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RESUMO

Proteinas recombinantes sdo de suma importancia no contexto medico, na industria e na
pesquisa. Neste trabalho, duas proteinas recombinantes de interesse biotecnoldgico foram
produzidas e purificadas: a Transcritase Reversa do Virus Murino da Leucemia de Moloney
(M-MLV-RT) e a subunidade Beta da Urease de Proteus mirabilis (PmUref}). A M-MLV-RT
é a transcritase reversa de maior uso comercial, com aplica¢fes tanto para a pesquisa quanto
para o diagnostico clinico. Em 2020, com a pandemia de COVID-19, houve aumentos de
precos e falta de M-MLV-RT no pais, afetando a pesquisa de diferentes areas que fazem uso
desse insumo, bem como o diagndstico de SARS-CoV-2. Assim, foi desenvolvido um
protocolo inicial para a producéo da enzima pelo Centro de Biotecnologia da UFRGS. Neste
trabalho, objetivamos a otimizacdo da producdo desta enzima, a fim de tornar a producéo
mais estavel no futuro, e o teste de sua atividade enzimatica. A transformacdo foi identificada
como maior gargalo da producdo da enzima e os parametros testados, assim como 0 uso de
diferentes linhagens para a expressao (E. coli BL21(DE3) pTGroE e E. coli Lemo21), ndo
foram suficientes para melhorar a eficiéncia da transformacéo. J& a atividade enzimatica foi
satisfatoria em comparacdo com enzimas comerciais fornecidas pelas empresas Qiagen,
Sigma e iScript, especialmente com o tempo de incubacgdo de 30 minutos, inclusive apos 6
meses de estoque da enzima a -20 °C. A PmUrep, segunda proteina produzida neste trabalho,
é uma subunidade da urease de P. mirabilis. A PMU é um fator de viruléncia capaz de realizar
a hidrolise da ureia, aumentando o pH do meio e proporcionando a sobrevivéncia e
colonizacdo de P. mirabilis no trato urinario humano. Esta enzima apresenta toxicidade contra
insetos e leveduras e tal atividade ndo esta relacionada a propriedade catalitica, observada
também quando se testa isoladamente apenas a sua subunidade beta, PmUref. Neste trabalho,
avaliamos a atividade antibacteriana desta proteina contra Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus em meio contendo diferentes concentragdes de PmUref (0,56, 1,125,
2,25 e 4,5 uM). Néo observamos inibicdo do crescimento das colbnias de P. aeruginosa para
as concentracOes testadas, mas se obteve reducdo da multiplicacdo bacteriana de S. aureus
para a concentragdo de 1,125 pM (P<0,05). Mais estudos serdo necessarios para melhor

caracterizar o potencial antibacteriano de PmUref.

Palavras-chave: Proteina recombinante. M-MLV-RT. Transcritase reversa. PmUref. Urease.

Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Recombinant proteins are extremely important in medical terms as well as in industry and
research. In this work two recombinant proteins with biotechnological interest were produced
and purified: Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV-RT) and the
beta subunit from Proteus mirabilis urecase (PmUrep). M-MLV-RT is the most commercially
used reverse transcriptase, with applications both in research and clinical diagnosis. In 2020,
with the COVID-19 pandemic, there was an increase in prices and lack of M-MLV-RT in
Brazil, affecting the research of different areas that use this enzyme, as well as the diagnosis
of SARS-CoV-2. Thus, a protocol to produce this enzyme was developed by researchers of
the Center for Biotechnology, UFRGS. In this present work, we aimed to optimize the
production of M-MLV-RT in order to have a more stable protocol in the future and also to
test its enzymatic activity. The transformation process was identified as the major bottleneck
to enzyme production, and tested parameters, as well as the different strains used (E. coli
BL21(DE3) pTGroE e E. coli Lemo2l1) were not sufficient to improve transformation
efficiency. The enzymatic activity, however, was satisfactory in comparison with commercial
enzymes yielded by Qiagen, Sigma and iScript, especially with 30 min incubation, even after
6 months of storage at -20 °C. PmUrep, the second protein produced in this work, is a subunit
from P. mirabilis urease (PMU). PMU is a virulence factor that hydrolyzes urea, increasing
environmental pH and allowing the survival and colonization of P. mirabilis in the human
urinary tract. This enzyme also presents toxicity against insects and yeasts and such activity is
not related to its catalytic property. These activities are observed when the isolated subunit
beta, PmUrep, is tested. In this work, we evaluated the antibacterial activity of this protein
against Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, testing different concentrations
of PmUref (0.56, 1.125, 2.25, and 4.5 pM). We did not observe growth inhibition of P.
aeruginosa under tested doses. However we observed reduction of S. aureus growth when
1.125 pM concentration was used (P<0,05). Additional studies will be necessary to better

comprehend the antibacterial activity of PmUref.

Keywords: Recombinant protein. M-MLV-RT. Reverse transcriptase. PmUref. Urease.
Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteinas Recombinantes

A producdo de proteinas recombinantes é baseada na tecnologia do DNA
recombinante. Assim, é possivel isolar genes de organismos de qualquer espécie, clona-los e
inseri-los em um sistema de expressdo para que ocorra a producdo, induzivel ou ndo, da
proteina recombinante e sua posterior purificacdo. O desenvolvimento dessa tecnologia so foi
possivel a partir de uma série de descobertas cientificas das décadas de 1960 e 1970, como a
interpretacdo do codigo genético, a descoberta de enzimas de restri¢do e a criagdo do primeiro
organismo geneticamente modificado (PHAM, 2018).

Em 1982, a insulina recombinante foi aprovada nos Estados Unidos como a primeira
proteina recombinante para fins terapéuticos a ser comercializada. Essa tecnologia permitiu a
producdo do hormonio por Escherichia coli em grande escala, com maior pureza e qualidade
consistente quando comparada ao método anterior de extracao a partir do pancreas de animais
(LANDGRAF; SANDOW, 2016; QUIANZON; CHEIKH, 2012). Desde entdo, a producéo de
proteinas recombinantes tornou-se lugar comum tanto com a producdo de biofarmacos e
biossimilares para tratamento médico como, também, com o uso de proteinas na inddstria e na
pesquisa (PHAM, 2018).

Neste trabalho, duas proteinas recombinantes de interesse biotecnoldgico foram
produzidas e purificadas: a Transcritase Reversa do Virus Murino da Leucemia de Moloney
(M-MLV-RT) e a subunidade Beta da Urease de Proteus mirabilis (PmUrep), as quais foram
estudadas quanto a atividade enzimética da primeira e a propriedade antibacteriana da

segunda proteina.

1.2 Transcritase Reversa do Virus da Leucemia Murina de Moloney

Transcritases reversas (TRs ou RTs, do inglés, reverse transcriptases) sdo enzimas
capazes de gerar DNA complementar (cDNA) a partir de RNA. Esse processo € utilizado por
retrovirus para a replicagdo de seu genoma, para a proliferacdo de retrotransposons e por

células eucaridticas para a extensao de seus telomeros (TELESNITSKY; GOFF, 1997).



A Transcritase Reversa do Virus Murino da Leucemia de Moloney (M-MLV-RT, do
inglés, Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase) foi uma das primeiras TRs a
serem descobertas (ROTH; TANESE; GOFF, 1985) e foi utilizada como modelo para o
estudo da estrutura e propriedades fisico-quimicas desta classe de enzimas. Codificada por um
gene da regido gag-pol viral, é traduzida e processada a partir da poliproteina GAG-POL de
1.738 aminoé&cidos de comprimento. A M-MLV-RT ¢é o produto da clivagem da regido de 660
a 1.330 aminoacidos do polipeptideo pela acdo de proteases virais. A M-MLV-RT é um
mondmero de 71 kDa, com comprimento de 671 aminoacidos e dois principais dominios: um
de polimerase e outro de ribonuclease H (RNase H). O dominio de polimerase possui duas
atividades cataliticas: a sintese de DNA dependente de RNA e a sintese de DNA dependente
de DNA (CHAMPOUX; SCHULTZ, 2009; OSCORBIN; FILIPENKO, 2021).

