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RESUMO

As serinoproteases sdo enzimas da peconha capazes de esgotar o fibrinogénio
circulante na presa por meio da quebra dessa molécula. A fibrina formada a partir dessa
quebra ¢ fragil e ndo promove a agregagdo plaquetéria, tornando o sangue do individuo
incoaguldvel. Ha alguns anos foi descrita uma serinoprotease isolada a partir de pegonha de
serpente da espécie Bothrops alternatus, denominada de Bhalternina, que apresentou
atividade fibrinogenolitica. Enzimas que apresentam esse tipo de atividade, funcionam como
agentes anticoagulantes e, por isso, possuem o potencial de serem aplicadas na terapia e
preven¢ao de desordens tromboticas. Sendo assim, através da engenharia genética, o objetivo
do trabalho foi realizar clonagem e expressdao da enzima Bhalternina da peconha de serpente
Bothrops alternatus em sistema bacteriano. A sequéncia codificante desta proteina foi ligada
ao vetor pGS-2la, e a reagdo de ligacdo foi utilizada na transformagdo de células
competentes TOP10 por eletroporagdo. Apos o cultivo, algumas coldnias foram selecionadas
para obtencdo do DNA plasmidial e analise do perfil eletroforético. A coldnia selecionada
teve o DNA plasmidial purificado, que foi utilizado para confirmagdo da sequéncia
codificante da Bhalternina e na transformacao da bactéria Escherichia coli cepa BL21 codon
plus (DE3) RIPL por eletroporagdo. Algumas coldnias foram selecionadas e submetidas ao
experimento de expressdo da Bhalternina por indugdo com IPTG e a andlise de sua expressao
foi avaliada por eletroforese. Os resultados mostraram que uma proteina de massa molecular
de 56,4 kDa, valor estimado da massa molecular da Bhalternina fundida a glutationa S-

transferase, foi expressa pelos clones.

Palavras-chave: Peconha, Bhalternina, Expressdo em bactérias, Proteina recombinante,
Desordens tromboticas.
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1. INTRODUCAO

1.1 Hemostasia, coagulacio sanguinea e fibrindlise

Hemostasia ¢ o conjunto de mecanismos que mantém o sangue fluido dentro do vaso,
sem formar trombos nem extravasar (hemorragia). A hemostasia divide-se em 3 etapas:
hemostasia primdria, coagulacdo e fibrindlise. Em sintese, a hemostasia possui dois
mecanismos opostos responsaveis pela formacdo e dissolugdo do coagulo de fibrina, o que

mantém em equilibrio as propriedades hemodindmicas do sangue (BRAUD, 2000).

Apds uma lesdo no vaso sanguineo ocorre primeiramente a contracdo da musculatura
lisa que envolve esse vaso lesionado. Em seguida ocorre a formagao do tampao plaquetério,
no qual plaquetas circulantes comecam a se agregar ao sitio da lesdo (adesdo plaquetaria) e

novas plaquetas se aderem as plaquetas ja aderidas no local da lesdao (COTRAN ef al., 2000).

A formacao do coagulo consiste na conversao do fibrinogénio em fibrina, por agdo de
uma enzima denominada trombina, visto que essa fibrina pode ser concebida por duas vias, a
intrinseca e a extrinseca. O mecanismo intrinseco descreve a sequéncia de reagdes
enzimaticas que ocorre quando o sangue entra em contato com a superficie lesada. O
mecanismo extrinseco descreve a sequéncia de reagdes que apos lesdo de um vaso sanguineo
resultam na liberacdo de extratos teciduais. Estas duas vias convergem para a ativagdo do

fator X na via comum, resultando na formacao de fibrina (SWENSON, 1996; BANKS, 1991).

A via comum da coagulagdo inicia com ativagdo do fator X, através da combinacdo de
fatores extrinsecos (fator III, célcio, fator VII e fosfolipidios teciduais), assim como de fatores
intrinsecos (FP3, fator IX e o fator VII). O fator X ativado combina-se com os fosfolipidios
teciduais ou com fosfolipidios liberados pelas plaquetas, bem como fator V formando o

ativador de protrombina (GUYTON & HALL, 2002).



O ativador de protrombina converte o fator II (protrombina) em fator Ila (trombina), a
qual ¢ responsavel pela conversdao do fibrinogénio (fator I) em fibrina. Essa fibrina soluvel ¢
transformada em polimeros de fibrina insoluvel pelo fator XIII na presenca de célcio. O fator
XIII circula no plasma sob a forma de proenzima inativa e ¢ convertido em sua forma ativa

pela trombina (BANKS, 1991).

A fibrinolise, contribui para que nao ocorra a formagao desordenada de trombos
intravasculares, evitando complicagdes tromboemboliticas. O sistema fibrinogenolitico ¢
composto por diversas proteases séricas e inibidores, que regulam a conversio de
plasminogénio em plasmina, que além de degradar a fibrina, também ativa metaloproteases da

matriz extracelular (COLLEN, 1999).

1.2 Peconha e proteases ofidicas

Pegonhas compreendem misturas complexas de proteinas e peptideos, sendo que uma
das principais atividades é a enzimatica decorrente de serinoproteases ¢ metaloproteases
(MARKLAND,1998). Essas enzimas geralmente afetam processos hemostaticos (GARCIA et
al., 2004), podendo ser classificadas como procoagulantes, anticoagulantes e/ou

fibrinogenoliticas (MARKLAND JR, 1991).

