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Apresentacao

O avanco no desenvolvimento de novos antibidticos para o controle de
doencas infecciosas despertou o interesse da area da genética molecular para
a producao desses farmacos. Com a analise e sequenciamento dos genes €&
possivel descobrir suas propriedades funcionais e podendo empregé-los em
diversas pesquisas. Técnicas de engenharia genética e bioquimica possibilitam
manipular novos genes de forma a aperfeicoar seus produtos para o beneficio
do ser humano. Esse trabalho emprega técnicas moleculares com o objetivo de
expressar um peptideo do himenéptero Apis mellifera em levedura Pichia
pastoris para produgdo da proteina recombinante e analise em cultura de
bactéria gram-negativa, para verificar sua eficacia em inibir o crescimento

bacteriano.

Esse trabalho esta dividido em dois capitulos. O primeiro capitulo,
denominado Fundamentacdo Tedrica, apresenta um levantamento de dados
bibliograficos sobre o tema a ser tratado no segundo capitulo. O segundo
capitulo trata da sintese quimica do gene abaecina encontrado no genoma da
abelha da espécie Apis mellifera, clonagem e expressdao em levedura da
espécie Pichia pastoris, para teste de inibicdo de crescimento da bactéria
gram-negativa Escherichia coli DH5a.
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Fundamentacao teodrica



1. Fundamentacao teodrica

1.1 Abelha Apis mellifera

As abelhas da espécie Apis mellifera pertecem pertencem a ordem
Hymenoptera e familia Apidae, sédo individuos eusociais e vivem em colbnias
(Winston, 1987). Entre as abelhas A. mellifera s&o encontrados machos, que
sao haploides, desenvolvem-se a partir de ovos ndo fecundados e sao
responsaveis pela atividade reprodutiva (Rueppell et al., 2005) e as fémeas,
dipléides que se desenvolvem a partir de ovos fecundadas e apresentam duas
castas: rainha e operarias. A rainha € fértil, participa da reproducgéo, é
responsavel pela postura da maioria dos ovos e atua na organizagdo e
interacdo entre os individuos da colbnia, pela producdo de ferorménios. As
operarias sdo fémeas responsaveis pelas tarefas de manutengéo da colénia e,
eventualmente, pela postura de ovécitos que dardo origem a machos ou que

serdo utilizados como alimento pela rainha (Wilson, 1971).

Em insetos sociais, 0 comportamento de cada individuo foi selecionado
para promover o crescimento e a reproducdo da colénia (Snodgrass, 1956
Winston, 1987, Page and Peng, 2001, Beye et al., 2003). Na falta da rainha e
da prole, operarias podem ativar ovarios rudimentares e ovipor, dando origem a

machos (Hoover et al., 2006).

A divisdo de trabalho nas operdrias esta relacionada com as diferentes
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais da casta, tipicas
de idades especificas, em um processo denominado polietismo etario. As
operarias geralmente realizam na segunda e na terceira semana de vida adulta
atividades dentro da col6nia, como cuidar da cria, estocar a comida, e fazer a
manutengao da colbnia. Nas ultimas semanas de sua vida, defendem a colénia
e saem em busca de alimento, comportamento denominado forrageamento
(Winston, 1987).

Apesar desse padrao bem estabelecido, a idade da realizagdo de cada
tarefa especifica é extremamente flexivel e as operarias podem acelerar,

atrasar ou reverter esse padrdao de comportamento (Robinson, 1992). O
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controle hormonal estd vinculado ao inicio das atividades comportamentais,
como no caso da sintese do horménio juvenil (HJ) que é associado a atividade
de forragear (Fluri et al., 1982) e provoca a inibicao da sintese de vitelogenina
(Pinto et al., 2000). A escassez de alimentos pode dar estimulos para o inicio
dessa atividade (Nelson et al., 2007).

A organizagdo da col6nia e sua dindmica sdo importantes caracteristicas
também, para a imunidade social, ou seja, na cooperacdao dos membros em
combater a transmissao de doencas. Apesar de poucos trabalhos abordarem a
imunidade social, estudos recentes tém revisado os mecanismos contra a
invasdo de parasitas e proposto modelos de transmissao de patdégenos em
insetos sociais baseados na organizacao da colénia (Naug e Camazine, 2002,
Cremer et al., 2007).

