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RESUMO

A tecnologia do DNA recombinante visa a producao heterdloga de proteinas em sistemas
diversos, com alto potencial biotecnoldgico e medicinal, com baixo custo e tempo laboratorial.
Dentre os sistemas heter6logos, o mais comum ¢ o sistema bacteriano Escherichia coli. Ha
diferentes cepas de E. coli disponiveis no mercado para as mais diversas aplicagoes,
dependendo do objetivo almejado com a proteina em questao. Quando nao se sabe ao certo qual
o melhor hospedeiro e em quais condigdes a proteina sera melhor expressa, o mais indicado ¢
realizar ensaios de expressdo. Lectinas sdo proteinas capazes de se ligarem de forma especifica
e reversivel a carboidratos livres ou acoplados a glicoconjugados, sendo esses ultimos
normalmente encontrados em membranas celulares. Isso as tornam moléculas de elevado
interesse biotecnoldgico. A lectina extraida das sementes de Canavalia virosa (ConV) é uma
lectina do tipo ConA-like, com valiosas atividades antiglioma, antitumoral, inflamatéria e
vasorelaxante. Entretanto, as lectinas purificadas a partir de fontes naturais podem apresentar
isolectinas ou subunidades resultantes de processamentos pds-traducionais, gerando alteragdes
nas atividades bioldgicas dessas proteinas. Assim, o presente estudo objetivou otimizar a
expressdo heterologa do gene correspondente a cadeia a da lectina ConV em sistema de
Escherichia coli em diferentes cepas de expressdo. A ConV recombinante (rConV) foi montada
em um vetor pET-SUMO e expressa nas cepas de E. coli BL21 (DE3), BL21-CodonPlus(DE3)-
RIL, BL21 (DE3) pLysS, Tuner (DE3) pLysS e ArcticExpress (DE3) em diversas condi¢des de
temperatura, concentragdo e tempo de acdo do indutor. Na fragdo soluvel, rConV foi expressa
em duas cepas de expressao, com uma alta atividade hemaglutinante especifica no extrato
proteico bacteriano obtido a partir da cepa ArcticExpress (DE3). Os resultados aqui
apresentados mostram a possibilidade da producdo heter6loga de rConV na fracdo soluvel de
pelo menos duas cepas de expressdo de E. coli, caracterizando um protocolo eficiente. Isso
torna possivel a sua obtencao e utilizagdo em futuros estudos estruturais e bioldgicos, bem como

a sua aplicacao biotecnoldgica.

Palavras-chave: Producao heter6loga. Cepas de Escherichia coli. Aglutinina recombinante.



ABSTRACT

The technology of recombinant DNA aims at the heterologous production of proteins in
different systems, including Escherichia coli, of optimized proteins with high biotechnological
and medicinal potential, with low cost and laboratory time. Among the heterologous systems,
the most common is the bacterial system Escherichia coli. There are different strains of E. coli
available on the market for the most diverse applications, depending on the objective pursued
with the protein in question. When it is not known for sure which is the best host and under
what conditions the protein will be better expressed, the most suitable is to perform expression
tests. Lectins are proteins capable of binding in a specific and reversible way to free
carbohydrates or coupled to glycoconjugates, the latter being normally found in cell membranes.
This makes them molecules of high biotechnological interest. The lectin extracted from the
seeds of Canavalia virosa (ConV) is a ConA-like lectin, with valuable antiglioma, anti-tumor,
inflammatory and vasorelaxant activities. However, lectins purified from natural sources can
present isolectins or subunits resulting from post-translational processing, generating changes
in the biological activities of these proteins. Thus, the present study aimed to optimize the
heterologous expression of the gene corresponding to the a chain of lectin ConV in Escherichia
coli system in different expression strains. The recombinant ConV (rConV) was assembled in
a pET-SUMO vector and expressed in the strains E. coli BL21 (DE3), BL21-CodonPlus(DE3)-
RIL, BL21 (DE3) pLysS, Tuner (DE3) pLysS and ArcticExpress (DE3) under different
conditions of temperature, concentration and time of action of the inductor. In the soluble
fraction, rConV was expressed in two expression strains, with a high specific hemagglutinating
activity in the bacterial protein extract obtained from the strain ArcticExpress (DE3). The results
presented here show the possibility of heterologous production of rConV in the soluble fraction
of at least two strains of E. coli expression, characterizing an efficient protocol. This makes it
possible to obtain and use it in future structural and biological studies, as well as its

biotechnological application.

Keywords: Heterologous production. Escherichia coli strains. Recombinant agglutinin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecnologia do DNA recombinante

Biotecnologia molecular € a 4rea envolvida com a manipulacao de genes, objetivando a
producdo de bens tteis e servigos, utilizando organismos vivos. O desenvolvimento central que
permitiu essa tecnologia foi o estabelecimento de técnicas para isolar genes e os transferir de
um organismo para outro. Essa tecnologia ¢ conhecida como tecnologia do DNA recombinante
(GLICK et al., 2010).

A tecnologia do DNA recombinante, clonagem de genes ou clonagem molecular, ¢ um
termo geral que engloba diversos protocolos experimentais com o intuito de transferir a
informacgdo genética (DNA) de um organismo para outro. Essa técnica foi primeiramente
estabelecida por Cohen e Boyer em 1973, utilizando as técnicas de inser¢dao de plasmidios em
células de bactérias e os estudos das chamadas enzimas de restrigdo, as quais cortam em locais
especificos as moléculas de acidos nucleicos (DEMAIN & VAISHNAY, 2009; GLICK et al.,
2010).

O primeiro produto comercial desenvolvido utilizando essa tecnologia foi a insulina
humana, onde a sequéncia de DNA dessa proteina foi sintetizada e inserida em plasmidios, os
quais foram mantidos em células de Escherichia coli. Assim, as células dessas bactérias atuaram
como fabricas para a producdo da proteina em questdo, sendo a insulina posteriormente
purificada e utilizada no tratamento da diabetes (GLICK et al., 2010). Este foi um passo muito
importante, visto que varios diabéticos eram alérgicos ao tratamento anterior, que utilizava
insulina de porco (DEMAIN & VAISHNAY, 2009).

Dessa forma, a tecnologia do DNA recombinante alterou drasticamente a natureza da
biotecnologia, maximizando processos e expandindo novos horizontes para a area. Assim, a
biotecnologia molecular, a qual faz uso do conhecimento de outras ciéncias, foi aplicada para
diversos setores e criou produtos de interesse comercial, como hormonios, antigenos, proteinas
terapéuticas, plantas resistentes a pragas, entre outros (Figura 1). A engenharia genética
atualmente ¢ considerada um processo comum (DEMAIN & VAISHNAYV, 2009; ADRIO &
DEMAIN, 2010; GLICK et al., 2010).



Figura 1 - As diferentes areas que constituem a biotecnologia molecular e alguns dos

setores comerciais as quais ela influencia.
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Fonte: Adaptado de Glick ef al. (2010).
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Nao hé um tnico método para se transferir a informacao genética de um organismo para

outro, mas todos os protocolos experimentais para esse objetivo seguem o mesmo formato

apresentado a seguir (Figura 2) (YESILIRMAK & SAYERS, 2009; GLICK et al., 2010):

1.

O DNA de um organismo € extraido, cortado enzimaticamente e ligado a um vetor de

clonagem ou de expressdo (plasmidio), formando uma molécula de DNA recombinante;

A molécula recombinante de DNA €, entdo, transferida e mantida em uma célula

hospedeira (etapa de transformacao);

As células transformadas sdo identificadas e isoladas daquelas que ndo foram

transformadas;

Caso requerido, a célula hospedeira pode produzir a proteina codificada pelo inserto de

DNA recombinante.
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Figura 2 - Representagdo esquematica da clonagem de DNA recombinante.
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[bUlﬁl‘l]Ll‘llU das células com os genes clonados

O %} Célula hospedeira

]"mdu-;ao de proteina do gene clonado

Proteina codificada

pelo gene clonado éé >

Fonte: Adaptado de Glick ef al. (2010).

Os vetores plasmidiais de expressao de E. coli possuem um esqueleto em comum, como
mostrado na Figura 3. Os vetores plasmidiais correspondem a um DNA plasmidial otimizado
para a clonagem e/ou expressao de genes correspondentes a proteina de interesse. Ha diversos
vetores plasmidiais de expressdo disponiveis no mercado atualmente. Entre eles, estdo os
vetores pBR322, o sistema de vetores pUC, ambos mais historicamente conhecidos, e o sistema

de vetores pET (JONASSON et al., 2002; GLICK et al., 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica de um tipico vetor de expressdo e seus
elementos constituintes.
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Fonte: Nelson & Cox (2014). Polilinker: também conhecido como sitio multiplo de clonagem, é o local onde o

gene a ser expresso € inserido. Ori: origem de replicagdo. P: sequéncia do promotor. O: sequéncia do operador.

O vetor plasmidial pBR322 foi muito estudado e utilizado na década de 1980 para uso
em geral. Ele carrega dois genes de resisténcia a antibidticos, um para ampicilina e outro para
tetraciclina, ambos utilizados no método de selecdo de vetores e células adequadamente
transformadas (BALBAS et al., 1986; GLICK et al., 2010). E um vetor que gera poucas copias
de plasmideo por célula (25-50 copias/célula), motivo pelo qual se estudou a sua otimizacao
(JONASSON et al., 2002).

Ja o vetor de expressao plasmidial pUC19, um dos vetores do sistema pUC, além de
gerar muitas copias de plasmideo por célula (150-200 copias/célula) faz uso do screening
branco-azul (JONASSON et al., 2002; GODISKA et al., 2005). O plasmideo carrega um gene
de resisténcia a antibiotico (ampicilina), utilizado na selecdo de células transformadas com o
vetor. Para a sele¢do de vetores devidamente recombinados com o gene de interesse, o vetor
possui um sistema que envolve o operon /ac (conjunto de genes envolvidos no metabolismo da
lactose). Quando o vetor ndo estd transformado, consegue, em um meio contendo IPTG (indutor
do operon /ac), sintetizar uma B-galactosidase ativa. Assim, se o substrato X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indoxil-B-d-galactopiranosideo) estiver presente no meio, a [-galactosidase ativa
consegue hidrolisar este substrato, aparecendo uma coloragdo azul. Dessa forma, as colonias

devidamente transformadas sdo aquelas formadas com coloracdo branca e em um meio
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contendo ampicilina e X-Gal (YASNISCH-PERRON et al., 1985; GODISKA et al., 2005;
GLICK et al., 2010).

1.1.1 O sistema de vetores pET

O sistema de vetores pET ¢ um conjunto de vetores plasmidiais produzidos pela
Novagen. E o sistema de expressdo mais comumente utilizado atualmente em cultivos de escala
laboratorial (JONASSON et al., 2002). O sistema inclui, em geral, promotores hibridos
(promotor T7), sitios multiplos de clonagem (SMC), gene de resisténcia a antibiodticos e o gene
lacl (expressa o repressor do operon lac) (Figura 4) (SORENSEN & MORTENSEN, 2005).
Esse sistema depende da seletividade naturalmente restrita da T7 RNA polimerase para com os
seus respectivos promotores. O promotor T7 ¢ altamente seletivo e, quando ligado a T7 RNA
polimerase, permite a transcricdo do gene marcado em altos niveis, acumulando a proteina

desejada em concentragdes altas (de 40-50% do total das proteinas da célula) (BANEYX, 1999;
BESELIN, 2005).

Figura 4 - Exemplo de um mapa de um vetor do sistema pET.

| Promotor T7 > Operador lacH SMC H Terminador T7

=]
«Q
@
ot
el
(5}
k=

Fonte: Adaptado de Serensen & Mortensen (2005). SMC: sitio multiplo de clonagem; ori: origem de replicacao;

lac I: sequéncia de gene correspondente ao repressor do operon lac modificado.
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Assim, para que haja a expressdo do gene de interesse em um vetor pET, ¢ necessario
que o mesmo seja inserido em células hospedeiras que possuam, no seu genoma, o cassete DE3:
uma versao do operon lac que possui o gene que expressa a T7 RNA polimerase (gene T7 1)
no lugar dos genes lacZ, lacY e lacA (Figura 5) (MIROUX & WALKER, 1996; BESELIN, 2005;
SORENSEN & MORTENSEN, 2005; JOSEPH et al., 2015). Ha diversas cepas de Escherichia
coli engenheiradas com esse cassete no genoma, com diferentes propriedades para objetivos

distintos (YIN et al., 2007; JOSEPH et al., 2015).

Figura 5 - Representagdo esquematica do operon lac (A) geralmente encontrado no genoma de
E. coli e do cassete DE3 (B), o qual possui o gene T7 1 que codifica para a T7 RNA polimerase.
P: promotor; O: operador lac; O1: operador lac (1); Oz: operador lac (2).

(A)
S P | O | lacZ | 0. | |lacY |lacAfR3’
(B)
sl P | O | gene 17 1 | KX

Fonte: Sgrensen & Mortensen (2005) e Nelson & Cox (2014).

Dessa forma, ¢ valido relembrar o funcionamento do operon /ac convencional, o qual
possui o seguinte formato: promotor, lacl, promotor, O (operador lac), lacZ, lacY e lacA (Figura
5). Em condig¢des normais, o lacl produz uma proteina repressora, a qual se liga ao operador
lac (O), impedindo a transcricdo dos genes posteriores (downstream). Assim, o operon lac nao
¢ expresso. Entretanto, com a presenca da lactose no substrato, a proteina repressora se liga ao
isomero da lactose, a alolactose, quebrando a ligacdo com o promotor. Dessa forma, o promotor
¢ ativado e o operon lac pode ser expresso (NELSON & COX, 2014).

Portanto, em células com o cassete DE3 transformadas com um dos vetores do sistema
pET, na presencga do isopropil-f3-D-1-tiogalactopiranosideo, ou IPTG (indutor do operon /ac, o
qual ¢ andlogo da lactose, mas ndo ¢ capaz de ser metabolizado pela célula), o operon /lac
modificado ¢ expresso, resultando na produ¢do da T7 RNA polimerase. Em seguida, a T7 RNA
polimerase produzida pela célula hospedeira se liga ao promotor T7 do vetor plasmidial,
expressando altamente o gene marcado e, consequentemente, produzindo com eficicia a

proteina de interesse (Figura 6) (BESELIN, 2005; NELSON & COX, 2014).
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Figura 6 - Representacdo esquematica da estratégia de expressdo de genes marcados

utilizando o sistema de vetor pET.

indugdo de IPTG Célu]a Hospedeira indugdo de IPTG
RNA polimerase i T7 RNA
de E. coli polimerase

T7 RNA polimerase

gene T7 1

repressor repressor

lac lac
) '

gene }ucl

genoma de E. coli

Fonte: Adaptado de Beselin (2005). Na indugdo de IPTG, o repressor lac expresso pelo gene lacl ¢ incapaz de se
ligar ao operador /ac (lacO). Assim, quando a RNA polimerase da E. coli se liga ao promotor /ac no cassete DE3,
o gene T7 1 é expresso. A T7 RNA polimerase reconhece unicamente o promotor T7 do vetor plasmidial de

expressdo, permitindo a expressdo do gene marcado na presenca de IPTG.