Atualmente, a M-MLV-RT ¢é a TR mais utilizada comercialmente para a sintese de
cDNA e, a partir deste e de forma indireta, pela amplificacdo de RNAs, devido a sua alta
fidelidade e eficiente atividade catalitica (MOHR et al., 2013). Essas funcionalidades da
enzima sdo aplicadas tanto para a pesquisa quanto para o diagnostico, principalmente para
amplificacdo, deteccdo e quantificacio de RNA (BUSTIN, 2000; LIBUS; STORCHOVA,
2006); construcdo de bibliotecas de cDNA para o isolamento de genes (GUBLER,;
HOFFMAN, 1983); sequenciamento massivo de RNAs ou transcritdbmica, incluindo o
conjunto de técnicas de RNA-Seq (LOWE et al., 2017).

Muitas das enzimas comerciais sdo modificadas para possuir qualidades aprimoradas,
especialmente a fidelidade de sintese e reducdo da atividade de RNase H. Dentre as variantes
de M-MLV-RTSs, a SuperScript Il RT (Invitrogen) é uma das mais usadas e pesquisadas.
Comparada com enzimas wild-type, possui atividade de RNase H reduzida e
termoestabilidade aumentada. Desse modo, evita a degradacdo de RNA na sintese da primeira
fita de cDNA e gera maior rendimento de cDNA, sendo de grande sensibilidade e utilidade
para amostras com quantidades baixas de RNA (OKELLO et al., 2010).

A produgdo de M-MLV-RT recombinante em E. coli e a purificagdo foram descritas
primeiramente em ROTH et al. (1985) e KOTEWICHS et al. (1985). Mais recentemente,
CHEN et al. (2009) obtiveram sucesso em produzir a enzima em grandes quantidades por
meio da coexpressdo de chaperonas GroEL-GroES em E. coli (21 mg de M-MLV-RT
produzidas a partir de um litro de cultivo). Nos laboratorios do Centro de Biotecnologia da
UFRGS, foi demonstrada a capacidade de produgdo de M-MLV-RT SuperScriptll em escala
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laboratorial a partir de culturas de E. coli em volumes de até um litro (F.C. Lopes,

comunicagéo pessoal).

O Brasil possui alta dependéncia do mercado externo para a obtencdo de diversos
insumos para fins de pesquisa e clinicos. Em 2020, com o inicio da pandemia de COVID-19
causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, houve escassez e consequente aumento de precos de
varios destes insumos (BOTAO; FERRAZ; SERVILHA, 2021; ORTIZ; LOBATO, 2019).
Enzimas como a M-MLV-RT, essencial para a realizacdo de testes de reacdo em cadeia da
DNA polimerase precedida de transcri¢do reversa (RT-PCR, do inglés, reverse transcription-
polymerase chain reaction) e diagnostico da COVID-19, também esteve em falta neste
periodo. Esta escassez de insumos e, de modo geral, a dependéncia do pais ao mercado
externo, ndo apenas contribuiu para uma resposta tardia e insuficiente de testagem e
identificacdo de variantes mas, também, afetou o trabalho de pesquisa de diferentes areas que
fazem uso desses insumos (BOTAO; FERRAZ; SERVILHA, 2021). Desse modo, buscamos o
desenvolvimento de um protocolo para a producdo da enzima pelo Centro de Biotecnologia,
tanto para uso interno quanto para abastecimento de outros laboratérios e possivel
comercializacdo posterior. Neste trabalho, foram encontrados alguns gargalos de produgéo,
utilizando a metodologia até entdo empregada, comprometendo o rendimento e a consisténcia
da producdo da enzima recombinante. Assim, neste trabalho, estes métodos foram avaliados

com a intencdo de otimizar e tornar a producdo mais estavel no futuro.

1.3 Subunidade Beta da Urease de Proteus mirabilis

1.3.1 Proteus mirabilis

Proteus mirabilis € uma bactéria uropatogénica oportunista, sendo classificada como a
terceira maior causadora de infecgdes no trato urinario (BAHASHWAN; SHAFEY, 2013).
Esta bactéria pertence ao género Proteus que faz parte da familia Enterobacteriaceae. O
género Proteus é encontrado principalmente no solo e em &guas contaminadas, bem como no
trato intestinal de diferentes animais participando da decomposi¢do de matéria organica
(GIBBS; GREENBERG, 2011; JACOBSEN et al., 2008). P. mirabilis é uma bactéria Gram-

negativa, movel, apresentando diferenciacdo celular swimming/swarming em resposta ao


https://www.zotero.org/google-docs/?pAZKxJ
https://www.zotero.org/google-docs/?PXpHRi

meio, contribuindo na colonizacdo de superficies solidas (MANOS; BELAS, 2006;
ROZALSKI; SIDORCZYK; KOTELKO, 1997).

Complicagdes causadas pelas infecgdes por P. mirabilis incluem cistite, pielonefrite,
urolitiase, prostatites, além de representar mais de 44 % das infec¢bes urinarias associadas ao
uso de cateteres nos Estados Unidos (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012). A populacdo
feminina apresenta maior propensdo a infec¢des no trato urinario (UTIs, do inglés, urinary
trait infections), sendo os riscos aumentados em mulheres gravidas e idosos. O maior risco é
verificado em pacientes hospitalizados, principalmente quando € necessério o uso prolongado
de cateteres pelos pacientes, independentemente de sexo e/ou idade (MAGLIANO et al.,
2012). Estes altos indices de contaminacdo podem ser explicados devido a presenca da
bactéria na microbiota intestinal de humanos, resultando em autocontaminacdo e alta
transmissdo entre pacientes hospitalizados (CHOW et al., 1979; ROZALSKI et al., 1997;
COKER et al., 2000; MANOS & BELAS, 2006).

Dentre os mecanismos de desenvolvimento e de defesa de P. mirabilis no hospedeiro
estdo a producdo de fatores de viruléncia, os quais sdo importantes para colonizacdo e
manutencdo das infec¢Bes urinarias associadas. Estes fatores de viruléncia sdo sintetizados
pela bactéria, protegendo-a de eliminacdo por enzimas ou pelo sistema imunol6gico do
hospedeiro (COKER et al., 2000). Dentre estes, a urease de P. mirabilis (PMU) atua na
hidrolise da ureia presente na urina, aumentando o pH do meio e proporcionando a sua

sobrevivéncia e colonizacdo do trato urinario (JOHNSON, D E et al., 1993).

1.3.2 Urease de Proteus mirabilis

Ureases (EC 3.5.1.5) sdo amino-hidrolases dependentes de niquel que catalisam a
hidrolise da ureia em aménia e didxido de carbono (BLAKELEY et al., 1969; MOBLEY;
HAUSINGER, 1989). A hidrdlise da ureia causa aumento do pH do meio devido a liberagédo
de amonia, podendo causar graves consequéncias a saude de humanos bem como a agricultura
(FOLLMER, 2008; MOBLEY; HAUSINGER, 1989).

As ureases sdo encontradas em plantas, algas, bactérias e fungos (MOBLEY;
HAUSINGER, 1989). Uma das ureases de feijdo-de-porco ou jackbean (Canavalia

ensiformis) denominada JBU (jackbean urease) foi, em 1926, a primeira enzima a ser
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cristalizada. Este trabalho demonstrou pela primeira vez que enzimas sdo proteinas,
proporcionando avangos fundamentais para a bioquimica (SUMNER, 1926). Ureases
vegetais, assim como as ureases provenientes de fungos, apresentam-se como trimeros ou
hexameros com apenas uma subunidade estrutural (o), enquanto que as ureases bacterianas
sdo multimeros complexos, formados por duas (o ¢ B) ou trés (o, B e y) subunidades
(BECKER-RITT; CARLINI, 2012; LIGABUE-BRAUN et al., 2013; OLIVERA-SEVERO;
WASSERMANN; CARLINI, 2006).

