz foi submetida a
lavagem com tampéao de equilibrio acrescido de concentragdes crescentes de imidazol (50 mM,
100 mM, 250 mM e 500 mM). B — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % sob condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE) das sub-fragbes cromatograficas (P1 e P2) da fragcdo insoluvel
solubilizada com CTAB 1%. P1) Proteinas que ndo se ligaram a matriz foram eluidas com o
tampao de equilibrio P1. P2) Proteinas que foram eluidas com 50 mM de imidazol. M- marcador
de massa molecular. Foram aplicados 30 pyL das fragbes no interior de cada pogo. As proteinas
foram visualizadas ap6s coloragdo com Coomassie Birilliant Blue R-350 0,1%.
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Figura 19: Cromatografia hidrofébica FenilSepharose CL-4B e perfil eletroforético da fragdo
intracelular insoltivel de células de E.coli BL21(DE3) solubilizada com CTAB 1%.
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A - perfil cromatografico. A fragdo solubilizada foi aplicada a matriz cromatografica equilibrada
com o tampao de equilibrio (tampéo fosfato de sédio 50 mM pH 7; (NH;),SO4 1,5 M). Proteinas
que nao se ligaram a matriz foram eluidas com o tampéao de equilibrio P1 e a matriz foi submetida
a lavagem com tampao de equilibrio acrescido de concentragdes decrescentes de (NH;).SO,4(1,2;
1; 0,9; 0,6; 0,3 M). B — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % sob condi¢ées desnaturantes
(SDS-PAGE) das sub-fracbes cromatograficas (Cl,P1 e P2) da fragao insoluvel solubilizada com
CTAB 1%. Cl) Corpos de inclusao que foram submetidos a solubilizagdo com CTAB 1%. P1)
Proteinas que nao se ligaram a matriz foram eluidas com o tamp&o de equilibrio P1. P2) Proteinas
que foram eluidas com 1,2 M de (NH,4),SO,4 M- marcador de massa molecular. As proteinas foram
visualizadas ap6s coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-350 0,1%.

Figura 20: Cromatografia de troca i6nica em coluna Resource S, acoplada a sistema FPLC e
perfil eletroforético da fragao intracelular insoltivel de células de E. coli BL21(DE3)
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A - perfil cromatografico. A fragédo solubilizada foi aplicada a matriz cromatografica equilibrada com
o tampéo de equilibrio (Acetato de sodio 50 mM pH 5). Proteinas que nao se ligaram a matriz
foram eluidas com o tampao de equilibrio P1 e a matriz foi submetida a lavagem com tampéo de
equilibrio acrescido de concentragdes crescentes de NaCl até 1 M. B — Eletroforese em gel de
poliacrilamida 15 % sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) das sub-fragbes cromatograficas
(P1 e 1M NaCl) da fragéo insoluvel solubilizada com CTAB 1%. M- marcador de massa molecular.
As proteinas foram visualizadas apés coloragao com Coomassie Birilliant Blue R-350 0,1%.
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6.5 Ensaios antifungicos

Nao havendo éxito nas estratégias iniciais de purificagdo da proteina
recombinante, foi questionado se a mesma estaria sendo expressa em forma
ativa. A atividade de osmotina € medida primariamente por meio de sua acéo
sobre fungos e no caso da osmtina de C. procera esta bem documentada sua
atividade (FREITAS et al., 2011). Apés estabelecer os protocolos de solubilizagao,
0 questionamento que surgiu foi se a proteina estaria realmente soluvel e
funcional. Entdo as proteinas solubilizadas dos corpos de inclusdo contendo
rCpOsm e dos corpos de inclusdao integros, submetidos aos tratamentos de
solubilizacdo descritos, foram avaliados quanto a atividade antifungica sobre a
espécie Colletotrichum gloeosporioides (Figura 13).

Todos os agentes solubilizantes foram avaliados quanto a capacidade de
inibir a germinagdo de esporos. Os trés agentes surfactantes utilizados na
solubilizacdo das proteinas dos CI inibiram a germinagdo dos esporos nas
concentracoes utilizadas para a dissolugao dos CI (Figura 21).