1.1.2 As caudas de fusao

Quando se planeja um projeto onde ¢ desejada a produgcdo de uma proteina
recombinante soliivel e ativa, € necessario ter meios para detecta-la ao longo do sistema de
expressao, atingir a sua solubilidade maxima e purifica-la facilmente do meio celular de E. coli
(ROSANO & CECCARELLI et al., 2014). O uso paralelo das caudas de fusdao permite, entao,
a facil modifica¢do dessas proteinas recombinantes, concedendo identificacdo e produgdo
eficientes, além do fécil isolamento a partir do sistema hospedeiro (YOUNG et al., 2012).

As caudas de fusao sao peptideos ou polipeptideos expressos in tandem com a proteina
requerida, formando uma proteina quimérica (ROSANO & CECCARELLI et al., 2014). Elas
surgiram principalmente da necessidade de se obter proteinas recombinantes puras. Entretanto,
muitas caudas de fusdo também podem prover fungdes adicionais além do auxilio na
purificagdo, como facilitar a detec¢ao da proteina marcada ou aumentar a sua solubilidade
(WOQD, 2014). No desenho do vetor plasmidial, a cauda de fusdo pode ser inserida com o

objetivo de se posicionar na extremidade N-terminal e/ou C-terminal da proteina de interesse.
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Estdo sempre ligadas a proteina hospedeira por uma pequena sequéncia contendo um sitio
especifico quimico (como Met ou Asp-Pro) ou dominio de clivagem por protease (como a

trombina) (WINGFIELD, 2015) (Figura 7).
Figura 7 - Exemplo de montagem de um vetor de expressdo plasmidial com a sequéncia da

proteina marcada e a sequéncia da cauda de fusdo junto com a sequéncia do sitio de agdo da

protease.

Vetor de expressao

Sequéncia da
cauda de fusio e 7

X ~
do sitio de agio v

da protease i :
Sequéncia da proteina

marcada

Fonte: Adaptado de Wood (2014).

Ha diversos tipos de caudas de fusdo disponiveis no mercado, podendo ser utilizadas
individualmente ou em conjunto, ou ainda formando complexos. A cauda peptidica mais
comum ¢ a de poli-histidina (Hise), utilizada principalmente por fornecer um impacto minimo
no enovelamento da proteina marcada expressa e, consequentemente, pouco interferir na sua
atividade biologica (WOOD, 2014). Além disso, ela € purificada com bastante especificidade
em uma cromatografia de afinidade do tipo IMAC (Immobilized Metal Ion Alffinity
Chromatography), com beads de ions niquel, sendo eluida com um gradiente de imidazol
(ROSANO & CECCARELLI et al., 2014). Outras caudas de fusdo peptidicas comuns sdo as
FLAG, c-Myc e S-tag (ROSANO & CECCARELLI et al., 2014; WOOD, 2014).

J& as caudas de fusdo polipeptidicas mais comumente utilizadas sdo as MBP, NusA,
GST e SUMO (ROSANO & CECCARELLI et al., 2014). A cauda de fusdo SUMO (Small
ubiquitin-related modifier), de aproximadamente 12 kDa, promove o correto enovelamento e
estabilidade estrutural da proteina marcada, o que leva a uma maior produgao funcional quando
comparado com proteinas ndo-quiméricas (ROSANO & CECCARELLI et al., 2014; YOUNG
et al., 2012). Além disso, a proteina SUMO se mostra uma otima carreadora citosolica de
proteinas recombinantes, aumentando a sua solubilidade. Diferentemente das caudas de fusao

GST e MBP, SUMO ndo ¢ utilizada para a purificagdo de proteinas recombinantes, sendo
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necessario o uso concomitante com outra cauda de fusdo, geralmente uma poli-histidina (Hise).
Uma vantagem unica da cauda SUMO sobre outras caudas de fusdo polipeptidicas € a protease
SUMO especifica, diminuindo o risco de clivagem da proteina recombinante no processo de
purificagao (YOUNG et al., 2012).

Para a realizagdo de estudos bioquimicos e estruturais das proteinas recombinantes, é
necessario retirar a cauda de fusdo. Essas caudas podem ser clivadas enzimaticamente ou
quimicamente (ROSANO & CECCARELLI et al., 2014). No caso da digestao enzimatica, o
tipo mais comum de clivagem de cauda de fusdo, a protease cliva em um sitio de agao da
protease, sequéncia desenhada no vetor de expressdo plasmidial na por¢do downstream a
sequéncia da cauda de fusdo (Figura 7). Assim, as proteases mais comumente utilizadas sdo a
enteroquinase, trombina e TEV (ROSANO & CECCARELLI ef al., 2014). A SUMO protease
anteriormente citada, especifica para a cauda de fusio SUMO, cliva em um motivo Gly-Gly
(YOUNG et al., 2012). A clivagem quimica das caudas de fusdo é menos comum, visto que as
condi¢des ambientais sdo muito agressivas, causando modificagdes indesejadas na proteina
recombinante. E um método mais utilizado para proteinas recombinantes purificadas de corpos
de inclusdo, sendo o reagente quimico mais comum o brometo de cianogénio (CNBr)

(ROSANO & CECCARELLI et al., 2014).

1.2 As células de expressao

Existem diversos sistemas heter6logos de expressdo disponiveis para a producdo de
proteinas recombinantes, como Escherichia coli, fungos (Pichia pastoris, principalmente),
linhas celulares de insetos e mamiferos, e os sistemas livres de células. Em todos os sistemas
ha pontos positivos e negativos, o que depende da proteina de interesse a ser sintetizada. Por
exemplo, se a proteina a ser sintetizada requer modificagcdes pds-traducionais, comum em
proteinas de origem eucaridtica, os sistemas de expressao procarioticos, em geral, ndo sao os
mais indicados por conta do seu aparato enzimatico natural (JOSEPH ef al., 2015). Entretanto,
ha atualmente formas de superar os requisitos pos-traducionais para a producdo recombinante
de proteinas em sistemas procaridticos, como a sintese quimica otimizada do gene, o qual
codifica a forma ja madura da proteina (VAREJAO et al., 2010).

Os sistemas de expressao bacterianos, em geral, sdo escolhidos preferencialmente. A
maior vantagem desses sistemas € o seu custo-beneficio, gracas as décadas de estudos da sua
genética e as ferramentas de engenharia genética facilmente manipulaveis para modificar esses

organismos. Além disso, as altas taxas de crescimento de E. coli, a capacidade de fermentacgao
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continua e os altos indices de expressdo fazem desse organismo um dos melhores hospedeiros
para se expressar proteinas recombinantes (JOSEPH et al., 2015).

Ha diferentes cepas de E. coli disponiveis no mercado para as mais diversas aplicagoes,
dependendo do objetivo almejado com a proteina em questdo (JOSEPH et al., 2015). Quando
ndo se sabe ao certo qual o melhor hospedeiro e em quais condi¢des a proteina serd melhor
expressa, o mais indicado ¢ realizar um ensaio de expressao, ou seja, testar diferentes cepas em
diferentes condi¢gdes de expressao, determinando qual o melhor protocolo para a proteina em
estudo (VINCENTELLI et al., 2011). As cepas, geralmente, sao deficientes em proteases
citoplasmaticas (Lon, por exemplo) e membranares (OmpT, por exemplo) (JOSEPH et al.,
2015).

Entre as varias cepas de expressao de E. coli hospedeiras existentes, ha a BL21 (DE3),
BL21 (DE3) pLysS, BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, Tuner (DE3), ArcticExpress (DE3),
Rosetta™ e variagdes, entre outras (Tabela 2). Algumas dessas cepas possuem no seu nome as
designacdes DE3 e pLysS. DE3 indica que as cepas sdo lisogénicas do bacteriéfago ADE3,
possuindo um cassete cromossomico integrado onde a T7 RNA polimerase ¢ expressa sob o
controle do promotor lacUV5. Assim, tais cepas sdo adequadas para a expressao de proteinas a
partir de genes clonados em vetores pET, por exemplo, por indugdo de IPTG. J4 o pLysS indica
que a cepa contém o plasmideo pLysS, o qual expressa a lisozima T7, a qual suprime a
expressao basal da T7 RNA polimerase antes da inducao realizada pelo IPTG. Isso estabiliza
os vetores pET, por exemplo, recombinantes que codificam proteinas toxicas (BANEYX, 1999;

SAMUELSON, 2011; JOSEPH et al., 2015).

Tabela 1 (Continua) - Descricdo de algumas cepas de expressdo de Escherichia coli

disponiveis no mercado.

Cepa de expressiao Descricao
BL21 (DE3) (Novagen®) Sdo cepas altamente utilizadas para checar a
Genotipo: F—ompT hsdSB (rB- mB-) gal expressao basica de proteinas em E. coli, desde a
dem (DE3) sua introdu¢ao em 1990. Sao deficientes nas

protease lon e ompT, o que ira estabilizar a
expressao de algumas proteinas recombinantes.

BL21 (DE3) pLysS (Novagen®) Sdao cepas que possuem as mesmas
Genotipo: F— ompT hsdSg (rs— mp—) dcm  caracteristicas da BL21 (DE3), com o adicional
gal MDE3) pLysS Cm" de apresentar o plasmideo pLysS.
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Tabela 1 (Conclusdo) - Descrigdo de algumas cepas de expressdo de Escherichia coli

disponiveis no mercado.

Tuner™ (DE3) pLysS (Novagen®)
Genotipo: F— ompT hsdSB (rB— mB-)

gal dem lacY1(DE3) pLysS (CamR)

ArcticExpress™
Technologies)
Genotipo: E. coli B F— ompT hsdS(rB —

mB — ) dem+ Tetr gal A(DE3) endA Hte
[cpnl0 cpn60 Gent' |

Origami™ 2 (Novagen®)
Genotipo:  A(ara-leu)7697  AlacX74

AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE
galK F'llac+
gor522::Tnl0 trxB (StrR, Tet?)

Origami™ B (Novagen®)
Genotipo: F- ompT hsdSs(rs- mg-) gal

dem lacYl ahpC gor522:: Tnl0 trxB
(KanR, Tet®)

(DE3) (Aligent

rpsL laclg  pro]

Rosetta-gami™ 2 (DE3) (Novagen®)
Genodtipo: A(ara-leu)7697 AlacX74

AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE
galK rpsL (DE3) F'[lac+ laclg pro]
gor522::Tnl0 trxB pRARE2 (Cam®
StrR, Tet?)

Sao cepas derivadas da BL21, possuindo mutagao
de delecdo no gene lacY, o que permite a entrada
uniforme de IPTG em todas as células da cultura,

criando uma relacdo positiva de concentragao de

IPTG/producdo  proteica.  Apresentam 0o
plasmideo pLysS.

Sdo cepas projetadas para melhorar o
processamento  de  proteinas a  baixas

temperaturas, co-expressando chaperoninas da

bactéria psicrofila Oleispira antarctica.

Possuem mutagdes nos genes trxB € gor, 0 que
aumenta grandemente a formacdo de pontes

dissulfeto no citoplasma da E. coli.

Possuem as mesmas mutagdes nos genes
trxB/gor, como Origami 2, mas sdo derivados de
uma mutagdo no gene lacZY proveniente da
BL21. Além disso, ¢ uma cepa que combina as
caracteristicas desejaveis das cepas BL21,
Turner™ e Origami.

Diminuem o viés dos codons raros e melhoram a
formagdo de ligagdes dissulfeto no citoplasma
quando proteinas heterdlogas sdo expressas em E.

coli.

Fonte: Joseph et al. (2015), Ferrer et al. (2003), Novagen (2003), Agilent Technologies Inc. (2015a e 2015b).
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1.3 Lectinas: definicoes, aplicacdes e classificacoes

O reconhecimento celular ¢ um evento central em diversos fendmenos bioldgicos, como
a fertilizag¢do, migracao celular, formacao de 6rgaos, defesa imune, infecg¢oes, etc. (SHARON
& LIS, 1989). O funcionamento impréprio do reconhecimento celular pode acarretar em
doengas para o organismo em questao (SHARON & LIS, 1989). A alta seletividade necessaria
para tais processos € provida por um encaixe especifico entre moléculas complementares: uma
que esta presente na célula que possui a informacao biologica e outra que esta na célula capaz
de decodificar essa informagdo (SHARON & LIS, 1989, 1993). O reconhecimento celular,
entdo, representa uma extensao da hipotese chave-fechadura formulada por Emil Fischer em
1897, utilizada para exemplificar a especificidade das interagdes entre enzimas e substratos
(SHARON & LIS, 1989).

Carboidratos podem atuar como intermediadores da comunicagdo biologica em diversos
sistemas biologicos de interagdo célula-célula, como os citados anteriormente (VARKI, 1993;
SANZ-APARICIO et al., 1997). Durante as tltimas décadas, muitos estudos foram realizados
com o objetivo de elucidar o reconhecimento celular mediado por carboidratos e lectinas
(SHARON & LIS, 1989). A informagdo contida na enorme variedade de estruturas de
oligossacarideos normalmente conjugadas a proteinas ou lipidios em superficies celulares €
reconhecida e decifrada pelas lectinas (SHARON & LIS, 1993; SANZ-APARICIO et al., 1997).
As lectinas se tornam Unicas pela capacidade de “ler” a informagdo bioldgica contida nas
estruturas tridimensionais dos agucares, o glicocodigo (NASCIMENTO et al., 2019).

Lectinas constituem um diverso grupo de proteinas de origem ndo-imune, as quais
possuem, pelo menos, um dominio ndo-catalitico o qual se liga reversivelmente e
especificamente a um carboidrato (mono ou oligossacarideo) (PEUMANS & VAN DAMME,
1995). Antigamente pensava-se que as lectinas eram encontradas apenas em plantas, mas na
verdade elas sdo onipresentes na natureza (SHARON & LIS, 1993). Estao presentes geralmente
na superficie das células, onde se encontram estrategicamente posicionadas para se ligarem aos
carboidratos das células vizinhas (SHARON & LIS, 1993). Dentro das células, as lectinas estao
presentes nos corpos protéicos produzidos no reticulo endoplasmatico (NASCIMENTO et al.,
2012).

Uma das formas de classificar as lectinas ¢ de acordo com as estruturas maduras
encontradas. Assim, de acordo com Van Damme et al. (1998), as lectinas sdo subdivididas em

merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 8).
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Figura 8 - Representagdo esquematica das subdivisdes das lectinas vegetais de acordo com

as estruturas maduras gerais segundo Van Damme et al. (1998).

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

. DRC . DRC Sitio catalitico

Lectina de
Heveina - THEV DWL - 3SH3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: Osterne (2016). DRC: Dominio de reconhecimento a carboidratos.

As merolectinas s3o lectinas que possuem um unico dominio de ligagdo a carboidrato
na sua estrutura. Possuem um carater monovalente, sendo incapazes de aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados. A heveina, uma lectina extraida do latex, ¢ uma pequena
merolectina ligante a quitina (VAN DAMME et al., 1998).