A urease de P. mirabilis (PMU), quando em solugdo, apresenta-se como um trimero de
trimeros (apy)3, com massa molar de aproximadamente 280 kDa (COKER et al., 2000;
JONES; MOBLEY, 1987). A enzima tem sua expressdo induzida pela presenca de ureia,
sendo codificada por um cistron em um operon composto por 8 genes. O operon da PMU ¢é
composto pelos genes estruturais ureA, ureB e ureC, os quais codificam as subunidades UreA
(PmUreY), UreB (PmUreB) e UreC (PmUrea) da enzima, com 11, 12,2 e 61 kDa,
respectivamente (BROLL et al., 2021).

Os genes ureD, urekE, ureF e ureG codificam proteinas acessorias responsaveis pela
montagem da PMU (MOBLEY:; ISLAND; HAUSINGER, 1995). O oitavo gene que compde
0 operon da urease de P. mirabilis é o gene ureR, que codifica um fator de transcricdo do
operon da PMU ativo na presenca de ureia (DATTELBAUM et al., 2003).

Conforme descrito anteriormente, a PMU é considerada um fator de viruléncia. Sem
ela, a bactéria ndo é capaz de causar ou manter a infeccdo no hospedeiro (JOHNSON et al.,
1993). A hidrdlise da ureia promove um aumento no pH da urina de 6,5 para 9,0, fazendo com
que sais antes sollveis na urina passem a precipitar, formando célculos e consequentes danos
tissulares (JONES & MOBLEY, H. L T, 1989; FOLLMER, 2010).

1.3.3 Toxicidade da Subunidade Beta da Urease de Proteus mirabilis

Além da importancia da PMU como fator de viruléncia devido a sua atividade
hidrolitica, também foi reportada toxicidade ndo relacionada a sua fungdo enzimatica. A
toxicidade de ureases foi documentada pela primeira vez por CARLINI e GUIMARAES em
1981, quando purificaram uma proteina nomeada canatoxina (CNTX) a partir de C.
ensiformis, uma isoforma da JBU, capaz de provocar convulsdes e morte quando administrada

10


https://www.zotero.org/google-docs/?fkv1cu
https://www.zotero.org/google-docs/?A3iJC4
https://www.zotero.org/google-docs/?A3iJC4
https://www.zotero.org/google-docs/?IOrGWl
https://www.zotero.org/google-docs/?IOrGWl
https://www.zotero.org/google-docs/?eWQ9tf
https://www.zotero.org/google-docs/?gmTbNQ

intraperitonealmente a ratos e camundongos (DLsp = 0,5 a 2,0 mg/kg) (CARLINI &
GUIMARAES, 1981).

Mais tarde, observou-se que essa toxicidade presente em ureases de plantas também
era encontrada em ureases bacterianas, com efeitos pro-inflamatérios (UBERTI et al., 2013),
inducdo de agregacao plaquetaria (OLIVERA-SEVERO et al., 2006; WASSERMANN et al.,
2010), bem como atividade entomotoxica e antifungica (LIGABUE-BRAUN & CARLINI,
2015).

Em estudo recente, avaliou-se a toxicidade da urease de P. mirabilis em sua forma
integra e também das suas subunidades PmUreo, PmUref e PmUrey separadamente.
Observou-se que PmUref é o maior responsavel por causar agregagdo plaquetaria, pelas
atividades entomotoxica e antifingica, quando testado contra plaquetas humanas, contra 0s
insetos Dysdercus peruvianus e Rhodnius prolixus, além das leveduras Candida albicans e C.
parapsilosis (BROLL et al., 2021).

Tendo em vista esses achados, demonstrando o potencial biotecnoldgico deste
peptideo, no presente trabalho buscamos investigar a atividade antibacteriana de PmUref,
especialmente contra duas bactérias de interesse médico, Staphylococcus aureus e

Pseudomonas aeruginosa.

1.3.4 Staphylococcus aureus

S. aureus € uma bactéria Gram-positiva de formato arredondado que se organiza em
isolados, pares, cadeias curtas ou em agrupamentos de formato semelhante a cachos de uva.
Estes cocos sdo também catalase-positivos e a Unica espécie do género Staphylococcus
coagulase-positiva, com aproximadamente 0,5 a 1,5 pm de diametro, imdveis, nao-
esporulados e geralmente ndo-encapsulados (SANTOS et al., 2007). Em meio de cultura,
essas bactérias formam colonias amareladas e sdo capazes de se multiplicar de modo aerobio
ou anaerobio, sob temperaturas de 17 a 40 °C (LOWY, 1998; TAYLOR; UNAKAL, 2022).

O género Staphylococcus é composto por 33 espécies, sendo S. aureus a espécie de
maior interesse médico, relacionada a diversas infeccbes. A bactéria € tanto um comensal

guanto um patdgeno em seres humanos, encontrada na pele e nas mucosas como boca, nariz e
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intestino, além do ambiente. Estima-se que metade da populacdo é portadora, com
aproximadamente 20% da populacéo carregando persistentemente a bactéria em suas narinas
(BROWN et al., 2014). A infeccdo se da quando a bactéria invade a corrente sanguinea ou
tecidos internos através de uma fissura na pele ou na mucosa, podendo causar infeccdes
cuténeas ou infeccBes sistémicas potencialmente fatais. Intervencdes cirdrgicas e 0 uso de
cateteres intravenosos sdo potenciais formas de facilitagdo de invasdo por S. aureus na
corrente sanguinea e o desenvolvimento de bacteremia. Por sua vez, a bacteremia pode levar a
disseminacdo da infeccdo causando endocardites, osteomielites, pioartrites e formacéo de
abscessos na pele, tecidos subcutaneos, pulmdes, figado, rins e cérebro. Também pode causar
bronco-pneumonia estafilocdcica e pneumonia nosocomial associada a outras doencas
pulmonares, entubacdo e infec¢bes alimentares a partir de producdo de endotoxinas no seu

crescimento em alimentos contaminados (SANTOS et al., 2007).

O tratamento das infecces causadas por S. aureus é baseado principalmente no uso de
penicilinas para linhagens sensitivas a meticilina (MSSA, do inglés, Methicillin-sensitive
Staphylococcus aureus), recorrendo-se a vancomicina no caso de linhagens de multipla
resisténcia como a MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus), resistente a
meticilina, nafcilina, oxacilina e cefalosporinas (HAMOUDI; PALMER; KING, 1983;
TAYLOR; UNAKAL, 2022).

1.3.5 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € uma bactéria oportunista patogénica que causa infeccdes em animais e
plantas. Em humanos, afeta principalmente individuos imunocomprometidos e é um dos
principais organismos causadores de infeccBes nosocomiais, adquiridas apés internacéo
hospitalar (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). A bactéria é baciliforme, Gram-negativa,
movel, apresentando um Unico flagelo e n&o-esporulada. E considerada também um
microrganismo ubiquo, podendo ser encontrado tanto no solo e dgua quanto em animais e
plantas, e pode ser isolada de feridas, infec¢gbes nosocomiais, urinérias e pulmonares,
equipamentos médicos, pias e banheiros. Causa pneumonia, bacteremia, dermatite, infeccéo
gastrointestinal, infecgdes de pele e de tecidos moles, infec¢cdo pulmonar, infeccdo de 0ssos e
articulaces, entre outras (AZAM; KHAN, 2019).
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P. aeruginosa é intrinsecamente resistente a diferentes agentes antimicrobianos e
algumas linhagens desenvolveram resisténcia a maioria dos antimicrobianos disponiveis,
incluindo carbapenenos e cefalosporinas de terceira geracdo (AZAM; KHAN, 2019). Na
Europa, a resisténcia ao carbapenem é comum na maioria dos paises, variando de 1 a 5% em
quatro de 41 paises, e acima de 50% em seis paises (ANTIMICROBIAL RESISTANCE
SURVEILLANCE IN EUROPE 2022 - 2020 DATA, 2022).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir duas proteinas recombinantes de interesse biotecnoldgico: a Transcriptase
Reversa do Virus Murino da Leucemia de Moloney (M-MLV-RT) e a subunidade Beta da
Urease de Proteus mirabilis (PmUrep), e avalia-las de acordo com suas atividades enzimatica

e antibacteriana, respectivamente.

