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RESUMO

A pecgonha ofidica ¢ composta majoritariamente de proteinas, como as serinoproteases.
Entre essas, especifica-se as serinoproteases thrombin-like, cujo efeito coagulante ja foi
comprovado, sendo assim, um possivel farmaco para o tratamento de desregulagdes
hemostaticas, como a Hemofilia. Desse modo, visou-se realizar a sintese e a caracterizagao
funcional da serinoprotease thrombin-like recombinante (rSBP-I) da peconha de Bothrops
pauloensis, serpente tipica do Cerrado brasileiro, expressa em Nicotiana benthamiana. Para a
realizacdo da sintesse da proteina de interesse fez-se a clonagem de coldnias de E. coli DH5a,
previamente transformadas com a sequéncia de genes referente a rSBP-I inserida no vetor
pEAQ-HT, e posterior transformagao por eletroporagdo de colonias de R. radiobacter EHA105
com o material genético de coldnias de E. coli com transformagado confirmada por PCR seguida
de uma eletroforese em gel de agarose. Depois de confirmar a transformacao das R. radiobacter,
realizou-se a agroinfiltracdo com colonias bacterianas confirmadas na regido abaxial de folhas
de Nicotiana benthamiana por pressdo de seringa. Cinco dias ap6s a infiltracdo, realizou-se a
coleta das folhas infiltradas e material selvagem (folhas de plantas ndo infiltradas).
Posteriormente, fez-se a extragdo rpoteica dos materiais coletados, cujos extratos foram
purificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Tais materiais purificados
foram dialisados, liofilizados e ressuspendidos, sendo posteriormente quantificados pelo
método de Bradford, assim como os extratos proteicos. Para confirmar a expressao da rSBP-I,
realizou-se o protocolo de Western Blotting tanto dos extratos quanto dos materiais purificados.
De modo a determinar a funcionalidade parcial da rSBP-I expressa, analisou-se a Atividade
Fibrinogenolitica da proteina com variacdo de tempo de reacdo. Ao final do estudo, foi
detectada uma proteina presente no material extraido das folhas infiltradas com a construgao
rBPSP-I e ausente no material controle. Entretanto a massa molecular observada ¢ inferior a
massa teorica esperada, fazendo com que nao fosse possivel afirmar que proteina recombinante
de interesse foi produzida em plantas de Nicotiana benthamiana infiltradas. Foi possivel
observar um efeito fibrinogenolitico em extratos proteicos de folhas infiltradas no tratamento
de 60 minutos quando comparado ao material controle. Estudos posteriores deverdo ser

realizados para a confirmacao da identidade da proteina expressa.

Palavras-Chave: Disturbios Hemostaticos, Hemofilia, Biofarmaco, Biotecnologia

Vegetal, Proteina Recombinante.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui 405 espécies de serpentes (“Herpetologia Brasileira”, 2018), das quais,
somente as pertencentes das Familias Elapidae e Viperidae sao peconhentas (BERNARDE,
2011). Dentro da Familia Viperidae, o género Bothrops ¢ composto por aproximadamente 50
espécies de serpentes sendo o mais diverso ¢ a Subfamilia Crotalinae, e esta presente em regides
geograficas distintas com uma extensa distribuicdo no territério Centro e Sul Americano
(BARBO et al., 2016; FENKER et al., 2014). No Brasil ha, em média, 30 espécies de serpentes
do género Bothrops, as quais sao importantes na herpetologia e no estudo epidemiolédgico dos

acidentes ofidicos (BOCHNER; STRUCHINER, 2003; PINHO; PEREIRA, 2001).

A composi¢do bioquimica da peconha ofidica pode variar tanto intraespecificamente
quanto interespecificamente (QUEIROZ et al., 2008), porém, de modo geral, esse ¢ composto
principalmente por proteinas e peptideos os quais atuam causando danos neurologicos,
hemostaticos e citotoxicos (ALAPE-GIRON etal., 2008; CASEWELL etal., 2014) . Os estudos
de caracterizagdo bioquimica da peconha de algumas serpentes do género Bothrops
demonstraram que 90 % de seu peso seco € composto por proteinas, com carater enzimatico ou
ndo, como serinoproteases, metaloproteinases, lectinas tipo C e fosfolipases A2 (CUNHA;

MARTINS, 2012).

A acdo sinergética de proteinas de peconhas ofidicas potencializa seus efeitos hemotoxicos
(DOLEY; KINI, 2009), ao causar o distarbio da hemostasia tanto induzindo quanto suprimindo
a coagulacdo sanguinea ao ativar ou inibir a agrega¢ao plaquetaria e os fatores de coagulagao,
Fator Cinco (FV), Fator Dez (FX), Fator Sete (FVII), e Fator Dois (FII) (SAJEVIC;
LEONARDI; KRIZAJ, 2011). Desse modo, a pegonha pode afetar o sistema cardiovascular e
renal (GUTIERREZ; ESCALANTE; RUCAVADO, 2009), assim como induzir acidentes
vasculares cerebrais hemorragicos (MACHADO et al., 2010).

Entre as proteinas presentes na peconha de serpentes que afetam o equilibrio hemostatico,
as serinoproteases formam um grupo intensamente pesquisado através dos anos devido seu
interesse  bioquimico e farmacoldgico (SERRANO, 2013). Como exemplo, cita-se o
Batroxobin®, uma enzima isolada do veneno de Bothrops atrox utilizada no tratamento e

prevengdao de hemorragias e hemofiliais (DOS SANTOS; FORTES-DIAS; DOS SANTOS,
[s.d.]).



As serinoproteases sdo um grupo de proteases hidroliticas com grande diversidade
estrutural e funcional cujo sitio catalico ¢ composto, majoritariamente, por residuos de Serina
(Ser), Histidina (His) e Aspartato (Asp), o qual catalisa a reacao do grupo carbonil das proteinas
(DI CERA, 2009; PAGE; DI CERA, 2008). E possivel obersar a estrutura tridimencional da
proteina BjussuSP-1, uma serino protease thrombin-like, presente na peconha da Bothrops

Jjararacussu na Figura 1 (ULLAH et al., 2013).