As hololectinas sdo lectinas que, assim como as merolectinas, contém apenas sitios de
ligacdo a carboidratos na sua estrutura, mas possuem pelo menos dois desses dominios de
reconhecimento, os quais sdo idénticos ou homologos, se ligando aos mesmos carboidratos
similares. Como sdo multivalentes, sdo capazes de aglutinar células e/ou precipitar
glicoconjugados pela capacidade de formar ligagdes cruzadas. A maioria das lectinas
conhecidas ¢ pertencente a esta classe (VAN DAMME et al., 1998). A DWL, lectina extraida
das sementes de Dioclea wilsonii, ¢ uma representante dessa classe (RANGEL et al., 2011).

As quimerolectinas sdo proteinas fusionadas que possuem um ou mais dominios de
reconhecimento a carboidratos em conjunto a um dominio ndo relacionado, o qual age de modo
independente ao dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC). Dependendo do numero de

DRCs, as quimerolectinas podem se comportar tanto como merolectinas ou hololectinas. A
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exemplo de representantes dessa classe, ha as proteinas inativadoras de ribossomos do tipo 2
(type 2 RIP), as quais possuem dois sitios de liga¢ao a carboidrato por promotor de inativagao
de ribossomo (VAN DAMME et al., 1998). Outra representante ¢ a PPL-2, extraida da semente
de Parkia platycephala, a qual possui um sitio catalitico com atividade endoquitinasica além
do sitio de reconhecimento a carboidrato (CAVADA et al., 2006). Ambas agem como
hololectinas. J4 as quitinases classe I de plantas, com um unico dominio de ligacdo a quitina
por molécula, age como uma merolectina (VAN DAMME et al., 1998).

Por fim, as superlectinas, assim como as hololectinas, possuem pelo menos dois
dominios de reconhecimento a carboidratos. Entretanto, diferente das hololectinas, os sitios de
ligacdo a carboidratos das superlectinas reconhecem agticares estruturalmente ndo relacionados.
Dessa forma, essa classe de lectinas pode ser considerada, também, um grupo especial de
quimerolectinas compostas de dois dominios de reconhecimento a aguicares estruturalmente e
funcionalmente distintos. Como exemplo de superlectinas, ha a TxLC-I extraida do bulbo da
tulipa, a qual € capaz de se ligar a manose e N-acetil-galactosamina (VAN DAMME et al.,
1998). H4 também a lectina extraida de Musa acuminata, a qual se liga a laminaribiose em

diferentes dominios (MEAGHER et al., 2005).

1.4 Lectinas de leguminosas

O termo “lectinas de leguminosas” provém de um tipo particular de lectinas de plantas
que ¢ encontrada exclusivamente na familia Leguminosae (Fabaceae). A familia Leguminosae
contétm os mais estudados grupos de lectinas de plantas, como também teve um papel
determinante no desenvolvimento do estudo dessas proteinas. Muitas lectinas de leguminosas
tornaram-se ferramentas importantes nas pesquisas biotecnologicas e sdo utilizadas como
proteinas bioativas na pesquisa e na medicina (VAN DAMME et al., 1998).

As lectinas pertencentes a esse grupo sao bastante similares quanto as propriedades
fisico-quimicas e estruturais. Apesar da alta proximidade filogenética e das estruturas
conservadas, quando testadas em atividades bioldgicas, as lectinas de leguminosas apresentam
resultados diversos (CAVADA et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2019), demonstrando a
importancia de se continuar pesquisando e estudando essas lectinas de valor inestimavel.

E valido ressaltar que a maior parte do trabalho pioneiro na bioquimica, fisiologia e
biologia molecular de lectinas de plantas foi alcangada com os estudos de lectinas de
leguminosas (VAN DAMME et al., 1998). Como exemplo, a ConA, lectina extraida de

sementes de Canavalia ensiformes foi a primeira lectina de planta a ser purificada e cristalizada,
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e também foi a primeira lectina no mundo a ter a sequéncia primaria detectada e a estrutura
terciaria resolvida (SUMNER & HOWELL, 1936; EDELMAN et al., 1972; HARDMAN &
AINSWORTH, 1972). Assim, ConA ¢ a lectina de planta mais bem caracterizada e estudada até
entdo (CAVADA et al., 2001).

Depois de Poaeceae, Leguminosae ¢ a segunda maior familia em importancia
econdmica. Essa familia ¢ dividida nas subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (JUDD et al., 2009). A subfamilia Papilionoideae destaca-se como a subfamilia
de Leguminoseae que apresenta maior expressao taxondmica, sendo subdividida em 28 tribos,
500 géneros e mais de 13 mil espécies, amplamente distribuidas entre as zonas tropicais,
subtropicais e regides temperadas. Phaseoleae ¢ uma das tribos da subfamilia Papilionoideae

(LEWIS et al., 2005).

1.4.1 A subtribo Diocleinae e a lectina ConV

1.4.1.1 As lectinas do tipo ConA-like

Dentro da familia Leguminosae, a tribo Phaseoleae ¢ a que contém o maior nimero de
géneros, tendo também a maior importancia econdmica por conter sementes de espécies muito
utilizadas na alimenta¢do humana, como a soja (Glycine max), o feijao vermelho (Phaseolus
vulgaris) e o feijdo-mungu (Vigna radiata) (AISYAH et al., 2016; DA SILVA et al., 2015).

Dentro das subtribos pertencentes a tribo Phaseoleae, encontra-se a subtribo Diocleinae,
a qual compreende 13 géneros (Canavalia, Dioclea, Cymbosema, Cleobulia,
Macropsychanthus, Neurodolphia, Lackeya, Luzonia, Camptosema, Cratylia, Collaea,
Rhodopis e Galactia) (CAVADA et al., 2019b; CAVADA et al., 2001). Lectinas da subtribo
Diocleinae tém sido isoladas e purificadas de trés desses géneros: Canavalia, Cratylia e Dioclea
(CAVADA et al., 2001). Todas as lectinas isoladas da subtribo Diocleinae possuem uma alta
similaridade estrutural, mas com muitas diferengas na atividade biologica (CAVADA et al.,
2019b). ConA, a lectina extraida das sementes de Canavalia ensiformes, foi a primeira lectina
dessa subtribo a ser extraida e purificada por Sumner em 1919, a mais bem estudada e conhecida
lectina no mundo (VAN DAMME et al., 1998; CAVADA et al., 2019a). As lectinas da subtribo
Diocleinae muito semelhantes a ConA sao comumente chamadas de lectinas do tipo ConA-like
(CAVADA et al., 2019b).

As lectinas do tipo ConA-like sdo caracterizadas por terem atividades biologicas

diversas, como inflamatoria, nociceptiva, vasoativa, antiproliferativa, antimicrobiana,
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imunomodulatdria, antidepressiva, entre outras. Muitas dessas atividades estdo diretamente
relacionadas a habilidade dessas proteinas de interagirem com carboidratos pelo DRC
(CAVADA et al., 2019b). Essas lectinas sdo compostas por 237 residuos de aminoacidos e
aproximadamente 25 kDa na forma madura, com raras excegdes. Elas adquirem essa forma
apds um processamento pos-traducional dos seus precursores glicoproteicos, chamado de
permutacgao circular (CAVADA et al., 2019b).

Nesse processamento, a chamada pré-pro-lectina (peptideo sinal + cadeia y + peptideo
central + cadeia B + C-terminal), apos sintetizada, ¢ enderegada ao reticulo endoplasmatico,
onde o peptideo sinal é removido e o central ¢ glicosilado, formando a prd-lectina. Ela ¢, entdo,
encaminhada ao complexo de Golgi, onde ¢é processada. La, o glicopeptideo central é clivado
juntamente com a regido C-terminal, restando as cadeias y e . Essas cadeias sdo religadas em
uma ordem inversa, formando a cadeia a (f + y), a qual consiste na forma madura da lectina
(CAVADA et al., 2019b). E valido ressaltar que esse processamento nio possui 100% de
rendimento, com as cadeias e y sempre presentes na purificacdo dessas lectinas a partir de
fontes naturais, constituindo em um perfil eletroforético composto por trés bandas para as
lectinas que sofrem esse processamento. Além disso, as lectinas selvagens podem ser
constituidas como isolectinas ou com diferentes combinac¢des dessas subunidades, trazendo
proteinas com potencialidades diferentes (NASCIMENTO et al., 2020).

Quanto a estrutura terciaria, ou seja, o monomero, as lectinas do tipo ConA-like
possuem enovelamento do tipo B-sanduiche, também conhecido como motivo jellyroll, o qual
consiste em duas folhas B antiparalelas conectadas por loops. J4 em relagdo a estrutura
quaternaria, dois monomeros podem se associar de forma adjacente, formando um dimero
canonico (Figura 9). O tetramero ¢ formado pela associagdo de dois dimeros canonicos, ou seja,
¢ a formagao de um dimero de dimeros. O estado de oligomerizagdo das lectinas pode interferir
nas suas especificidades a oligossacarideos ou glicoconjugados e, assim, na sua atividade
biologica. Essa oligomerizagdo, no caso das lectinas do tipo ConA-/ike pertencentes a subtribo
Diocleinae, pode ser afetada pelo pH do ambiente, uma propriedade chamada de

oligomerizacao pH-dependente (CAVADA et al., 2019b).
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Figura 9 - Esquema da oligomerizagdo candnica ocorrida nas lectinas do tipo ConA-/ike.

Mondémero Tetramero

Fonte: Cavada et al. (2019b).

1.4.1.2 4 lectina ConV

Uma das lectinas do tipo ConA-like ¢ a ConV, extraida das sementes de Canavalia
virosa, uma leguminosa selvagem e perene de manguezais que ocorre na Asia tropical e Africa.
E utilizada em plantacdes e culturas agricolas para cobertura de colheita e como adubo verde,
como também na alimentacdo humana e animal por ser rica em proteinas e carboidratos
(OSTERNE, 2016; ANITA & SRIDHAR, 2009).

A lectina ConV foi estudada por Osterne e colaboradores (2014 € 2017), caracterizando-
a em diversos aspectos em ambos trabalhos. Em resumo, quanto as caracteristicas estruturais,
sabe-se que a lectina ConV madura é composta pela sua cadeia a (25 kDa, 237 aminoacidos),
a qual, por sua vez, ¢ composta pelos fragmentos B e y. Sua sequéncia primaria foi elucidada
(UniProt: COHJY1) por espectrometria de massa, bem como a tercidria e quaternaria obtidas
por métodos cristalograficos, mostrando um tetrdimero montado por quatro mondmeros de

motivo jellyroll, semelhante ao encontrado em outras lectinas do tipo ConA-/ike (Figura 10).
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Figura 10 - Estrutura quaternaria em tetrdmero da lectina ConV complexada com a-metil-

manosideo.

Fonte: Osterne et al. (2017).

Quanto as propriedades biologicas, ConV aglutina fortemente eritrocitos de coelho
(32768 U.H./mL), com essa atividade inibida por actcares (D-manose, D-glicose e a-metil-D-
manosideo) e glicoproteinas (ovalbumina e fetuina). Nao possui atividade téxica contra
nauplios de Artemia sp. e possui efeito vasorelaxante em aorta com endotélio de rato, com a
participagdo ativa do dominio de reconhecimento a carboidratos. ConV mostra, ainda, efeito
inflamatoério, induzindo edema em pata de rato quando injetada de forma subcutanea, também
com participa¢do do DRC. Por fim, ConV possui atividade citotoxica contra células de glioma
C6 de ratos, induzindo a autofagia dessas células, bem como impedindo a migracdo e a
viabilidade das mesmas. Assim, a lectina ConV se mostra uma potencial ferramenta nos estudos
de atividade antitumoral, antiglioma, inflamatdria e vasorelaxante (OSTERNE et al., 2014;

2017).

1.5 Potencial biotecnoldgico das lectinas

Muitas lectinas t€ém sido conhecidas e purificadas, sendo a maioria delas oriundas de
plantas (SHARON & LIS, 2004). Ainda ndo ha um consenso acerca da fungao dessas proteinas
nos organismos vegetais, mas had indicios que participem na protecdo contra patdgenos,

transporte e armazenamento de carboidratos, armazenamento proteico, reconhecimento celular,
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entre outros (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; VAN DAMME et al., 1998; NASCIMENTO
etal,2019).

O interesse pelo estudo das lectinas cresceu apds as mesmas se terem se mostrado
ferramentas inestimaveis na 1) detecgdo, isolamento e caracterizagdo de glicoconjugados, 2)
histoquimica de células e tecidos e 3) no exame das alteragdes que ocorrem nas superficies
celulares em casos de anomalias e doencas (SHARON & LIS, 2004). Dessa forma, as

aplicagdes biotecnologicas das lectinas sao diversas, como listado na Tabela 2.

Tabela 2 - Aplicagdes biotecnologicas e medicinais das lectinas.

Separagao e identificacdo celular
Deteccao, isolamento e estudos estruturais de glicoproteinas
Investigacao de carboidratos em células e organelas; histoquimica e citoquimica
Mapeamento de caminhos neuronais
Estimulag¢ao mitogénica de linfécitos
Limpeza da medula 6ssea para transplante
Selecdo de lectinas resistentes mutantes
Estudos de biossintese de glicoproteinas
Atividade anti-inflamatoria
Atividade antiviral, antifiingica e antibacteriana
Efeito anti-depressivo

Drug delivery
Fonte: SHARON & LIS, 2004; NASCIMENTO et al., 2012

Tratando-se especificamente de lectinas manose-especificas, chama-se a atengdo para a
quantidade de lectinas purificadas com atividades antivirais, inclusive inativando as proteinas
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) (BARRE et al.,2019). Um grande exemplo dessa
atividade anti-HIV ¢ a lectina GRFT, purificada da alga vermelha Griffithsia sp. Essa lectina
ndo apenas apresenta atividade antiviral contra o HIV, como também para uma série de outros
virus, entre eles o SARS-CoV, MERS-CoV, HCV, HSV, JEV, PEDV e HPV (LEE, 2019).
Algumas lectinas de leguminosas manose-especificas também possuem atividade anti-HIV

publicadas, como a ConA, LCA e PSA (LAGARDA-DIAZ et al., 2017).
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Além disso, as lectinas manose-especificas também se destacam pelos seus efeitos
antitumorais, agindo como biomarcadores e drogas anticancer. Entretanto, essa atividade nao
se restringe as lectinas manose-especificas, visto que outras lectinas com diferentes
especificidades a carboidratos, como as especificas aos antigenos T/Tn (ex.: jacalin, lectina de
Artocarpus integrifola), também podem interagir com os glicanos alterados que cobrem as
células tumorais ¢, assim, exercer o seu efeito citotoxico (BARRE et al., 2019; POIROUX et

al., 2017).