2.2 Objetivos Especificos
1. Obter linhagens recombinantes de E. coli capazes de expressdo induzivel do gene da
M-MLV-RT;

2. Purificar M-MLV-RT por cromatografia de afinidade ao niquel a partir de extratos

proteicos de E. coli;

3. Quantificar os niveis proteicos de M-MLV-RT purificados e avaliar a pureza e a
identidade da proteina por SDS-PAGE e Western Blot;

4. Medir a atividade enzimatica da M-MLV-RT por RT-PCR;

5. Auvaliar a eficiéncia de transformac&o e de producéo proteica para diferentes linhagens
de E. coli, incluindo E. coli BL21(DE3) pTGroE e E. coli Lemo21;
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6. Obter linhagens recombinantes de E. coli BL21(DE3) Lemo2l para a expressao

induzivel do gene da PmUrep;

7. Purificar PmUref por cromatografia de afinidade ao niquel a partir de extratos

proteicos de E. coli;

8. Quantificar os niveis proteicos de PmUref purificados e avaliar a pureza e a

identidade proteica por SDS-PAGE e Western Blot;

9. Awvaliar o efeito da PmUref sobre a multiplicacdo de S. aureus e P. aeruginosa.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 M-MLV-RT

3.1.1 Transformacgdo de pET23a::M-MLV-RT em E. coli BL21(DE3) pT-GroE e em E.
coli Lemo21

O plasmideo pET23a::M-MLV-RT foi adquirido da sintese da sequéncia SuperScript

Il RT modificada, inserida no vetor pET23a pela empresa FastBio Ltda. Células E. coli BL21
(DE3) pT-GroE e E. coli (DE3) Lemo21 foram tornadas termocompetentes utilizando CaCl, e
armazenadas em ultrafreezer a -80 °C. As transformacdes realizadas neste trabalho foram
executadas de maneira semelhante, com pequenas modificacdes, apresentadas na Tabela 1.
Em um microtubo foi adicionado um determinado volume do plasmideo pET23a::M-MLV-
RT, variando de acordo com a concentragdo utilizada ¢ 200 puL de células termocompetentes,
sendo em seguida realizado o choque térmico em banho seco a 42 °C por dois minutos (ou 45
s para a transformag@o numero 4). As células foram recuperadas com a adi¢cdo de 1 mL de
meio de cultura Luria Bertani (LB) ou Super Optimal Broth (SOB) (HANAHAN, 1983), com
adicéo de glicose a 4 mM ou néo, e a incubagdo por 1 h a 37 °C em agitador orbital a 180
rpm. A seguir, 100 uL das células foram distribuidas por spread plate em placa contendo LB-
agar, ampicilina a 100 pg/mL e cloranfenicol a 40 pg/mL. As células foram anteriormente
concentradas por centrifugagdo a baixa velocidade por 1 min ou ndo. Apés incubacéo
overnight em estufa a 37 °C, colénias transformadas foram inoculadas em meio LB contendo
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os devidos antibi6ticos, sendo uma fracdo destes indculos aliquotados e armazenados com
adicéo de 20% de glicerol a -80° C e a outra utilizada para o teste de selecdo de clones.

Tabela 1: Transformagfes de pET23a::M-MLV-RT em E. coli BL21(DE3) pT-GroE e em E. coli Lemo21.
Na tabela, estdo enumeradas as condi¢des de transformacdo realizadas, incluindo a aliquota de plasmideo utilizada
(e com a sua concentracdo entre parénteses), a quantidade de plasmideo adicionada, 0 meio para a recuperacao de
células utilizado, se foi realizada concentracdo anterior ao plaqueamento, o tempo do choque térmico em banho

seco a 42 °C, e se houve adicdo de glicose a 4 mM.

Plasm. (ng/uL) Qt. Plasm. Estoque Meio Concen. Banho Glicose (4 mM)
(ng) plasm.
1 pTGroE 1 (485) 970 -80°C LB Sim 2 Néo
2 2 (755) 755 -80°C LB Sim 2 Néo
3 2 1510 -80°C SOB Sim 3 Néo
4 2 1510 -80°C SOB Sim 45s Né&o
2’
5 3(422) 1688 -80°C SOB Sim 2 Sim
2 2984
6 3 1688 -20°C SOB Nao 2 Sim
7 4 (502) 2510 -20°C LB Né&o 2 Sim
8 3 1899 -20°C LB Né&o 2 Sim
9 4 2500 -20°C LB Néo 2 Néo
3
5 (740)
10 2 800 -20°C LB Né&o 2’ Né&o
3
11 6 (667) 800 -20°C LB Néo 2 Nao
12 6 800 -20°C LB Néo 2 Nao
1 Lemo2l 6 800 -20°C LB Né&o 2’ Néo
2 6 800 -20°C LB Né&o 2’ Né&o
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3.1.2 Transformacéo, purificacdo e sequenciamento do plasmideo pET23a::MMLV-
RT estocado em E. coli DHSa.

As transformacgdes de E. coli DH5a foram realizadas de maneira similar a descrita
anteriormente. Porém, fez-se uso de ampicilina a 100 pg/mL para a selegdo de transformantes,
exclusivamente. A purificacdo de plasmideos foi realizada com o GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (Thermo Scientific) seguindo a metodologia descrita pelo fabricante. A concentracdo de
plasmideos foi medida utilizando-se o espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific).

Uma aliquota do plasmideo 6 (Tabela 1) foi enviada para sequenciamento automatico
de DNA pelo método modificado de Sanger pela empresa ACTGene Anélises Moleculares
Ltda. (IECBiot/UFRGS), utilizando os pares de primers para promotor T7. Esta amostra foi
purificada a partir de E. coli DH5a::pET23a::M-MLV-RT estocadas a -80°C obtidas em
experimentos anteriores a realizacdo deste trabalho. A cultura foi cultivada overnight em meio
LB na presenga de ampicilina (100 pg/mL) a 37°C e agitagdo continua, sendo em seguida

submetida a purificacdo, quantificacdo e enviada para 0 sequenciamento.

O resultado do sequenciamento foi recebido no formato de eletroferograma e também
de  sequéncia  (arquivo  de  texto). Utilizando o  software = Chromas
(http://technelysium.com.au/wp/) para visualizacdo do eletroferograma, a sequéncia foi curada
manualmente e submetida ao alinhamento contra o banco de dados publico do National
Center for Biotechnology Information (NCBI; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) referente ao M-
MLV por BLASTx (ALTSCHUL et al., 1990).

3.1.3 Expressao induzivel de M-MLV-RT em E. coli BL21(DE3) pT-GroE e em E. coli
Lemo21 para a selecao de clones

Para E. coli BL21(DE3) pTGroE, foi induzida a expressdo em 5 mL para a selegéo do
clone com maior quantidade da proteina recombinante. Em tubos conicos do tipo Falcon de
50 mL, foram adicionados 5 mL de meio LB, antibioticos (ampicilina a 100 pg/mL e

cloranfenicol a 40 pg/mL) e 200 pL de pré-indculo (4%). As células foram incubadas a 37 °C
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em agitacdo constante (180 rpm) até atingir a ODs... = 0,7 - 0,8, seguido da adicdo de
isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG) a 1 mM e reducdo da temperatura de cultivo
para 20 °C.

