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RESUMO

Xylella fastidiosa (Xf) é uma bactéria Gram-negativa, restrita aos vasos do xilema dos 

hospedeiros e agente causal de doenças em diversas espécies de plantas cultivadas, sendo 

duas importantes: a Clorose Variegada dos Citros (CVC) causada pela estirpe 9a5c e a 

Doença de Pierce (PD), causada pela estirpe Temecula 1, no Brasil e nos Estados Unidos, 

respectivamente. X f  Temecula 1 apresenta como principal fator de virulência uma fitotoxina 

com atividade lipásica/esterásica, denominada LesA. Análises genômicas comparativas entre 

as estirpes Temecula 1 e 9a5c indicam a presença de genes homólogos ao gene codificador de 

LesA de X f  Temecula 1 em X f  9a5c. Este fato sugere a expressão de tal proteína em estirpes 

9a5c e seu papel na patogênese desta bactéria, assim como em Temecula 1. O objetivo desse 

trabalho foi selecionar peptídeos inibidores da enzima LesA possivelmente aplicáveis como 

ferramenta biotecnológica no controle da CVC. Para tal, submeteu-se a enzima LesA, 

anteriormente expressa em sistema heterólogo e purificada, a uma biblioteca de peptídeos 

PhD-7 pela tecnologia de Phage Display. Os resultados indicaram três peptídeos com boa 

porcentagem de inibição da atividade esterásica da LesA quando comparados à LesA ligada a 

fago selvagem.

Palavras-chave: lipase/esterase, Clorose Variegada dos Citros, Phage Display



1 INTRODUÇÃO

Xylella fastidiosa (Xf) é uma bactéria fitopatogênica, Gram-negativa, estritamente 

aeróbica e limitada aos vasos do xilema do hospedeiro. Está associada a doenças de plantas 

cultivadas de diversas espécies e tem uma gama de hospedeiros que inclui plantas como a 

amendoeira, cafeeiro, pessegueiro, citros, videira, carvalho, amoeira, amexeira, alfafa, plantas 

ornamentais e outras. (COSTA et al., 2004; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2007; 

HOPKINS; PURCELL, 2002; HOPKINS, 1989; HUANG; SHERALD, 2004; MONTERO- 

ASTUA et al., 2008; PURCELL; HOPKINS, 1996; SCHUENZEL et al., 2005).

Diferentes estirpes de X f  estão relacionadas a doenças em várias espécies de plantas 

cultivadas, como a Escaldadura da Folha em amexeira, a Requeima do Café, Phony Peach em 

pessegueiro, Alfafa Anã, Doença de Pierce em videira e Clorose Variegada dos Citros. Tais 

doenças foram relatadas em países como Peru, Argentina, Estados Unidos, Brasil, Taiwan e 

Paraguai (HOPKINS; PURCELL, 2002). Dentre as citadas, a Doença de Pierce (PD, do 

inglês, Pierce Disease) e a Clorose Variegada dos Citros (CVC) são doenças epidêmicas 

importantes nos Estados Unidos e no Brasil, respectivamente (SIMPSON et al., 2000).

A primeira identificação de X f  ocorreu em 1884, nos Estados Unidos, associada a PD 

em videira (Vitis vinifera L.). Trata-se de uma doença que representa grande ameaça para 

viticultura do referido país, por se tratar de uma doença altamente destrutiva e de difícil 

controle (EMBRAPA, 2006). Os sintomas são áreas cloróticas nas folhas que vão passando à 

cor amarelada em uvas brancas e ao roxo escuro em uvas tintas, porém podem ocorrer 

variações no padrão, conforme a cultivar da videira (FREITAG, 1951). Outro sintoma comum 

é a escaldadura nos bordos foliares, com amarelecimento das áreas adjacentes, resultando na 

abscisão das folhas afetadas (LOPEZ GONZALEZ, 1998).

X f  (estirpe 9a5c) é o agente causal da Clorose Variegada dos Citros (CVC) e foi 

inicialmente encontrada em pomares comerciais de laranja doce (Citrus sinensis L.) em 1987, 

no Triângulo Mineiro e Norte e Noroeste do estado de São Paulo, no Brasil. Desde seu 

primeiro relato, a doença foi responsável pela erradicação de 100 milhões de laranjeiras, 

perdas de produção de mais de 20% e ocasionou prejuízos de 1 bilhão de reais para 

citricultura brasileira (FUNDECITRUS, 2017).

X f  foi o primeiro fitopatógeno a ter seu genoma completamente sequenciado 

(SIMPSON et al., 2000) devido aos impactos econômicos da CVC brasileira. No entanto,
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apesar do sequenciamento, os mecanismos de ação da bactéria, assim como do ciclo da 

doença, não foram completamente entendidos. Desta forma, não há medidas de controle 

efetivas à doença, sendo seu manejo feito através da adoção de mudas sadias, controle dos 

vetores e eliminação das plantas com sintomas. Contudo, mesmo em baixa incidência nas 

regiões produtoras de laranja brasileiras no último ano, estudos ainda são necessários para a 

elucidação do patógeno em diversos países (FUNDECITRUS, 2017).