Figura 1 - Estrutura da BjussuSP-1, uma serinoprotease thrombin-like da peconha
de Bothrops jararacussu. Estrutura tridimencional obtida por difragdo de Raio-X (2.60A) da
proteina Jararacussin-1, sendo destacado o sitio catalitico (Histidina-57, Aspartato-102 e

Serina-195).

Adaptado de ULLAH et al.,2013.

Devido a diversidade estrutural das serinoproteases, esse grupo de enzimas também
apresenta funcionalidades e alvos cataliticos diversos (HEDSTROM, 2002). Quanto aos seus
efeitos sobre a hemostasia, as serinoproteases presentes na pegonha ofidica podem tanto induzir
a coagulagdo sanguinea ao ativar o FV, quanto terem efeito anticoagulante ao ativarem a

proteina C, que consequentemente, inibe o FVa (BRAUD; BON; WISNER, 2000).



Uma classe importante dessas enzimas, as serinoproteases thrombin-like, diferencia-se das
demais por hidrolisar a cadeia o e/ou B do fibrinogénio, formando fibrina, acdo semelhante a
Trombina, tendo, portanto, acao coagulante (ULLAH et al., 2018), conforme pode ser visto na
Figura 2, a qual apresenta a via de coagulacdo assim, como o efeto das serinoproteases
thrombin-like sobre as vias fisiologicas de coagulacdo. Tais serinoproteases estdo presentes
principalmente em pegonhas de serpentes da Familia Vipiridae e variam de funcionalidade e
alvos na via de coagulagdo dependendo da espécie de onde a proteina ¢ extraida (BRAUD;

BON; WISNER, 2000).

Figura 2 - Esquema das vias fisiologicas de coagulacio do sangue, assim como o local
de acio da serinoprotease thrombin-like. Em amarelo destaca-se a serinoprotease
thrombin-like agindo sobre o fibrinogénio ao hidrolisar a cadeia a e/ou B, formando fibrina e,

consequentemente, os coagulos de fibrina e os produtos de degradagdo de fibrina.
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Adaptado de SERRANO, 2013.

A andlise protedmica da pegonha de Bothrops pauloensis, espécie de serpente tipica da

regido do Cerrado brasileiro conhecida popularmente como “Jararaca pintada” (MACHADO;



SILVA; SILVA, 2014), demonstrou que serinoproteases compdoem aproximadamente 10% de
seus elementos proteicos, dentro dessas, as serinosproteases thrombin-like (RODRIGUES et
al.,, 2012). O estudo das toxinas da pegonha de Bothrops pauloensis, especialmente de
serinoproteases thrombin-like, possuem importancia clinico cientifica devido potencial
terapéutico desses compostos contra disturbios hemostaticos (JABLAOUI et al., 2018; M.
RODRIGUES et al., 2015).

O desenvolvimento recente de diversas areas da biotecnologia facilitou a producao de
proteinas recombinantes de modo a possibilitar a modifica¢do, identificagdo, sintese e
isolamento dessas biomoléculas em diversos tipos de organismos modelo (YOUNG;
BRITTON; ROBINSON, 2012). Tal avanco, juntamente com o desenvolvimento de
hibridomas, na década de 70, possibilitou a produ¢do em larga escala de proteinas
recombinantes farmacéuticas, denominados “biofarmacos”, em diversos sistemas de expressao,
tanto em organismos procariotos quanto em eucariotos, o que trouxe beneficios para o

tratamento de doengas como o Diabetes tipo 1 e as Hemofilias tipo 1 e 2 (WALSH, 2013).

Ha anos, algumas espécies de plantas, como o tabaco, tém sido utilizadas para a produgao
de proteinas heter6logas com potencial farmacéutico. Tal sistema apresenta como vantagens o
custo de produgdo reduzido, a répida escalabilidade e a possibilidade modificar a conformacao
de proteinas complexas com precisdo (MA; DRAKE; CHRISTOU, 2003). As células vegetais
modificadas geneticamente, desse modo, podem ser utilizadas como biorreatores para a sintese

em larga escala de biofarmacos e vacinas (DANIELL et al., 2009).

A expressdao de proteinas recombinantes em organismos procariotos, como Escherichia
coli, ¢ bem determinada e amplamente utilizada, porém, € um sistema de expressao incapaz de
sintetizar proteinas que necessitem de modifica¢des pos-traducionais, como a glicosilagao, para
serem funcionais. Além disso, esses organismos produzem naturalmente endotoxinas, sendo
mais uma desvantagem desse sistema de expressao heterélogo (DEMAIN; VAISHNAV, 2009).
Por outro lado, a sintese de proteinas recombinantes em organismos vegetais apresenta pequeno
risco de contaminacao e facil adaptabilidade para sistemas em grande escala, além de ser um
método barato e possibilitar a sintese de proteinas com modicagdes pos-traducionais (MA;

DRAKE; CHRISTOU, 2003).

Além disso, também pode ser feita a expressdo heterdloga transiente de proteinas
terapéuticas e anticorpos monoclonais em organimos vegetais (KOMAROVA et al., 2010). Tal

método de expressao de proteinas recombinantes em plantas transgénicas ¢ rapido, flexivel e



eficiente, podendo ser induzida em estagios de desenvolvimento avang¢ados do organismo
vegetal, sendo viavel para produgdes em grandes escalas (LEUZINGER et al., 2013). Um dos
métodos utilizados para realizar a transformacdo de plantas com genes heterdlogos ¢ a
agroinfiltracdo a vacuo de bactérias Rhizobium radiobacter transformadas nas folhas das

plantas, como o tabaco (FISCHER et al., 1999).

R. radiobacter ¢ uma a-Proteobactéria, mével, gram-negativa encontrada, tipicamente, no
solo, e infecta diversas espécies vegetais, fixando-se e proliferando-se na superficie de raizes
(GELVIN, 2018). Pode-se ver uma microscopia eletronica de varredura da bactéria e sintomas
de sua infecgdo nas Figuras 3 e 4, respectivamente. Tal bactéria € um organismo tumorogénico,
devido a sua capacidade de introduzir segmentos de DNA bacterianos, presentes da regido T
do plasmideo Ti, no genoma do hospedeiro, sendo esse processo remediado pelos componentes
Vir, expressos pela Regido Vir do plasmideo Ti, que reconhecem da célula vegetal, estimulam
a regido génica virulenta, transportam o T-DNA e o inserem no DNA da célula vegetal (GUO

et al., 2019), conforme demonstrado na Figura 5.