Para células E. coli Lemo2l, a inducdo da expressdo foi realizada em frascos
Erlenmeyer contendo 25 mL de meio LB e 500 pL (2%) de indculo nas mesmas condicGes
descritas acima. Ao atingir a OD4..= 0,7 - 0,8, a inducéo foi realizada com a adicéo de IPTG
(0,5 mM) e de diferentes concentragdes de ramnose (100, 250, 500 e 1.000 uM). As bactérias
E. coli Lemo21 possuem um plasmideo carregando o gene da lisozima T7, um inibidor da
RNA polimerase T7, sob controle de expressdo do promotor de ramnose. Desse modo, com a
elaboracdo de uma curva de concentracdes crescentes de ramnose, € possivel controlar a
expressdo génica e a producdo de proteina a partir da indugcdo do promotor T7, podendos-e
otimizar a expressdo, principalmente para proteinas com tendéncia a formar corpos de
inclusdo. Por fim, a temperatura de cultivo foi diminuida para 18 °C. As condigdes utilizadas

para a expressdo com esta bactéria foram baseadas no protocolo de expressdo de PmUrep.

Apds incubacdo overnight, as culturas foram centrifugadas a 7.000 x g por 10 min e 0s
sedimentos (pellets) foram ressuspendidos em tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,8) e incubados
com a adicdo de lisozima (20 mg/mL) por 20 min a temperatura ambiente. Apds esta etapa, 0s
extratos brutos foram submetidos a ultrassonicacdo de banho por 10 min, congelados por 10
min a -20 °C e centrifugados a 14,000 x g por 20 min, reservando-se o sobrenadante (fracdo

soltvel).

A presenca de proteinas foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)
sob condicBes desnaturantes induzidas por dodecil sulfato de sodio (SDS) (GALLAGHER,
2012) na concentragdo de 10%, utilizando amostras de culturas n&o induzidas de cada clone
como controles negativos da expressao, seguida de Dot Blot ou Western Blot com o anticorpo
monoclonal anti-His-tag 1:2.000 (Sigma-Aldrich). Avaliou-se a presenca das bandas
proteicas nas alturas de 76 kDa para a selecdo de clone com maior producdo da proteina de

interesse.

3.1.4 Expressao induzivel e purificacdo de M-MLV-RT em escala laboratorial
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Dois frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 250 mL de meio SOB foram utilizados para
o cultivo nas condicGes de inducdo previamente descritas, a excecdo do uso de lactose em
lugar de IPTG para a indugdo. O meio de cultivo foi centrifugado a 7.000 x g por 10 min e o
pellet foi ressuspendido em tampdo Tris-HCI (Tris a 20 mM, NaCl a 300 mM, pH 8,0)
contendo imidazol a 25 mM. As células foram lisadas por ultrassonicacdo de ponta e
centrifugadas a 14.000 x g por 40 min. O extrato proteico bruto foi submetido a cromatografia
de afinidade em matriz Chelating Sepharose (GE Healthcare) contendo NiCl, a 0,2 M e,
subsequentemente, lavado com tampé&o Tris-HCI e quantidades crescentes de imidazol (25, 85

e 500 mM). A proteina foi eluida com o tampdo contendo 500 mM de imidazol.

O eluato foi dialisado em tampé&o Tris-HCI (Tris a 50 mM, NaCl a 100 mM, EDTA a
0,1 mM) e ditiotreitol (DTT a 1 mM, pH 7,5). O método Bradford (BRADFORD, 1976) foi
empregado para a quantificacdo proteica e a pureza foi avaliada por SDS-PAGE a 10 %,
seguida de Western Blot. As amostras foram concentradas por centrifugacdo a 4000 g por 20
min utilizando filtro para centrifugacdo Amicon (Merck) de 10 kDa e entdo armazenadas com
glicerol a 50 % na concentragéo de 0,35 mg/mL a -20 °C. Essa concentragéo foi equivalente a
200 U/pL, como estabelecido em experimentos anteriores.

3.1.5 Teste de atividade da M-MLV-RT

A atividade da M-MLV-RT foi testada a partir da sintese de cDNA em ensaios de RT-
PCR quantitativa (RT-gPCR) ou Real Time RT-PCR. Utilizou-se a enzima produzida no lote
4 (a partir daqui referida simplesmente como M-MLV-RT CBiot), anterior a execucdo deste
trabalho (Tabela 2). A partir de células humanas de cumulus cedidas pela empresa Ostera
Ltda. (IECBiot/UFRGS), foram extraidas amostras de RNA total pelo método de Trizol
(HUMMON et al., 2007). O RNA extraido foi utilizado para o teste da enzima com 15 min,
30 min e 1 h de incubacdo, sendo comparado com M-MLV-RTs comerciais das marcas

Qiagen, Sigma e iScript.

A sintese de cDNA da enzima deste trabalho, assim como para a enzima da Sigma e
da Qiagen, foi realizada com os reagentes e protocolo da Qiagen (RT2 First Strand Kit,
Qiagen), apenas substituindo a M-MLV-RT, e realizando a incubagdo por 15 min, 30 mine 1
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h para a M-MLV-RT CBiot. Ja para a TR da iScript, utilizaram-se os reagentes do kit e se
seguiu o protocolo proprio da marca (iScript cDNA Synthesis Kit).

Os produtos da reagdo foram amplificados por RT-qPCR (BioRad CFX384 Touch
Real-Time PCR System) em duplicata, nas seguintes condic¢des (5 min a 95 °C, e 40 ciclos de
15s5a95°C,30sa60°Ce30sa72°C), adicionando-se ao cDNA dNTPs (Ludwig Biotech
Ltda.), Tag DNA Polimerase, Tampé&o 10x e MgCl, (Ludwig Biotech Ltda.), ROX Reference
Dye (Invitrogen), SYBR Green (Applied Biosystems) e utilizados 3 primers especificos aos
genes aqui nomeados 2, 17 e 20 (informacdo confidencial) como alvo da amplificacéo.

Tabela 2. Lotes de produgdo da M-MLV-RT CBiot com seus respectivos rendimentos e condices de

cultivo e inducéo.

Lote Rendimento Meio de Cultura Condicéao de inducao

1 (09/20) 6 mg/L LB IPTG 1mM, 20°C, overnight

2 (12/20) 9 mg/L SOB IPTG 1mM, 20°C, overnight

3 (09/21) 9,36 mg/L SoB IPTG 1mM, 20°C, overnight

4 (10/21) 12 mg/L SOB 3 adicdes de lactose 0,2%, 20°C,
overnight

3.2 PmUref

3.2.1 Transformacéo de pET23a::ureB em E. coli Lemo21 (DE3) e selecéo de clones

Linhagens de E. coli Lemo21 (DE3) termocompetentes armazenadas a -80 °C foram
utilizadas para a transformagcdo de pET23a::ureB. A transformacdo e a subsequente
distribuicdo das suspensdes em placas foram realizados de modo similar ao protocolo
anteriormente descrito neste trabalho. Utilizou-se, porém, 2 pul do plasmideo pET23a::ureB
(400 ng) e para a placa de LB-agar, ampicilina a 100 pg/mL e cloranfenicol a 40 pug/mL.

Cinco das colbnias transformadas foram inoculadas em meio LB contendo os devidos
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antibioticos, sendo uma fracdo destes pré-indculos aliquotados e armazenados com 20% de
glicerol a -80 °C e a outra utilizada para o teste de selecdo de clones.

A selecdo de clones também foi realizada de maneira similar aquela descrita
anteriormente para E. coli Lemo21 (3.1.2), com adi¢do de ramnose a 0,4 mM para a inducéo.
Apbs incubacdo overnight, as culturas foram centrifugadas a 7.000 x g por 10 mina4° Ce a
lise foi realizada como descrito anteriormente (3.1.2). A presenca de proteinas induzidas foi
avaliada por SDS-PAGE (GALLAGHER, 2012) na concentracdo de 15%, seguida de Western
Blot com o anticorpo monoclonal anti-His-tag 1:2.000 (Sigma-Aldrich). A selecdo dos clones

bacterianos positivos foi baseada na amostra com a banda mais intensa em 13 kDa.