Algumas hipóteses quanto ao desenvolvimento de sintomas em plantas infectadas por 

X f  são consideradas. Pesquisadores sugerem a existência de três diferentes hipóteses para tal, 

sendo elas: a proliferação bacteriana sistêmica e o bloqueio do xilema pelo biofilme 

(McELRONE et al., 2001), a reação do hospedeiro à infecção causada pela bactéria e a 

produção de fitotoxinas produzidas e secretadas pela bactéria (CHATTERJEE; ALMEIDA; 

LINDOW, 2008).

Segundo Nascimento et al. (2016), a patogênese bacteriana na Doença de Pierce está 

relacionada à uma fitotoxina produzida por X. fastidiosa, sendo primeiro indicativo de que X. 

fastidiosa secrete tal fator obtido pela análise das proteínas secretadas durante o crescimento 

bacteriano em cultura. Ainda, a análise das proteínas secretadas por X f  em cultura revelou a 

presença abundante de três lipases hipotéticas (PD1703, PD1702 e PD1211) e análises in 

silico revelaram que o gene PD1703 codifica uma lipase/esterase ortóloga à enzima LipA 

presente em diversas espécies do grupo das Xanthomonas. Em Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae (Xoo), LipA foi caracterizada como uma proteína degradante da parede celular e como 

fator de virulência importante na patogênese bacteriana. LipA é uma a/p hidrolase de 42 -kDa 

com função de lipase/esterase e está presente em todas as bactérias do grupo das 

Xanthomonas que possuem genomas sequenciados, além de outras bactérias Gram-negativas 

diversas (APARNA et al., 2009).

Nascimento et al. (2016) ainda relataram a presença de genes homólogos ao gene de 

LesA de X f  Temecula 1 em X f  9a5c, indicando a expressão da enzima LesA também nesta 

bactéria e sua importância na virulência de X f  9a5c em plantas de citros no Brasil. Segundo 

Alves (2016), análises das proteínas solúveis do sobrenadante e das OMVs de X f  9a5c 

indicaram a presença da enzima LesA em abundância, além de comprovar a atividade lipásica 

através da degradação de compostos de tributirina.

Neste contexto, este trabalho teve como objetivo selecionar peptídeos inibidores da 

proteína LesA de X. fastidiosa 9a5c possivelmente aplicáveis como ferramenta biotecnológica 

no desenvolvimento de plantas resistentes à Doença de Pierce e à CVC.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1. Clorose Variegada dos Citros (CVC)

Em 1987 a CVC foi descrita pela primeira vez em Macaubal no Estado de São Paulo 

(ROSSETI et al., 1990) e já se encontrava distribuída nas regiões citrícolas do Brasil e da 

Argentina (TUBELIS et al., 1993), sendo rapidamente considerada como uma das doenças 

mais importantes presentes nos pomares cítricos brasileiros (LIMA, 1998). Atualmente, está 

presente em todas as áreas citrícolas do país, em diferentes intensidades, afetando cerca de 3% 

das laranjeiras das regiões de São Paulo e Minas Gerais, segundo levantamento do Fundo de 

Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) em 2016 (FUNDECITRUS, 2017).

Os sintomas da CVC incluem pequenas manchas internervais amarelas na face 

superior da folha, que correspondem a manchas de tonalidade marrom avermelhada na face 

inferior. Em níveis avançados da doença, as plantas apresentam ramos com encurtamento de 

entrenó, aumento de brotações nas gemas, morte dos ponteiros e queda das folhas. O frutos 

são reduzidos em até 75% do peso, apresentam aspecto queimado, alta concentração de 

açúcares e amadurecimento precoce (Figura 1). A longo prazo, os sintomas incluem 

diminuição da copa, declínio do sistema radicular, atrofia e, posteriormente, morte da planta 

(FUNDECITRUS, 2017; JANSE; OBRADOVIC, 2010).

Figura 1 -  Sintomas de CVC em folhas e frutos de laranjeira. Folhas e frutos sintomáticos à 
esquerda e frutos normais à direita (HOPKINS E PURCELL, 2002)
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A transmissão do patógeno para as plantas é mediada por algumas espécies de insetos- 

sugadores de seiva conhecidos como cigarrinhas (Hemiptera: Cicadellidae), sendo Acrogonia 

citrina, Bucephalogonia xanthophis, Dilobopterus costalimai, Macugonalia leucomelas e 

Oncometopia fascialis as espécies de maior importância no Brasil (JANSE; OBRADOVIC, 

2010).

Atualmente o seu manejo baseia-se no plantio de mudas sadias, na poda dos ramos 

afetados, eliminação de plantas severamente afetadas e no controle dos insetos vetores e, 

Assim, a convivência com essa doença no sistema produtivo citrícola tem demandado um 

frequente uso de inseticidas para controle dos vetores da bactéria que causa a CVC, o que, 

além de aumentar os custos de produção, tem impacto negativo no ecossistema local 

(FUNDECITRUS, 2017).

2.2. Patogenicidade e/ou virulência de bactérias

A interação entre as células bacterianas, assim como outros organismos, e o ambiente 

externo é realizada através de moléculas secretadas em mecanismos de secreção de proteínas. 