Figura 3 - R. radiobacter fixada em uma célula vegetal. Fotografia de um Microscopio

Eletronico de Varredura demonstrando bactérias R. radiobacter fixadas a uma célula vegetal.

Fonte: “The Genome of Agrobacterium tumefaciens”, [s.d.]



Figura 4 - Sintoma da infeccio de R. radiobacter. Fotografia de uma raiz de um

espécie vegetal infectado com o R. radiobacter.

Fonte: “Agrobacterium tumefaciens — Plant Parasites of Europe”, [s.d.].



Figura S - Mecanismo de infec¢ao R. radiobacter. Desenho esquematico demonstrando
a bactéria R. radiobacter reconhecendo uma célula vegetal e ativando a Regido Vir para a

realizar a inser¢ao da Regido T no genoma da célula hospedeira.
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Um dos vetores utilizados para a expressdo transiente de proteinas recombinantes € o

Adapada de Guo et al.,2019.

baseado no sistema de expressdo hipertranslacional do virus do mosaico de feijdo-caupi
“CPMV-HT” (do inglés Cowpea Mosaic Virus hypertranslational), denominado vetor pEAQ-
HT, o qual possibilita a produgdo facil, rapida e versatil de multiplas proteinas recombinantes
em plantas (PEYRET; LOMONOSSOFF, 2013; SAINSBURY; THUENEMANN;
LOMONOSSOFF, 2009). Diversos estudos foram realizados visando a expressdo e a
caracterizacdo de proteinas heterdlogas transientes utilizando-se vetores pEAQ-HT,
representado pela Figura 6, como exemplo, foi sintetizada a lipase gastrica humana (hGL) nas
folhas da planta de Nicotiana benthamiana através do sistema CPMV-HT e observou-se

producdo eficiente, possivel de ser feita em larga escala (VARDAKOU et al., 2012).



Figura 6 - Ilustraciao esquematica do vetor PEAQ-HT. Constru¢ao génica do vetor no
plasmideo pEAQ-HT, contendo a regido promotora, onde inicia-se a transcri¢ao génica;
peptideo sinal gene de interesse, que direciona a proteina sintetizada para uma organela

celular; Origem de replicagdo, regido onde a dupla hélice ¢ aberta, permitindo a replicacao;
genes de resisténcia a antibidticos, 0s quais expressam proteinas que inibem a agao de

antibioticos especificos para a sele¢ao de micro-organismos.
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Adaptado de SAINSBURY; THUENEMANN; LOMONOSSOFF, 2009

Para a sintese eficaz e otimizada de proteinas heterologas em N. Benthamiana faz-se
necessario a utilizagdo da proteina P19 Artichoke Mottled Crinckle virus (AMCV) que atua
como supressor viral de silenciamento de genes. Estudos anteriores comprovaram o efeito do
P19 sobre a sintese do antigeno Nef' do HIV-1 a partir da co-agroinfiltragdo a vacuo foi benético
sobre os niveis de expressao (CIRCELLI et al., 2010). Outro fator otimizador do sistema de
expressao heter6logo em espécies vegetais € a sequéncia peptidica RAMY 3D SP codifica um
peptideo sinal da alfa-amilase do arroz, enderecando a proteina recombinante aos cloroplastos

e / ou amiloplastos, evitando, assim a sua degradacao e desativagdo (CHEN et al., 2004).

2 JUSTIFICATIVA

A hemofilia ¢ um distarbio hemorragico congénito, sendo classificado em dois tipos:
hemofilia A, quando hé deficiéncia do fator de coagulagdo oito (FVIII); ou hemofilia B, causada
pela deficiéncia do fator de coaguagdo nove (FIX). Tal disturbio ¢ devivo a mutacdes nos
respectivos genes dos fatores de coagulagao (SRIVASTAVA et al., 2013). A doenga possui
importancia clinica tanto nacionalmente, afetando cerca de um em cada dez mil individuos do

sexo masculino no Brasil (CAIO et al., 2001), quanto internacionalmente, ja que estima-se que,



nos EUA, 13.320 casos de hemofilia A e 3.640 casos de hemofilia B no periodo de um ano
(SOUCIE; EVATT; JACKSON, 1998).

Tal doenca pode causar hemorragias do sistema nervoso central, gastrointestinal aguda,
renal, oral, etc.. (SRIVASTAVA et al., 2013). O tratamento da hemofilia consiste na prevencao
e controle de sangramentos por agentes de bypassing, como o complexo protrombinico (CCPs)
e o FVII recombinante ativado, os quais estimulam a coagulagdo sanguinea, causando o

equilibiro hemostatico através da geracdo de trombina (DARGAUD et al., 2018).

Haja vista que a serinos proteases thrombin-like possuem acgdo coagulante (SERRANO,
2013), como descrito anteriormente, diz-se que tais proteinas podem ser um possiveis farmacos
para o tratamento de hemofilias. Além disso, ja foi comprovado que a peconha ofidica ¢ uma
fonte de possiveis proteinas farmacéuticas, visto que existem biofdrmacos de acdo coagulante
cujo principio ativo sdo as serinoproteases, como o Vivostat ®, isolado da pegonha de Bothrops
moojeni e o Batroxobin, isolado da Bothrops atrox (WAHEED; MOIN; CHOUDHARY, 2017).
Desse modo, a serino protease thrombin-like presente na peconha de Bothrops pauloensis é

uma proteina que possui potencial farmacoldgico para o tratamento de hemofilias.