A estrutura e a organizagédo da col6nia influenciam na propagacgéo de
doengas. Como um exemplo, as interagbes entre os individuos por meio de

cuidados com as crias aumentam a dispersao de patdgenos.

Os insetos sociais sdo alvos atrativos para os agentes infecciosos uma
vez que apresentam alta densidade de individuos, com grande homogeneidade
genética, além de viverem em um ambiente relativamente homeostatico com a

presenca de estoques de alimento (Schmid-Hempel, 1998).

Assim, os insetos desenvolveram estratégias de grupo e, também,
individuais no combate as doencas. Dentre as estratégias de grupo estao
varios comportamentos, entre eles, o comportamento higiénico, que foi o
primeiro a ser descrito em abelhas (Rothenbuhler, 1964) e é um exemplo
classico de defesa social, onde as operarias identificam e removem larvas
infectadas entre as sadias (Spivak e Reuter, 2001).

Outros tipos de defesa incluem a construgdo da colénia com material
antimicrobiano (Christe et al., 2003), o desenvolvimento da cria em local estéril
(Burgett, 1997), o aquecimento da colbénia em resposta a doenca (Starks et al.,
2000) e a transferéncia de caracteristicas de imunidade (Traniello et al., 2002;
Sadd et al., 2005) Os membros da col6nia também possuem defesas

individuais como ocorre em outros insetos, incluindo a resposta imune contra



agentes infecciosos (Casteels-Josson et al., 1994; Evans, 2004; Evans et al.,
2006).

1.2 Expressao heterdloga de proteina em Pichia pastoris

O primeiro sistema desenvolvido para a expressao de genes heterélogos
em fungos foi baseado na levedura do pao, Saccharomyces cerevisiae. Esse
sistema recebeu o status de GRAS (Generally Recognized As Safe) ou seja,
visto como seguro, que ndo causa danos a saude, rétulo designado pelo FDA
(U.S. Food and Drug Administration) a aditivos de comida que sao
considerados seguros e foi utilizada, com sucesso, na producdo de varios
farmacos aprovados pelo 6érgao, incluindo a insulina (Melmer, 2005) e a
primeira vacina recombinante, o antigeno viral da hepatite B (Harford et al.,
1987)

A quantidade massiva de informagbes sobre esse microorganismo nas
areas da genética, biologia molecular, fermentacao, bioquimica, microbiologia e
fisiologia a tornou a espécie mais bem caracterizada do sistema eucariético.
Esse conhecimento possibilitou a utilizacdo da engenharia genética para
modificar o0 microorganismo como um todo e alterar o fluxo metabdlico visando
a produgao de proteinas especificas. Por esses mostivos a S. cerevisae se
tornou um dos principais sistemas de expressao (Gellissen et al., 1997). Para
expressao heteréloga de proteinas sao utilizadas, também, as leveduras
metilotréficas que metabolizam o metanol pela mesma via. As reagdes
acontecem inicialmente em organelas especializadas, os peroxissomos e
depois no citoplasma. O metanol entra nos peroxissomos e € oxidado, por
oxidases especificas, em formaldeido e peroxido de hidrogénio, que é
decomposto em agua e oxigénio molecular por uma catalase. O formaldeido
gerado pelas oxidases entra tanto na via catabdlica para obtencao de energia,

quanto na via anabdlica para obtencao de biomassa.

A Pichia pastoris possui dois genes, AOX1 (alcool oxidase 1) e AOX2
(alcool oxidase 2). A enzima AOX2 possui a mesma atividade especifica que a

AOX1, porém seu nivel de expressao € menor, devido ao fato do seu promotor



ser mais fraco. A enzima AOX1 possui baixa afinidade por oxigénio, o que é
compensado pela super-expressdo dessa enzima, cuja abundancia pode
chegar até 30% do conteudo de proteina celular total. O forte promotor AOX1
pode ser utilizado para direcionar a expressdo de proteinas recombinantes a
altos niveis. O promotor é estritamente regulado pelas fontes de carbono
disponiveis no meio de cultura e isso possibilita o controle preciso da
expressdo de proteinas recombinantes sob o controle desse promotor
(Romanos et al., 1992, Ellis et al., 1985; Koutz et al., 1989; Tschopp et al.,
1987).