As bactérias Gram-negativas, diferentemente de Gram-positivas, possuem duas membranas 

lipídicas (membrana interna e membrana externa) que podem ser uma barreira entre o 

citoplasma e o meio extracelular para tais células, dificultando a internalização e secreção de 

solutos e polipeptídeos (NASCIMENTO, 2016).

Preston e colaboradores (2005) relataram que a virulência de algumas bactérias 

fitopatogênicas Gram-negativas está diretamente relacionada aos sistemas de secreção de 

proteínas dessas bactérias. Cada tipo de sistema de secreção, tipo I, II, III, IV e V, tem um 

papel importante na interação patógeno-hospedeiro em funções como a adesão bacteriana ao 

tecido, degradação da parede celular, aquisição de nutrientes e supressão de mecanismos de 

defesa do hospedeiro.

Os sistemas tipos II e V são compostos por mecanismos de dois passos, onde as 

proteínas são, primeiramente, transportadas ao espaço periplasmático através da membrana 

interna e, posteriormente, para o meio extracelular pela membrana externa (HENDERSON et 

al., 2004; KOROTKOV; SANDKVIST; HOL, 2012). Nos sistemas dos tipos I, III e IV, as

15



proteínas são transportadas diretamente ao espaço extracelular ou diretamente no citoplasma 

da célula vegetal, sendo o sistema tipo III o principal tipo utilizado na secreção de proteínas 

relacionadas à virulência por células fitopatogênicas e na supressão de resposta imune do 

hospedeiro através da detecção de PAMPs (do inglês, Pathogen-Associated Molecular 

Patterns) e de MAMPs (do inglês, Microbe-Associated Molecular Patterns) 

(NASCIMENTO, 2016).

O sistema de secreção tipo III tem importante papel na interação patógeno-hospedeiro 

de bactérias fitopatogênicas, como Pseudomonas syringae, Pseudomonas aeruginosa, 

Ralstonia solanacearum, Xanthomonas spp. e Erwinia carotovora (PRESTON; 

STUDHOLME; CALDELARI, 2005). No entanto, análises genômicas de bactérias como 

Rhizobium radiobacter e X f  indicam a ausência desse mecanismo de secreção em tais 

bactérias (MARIE; BROUGHTON; DEAKIN, 2001).

Diversos estudos suportam a importância do sistema de secreção tipo II para a 

patogenicidade bacteriana, além de relacionar o mesmo à secreção de enzimas necessárias 

para a degradação de diferentes componentes da parede celular vegetal, como 

endoglucanases, proteases, a-amilases e lipase/esterases em bactérias como Xanthomonas 

campestris pv. Campestris e Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) (DOW, 1987; JHA; 

RAJESHWARI; SONTI, 2005).

Segundo Chatterjee et al. (2008), estirpes de X f  são mais facilmente comparadas a 

várias espécies de Xanthomonas, já que ambos grupos são capazes de colonizar o xilema das 

plantas e, assim, as semelhanças e diferenças são analisadas. O que tornou-se possível através 

do sequenciamento de várias estirpes de Xf, assim como de espécies de Xanthomonas.

A análise comparativa entre os genomas de X f  e genomas de patovares de 

Xanthomonas revelam a presença de genes necessários para o sistema de secreção do tipo II 

em X f  (JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005; SIMPSON, 2000; VAN SLUYS et al., 2003).

O sistema tipo IV é importante na secreção de fatores de virulência em bactérias 

Gram-negativas, uma vez que a secreção de compostos é dificultada pela dupla membrana 

lipídica de tais bactérias (BOS; ROBERT; TOMMASSEN, 2007). Neste caso, as proteínas 

serão liberadas através de vesículas de membrana externa (OMV, do inglês Outer Membrane 

Vesicles), nas quais as moléculas são envoltas por uma membrana externa bacteriana 

(HENDERSON et al., 2004). As OMVs apresentam funções como disseminação de 

substâncias a longa distância das células bacterianas, comunicação célula-célula, aquisição de
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nutrientes e transferência horizontal de genes (KOLLING; MATTHEWS, 1999; 

MASHBURN; WHITELEY, 2005).

2.3. O papel de lipases/esterases na patogenicidade de X. fastidiosa

As lipases (EC 3.1.1.3) são enzimas lipolíticas encontradas em animais, plantas e 

micro-organismos, incluindo fungos e bactérias. São capazes de produzir compostos como 

ácidos graxos, diacilgliceróis, monoacilgliceróis e glicerol através da quebra de triglicerídeos. 

Ainda, são importantes na transferência de lípideos entre organismos e na deposição e 

mobilização de ácidos graxos como reserva energética (VILLENEUVE et al., 2000).

Em Xoo, agente causal do Crestamento Bacteriano em arroz (Oriza sativa L.), uma 

série de enzimas como lipase/esterase (LipA), celulase (CIsA), xilanase (XynB) são 

secretadas pelo sistema de secreção tipo II (JHA; RAJESHWARI; SONTI., 2005). Dentre tais 

enzimas, a LipA foi descrita recentemente como importante fator de virulência para 

patogênese de Xoo, sendo relacionada à degradação da parede celular e a respostas imunes do 

hospedeiro como a deposição de calose e morte celular programada (APARNA et al., 2009; 

JHA; RAJESHWARI; SONTI, 2005).