Entretanto, quando avaliado o efeito das proteinas extraidas dos corpos de
inclusdo transformados, solubilizados com ARG12 e cetrimida, sobre a
germinacao de esporos de C. gloeosporioides, estas nao foram capazes de inibir
a germinagao, visto que os esporos se desenvolveram bem dentro de um periodo
de 24 horas. Este resultado sugere que a rCpOsm se soluvel, nao foi ativa, ou
estava em concentracdao aquém do necessario para exercer sua atividade. CTAB
1% inibiu a germinagao de esporos e as proteinas dos Cl solubilizadas CTAB 1%
inibiram também a germinacéao.

Considerando que esta amostra foi, assim como as demais citadas
anteriormente, submetida a dialise e liofilizagao, € possivel que a rCpOsm tenha
exibido atividade antifungica. Entretanto esta hipétese nao é conclusiva porque ha
relatos na literatura de que CTAB 1% pode formar micelas em meio aquoso e nao

sofre dialise.
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Figura 21: Inibicdo da germinagdao de esporos pelas solugdes controles dos agentes
surfactantes (CTAB 1%, Arg12, Cetrimida) e o agente desnaturante Cloridrato de Guanidina
sobre C. gloeosporioides.
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As amostras (1 mg/mL) foram dissolvidas em tamp&o acetato de sédio 50 mM pH 5. O mesmo
tampao foi usado como controle negativo e H,O, 200 mM e PL de C.procera (1 mg/mL) foram
usados como controle positivo. Os ensaios foram realizados a 27 °C por 24 horas e 70% de
humidade relativa. A inibicdo da germinagédo foi observada por microscopia de luz em um
microscépio Olympus BX60v.

Outro procedimento de solubilizagdo, desta feita com agente caotrdpico,
usando ureia e triton (o protocolo é denominado como Cloridrato de Guanidina),
em substituicio aos agentes surfactantes, mostrou que tanto as amostras
contendo o vetor pET303::CT-His(integro) como as amostras contendo o vetor
pET303::CpOsm foram capazes de inibir a germinagao de esporos. (Figuras 22 e
23).

Quando os ensaios foram realizados com as proteinas solubilizadas de CI
contendo rCpOsm, os resultados sugeriram novamente que o uso dos agentes
surfactantes ou caotrépicos interferia nos ensaios. Foi novamente observada
inibicdo em amostras onde a rCposm estava ausente e também auséncia de
inibicdo onde a mesma estava presente (Figura 22). A conclusao preliminar foi de

que os agentes testados tinham atividade nos ensaios e que a auséncia de
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atividade antifungica na presenca de rCpOsm poderia ser por sua concentragao
inferior ao limite necessario para agir ou a mesma estava inativa.
Figura 22: Inibicdo da germinacao de esporos pela fragao insoluvel do plasmideo integro

solubilizados com agentes surfactantes (CTAB1%, Arg12, Cetrimida), o agente desnaturante
Cloridrato de Guanidina e a amostra sonicada sobre C. gloeosporioides.

integro integro integro
CTAB 1% ARG12 Cetrimida
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As amostras (1 mg/mL) foram dissolvidas em tampéao acetato de sédio 50 mM pH 5. O mesmo
tampao foi usado como controle negativo e H,O, 200 mM e as proteinas do latex (PL) de
C.procera (1 mg/mL) foram usados como controle positivo. Os ensaios foram realizados a 27 °C
por 24 horas e 70% de humidade relativa. A inibicdo da germinagéo foi observada por microscopia
de luz em um microscoépio Olympus BX60v.
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Figura 23: Inibicdo da germinagdo de esporos pelos corpos de inclusdo (plasmideo
recombinante) solubilizados com agentes surfactantes (CTAB 1%, Arg12, Cetrimida), o
agente desnaturante Cloridrato de Guanidina e a amostra sonicada sobre C.
gloeosporioides.

rCpOsm rCpOsm rCpOsm
CTAB 1% ARG12 Cetrimida
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As amostras (1 mg/mL) foram dissolvidas em tampao acetato de sédio 50 mM pH 5. O mesmo
tampéo foi usado como controle negativo e H,O, 200 mM e PL de C.procera (1 mg/mL) foram
usados como controle positivo. Os ensaios foram realizados a 27 °C por 24 horas e 70% de
humidade relativa. A inibicdo da germinacao foi observada por microscopia de luz em um
microscépio Olympus BX60v.