Em peconhas botropicas ¢ possivel identificar grandes quantidades de componentes
proteicos enzimaticos, no qual hd uma predominincia de metaloproteases, seguidas por
serinoproteases, fosfolipases Az, peptideos potenciadores de bradicinina, peptideos

natriuréticos do tipo C e lectinas do tipo C (Figura 1) (CARDOSO et al., 2010).
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Figura 1: Perfil protedmico da peconha de Bothrops alternatus. Abreviagdes: PPB: peptideos
potenciadores de bradicininca; PN-C: peptideos natriuréticos do tipo C; PLA2: fosfolipase A,. Fonte: adaptado
de CARDOSO, 2010.

As fosfolipases A» produzidas por serpentes (SVPLA>s) possuem em média 119 a 143
residuos de aminoacidos e pertencem aos grupos I e II. Essas enzimas do grupo I sao
secretadas como zimogénios e apresentam atividade apos clivagem proteica, enquanto as
enzimas do grupo II formam uma ponte dissulfeto extra com um residuo préoximo ao sitio
ativo (SETUBAL et al., 2013). As SVPLA»s botropicas metabolizam lipideos estruturais da

membrana celular (KINI, 2003) e induzem respostas inflamatorias (TEIXEIRA et al., 2003).

As metaloproteases encontradas em peconhas ofidicas (SVMPs) sdo dependentes de
cations como Zn™2, Ca™ ou Mg™, elas sio sintetizadas na glandula de peconha como
proteinas multidominios, sendo que estes dominios correspondem a um dominio proenzima e
um dominio protease (RAMOS et al, 2003). As serinoproteases de peconhas de serpentes
(SVSPs) possuem residuos de aminoacidos em posi¢des especificas correspondendo a uma

triade catalitica altamente conservada, Seros, Hiss7 € Aspio2 (SERRANO, MAROUN, 2005).

As metaloproteases e serinoproteases possuem diferentes mecanismos de acdo, no
entanto desempenham a mesma func¢ao na natureza (SWENSON; MARKLAND, 2005). Essas
enzimas sdo proteases, responsaveis pela catdlise da clivagem das ligagdes peptidicas em
proteinas. Esse tipo de enzima possui uma caracteristica importante, na qual algumas delas
clivam ligacdes peptidicas adjacentes a residuos de aminodcidos especificos (NELSON,

2013).



1.3 Serinoproteases

As serinoproteases possuem configuracdo tridimensional semelhante a enzima
digestiva, quimotripsina, que apresenta dois dominios assimétricos de folhas beta, separados
pela triade catalitica (LESK, FORDHAM, 1996). Essas enzimas estdo presentes em
organismos eucariontes e procariotontes, sendo que nos seres humanos, as serinoproteases
estdo relacionadas a fungdes fisioldgicas como a digestdo, resposta imune, coagulacao

sanguinea e reproducao (TYNDALL, 2005).

As SVSPs sdo bastante especificas para substratos macromoleculares, apesar de sua
especificidade de substrato primaria ser semelhante a da tripsina, a especificidade
macromolecular do substrato das SVSPs contrasta com a baixa atividade especifica da

tripsina. (SERRANO, 2013).

Segundo ensaios desempenhados por Magalhaes et al. (2007) as SVSPs destacam-se
pelo seu alto potencial fibrinogenolitico, sdo enzimas semelhantes a trombina (TLE:
thrombin-like enzymes), enzima existente no sistema circulatério humano, sendo capazes de
esgotar o fibrinogénio circulante por meio da quebra ou degradagdo dessa molécula. A fibrina
formada a partir dessa quebra ¢ fragil e ndo promove a agregagao plaquetaria, tornando o

sangue do individuo incoagulavel.

A atividade de serinoproteases esta relacionada principalmente a ac¢do do tipo TLE de
peconhas botropicas (MATSUI et al, 2000). Estas enzimas causam, paradoxalmente,
coagulagdo sanguinea in vitro e incoagulabilidade in vivo, além disso ao contrario da acdo da
trombina, as enzimas TLEs ndo sdo inibidas pela heparina e, geralmente, ndo ativam o fator

XIII da cascata de coagulacio (MARKLAND, 1998; MAGALHAES, 2007).



1.4 Bhalternina

De acordo com estudos de Costa et al. (2010) foi descrita uma serinoprotease isolada a
partir de peconha de serpente da espécie B. alternatus e chamada de Bhalternina, através da
purificagdo dessa proteina obteve-se o sequenciamento dos aminoacidos dessa enzima
purificada e sua andlise indicou uma estrutura semelhante a serinoprotease de outras

peconhas.

A partir da administracdo dessa proteina em ratos foi observado que niao houve
coagula¢do do sangue, portanto, essa proteina induz a desfibrinogenagdo in vivo. Porém, a
administracdo in vitro fez com que o sangue coagulasse e, portanto, essa enzima foi
considerada thrombin-like apresentando atividades fibrinogenoliticas, albuminoliticas e

desfibrinogénicas (COSTA et al., 2010).