1.5.1 Producdo heterdloga de lectinas

Como ja citado anteriormente, lectinas sdo proteinas capazes de se ligarem especifica e
reversivelmente a carboidratos presentes nas membranas celulares (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995). Assim, essas proteinas altamente seletivas tém sido amplamente utilizadas
para o estudo de interacdes celulares ocorridas durante eventos patoldgicos e fisiologicos, o que
promove as suas aplicagdes em escala industrial e farmacologica (MARTINEZ-ALARCON et
al., 2018).

Dessa forma, hd um grande interesse nos estudos de purificacdo e caracterizacdo de
lectinas diversas, tendo sido publicados muitos artigos sobre o assunto (HIRABAYASHI ef al.,
1984; KVENNEFORS et al., 2008; ASHRAF et al., 2010; MOURA et al., 2015; OLIVEIRA
et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2019; CAVADA et al., 2020a; CAVADA et al., 2020b).
Variados métodos de isolamento e purificacdo tém sido estudados para a obteng@o de lectinas
puras a partir da sua origem natural (NASCIMENTO et al., 2012).

Entretanto, tais técnicas geralmente trazem baixos valores produtivos € ndo sao capazes
de diferenciar isoformas da mesma lectina, dificultando a praticidade requerida para uma
aplicagdo industrial (MARTINEZ-ALARCON et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2020).
Lectinas purificadas de fontes naturais também podem ser formadas a partir de arranjos da
cadeia a com os fragmentos B e y, interferindo na reprodutibilidade dos resultados esperados
(NASCIMENTO et al., 2020). Ha também a problematica da variagdo climatica, a qual pode
influenciar a disponibilidade da lectina madura na sua fonte natural, visto que a sazonalidade
interfere na quantidade de fragmentos 3 e y. Por fim, problemas como demanda de trabalho,
tempo laboratorial e grande consumo de biomassa sdo comuns em extracao de lectinas puras de
origem natural (OLIVEIRA ef al., 2013; NASCIMENTO et al., 2020).

Dessa forma, a produgao de lectinas recombinantes por técnicas de engenharia genética,

além de prover lectinas de uma Unica isoforma, traz a vantagem de evitar todas as potenciais
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problematicas citadas, ademais do baixo custo, fazendo da producdo em escala industrial uma
realidade mais factivel (YESILIRMAK & SAYERS, 2009; BURGESS-BROWN &
BURGESS-BROWN, 2017; MARTINEZ-ALARCON et al., 2018).

Assim como a maioria das outras proteinas, os sistemas mais utilizados para expressar
as lectinas s3o aqueles constituidos por bactérias e fungos (E. coli e Pichia pastoris,
respectivamente). No caso do uso de sistemas procaridticos, contam-se com técnicas para
superar as dificuldades providas pelas modificagdes pds-traducionais naturalmente existentes
em muitas proteinas eucaridticas (MARTINEZ-ALARCON et al., 2018). Entre as técnicas
existentes, ha o refolding, a otimizacdo do gene da proteina, a inclusdo de enzimas no
maquinario proteico dos organismos trabalhados, a inclusdo de peptideos solubilizantes e as
modificagdes protéicas in vitro (YESILIRMAK & SAYERS, 2009; MARTINEZ-ALARCON
et al., 2018). Entretanto, deve ser reconhecido que, para cada lectina em particular, um sistema
menos usual, como o de células vegetais ou de mamiferos, pode ser mais apropriado que os
sistemas mais comuns. Porém, o sistema de E. coli é o mais utilizado por ser mais barato ¢
exigir menos tempo laboral. Tratando-se de um grupo tao heterogéneo, ndo se pode generalizar
um sistema como mais apropriado que outro (YESILIRMAK & SAYERS, 2009; MARTINEZ-
ALARCON et al., 2018).

J4 foram produzidas diversas lectinas recombinantes, a maioria de origem animal e
vegetal, as quais tém se mostrado com um maior espectro de aplicacdes biotecnologicas
(MARTINEZ-ALARCON et al., 2018). De acordo com Gemeiner e colaboradores (2009), mais
de 200 lectinas de diferentes fontes ja foram clonadas e expressas em sistemas heterélogos. Ha
desde a producao heterdloga de lectinas humanas até de vegetais comercialmente utilizados na
agricultura, como o feijao comum (Phaseolus vulgaris L.). Algumas dessas proteinas
recombinantes sdo reportadas na Tabela 3. Portanto, a producdo heterologa de lectinas almeja
tanto a producdo em larga escala de possiveis novos farmacos, como também uma maior
possibilidade de entendimento de diversos processos fisioldgicos influenciados pela acdo dos
carboidratos, como doengas neuroldgicas, cancer, inflamagdes, fitopatias e infestacoes,
melhoramento vegetal, entre outros. As lectinas recombinantes sdo, assim, uma importante
ferramenta biotecnolégica e biomédica (STREICHER & SHARON, 2003; MARTINEZ-
ALARCON et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2020).
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Tabela 3 - Algumas lectinas recombinantes produzidas em diferentes sistemas, provenientes de

organismos diversos.

Lectina

Fonte original

Sistema produtor

Fonte

| |
pré-pro-rConBr

rCRAMOLL-1

rDguil

rUDA

rPPL

rVML

rPHA-L

rNictaba

r-aDSL

|
Sementes de
Canavalia brasiliensis

Sementes de Cratylia
mollis

Sementes de Dioclea
guianensis

Urtica doica

Pleurocybella
porrigens

Sementes de Vatairea
macrocarpa

Phaseolus vulgaris

Nicotiana tabacum

Dioclea sclerocarpa

E. coli e P. pastoris

E. coli

E. coli

Nicotiana tabacum

Phanerochaete
sordida

E. coli

P, pastoris

P, pastoris

E. coli

|
Nogueira et al. (2002);
Bezerra et al. (2006)

Varejao et al. (2010)

Nagano et al. (2008)

Martinez-Alarcon et al.

(2018)

Suzuki et al. (2014)

Alves-Filho et al.
(2013)

Raemacekers et al.

(1999)

Martinez-Alarcon et al.

(2018)

Nascimento et al.
(2020)

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

O presente estudo objetivou otimizar a expressao heterdloga do gene correspondente a cadeia

a da lectina ConV em sistema de Escherichia coli em diferentes cepas de expressao.
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2.2 Especificos

1. Clonar o vetor plasmidial contendo o gene sintético codificante para a cadeia a (forma
madura) da lectina ConV em cepas de Escherichia coli;

2. Expressar em diferentes cepas de expressdo de Escherichia coli a lectina recombinante
rConV;

3. Determinar as melhores condicdes de expressdao da lectina recombinante rConV para
cada cepa de expressao;

4. Avaliar a atividade hemaglutinante e especifica de rConV nos extratos proteicos

soliveis das diferentes cepas de expressao.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Vetor plasmidial de expressao

Para que a lectina recombinante possa ser expressa de forma heterdloga, o gene sintético
foi obtido a partir da sequéncia otimizada de aminoécidos da cadeia a da forma selvagem
(lectina purificada do extrato da semente de Canavalia virosa), a qual se encontra disponivel
no UniProt (ID: COHJY1), com aproximadamente 237 residuos de aminoacidos e 25 kDa.

O vetor utilizado para receber o gene otimizado para expressdo em Escherichia coli e
codificante para a lectina ConV foi o vetor plasmidial pET-SUMO (Invitrogen™) (ANEXO A).
O plasmideo pET-SUMO-Hiss-ConV foi construido de modo que a lectina recombinante possua
duas caudas de fusdo, uma de poli-histina (Hiss) para auxiliar na purificagdo da proteina
expressa, € uma cauda SUMO, a qual auxilia no aumento da expressdo de proteinas
recombinantes funcionais e soluveis, evitando a formagao de corpos de inclusao (WOOD, 2014;

YOUNG et al., 2012). Ambas as caudas foram inseridas na extremidade N-terminal.

3.2 Transformacio da cepa de clonagem

Para que a concentracdo de DNA plasmidial (DNAp) contendo o gene de interesse seja
maior, € necessaria a clonagem do vetor contendo o gene marcado. A cepa de Escherichia coli
de clonagem utilizada foi a DH5a (Invitrogen™).

Para que as células de clonagem recebessem o DNAp com o gene da ConV, foi

necessaria a sua preparacao prévia para receber o plasmidio, ou seja, deixar a cepa competente.
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Dessa forma, foi seguido o protocolo de Sambrook & Russell (2001) para tratamento com
cloreto de célcio (CaCly) e posterior transformagao via choque térmico. Frascos contendo 100
mL de meio LB (Luria-Bertani) foram inoculados com 150 pL de cultivo de DH5a E. coli, o
qual foi previamente deixado sob agitagao overnight/~16h a 37°C. Em seguida, o indculo foi
incubado a 30°C sob agitacdo (150 rpm) até que a fase log de crescimento bacteriano fosse
alcangada, atingindo a leitura de densidade 6tima a 600 nm (D.O.s00nm) de 0,6. Em seguida, a
cultura foi distribuida em tubos estéreis, os quais foram centrifugados a 3000 rpm a 4°C por 10
minutos. O sobrenadante, entdo, foi descartado e o pellet ressuspendido em 2,85 mL de CaCl,
100 mM gelado e estéril. Por fim, foram acrescidos 150 pL de glicerol 80% estéril, resultando
em 3 mL de cultura, e o volume total foi distribuido em microtubos estéreis em aliquotas de
100 pL.

Apos esse tratamento prévio da cepa de clonagem, a mesma foi transformada, ou seja,
recebeu o DNAp contendo o gene de interesse, dando continuidade ao protocolo de Sambrook
& Russell (2001). Para isso, 2 pL do plasmideo (pET-SUMO-His¢-ConV) foi inoculado em
cultura de 50 pL de DH5a E. coli competente. A cultura, entdo, foi incubada por 30 minutos no
gelo, seguidos por 50 segundos em banho maria a 42°C e, novamente, no gelo por mais dois
minutos (tratamento de choque térmico). Por fim, foram adicionados 950 pL de meio LB a
cultura ¢ a mesma foi deixada sob agitagdo a 150 rpm a 37°C por uma hora e 30 minutos. E
importante ressaltar que todo o processo foi realizado em fluxo laminar para que nao houvesse

contaminagdo das amostras obtidas.

3.3 Plaqueamento e cultivo da cepa de clonagem transformada

Ap0s a transformagao da cepa de clonagem, a mesma foi cultivada para a formagao de
colonias isoladas positivas e posterior purificagdo do DNAp, seguindo protocolo descrito por
Sambrook & Russell (2001). Assim, 100 pL da cultura transformada foram plaqueados em
placa de cultivo estéril contendo 25 mL meio LB Agar (Agar Luria-Bertani) e 25 pL de
antibidtico (canamicina, 50pug/mL), com posterior incubagdo overnight/~16h a 37°C. O branco
foi realizado contendo apenas o meio de cultura (LB Agar) na mesma quantidade, a fim de se
testar a esterilidade do meio.

Com o crescimento positivo das colonias isoladas da cepa de clonagem, cinco colonias
caracteristicas e isoladas da cepa foram inoculadas em 4 mL de meio LB contendo 4 pL de
antibiotico (canamicina, 50pug/mL) em 10 repeticdes. Os inodculos foram incubados

overnight/~16h a 37°C sob agita¢dao (150 rpm). O branco foi realizado contendo o meio LB o
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mesmo antibiotico utilizado na incubacao das culturas, todos nas mesmas propor¢des, € uma
ponteira contaminada, a fim de se testar a eficdcia do antibiotico. A incubagdo das culturas em

meio LB se fez necessaria para prosseguir com o método de purificagao escolhido.

3.4 Purificacio e quantificacio do DNA plasmidial das cepas de clonagem

Apos o crescimento positivo das cepas de clonagem no indéculo em meio LB, o processo
seguiu para a purificacdo do DNA plasmidial contendo o gene de interesse por meio de uma
cromatografia em coluna com membrana de silica (SAMBROOK & RUSSELL, 2001). Para
isso, foi seguido o kit e o seu protocolo Zippy™ Plasmid Miniprep System (Zymo Research
Corp.).

Assim, foram concentrados 600 puL de cada uma das culturas bacterianas em microtubos
estéreis de 1,5 mL. Em seguida, foram adicionados 100 pL da solugao de lise celular (7.X Lysis
Buffer (Blue)) em cada microtubo de cultura celular, agitando-se por inversdo seis vezes para
solubilizar as amostras, até que fosse obtida uma coloragao azul opaca, indicando a lise
completa das cepas de clonagem. Ao final, aguardou-se por dois minutos para a continuidade
do protocolo.

Posteriormente, foram acrescidos 350 pL da solu¢dao de neutralizante (Neutralization
Buffer (Yellow)) nas amostras, e as mesmas foram agitadas por inversdo até que houvesse o
aparecimento de uma coloragdo amarela com a formagdo de um precipitado, indicando a
completa neutralizacdo das amostras. As amostras, entdo, foram centrifugadas em velocidade
maxima (132000 rpm) a 4°C por trés minutos. O sobrenadante (~900 pL) das amostras foram
transferidos para minicolunas (Zymo-Spin™ IIN column) com o auxilio de uma pipeta. As
minicolunas foram acopladas aos microtubos coletores (Collection Tube) limpos e
centrifugadas em velocidade maxima (13200 rpm) a 4°C por 15 segundos.

O eluido foi descartado e, nas mesmas minicolunas, foram acrescidos 200 pL da solugdo
removedora de endoxitonas (Endo-Wash Buffer). Novamente, as amostras foram centrifugadas
em velocidade maxima (13200 rpm) a 4°C por 30 segundos. Posteriormente, foram acrescidos
400 pL nas minicolunas da solu¢do de lavagem da coluna (Zippy™ Wash Buffer), seguida de
uma centrifuga¢do em velocidade méxima (13200 rpm) a 4°C por um minuto.

Por fim, as minicolunas foram transferidas para microtubos estéreis de 1,5 mL, onde
foram acrescidos 30 uL da solugdo de elui¢do (Zippy™ Elution Buffer) diretamente na matriz
das minicolunas. As amostras foram deixadas descansando por um minuto em temperatura

ambiente e, em seguida, centrifugadas em velocidade méaxima (13200 rpm) a 4°C por 30



45

segundos. O DNA plasmidial eluido foi armazenado a -20°C para posterior utilizagao.

Para a quantificagdo do DNA plasmidial em solu¢do nas amostras, foi utilizado o
espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare®) com luz UV no programa especifico para
quantificagdo de acidos nucleicos. Os dados acerca da concentracao e absorbancia na faixa de
260/280 (A260280) foram registrados e tabelados. O branco foi realizado com a mesma solucao

de eluicio (Zippy™ Elution Buffer) utilizada na elui¢do do DNA plasmidial.

3.4.1 Monitoramento do DNAp por eletroforese de agarose 1%

Para a certificagdo de que as amostras nao foram degradadas, foi necessaria a realizagdo
da eletroforese das amostras de DNA plasmidial. Assim, a eletroforese em gel de agarose 1%
seguiu o protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001). Utilizou-se 3 pL das amostras de
DNA plasmidial, 1 pL do tampao de amostra Safer Dye (KASVI), 2 pL. do marcador molecular
100bp Ladder Plus (Sinapse Inc.) e aproximadamente 350 mL de tampao de corrida TBE (77is-
borate-EDTA) 0,5x concentrado. A corrida eletroforética foi submetida a uma voltagem
constante de 100 V. A visualizag@o das bandas no gel se deu com o auxilio do fotodocumentador

Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).