6.6 Solubilizagdao do corpo de inclusao utilizando uma protease

do latex de Calotropis procera

Uma estratégia inovadora foi idealizada como alternativa aos protocolos
anteriores. Em um ensaio paralelo, incubamos as proteinas do latex de C. procera
a 37 °C por 24 horas com o objetivo de avaliar se as proteases enddgenas do
latex promoveriam a hidrélise da CpOsm também presente na amostra. A analise

por eletroforese evidenciou que a osmotina permanecia presente na amostra,
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sugerindo que sua hidrdlise por proteases enddégenas nao ocorria ou era
imperceptivel pelo método aplicado.

Como alternativa de solubilizagcdo, os corpos de inclusdo contendo
rCpOsm, bem como contendo o plasmideo integro foram submetidos a hidrdlise
enzimatica com uma protease purificada do latex de C. procera, segundo Ramos
et al. (2013)(Figura 24).

Figura 24: Perfil eletroforético da fragcdo insoluvel de E.coli BL21(DE3) tratadas com a
protease do latex de C. procera (CpCP-1).
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% sob condigées desnaturantes (SDS-PAGE). Corpos de
inclusdo induzidos por 3 h submetidos ao tratamento de solubilizagdo com CpCP-1 a 37 °C por 24
h. 1) Corpos de inclusao contendo rCpOsm integro (sem tratamento), 2) Protease CpCP-1, 3)
Corpos de inclusdo apoés tratamento com protease, 4) Fragao insoluvel do plasmideo integro (sem
rCpOsm) apds tratamento com protease. A banda de 23,1 kDa corresponde a osmotina
recombinante. M- Marcador de massa molecular. Foram aplicados 30 uL das fragdes no interior de
cada pogo. As proteinas foram visualizadas apds coloragdo com Coomassie Brilliant Blue R-350
0,1%.

A osmotina recombinante foi preservada apds 24 h de tratamento com a
protease do latex de C. procera, como pode-se observar uma banda proteica em
aproximadamente 23,1 kDa, correspondente a osmotina recombinante. Ensaios
de atividade proteolitica utilizando azocaseina como substrato e IAA 20 mM como

inibidor da protease mostraram que a protease (CpCP-1) se manteve ativa ate a
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adicao de 20 mM de IAA (Figura 25). A protease tratada com IAA n&o apresentou
atividade sobre o crescimento micelial. Além disto, ensaios de inibicdo do
crescimento micelial também foram realizados para verificar a eficacia da
solubilizacdo e atividade de rCpOsm (Figura 26). Contudo, semelhante ao que
ocorreu com os Cl solubilizados com os detergentes, tanto a fracdo insoluvel do
plasmideo integro (pET303::CT-His) como os corpos de inclusdo contendo o
plasmideo recombinante (pET303::CpOsm), tratados com CpCP-1, inibiram o
desenvolvimento micelial de C. gloeosporioides. Os resultados sugerem que
proteinas bacterianas poderiam ter atividade antifungica, o que, em todos os
casos avaliados, estariam interferindo nos ensaios. A literatura, entretanto, nao
descreve dados que possam confirmar esta hipotese. Ao contrario, proteinas
extraidas da frag&o insoluvel oriundas de plasmideos integros ndo s&o descritas

com controle negativo dos ensaios.
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Figura 25: Atividade proteolitica de CpCP-1 (1 mg/mL) a 37 °C por 24 h.
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As proteinas do latex de C. procera, CpCP-1 e papaina purificada foram utilizados como controles
positivos. (A) Corpos de inclusdo (rCpOsm -1 mg/mL) tratados com CpCP-1 (1 mg/mL). (B) das
fracOes insollveis tanto do plasmideo integro como do recombinante tratados com IAA (20 mM)
apos incubados por 24 h a 37 °C.Foram utilizados nos ensaios 80 pL (1 mg/mL) das amostras.
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Figura 26: Avaliagao do efeito de corpos de inclusado, solubilizados com CpCP-1 sobre o
crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides.
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Os valores percentuais correspondem a atividade antifungica de cada amostra, sobre o
desenvolvimento de hifas, determinado apds 48 horas do ensaio. As amostras (1 mg/mL) foram
dissolvidas em tampao acetato de sodio 50 mM pH 5. Foram utilizadas como solugdes controle
tampao acetato de sddio - negativo e H,O, 200 mM — positivo. Os ensaios foram realizados a 27
°C, por 24 horas e 70% de humidade relativa. O efeito sobre o crescimento micelial foi observado
a partir da leitura de absorbancia a 620 nm em leitor de placas Elisa (ELX800 Absorbance