A pesquisa de Costa et al. (2010) demonstrou que a Bhalternina é capaz de hidrolisar a
cadeia alfa do fibrinogénio, portanto, além de ser considerada uma TLE essa enzima também
foi classificada como uma alfa-fibrinogenase. Essas caracteristicas apresentadas por enzimas
fibrinogenoliticas mostram ser eficientes anticoagulantes, assim, podem ter atividades

terap€uticas antitromboticas.

1.5 Doencas vasculares

Qualquer modificagdo que ocorra durante o trajeto do sangue pelo corpo humano, seja
por doenca ou lesdes, promove o mau funcionamento dos vasos, podendo ocasionar o
aparecimento de doencas vasculares. A trombose consiste em uma patologia do sistema
circulatorio, sendo decorrente da coagulacdo do sangue no interior das veias formando

trombos e suas consequentes inflamacdes (SBACRJ, 2009).



Os trombos formados podem acometer as veias superficiais ou as veias mais
profundas, ocasionando a trombose venosa profunda, a qual € mais grave, e requer tratamento
intenso. Esses trombos podem se desprender das paredes das veias e serem direcionados pela
corrente sanguinea até se alojarem nos vasos do pulmao, causando a embolia pulmonar, sendo

capaz de levar o individuo a dbito (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

As doengas cardiovasculares (DCVs) correspondem a um grupo de doengas
relacionadas as desordens do coragdo e vasos sanguineos e incluem doengas cardiacas
coronarias, doengas cerebrovasculares, hipertensao, doencgas arteriais periféricas e cardiacas
reumaticas, anomalias cardiacas congénitas e faléncia cardiaca (ORGANIZACAO PAN-

AMERICANA DA SAUDE, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 17,7 milhdes de
pessoas morreram de DCVs em 2015, o que representa 31% das mortes globais. No Brasil,
anualmente a média de mortes por essa doenga chega a 350 mil. Entre as ocorréncias mais
comuns estao o Acidente Vascular cerebral (AVC) com 100 mil casos, o infarto com 85,9 mil
casos e doengas relacionadas a hipertensdo chegam a 46,8 mil casos, sendo que 27,3 mil sdo

de insuficiéncia cardiaca.

Na busca por agentes terapéuticos para esse tipo de doenca, as pegonhas fornecem
muitas ferramentas TUteis para decifrar varios processos fisiologicos envolvidos (KINT et al.,
2002). Foram descritas inimeras toxinas de serpentes que apresentam atividade analgésica
(ABDEL-DAIM, 2015), antimicrobiana (SAMY, 2012), antiviral, como o virus da herpes
(HUBBARD, 2012), febre amarela e dengue (MULLER, 2012), antiparasitria contra
Leishmania sp (PASSERO, 2007), antifungica (YAMANE, 2013) e anticancerigena (GOMES

etal., 2010).



A pesquisa de Marsh e Williams (2005) destacou o papel das TLEs como agentes
anticoagulantes na terapia e preven¢ao de desordens tromboticas. Foi descrito o uso desses
agentes em tratamentos de AVC isquémico, de oclusdo de artérias e veias por trombos. Assim
como a prevencao de agregacdo plaquetdria induzida por células tumorais e embolia
pulmonar, sendo concluido que essas enzimas possuem grande importancia para a medicina

no campo terapéutico.

1.6 Proteinas recombinantes e expressao procariotica

A manipulagcdo genética ¢ a modificacdo genética compreendem os processos de
manejo dos genes em um organismo, geralmente fora do processo normal reprodutivo deste.
Envolvem o isolamento, a manipulagdo e a introdu¢do do DNA em um ser vivo, para
expressar um gene. O objetivo ¢ introduzir novas caracteristicas em um ser vivo, podendo

produzir assim, uma nova proteina ou enzima, por exemplo (VIEIRA, 2011).

Por meio da técnica de DNA recombinante foi possivel desenvolver técnicas de
producdo de proteinas artificialmente a partir de genes clonados, as chamadas proteinas
recombinantes. Atualmente, tem sido muito utilizada a obtencdo de proteinas recombinantes
para estudos biofisicos e estruturais, diagnosticos e terapé€uticos, bem como aplicacdes em
biomaterias (OLIVEIRA; DOMINGUES, 2017). Portanto, muitos estudos estdo focados em
encontrar diferentes formas de produzi-las de forma eficiente (MACAULEY-PATRICK,

2005).

Estudos realizados por Maeda et al. (1991) caracterizaram uma enzima recombinante
que teve seu cDNA clonado para batroxobina e expresso em E. coli. A batroxobina tem
potencial terapéutico no tratamento de doengas tromboticas, uma vez que a administracao

parenteral da enzima causa a conversao de fibrinogénio em um derivado de fibrina, que ¢



rapidamente degradado através de um processo fibrinolitico e, em seguida, eliminado pela

urina.

A expressdo procariotica tem sido muito explorada para a produgdo de proteinas
terapéuticas, em larga escala. As células procarioticas (principalmente de E. coli) sao
preferiveis para a expressao de proteinas recombinantes por oferecem crescimento dependente

de carbono acessivel, acelerado acimulo de biomassa e etapas dos processos simples

(SAHDEV et al., 2008).