O gene histidinol dehydrogenase de Pichia pastoris (HIS4), essencial
para a biossintese do aminoacido histidina, funciona como marcador de
selecao em linhagens de Pichia pastoris His-. Essas linhagens, defectivas em
HIS4 (mutantes auxotréficos), crescem normalmente em meio complexo, mas
sao incapazes de proliferar em meio de cultura sem histidina. Nesse modelo, a
presséo seletiva exercida pelo meio minimo € baixa e uma unica copia do gene
HIS4 é suficiente para restabelecer as fun¢gdées normais da célula, sendo que
somente 1 a 10% dos transformantes possui mais que uma copia do gene
(Higgins e Cregg, 1998).

1.3 Resisténcia a antimicrobianos

Ha continuo aumento de infec¢des hospitalares causadas por bactérias
resistentes o que é um grande desafio no controle hospitalar para combater
esses patdégenos, no mundo inteiro (Arnold et al., 2003; DeLisle e Perl, 2002).
Em casos clinicos, onde ocorre infecgdo bacteriana, o quadro de mortalidade
dobra quando ha identificacdo de resisténcia pelos patégenos, sendo
necessario a administracao de coquetéis de antibioticos (Séveno et al., 2002;
Baquero et al., 2008).

A produgdo de enzimas como a [(-Lactamase é um dos principais
mecanismos de resisténcia bacteriana, a espécie Haemophilus influenzae,
bactéria gram-negativa, apresentou, de 2000 a 2003, variacées nas taxas de

resisténcia, em diferentes paises, por exemplo, 15% no Reino Unido (Morrissey



et al., 2005) 26% nos Estados Unidos (Heilmann et al., 2005) e 35% na Franca
(Blosser-Middleton et al., 2003).

A resisténcia a ampicilina, em 2003, aumentou 20% na Alemanha, 28%
no México, 35% nos Estados Unidos, 43% na Francga, 6% Africa do Sul, 11%
Italia e 14% Espanha (Rennie e Ibrahim, 2005). Taxas de resisténcia a
penicilina por Escherichia coli, em 2008, foram maiores do que 30% nos paises
europeus. Somente Finlandia, Noruega e Suécia apresentaram taxa de
resisténcia menor que 40%. Dos 28 paises pesquisados 20 apresentaram
taxas maiores que 50% (ECDC, 2010).

O CDC (Centro para Prevencdao e Controle de Doencas) esta
monitorando, em 2011, o surto da cepa Escherichia coli O104:H4, na
Alemanha. A caracteristica da viruléncia dessa cepa assemelha-se a de E. coli
Enteroagregativa (EAEC). O Instituto Robert Koch reportou 642 casos de
pacientes com o quadro clinico de Sindrome Hemolitico-Urémica, uma
insuficiéncia renal causada por E. coli Shigatoxigénicas (STEC), com registro
de 15 mortes (CDC, 2011).

O aumento de cepas bacterianas resistentes a antibioticos esta
agravando o quadro de infeccdo na populacdo mundial. O uso indiscriminado
desses farmacos promove selegcdo das cepas resistentes, levando a
administracdo de novas drogas. A deteccdo de peptideos antimicrobianos de
insetos abre a possibilidade de desenvolvimento de novos farmacos
antimicrobianos, com diferentes espectros de acao e que poderdo controlar
surtos de bactérias resisténtes.
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Capitulo 2

Expressao heterdloga do
peptideo abaecina de Apis
mellifera em Pichia pastoris
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Resumo

Peptideos antimicrobianos (AMPs) fazem parte da defesa imune que os
insetos apresentam para prote¢ao contra patégenos. Nesse trabalho foi feito a
expressao do peptideo antimicrobiano abaecina do himendptero Apis mellifera
em levedura Pichia pastoris. Foi desenhado um gene contendo elementos para
clonagem, purificacdo e término de traducdo baseado na sequéncia de
abaecina de Apis mellifera seguido de otimizacao de cédons e posterior sintese
quimica do gene. Esse gene foi clonado em pUC57 e apds sequenciamento
para confirmacado, o inserto foi subclonado em vetor de expressdao pPIC9 e
transformado em Pichia pastoris. ApOs selegdo de clones positivos, a
expressao foi induzida por adicao de metanol. O sobrenadante foi analisado em
diferentes tempos para determinagao do tempo 6timo de produgéo do peptideo
recombinante. A anadlise da atividade inibitéria de crescimento mostrou que
houve inibicdo significativa do crescimento da bactéria Escherichia coli no
tempo de 24 hora nas concentragdes de 10 e 25 ug de peptideo. Os resultados
mostram que o peptideo abaecina de Apis mellifera produzido em Pichia
pastoris tem atividade antimicrobiana.