A análise funcional da proteína LesA de X. fastidiosa, semelhante à proteína LipA de 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae, mostrou que a LesA foi capaz de degradar um substrato 

éster e lipídeos de cadeia curta, porém, não foi capaz de clivar triacilglicerídeos de cadeia 

longa, indicando que a enzima de X. fastidiosa é uma lipase/esterase como a enzima de 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Recentemente, a enzima LipA foi caracterizada como sendo 

necessária para a manutenção do estado patogênico de Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria (Xcv) em tomate, onde ela é expressa nos estágios iniciais da infecção foliar 

(TAMIR-ARIEL et al., 2012).

Nascimento et al. (2016) relataram a presença de um gene (PD1703) como o principal 

fator de virulência de X f  Temecula 1. Em análise genômica comparativa, os autores 

verificaram que tal gene é codificador de uma lipase/esterase ortóloga a LipA de Xoo, 

denominada LesA. A LesA foi encontrada nas folhas infectadas de maneira abundante, 

indicando, assim, a associação dessa enzima a patogênese bacteriana.
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Posteriormente, os autores demonstraram que LesA acumula-se abundantemente nas 

margens foliares e que a sua distribuição correlaciona-se positivamente com as necroses 

foliares características da Doença de Pierce. Adicionalmente, demonstraram que a proteína 

LesA recombinante induz sintomas de hipersensibilidade em folhas de videira e que a mesma 

é transportada por vesículas de membrana externa (OMVs) e, portanto, sistema de secreção do 

tipo II, assim como em Xoo.

Os autores ainda relataram que os genes que codificam as lipases/esterases foram 

também encontrados no genoma da cepa 9a5c de X. fastidiosa, cepa que causa a CVC. Os 

genes XF0357, XF0358 e XF2151 são homólogos, respectivamente, aos genes PD1703 

(LesA), PD1702 e PD1211 da cepa Temecula 1, causadora da Doença de Pierce.

2.2 Tecnologia de Phage Display

Desde a criação da tecnologia por George Smith em 1985, a técnica de Phage Display 

(Ph.D.) tem sido uma importante ferramenta nos estudos de proteínas em áreas como 

imunologia, biologia celular e farmacologia (KUSHWAHA; PAYNE; DOWNIE, 2013). 

Trata-se de uma técnica molecular na qual proteínas são expressas na superfície proteica de 

um bacteriófago e tem sido utilizada para identificar a afinidade de proteínas e peptídeos a 

partir de uma biblioteca com mais de 1010 variantes (SCOTT; SMITH, 1990).

Quanto maior a variabilidade da biblioteca, maior será a possibilidade de selecionar 

fagos que interajam com o alvo exposto (POSNER et al., 1994; AZZAZY; HIGHSMITH, 

2002). A grande vantagem dessa tecnologia está na ligação direta existente entre o genótipo e 

o fenótipo experimental, mostrando a evolução dos ligantes selecionados até moléculas 

otimizadas (AZZAZY; HIGHSMITH, 2002).

Ph.D baseia-se na utilização de bacteriófagos da família Inoviridae (M13, fd, f1) 

(SIDHU, 2001), vírus bacteriófagos filamentosos que parasitam bactérias Gram-negativas que 

possuem o pílus F. Os vírus apresentam material genético (DNA) de fita simples, pequeno e 

circular. A partícula do fago é composta por proteínas estruturais (pIII, pVI, pVII, pVIII e 

pIX), sendo aproximadamente 2800 cópias da pVIII e cinco cópias da pIII. Neste sistema, o 

gene codificador do peptídeo ou proteína de interesse é geralmente fusionado a um dos genes 

destas duas proteínas da capa proteica do fago. Deste modo, o peptídeo, em geral, é expresso
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na extremidade N-terminal da pIII ou pVIII. No entanto, a pIII apresenta baixa 

representatividade em relação a pVIII. Assim, as bibliotecas de peptídeos sintéticos 

fusionados na pIII são mais indicados na seleção de ligantes de alta afinidade, quando 

comparados as bibliotecas de peptídeos na pVIII (PHIZICKY; FIELDS, 1995; BRIGIDO; 

MARANHÃO, 2002).

A seleção de peptídeos por Ph.D tem se mostrado uma importante técnica para a 

descoberta de novos ligantes enzimáticos, onde um número considerável de proteínas são 

selecionadas e separadas. Para tal, o processo consiste em dois passos, biopanning e 

screening. No biopanning, a biblioteca de fagos é incubada com o antígeno alvo, seguido de 

lavagens para remoção dos fagos não ligantes, ou seja, sem interação fago-antígeno. Os fagos 

ligantes são, então, eluídos através da incubação dos mesmos em soluções de pH 

extremamente altos ou baixos e amplificados por infecções sequenciais em bactérias, sendo 

feitas repetições da etapa de biopanning. O screening é realizado pela infecção da bactéria 

alvo em meios seletivos e seleção de colônias únicas, posteriormente (BENHAR, 2001; 

BRÍGIDO; MARANHÃO, 2002).