A cepa BL21 de E. coli ¢ um organismo ideal para a expressdo proteica de alto nivel,
pois a BL21 e seus derivados sdo deficientes em proteases Lon e OmpT, uma modificacio
genética, responsavel pelo aumento da estabilidade proteica e aumento na sensibilidade a
producdo de proteinas de genes clonados (www.neb.com/faqs/0001/01/01/what-are-the-strain-

properties-c2566).

As células BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL possuem copias extras de tRNAs para
contornar as restricdes mais frequentes de tradugdo de genes heterdlogos ricos em sequéncias
nucleotidicas GC. Esta cepa resgata a expressdo de proteinas heterdlogas de organismos que
possuem genomas abundantes em sequéncias nucleotidicas AT ou GC, reduzindo assim as

chances de formagdo de proteinas truncadas, formando proteinas ativas de comprimento total

(SAHDEV,2008).

1.7 Justificativa

Em decorréncia do potencial terapéutico apresentado pelas biomoléculas isoladas do
veneno de serpentes, incitou-se a atencdo dos pesquisadores para caracterizar € entender os

mecanismos de a¢ao dessas biomoléculas. Portanto, a partir de cada descoberta torna-se mais



claro o conhecimento das interagdes entre as toxinas e os fatores da hemostasia, fazendo com

que possiveis aplicacdes terapéuticas sejam de fato acessiveis.

Considerando as caracteristicas descritas desde a caraterizagdo da Bhalternina até o
potencial terapéutico, o uso da biotecnologia para obtencdo dessa proteina na forma
recombinante amplia o campo de pesquisa, promovendo novas perspectivas para o uso desse
agente anticoagulante sintetizado, a partir de bioengenharia, em terapias eficazes nas

patologias do sistema circulatério.

2. OBJETIVOS

2.2 Objetivo Geral

Realizar clonagem e expressdao da enzima Bhalternina da serpente Bothrops alternatus

em sistema bacteriano.

2.3 Objetivos Especificos

1) Isolar o fragmento que codifica a Bhalternina e o vetor de expressao;
2) Construir o plasmideo recombinante para a expressdo da Bhalternina
3) Introduzir o plasmideo construido em bacteria apropriada para expressao da proteina;

4) Realizar a expressdo da Bhalternina.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtenc¢ao do segmento que codifica a Bhalternina

O clone bacteriano contendo o plasmideo denominado pPICBH1 (Figura 1), que
possui a sequéncia codificante da Bhalternina, apresenta 8761pb e se encontra armazenado em
bactérias TOP 10 a -80°C. Esse clone foi cultivado em meio 2xYT (triptona 1%, extrato de
levedura 0,5% e NaCl 0,5%), contendo ampicilina a 100 pg/mL, a 37°C overnight e em
seguida a amostra de DNA plasmidial foi purificada com o kit Ql4prep Spin Miniprep
seguindo as instrucdes do fabricante (QIAGEN, Hilden, Alemanha). A amostra de DNA
plasmidial purificada foi digerida com as enzimas de restricdo Eco RI e Not 1 para isolar o
segmento de interesse, que se encontra entre esses sitios de restricdo, e foi obtida a sequéncia

nucleotidica que codifica a Bhalternina.

pPICS + BH1

B761 bp

Figura 2: Esquema do mapa fisico do DNA pPICBHI. O esquema apresenta o plasmideo formado pelo
vetor pPIC9 com a inser¢do da sequéncia nucleotidica que codifica a Bhalternina (BH1).
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3.2 Obtencao do vetor de expressdo pGS21a

O clone bacteriano contendo pGS-21a (GenScript, Piscataway, EUA), o vetor de
expressdo que foi utilizado para inser¢do do segmento codificante da Bhalternina (Figura 2),
foi cultivado em meio 2xYT (triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 0,5%), contendo
ampicilina 100 pg/mL, a 37°C overnight e em seguida a amostra de DNA plasmidial foi

purificada conforme descrito acima. O plasmideo purificado foi digerido com as enzimas Eco

RI e Not I para inser¢ao do fragmento de interesse.

T7 Promoter

(His)s

ST :
Enterokinase
lac |

Nco |
EcoR WV
BamH |
EcoR |
Sac |
Sall
Hind 1l
MNat |
e Xho |
(His)s

pGS-21a
(6169 bp)

T7 Terminator
Armnpicillin

o

f1 ori

Figura 3: Esquema do mapa fisico do vetor pGS21a. O esquema apresenta a regido de multipla
clonagem com os sitios de restricdo que compdem o plasmideo. Fonte: adaptado de GenScript (2016).

3.3 Construcio do plasmideo com a sequéncia codificante da Bhalternina

A sequéncia nucleotidica que codifica a Bhalternina e o vetor purificado e digerido

pGS21a (GenScript) foram submetidos a reacdo de ligagdo pela enzima T4 DNA Ligase
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(ThermoFisher/Fermentas, Waltham, EUA) seguindo o protocolo DNA Insert Ligation

(sticky-end) into Vector DNA Thermo Fisher Scientific (2012).