Palavra-Chave

Abaecina, Pichia pastoris, Apis mellifera, Expressao heteréloga
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Abstract

Antimicrobial peptides (AMPs) are part of the immune defense that
insects have developed to protection hymnoptera against pathogens. This work
was done the expression of antimicrobial peptide Abaecina of Apis mellifera in
fungi Pichia pastoris. A gene containing elements for cloning, purification and
termination of translation was designed based on the sequence of Apis mellifera
abaecina then was optimization of codons and subsequent chemical synthesis
of the gene. This gene was cloned into pUC57 and after sequencement for
confirmation, then the insert was subcloned into expression vector pPIC9 and
realized the transformation into Pichia pastoris. After selection of positive clones
expression was induced by adding methanol. The supernatant was analyzed at
different times to determine the optimum time of production of the recombinant
peptide. The growth inhibition test showed that there was significant inhibition of
growth of the bacterium Escherichia coli DH5a in time of 24 hours at
concentrations of 10 and 25 mg of peptide. The results showed that the peptide
abaecina of Apis mellifera produced in Pichia pastoris has antimicrobial activity.

KEYWORD

Abaecin, Apis mellifera, Pichia pastoris, Heterologous expression
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1. Introducao

O sistema imune dos insetos possui duas caracteristicas: a meméria e a
especificidade. A especificidade é relacionada com o fator que impede a
autodestruicdo, removendo a possibilidade de gerar uma doenga autoimune.
Quando o corpo sofre a invasdo por um mesmo patégeno, em uma co-
infecgdo, os anticorpos podem destruir 0 corpo estranho e esta acédo esta

relacionada com a meméria (Boman, 1995).

Quando é detectado um intruso, o sistema comeca uma resposta por
trés vias: a primeira é um estimulo para produgcdo de peptideos
antimicrobianos, a segunda é uma encapsulagdo e fagocitose através de
resposta celular e a terceira via € uma reagdo da fenoloxidase, pela qual &
depositada melanina escura em volta das feridas do tecido e do patégeno
(Hultmark, 2003).

Os peptideos antimicrobianos (AMP) sdo moléculas presentes no
sistema imune do organismo multicelular, que atuam na defesa contra
invasores como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (Izadpanah
e Gallo, 2005). Sao classificados como cecropina/sarcotoxina de 4kDa, que séao
responsaveis por desestabilizar a estrutura fisica da parede celular bacteriana,
lisando-as (Li et al., 1988). O outro grupo é formado pela lisoenzima de insetos
de 13-23 kDa (Boman and Hultmark, 1987), um terceiro grupo sdo as atacinas
de 20 kDa (Engstrom et al, 1984). O quarto grupo de peptideo de 8 kDa sao as
diptericinas e o quinto formado pelas defensinas/sapecinas de 4 kDa (Lambert
et al., 1989; Matsuyama and Natori, 1988)

O peptideo abaecina é um peptideo que possui 34 aminoéacidos, com 10
prolinas (29%), e nenhum residuo acido e de cisteina. A carga total é 47,
agrupadas nas posigdes 12, 13, 27 e 29. As prolinas sado uniformemente
distribuidas no comprimento da proteina, isto exclui a possibilidade do peptideo

assumir uma conformacéao a-helicoidal (Chou e Fasman, 1978).

Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica, capaz de metabolizar
metanol como uUnica fonte de carbono. O primeiro passo no metabolismo do

metanol € a oxidagdo do metanol em formaldeido usando molécula de
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oxigénio, pela enzima alcool oxidase. Esta reagdo gera peréxido de hidrogénio
e formaldeido. Para evitar a toxicidade do peréxido de hidrogénio, a organela
peroxissomo sequestra os produtos téxicos dos restos celulares pelo
metabolismo do metanol. A enzima alcool oxidase tem baixa afinidade por
oxigénio e a P. pastoris compensa isso gerando grandes quantidades da
enzima. O promotor regula a producao de alcool oxidase que leva a expressao
heterdloga da proteina, na levedura (Romanos et al., 1992).

A expressao do gene AOX1 é regulado e induzido por metanol a altos
niveis, aproximadamente = 30% da proteina total soluvel em crescimento
celular. O promotor do gene AOX1 é usado para expressdao do gene de
interesse (Ellis et al., 1985; Koutz et al., 1989; Tschopp et al., 1987).