microplate reader — BIOTEK ®). *p<0,05 indica diferenga estatistica comparado com controle
negativo (n=3, ANOVA, Teste de Tukey).

ApoOs ter observado o resultado positivo de inibicdo contra o fungo, os

corpos de inclusao recombinantes tratados com a protease foram submetidos a
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cromatografia de afinidade em matriz Anti-CpOsm, em mais uma tentativa de
purificar a osmotina recombinante (Figura 27). Apds a cromatografia, dois picos
foram obtidos, um n&o retido e um retido, eluido em meio acido. Esses picos
foram avaliados em eletroforese com o objetivo de observar o perfil proteico apos
a cromatografia.

Figura 27: Cromatografia de afinidade em matriz contendo anticorpo Anti CpOsm nativa
imobilizada.
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Perfil cromatografico. Corpos de inclusdo digeridos com a protease CpCP-1 foram aplicados a
matriz cromatografica equilibrada com o tampao de equilibrio (tampéao fosfato de sédio 50 mM pH
7). Proteinas que nao se ligaram a matriz foram eluidas com tampao de equilibro( pH7) — Pico |. E
o pico retido (pH3) foi eluido apds lavagem da matriz com tampéao glicina 50 mM pH 3.

6.7 Microscopia de Forgca Atomica

Os corpos de inclusdo contendo a osmotina recombinante foram
analisados por Microscopia de Forga Atdbmica. Estruturas circulares
individualizadas e em aglomerados foram visualizados na escala de ym (Figura
28). Pode-se observar também que os corpos de inclusdo apos tratamento com
CpCP-1 a 37 °C por 24 h foram desfeitos, desagregados, apresentando uma

estrutura diferenciada, ndo mais circular.

78



Figura 28: Imagens de Microscopia de Forga Atdomica de Corpos de Inclusao.
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(A)Os corpos de inclusdo contendo o vetor pET303::CpOsm aparecem formando agregados, embora seja facil visualizar estruturas individuais. As imagens
capturadas por MFA estdo nas escalas de (2,45 pm); (1,25 um) e (450 nm), respectivamente. (B) Imagens de corpos de inclusdo previamente tratados com
protease de C. procera. As imagens capturadas por MFA est&o nas escalas de (10,0 um); (1,15 pm) e (870 nm), respectivamente. A imagem capturada em
870 nm ¢é a aproximagao da porgéo indicada pela seta na imagem de 10,0 um.
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As imagens sugerem que a agao da protease sobre os CI| provocou a
completa desestruturacdo dos Cl e sugerem que houve um extravasamento do
conteudo interno da particula. As imagens sugestivas indicam que os Cl poderiam
ser revertidos de alguma estrutura que foi rompida pela agdo das proteases.
Embora haja diversos dados em imagens de Cl bacterianos na literatura, nao foi
encontrada referéncia que descrevesse em detalhes a estrutura de Cl e ndo ha
relato da possivel existéncia de uma camada de envolto ou envelope que
pudesse dar sustentacdo a estrutura dos Cl. O inusitado é que as imagens e seu
entorno sugere que houve uma espécie de explosao na estrutura com liberagao

de conteudo.
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7. Discussao

A literatura esta repleta de artigos descrevendo a expresséo heteréloga de
proteinas em sistemas unicelulares, largamente predominando os modelos de E.
coli (procarionte) e P. pastoris (eucarionte). Ha também uma diversidade de
protocolos, e mesmo de kits, a serem aplicados em protocolos de expressao
heterdloga em sistemas unicelulares. Nao ha, entretanto, uma uniformidade de
estratégias protocolares porque cada proteina, sendo uma entidade molecular
unica, ndo se enquadraria em protocolos padrdes. A expressao heter6loga em
qualquer sistema deve ser feita de acordo com um amplo conjunto de fatores que
sejam adequados ndo somente ao produto desejado, mas também aos objetivos
de uso posterior deste.