A serino protease thrombin-like presente na peconha de Bothrops pauloensis foi
anteriormente expressa em P. pastoris € apresentou uma baixa atividade proteolitica sobre o
substrato cromogénico, algo que ocorreu devido as glicosilagdes presentes na estrutura
tridimensional da proteina recombinante (ISABEL et al., 2016). O resultado funcional da
proteina recombinante se deve ao alto teor glicosilagdo realizado pela levedura, tornando esse
organismo modelo inadequado para certas proteinas recombinantes, sendo uma limitagdo
importante para sistemas de expressdo de proteina a base de levedura (BRETTHAUER;
CASTELLINO, 1999; HAMILTON; GERNGROSS, 2007), indicando-se a expressdo desta

protease em outro organismo modelo.

Por isso, indica-se a expressdo transiente de uma serinoprotease recombinante da pegonha
da jararaca pintada em plantas, como uma alternativa de sintese de tal enzima eficiente para
grande escala e de baixo custo, de modo a possibilitar o desenvolvimento de um farmaco para

distarbios hemostaticos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS
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Este estudo objetivou expressar a serinoprotease thrombin-like sintética de Bothrops
pauloensis em Nicotiana benthamiana, além de realizar a caracterizag¢do parcial funcional da

enzima recombinante.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a transformagdo de bactérias R. radiobacter com o gene de interesse
introzido no vetor de expressao;

e [Expressar a serinoprotease recombinante da peconha de Bothrops pauloensis em
Nicotiana benthamiana;

e Extrair a serinoprotease recombinante da das folhas de Nicotiana benthamiana;

e Purificar o extrato proteico das folhas de Nicotiana benthamiana;

e Quantificar o contetido proteico de extratos proteicos e materiais purificados de
folhas de Nicotiana benthamiana;

e Detectar a serinoprotease recombinante em extratos proteicos e materiais
purificados de folhas de Nicotiana benthamiana;

e Analisar o efeito da serinoprotease recombinante sobre o fibrinogénio.

4 METODOLOGIA

4.1 CONSTRUCTO GENICO DA SEQUENCIA DE INTERESSE
O gene de interesse foi esquematizado e sintetizado de acordo com a Figura 7.
Figura 7 - Esquema da rBPSP-1. Os sitios para as enzimas de restrigdo Nrul, Smal,
Pacl, Xhol, Xbal e Avrll nas extremidades esquerda e direita do esquema, em vermelho esta
representada a sequéncia Kozak e o codon inicial (ATG), em marrom tem-se representado o
peptideo sinal para direcionamento da proteina para o apoplasto do vegetal; em azul o gene da
proteina de interesse; em amarelo o peptideo HIS (6X) e em verde o Stop Codon para

traducdo da proteina (TGA).
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Nrul Xhol

Smal Xbal

Pacl Avrll
5 6X-His ¥

Depois de sintetizado, o vetor foi eletroporado em bactérias Escherichia coli DH5a

(Invitrogen, USA) eletrocompetentes para que ocorra sua replicacdo e posterior extragao.

4.2 CLONAGEM DE BACTERIAS E. coli DHSA ELETROPORADAS COM GENE
DE INTERESSE INSERIDO NO VETOR PEAQ-HT

4.2.1 Confirmacao da transformacio das bactérias E. coli eletroporadas

Realizou-se o cultivo de bactérias E. coli DH5a eletroporadas com gene de interesse
inserido no vetor pPEAQ-HT em 5 ml de meio LB (Luria Bertani) liquido contendo antibiotico,
Canamicina (50 pg/pl), por 24 horas a 37°C sob agitacdo. Posteriormente, realizou-se a extragao
do material genético das coldnias resistentes através do QIAprep ® Spin Miniprep Kit (250)
(Quiagen), seguindo as intrucdes de protocolo indicadas pelo fabricante. O DNA extraido foi
quantificado pelo método de espectofotometria através do NanoDropTM 1000 (7Thermo

Scientific).

Para confirmar a transformacao das bactérias E. coli DH5a eletroporadas com gene de
interesse inserido no vetor pEAQ-HT realizou-se uma PCR (do inglés, Polimerase Chain
Reaction) com o material genético obtido, na qual foram adicionados 5 pl de DNA gendmico a
100 mM, 7 pl GoTag® Master Mixes (Promega), 1 pl de Primer FW (5°-
CGTTGGAGGAGATGAGTGTAAG-3’), e 1 ul de primer RV (5°-
GGCAATGTAAGTGGAGCAATATG-3"), para cada reacao conduzida. No controle negativo,
foram aplicados 5 pl de 4gua, substituindo a aliquota de DNA gendmico. Ajustou-se os ciclos
de PCR de modo a ter-se: 4 minutos a 95°C de desnatura¢do por uma vez, 35 ciclos de
desnaturagdo, anelamento e polimerizacao com temperaturas de 95°C por 30 segundos, 55°C

por 30 segundos e um minuto a 72°C, respectivamente, seguidos de 5 minutos a 72°C.

Posteriormente, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose 1,5% do material
amplificado na PCR a 100 voltz por tempo variavel, sendo aplicados no gel 10 pl de material

homogeneizados a 2 pl de GelredTM (Uniscience) 0,002%. Utilizou-se o Marcador de Peso
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Molecular 100pb DNA Ladder (Ludwig Biotec) também homogeneizado ao corante

fluorescente de acidos nucleicos.
4.3 TRANSFORMACAO DE R. radiobacter

4.3.1 Producao de células eletrocompetentes de R. radiobacter EHA105

Para realizar a producao de células eletrocompetentes de R. radiobacter EHA105 inoculou-
se 2 puL das células ndo-competentes provindas do estoque em glicerol em 5ml de meio LB
liquido overnight a 28°C sob agitagdo. Posteriormente, 2 ml dessa suspensdo foram inoculados
em 500ml de meio LB liquido a 28°C at¢ este atingir OD de 0,3. Transferiu-se a suspensao para
tubos estéreis, os quais foram colocados em gelo por 30 minutos, e seguidamente centrifugados

a 4667 xg a 4°C por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante.

Ressuspendeu-se os pellets obtidos de cada tubo no mesmo volume em que a suspensao se
encontrava antes da centriguga¢do, volume inicial, com agua mili-Q gelada autoclavada. A
suspencao obtida foi centrifugada a 4667 xg a 4°C por 10 minutos e seu sobrenadante foi,
posteriormente, descartado. Apos repetir tal procedimento, ressuspendeu-se o pellet resultante
seguindo a propor¢do de 1/10 do volume inicial em 4agua mili-Q gelada autoclavada. A
suspensao foi centrifugada conforme as condi¢des anteriores sendo descartado o sobrenadante

e ressuspendido o pellet em 2ml de glicerol 10%. As aliquotas obtidas foram estocadas a -80°C.