Neste trabalho visamos, por meio de sintese quimica, produzir um gene
sintético para a expressdo do peptideo abaecina, que faz parte do sistema
imune da abelha Apis mellifera. Foi escolhido o sistema de levedura Pichia
pastoris para otimizar a expressdo, que além de ser um sistema barato e
rapido, € um organismo eucarioto assim como a abelha, o que favoreceu os
processos de formagédo da proteina. O objetivo maior é otimizar a expressao
desse peptideo, afim de fornecer dados para a produgcdo em larga escala e

desenvolvimento de um novo farmaco baseado no peptideo recombinante.
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2. Objetivos
Gerais

Expressdo do peptideo recombinante abaecina de Apis mellifera em Pichia

pastoris.

Especificos

e Desenho, otimizacdo de cdédons e sintese quimica de um gene
codificador da abecina.

e Subclonagem em vetor de expressao pPIC9 e transformacao em Pichia
pastoris

e Produgéo de abaecina em Pichia pastoris.

e Teste de inibicdo de proliferacao de E. coli
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3. Material e Métodos

3. 1. Desenho e sintese do gene codificador de abaecina

A sequéncia codificadora de peptideo foi desenhada baseado na
sequéncia depositada no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
NP_001011617.1, do peptideo abaecina de Apis mellifera, a qual foram
adicionadas sequéncias com a finalidade de facilitar a clonagem e otimizacao a
expressao dessa proteina em levedura Pichia pastoris. Foram adicionados dois
sitios de restricdo, um na posicao 5’, foi adicionado sitio para enzima EcoR | e
outro na posi¢ao 3’ para enzima Not |, uma calda de hexahistidina (Histag) para
purificagdo e um codon de parada. O peptideo sinal da sequéncia de Apis
mellifera foi removido.

Foi feita deducdo da sequéncia de nucleotideo codificador do
polipeptideo a partir do seguinte desenho EcoRlI-
YVPLPNVPQPGRRPFPTFPGQGPFNPKIKWPQGY-HHHHHH-Stop-Notl. Para
otimizacao de cddons foi realizado o calculo do indice de adaptagédo de codons
(CAl, acrénimo da expressao Codon Adaptation Index) que estima o grau de
extensao da utilizacdo diferencial de cdédons em genes altamente expressos
(Sharp & Li, 1987a) e é uma medida utilizada para as preferéncias de cdédons
em procariotos (Eyre-Walker & Bulmer, 1993; Gutierrez et al., 1994; Perriére et
al., 1994) e eucariotos (Akashi, 1994). Todos os calculos foram feitos utilizando

o programa OptimumGeneTM (GenScript Corporation).

Apés as analises e dedugéo da sequéncia de DNA otimizada, foi feito a
sintese quimica do minigene, clonado em pUCS57 e sequenciado para

confirmacéao da sequéncia de nucleotideos, pela GenScript Corporation.
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3. 2. Subclonagem do gene sintético no vetor de expressao pPic9

O Inserto clonado no vetor pUC57 (pUC-Aba), foi retirado utilizando os
sitios de restricdo para as enzimas Notl e EcoRI. O vetor pPIC9 também, foi
digerido com as mesmas enzimas, quantificado e defosforilado com enzima
SAP. Foram utilizado 2,6ng de inserto na reacao de ligacdao com 28,8 ng de
vetor pPIC9 e o produto dessa ligacao foi denominado pPic-Aba. Em seguida
bactérias E. coli Top 10 foram transformada com a ligagdo e os clones foram
isolados. Foi feita a extracao plasmidial das colbnias, que cresceram em meio
LB contendo 50 pg/ml de Ampicilina, utilizando kit Quiaprep (Qiagen). Esse
vetor foi linearizado com enzima Sacl, purificado com fenol/cloroférmio e

utilizado para transformar a levedura Pichia pastoris cepa GS115.

Antes da transformacdo a cepa GS115 foi cultivada em placa YPD
(Yeast extract Peptone Dextrose) a 28°C por dois dias, posteriormente foi feito
um pré-inoculo dessa colénia em 10ml de meio liquido YPD e um in6culo de
200ml, ambos sob rotacao de 250rpm. Foi realizada a transformagédo com 10ug
de DNA e 100ul de solugdo com as células competentes em sorbitol 1M e
eletroporado em BioRad Genepulser, conforme protocolo A Manual of Methods
for Expression of Recombinant Proteins in Pichia pastoris (Invitrogen). A
transformacéao foi verificada por PCR e eletroforese em gel de agarose 1,5%.
Apos a confirmagéo de col6nias transformadas foi realizado a otimizagéo da

expressao.