3.4 Transformaciao de células de E.coli competentes por eletroporacao

Uma aliquota da reacdo de ligacdo foi utilizada na transformagdo da bactéria E. coli,
cepa TOPI10, por eletroporagdo com o equipamento MicroPulser electroporator BioRad
(Hercules), foi utilizado com o programa Ecl (pulso de 1,80kV) em cubeta 0,1cm, conforme
especificado no manual do equipamento. Apos a eletroporagdo, as células foram cultivadas
em placas de Petri com meio de cultura LB (extrato de levedura 1%, triptona 0,5%, NaCl 1%,

agar 2%) contendo ampicilina 100 pug/ml para obtencao de colonias transformantes.

3.5 Analise do DNA plasmidial

Algumas colonias foram selecionadas e submetidas a PCR para confirmar a presenga
do gene codificante da Bhalternina. A mistura de rea¢do (Tampao completo II KCI 1x Bioron,
dNTPs 0,2 mM  Sigma, primer FRT7 03 uM, primer BHI87RV
(CGTCTTCATTGGTGACGTTCTTA) 0,3 uM, 1U Tag DNA polimerase Invitrogen e H>O
para biologia molecular para volume final de 20 pL) foi distribuida em tubos de PCR, a
amplificacao foi feita a 94 °C por 10 min, 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 45° C por 30 s e 72° C

por 1,5 min e por ultimo 72° C por 7 min.

Apo6s amplificacdo, essas amostras foram analisadas por gel de agarose 0,5% e uma
amostra que teve a amplificagdo do segmento de tamanho esperado foi purificada com o kit
QlAquick PCR Purification da empresa QIAGEN e submetida a sequenciamento com os
primers PGEXFR (TGCAGGGCTGGCAAGCCACQG) e E2RVNOTI1

(CGCGCGGCCGCTTGTAGCAGCCGGATCTCA).
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3.6 Obtencao do clone bacteriano para expressao da Bhalternina

O DNA do plasmideo construido com a sequéncia codificante de Bhalternina foi
utilizado na transformagdo de E. coli, cepa BL21-CodonPlus (DE3) -RIPL (Agilent
Technologies, Santa Clara, EUA) por eletroporagdo. As células transformadas foram
cultivadas em placas de Petri com meio LB contendo ampicilina 100 pg/ml e cloranfenicol 34
pg/ml e algumas colonias foram selecionadas para confirmagdo da presenca do gene da

Bhalternina nesses clones por meio de PCR com os primers PGEXFR e E2RVNOT].

3.7 Triagem de expressao dos clones

Dez colonias selecionadas foram submetidas a triagem para expressdo da Bhalternina
a fim de avaliar os clones com niveis de expressdo mais altos. A expressdo foi realizada
conforme o protocolo de expressdo BL21-CodonPlus Competent Cells instructional manual
Agilent (2005). Os clones foram inoculados em Iml de meio 2xYT contendo ampicilina 100
nug/ml e cloranfenicol 34 pg/ml a 37° C overnight em shaker. Como controle, foi utilizado o
clone BL21(DE3)A o qual possui o vetor pGS21a. No dia seguinte, 100 ul dessas culturas
foram inoculadas em 1ml de meio 2xYT sem antibioticos por 3 h a 37° C em shaker e apds
esse periodo foi adicionado isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) para concentragao

final de 0,9 mM para induzir a expressao da proteina, durante 3 h a 37° C em shaker.

Apds o término do periodo de indugdo as amostras foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e o pellet foi ressuspenso com 50 pl de dgua Milli-Q e 50 pl de 2x
Stop Solution (azul de bromofenol 0,4%; Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8; glicerol 40%, SDS 2%).
Ap6s incubacdo a 95°C por 10 min, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) contendo 5% de poliacrilamida para o gel de empilhamento

e 14% para o gel de separacdo e, em seguida, o gel foi corado com Coomassie Blue.
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3.8 Expressao da Bhalternina

Os clones que apresentaram maior nivel de expressdo, assim como o clone controle,
foram inoculados em 4 ml de meio 2xYT contendo ampicilina 100 pg/ml e cloranfenicol 34
png/ml a 37° C overnight em shaker. No dia seguinte 4 ml das culturas foram transferidas para
40 ml de meio 2xYT sem antibioticos, exceto pelo clone 6 que teve 2 ml transferidos para 40
ml de meio contendo antibioticos € 2 ml transferidos para meio sem antibidticos (6a),
seguindo-se de incubacdo por 3 h a 37° C em shaker. Em seguida, foi adicionado IPTG para
concentragdo final de 0,9 mM para induzir a expressdo da proteina, durante 3 h a 37°C em
shaker e apds esse periodo as amostras foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o

pellet dos clones armazenado a - 20°C.

3.9 Lise Celular

Os pellets foram ressuspensos com 200 pl de tampdo de lise (Tris-HCl 45 mM,
NaCl 0,07 M, pH 8) e a suspensdo foram adicionados 2 ul de fluoreto de fenilmetilsulfonilo
(PMSF) 100 mM e 2 pl de lisozima 10 mg/ml, seguidos de incubagdo por 10 min a 4° C. Em
seguida, foram realizados quatro ciclos de congelamento, por 5 min a -20 °C com alcool
absoluto, seguido de descongelamento a temperatura ambiente. Apods os ciclos de
congelamento e descongelamento foram adicionados aos lisados 5 pl de DNase [ 2 U/ul e 5 pl

de MgCl; 25 mM, e as misturas foram incubadas a temperatura ambiente durante 30 min.