A expressao heterdloga em sistema procarionte oferece as vantagens de
ser mais rapido, o nivel de expressao ser elevado, o protocolo ser de menor
custo, dentre outros fatores. Ha, porém, um conjunto importante de adversidades.
O sistema procarionte, embora cumpra com grande eficiéncia a sintese da cadeia
polipeptidica, as etapas posteriores a esta frequentemente se constituem em
problemas. O primeiro condiz no fato de que a sintese de proteinas eucariontes
funcionais inclui etapas chamadas pds-traducionais as quais incluem eventos de
processamento, modificagdes pontuais de residuos de aminoacidos e ainda a
atuacdo de proteinas acessoérias que auxiliam no enovelamento correto da
proteina recém-sintetizada. A presencga de glicosilagdo € um capitulo a parte, visto
que os sistemas procariontes ndo dispdem de mecanismos biossintéticos para
reproduzir as informag¢des requeridas para as glicoproteinas eucariontes. A
utilizacdo de um sistema procarionte pressupde que o produto desejado nao
necessite destes eventos. Até mesmo a presenca de pontes dissulfeto entre
residuos de cisteina em uma proteina € considerada uma etapa limitante na
obtencao de um produto proteico recombinante funcional.

Em E. coli, modelo de expressao procarionte universalmente utilizado e
aplicado neste trabalho, uma das consequéncias da expressao heterdloga é que o
produto sintetizado pela célula tende a se acumular no citoplasma e formar

agregados insoluveis que contribuem para o enovelamento incorreto/incompleto
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da proteina heterdloga, que por sua vez, favorece sua insolubilidade. O acumulo
do produto génico recombinante da origem a corpos de inclusdo densos.

Os corpos de inclusdao sao particulas densas de proteinas agregadas
encontradas em ambos o0s espacos citoplasmaticos e periplasmaticos de E. coli
durante a superexpresséo de proteina heterdloga. E geralmente assumido que a
superexpressao de proteinas heterdlogas (maior do que 2% de proteina celular) e
de proteinas altamente hidrofébicas sejam mais propensas a uma acumulagao
como corpos de inclusdo em E. coli. No caso de proteinas tendo ligagdes
dissulfureto, a formagéo de agregados de proteinas como corpos de inclusdo é
previsivel uma vez que o ambiente de reducdo do citosol bacteriano inibe a
formagdo de ligagdes dissulfureto. Isto pode contribuir negativamente para o
enovelamento correto da cadeia polipetidica. Os corpos de inclusdo, apesar de
serem particulas densas, sdo altamente hidratados e possuem uma arquitetura
porosa.

O desafio protocolar, portanto, é extrair na forma ativa e soluvel a proteina
desejada para ser posteriormente purificada. Cumprir estas etapas implica
inicialmente a seguir a protocolos pré-estabelecidos para outras proteinas, mas
nao ha garantias de sucesso. O caso da osmotina de C. procera é emblematico. A
proteina recombinante expressa em P. pastoris (sistema eucarionte) nao foi
facilmente obtida e purificada, pois o rendimento do processo foi limitante.
Entretanto, a estratégia conseguida na purificagdo foi inovadora (RAMOS et al.
2015). Portanto, a obtencdo da mesma proteina, agora expressa em sistema
procarionte anunciava-se como ainda desafiadora. Por outro lado, o
estabelecimento de um protocolo que permitisse sua obtencdo seria
importantissimo para os posteriores propdsitos cientificos, tornando esta etapa da
pesquisa, também, um passo limitante em seu contexto mais amplo.