3.2.2 Expressao induzivel e purificacio de PmUrefp em escala laboratorial

Dois frascos Erlenmeyer de 1 L contendo 250 mL de meio LB foram utilizados para o
cultivo nas condi¢des de inducdo previamente descritas (3.2.1). O meio de cultivo foi
centrifugado a 7.000 x g por 10 min a 4 °C e o pellet foi ressuspendido em tampé&o Tris-HCI
(Tris a 20 mM, NaCl a 500 mM, pH 7,5) contendo imidazol a 5 mM. As células foram lisadas
por ultrassonicacao de ponta e centrifugadas a 14.000 x g por 40 min. O extrato proteico bruto
foi submetido a cromatografia de afinidade em matriz Chelating Sepharose e
subsequentemente lavado com tampéo Tris-HCI e quantidades crescentes de imidazol (5, 80 e
500 mM). A diélise foi realizada overnight em tampéo de estoque Tris-HCI (10 mM, pH 7,5)
e DTT (1 mM). Esta solucdo foi entdo esterilizada por ultrafiltracdo em filtro de nailon com
poros de 0,22 um para 0s ensaios com as bactérias. O método Bradford (BRADFORD, 1976)
foi empregado para a quantificagdo proteica e a pureza foi avaliada por SDS-PAGE seguida
de Western Blot. As amostras foram armazenadas a 4 °C.

3.2.3 Ensaio antibacteriano

As células de S. aureus (gentilmente cedidas pela Profa. Livia Kmetzsch Rosa e Silva,
Centro de Biotecnologia, UFRGS) e de P. aeruginosa ATCC 27853 foram isoladas por

esgotamento em placas de Petri contendo &gar-LB e incubadas overnight a 37° C. Estes
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isolados foram cultivados em 5 mL de meio LB overnight e, apds, tiveram a sua concentracdo

ajustada para a ODgoonm = 0,08 a2 0,1 (0,5 na escala McFarland) em Nanodrop a 600 nm.

Em microplaca de 96 pogos, foram adicionadas, em triplicatas, 50 pL das células junto
a 50 uL de crescentes concentragoes de PmUrep em tampao de estocagem (0,56, 1,125, 2,25 ¢
4,5 uM). Como controle positivo, foi utilizada ampicilina (20 pg) e, como controle negativo,
foi utilizado o tampdo de estoque. Ap6s 24 h de incubacdo a 37 °C em estufa bacterioldgica,
para cada amostra foram realizadas diluicées seriadas até 10°® em solugdo salina (0,9 % NaCl)
e plagueadas pelo método de Drop plate em LB-4agar. O nimero de Unidades Formadoras de
Colbénias (UFC) foi determinado pela contagem de col6nias, multiplicado pela diluicdo na
qual foi possivel realizar a quantificacdo e multiplicado pelo volume total (200 L), para
considerar o volume de 1 mL, j& que foram utilizados 5 pL da dilui¢do no ensaio. Este ensaio
foi adaptado daquele descrito por MARTINELLI et al. (2017).

A anélise estatistica dos dados gerados foi realizada no software GraphPad Prism v9
(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/) utilizando ANOVA de uma via e teste
de maultiplas comparacdes Kruskal-Wallis para distribuicGes ndo paramétricas. Considerou-se

significancia estatistica de P<0,05.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Transformacdo pET23a::M-MLV-RT em E. coli DH5a e Sequenciamento do
Plasmideo

Duas transformacdes com o plasmideo comercial purificado pET23a::M-MLV-RT em
E. coli DH5a foram realizadas com a finalidade de multiplicagdo e extracdo do plasmideo.
Porém, ndo foram obtidas colonias transformantes. Desse modo, foi realizada a extracdo de
plasmideos a partir de células E. coli DH5a::pET23a::M-MLV-RT anteriormente estocadas a -
80 °C. Foi realizado o sequenciamento de DNA a fim de verificar a integridade do plasmideo
e a presenca da insercdo da sequéncia codificante da M-MLV-RT ap0s a estocagem. O
resultado do sequenciamento realizado apresentou identidade de 92% para a M-MLV-RT

(N_P955591.1, Figura 1), confirmando a integridade do plasmideo. A regido 3’-terminal do
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alinhamento apresentou identidade relativa menor por conta da baixa qualidade dos picos
finais do eletroferograma.

p80 RT [Moloney murine leukemia virus]
Sequence ID: NP_955591.1 Length: 671 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 278 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

497 bits(1279) 3e-175 Compositional matrix adjust. 256/278(92%) 258/278(92%) 0/278(0%) +1

Query 106 LNIEDEHRLHETSKEPDVSLGSTWLSDFPQAWAETGGMGLAVRQAPLITIPLKATSTPVSI 285
LNIEDEHRLHETSKEPDVSLGSTWLSDFPQAWAETGGMGLAVRQAPLITIPLKATSTPVSI

Sbjct 1 LNIEDEHRLHETSKEPDVSLGSTWLSDFPQAWAETGGMGLAVRQAPLIIPLKATSTPVSI 60

Query 286 KQYPMSQEARLGIKPHIQRLLDQGILVPCQSPWNTPLLPVKKPGTNDYRPVQDLREVNKR 465
KQYPMSQEARLGIKPHIQRLLDQGILVPCQSPWNTPLLPVKKPGTNDYRPVQDLREVNKR

Sbjct 61 KQYPMSQEARLGIKPHIQRLLDQGILVPCQSPWNTPLLPVKKPGTNDYRPVQDLREVNKR 120

Query 466 VEDIHPTVPNPYNLLSGLPPSHQWYTVLDLKDAFFCLRLHPTSQPLFAFEWRDPEMGISG 645
VEDIHPTVPNPYNLLSGLPPSHQWYTVLDLKDAFFCLRLHPTSQPLFAFEWRDPEMGISG

Sbjct 121 VEDIHPTVPNPYNLLSGLPPSHQWYTVLDLKDAFFCLRLHPTSQPLFAFEWRDPEMGISG 180

Query 646 QLTWTRLPQGFKNSPTLFDEALHRDLADFRIQHPdlillgyvddl11AATSELDCQQGTR 825
QLTWTRLPQGFKNSPTLFDEALHRDLADFRIQHPDLILLQYVDDLLLAATSELDCQQGTR

Sbjct 181 QLTWTRLPQGFKNSPTLFDEALHRDLADFRIQHPDLILLQYVDDLLLAATSELDCQQGTR 248

Query 826 ALLQTWATWLSREREKSAXLPETGENIWGYLLKXSQRW 939

ALLQT R KA+ + GYLLK QRW
Sbjct 241 ALLQTLGNLGYRASAKKAQICQKQVKYLGYLLKEGQRW 278

Figura 1. Alinhamento da sequéncia peptidica deduzida do resultado do sequenciamento de pET23a::M-
MLV-RT frente a sequéncia conhecida da M-MLV-RT utilizando BLASTX.

4.2 TransformacOes de pET23a::M-MLV-RT em E. coli BL21(DE3) pTGroE e
Selecéo de Clones

A primeira colénia recuperada de transformacdo de E. coli BL21(DE3) pTGroE foi
obtida no experimento nimero 6. Diferente das transformacdes anteriores, ndo foi realizada
centrifugacdo para concentracdo de células e utilizou-se 1.688 ng de um plasmideo estocado
em -20°C, como € possivel observar na Tabela 1.

A transformacdo numero 7 permitiu a producdo de uma placa com mais de 15
col6nias. Foram utilizados 2.510 ng do plasmideo 4 e as células foram recuperadas em meio
LB. O clone 1 da transformagéo 6 (clone 1-6) foi o que resultou em maior banda relativa a M-
MLV-RT pela analise por SDS-PAGE (Figura 2), sendo também visivel no resultado de Dot-
Blot. Os demais clones da transformacao do experimento 7 ndo apresentaram banda na altura

do controle positivo diferenciavel. O clone 1-6 foi, entdo, induzido a expressdo e a proteina
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foi posteriormente purificada, obtendo-se um rendimento muito baixo de 0,23 mg/L, apds

concentragéo.