3.3 Expressao do peptideo recombinante

Uma colbénia recombinante foi inoculada em Meio Minimo Tamponado
com adi¢do de Glicerol nomeado BMG (100 mM fosfato de potassio pH 6.0,
1.34% (p/v) de YNB, 4 x 10-5% (p/v) de biotina 1% (p/v) glicerol) durante dois
dias a 28°C. Sem seguida as células foram centrifugadas e resuspendidas em
meio para expressdo Meio Minimo Tamponado com adicdo de Metanol
nomeado BMM (100 mM fosfato de potassio pH 6.0, 1.34% (p/v) YNB, 4 x 10-
5% (p/v) biotina, 0.5% (p/v) metanol) em uma OD600 = 1,0, na temperatura de
28% a 250rpm.
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Para verificar o melhor tempo de inducdo de expressao aliquotas de
sobrenadantes foram coletadas nos tempos de 0, 6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72
horas com adi¢ao de 0.5% (p/v) metanol nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas. A
confirmagéo da expressao foi analisada através de eletroforese Tricina—SDS-
PAGE (Schagger, 2006).

3.4. Teste de inibicao de crescimento

O teste de inibicAo de crescimento foi realizado utilizando placa de 96
pocos para a analise das amostras. Todas as amostras feitas em
quadruplicatas. A primeira fileira de pocos foi utilizado somente meio LB (100
pL) sem bactéria, a segunda foi utilizado 50 pL de meio LB e 50 uL de meio
mais bactéria Escherichia coli DH5a OD=0,3. Na terceira coluna foi
administrado 1 pg de abaecina, na quarta coluna 10 pg e na quinta 25 pg
(completados com LB até 50 pL), e adicionado 50 pyL de meio com bactéria

para um final de 100 pL em cada poco.

O leitor de placas foi ajustado para uma leitura ética de 590nm, e a
densidade o6tica (OD) inicial das bactérias para o tempo zero foi de OD590 0,3.
As leituras foram feitas no tempo 0 hora (logo apds a adi¢cdo do peptideo na
amostra contendo bactéria), posteriormente nos tempos 6, 12, 24, e 48 horas.

3.5 Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram analisados pelo aplicativo Prisma 4.0. Para os
dados que apresentaram dispersao Gaussiana, foram utilizados testes e
analise de variancia (ANOVA) com repeticdo e testes Bonferroni para
comparacao do valor obtido de p com o valor esperado p<0.05.
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4. Resultados
4. 1. 1. Desenho e sintese do gene e otimizacao de codons

Apo6s a deducdo e otimizagcdo da sequéncia do gene sintético foi feita
alinhamento utilizando Clustal W para mostrar as regides ndo modificadas e os
codons otimizados (Figura 1). O gene sintetizado quimicamente denominado
Aba com tamanho de 143pb foi ligado ao vetor de clonagem pUC57.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

Aba-Pichia GAATTC-—-fTAc] 9
Aba-Apis ATGAAGGTAGTGATATTTATCTTCGCACTACTCGCCACGATATGC TTCGCGTAT| 60
Aba-Pichia TCCATTeiEH-' GTTicCACAACOTRET cdalrrrccrhdrirrictdabeTceas 69
Aba-Apis CCATTACCAAATGTACCACAACT OGTOGTICAGI TTCCARCGITTCCTGGTCAG 120
Aba-Pichia GGACATTTTAAC TTAAATGGCCT ATCGTCGACATCACCATCACCAT 129
Aba-Apis GGACCATTCAAT TTAAATGGCCT AT} 159
Aba-Pichia cadradceeeecee 143

Aba-Apis —-Af—————— 162

Figura 1. Alinhamento da sequéncia do gene Abaecina em Apis mellifera e sequéncia
otimizada para expressao em Pichia pastoris. Nucleotideos preservados em ambos os

genes destacado em vermelho
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4. 2. Subclonagem do gene sintetizado no vetor de expressao pPic9