Os peptídeos ligantes atuam como ligantes “substitutos” e possuem como alvo 

somente um restrito número de sítios de ligação na enzima. Esses sítios são geralmente sítios 

funcionais da enzima, ou seja, podem ser os sítios ativos (local de interação enzima-substrato) 

ou sítios de regulação alostérica. Os inibidores enzimáticos, ao se ligarem a esses sítios, 

diminuem a atividade biológica da enzima. Peptídeos identificados por Ph.D. vem se 

mostrando potentes inibidores enzimáticos por se ligarem a esses sítios (HYDE- 

DERUYSCHER et al., 2000).

Há um grande interesse na identificação de inibidores enzimáticos e a técnica de 

Ph.D. tem sido amplamente utilizada com esse intuito. Existem relatos de buscas por 

inibidores de enzimas que catalisam a formação de moléculas estruturais de bactérias 

patogênicas, como peptideoglicanos, para que esses peptídeos sejam utilizados como drogas 

antibacterianas (EL ZOEIBY; SANSCHAGRIN; LEVESQUE, 2003), inibidores de enzimas 

envolvidas no aumento no número de células cancerígenas (WANG et al., 2009) e inibidores 

de proteases de micro-organismos fitopatogênicos (KUSHWAHA; PAYNE; DOWNIE, 

2013).

Dessa maneira, considerando o envolvimento da enzima LesA na virulência da 

bactéria X. fastidiosa na Doença de Pierce descritos por Nascimento (2016), assim como as

similaridades entre as estirpes de X f  que causam a doença de Pierce e a CVC, torna-se
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necessário ferramentas para o desenvolvimento de alternativas de controle para tais doenças, 

sendo uma dessas ferramentas a seleção de peptídeos inibidores da atividade enzimática da 

proteína LesA por Phage Display. Os peptídeos ligantes da tríade catalítica dessa enzima, que 

sejam capazes de inibir a sua atividade lipásica/esterásica, poderão ser utilizados futuramente 

no desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas que sejam mais resistentes à CVC 

e à Doença de Pierce.

3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Expressão da proteína LesA em sistema heterólogo

A sequência codificadora da enzima LesA foi previamente clonada no vetor de 

expressão pJexpress 401 (DNA2.0) sob o controle do promotor T5. Essa construção foi 

utilizada para a transformação de células competentes ElectroMAX™ DH5a-E™ (Life 

Technologies, USA).

As células transformadas cresceram em meio Luria-Bertani (LB) contendo canamicina 

(50 pg/mL), à temperatura de 37 °C, sob agitação de 120 rpm até atingir valor de O.D600nm de 

0,8. Para a indução da expressão, foi adicionado à cultura 1 mM de IPTG e essa foi incubada 

a 30 oC, 120 rpm por 3 horas.

A extração das proteínas foi feita com tampão de lise (Tris-HCl pH 7,5 150mM; NaCl 

225mM, lisozima 0,15 mg/mL, inibidor de protease 3%, glicerol 3%, EDTA 6mM). Foram 

adicionados 2 mL do tampão aos pellets para ressuspensão e as células lisadas por ultrassom 

através de aparelho sonicador com 6 pulsos de 30 segundos cada e intervalos de 1 min no gelo 

entre os pulsos. A amostra, então, foi centrifugada por 30 minutos, a 8000 rpm, 4 oC. O 

sobrenadante foi coletado e a concentração das proteínas determinada pelo método de 

Bradford utilizando-se BSA como padrão.
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3.2 Purificação da proteína LesA por imunoprecipitação

A imunoprecipitação da proteína LesA foi realizada utilizando o kit Anti-FLAG® M2 

Magnetic Beads (Sigma-Aldrich). Frações do sobrenadante coletado no item 3.1 foram 

adicionadas a 250 pL de beads magnéticos. Os tubos permaneceram no agitador na câmara 

fria overnight.

A fração não ligada foi coletada para análise em SDS-PAGE 12,5% e as beads 

magnéticas foram lavadas com TBS 1x. A eluição da proteína foi feita com 200 pL de tampão 

de eluição (1M glicina, pH 3,0) e neutralizadas com 15 pL de tampão neutralizante (1M Tris- 

HCl, pH 8,0), realizando eluições sucessivas. As alíquotas referentes a cada eluição foram 

aplicadas em SDS-PAGE 12,5%.

3.3 Análise das proteínas por SDS-PAGE e verificação da proteína LesA purificada 

por western-blot utilizando anticorpo anti-LesA

A qualidade da expressão e integridade da proteína foram avaliadas por meio de SDS- 

PAGE, géis bifásicos com uma fase de separação (12,5%) e uma fase de empacotamento

(3%).
As amostras foram preparadas com duas amostras do extrato de proteínas obtido com 

a lise celular (14 e 21 pL) e 7 pL de tampão de amostra na concentração final de 1X (Tris- 

HCl 125 mM, pH 6,8; SDS 4%; glicerol 10%; azul de bromofenol 0,2%; P-mercaptoetanol 

4%). A incubação foi realizada a 100°C por 10 minutos precedendo a aplicação no gel. O 

marcador utilizado foi o Thermo Scientific Pageruler Plus Prestained Protein Ladder 

(Thermo Scientific).

A eletroforese ocorreu em duas fases. A fase inicial, de empacotamento, de 

aproximadamente 30 minutos a 80V, seguida da fase de separação por aproximadamente 2,5 

horas a 100V.