100

60

30

Figura 2. Selecdo de clones da transformacgéo nimero 7. Resultado de analise por SDS-PAGE demonstrando
a presenca de proteinas derivadas de clones de pET23a::M-MLV-RT em E. coli BL21(DE3) pTGroE apds a
indugdo com IPTG. -: Clone ndo induzido; +: M-MLV-RT purificada; M: Marcador ColorBurst (Sigma-
Aldrich).

Na transformacéo resultante do experimento nimero 9, repetiram-se as condigdes da
transformacdo 7, novamente utilizando 2.510 ng do plasmideo 4. Consistentemente, esta
resultou em colbnias transformantes, mas ndo foi detectada a presenca de proteina

recombinante em quaisquer dos clones testados.

Foram obtidas trés colbnias a partir da recuperacdo de transformantes na condigédo
namero 12. Utilizou-se o plasmideo 5, purificado a partir de um antigo clone de E. coli
DH5a::pET23a::M-MLV-RT. O clone 2 da transformacgdo numero 12 (2-12) apresentou a
banda mais intensa no SDS-PAGE (Figura 3), além de apresentar um resultado positivo no
experimento de Dot Blot (imagem ndo disponivel). Este clone serd utilizado para realizar uma
nova producdo de proteinas em 1 L de cultivo, para o preparo de um novo lote da enzima.
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pTGroE Lemo 21 +

Figura 3: Selecao de clones da transformagao nimero 12 e curva de ramnose. Resultado da analise de SDS-
PAGE realizado a partir de 3 clones transformados de E. coli BL21(DE3) pTGroE pET23a::M-MLV-RT ap06s
inducdo com IPTG e curva de ramnose de clone transformado de E. coli Lemo21; +: M-MLV-RT purificada; M:

Marcador molecular BioRad Precision Plus Protein Dual Color.

A dificuldade da transformacdo de bactérias E. coli BL21(DE3) pTGroE com
pET23a::M-MLV-RT foi constante desde as primeiras tentativas pelo grupo de pesquisa.
Somado a isso, mesmo obtendo clones capazes de gerar um rendimento alto de proteina
recombinante (Tabela 2), foi observado que, ap6s o estoque destes clones, as producdes
seguintes obtiveram rendimentos reduzidos. Desse modo, a transformacao foi definida como o

maior gargalo da producéo de M-MLV-RT recombinante.

Desse modo, buscou-se testar diferentes parametros para a transformacdo (Tabela 1).
Aparentemente, a eficiéncia de transformacdo foi afetada pelo aumento da quantidade de
plasmideo, especialmente quando acima de 2.500 ng, como observado nas transformacgoes 7 e
9. Contudo, essas transformacdes nao resultaram em clones com expressdo satisfatoria.
Considerando que a maioria dos protocolos comerciais sugerem o uso de baixas quantidades
de plasmideo para a transformagdo, com o maximo de 100 ng de DNA por 50 puL de células
termocompetentes, é possivel que o uso excessivo de DNA tenha comprometido a capacidade
destes clones de produzir a proteina recombinante. Levando em consideracdo que os lotes
produzidos anteriormente utilizaram concentragdes de 800 ng de plasmideo por 200 uL de
células, é sugerido voltar a usar estas concentracBes e buscar melhorar a eficiéncia de

transformacdo por outros pardmetros. Anteriormente a este trabalho, j& foram testadas
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concentragfes mais baixas de plasmideo utilizando método de eletroporagéo sem, no entanto,

maior sucesso.

Ao passo que a adicdo de glicose e 0 uso de meio LB ou SOB néo aparentam ter
influenciado na eficiéncia de transformacao, € possivel que a auséncia de centrifugacédo e a
utilizacdo de plasmideo estocado em -20 °C tenham influenciado, uma vez que todas as
transformacoes de sucesso deram-se nessas condi¢cdes. Quanto ao tempo de choque térmico
utilizado, este foi prevalentemente de 2 min, com excecdo de um teste em que se utilizou 45 s
e que nio resultou em transformantes. E possivel, porém, que o tempo maior esteja reduzindo
a eficiéncia de transformacéo ja baixa e dificultando a obtencdo de colénias transformadas,
uma vez que, para a maioria das linhagens de E. coli, é sugerido que se execute o choque
térmico por 25 a 45 s (FROGER; HALL, 2007). Desse modo, sugere-se 0 uso de menores

tempos de choque térmico para as proximas transformacoes.

Ademais, também foi testada a transformacdo e a expressdo com bactérias E. coli
Lemo21. Utilizando 800 ng do plasmideo 6, foram obtidas 3 col6nias. Uma destas foi
induzida a expressao a fim de se testar o efeito da adicdo de diferentes concentracdes de
ramnose, mas todas apresentaram banda de intensidade similar (Figura 3). Como a expressao
mostrou-se aquém da apresentada pelo clone 2 de E. coli BL21(DE3) pTGroE, os clones de E.

coli Lemo21 ndo foram utilizados para ensaios posteriores.

4.3 Atividade M-MLV-RT em RT-gPCR

O teste da atividade da M-MLV-RT CBiot em comparacdo as enzimas comerciais
Sigma, Qiagen e iScript esta apresentado na Tabela 3. Dentre as enzimas comerciais, iScript
apresentou os menores valores de Ct (Threshold Cycle) para os primers testados. As enzimas
Sigma e Qiagen apresentaram valores proximos, com exce¢do da amplificagcdo do primer 20
pela enzima Sigma (duplicatas com valor de Ct de 39,67 e 36,51). Comparativamente, a M-
MLV-RT CBiot obteve atividade satisfatoria com o tempo de incubagéo de 30 min, similar a
atividade apresentada pelas enzimas comercias e até com menores valores de Ct quando
comparado a M-MLV-RT da Qiagen (Figura 4).
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Tabela 3: Comparacéo da eficiéncia de enzimas M-MMLV-RT. As enzimas comerciais Qiagen, Sigma e
iScript, assim como as M-MLV-RT CBiot com 15 min, 30 min e 1 h de incubacédo, foram comparadas quanto ao

seu Threshold Cycle (Ct). Foram testados primers para os genes 2, 17 e 20.

Primer Threshold Cycle (Ct) Threshold Cycle (Ct)
(Rep 1) (Rep 2)
QIAGEN 2 25,49 23,17
17 30,26
20 33,32 31,18
SIGMA 2 25,6 31,02
17 29,97 30,62
20 39,67 36,51
ISCRIPT 2 22,12 22,35
17 25,47 26
20 27 25
CBIOT 15 min 2 40,35 10,97
17 29,51 28,06
20 9,99 28,34
CBIOT 30 min 2 22,88 24,36
17 27,68 25,79
20 28,9 29
CBIOT 1h 2 25,04 29,03
17 27,46 37,95
20 29,37 28,56
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Figura 4. Comparacédo das atividades de M-MLV-RT CBiot (15 min de incubacdo) e Qiagen. Curva de

amplificacdo por RT-gPCR onde cada linha corresponde a um gene (2, 17 ou 20) amplificado em uma condicéo

(C ou Q, CBiot ou Qiagen) em duplicata (1 ou 2).

E relevante mencionar que a enzima M-MLV-RT CBiot do lote 4 (Tabela 2) foi

produzida em outubro de 2021, cerca de seis meses antes deste teste de atividade,

demonstrando a capacidade da enzima de se manter estavel e ativa na estocagem em -20 °C

por pelo menos seis meses.

4.4 Expressao de PmUref

A expressdo de PmUrep foi confirmada pelos resultados de SDS-PAGE e de Western

Blot a partir de amostra purificada (Figura 6).

27



M PmUref M PmUref

100 kDa

72 kDa

53 kDa

37 kDa

LEkpe < [ <

Fig. 6. Confirmacéo da purificacdo de PmUref. Ensaios de SDS-PAGE e Western Blot confirmam a presenca
de banda na altura de 13 kDa. M: Marcador ColorBurst (Sigma-Aldrich).