3.5 Transformacao das cepas de expressio

As cepas de expressao utilizadas para receber o vetor de expressao com o gene marcado
em estudo foram: BL21 (DE3) (NOVAGEN) e BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Agilent
Technologies) BL21 (DE3) pLysS (NOVAGEN), Tuner (DE3) pLysS (NOVAGEN) e
ArcticExpress (DE3) (Agilent Technologies).

Cada uma das cepas foram transformadas, recebendo o DNAp contendo o gene de
interesse seguindo o mesmo protocolo utilizado para a transformagdo das cepas de clonagem.
Iniciou-se, entdo, pelo tratamento prévio para deixar as células de expressao competentes para
a recepgdo do DNA plasmidial com o gene para ConV. Portanto, houve primeiramente a etapa
de tratamento com cloreto de cdlcio (CaCly), como descrito anteriormente, para cada uma das
cepas de expressao.

Em seguida, as cepas de expressao receberam o DNAp contendo o gene de interesse.
Assim, 2 pL do plasmideo purificado da terceira réplica foram inoculados em culturas de 100
uL de cada uma das cepas de expressdao escolhidas. Todas as culturas receberam o mesmo

tratamento de choque térmico descrito anteriormente para as cepas de clonagem. Por fim, foram
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adicionados 900 uL de meio LB em cada cultura e as mesmas foram deixadas sob agitacdo a

220 rpm a 37°C por uma hora e 30 minutos.

3.6 Plaqueamento e cultivo das cepas de expressao transformadas

Seguindo com o protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001), as cepas de
expressdo transformadas foram cultivadas em meio LB Agar para a selegéio de coldnias isoladas
positivas. Dessa forma, 100 uL de cada uma das culturas transformadas foram plaqueadas em
meio LB Agar (25 mL) com 25 pL de antibidtico (canamicina, 50pug/mL). O branco foi
realizado contendo o meio de cultura na mesma quantidade. Todas as culturas foram incubadas
overnight/~16h a 37°C.

Dando continuidade ao protocolo, cinco coldnias caracteristicas e isoladas formadas de
cada cepa de expressdo foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo 5 pL de antibidtico
(canamicina, 50pg/mL) em triplicata. O branco foi realizado com o meio LB e o mesmo
antibiotico utilizado, nas mesmas proporg¢des, € uma ponteira contaminada. Todos os indculos

também foram incubados overnight/~16h a 37°C sob agitagdo (150 rpm).

3.7 Ensaios de expressiao de proteinas

Para a identificagdo da melhor condi¢do de expressdo proteica da lectina rConV nas
cepas de expressao, foram realizados ensaios de expressao de proteinas. Os ensaios foram feitos
duas vezes: o primeiro apenas com as cepas de expressio BL21 (DE3) e BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL, enquanto o segundo foi realizado com as cepas BL21-CodonPlus(DE3)-
RIL, BL21 (DE3) pLysS, Tuner (DE3) pLysS e ArcticExpress (DE3). Em ambos ensaios, foi
realizada a indugdo de expressdo proteica das cepas de expressdo variando a temperatura
ambiente, o tempo de inducdo e a concentracdo de indutor proteico. Seguiu-se 0 mesmo
protocolo descrito por Sambrook & Russell (2001).

Em ambos os ensaios, inicialmente, foram inoculados 5 pL das culturas celulares
previamente cultivadas em 5 mL de meio LB, juntamente com 5 pL de antibiotico (canamicina,
50ung/mL) para cada uma das cepas em diferentes repeticoes. Em seguida, os indculos foram
incubados a 37°C sob agitagdao (220 rpm) até que a fase log de crescimento bacteriano fosse
alcancada, atingindo a leitura de densidade 6tima a 600 nm (ODsoonm) de 0,6.

Para o primeiro ensaio, culturas de cada uma das cepas de expressdao (BL21 (DE3) e

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL) foram testadas para o ensaio de expressdo proteica nas
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temperaturas de 20°C e 37°C. De um in6culo extra de cada cepa de expressdo, foi retirada
imediatamente uma aliquota de 1 mL e a amostra foi identificada como extrato bacteriano.
Posteriormente, em uma cultura celular de cada cepa de expressdao para cada temperatura foi
acrescido IPTG na concentracao final de 1 mM. As culturas ausentes de IPTG sdo consideradas
como controle (amostra nao induzida) para posterior comparagdo com as amostras proteicas
induzidas com IPTG. Em ambas temperaturas testadas, o tempo de a¢ao do indutor testado foi
de 2h e 16h.

Para o segundo ensaio, foram separadas quatro culturas das cepas de expressao BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL, BL21 (DE3) pLysS e Tuner (DE3) pLysS para o teste a 37°C e outras
quatro culturas dessas mesmas cepas de expressao para o teste a 30°C. Nesses dois testes, o
indutor proteico (IPTG) foi adicionado nas concentracdes finais de 0.25mM, 0.5mM e 1mM,
com tempos de a¢@o do indutor de 1h, 2h e 4h. Com essas mesmas cepas, também foi realizado
o teste de expressao na temperatura de 16°C, com IPTG nas concentragdes de 0.25mM, 0.5 mM
e ImM, com tempo de ac¢do do indutor de 16h. Ja a cepa de expressao ArcticExpress (DE3) foi
testada para expressar a proteina de interesse apenas na temperatura de 16°C, variando a
concentracdo do indutor proteico (0.25mM, 0.5mM e 1mM), com 24h de tempo de indugao.
Essa cepa foi trabalhada apenas nesses parametros, pois ¢ o indicado pelo fabricante (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2015b). Para cada parametro de cada cepa em ambos os ensaios, foi retirada
uma aliquota de 1mL. Na tabela a seguir, seguem os parametros dos dois ensaios citados para

cada uma das cepas.
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Tabela 4 - Condi¢des de expressdo de proteinas para as diferentes cepas nos dois ensaios

realizados.
Ensaio Cepa de expressao Temperatura Concentracio Tempo de
do indutor inducio
BL21 (DE3) 20°C e 37°C ImM 2h e 16h
Primeiro
ensaio de
expressao
proteica
BL21- 20°C e 37°C ImM 2h e 16h
CodonPlus(DE3)-RIL
BL21- 37°C e 30°C 0.25mM, 1h, 2h e 4h
CodonPlus(DE3)-RIL 0.5mM e ImM
16°C 16h
Segundo BL21 (DE3) pLysS 37°C e 30°C 0.25mM, 1h, 2h e 4h
ensaio de 0.5mM e ImM
expressao 16°C 16h
proteica
Tuner (DE3) pLysS 37°C e 30°C 0.25mM, 1h, 2h e 4h
0.5mM e ImM
16°C 16h
ArcticExpress (DE3) 16°C 0.25mM, 24h
0.5mM e ImM

Fonte: a propria autora (2021).

3.7.1 Avaliacdo da proteina expressa por eletroforese SDS-PAGE 12%

Para a avalia¢dao da melhor condicdo de expressdao de rConV nos ensaios de expressao

proteica, foi necessaria a realizagdo da eletroforese das amostras em gel de poliacrilamida em
condi¢gdes desnaturantes 12% (SDS-PAGE, Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) (LAEMMLI, 1970).

Cada aliquota de 1 mL obtida foi centrifugada a 13200 x g por cinco minutos a 4°C. O

sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado duas vezes com NaCl 0,15M da seguinte

maneira: o pellet foi ressuspendido em 1mL de NaCl 0,15M, a solugdo centrifugada a 13200 x

g por cinco minutos a 4°C e o sobrenadante descartado, repetindo o processo mais uma vez.

Essa etapa foi adicionada a fim de que o meio LB restante na amostra seja removido e nao
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interfira na visualizagdo da proteina no gel de eletroforese.

Ap6s a etapa de lavagem, os pellets das amostras foram ressuspendidos em 50 pL de
tampdo de amostra SDS 1x concentrado (Tris-HCI 50mM pH 6.8, SDS 1%, glicerol 10%,
bromofenol 0,001% e B-mercaptoetanol 5%). Todas as amostras foram aquecidas a 100°C por
cinco minutos e, posteriormente, centrifugadas a 13200 x g por mais cinco minutos a 4°C.

Posteriormente, foram utilizados 12 pL de cada amostra proteica, 5 pL do marcador
molecular LMW-SDS Protein Marker (17044601) (GE Healthcare®) e aproximadamente 500
mL de tampao de corrida 1x concentrado. A corrida eletroforética foi submetida a uma voltagem
constante de 10 V. A visualizagdo das bandas no gel de poliacrilamida se deu corando-o, apds a
corrida eletroforética, com Coomassie Brilliant Blue G-250 e o auxilio do fotodocumentador

Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad) para a revelagio do gel.

3.8 Preparo dos extratos proteicos bacterianos

Apos a selecao das melhores condi¢des de expressao proteica, foi necessario avaliar se
a proteina se encontrava solubilizada e/ou em corpos de inclusdo. Posteriormente, foi necessaria
a devida avaliagdo da quantificacdo, atividade hemaglutinante especifica e do ensaio de inibi¢ao
por acucares da proteina expressa na porcao solivel. Sendo assim, primeiramente se fez
necessario o preparo do extrato proteico. O protocolo segue o mesmo descrito para a obtencao
de proteinas recombinantes puras segundo Sambrook & Russell (2001).

Assim, foi preparado um indculo bacteriano a partir das cepas de expressdo com as
melhores condi¢gdes escolhidas, inoculando 5 pL da cultura estoque celular em 5 mL de meio
LB com antibidtico (canamicina, 50 pg/mL) em duplicata. O branco foi realizado com o meio
LB e o mesmo antibidtico utilizado, nas mesmas proporgdes, € uma ponteira contaminada.
Todos os indculos também foram incubados overnight/~16h a 37°C sob agitacdo (150 rpm).

Posteriormente, foram inoculados 5 pL da cultura celular recém-cultivada, em 5 mL de
meio LB, juntamente com 5 pL de antibidtico (canamicina, S0ug/mL) em trés repeticdes. Em
seguida, os inoculos foram incubados a 37°C sob agitagcdo (220 rpm) até que a fase log de
crescimento bacteriano fosse alcancada, atingindo a leitura de densidade 6tima a 600 nm
(D.O.600nm) de 0,6. Atingindo a fase log, o indutor de expressao proteica (IPTG) foi adicionado
na concentragdo final escolhida para cada um dos cultivos celulares, havendo o ajuste das
temperaturas e tempos para as melhores condigdes escolhidas a partir dos ensaios de expressao
proteica.

Apos os tempos de indugdo determinados, todos os cultivos celulares foram reunidos
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em tubos estéreis de 50 mL, um para cada cepa, resultando em 15 mL de cultivo celular induzido
para cada cepa de expressdo. A amostra foi centrifugada (6000 g) por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido no tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.6
com NaCl 0.5 M, CaCl, 5mM, MnCl, 5 mM e Glicerol 10%, na propor¢do de 10mL de tampao
para cada um grama de pellet.

Em seguida, para o inicio da lise celular, as amostras foram submetidas a um
rompimento celular enzimatico. Assim, foi acrescentada nas amostras lisozima de clara de ovo
de galinha (Sigma-Aldrich L7651), diluida em tampao Tris-HC] 10mM pH 8.0 com NaCl 0.1
M, EDTA 1 mM e TRITON® X-100 5%, na proporg¢ao de 200 pL de solucdo de lisozima a cada
100 mg de pellet. As amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C. Para finalizar a lise
celular, as amostras foram submetidas a um rompimento celular mecanico por meio de um
sonicador Sonoplus HD 2070 (Bandelin®) com os seguintes parametros: 15 ciclos de com
duracdo de 15 segundos cada um, com intervalos de 15 segundos entre cada ciclo, a uma
poténcia de SOW.

Ao final da lise celular, as amostras foram centrifugadas a (10000 g) por 30 minutos a
4°C e os sobrenadantes foram separados dos pellets. Assim, o sobrenadante ¢ considerado a
fragdo soluvel contendo a proteina de interesse expressa solubilizada, ¢ o pellet a fragao

contendo a proteina expressa precipitada e/ou em corpos de inclusdo.

3.9 Determinagio da atividade hemaglutinante dos extratos proteicos bacterianos

Para verificar a atividade das proteinas na fase solivel presentes nos extratos proteicos,
as mesmas foram submetidas a uma atividade hemaglutinante contra eritrocitos de coelho a 3%
nas formas nativa (para os extratos de ambos os ensaios) e nas tratadas enzimaticamente com
papaina e tripsina (somente para os extratos do primeiro ensaio), seguindo o protocolo adaptado
de Moreira & Perrone (1977).

Dessa forma, em uma placa de microtitulagao, foram adicionados 50 pL do tampao Tris-
HC10,1M pH 7.6 com NaCl 0,15M, onde foi diluida de forma seriada (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32,
etc.) as amostras dos extratos proteicos em triplicata. Em seguida, 50 pL de cada suspensdo de
eritrocitos a 3% nativo e tratados enzimaticamente foram adicionados as solugdes. Por fim, os
ensaios foram incubados em uma estufa a 37°C por 30 minutos e, posteriormente,
acondicionado por mais 30 minutos em temperatura ambiente (25°C).

A aglutinagdo foi observada macroscopicamente, sendo considerada a concentragdo

correspondente a uma unidade de hemaglutinagao (U.H.) a menor concentragdo proteica capaz
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de hemaglutinar visivelmente os eritrocitos. Esse titulo foi expresso em unidades de

hemaglutinagao por mililitro (U.H./mL).

3.10 Quantificaciao de proteinas soliiveis nos extratos proteicos bacterianos

Apos a obtengdo dos extratos proteicos, os mesmos, na fase solivel, foram submetidos
a uma quantificagdo de proteinas soluveis através do método de Bradford (1976). Assim, 100
uL do extrato proteico na fase soluvel de cada amostra foram solubilizados com 100 uL do
tampao Tris-HC1 0,IM pH 7.6 com NaCl 0,15M. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de
reagente de Bradford em um tubo de ensaio de vidro.

A solugdo foi acondicionada em ambiente protegido da luz por 15 minutos, havendo a
leitura da absorbancia em um espectrofotometro (Amersham Biosciences 2100) no
comprimento de onda de 595 nm. O branco foi realizado apenas com o tampao juntamente com
o reagente de Bradford, nas mesmas quantidades. A concentragdo de proteinas soluveis ¢
expressa em miligramas de proteina por mililitro (mg/mL). A proteina utilizada no preparo da

curva padrdo foi a Albumina Sérica Bovina.

3.11 Determinacio da atividade hemaglutinante especifica dos extratos proteicos

bacterianos

Com os dados da concentracdo de proteinas soluveis e do titulo de hemaglutinacdo do
extrato proteico, foi possivel calcular a atividade hemaglutinante especifica das proteinas
presentes na fase soltivel dos extratos proteicos. Esse calculo tem como objetivo monitorar a
concentragdo da lectina recombinante ativa no extrato proteico.