Os lisados foram centrifugados a 15000 xg por 10 min e tanto o sobrenadante como o
precipitado foram armazenados a -20 °C. Aliquotas dos pellets e dos sobrenadantes foram
submetidas a analise por SDS-PAGE, contendo 5% de poliacrilamida para o gel de
empilhamento e 12% para o gel de separacdo e, em seguida, o gel foi corado com Coomassie

Blue.

14



3.10 Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteinas foi realizada por SDS-PAGE 14% e SDS-PAGE 12%,
conforme o manual de laboratério de Sambrook and Russel (2001). O SDS-PAGE consistiu
em gel de separacdo 14% ou 12% e de empilhamento 5%. Para fazer o gel de separagdo foi
preparada uma mistura que continha SDS 10%, Tris-HCI pH 8,8 1,5 M, persulfato de amonio
10% e TEMED 100%. Ja o gel de empilhamento 5%, que ¢ onde foram feitos os pogos e
aplicadas as amostras, continha SDS 10%, Tris-HCI pH 6,8 1,0 M, persulfato de aménio 10%
e TEMED 100%. Como marcadores de massa molecular, utilizou-se as proteinas fosforilase b
(97,000), albumina de soro bovino (66,000), ovoalbumina (45,000), anidrase carbonica
(30,000), inibidor de tripsina de soja (20,100) e a-lactalbumina (14,400). Além disso, a
eletroforese foi realizada a 200 V e tampao Tris-glicina pH 8,3 contendo SDS 0,01%. Para
visualizacdo do resultado, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250, 0,2% (p/v), em acido

acético:metanol (50:10, v/v).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento do fragmento que codifica a Bhalternina e o vetor de expressiao

Os clones bacterianos contendo o vetor pGS21a e o clone contendo pPICBHI tiveram
seu DNA plasmidial purificados e essa purificacdao foi confirmada através da analise do perfil
eletroforético em gel de agarose. Foi possivel observar no gel (Figura 3), as bandas
correspondentes ao DNA plasmidial, constatando que os plasmideos foram purificados

corretamente.
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose das amostras de DNA de pPICBH1 e pGS21a. O gel de
agarose foi realizado na concentragdo de 0,5% e o padrdo de peso molecular utilizado foi de 1Kb Plus DNA Ladder
(Fermentas).

Ap6s a digestdo do DNA dos plasmideos com as enzimas de restricdo EcoR [ e Not I,
as amostras foram novamente purificadas para obtencdo do fragmento isolado que codifica a
Bhalternina e afim de preparar o sitio de clonagem do vetor, para inser¢do desse fragmento.
Essa purificacdo foi confirmada por eletroforese com gel de agarose, indicando que o DNA
foi purificado corretamente, sendo possivel sua utilizagdo na reagdo de ligacdo. Os produtos
purificados apos a digestdo com enzimas de restri¢do, foram submetidos a uma reagdo de
ligacao (Figura 4). Com base no resultado do gel, concluiu-se que a reagdo de ligacao foi de
fato realizada, devido a observagdo de bandas de peso molecular diferentes dos pesos

moleculares do vetor e do fragmento da Bhalternina.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose da reacdo de ligacio do vetor com o fragmento de
interesse. O gel de agarose foi realizado na concentragdo de 0,5% e o padrio de peso molecular utilizado foi de
1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas). A seta indica uma banda de peso molecular referente a aproximadamente

7000 pb e o circulo sinaliza diversos fragmentos de DNA com diferentes pesos moleculares. O controle

corresponde a reacdo do vetor com a enzima ligase apenas.

4.2 Construcio do plasmideo recombinante para a expressao da Bhalternina

A reacdo de ligacdo foi introduzida em células eletrocompetentes de E.coli, cepa TOP
10 por eletroporagdo (Figura 5). Dez colonias transformantes foram selecionadas para
identificagdo do DNA plasmidial através de PCR e o resultado da eletroforese em gel de
agarose demonstrou que houve a amplificacdio de um segmento de tamanho proximo do

esperado (954 pb) com 9 das colonias (Figura 6).

De acordo com os estudos de Costa et al. (2010), a partir do produto amplificado por
PCR com a amostra da Bhalternina isolada da pegonha de B. alternatus, identificou-se um
fragmento de cDNA de 780 pb que codifica para uma proteina madura de 236 residuos de
aminodcidos, correspondendo a um peso molecular de 25,3 kDa. Afim de ndo se perder

nenhuma sequéncia codificante importante da Bhalternina, neste estudo foram utilizados
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primers presentes antes e apos dos sitios de restricdo, ocasionando em um fragmento maior

que o descrito pela literatura.

Figura 6: Colonias de bactérias TOP 10 transformadas cultivadas em placas de meio LB com
Ampicilina. As colonias mais isoladas foram enumeradas e selecionadas para detec¢do de DNA por PCR. Na
placa A, foi utilizada a suspensdo bacteriana original, apos a eletroporagdo, ¢ na placa B, a suspensédo bacteriana
origina foi diluida 10 vezes.