4.5 Ensaios antibacterianos

P. aeruginosa ndo teve sua multiplicagdo inibida por PmUref, ao menos nas
concentracdes testadas neste trabalho. Apenas a concentracdo de 0,56 UM apresentou
diferenca significativa em relacdo ao controle negativo (P<0,0001). Contudo, nesta
concentracdo, houve um aumento das UFC/mL. Este resultado sugere uma inducdo da
multiplicacdo bacteriana em fungdo das baixas concentragdes de PmUref. Além disso, o
controle negativo apresentou menor crescimento ou crescimento igual as maiores
concentragdes testadas, evidenciando que pode ter ocorrido uma certa toxicidade relacionada
ao tampdo. Provavelmente, o agente redutor DTT pode ter levado a uma certa toxicidade as
bactérias. Uma alternativa aos proximos experimentos sera 0 uso de um controle negativo

apenas com solucdo salina para checar o efeito sobre o crescimento bacteriano.
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Fig. 7. Atividade antimicrobiana de PmUrep. (a) Pseudomonas aeruginosa; (b) Staphylococcus aureus. Os
graficos representam o nimero de UFC por mL de suspensdo bacteriana, demonstrando-se a distribuicdo dos
pontos e a média + DP, n = 6. Andlise estatistica realizada no software GraphPad Prism v9, utilizando ANOVA
de uma via com teste de multiplas comparagdes Kruskal-Wallis. * representa diferenca estatistica (p < 0.05),

**** representa diferenca estatistica (p < 0.0001).

S. aureus apresentou diferenca estatistica na concentracdo de 1,125 uM (P<0,05) em
relacdo ao controle negativo. Esta concentracdo do peptideo resultou na inibicdo da
multiplicacdo bacteriana. Nas outras concentracGes, ndo foi observada inibicdo da formacéo
de colonias.

Assim como a PmUref, Jaburetox (JBTX) é um peptideo recombinante também
proveniente de uma urease (JBU) de C. ensiformis. JBTX possui cerca de 11 kDa e apresenta
efeitos toxicos contra insetos e fungos. Este peptideo, quando testado contra E. coli e Bacillus
cereus, apresentou uma inibicéo de crescimento de 50% na concentracdo de 13,5 uM. Quando
testado contra P. aeruginosa e S. aureus, JBTX apresentou reducao do crescimento bacteriano
a partir da concentragdo de 6,75 uM, com o menor crescimento na concentragao de 13,5 uM
(BECKER-RITT; PORTUGAL; CARLINI, 2018). Neste trabalho, ndo utilizamos doses
maiores nos testes devido a limitacbes de concentracGes proteicas obtidas ao longo da

pruducédo de PmUrep.

Comparativamente, PmUref} demonstrou capacidade de inibir o crescimento
bacteriano de S. aureus em concentragcdo mais baixa, de 1,125 uM. Embora néo se tenha

demonstrado inibicdo em concentragdes maiores, estes resultados podem ter ocorrido devido a
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limitacdes estatisticas, sendo necessario repetir os experimentos com um maior ndmero de
amostras, além de testar concentracdes maiores do peptideo. Por outro lado, o fato de P.
aeruginosa ter apresentado uma redugdo de crescimento apenas na presenca de 6,75 uM de
JBTX, nos indica que sdo necessarios testes em maiores concentragcdes de PmUrep para aferir

sua possivel atividade antibacteriana contra esta bactéria.

O fato de se haver encontrado atividade antibacteriana para S. aureus, mas ndo para P.
aeruginosa, pode também ser devido ao fato da segunda ser uma bactéria Gram-negativa,
naturalmente mais resistente a compostos antimicrobianos (EPAND et al., 2016). A maior
suscetibilidade de bactérias Gram-positivas a um peptideo antimicrobiano ja foi reportada na
literatura. Em um experimento utilizando os peptideos Melimine, Mel4 e RK758 aderidos a
uma superficie de vidro com o uso de polidopamina e em concentracdo de 4 mg/mL, foi
observada uma erradicacdo total de S. aureus com o uso de qualquer um dos peptideos,
enquanto houve apenas uma reducdo de crescimento da bactéria Gram-negativa P. aeruginosa
(BROWNE et al., 2022).

A maioria dos peptideos com acdo antibacteriana de uso comercial aprovado sdo da
classe dos peptideos antimicrobianos (AMPs) (YAN et al., 2021). Estes sdo pequenos
peptideos, com cerca de 11 a 50 amino&cidos, que fazem parte do sistema imune inato do
organismo que o produz. Estes sdo especialmente relevantes devido ao seu mecanismo de
acao, direcionado principalmente & membrana microbiana, o que dificulta o desenvolvimento
de resisténcia microbiana contra eles (BROGDEN, 2005). De modo semelhante, mesmo que
ndo se conheca completamente 0 mecanismo de acdo das atividades biolégicas de JBTX, foi
demonstrado que este peptideo é capaz de interagir com vesiculas lipidicas e bicamadas
lipidicas (PIOVESAN et al., 2014). E possivel hipotetizar que PmUrep também possua um
mecanismo de acdo similar as AMPs e ao JBTX.

Considerando que ndo é evolutivamente favoravel para um organismo produzir um
composto que apresente toxicidade contra ele proprio, € possivel hipotetizar que este
organismo nédo apresenta suscetibilidade para o determinado composto; ou sé é tornado toxico
de acordo com um contexto. Um mecanismo possivel para o desenvolvimento da toxicidade
seria a formagdo de peptideos cripticos a partir de PmUref. Peptideos cripticos sdo clivados
por proteases a partir de proteinas precursoras, apresentando diferente atividade da original,
ou atividade melhorada (UEKI et al., 2007). Assim, conhecendo-se a funcionalidade da

PmUrep no complexo proteico da PMU, o qual é principalmente estrutural, um criptideo
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oriundo dessas proteinas teria funcdo diferente da original, possivelmente sendo o motivo da
relatada atividade antimicrobiana. Esta seria uma possivel explicacdo para o desenvolvimento
de um mecanismo de toxicidade que poderia servir para aumentar o fitness de P. mirabilis
contra os demais microrganismos em situacGes de competicdo, a0 mesmo tempo em que nédo

leva a toxicidade contra a propria célula.

5 CONCLUSOES E PERSPECTIVA

A transformacdo foi identificada como maior gargalo da producdo de M-MLV-RT e 0s
parametros testados, assim como o uso de diferentes linhagens para a expressdo (E. coli
BL21(DE3) pTGroE e Lemo2l), ndo foram suficientes para melhorar a eficiéncia da
transformacdo. No futuro, sugere-se 0 uso de menores tempos para o choque térmico além de
concentracdes de no maximo 800 ng de plasmideo para 200 uL de células. Também é possivel
avaliar novamente a eficiéncia de transformacdo a partir de eletroporacdo e explorar

diferentes linhagens de E. coli para a transformacéo e producéo de M-MLV-RT.

Quanto a atividade enzimatica testada, a M-MLV-RT CBiot se mostrou satisfatoria em
comparagdo com enzimas comerciais (Qiagen, Sigma e iScript), especialmente com o tempo
de incubacédo de 30 min. Este experimento demonstrou a capacidade da enzima em se manter
estavel e ativa na estocagem em -20 °C por pelo menos seis meses. E pretendido testar a
atividade em maiores periodos de tempo a fim de determinar a estabilidade da enzima apds

maiores tempos de estocagem.

Quanto a PmUrep, a segunda proteina produzida neste trabalho, ndo se observou
inibicdo sobre P. aeruginosa nas concentracdes testadas, mas se obteve reducdo da
multiplicagdo de S. aureus para a concentracdo de 1,125 uM (P<0,05). Mais estudos serdo
necessarios para estudar o potencial antibacteriano de PmUrep, principalmente testando a sua

atividade contra diferentes bactérias e em maiores concentragoes.
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