Assim, o célculo ¢ feito dividindo-se o titulo de hemaglutinacdo obtido, em U.H./mL,
pela concentragdo de proteinas soliveis nos extratos proteicos, em mg/mL. Portanto, a atividade
hemaglutinante especifica ¢ expressa em unidades de hemaglutinacdo por miligrama de
proteina (U.H./mg). Dessa forma, foi possivel deduzir a concentracdo de proteinas

hemaglutinantes presentes no extrato proteico em cada miligrama de proteina.

3.12 Ensaio de inibicio da atividade hemaglutinante dos extratos proteicos bacterianos

por agucares

Com a finalidade de avaliar a especificidade aos carboidratos da lectina rConV presente
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nos extratos proteicos, foram realizados ensaios de inibi¢do da atividade hemaglutinante dos
extratos por agucares diversos (D-Glucose, D-Manose, D-Galactose, L-manose, L-fucose, a-
Lactose, Sacarose, Melibiose, Ovalbumina, Mucina, a-metil-D-manosideo, a-metil-D-
glucopiranosideo e N-acetil-D-glucosamina) na concentracao inicial de 100mM, seguindo o
protocolo adaptado de Moreira & Perrone (1977).

Assim, em uma placa de microtitulacao, foram adicionados, em duplicata, 25 pL do
tampao Tris-HC1 0,1M pH 7.6 com NaCl 0,15M. Em seguida, foram adicionados 25 pL de cada
aguicar apenas nos primeiros po¢os, havendo uma diluicdo seriada nos pogos seguintes,
resultando em concentragdes finais dos carboidratos em 50 mM, 25 mM, 12,5 mM, etc.
Posteriormente, 25 pL dos extratos da lectina no titulo de 4 U.H./mL foram adicionados em
todos os pocos. Essa solugdo foi, entdo, incubada a 37°C por 30 minutos e por mais 30 minutos
em temperatura ambiente (25°C). Por fim, 50 pL dos eritrécitos de coelho a 3% tratados com
tripsina foram adicionados em todos os pog¢os. O ensaio foi novamente incubado a 37°C por 30
minutos e por mais 30 minutos em temperatura ambiente (25°C). Assim, a concentracdo minima
inibitoria (CMI) foi interpretada como a menor concentragao de aguicar necessaria para inibir a

aglutinagao dos eritrocitos pela rConV.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Vetor plasmidial de expressao

O gene codificante para a cadeia a da proteina recombinante rConV foi construido em
um vetor plasmidial da familia pET, com a adi¢ao das caudas de fusio SUMO e poli-histidina
(Hise) e sob a acdo do promotor T7.

A forma selvagem da lectina ConV purificada, assim como outras lectinas do tipo
ConA-like, ¢ composta pela cadeia a e os fragmentos B e y. Esse perfil ¢ resultado da
permutagao circular, uma modificagdo pos-traducional que ocorre durante a producao da forma
madura da lectina. Sendo esse um processo que requer um maquinario enzimatico robusto,
ausente em sistemas procarioticos (GRASLUND et al., 2008), como em Escherichia coli, ¢
necessario que uma otimizagao genética seja feita para a producao recombinante dessa lectina
recombinante na forma madura e ativa.

Além disso, estudos anteriores realizados sem uma otimizacao genética para a produgao
recombinante das lectinas ConA e ConBr em sistema de FE. coli geraram proteinas

recombinantes inativas ou com baixa solubilidade (NOGUEIRA et al., 2002; DINCTURK et
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al.,2001). Assim, a producao recombinante da cadeia a da lectina ConV ¢ uma tentativa viavel
de a produzir, de forma heterdloga em sistema de E. coli, no estado maduro e ativo, sem a
necessidade de modificagdes pds-traducionais invidveis em sistemas procarioticos.

Uma das formas de auxiliar a solubilizagdo das proteinas recombinantes no sistema de
E. coli e, consequentemente, evitando a formacao de agregados proteicos no interior bacteriano
¢ adicionando caudas de fusdo na construgdo do vetor plasmidial. Algumas caudas de fusao,
como a NusA, SUMO, Trx, MBP, etc., sdo conhecidas por facilitarem esse processo (ROSENO
& CECCARELLLI, 2014).

Com base nessas informacgdes, a cauda de fusdo SUMO foi adicionada com o proposito
de facilitar a solubilidade da proteina recombinante a ser expressa em E. coli, visto que rConV
¢ uma proteina eucaridtica e tem, assim, uma maior propensao a formar agregados proteicos
(GRASLUND et al., 2008). Além da SUMO, a cauda de poli-histidina (Hise) também foi
adicionada para facilitar a purificagdo da proteina recombinante em uma cromatografia de

afinidade do tipo IMAC (Immobilized Metal lon Affinity Chromatography).

4.2 Purificacido e quantificacdo do DNA plasmidial da cepa de clonagem

Apos a obtengao do vetor construido contendo o gene que expressa para a rConV (pET-
SUMO-Hise-ConV), o mesmo foi utilizado para transformar a cepa de clonagem competente
de E. coli (DH5a). Em seguida, os clones positivos transformados foram submetidos a extragao
e purificacdo plasmidial, com a finalidade de validar a transformacdo. Assim, as amostras de
DNAp purificadas foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 11),
juntamente a uma quantificagdo de concentragdo (ng/uL) e leitura de absorbancia na faixa de

260-280 nm (A260/280 nm) (Tabela 5).
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1% das amostras de DNA plasmidial purificado das

10 réplicas obtidas.

Fonte: a propria autora (2021). 1-4) Réplicas de 1 a 4; 5) Marcador molecular; 6-11) Réplicas de 5 a 10). pb: pares

de base.

Tabela 5 - Quantificagdo da concentragdo do DNA plasmidial, contendo o gene para rConV,

purificado e leitura de absorbancia na faixa de 260-280 (A260/280 nm) das 10 réplicas obtidas.

Réplica Concentracao (ng/pL) A260/280 nm
1 130,5 1,992
2 87,5 1,966
3 122,5 2,008
4 105,0 1,963
5 50,0 2,000
6 80,0 1,975
7 64,5 2,016
8 93,0 2,000
9 121,0 2,000
10 55,0 1,964

Fonte: a propria autora (2021).
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De acordo com a Figura 11, percebe-se que todos os vetores plasmidiais estdo intactos
e sem contaminacao aparente, indicando o sucesso na etapa de purificagdo do DNAp realizada.
E sabido que, de acordo com o manual do espectrofotdmetro NanoVue Plus (GE Healthcare®),
o valor recomendado para a faixa de absorbancia 260/280 ¢ na faixa de 2,0, pois valores abaixo
disso indicam contaminacdo por proteinas. Assim, todas as réplicas estdo de acordo com os
padrdes estabelecidos, refor¢ando a correta purificagdo do DNA plasmidial.

Dessa forma, a réplica de DNA plasmidial purificado escolhida para transformar as
cepas de expressao foi a Réplica 3, por conter uma das maiores concentracdes de DNAp entre

as amostras e estar mais proximo da faixa de 2,0.

4.3 Ensaios de expressiao de proteinas

A partir da obten¢do do DNA plasmidial purificado, seguiu-se para a transformacao das
cepas de expressao (BL21 (DE3), BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, BL21 (DE3) pLysS, Tuner
(DE3) pLysS e ArcticExpress (DE3)) com a terceira réplica amostra de DNAp. Com o
crescimento positivo das colonias transformadas isoladas e caracteristicas, seguiu-se para os
ensaios de expressao proteica destas cepas.

No primeiro ensaio de expressao proteica das cepas transformadas, as mesmas foram
submetidas a expressdo de proteinas nas temperaturas de 20°C e 37°C, com 1 mM de IPTG e
2h e 16h de a¢do do indutor. Para avaliar a melhor condi¢do de expressao da rConV, foi realizada
uma eletroforese em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) de todas as amostras obtidas
(Figuras 12 e 13). Ja no segundo ensaio de expressao proteica, as cepas transformadas foram
submetidas a expressdo de proteinas nas temperaturas de 37°C e 30°C, com indutor nas
concentragdes de 0.25 mM, 0.5 mM e 1.0 mM, com 1h, 2h e 4h de acdo do IPTG; na temperatura
de 16°C, com IPTG nas concentracdes de 0.25 mM, 0.5 mM e 1.0 mM, com tempo de acdo do
indutor de 16h; e, exclusivamente para a ArcticExpress (DE3), na temperatura de 16°C, com
concentragdo de IPTG de 0.25 mM, 0.5 mM e 1.0 mM e 24h de acdo do indutor. Por fim, para
também avaliar as melhores condi¢des de expressdo da rConV, foram realizadas eletroforeses
do tipo SDS-PAGE de todas as amostras obtidas (Figuras 14 a 24). E importante ressaltar que
a proteina recombinante produzida se encontra na faixa de 45-66 kDa, visto que possui um peso

molecular aproximado de 50 kDa.
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Figura 12 - Primeiro ensaio de expressao de rConV com a cepa de E. coli BL21 (DE3) com

inducdo de IPTG 1 mM em diferentes temperaturas e tempos de acdo do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido; CI: Com indugdo de IPTG ImM. 1) Marcador molecular; 2) NI,
20°C, 2h; 3) CI, 20°C, 2h; 4) NI, 20°C, 16h; 5) CI, 20°C, 16h; 6) NI, 37°C, 2h; 7) CI, 37°C, 2h; 8) NI, 37°C, 16h;

9) CI, 37°C, 16h; 10) Extrato bacteriano sem transformacdo. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.

Figura 13 - Primeiro ensaio de expressio de rConV com a cepa de E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL com indugdo de IPTG 1 mM em diferentes temperaturas e tempos de

ac¢ao do indutor.

Fonte: a propria autora (2021). NI: Ndo induzido; CI: Com indugdo de IPTG 1mM. 1) Marcador molecular; 2) NI,
20°C, 2h; 3) CI, 20°C, 2h; 4) NI, 20°C, 16h; 5) CI, 20°C, 16h; 6) NI, 37°C, 2h; 7) CI, 37°C, 2h; 8) NI, 37°C, 16h;

9) CI, 37°C, 16h; 10) Extrato bacteriano sem transformac@o. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 14 - Segundo ensaio de expressio de rConV com a cepa de E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL com indugdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com

1h de agao do indutor.

Fonte: a propria autora (2021). NI: Néo induzido. 1) NI, 30°C, 1h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 1h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 1h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 1h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 1h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 1h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 1h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 1h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.



58

Figura 15 - Segundo ensaio de expressio de rConV com a cepa de E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL com indugdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com

2h de a¢ao do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido. 1) NI, 30°C, 2h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 2h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 2h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 2h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 2h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 2h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 2h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 2h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 16 - Segundo ensaio de expressio de rConV com a cepa de E. coli BL21-

CodonPlus(DE3)-RIL com indugdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com

4h de acao do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido. 1) NI, 30°C, 4h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 4h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 4h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 4h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 4h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 4h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 4h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 4h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 17 - Segundo ensaio de expressdao de rConV com a cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS

com inducdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com 1h de a¢do do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Ndo induzido. 1) NI, 30°C, 1h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 1h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 1h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 1h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 1h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 1h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 1h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 1h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 18 - Segundo ensaio de expressdo de rConV com a cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS

com inducdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com 2h de a¢do do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido. 1) NI, 30°C, 2h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 2h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 2h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 2h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 2h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 2h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 2h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 2h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 19 - Segundo ensaio de expressdo de rConV com a cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS

com inducdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com 4h de acao do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Néo induzido. 1) NI, 30°C, 4h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 4h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 4h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 4h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 4h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 4h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 4h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 4h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 20 - Segundo ensaio de expressdo de rConV com a cepa de E. coli Tuner (DE3) pLysS

com inducdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com 1h de a¢do do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Néo induzido. 1) NI, 30°C, 1h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 1h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 1h; 4) IPTG 1mM, 30°C, 1h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 1h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 1h; 8)
IPTG 0.5 mM, 37°C, 1h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 1h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 21 - Segundo ensaio de expressdo de rConV com a cepa de E. coli Tuner (DE3) pLysS

com inducdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com 2h de a¢do do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido. 1) NI, 30°C, 2h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 2h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 2h; 4) e 5) IPTG 1mM, 30°C, 2h; 6) Marcador molecular; 7) IPTG NI, 37°C, 2h; 8) IPTG 0.25 mM, 37°C,
2h; 9) IPTG 0.5 mM, 37°C, 2h; 10) IPTG 1 mM, 37°C, 2h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 22 - Segundo ensaio de expressdao de rConV com a cepa de E. coli Tuner (DE3) pLysS

com inducdo de IPTG em diferentes concentragdes e temperaturas, com 3h de a¢do do indutor.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido. 1) NI, 30°C, 4h; 2) IPTG 0.25 mM, 30°C, 4h; 3) IPTG 0.5 mM,
30°C, 4h; 4) IPTG 1 mM, 30°C, 4h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 37°C, 4h; 7) IPTG 0.25 mM, 37°C, 4h;
8) IPTG 0.5 mM, 37°C, 4h; 9) IPTG 1 mM, 37°C, 4h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.
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Figura 23 - Segundo ensaio de expressao de rConV com as cepas de E. coli Tuner (DE3) pLysS
(faixas 1 a 4) e BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (faixas 6 a 9) com indu¢@o de IPTG em diferentes

concentragdes na temperatura de 16°C por 16h de inducao.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Ndo induzido. Faixas de 1 a 4 correspondem a expressdo da proteina de interesse
com a cepa Tuner (DE3) pLysS. Faixas de 6 a 9 correspondem a expressdo da proteina de interesse com a cepa
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. 1) NI, 16°C, 16h; 2) IPTG 0.25 mM, 16°C, 16h; 3) IPTG 0.5 mM, 16°C, 16h; 4)
IPTG 1 mM, 16°C, 16h; 5) Marcador molecular; 6) IPTG NI, 16°C, 16h; 7) IPTG 0.25 mM, 16°C, 16h; 8) IPTG
0.5 mM, 16°C, 16h; 9) IPTG 1 mM, 16°C, 16h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.



67

Figura 24 - Segundo ensaio de expressdo de rConV com as cepas de E. coli BL21 (DE3) pLysS
(faixas 1 a 4) e ArcticExpress (DE3) (faixas 7 a 10) com indu¢do de IPTG em diferentes

concentragdes e tempos de indugdo, na temperatura de 16°C.
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Fonte: a propria autora (2021). NI: Nao induzido. Faixas de 1 a 4 correspondem a expressao da proteina de interesse
com a cepa BL21 (DE3) pLysS. Faixas de 7 a 10 correspondem a expressdo da proteina de interesse com a cepa
ArcticExpress (DE3). 1) NI, 16°C, 16h; 2) IPTG 0.25 mM, 16°C, 16h; 3) IPTG 0.5 mM, 16°C, 16h; 4) IPTG 1
mM, 16°C, 16h; 5) e 6) Marcador molecular; 7) IPTG NI, 16°C, 24h; 8) IPTG 0.25 mM, 16°C, 24h; 9) IPTG 0.5
mM, 16°C, 24h; 10) IPTG 1 mM, 16°C, 24h. Em destaque a proteina de interesse sintetizada.