A diferengca na expressao da proteina recombinante por diferentes
linhagens pode ser explicada devido a influéncia da temperatura, tempo de
indugdo bem como o tipo de plasmideo usado no processo de clonagem (GOPAL
e KUMAR, 2013). No caso, a temperatura de expressdo mostrou diferenga nos
resultados obtidos por ArcticExpress(DE3), com indugdo a 12 °C com relagéo a
indugao a 37 °C de BL21(DE3)(Figuras 7 e 11).
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Com o objetivo de aumentar a produg¢ao de proteina recombinante, foi
realizado um mapeamento de meios de cultivo que induzem a expressdo da
proteina heterdloga. Pois é sabido que a composicdo do meio pode afetar no
acumulo de proteinas recombinantes. Diversas formulagdes de meios podem ser
utilizadas como screen para o acumulo de proteinas de interesse no extrato
soluvel, bem como no insoluvel (BROEDEL et al., 2001).

O tempo de indugao pode influenciar na quantidade e na qualidade da
proteina expressa, visto que quanto mais tempo um microorganismo estiver num
meio com nutrientes disponiveis, ele produz tanto o material de interesse, como
metabdlitos secundarios. Da mesma forma, com o passar do tempo, este
ambiente ja se torna toxico, com limitagcdo de nutrientes, e esta produgado da
proteina de interesse ja nao se torna tdo desejavel porque ha o acumulo de outros
produtos gerados pelo sistema de expressdo (SAN-MIGUEL; PEREZ-
BERMUDEZ; GAVIDIA, 2013). A obtencéo de rCpOsm apds 3 horas de indugéo
pode ser considerado como um passo de sucesso.

O agente solubilizante CTAB foi eficiente em sua acao solubilizante,
porém como as células bacterianas que apresentavam o plasmideo integro,
usado como controle, também apresentaram atividade nos ensaios antifungicos e,
considerando que os surfactantes sao detergentes e que agem sobre a
membrana celular, esses compostos, em solucdo, também apresentaram
atividade antifungica na auséncia da amostra, o que corroborou com a afirmativa:
esses agentes solubilizantes surfactantes interferiram nos resultados
apresentados. E importante citar que houve aparente interferéncia mesmo com
todas as amostras sido dialisadas e liofilizadas antes dos testes.

Artigo publicado por Klicova e colaboradores (2012) relatou que com 1% de
CTAB iniciava a formacado de micelas (a partir de 40 mM), o que evidencia a
dificuldade encontrada nesse estudo de dialisar, isolar a proteina desse agente
surfactante. Com relagdo ao ARG12, no entanto, devido a regidao apolar de
ARG12 possuir somente 12 residuos de carbono, enquanto os demais
surfactantes possuem regido apolar maiores, esse surfactante apresentou baixa
solubilizacao.

Os agentes solubilizantes interferem, de diversas formas, no estado

conformarcional das proteinas. Estudos de Singh e Panda (2005) sugeriram que
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as proteinas do corpo de inclusdo ja existem num estagio intermediario de
dobramento e tem uma quantidade de proteinas consideraveis em estado
conformacional apenas de estrutura secundaria. Se a proteina a partir de corpos
de inclusdo pode ser solubilizada sem causar disturbio em sua estrutura
secundaria, ou seja, sem a consequente formagdo de um enrolamento
amplamente aleatério da estrutura da proteina, a quantidade de agregacao de
proteinas durante o redobramento sera baixa e resultara numa alta recuperagao
de proteina bioativa; completar o enovelamento (estrutura terciaria e quaternaria)
€ bastante possivel.

Isso corrobora com o que foi encontrado neste trabalho. Os agentes
surfactantes solubilizaram a proteina recombiante, mas interferiram de tal forma
que os resultados foram inconclusivos. Certamente se a natureza dos ensaios
para investigar a atividade da rCpOsm nao sofressem inteferéncia dos agentes
solubilizantes o uso destes poderia ter sido favorecido.

Em geral, a proteina marcada com histidina é o ligante mais forte entre
todas as proteinas numa amostra de extrato em bruto (por exemplo, um lisado
bacteriano). Proteinas marcadas com histidina tem uma elevada afinidade seletiva
para Ni 2* e varios outros jons metalicos que podem ser imobilizadas em suportes
cromatograficos utilizando ligantes quelantes. Consequentemente, uma proteina
que contém um marcador de histidina vai ser ligada seletivamente ao meio
carregado com o ion, tal como Ni Sepharose 6 Fast Flow (FF), enquanto outras
proteinas celulares ou ndo vao se ligar ou se vinculardo fracamente. Porém, nao
foi 0 que este trabalho encontrou, tal qual aquele de Ramos et al. (2015) que néo
obteve sucesso na purificacdo de rCpOsm expressa em P. pastoris. Nao houve
ligacdo da proteina recombinante na matriz cromatografica com Niquel
imobilizado. Acredita-se que a cauda de histidina ndo estava exposta de forma a
se ligar corretamente, como citado em outros casos (GE HEALTHCARE, 2012).