O inserto clonado em pUC-Aba foi cortato enzimaticamente, subclonado
em pPic9 e linearizado para a transformacédo dos esferoplastos de Pichia
GS115. A confirmacgéo da linearizacao do clone do gene sintético ligado ao
vetor de expressao pPic9 foi feito por eletroforese 0,8%. O vetor linearizado

migra juntamente com a banda de 6000pb do marcador e apresenta-se como

banda Unica caracteristico de plasmideos linearizados.
M pPic-Aba

10000pb

6000pb
4000pb
3000pb

2000pb

1000pb

Figura 2. Eletroforese (agarose a 0,8%). M: marcador - High DNA Mass Ladder; pPic-
Aba: Gene sintético subclonaddo em vetor pPic9 linearizado.
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4. 3. Expressao de peptideo recombinante

Uma colénia de Pichia pastoris transformada com Aba-pPIC9 foi
colocada em Meio Minimo Tamponado com adicdo de Glicerol (BMG) para
crescimento dos clones e posteriormente em Meio Minimo Tamponado com
adicao de Metanol (BMM) para expressao. Sobrenandantes foram coletados do
meio de expressdao em diferentes tempos. A figura 3 mostra PAGE de
sobrentantes. No tempos T3 e T4 é possivel visualizar a banda de 5.291Da
mostrando que o clone selecionado produz o petideo recombiante nesses
tempos.

M T4 Is 2 11

4

205.000 Da

66.000 Da

45.000 Da
36.000 Da
29.000 Da
24.000 Da

20.100 Da
14.200 Da

6.500 Da

-

Figura 3: — Producao do Peptideo Abaecina 5.291 Da. Tempo de expressao: T1 =

24h; T2 = 48h; T3 = 72h; T4 = 96h, com adi¢cao de metanol 0,5% em todos os tempos.
O inicio da expressdo do peptideo ocorreu as 72 horas de incubacdao a 30°C.
Eletroforese Tricina-SDS-PAGE. M = marcador de alto peso molecular de 6,5 a 205
KDa (Sigma-Aldrich).
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4. 4. Teste de inibicao de crescimento

Ap6s a confirmagdo da producdo do peptideo recombinante, o
sobrenadante contendo peptideo foi liofilizado e utilizado em cultura de E. coli
em placas de microtitulagédo para confirmagao da atividade antimicrobiana.

O teste mostrou que as concentragdes testadas de 10 e 25 ug de meio
liofiizado contendo peptideo recombinante foi suficiente para inibir
significativamente o crescimento de E. coli apds 24 horas de tratamento (Figura
4, B e C). A concentracao de 1 ug nao inibiu o crescimento bacteriano (Figura
4, A).
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Figura 4:

-8 E. coli= Controle

E. coliem meio LB, BMM = controle para o meio de cultivo
E. coli + Abaecina + BMM = sobrenadante contendo o peptideo Abaecina

A Exposicdo a 1 ug de Abaecina
B Exposicao a 10 pg de Abaecina
C Exposicdo a 25 ug de Abaecina

*Diferenca significativa em comparagao a amostra de BMM na mesma concentracdo
(P < 0,01, Bonferroni teste) e E.coli (P<0,001, Bonferroni teste) no tempo de 24 horas.
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5. Discussao

O sistema de expressdo de proteinas por bactéria E. coli foi muito
utilizado devido sua facil manutencéo e rapido crescimento em cultura (Huang
et al. 2009). Nesse trabalho nao foi possivel utilizar E. coli como sistema de
expressdo porque o produto recombinante é toxico para essa bactéria. Foi
utilizado nesse trabalho, o sistema de expressao em levedura Pichia pastoris,
que por ser um eucarioto tem varias vantagens em um sistema de expressao
de proteinas assim como seu processamento, seu enovelamento e suas
modificacdes poés-traducionais. Outra vantagem € sua facil manipulacdo em
comparagcao a expressao em E. coli e Saccharomyces -cerevisiae. A
metodologia é rapida e barata em comparagao a outros sistemas de expressao
como o caso de baculovirus ou cultura de tecidos e possibilita alto grau de
expressao. (Buckholz e Gleeson, 1991; Cregg et al., 1993).

A sintese quimica do gene abaecina de Apis mellifera, visando a
expressao do peptideo em levedura P. pastoris, possibilitou a producao do
peptideo antimicrobiano. O sistema de levedura demonstrou ser de facil
manutencgao e producao rapida do produto, para chegar ao resultado esperado.
A utilizacdo do vetor de expressao pPic9, permitiu que o peptideo fosse
expresso de maneira extracelular, facilitando e diminuindo passos na
metodologia para sua manipulagdo. A otimizagcdo da expressao mostrou que o
tempo necessario para a producao do peptideo é de 72 horas, 0 que permite
transformar essa metodologia em uma producao de peptideos recombinantes

em larga escala, em pouco tempo.