O gel foi corado com solução Coomassie Blue coloidal G-250. Mantido em solução 

fixadora (metanol 40%, ácido acético 2%) por 30 minutos e, posteriormente, solução corante 

(metanol 30%, sulfato de amônio 8% e ácido fosfórico 0,8%) e Coomassie Blue G-250
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(0,08%), overnight. Após corado, o gel foi incubado em solução descorante (etanol 30%; 

ácido acético 50%) para remoção do excesso de corante.

A verificação da correta expressão da proteína foi realizada seguindo protocolo de 

Western-blot utilizando anticorpo policlonal anti-LesA. Assim, as proteínas foram 

transferidas overnight para membrana de nitrocelulose a 50mA em sistema de transferência 

úmida.

A membrana foi bloqueada por 1h à temperatura ambiente e lavada com PBS em leite 

em pó desnatado 5% (m/v) e com PBS-T 0,1% (Tween 20), respectivamente. O anticorpo 

anti-LesA foi diluído (1:1000) em PBS-M 1% (PBS suplementado com 1% de leite em pó 

desnatado) e mantido em contato com a membrana à temperatura ambiente por 2h. Após a 

lavagem da membrana, foi feita a incubação com anti-IgG de coelho conjugado com 

peroxidase(HRP) (1:2500) produzido em cabra por 1h à temperatura ambiente (Life 

Technologies, USA). Após a lavagem, a revelação foi feita com o kit ECL Plus Western 

Blotting Detection Reagents (GE Life Sciences).

Um gel com as frações da purificação foi corado por Coomassie Blue coloidal G-250 e 

outro gel, com os mesmos padrões, transferido para membrana de nitrocelulose e revelado 

com anticorpo anti-LesA.

3.4 Seleção (biopanning) dos peptídeos que interagem com a esterase LesA pela 

tecnologia de Phage Display.

Para o ensaio utilizou-se uma biblioteca randômica de peptídeos (PhD-7, New 

EnglandBiolabs, USA), seguindo os protocolos de acordo com Barba et al. (2001).

Uma amostra contendo 2 x 1011 partículas de fagos infecciosos foi submetida a três 

ciclos de seleção e amplificação. A seleção foi feita através de 50 pL de beads magnéticas 

contendo anticorpo anti-Flag (FLAG® M2 Magnetic Beads - Sigma-Aldrich) anteriormente 

lavadas com 1mL de tampão TBS-T (0,1% Tween-20).

As beads foram bloqueadas utilizando tampão TBS com BSA 3% por 1h, a 37°C 

seguido da lavagem com TBS- T (0,1% Tween-20). Uma seleção negativa foi realizada de 

modo que as beads foram incubadas com 2 x 1011 partículas de fagos da biblioteca PhD-7 a 37
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oC por 1h. O sobrenadante contendo as proteínas que não interagiram com as beads e/ou 

anticorpo foi adicionado às beads acopladas com LesA purificada anteriormente. A incubação 

foi feita por 1h a 37°C. A resina foi lavada com TBS-T (0,1% Tween) e as partículas não 

ligadas foram descartadas. Os fagos ligantes foram eluídos com 200 pL de tampão de eluição 

(Glicina-HCl 0,2 M pH 2,2 e BSA 1 mg/mL) à temperatura ambiente por 10min.

Os fagos foram transferidos para um novo tubo contendo 40 pL de Tris-HCl 1M (pH 

9,1) para neutralização, posteriormente amplificados em E. coli (ER2738) (New England 

Biolabs, Beverly, MA, USA), purificados por PEG-NaCl. Após três ciclos de seleção, as 

colônias individuais foram crescidas em placas de microtitulação e tituladas como descrito 

por Barbas et al. (2001).

3.5 Análise da integridade do DNA por eletroforese

Para analisar a integridade do DNA extraído dos fagos selecionados no biopanning foi 

feita a eletroforese em gel de agarose. As amostras foram preparadas com 2 pL do DNA 

extraído de 15 fagos aleatoriamente e 2 pL de loading buffer. Padrão molecular o marcador 

M13. A eletroforese correu a 110V por cerca de 1h30 min.

3.6 Sequenciamento dos fagos ligantes

O sequenciamento foi realizado utilizando o kit DYEnamicTM ET dye termination 

(GE Healthcare, USA). Foi utilizado o primer 296 M13 (5’

CCCTCATTAGTTAGCGCGTAA- CG-3’).

A detecção foi feita no sequenciador automático MegaBace 1000 Genetic Analyzer 

(Amersham Biosciences) e as sequências de aminoácidos foram deduzidas com base nas 

sequências nucleotídicas e analisadas usando o software ExPASy Bioinformatics Resource 

Portal, atráves do link: http://web.expasy.org/translate/
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3.7 Avaliação dos peptídeos capazes de inibir a atividade esterásica de LesA por 

Ensaio Fluorimétrico

O ensaio da atividade esterásica foi feito utilizando como substrato 4-MUB (4- 

metilumbeliferil butirato). Os 95 clones selecionados no biopanning foram utilizados para 

testar a capacidade inibitória da atividade esterásica da proteína LesA. Para tal, 10 pL de 

fagos com concentração na ordem de 2,8x1013 foram incubados com 3,5pg do lisado de E. 

coli (expressando a enzima LesA). O volume foi padronizado para 20pL com PBS 1x. Ao 

abrigo de luz, foram adicionados 80 pL de 5mM de 4-MUB (1,25 mg 4-MUB; 125 pL 

DMSO; 1,25 pL de triton x -100) em tampão citrato (0,1M ácido cítrico, 0,05M NaH2 PO4, 

pH 5).