4.3.2 Eletroporacao de R. radiobacter

Ressuspendeu-se 3uL de cada amostra de DNA extraidas de diferentes colonias de células
de E. coli transformadas, com concentracao de 60 ng/uL, em diferentes aliquotas de 2ml de
células de R. radiobacter eletrocompetentes. Posteriormente, eletroporou-se cada suspensao
com choque de pulso de 1,7kV, e inoculou-se tal suspensdo em meio LB liquido a 28°C por 30
minutos sob agitacdo. Plaqueou-se as células em meio LB so6lido contendo Canamicina sob a

concentragdo de 50ng/uL. As placas foram deixadas sob a temperatura de 28°C por dois dias.

Concomitantemente, foram eletroporadas, sob as mesmas condi¢des anteriores, bactérias

R. radiobacter eletrocompetentes com o vetor auxiliar p19.

4.3.3 Realizacio do estoque em glicerol de R.radiobacter

As colonias resistentes plaqueadas em meio LB so6lido foram selecionadas e inoculadas em

meio Sml LB Liquido contendo Rifampicina (50 pg/ul), Tetraciclina (10 pg/ul) e Canamicina
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(50 pg/ul) a 28°C sob agitacdo por dois dias. Posteriormente, ressuspendeu-se 500 ul da
suspensdo celular de R. radiobacter das coldnias liquidas resistentes em 500 pl glicerol.

Armazenou-se tais estoques a -80°C.

4.3.4 Extracao do DNA de R.radiobacter resistentes

Inoculou-se, a partir dos estoques em glicerol, colonias de R.radiobacter em Meio LB
liquido contendo Rifampicina (50 pg/ul), Tetraciclina (10 ug/ul) e Canamicina (50 pg/ul) a
28°C sob agitagdo por 24h. Posteriormente, centrifugou-se 1,5 ml das cultura a 13300 xg por 2

min e descartou-se o sobrenadante.

Ressuspendeu-se o pellet obtido em Tampao I (NaCl 0,2M em Tris-EDTA), centrifugou-
se a solugdo e descartou-se sobrenadante. Repetiu-se o processo anterior ¢ solubilizou-se o
pellet obtido em 200 pl de Tampao I diluidos em 200 uL de Solugdo I (NaOH 2M; Dodecil
Sulfato de Sodio 1% (SDS)). A solucdo foi mantida em gelo por 15 min. Posteriormente,
adicionou-se 150 pl de Acetato de Sodio 3M gelado e manteve-se a mistura no gelo por 30 min.

Centrifugou-se os tubos por 15 min 13300 xg a T.A..

Transferiu-se o sobrenadante a um novo tubo e adicionou-se 900 pl de Etanol. A solucao
foi mantida a -20°C por 1 hora e, posteriormente, foi centrifugada a 13300 xg a T.A. por 30
min. Descartou-se o sobrenadante e lavou o precipitado com 400 ul de Etanol 70 % e
centrifugou-se os tubos por 2 min de acordo com as condigdes anteriores. Descartou-se o Etanol
remanescente na solugdo e ressuspendeu-se o precipitado em 20 pl de dgua deionizada

esterilizada.
4.3.5 Confirmacao de R.radiobacter transformadas
O DNA extraido das colonias resistentes de R.radiobacter foi aplicado a uma PCR, nas

mesmas condi¢des dispostas no item 4.2.1, seguida de uma eletroforese, para confirmar a

transformacgao.
4.4 INDUCAO DA SINTESE DE rBPSP-1 EM Nicotiana benthamiana
4.4.1 Cultivo de Nicotiana Benthamiana
As plantas de Nicotiana benthamiana foram crescidas em sob fotoperiodo de 16 horas de

claro e 8 horas de escuro em ambiente fechado sob a emissdo de luz de LED. A foto de uma

planta de N. benthamiana pode ser vista na Figura 8.
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Figura 8 - Fotografia de uma planta da espécie Nicotiana benthamiana. Planta de N.

benthamiana com seis semanas crescida em ambiente fechado sob o periodo de claro e escuro

de 16:8 horas.

4.4.2 Agroinfiltracio de Nicotiana benthamiana

Inoculou-se 3 pul de cada estoque em glicerol de R. radiobacter com transformagio
confirmada em 20 ml de meio LB liquido contendo antibidticos Rifampicina (50 pg/ul),
Tetraciclina (10 pg/ul) e Canamicina (50 pg/pl) por 48h a 28°C sob agitagdo.
Concomitantemente, inoculou-se, nas mesmas condi¢des, colonias de R. radiobacter contendo

o vetor auxiliar p19.

Apos a verificagdo do crescimento das coldnias, realizou-se a peletizacdo de cada material
a 5900 xg a Temperatura Ambiente (T.A.) por 12 min. Descartou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o preciptado celular em 500 ul de Tampao MESMgCl> (MES 10mM, MgClz
10mM). Posteriormente, centrifugou-se novamente a mistura a 5900 xg a T.A. por 2 min e
ressuspendeu-se o pellet obtido em 500 ul de Tampao MESMgCl. Repetiu-se o processo

anterior uma vez.
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Realizou-se a medida de Densidade Otica (OD) das bactérias em um comprimento de onda
de 600 Am por espectofotometria. Apds a medicdo, realizou-se a diluigdo dos concentrados
celulares de bactérias transformadas com o gene da rBPSP-I em Tampao MESMgClz, formando
culturas bacterianas com OD de 0,2. Adicionou-se bactérias transformadas com o vetor p19 em
cada constructo com o gene de interesse de modo a obter uma OD final de 0,4. A acetoseringona
100 mM foi adicionada seguindo a proporcao de 1 pl de acetoseringona para 1 ml de constructo.
Infiltrou-se folhas de Nicotiana benthamiana por pressao de seringa, método que pode ser visto

na Figura 9.