Entretanto, examinando a posicao (localizagdo no plano tridimensional) da
cauda de histidina na estrutura da osmtina estudada, n&o ha aparente justificativa
para algum impedimento estérico para a proteina recombinante ligar-se a coluna.
Ao contrario, de acordo com a analise a regidao da cauda de histidina deve estar
totalmente exposta na esturutra 3D. O resultado obtido na coluna de principio

hidrofobico sugere que detalhando mais os parametros cromatograficos, seria
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possivel a purificagdo da rCpOsm, visto que o resultado sugere que a proteina foi
retida na matriz, embora em conjunto com outras proteinas minoritarias.

Em uma segunda linha de estratégia, este trabalho utilizou a
metodologia de ultrassom como uma alternativa de solubilizacédo de corpos de
inclusdo, e o0 que se observou foi que as estruturas celulares foram rompidas, a
qual além da proteina recombinante (rCpOsm) ter sido solubilizada, outras
proteinas (E.coli) também o foram (Figura 17). Essa € uma metodologia bastante
usada para a lise celular (HUANG, 2011; KONG e GUO, 2014). Entretanto,
mesmo havendo a liberagado de proteina recombinante dos corpos de inclusao, a
mesma nao mostrou atividade antifungica contra o fungo Colletotrichum
gloeosporioides. Este experimento ndo é conclusivo sobre a atividade da rCpOsm
visto que a mesma pode nao ter sido ativa por concentragdo inadequada e isto
vale para outros ensaios. Desta forma, a obtencao da proteina purificada € uma
condigdo sem a qual ndo da para considerar, definitivamente, se a mesma esta
em forma ativa.

O insucesso nas tentativas de purificar a proteina a partir dos
protocolos de solubilizagdo, utilizando diferentes principios cromatograficos
incentivou a realizagdo de ensaios com os extratos. A evidente interferéncia de
alguns agentes solubilizantes testados nao permitiu a inequivocca constatagao de
que a proteina recombinante estaria ativa. Mesmo se valendo de um protocolo
isento de agentes quimicos, aplicando-se o tratamento por utrassom, nao foi
possivel afirmar se a proteina recombinante estaria ativa, visto que a preparacao
de CI ndo transformados foi também capaz de inibir o fungo avaliado nos ensaios.
Nao foi observado na literatura dados que pudessem suportar estes achados.

A ideia de que proteases do latex poderiam ser utilizadas para desfazer
os Cl nasceu da hipotese de que sendo co-existentes no latex, protease e
osmotina deveriam ser estaveis quando em face uma da outra. De fato, os
ensaios sugeriram que as proteases nao afetavam a osmotina laticifera.

Segundo Ramos et al. (2013), A protease CpCP-1 tem sua atividade
enzimatica aumentada com 3 mM de DTT, possui atividade antifingica, porém,
tem até 96,80 % de inibicdo de sua atividade proteolitica (e antifungica) com IAA
(iodoacetamida). O que corrobora com o fato dessa protease estar inativa nos

ensaios antifungicos realizados aqui. Assim, a protease purificada foi usada como
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agente de desestruturagdo dos Cl e os resultados de eletroforese mostraram a
rCpOsm presente na fragao soluvel depois do tratamento.

O produto da digestdo dos Cl com a protease de C. procera, quando
submetido a cromatografia em coluna de imunoafinidade, seguindo o protocolo de
Freitas et al. (2015) e Ramos et al. (2015), teve uma fragao proteica retida na
coluna, o que poderia ser a rCpOsm. Isto repetiria 0 sucesso obtido na purificagao
de rCpOsm expressa em P. pastoris. Entretanto, o redimento limitante do
processo nhao permitiu a identificagcdo por espectrometria de massas ou atividade
antifungica, o que sera alvo imediato de analise.