E valido ressaltar que foram realizados dois ensaios de expressdo proteica em momentos
distintos, pois, em um primeiro momento, houve apenas a transformagdo positiva das cepas
BL21 (DE3) e BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Assim, seguiu-se com o trabalho apenas com essas
cepas. Posteriormente, houve uma segunda tentativa de transformar as demais cepas, com
repeti¢do apenas da BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Com o sucesso das transformagdes das
demais cepas, seguiu-se com o ensaio de expressdo proteica das mesmas. E notével que, em
ambos o0s ensaios, houve a expressdo da proteina de interesse em todas as cepas de expressao
utilizadas em pelo menos uma das condig¢des testadas, quando comparado com as cepas sem
adicao de indutor proteico (IPTG).

Como ja falado anteriormente, o sistema de Escherichia coli ¢ um sistema padrdo para
a produgdo de proteinas recombinantes, sendo preferencialmente utilizado na primeira tentativa
para a producdo dessas proteinas (GRASLUND er al., 2008). E um sistema simples,
economicamente barato e de facil manipulagdo, pelos diversos estudos e protocolos ja

conhecidos e estabelecidos para o seu uso (JOSEPH et al., 2015). Dessa forma, a expressao de
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rConV foi preferencialmente realizada no sistema de E. coli, apesar de ser uma lectina
proveniente de um organismo eucarioto, havendo a chance da proteina ndo ser corretamente
enovelada.

E sabido que pardmetros como nimero de copias do DNA plasmidial, tipo de promotor,
meio de cultura utilizado, temperatura, cepas bacterianas, tempo, tipo e concentragdo de indutor
sdo conhecidos por influenciar os niveis de solubilidade da proteina recombinante expressa
(VINCENTELLI et al., 2011). Assim, diferentes cepas de expressao geralmente sdo testadas
para expressar eficientemente proteinas recombinantes. Cada cepa de expressao ¢ modificada
para atender as diferentes necessidades particulares das proteinas a serem expressas, como
citado anteriormente (JOSEPH et al., 2015).

A cepade BL21 ¢ dita como a padrdo ouro para a expressao de proteinas recombinantes.
Ela foi primeiramente caracterizada por Studier em 1986, sendo entdo a linhagem de E. coli
mais comum como hospedeira de DNAp para a producdo heteréloga de proteinas (ROSANO
& CECCARELLI, 2014). Essa cepa ¢ caracterizada por, em seu genotipo, ser deficiente em
ompT e lon, duas proteases que podem interferir no isolamento da proteina recombinante intacta
(SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Além disso, a perda do plasmideo recombinante ¢
prevenida gracas a mutacao do gene 4sdSB (ROSANO & CECCARELLLI, 2014).

Como ja citado neste estudo, o termo DE3 significa que a cepa possui um cassete
cromossomico onde a T7 RNA polimerase ¢ expressa sob o controle do promotor lacUV5
(BANEYX, 1999). Assim, a variante BL21 (DE3) ¢ lisogénica do bacteriéfago ADE3,
possuindo esse cassete cromossomico expresso sob o controle derivado do operon /ac. Dessa
forma, como um vetor da familia pET foi escolhido para o estudo em questao, todas as cepas
aqui trabalhadas apresentam o cassete cromossomico DE3.

Outra variante da cepa de E. coli BL21 escolhida para o estudo foi a BL21 (DE3) pLysS.
Como ja citado neste trabalho, o termo pLysS significa que a cepa possui o plasmideo pLysS,
o qual ¢ capaz de expressar a lisozima T7 e, consequentemente, suprime a expressao basal da
T7 RNA polimerase anteriormente a agdo do indutor proteico IPTG. Essa supressdo ¢
importante para a baixa expressdo de proteinas que, porventura, possam ser toxicas para as
colonias de E. coli (BANEYX, 1999). Como ndo se sabe se a lectina ConV selvagem ¢
citotoxica para E. coli, € importante possuir essa alternativa.

As cepas de expressdo da série Tuner sdo caracterizadas por conterem em seu gendtipo
uma mutacdo no gene /acY, o qual permite a expressdo da proteina de interesse em niveis
ajustaveis, havendo uma correlacdo entre a concentracdo de IPTG adicionada e os niveis de

expressao da proteina de interesse (SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Assim, o uso da
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variante Tuner (DE3) pLysS traria um maior controle da expressao da lectina rConV. Entretanto,
ndo foi possivel observar uma expressao dose-dependente de IPTG da proteina de interesse
(Figuras 20 a 22). Essa auséncia de gradiente ¢, possivelmente, devido a alta concentragao de
indutor IPTG adicionada nos ensaios. De acordo com o manual do fabricante, o espectro
recomendado de concentragdo de indutor para visualizar esse gradiente de expressdo deve ser
entre 0.25 uM a 1 mM (NOVAGEN, 2003), enquanto que o espectro aqui utilizado foi de 0.25
mM a 1 mM. De toda forma, foi possivel visualizar a expressdao da proteina de interesse em
pelo menos uma das condigdes testadas.

E sabido que, para a produgio de proteinas de origem eucariotica, é importante utilizar
cepas de E. coli que carregam genes adicionais que traduzam para RNAs transportadores
(tRNAs) para superar os viés dos cddons, visto que alguns cddons utilizados na traducgdo
proteinas eucarioticas sao ausentes ou pouco frequentes nos sistemas procarioticos
(GRASLUND et al., 2008). Codons raros em E. coli sdo sempre abundantes em genes
heterdlogos de eucariotos. Assim, a expressao de genes contendo codons raros pode ocasionar
em erros de tradugdo, como resultado da estagnacdo ribosomal em posi¢cdes que requerem a
incorporacdo de aminoacidos acoplados a tRNAs menos frequentes (SORENSEN &
MORTENSEN, 2005). Dessa forma, uma variante da linhagem BL21 de E. coli também foi
selecionada para o presente estudo: BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Essa cepa contém o
plasmideo pRI(P)L, o qual prové copias extras de genes raros de tRNAs, superando o viés de
codon citado (ROSANO et al., 2019).

Também foi utilizada a cepa de E. coli derivada da linhagem BL21, a ArcticExpress
(DE3). Essa cepa contém o diferencial de, em seu genotipo, expressar constitutivamente as
chaperonas Cpnl0 e Cpn60 proveniente da bactéria psicrofila Oleispira antarctica (AGILENT
TECHNOLOGIES, 2015b). Essas chaperonas possuem alta atividade de re-enovelamento
proteico a baixas temperaturas (ROSANO et al., 2019). E sabido que as células de E. coli sdo
capazes de crescer ainda a aproximadamente 7°C, mas essa capacidade cai drasticamente.
Assim, o engenheiramento de cepas de E. coli com chaperonas adaptadas a baixas temperaturas
permite o uso dessas células a 10°C ou temperaturas menores (SONG et al., 2012). Como sera
explanado adiante, o enovelamento correto de proteinas eucaridticas expressas em sistema de
E. coli é favorecido a baixas temperaturas (GRASLUND et al., 2008). Assim, a selecdo dessa
cepa para o presente estudo se fez necessario, para testar a viabilidade da producao da lectina
rConV em baixas temperaturas utilizando uma cepa adaptada a esta condi¢@o.

E valido ressaltar, ainda, que muitas proteinas recombinantes expressas através do

sistema T7 sempre precipitam quando sdo expressadas a 37°C, mas sdao soluveis quando a
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temperatura durante a agdo do indutor proteico ¢ de 15-25°C. Isso é explicado através do
seguinte pressuposto: os baixos niveis de expressdo proteica permitem um maior tempo de
enovelamento correto para as recém transcritas proteinas recombinantes (GRASLUND et al.,
2008), impedindo a formagdo dos chamados corpos de inclusdo. Os corpos de inclusdo sao
proteinas ndo-enoveladas em altas concentragdes. Elas tendem a se agregar gracas a exposi¢ao
da superficie hidrofébica da proteina, que normalmente ndo estdo expostas quando estdo
corretamente enoveladas (WINGFIELD, 2015). Uma agrega¢ao macromolecular de proteinas
no citoplasma de E. coli resulta em um ambiente altamente desfavoravel para o enovelamento
proteico, especialmente durante a alta expressdo de proteinas recombinantes (SOURENSEN &
MORTENSEN, 2005).

A grande desvantagem da formagdo de corpos de inclusdo € que, para a proteina ser
purificada, ela deve ser extraida com agentes desnaturantes e posteriormente enovelada em uma
conformac¢do semelhante a sua forma nativa. Para proteinas grandes com multiplos dominios
esse processo ¢ insatisfatorio, além de consumir muito tempo laboratorial. Entretanto, a
formacgao de corpos de inclusao pode ser prevenida alterando a cepa de expressao e controlando
as condi¢des de crescimento, como temperatura, pH, tempo de indugao, concentragao de indutor,
entre outros (WINGFIELD, 2015).

Trazendo essas consideragOes, foram escolhidas as condigdes listadas na Tabela 6 a
seguir para cada uma das cepas de expressao, com o intuito de dar continuidade aos testes de
atividade hemaglutinante e especifica do extrato proteico, além da inibicdo da atividade
hemaglutinante por agucares. Essas foram as condi¢des onde havia uma maior probabilidade
de a proteina recombinante ser sintetizada e enovelada corretamente, ou onde houve uma maior
expressdo aparente através da visualizagdo das bandas dos géis de eletroforese. E valido
ressaltar que houve a introdu¢do de mais uma condicdo para testar a atividade hemaglutinante
com a cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, com a finalidade de comparar a transformag¢do do

primeiro ensaio com a do segundo ensaio.
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Tabela 6 - Condigdes escolhidas para cada cepa de expressao para prosseguir com os estudos

de produgdo de rConV.
Ensaio Cepa Concentracd Temperatura Tempo Figura e
o IPTG de acio faixa
do
indutor
BL21- 1 mM 20°C 2h Figura 13,
Prlme'lro CodonPlus(DE3) faixa 3
ensaio
-RIL
BL21 (DE3) 1 mM 20°C 2h Figura 12,
faixa 3
BL21- 1 mM 20°C 2h Sem figura*
CodonPlus(DE3)
-RIL*
Tuner (DE3) 0.25 mM 37°C 2h Figura 27,
pLysS faixa 7
Segundo
ensaio BL21- 0.25 mM 37°C 4h Figura 16,
CodonPlus(DE3) faixa 7
-RIL
BL21 (DE3) 0.25 mM 37°C 4h Figura 19,
pLysS faixa 7
ArcticExpress 0.25 mM 16°C 24h Figura 24,
(DE3) faixa 8

Fonte: a propria autora (2021). *Condigdo adicionada com a finalidade de comparar as transformagdes do primeiro

ensaio com a do segundo ensaio da cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL.

4.4 Atividade hemaglutinante dos extratos proteicos bacterianos

Com a finalidade de detectar a lectina recombinante ativa no extrato proteico de rConV
na fase soluvel, foram realizados ensaios de atividade hemaglutinante. O extrato proteico obtido
do primeiro ensaio da cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL foi capaz de hemaglutinar, na fase
soluvel, eritrocitos de coelho nos estados nativos e tratados enzimaticamente com papaina e
tripsina, com titulo de hemaglutinagdo maximo de 128 U.H./mL (Tabela 7). Nao houve

atividade hemaglutinante para o extrato proteico na fase soluvel da cepa BL21 (DE3) do
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primeiro ensaio. J4 para o segundo ensaio de expressdo proteica, apenas o extrato proteico na
fase soluvel proveniente da cepa de expressdo ArcticExpress (DE3) foi capaz de hemaglutinar
eritrocitos de coelho no estado nativo. O titulo de hemaglutinagdo para esse extrato na fase

soluvel foi de 256 U.H./mL.

Tabela 7 - Atividade hemaglutinante (unidades de hemaglutinagdo por mililitro) dos extratos
proteicos na fase soluvel de rConV contra eritrocitos de coelho a 3% nos estados nativo
(primeiro e segundo ensaios) e tratados com enzimas proteoliticas (papaina e tripsina, apenas

para o primeiro ensaio).

Ensaio Cepa de expressiao Tipo de eritrocito de Atividade
coelho a 3% hemaglutinante

(U.H./mL)

Nativo 64

BL21-
Tratado com papaina 128
CodonPlus(DE3)-RIL
Tratado com tripsina 128
Primeiro
. BL21 (DE3) Nativo -
ensaio

Tratado com papaina -

Tratado com tripsina -

BL21- Nativo -
CodonPlus(DE3)-RIL*

Tuner (DE3) pLysS Nativo -

BL21- Nativo -
Segundo CodonPlus(DE3)-RIL
ensaio .
BL21 (DE3) pLysS Nativo -

ArcticExpress (DE3) Nativo 256

Fonte: a propria autora (2021). *Condi¢ao adicionada com a finalidade de comparar as transformagdes do

primeiro ensaio com a do segundo ensaio da cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL.
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A aglutinacao de eritrécitos por lectinas requer uma interacdo multivalente com os
carboidratos da superficie celular. Como cada monomero de lectina possui apenas um dominio
de reconhecimento a carboidrato, a aglutinagdo requer que a lectina esteja em uma forma
multimérica, tendo pelo menos dois sitios de reconhecimento a carboidratos. Ou seja, para que
uma lectina seja capaz de aglutinar eritrdcitos, ela deve assumir pelo menos uma forma dimérica
(STUBBS et al., 1986; VAN DAMME et al., 1998). O tratamento dos eritrocitos feito com
enzimas proteoliticas, como papaina e tripsina, ¢ realizado com a finalidade de expor os
carboidratos que compdem o glicocdlice presente na membrana dos eritrdcitos, através da
clivagem proteica. Isso permite que as lectinas tenham um maior acesso aos carboidratos,
concedendo uma hemaglutinagao com maior eficacia (MOREIRA, 2013).

Em comparagdo com a lectina ConV selvagem, observa-se uma semelhanca com a
lectina recombinante presente no extrato proteico de BL21-CodonPlus(DE3)-RIL do primeiro
ensaio, visto que ambas foram capazes de hemaglutinar eritrocitos de coelho a 3% em todos os
estados testados. Osterne e colaboradores (2014) relatam que houve uma forte atividade
hemaglutinante no extrato proteico da lectina selvagem ConV, com titulo de hemaglutinagdo de
32768 U.H./mL com a proteina purificada. Entretanto, observa-se que aqui houve uma atividade
hemaglutinante ndo tdo forte na condi¢ao citada, com no méximo 128 U.H./mL.