Figura 9 - Planta da espécie Nicotiana benthamiana sendo Agroinfiltrada. Planta de
Nicotiana benthamiana sendo Agroinfiltrada com os respectivos constructos de R.

radiobacter pelo método de pressdo por seringa na regido da folha.

Fonte: GECCHELE et al., 2015

Ap6s o periodo de 4 dias, sendo o dia zero o dia da infiltragdo, coletou-se as folhas de
Nicotiana benthamiana infiltradas assim como folhas de N. benthamiana nao infiltradas, os

quais configuram o grupo controle (WT, do inglés Wild Type).
4.5 EXTRACAO PROTEICA DE FOLHAS DE N. benthamiana

Realizou-se a extracdo proteica do material vegetal a partir da maceragdo em nitrogénio

liquido das folhas de N. benthamiana coletadas.
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Apo6s, homogeneizou-se o produto de maceragdo obtido em Tampao de Extragdo (Tris HCI
0,05 M, Triton X-100 1%, NaCl 0,075 M, Glicerol 70% e EDTA 0,002 M). Cada material foi
vortexado por um minuto seis vezes, tendo descansos de um minuto em gelo entre as
vortexagdes. Posteriormente, sonicou-se cada amostra seis vezes de 30 segundos a uma
amplitude de 50 %, tendo um intervalo de um minuto no gelo entre as sonicagdes. Finalmente,
centrifugou-se as amostras por 30 min a 4° C a 9340 xg e descartou-se o pellet obtido. Os

extratos proteicos foram armazenados a - 4°C.
4.6 PURIFICACAO E PREPARACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS

4.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Para a realizacdo das purificagcdes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC),
utilizou-se a coluna His Trap TM HP 5 ml (GE Healthcare). Primeiramente, esquilibrou-se a
coluna com Tampao Binding (20mM de Fosfato de Sédio, 0,5 M de NaCl, 20mM de Imidazol),
o qual formou da Linha Base da corrida de purificagdo. Posteriormente, foram aplicadas, a cada
corrida, 20 ml para cada amostra purificada, seguida pela segunda aplicacdo do Tampao
Binding até que houvesse novamente o equilibrio da coluna. Apds a estabilizagdo da leitura na
Linha Base, foi aplicado o Tampao de Elui¢ao (20mM de Fosfato de Sédio, 0,5 M de NaCl,
500mM de Imidazol) até que houvesse o pico referente as proteinas anteriormente ligadas a

coluna, havendo a coleta em tubos falcom separados do material purificado.

4.6.2 Dialise

Para realizar a diminui¢@o do contetido salino dos conteudos purificados, amarrou-se sobre
as aberturas dos tubos contendo os produtos da purificagcdo por HPLC membranas Spectra/Por®
Dialysis Menbrane MWCO 6 1000 (Fisher Scientific) pré-hidratadas. Os tubos foram postos de
modo que as membranas ficassem submersas em agua MiliQ por dois dias sob a temperatura

de -4°C com agitagdo por agitador magnético. A dgua MiliQ foi trocada a cada 12 horas.

4.6.3 Liofilizacao

Os produtos da dialise foram congelados em Nitrogénio liquido e colocados no liofilizador
a — 34°C a uma pressao de aproximadamente 340 um de Merctrio por 48 horas, até que o
conteudo umido fosse retirado das amostras. Apos a liofilizagdo as amostras foram

ressuspendidas em agua MiliQ.

4.7 DETECCAO DA PROTEINA rBPSP-I
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4.7.1 Quantificacdo da concentrac¢io de proteinas

A concentragdo proteica obtida do purificado ressuspendido foi quantificada através do
método de Bradford (BRADFORD, 1976). Primeiramente, fez-se a diuicdo seriada de um
estoque de Albumina de Soro Bovino (BSA) 200 pg/ul, obtendo-se 6 aliquotas de 200 ul de
cada ponto de concentracdo proteica. Foram ressuspendidos 50 ul de cada aliquota em 250 pl
de Reagente de Bradford (Sigma-Aldrich) em uma placa de 96 pogos. Os dados obtidos a partir
da leitura da placa por espectofotometria a um comprimento de onda de 595 Am foram plotados
e linearizados de modo a obter uma curva padrdo que os relaciona ao de gradiente de

concentragdo proteica.

Posteriormente, ressuspendeu-se aliquotas de volume variavel das amostras purificadas e
ressuspendidas em agua MiliQ em 250 pl de reagente de Bradford, os quais foram lidos por
espectofotometria nas condigdes anteriores. As leituras foram plotadas e comparadas a curva

padrdo obtendo-se a concentracao proteica de cada amostra.

4.7.2 Western Blot

Realizou-se um western-blot para confirmar a identidade da proteina estudada. Foram
avaliadas as seguintes amostras: extrato proteico total do material selvagem (4,7 nug), extrato
proteico bruto rSBP-I (3,2 pg), Purificado proteico do material selvagem (0,1323 ng) e, o
Purificado proteico rSBP-I (0,098 ng). A eletroforese por SDS-PAGE 12,5% foi feita sob
condi¢des desnaturantes, fazendo o empacotamento das proteinas a 80 voltz por 30 minutos e
100 voltz para a separagdo, por tempo variavel, sendo aplicados 21 pl de cada amostra analisada
diluidas em 7 pl de tampao de amostra (B-mercaptoetanol 4%, Azul de Bromefenol 0,2%, agua
MiliQ, Glicerol 10 %, SDS 4%, Tria HC1 1 M) as quais foram previamente aquecidas a 100°C
por 5 min. Utilizou-se como marcador molecular o PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
(TermoFisher Scientific), utilizado para proteinas de 10 a 250kDa. Posteirormente, realizou-se
a transferéncia das proteinas dispostas no gel & membrana de nitrocelulose Armeshan™2

Prontan™ 0.2 um (GE Healthcare) a 50 mA, overnight.