COLONIA 1
COLONIA 2
COLONIA 3
COLONIA 4
COLONIA 5
COLONIAG ‘
COLONIA 7
COLONIA 8
COLONIA 9
COLONIA 10
CONTROLE +
CONTROLE -

1500 pb
1000 pb

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos com colonias
transformadas. O gel de agarose foi realizado na concentragdo de 0,5% e o padrio de peso molecular
utilizado foi de 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas). O controle positivo usado foi a reacdo de ligagdo
pGS21a+BH1 e o controle negativo usado foi a mix da PCR.

Os DNAs plasmidiais dos clones 2 e 7 foram obtidos € o do clone 2, denominado
pGSBH2, teve sua sequéncia codificante da Bhalternina confirmada por sequenciamento

nucleotidico (Figura 7). A sequéncia codificante para 6 residuos de histidina (6xHis) foi
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observada, assim como a sequéncia DDDDK, que ¢ a sequéncia de reconhecimento e
clivagem por enteroquinase, para remocao dessas sequéncias da molécula da Bhalternina, cuja
forma madura inicia-se pelo residuo de valina até o stop coédon. Com base no sequenciamento
obtido foi possivel deduzir o mapa virtual do pGSBH2 (Figura 8).

&0 70 a0 90 T?D 110 120 1%0 140 1?0 160 1"1'0 180 T?D 200

GCTGATATCGGATCCAAATTCCATCACCACCATCACCAC GACGAC GAC GACARA STTATC GGAGGAGAL AT TAATATCAAT GAGC ATAGAT CCCTTRTTGTTCTTTI TAACTCTTCCGGTTTCTTGTTGLTrALCACTTATTARTC

qADIGSEF@HHHHD(EDDDB)VIGGDECNINEHRSLVVLFNSSGFLCAGTLIND
LI 5DPFPUNGSI TTT TELSEETSSVYI &aHSIDPLLFFLTILPVYSCOYLEHRTLTLTI

. YRIRBIP?PSP?PSPRRRREQPYRRRREY . YQ . 4. IPCCSF.LFRFLYCWNTTY. S

- O R R S

GCTGATATCGGATCCGAATTCCATCACCACCATCACCAC GACGACGAC GAC AL STTATC GEAGGAGAL GAGTETAATATCAATGAGCATAGAT CCCTTGRT TG TTCTTTTTAACTCTTCCGGTTTCTTGT T GLTGhAACACTTATTALTE)

bl gty

0 TGATATCBEATCCGAATTCCATCACCACCATCACCAC

Wi

TTETGTGCTGEAMCACTTATTARTE

Figura 8: Analise do inicio do segmento de bhalternina sequenciado. A linha superior mostra a
sequéncia nucleotidica e o sitio para Eco RI estad sublinhado. A seta azul indica a fase de leitura correta. As
partes circuladas indicam a sequéncia codificante 6xH e a sequéncia de reconhecimento e clivagem por
enteroquinase, respectivamente. A seta alaranjada indica o inicio da sequéncia codificante da Bhalternina
madura. A parte inferior mostra os eletroferogramas obtidos com as reac¢des de sequenciamento.

As cadeias de seis a nove residuos de histidina, conhecidas como His-tag, sdo muito
utilizadas em vetores para produgdo de proteinas recombinantes. As proteinas expressas
marcadas com 6xHis podem ser purificadas e detectadas facilmente devido a facilidade que os
residuos de histidina possuem de se ligar a varios tipos de ions metalicos imobilizados
(BORNHORST; FALKE, 2000). Além disso, varias empresas comercializam anticorpos
contra a sequéncia, como por exemplo o anticorpo MA1-135 (ThermoFisher Scientific), para

a deteccao em testes ELISA, Western blot ou ainda imunofluorescéncia.

A enteroquinase € uma enzima que converte o tripsinogénio em tripsina por clivagem
ap6s o peptideo N-terminal, Valina-Aspartato-Lisina, ativando zimogénios pancreaticos. A
enteroquinase recombinante ¢ muito util na produg¢do de proteinas recombinantes usando
tecnologia de proteina de fusdo, devido ao alto grau de especificidade em relagdo as

sequéncias de Aspartato-Lisina, e tem sido comercializada por varias empresas (Merck,
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GenScript, ThermoFisher). Essa protease reconhece e cliva apos a extremidade C-terminal do
residuo de lisina na sequéncia de reconhecimento, DDDDK, sem deixar residuos de
aminoacidos nos produtos peptidicos clivados (CHOI et al., 2001). Em etapas futuras, esta
enzima poderd ser utilizada para clivar a GST-Bhalternina expressa por nossos clones,

removendo assim a GST e a 6xHis da Bhalternina.

pGSBH2 sequencia virlual

BAIS bp

Figura 9: Mapa virtual do plasmideo construido pGSBH2. A sequéncia codificante da Bhalternina estd
em alaranjado.

4.3 Introducio do plasmideo construido em bactéria apropriada para expressao

A partir do resultado do sequenciamento, o DNA purificado pGSBH2 foi inserido em
bactérias eletrocompetentes de FE.coli, cepa BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL (Agilent) por
eletroporacao (Figura 9). Dez colonias foram selecionadas para confirmar a presenca do DNA

pGSBH2 por PCR. O resultado da eletroforese em gel de agarose (Figura 10) inferiu que
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todas as colonias foram positivas para o DNA pGSBH2, pois houve a amplificacdo de um

segmento de tamanho esperado (954 pb).