Isso pode ser explicado pelo fato de que a lectina recombinante presente no extrato
proteico de BL21-CodonPlus(DE3)-RIL do primeiro ensaio, estd ainda ligada a duas caudas de
fusdo: uma poli-histidina (Hiss) € uma SUMO. Apesar do pequeno tamanho da cauda de poli-
histidina (0,84 kDa), ha relatos que ela pode interferir negativamente na atividade bioldgica de
proteinas recombinantes (ROSANO & CECCARELLI, 2014). Se mesmo um peptideo de
apenas seis residuos de aminoacidos, como a poli-histidina, pode interferir na atividade
biologica de uma proteina recombinante, a SUMO, um polipeptideo de aproximadamente 100
residuos de aminodcidos de 12 kDa (ROSANO & CECCARELLI, 2014), muito provavelmente
deve aqui interferir na conformagao quaternaria da lectina, impedindo a formagao do tetramero
semelhante a conformacao da forma selvagem da ConV. Dessa forma, a lectina recombinante
presente no extrato proteico de BL21-CodonPlus(DE3)-RIL do primeiro ensaio possivelmente
ndo esta exibindo toda a sua eficaz atividade, podendo isso ser recuperado apds a digestdo
enzimatica das caudas de fusdo, com posterior purificacdo da lectina recombinante. Ainda assim,
¢ possivel concluir que a lectina recombinante produzida nessas condigdes esta ativa, possuindo
pelo menos uma forma divalente.

Outra possivel causa para a diferenga entre as atividades hemaglutinantes reportadas

seria o fato de que o extrato bacteriano proteico de rConV possui uma série de proteinas
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provenientes do sistema da propria E. coli. E conhecido que a presenca de diferentes proteinas
no meio dificulta a atividade hemaglutinante da proteina de interesse estudada. Por isso, ¢
necessario o anterior isolamento proteico via cromatografia ou outras técnicas para posterior
conclusao da atividade hemaglutinante da proteina estudada (NASCIMENTO et al., 2012).

Além disso, a cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL provavelmente foi capaz de produzir a
proteina recombinante com o correto enovelamento por conter, em seu genotipo, genes extras
que codificam para tRNAs raros, sendo capaz de superar o viés de codons raros (ROSANO et
al., 2019). A cepa BL21 (DE3), apesar de ser a cepa padrao ouro para a producao de proteinas
recombinantes, nao ¢ a mais indicada para a produgdo de proteinas eucaridticas na fase soluvel,
justamente por ndo ser capaz de superar esse viés € nao possuir adaptacio a baixas temperaturas
(SORENSEN & MORTENSEN, 2005; GRASLUND et al., 2008). Wakankar e colaboradores
(2013) também relataram uma maior expressao de rCAL utilizando a cepa BL2I-
CodonPlus(DE3)-RIL quando comparada a expressao em BL21 (DE3).

J& para o segundo ensaio, o Unico extrato proteico capaz de hemaglutinar eritrécitos de
coelho no estado nativo foi a produzida pela cepa ArcticExpress (DE3). A atividade
hemaglutinante da lectina recombinante presente nesse extrato foi de 256 U.H./mL, bem maior
do que a apresentada pelo extrato proteico produzido pela cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL do
primeiro ensaio. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de que a cepa ArcticExpress (DE3)
consegue produzir proteinas recombinantes com maior eficacia a baixas temperaturas do que
outras cepas nas mesmas condi¢des, por conseguir expressar chaperonas adaptadas a baixas
temperaturas. Isso facilita o correto enovelamento da proteina de interesse, além da temperatura
ambiente trabalhada facilitar a ndo formacdo de precipitados/aglomerados proteicos nado-
enovelados. Além disso, os ensaios de expressao proteica com a cepa ArcticExpress (DE3) foi
o mais longo de todos, possibilitando também uma maior quantidade de proteinas expressas
(GRASLUND et al., 2008; ROSANO et al., 2019). Assim, possivelmente, a proteina
recombinante nao deve estar mais concentrada no extrato proteico, mas sim com o correto
enovelamento, oligomerizado mais eficazmente. Provavelmente ndo deve estar com a estrutura
quaternaria completa (em tetramero, semelhante a forma nativa), visto que ainda esta associada
as caudas de fusdo, mas pelo menos na forma dimérica.

Por fim, as cepas de expressdo BL21 (DE3) pLysS, Tuner (DE3) pLysS e BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL do segundo ensaio, nas condi¢des de 0.25 mM de IPTG e 37°C, ndo
devem ter conseguido produzir a proteina recombinante de interesse na fase soluvel devido a
alta temperatura ambiente. Como ja dito anteriormente, hd uma maior probabilidade da proteina

recombinante precipitar e/ou formar corpos de inclusdo quando produzida em altas
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temperaturas (37°C) do que a baixas temperaturas (15-25°C) (GRASLUND et al., 2008).
Entretanto, ndo houve atividade para o extrato proteico na fase soltivel produzido no segundo
ensaio pela cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, nas condi¢des de 1 mM de IPTG a 20°C. Como
nao houve monitoramento por eletroforese para essa cepa nessas condigdes no segundo ensaio,
muito provavelmente a cepa ndo foi corretamente transformada, ndo expressando a proteina de

interesse.

4.5 Quantificacio de proteinas soltiveis nos extratos proteicos bacterianos

Com a visualiza¢ao positiva da expressdo de proteinas no extrato proteico na fase
soltvel de BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, para o primeiro ensaio, e ArcticExpress (DE3), para o
segundo ensaio, como observado no ensaio de atividade hemaglutinante, se fez necesséria a
quantificagdo de proteinas soluveis nestes extratos lisados através do método de Bradford
(1976). Através desse método, foi possivel quantificar um total de 3,2 mg/mL de proteinas
soluveis presentes no extrato proteico de BL21-CodonPlus(DE3)-RIL do primeiro ensaio ¢ 0,18
mg/mL de proteinas soliiveis no extrato proteico de ArcticExpress (DE3) do segundo ensaio.
Entretanto, apenas a quantificagdo ndo ¢ suficiente para afirmar que essa ¢ a quantidade
aproximada de lectinas recombinantes ativas presentes nos extratos proteicos, visto que nem
todas as proteinas na fase soluvel estdo corretamente enoveladas (VINCENTELLI et al., 2011),
além do método de Bradford detectar proteinas soltiveis como um todo.

Assim, para melhor caracterizar as proteinas presentes na fase solivel dos ensaios de
expressao proteica, se fez necessario unir esses dados aos do teste de atividade biologica, para

discriminar entre as proteinas soluveis ativas e inativas (VINCENTELLI ef al., 2011). Dessa

forma, seguiu-se para a analise da de atividade hemaglutinante especifica dos extratos proteicos.

4.6 Atividade especifica dos extratos proteicos bacterianos em fase solavel

Com a atividade hemaglutinante positiva para dois extratos proteicos na fase solivel e
com as suas devidas quantificagdes proteicas através do método de Bradford, foi possivel
calcular a atividade especifica da proteina de interesse presente nos extratos para cada tipo de

eritrocito (Tabela 8).
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Tabela 8 - Atividade hemaglutinante especifica (unidades de hemaglutinacdo por miligrama de
proteina) dos extratos proteicos na fase soluvel de rConV contra eritrocitos de coelho a 3% nos
estados nativo (BL21-CodonPlus(DE3)-RIL do primeiro ensaio e ArcticExpress (DE3) do
segundo ensaio) e tratados com enzimas proteoliticas (papaina e tripsina, apenas para BL21-

CodonPlus(DE3)-RIL do primeiro ensaio).

Ensaio Cepa de expressao Tipo de eritrocito de Atividade
coelho a 3% hemaglutinante
especifica (U.H./mg)
Nativo 20
Primeiro ensaio BL21-
Tratado com papaina 40
CodonPlus(DE3)-RIL
Tratado com tripsina 40
Segundo ensaio  ArcticExpress (DE3) Nativo 1422,22

Fonte: a propria autora (2021).

Como pode ser observado, apesar do extrato proteico na fase soltivel produzido pela
cepa ArcticExpress (DE3) conter uma quantidade menor de proteinas soluveis, sua atividade
especifica € expressamente maior quando comparado ao extrato proteico na fase soluvel
produzido pela cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Esses dados confirmam o pressuposto da
producao de proteinas recombinantes pela cepa de expressao ArcticExpress (DE3): a produgdo
da proteina de interesse ativa, com o seu correto enovelamento (AGILENT TECHNOLOGIES,
2015b). Assim, ha geracdo de poucas proteinas, quando comparado apenas com a quantificagao

de proteinas soliiveis, mas sdo as proteinas de interesse corretamente produzidas.

4.7 Concentracido minima inibitoria de acucares para os extratos proteicos bacterianos

O ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante com carboidratos mostrou que a
lectina rConV produzida, presente nos extratos proteicos das fases soltiveis produzidos pelas
cepas BL21-CodonPlus(DE3)-RIL e ArcticExpress (DE3), € inibida pelos actcares D-Manose
e a-metil-D-manosideo, nas concentragdes de 50 mM e 25 mM, respectivamente, se mostrando
especifica a esses agucares em ambos os extratos proteicos (Tabela 9). A concentragdo minima

inibitoria foi a mesma para ambos os extratos.
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Tabela 9 - Concentragao minima inibitéria (CMI), em mM, de agucares contra os extratos
proteicos da lectina recombinante rConV.

Carboidrato (100 mM) CM1
D-Glicose NI
D-Manose 50 mM

D-Galactose NI
L-manose NI
L-fucose NI
a-Lactose NI
Sacarose NI
Melibiose NI

Ovalbumina NI

Mucina NI

a-metil-D-glucopiranosideo NI
a-metil-D-manosideo 25 mM

N-acetil-D-glicosamina NI

Fonte: a propria autora (2021). Concentracio inicial dos carboidratos: 100 mM. NI: agticar ndo-inibidor na

concentragdo maxima testada (100 mM).

A especificidade a carboidratos pode ser estabelecida comparando os agucares a partir
da concentragdo minima capaz de inibir a atividade hemaglutinante (CMI). Assim, os agucares
adicionados competem com os carboidratos da superficie celular dos eritrocitos pelo DRC da
lectina testada. Dessa forma, quanto menor a concentragdo minima inibitoria de atividade
hemaglutinante do carboidrato testado, mais especifica a ele ¢ a lectina estudada (STUBBS et
al., 1986).

Diferentemente da lectina na forma selvagem, a rConV nos extratos proteicos ndo se
mostrou especifica para o agucar D-glucose. Isso pode ser explicado pelo fato de que a lectina
recombinante ¢ construida apenas pela cadeia a intacta. As subunidades B e y, fragmentos
presentes como residuos do processamento pods-traducional na forma selvagem da lectina
madura intacta (OSTERNE et al., 2014), podem interferir na sua especificidade através da
formag¢dao de mondmeros ndo usuais. Esse cendrio gera uma variacdo na especificidade aos
carboidratos das lectinas entre as formas selvagem e recombinante, como foi também reportado

por Nascimento e colaboradores (2020) na producao da cadeia a da lectina recombinante rDSL.
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E observado também que a concentragio minima inibitéria dos carboidratos D-manose e a-
metil-D-manosideo sdo maiores para a lectina recombinante presente nos extratos proteicos do
que para a lectina selvagem (Tabela 10). Essa variagdo pode estar relacionada ao fato de que a
rConV aqui testada, provavelmente, ndo estd na sua conformacao quaternaria semelhante a
ConV, visto que ainda esta ligada as caudas de fusdo, como anteriormente mencionado. Dessa
forma, sem a formagao do tetramero usual (Figura 2) impedida pela ligacdo das caudas de poli-
histidina (Hiss) e SUMO, a lectina recombinante possivelmente ndo estd completamente ativa.

Esse também pode ser o motivo da variagdo da especificidade aos carboidratos aqui relatada.

Tabela 10 - Concentra¢do minima inibitéria (CMI), em mM, de agticares contra o extrato bruto

da lectina selvagem ConV.

Carboidrato (100 mM) CMI
D-Glucose 50 mM
D-Manose 12,5 mM

D-Galactose NI

N-acetil-D-glucosamina NI
a-Lactose NI

N-acetil-D-manosamina NI

Manitol NI
a-metil-D-galactosideo NI
a-metil-D-manosideo 6,25 mM

Fonte: OSTERNE et al. (2014). Concentragao inicial dos carboidratos: 100 mM. NI: a¢ticar ndo-inibidor na

concentragdo maxima testada (100 mM).

Apesar dessas variagdes observadas, a rConV ainda se mostra dentro dos padroes de
especificidade a carboidratos para as lectinas do tipo ConA-like, as quais apresentam boa
afinidade a manose, glucose e derivados, mas sem se ligar a galactose, fucose ou acido sialico
(CAVADA et al., 2019b). Outras lectinas do tipo ConA-like que j& foram produzidas na forma
recombinante, como a r-aDguiL, r-aDGL (NAGANO et al., 2008) e tCRAMOLL 1 (VAREJAO
et al., 2010), assim como outras lectinas recombinantes diversas de plantas, como rPNA
(RODRIGUEZ-ARANGO et al., 1992), rJacalin (SAHASRABUDDHE et al., 2004), rVMLs
(ALVES-FILHO et al.,2013), tGNA (LONGSTAFF et al., 1998) e rPSL (STUBBS et al., 1986)
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possuem afinidade a carboidratos de forma semelhante as formas nativas. Entretanto, todas
foram previamente purificadas e com as devidas caudas de fusdo retiradas quando presentes na
proteina recombinante.

E notavel, portanto, que a comparagdo da atividade biologica entre as formas
recombinante e selvagem que melhor representaria a realidade seria a feita com a rConV
purificada, apds a digestdo e remog¢ao enzimatica das caudas de fusdo. Entretanto, os resultados
aqui elucidados mostram a viabilidade da produc¢ao heterologa, em sistema de Escherichia coli,
da cadeia a da lectina recombinante rConV, em fase soluvel e biologicamente ativa, a partir do
extrato proteico de duas cepas de expressao diferentes. Com a obten¢do da cadeia a de rConV,
0 seu uso para estudos antitumorais, antiglioma, vasorelaxantes e de doengas inflamatdrias se
torna ainda mais factivel, visto que serd obtida uma proteina purificada sem a presenga de
fragmentos de subunidades e suas interferéncias na atividade biologica, além do menor tempo

laboratorial e custo de produgao.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente estudo, foi possivel clonar com sucesso o gene sintético
codificante para a cadeia a da lectina ConV nas cepas de E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3)
pLysS, BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, Tuner (DE3) pLysS e ArcticExpress (DE3). rConV foi
expressa e detectada em atividade hemaglutinante nos extratos bacterianos proteicos de BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL e ArcticExpress (DE3), com uma maior atividade especifica no extrato
bacteriano desta Gltima. Futuramente, ¢ necessaria a remocao das caudas de fusdao de rConV
produzida para avaliar, com maior precisdo, a sua atividade especifica e comparar com as
propriedades da forma selvagem. O presente estudo demonstrou a importancia de serem
utilizadas diferentes cepas de expressao no inicio de estudos de expressao de uma proteina
recombinante, onde ndo se sabe como a mesma se comportara. A producdo da cadeia a de
rConV traz a lectina sem fragmentos de subunidades, tornando mais vidvel a sua aplicagdo em

estudos biotecnologicos e biologicos.
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