Ap6s a transferéncia, realizou-se o método de Western blot. Para tal, fez-se a marcagao de
bandas proteicas com a solu¢do Ponceau, seguida de uma lavagem com éagua destilada.
Posteriormente, fez-se o bloqueio imergindo a membrana em solugdo de Tampao Fosfato (PBS,
do inglé€s Phosphate Buffered Saline) com leite em p6 comercial (PBS, leite em p6 3%) por

uma hora a T.A. sob agita¢do. Apds o bloqueio, realizou-se a cinco lavagens de cinco minutos
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com a solucdo PBS-Tween (PBS, Tween 0,05%) com agitacdo a T.A., as quais foram seguidas
pela incubag¢do com o anticorpo primario ndo-conjungado Anti-His Antibody (GE Healthcare),
diluido na propor¢ao de 1:1000 na solugdo PBS-leite em pd, nas mesmas condigdes de
temperatura e aitagdo. Apds, realizou-se as lavagens da membrana, conforme descrito
anteriormente, € a incubagao do anticorpo secundario Anti-mouse IgG conjugado a peroxidase,
diluido na propor¢ao 1:2000 em PBS-leite em pd, por uma hora sob agitacdo e T.A., seguido

pelo procedimento de lavagem.

Seguidamente, fez-se a revelagao com peroxidase sendo utilizadas as solucgdes de revelacao
(Amersham ECL star Western Blotting Detection Reagent - GE Life Sciences). A reagao foi
realizada em uma camara escura onde as duas soluc¢des de revelagao foram misturadas e
colocadas sobre a membrana por aproximadamente 2 minutos. Posteriormente, envolveu-se a
membrana em um cassete de autorradiografia junto a um filme (Amersham Hyperfilm ECL -
GE Life Sciences) que foi posteriormente revelado utilizando as solugdes reveladora e fixadora

(Kodak).

A massa molecular da proteina foi estimada através da relagdo linear logaritma entre a
massa molecular e a distancia de migracdo, obtidos pela separa¢do das bandas proteicas do

marcador molecular.

4.8 ATIVIDADE FUNCIONAL

4.8.1 Atividade Fibrinogenolitica

Incubou-se 20pg de cada amostra, provindas do extrato proteico das folhas de N.
benthamiana, com 50ug de fibrinogénio nos periodos de 5, 10, 30, 60 e 120 minutos a 37°C,
sendo a reagdo parada através da adicdo de 25 ul de uma solucdo contendo 0.06 M TrisHCI,
SDS 2%, glicerol 10%, b- mercarptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.05%. Posteriormente,
realizou-se uma eletroforese em SDS-PAGE 12.5% sob condi¢des desnaturantes, como descrito
anteriormente. Utilizou-se marcador molecular LMW o qual apresenta as massas moleculares

de 97, 66, 45, 30, 20.1, 14,4 kDa (Amersham Biosciences).

Apods, o gel foi imerso em Solugdo Fixadora (Etanol 40%, Acido acético 10%) por 30
minutos e depois pela Solugdo Corante (Sulfato de amonio 8%, Acido fosforico 0,8%, Comassie
Blue 0,08%, Metanol 30%) overnight. Posteriormente, o gel foi descorado com &cido acético

20% por 15 minutos sob agitagao.

5 RESULTADOS E DICUSSAO
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5.1 CONFIRMACAO DA TRANSFORMACAO DE BACTERIAS E. coli

O resultado referente a transformacao de bactérias E. coli DH5a pode ser visto na Figura
10, a qual confirma a transformac¢do das colonias 1 € 6 com o material genético da sequéncia
de interesse, haja vista o aparecimento de bandas com aproximadamente 378 pares de bases,
tamanho similar ao amplicom entre os primes Foward e Reverse, cujo tamanho ¢ estimado a

ser de 321 pares de bases.

Figura 10 - Produto da PCR de DNA genomico de E.coli DH5a para o gene rBPSP-1.
Fotografia de um gel de agarose 1,5%, visualizado em transiluminador. bp: Padrdo de pb 1Kb
Plus DNA Ladder (/nvitrogen); A: Resultado da PCR para a amplificagdo do gene rBPSP-I da

coldnia 3. B: Resultado da PCR para a amplifica¢do do gene rBPSP-I da colo6nia 2. C:

Resultado da PCR para a amplificacdo do gene rBPSP-I da colonia 1. D: Resultado da PCR

para a amplificacdo do gene rBPSP-I da colonia 6. E: Resultado da PCR para a amplificacao

do gene rBPSP-I para o Controle negativo (agua).
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5.2 CONFIRMACAO DA TRANSFORMACAO DE R. radiobacter

Apo6s a confirmagao da transformacdo das E.coli DH5a com o gene rBPSP-1, prossedeu-se
as etapas contidas no item 4.3, ou seja os protocolos de transformacao de R. radiobacter, para

a posterior confirmagdo dessa transformacao.
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O resultado referente a transformagao de bactérias R. radiobacter EHA105 pode ser visto
na Figura 11, a qual confirma a transformacgdo das coldnias 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 com o material
genético da sequéncia de interesse, haja vista o aparecimento de bandas com aproximadamente
314 pares de bases, tamanho similar ao amplicom entre os primes Foward e Reverse, cujo

tamanho ¢ estimado a ser de 321 pares de bases.

Figura 11 - Produto da PCR de DNA gendomico de R. radiobacter EHA105 para o
gene rBPSP-I. Fotografia de um gel de agarose 1,5%, visualizado em transiluminador. bp:
Padrao de pb 1Kb Plus DNA Ladder (/nvitrogen); A: Resultado da PCR para a amplificagdo
do gene rBPSP-I da colonia 1. B: Resultado da PCR para a amplificagdo do gene rBPSP-I da
colonia 2. C: Resultado da PCR para a amplificagdo do gene rBPSP-I da colonia 3. D:
Resultado da PCR para a amplificacdo do gene rBPSP-I da coldnia 4. E: Resultado da PCR
para a amplificagdo do gene rBPSP-I da coldnia 5. F: Resultado da PCR para a amplificacdo

do gene rBPSP-I da colonia 6.
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5.3 PURIFICACAO DOS EXTRATOS PROTEICOS
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Apos a confirmacdo da transformacdo das R. radiobacter EHA105 com o gene rBPSP-I,
procedeu-se os protocolos de agroinfiltracdo e extragdo proteica, conforme descritos,
respectivamente nos itens 4.4.2 ¢ 4.5. Com a obten¢do dos extratos proteicos, realizou-se a

purificagao de tais extratos por HPLC, conforme descrito no item 4.6.1.