Os materiais utilizados para controle foram o lisado da bactéria DH5a, fago selvagem, 

LesA+fago selvagem e LesA, todos na concentração de 3,5 pg e volume ajustado para 20 pL 

com PBS e em três repetições para cada tratamento. O substrato foi adicionado anteriormente 

à leitura, realizada a 10 minutos, a 30 °C com comprimento de onda de excitação fixado em 

365 nm e de emissão em 455nm, no fluorímetro leitor de placas Multimode (EnSpire).

Os resultados de fluorescência foram submetidos à análise de variância e as médias ao 

teste de agrupamentos de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. Todas as análises foram 

realizadas com o auxílio do SISVAR (FERREIRA, 2011).

3.8 Curva Padrão de 4-MU

A curva padrão de 4-MU (4-Methylumbelliferone) foi feita por solução de 4-MU 

(1mM) e sucessivas diluições (300; 150; 75; 37,5; 18,75; 9,375 e 4,68 pM) em tampão citrato 

(0,1 M Ácido Cítrico, 0,05 M NaH2 PO4.12H2O,pH 5,0) a partir da solução de 1mM .

As leituras foram feitas após 10 min, a 30°C com comprimento de onda de excitação 

fixado em 365 nm e de emissão em 455nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Análise das proteínas por SDS-PAGE e verificação da integridade da proteína 

LesA purificada por western-blot utilizando-se anticorpo anti-LesA

A expressão de LesA em sistema heterólogo (cepa de expressão E. coli DH5a) foi 

analisada em gel SDS-PAGE 12,5% (Figura 2), sendo possível visualizar a presença de 

grande quantidade de proteína no lisado da bactéria.

A transferência do gel para uma membrana de nitrocelulose e marcação com anticorpo 

policlonal anti-LesA possibilitou a visualização da banda correspondente à proteína LesA, 

peso molecular esperado de 42kDa, conforme Figura 3. A espessura da banda observada após 

a revelação do western-blot é diretamente proporcional à quantidade de proteína utilizada na 

amostra, resultado que indica que o protocolo de expressão da proteína foi efetuado com 

êxito.

Figura 2 -  Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%. 1: padrão de massa 
molecular; 2: 14 p,L de extrato bacteriano expressando LesA; 3: 21 ^L de extrato bacteriano 
expressando LesA.
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Figura 3 -  Detecção da LesA por Western-Blot. 1: padrão de Massa Molecular; 2:14 pL de 
extrato bacteriano expressando LesA, 3: 21 pL de extrato bacteriano expressando LesA.

4.2 Purificação da proteína LesA por imunoprecipitação

As bandas (3 a 9) referentes às frações obtidas na purificação da LesA foram 

avaliadas em SDS-PAGE (12,5%). As bandas são referentes a cada eluição das beads 

magnéticas, sendo que maior quantidade

de proteína é observada nas bandas referentes às primeiras eluições feitas (Figura 4- 

A). A purificação da proteína de interesse foi confirmada através de Western-Blot com 

anticorpo anti-LesA com diluição 1:1000. Foi possível observar a presença das bandas de 3 

a 6, condizentes à purificação pelas beads magnéticas, conforme Figura 4-B.

M, 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 k0. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(A) (B)

Figura 4 -  A: SDS-PAGE 12,5% da purificação da proteína LesA. B: Western-blot das 
eluições após a imunoprecipitação da proteína LesA. 1: Padrão de Massa Molecular; 2: 
Lisado de DH5a- LesA; 3-9: Eluições sucessivas da proteína LesA; 10: Fração não ligada.
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4.3 Seleção (biopanning) dos peptídeos que interagem com a esterase LesA pela 

tecnologia de Phage Display

No processo de seleção dos peptídeos, as titulações foram eficientes nos três ciclos de 

seleção (Tabela 1). Os fagos não específicos ao alvo foram eliminados através de lavagem, 

demonstado pela redução na concentração dos fagos após amplificação, e os fagos ligantes à 

proteína foram eluídos para posterior sequenciamento e identificação dos fagos inibidores.

Tabela 1 -  Títulos obtidos nos 3 rounds de seleção expressos em unidades formadoras de 
colônias (UFC).

Round Não Amplificado Amplificado

1° 2,7x10-5 1,0 x10-11

2° 1,8x10-5 1,1 x10-11

3° 1,0 x10-5 -

4.4 Análise da integridade do DNA por eletroforese

Foi possível visualizar, no perfil eletroforético, as bandas referentes ao DNA de todas 

as 15 amostras analisadas (Figura 5), verificando-se que o material encontrava-se íntegro, 

demonstração de que o processo de extração de DNA foi eficiente.