Para interpretar como a protease agiria sobre os Cl, estes integros e
submetidos a protedlise foram avaliados por meio de Microscopia de Forca
Atbmica. Embora a Microscopia de Forca Atdbmica se constitui em uma
extraordinaria ferramenta para analises estruturais, a correta interpretacdo de
seus dados, no contexto biolégico, carece de muitas precaugoes.

As andlises de CIl por meio de MFA tinham por objetivo verificar as
estruturas de Cl remanescentes do tratamento com protease. As imagens obtidas
de corpos de inclusdo nao tratados confirmam outros resultados obtidos por
Microscopia Eletrbnica de Transmissdo, onde as imagens de corpos de inclusdo
mostram estruturas compactas e vistas tanto em aglomerados como
individualizados (BOWDEN et al., 1991;YAMAGUCHI e MIYAZAKI, 2014),
densamente empacotadas e de formato arredondado, particulas refrativeis
(CARRIO, CUBARSI, e VILLAVERDE, 2000; SINGH, UPADHYAY, e PANDA,
2015).

Entretanto as imagens de ClI tratados enzimaticamente sugeriram que os
Cl poderiam estar empacotados sob-retencdo em uma estrutura a ser rompida e
isto poderia explicar muito do que se percebe da insolubilidade do conteudo
interno dos CI enquanto eles mesmos sao bem hidratados. Denis et al. (2003),
estudando a estrutura de corpos de inclusdo de Ralstonia eutropha por meio de
Microscopia de Forgca Atdbmica, demonstraram a presenca de uma possivel mono
camada lipidica envolvendo o conteudo dos corpos e que poderia ser desfeita por
tratamento com SDS.

Nao encontramos na literatura relatos similares para Cl de E. coli formados

a partir da superexpressao de proteinas recombinantes. Ressalte-se, entretanto,
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que o estudo de Denis et al. (2003) demonstrou claramente a remocao da
camada envolvente das particulas, mas sem afetar as particulas em sua forma ou
conteudo interno. O que se percebeu neste estudo em curso é que os Cl foram
completamente destruidos pelo tratamento proteolitico com sugestivo efeito
explosivo sobre as particulas, o que é inusitado e inovador. As imagens sugerem
ter havido um rompimento com grande estavassamento de conteudo espalhado
distante do suposto material envoltério remanescente. O tratamento enzimatico de
Cl n&o é um protocolo usual para obtengao de proteinas recombinantes de E. coli
mas pode-se propor que screenings proteoliticos poderiam ser aplicados no
sentido de verificar se outras enzimas (principalmente comerciais) poderiam
produzir efeitos similares. Neste sentido o trabalho abre importantes perspectivas

em aspectos cientificos inovadores.
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8. Conclusao

A formacao de agregados insoluveis em corpos de inclusao ainda nao
€ um processo pratico e nem tao facil de realizar porque a busca é sempre para a
purificacdo e solubilizacdo total destas proteinas, reconhecido como o principal
ponto de entrave (boftleneck) da producao de proteina recombinante. No entanto,
as proteinas com atividade biolégica podem ser encontradas nos corpos de
inclusdo e podem ser usadas como potenciais alvos biotecnolégicos.
Embora ndo exista um protocolo universal que permita a recuperacdo destas
proteinas presentes em corpos de inclusao, diversos protocolos sdo usados, e
cada um segue de acordo com as caracteristicas da proteina de interesse. Assim,
este estudo mostra que tanto os meétodos de solubilizagdo com agentes
surfactantes como o enzimatico puderam solubilizar e remover a rCpOsm dos
corpos de inclusao. O protocolo ideal para a purificagao da proteina recombinante
permanece indefinido, principalmente, a etapa cromatografica, entretanto os
dados finais obtidos foram animadores. O relato do uso de protease na
desestruturacdo do Cl e os efeitos observados sobre os Cl sdo considerados
inusitados e de relevante contribuigao a literatura atual. Certamente, a partir dos
resultados reportados aqui, abrem importantes perspectivas cientificas
inovadoras. A purificagdo da proteina recombinante devera ser alcangada com

modificagdes dos protocolos cromatograficos explorados.
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