Rees et al., 1997 isolaram quatro peptideos antimicrobianos da abelha
Bombus pascuorum, o primeiro com 12 residuos conservados do peptideo
defensina de A. mellifera mostrando atividade antifungica e atividade contra
bactéria gram-positiva. Outro peptideo com 17 residuos, de apidaecina,
apresentando atividade contra bactéria gram-negativa e um peptideo com 39
residuos de Abaecina, foi identificado e testado, mostrando atividade contra
bactérias gram-positivas e negativas e, por ultimo, um com caracteristicas de
heminoptaecina que mostrou atividade somente contra bactérias Gram-

negativa.
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Xiaojing et al. 2010 identificaram um clone cDNA em vespas
endoparasitéide da espécie Pteromalu puparum com aminodcidos similares
aos da abaecina, denominado PP30. Testado em bactérias gram-positivas e

negativas, demonstrou atividade inibitéria em cultura de E.coli.

Li et al.,, 2005 clonaram o peptideo Ch-penaeidina de Penaeid
shrimp,uma espécie de camarado, em vetor pPIC9K e transformou em P.
pastoris, produzindo uma proteina recombinante de 6.100 Da em grande
escala. Posteriormente sua atividade anti-microbiana foi testada apresentando
inibicdo de crescimento tanto para bactérias gram-positivas quanto para

negativas.

Em 2006 Jin et al. expressaram o peptideo (cecropinaA-magainina2)
combinacdo de segmentos de dois peptideos de Hyalophora cecropia uma
espécie de borboleta e Xenopus laevis, uma espécie de sapo, utilizando o
sistema de expressdao de P. pastoris. Apresentando um grande espectro de
propriedade antimicrobiana contra fungos, bacterias Gram-positivas e Gram-
negativas. Por se tratar de um peptideo de 3,0 KDa, o sistema de levedura

comprovou ser muito eficaz para expressao de pequenas proteinas.

Em 2007 SANG et al, expressaram os genes dos peptideos
Drosomicina e Drosomicina-like C de Drosophila melanogaster e Tanatia de
Podisus maculiventris em P. pastoris, utilizando para a clonagem o vetor
pPICZaA e os produtos das expressdes demonstraram forte atividade contra os
fungos Fusarium oxsporum, Fusarium culmorum, e Colletotrichum capsici e as
bacterias E. coli e Staphylococcus aureus.

Chen et al., (2011) expressaram o peptideo hPAB-B derivado de beta-
defensina 2 humana, clonado no vetor pPIC9K e transformado em P. pastoris.
Sua atividade antimicrobiana foi testada e comprovada contra S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) e o sistema de expressdo demonstrou ser

adequado para expressao em larga escala dessa proteina.

Para atividade do peptideo Abaecina baseado no gene de A. mellifera,
em amostras de E.coli, o periodo de incubacao étimo foi de 24 horas, apds este

tempo a densidade éptica das amostras analisadas diminuem, supostamente
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pelo crescimento bacteriano atingir uma concentracdo alta nas amostras,
promovendo a morte bacteriana devido a falta de suprimento e baixas
condi¢des ambientais da amostra (Robinson et al., 2001).

A carga elétrica do peptideo Abaecina pode facilitar a interagdo com a
carga negativa da superficie bacteriana, formando poros através da membrana
lipidica, permitindo a saida de metabdlitos essenciais, pertubando a integridade
da membrana e levando a lise bacteriana (Dathe et al., 1997, Shai, 2002,
Xiaojing et al. 2010).

O resultado da metodologia demonstrou que ha variagdo na inibicao do
crescimento microbiano da bactéria E.coli DH5a no tempo de 24 horas. A
purificacdo do peptideo composto em larga escala e andlise de atividade
antimicrobiana da proteina recombinante pressupde mais estudos, que visam a

producédo de um antibiético com esse composto como base.

Os resultados demonstraram que o peptideo Abaecina de Apis mellifera
produzido em Pichia pastoris tem atividade antimicrobiana contra E. coli e tem
potencial biotecnologico para producdo de novos farmacos com atividade
contra bactérias resistentes as drogas atuais disponiveis no mercado.
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