Figura 10: Colonias de bactérias BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL transformadas cultivadas em
placas de meio LB. As colonias mais isoladas foram enumeradas e selecionadas para detecgdo de DNA por
PCR.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos com col6nias de BL.21-
CodonPlus (DE3)-RIPL transformadas. O gel de agarose foi realizado na concentragdo de 0,5% e o
padrdo de peso molecular utilizado foi de 1Kb Plus DNA Ladder (Fermentas). O controle positivo usado foi o
DNA pGSBH2 e o controle negativo usado foi a mix da PCR.

4.4 Expressao da Bhalternina

Todas as 10 colonias que tiveram a presenga do DNA de pGSHB2 confirmada foram

submetidas a uma triagem de expressdo a partir de indugdo com IPTG e analisadas por SDS-
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PAGE 14% (Figura 11). Foi possivel observar uma banda mais intensa de aproximadamente
56 kDa, massa molecular proxima ao estimado, com amostras de clones transformadas com
pGSBH2, indicando a expressdo da Bhalternina fusionada com GST, baseado na soma dos
pesos moleculares de ambas as proteinas. O controle, representado pelo vetor de expressao,

apresentou banda proteica intensa com massa molecular proxima de 32 kDa.

A glutationa S-transferase (GST) ¢ uma proteina cuja sequéncia de DNA geralmente ¢
inserida em vetores de expressdo para a producdo de uma proteina de fusdo marcada com
GST. Essas proteinas podem ser purificadas ou detectadas com base na capacidade da GST se
ligar ao seu substrato, a glutationa, que quando reduzida é imobilizada através de seu grupo
sulfidrila a um suporte sélido, sendo possivel capturar proteinas GST puras ou marcadas com

GST (FRANGIONT; NEEL, 1993).

Clones BLC+BH2
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Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida das culturas da triagem de expressao. O gel de
poliacrilamida foi realizado na concentracdo de 14% e o padrdo de peso molecular utilizado foi a Low MW
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare). As setas indicam uma proteina de aproximadamente
56 kDa e 32 kDa, dos clones transformados com pGSBH?2 (5 a 10) e o controle, respectivamente.

Os clones 5 e 6 foram selecionados por apresentarem bandas proteicas mais intensas e
submetidos a expressdo da Bhalternina em maior escala, sendo que o clone 6 teve seu nivel de

expressdo avaliado com base no uso ou ndo de antibidticos no segundo indculo. Esses clones
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apos o término da expressdo foram lisados e tanto o sobrenadante quanto o pellet foram
analisados por SDS-PAGE 12%. A partir da eletroforese, bandas proteicas com massas
moleculares proximas as esperadas foram observadas para o controle (vetor pGS21a) e para
os clones contendo a sequéncia codificante de Bhalternina. Foi possivel visualizar que os
precipitados apresentaram bandas proteicas mais intensas, indicando que a proteina
recombinante foi expressa, mas se manteve no precipitado provavelmente devido a formagao

de corpos de inclusdo insoluveis (Figura 12).

e
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Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida das culturas com clones de maior expressao.
Foram utilizados os clones 5 e 6 assinalados nas raias. As setas indicam uma proteina de aproximadamente 56
kDa (de massa molecular esperada para a proteina de fusio contendo GST e Bhalternina) para os clones
transformantes ¢ de 32 kDa (somente GST) para o controle. Amostra 6a corresponde ao clone 6 cultivado na
presenca de antibidticos. PM: padrdo de peso molecular Low MW Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE
Healthcare).

Durante o dobramento de uma proteina, a associagdo intermolecular de dominios
hidrofébicos ¢ responsavel pela formagdo de corpos de inclusdo, tornando as proteinas
insoluveis e causando a precipitacdo das mesmas. As proteinas marcadas com 6xHis presentes
em corpos de inclusdo insoliveis podem ser facilmente solubilizadas com desnaturantes e

detergentes (The QIAexpressionist, 2003).

Além disso outros fatores relacionados as condi¢des de expressao podem ser ajustadas

afim de reduzir a insolubilidade das proteinas. Esses fatores englobam temperaturas mais
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baixas de cultivo apos indugdo, densidade celular elevada antes da indu¢do, reducdo da
concentragdo de IPTG e adigdo de sais metdlicos ao meio de cultura, favorecendo a

estabilidade de proteinas na forma soluvel (The QIAexpressionist, 2003).

O lisado celular sera submetido a etapas futuras, primeiramente, ao Western blot,
utilizando anticorpo que reconhece a sequéncia 6xHis para confirmagdo da expressdao da
proteina de interesse, seguindo-se de etapas de purificagdo e de avaliagao de atividades

biologicas e enzimaticas.

5 CONCLUSOES

e Foram obtidos clones bacterianos contendo o gene codificante da Bhalternina.

e A expressao da proteina recombinante da Bhalternina parece ter sido realizada com
sucesso, uma vez que foi observada a expressdo de uma proteina de massa molecular

de tamanho esperado para a proteina de fusio GST+Bhalternina.

e Verificou-se a presenca dessa proteina no precipitado do lisado celular.
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