Como resultado das purificagcdes por HPLC, obteve-se os perfis de corrida cromatografica,
0s quais demostraram a ligacao de proteinas ligantes a coluna de niquel, tanto nos extratos

proteicos de folhas infiltradas quanto das de plantas selvagens.

Figura 12 - A. Perfil da purificacdo por HPLC do extrato proteico rBPSP-I da
corrida cromatografica 1. A: Proteinas nao ligantes a coluna de niqueal. B: proteinas
ligantes a coluna de niquel. B. Perfil da purificagdo por HPLC do material selvagem da
corrida cromatografica 1. A: Proteinas nio ligantes a coluna de niqueal. B: proteinas

ligantes a coluna de niquel.
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Posteriormente, realizou-se os protocolos de concentracao proteica conforme nos itens

4.6.1 € 4.6.2, os quais foram seguidos pela quantificacao proteica.
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5.4 QUANTIFICACAO DA CONCENTRACAO PROTEICA

Tanto os extratos quanto os purificados proteicos foram quantificados pelo método de
Bradford, cujo resultado das leituras e da posterior quantificagao da concentracao proteica pode

ser visto conforme na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados obtidos a partir do protocolo de Bradford

Amostras Leituras Concentragdo (pg/pl)
Extrato proteico do material selvagem 0,196 0,245 0,225
Extrato proteico rSBP-I 0.151 0,153 0,152
Purificado proteico do material selvagem 0,058 0,068 0,0063
Purificado proteico rSBP-I 0,042 0,052 0,0047

O resultado demonstra a que houve baixa concentragdo proteica nos materiais
purificados, algo ndo observado nos extratos proteicos. Desse modo, pode-se dizer que houve
perda de conteido proteico nas etapas posteriores a de purificagdo, haja vista que, conforme
descrito no item 5.3, foi possivel observar a presenca de contetido proteico pelas corridas

cromatograficas.
5.5 WESTERN BLOT

O resultado referente a0 Western Blot realizado com o material selvagem (extrato proteico
e purificado proteico de folhas ndo agroinfiltradas) e com os tratamentos (extrato proteico e
purificado proteico de folhas agroinfiltradas com a sequéncia da proteina rBPSP-I) pode ser
visto na Figura 13. A partir desse procedimento, foi possivel perceber presenca de uma proteina
no extrato proteico agroinfiltrado com massa de, aproximadamente, 21 kDa, a qual ndo foi
presente no extrato proteico do material selvagem. Devido ao fato da massa molecular da banda
ser menor em relacdo a massa estimada da rSBP-I, de 28 kDa, ndo ¢ possivel afirmar que a
proteina detectada pelo Western Blot € a de interesse, necessitando de experimentos futuros

para tal confirmagao.

Além disso, ndo observou-se a presenca da proteina de 21kDa no purificado proteico rSBP-
I, proteina observada no extrato proteico do mesmo material, assim como no purificado
selvagem. Tal resultado pode ser explicado pela baixa quantidade de proteinas dessa amostra

aplicadas no SDS-PAGE impossibilitando a visualiza¢do de bandas no western-blot.



23

Figura 13 - Deteccao da rBPSP-I por Western-blot. A: Extrato proteico material
selvagem. B: Extrato proteico purificado do material selvagem. C: Extrato Proteico rBPSP-I.

D: Extrato proteico purificado do rBPSP-1.

A B C D

25 kDa

15 kDa

5.6 ATIVIDADE FIBRINOGENOLITICA

A partir do resultado pelo ensaio de atividade fibrinogenolitica, foi possivel observar uma
degradagdo da cadeia Aa do fibrinogénio a partir de 60 minutos no tratamento com extrato de
folhas infiltradas com rBPSP-I por meio dos subprodutos da banda o do fibrinogénio, algo que
nao foi observado nos tratamentos com o material selvagem, conforme pode ser visto na Figura

14.
Figura 14: Atividade Fibrinogenolitica da rBPSP-I. A: Atividade fibrinogenolitica por
5 minutos de incubagdo do controle negativo. B: Atividade fibrinogenolitica por 10 minutos
de incubag¢ao do controle negativo. C: Atividade fibrinogenolitica por 30 minutos de
incubagdo do controle negativo. D: Atividade fibrinogenolitica por 60 minutos de incubagao

do controle negativo. E: Atividade fibrinogenolitica por 120 minutos de incubagao do
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controle negativo. F: Fibrinogénio controle. G: Atividade fibrinogenolitica por 5 minutos de
incubagdo da rBPSP-1. H: Atividade fibrinogenolitica por 10 minutos de incubacdo da rBPSP-
I. I: Atividade fibrinogenolitica por 30 minutos de incubagdo da rBPSP-1. J: Atividade
fibrinogenolitica por 60 minutos de incubagdo da rBPSP-I. K: Atividade fibrinogenolitica por

120 minutos de incubacao da rBPSP-I. MM: Padrao de Massa Molecular em kDa.

97 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

6 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, pode-se afirmar que foi possivel realizar a transformagao
das bactérias e R. radiobacter com o gene codificante da serinoprotease thrombin-like derivada
da peconha de B. pauloensis (rBPSP-I) possibilitanto a posterior agroinfiltragdo. Houve a
confirmacgdo da expressdo de uma proteina detectada no western-blot apenas no material
extraido das folhas transformadas com a construcao rBPSP-I e ausente no material controle.
No entanto, a massa molecular observada ¢ divergente da esperada tedrica para a proteina

estudada necessitando assim de experimentos futuros para a confirmacao da identidade desta.
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Foi possivel realizar o estudo de funcionalidade parcial através da andlise da atividade
fibrinogénolitica da rBPSP-I, presente nos extratos proteicos infiltratros e ausente no material

controle.

Como experimentos futuros, torna-se necessaria a confirma¢do da identidade da proteina

expressa bem como, a realizagcdo de novos ensaios funcionais de sua atividade.
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