Foi realizado o sequenciamento das amostras de DNA correspondentes a 95 fagos 

selecionados pelo biopanning. Dessas amostras analisadas foi possível obter o 

sequenciamento de quatro amostras com alta qualidade.
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Figura 5 -  Perfil eletroforético das amostras de DNA extraídas dos 15 fagos aleatórios

4.5 Avaliação dos peptídeos capazes de inibir a atividade esterásica de LesA por 

Ensaio Fluorimétrico

Com base na atividade esterásica e na capacidade de clivar lipídeos de cadeia curta e 

de menor hidrofobicidade da proteína LesA, foi realizado um ensaio fluorimétrico utilizando 

como substrato o 4-MUB (4-metilumbeliferil butirato) para avaliar o potencial de inibição da 

atividade da enzima dos peptídeos anteriormente selecionados. As esterases são capazes de 

hidrolisar o composto 4-MUB a ácido butírico e 4-MU (4-metilumbeliferil), uma molécula 

altamente fluorescente (ROBERTS, 1985; VANEECHOUTTE et al., 1988). Desta forma, 

concentração de 4-MU foi medida indiretamente pela intensidade fluorimétrica (A.U) após a 

degradação do substrato 4-MUB e dos valores de intensidade fluorimétrica/concentração 

obtidos na curva padrão de 4-MU.

Foram utilizados 95 clones, analisados e comparados ao controle (LesA+Fago 

Selvagem) quanto aos valores de intensidade fluorimétrica em 10 minutos após exposição. 

Com base na curva padrão de 4-MU, foi possível determinar que os valores de concentração 

de 4-MU são proporcionais à atividade enzimática da LesA, de forma que quanto maior o 

valor de 4-MU maior a atividade esterásica da enzima.
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Dentre os 95 fagos analisados e sequenciados, três foram selecionados devido à baixa 

concentração de 4-MU (Figura 6), identificada pela baixa intensidade fluorimétrica expressa 

em A.U. O que indica a inibição da atividade da LesA pelo fago ligante quando comparado ao 

controle (LesA+fago selvagem) (Tabela 2).
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Figura 6 -  Gráfico com os valores de fluorescência a 10 minutos e tipos de fagos inibidores 
*LesA + Fago Selvagem

Tabela 2 -  Porcentagem de inibição da enzima LesA dos fagos selecionados

FAGOS % DE INIBIÇÃO*

F2 13,1
F5 18,6

G1 29,2

*Porcentagem de inibição de Les+Fago quando comparada à LesA+ Fago Selvagem

Na comparação dos valores de influorescência de todos os fagos, os fagos referentes às 

menores concentrações de 4-MU foram estatisticamente analisados. Assim, observa-se que os 

F2, F5 e G1 são significativa superior aos demais fagos avaliados, porém estatisticamente não
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diferem entre si (Tabela 3). No entanto, o fago G1 teve maior taxa de inibição numérica, 

apresentando 29,2% de inibição no tempo de leitura determinado.

Tabela 3 -  Médias de valores de intensidade fluorimétrica (A.U) de fagos ligantes7

TRATAMENTOS MÉDIAS

Fago Selvagem 12510.000000 a

DH5a 17704.000000 a

G1 49311.000000 b

F5 56675.333333 b

F2 60510.333333 b

F11 69640.333333 c

G9 72405.000000 c

F6 73893.000000 c

F8 74455.666667 c

F4 74583.666667 c

F12 75288.333333 c

E12 75337.666667 c

G4 75465.333333 c

F9 76146.000000 c

G2 77074.666667 c

E9 78436.000000 c

G3 81898.000000 c

G12 85826.333333 c

LesA 88223.666667 c

G7 88740.666667 c

E11 89640.333333 c

F7 91417.666667 c

G8 91606.000000 c

LesA + Fago Selvagem 92499.333333 c

E10 94681.000000 c

G11 97143.333333 c

F3 100373.333333 c
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F1 101101.000000 c

G10 104810.333333 c

F10 119608.333333 d

G6 135676.000000 d

G5 142728.000000 d

1Médias seguidas de letras iguais nas colunas não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de 

probabilidade.

As baixas taxas de inibição são explicadas devido à presença de outras lipases 

secretadas pela bactéria E. coli, já que foi utilizado as proteínas totais de bactéria expressando 

a proteína LesA. Nesse contexto, os peptídeos não são capazes de inibir tais lipases devido à 

ausência de especificidade peptídeo-proteína, tendo elas, portanto, ação sobre o substrato 

utilizado. Dentre os fagos ligantes, o sequenciamento foi de baixa qualidade e não foi possível 

identificar a sequência de aminoácidos.

5 CONCLUSÕES

A expressão da proteínas LesA em sistema heterólogo, assim como a purificação por 

imunoprecipitação mostraram-se eficientes.

A submissão da proteína LesA à biblioteca de fagos possibilitou a identificação, dentre 

os fagos ligantes, de três possíveis fagos com boa porcentagem de inibição da atividade 

esterásica da LesA quando comparados à LesA ligada ao fago selvagem, porém as sequências 

nucleotídicas dos mesmos apresentavam baixa qualidade e o sequenciamento do DNA dos 

fagos de interesse deverá ser repetido.

Ainda, devido à hipótese de que as lipases de E. coli possam ter mascarado o potencial 

de inibição dos peptídeos ligantes, os ensaios de inibição deverão ser repetidos com a enzima 

LesA purificada.
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