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RESUMO

A expressio de proteinas em sistemas heter6logos representa uma poderosa ferramenta para a
producdo em grande escala de proteinas de interesse, visando demonstrar sua atividade ou
aplicagdes biotecnologicas. Em nosso laboratério foi isolado um gene do tipo PR-5 de
Physalis angulata que codifica uma proteina antifiingica, denominada PaOLP. Neste trabalho
foi realizada a subclonagem do gene PaOLP do vetor de clonagem pGEM-T-Easy para o
vetor de expressdo em Pichia pastoris pPICZa-A. O gene PaOLP foi mutado por PCR, para
deletar as regides codificadoras dos peptideos sinal e carboxi-terminal, e foi clonado em
células de Escherichia coli cepa XL-1 Blue, as quais foram resistentes a zeocina e positivas
para PCR de colénia usando os primers PPM7 e PPMS, e por digestio com enzimas
apropriadas. A estratégia de subclonagem utilizada deve levar a expressdo de uma proteina
PaOLP recombinante madura, com direcionamento para o meio extracelular de células de
leveduras Pichia pastoris e com uma calda de histidina apropriada para a purificagdo por
cromatografia de afinidade por metais imobilizados. A introdugdo do vetor pPICZa-A
conduzindo o gene PaOLP mutado em células competentes de Pichia pastoris, e posterior

expressdo génica para a produgdo da proteina PaOLP madura de fusdo em larga escala, sdo os
assuntos atuais desta pesquisa.

Palavras-chave: Proteina antimicrobiana Genes PR-35. Proteina recombinante.
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ABSTRACT

The protein expression in heterologous systems represents a power tool in order to produce in
large scale important proteins, aiming to demonstrate their activity or biotechnological
applications. In our laboratory it was isolated a PR5-like gene from Physalis angulata that
encodes an antifungal protein, denominated PaOLP. In this work it was performed the
subcloning of the PaOLP gene, from pGEM-T Easy cloning vector to the pPICZa-A Pichia
pastoris expression vector. The PaOLP gene was mutated by PCR to delete regions encoding
the signal and carboxi-termini peptides, and cloned into Escherichia coli strain DH5a cells,
which were zeocina selected and positives for colony PCR using PPM7 and PPM8 primers,
and by digestion with appropriate enzymes. The used sub-cloning approach may lead to
expression of a mature recombinant PaOLP protein, with sorting to the extracellular medium
of Pichia pastoris yeast cells and possessing an appropriated His-tag to purification on
immobilized methal affinity chromatography. The introduction of the pPICZa-A vector
leading the mutated PaOLP gene into the Pichia pastoris competent cells, and posterior gene
expression to in large scale production of the fusion mature PaOLP protein, are the current

subjects of this research.

Keywords: Antimicrobial protein. PR-5 genes. Recombinant protein.
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1 INTRODUCAO

Na era pds-gendmica, muitas fungdes de genes precisam ser elucidadas,
compreendidas e validadas tanto para interesses moleculares, médicos, agrondmicos quanto
industriais. Portanto, a produgdo em larga escala de proteinas recombinantes a partir dos
genes sequenciados possui elevada demanda nos fdltimos 15 anos (HUNT, 2004;
SORENSEN, 2010). A expressdo de proteinas funcionais em hospedeiros estd embasada na
biotecnologia moderna, pela geragdo de DNA recombinante. Esta tecnologia tem por
principio o dogma central da biologia molecular, em que a sequencia de aminoacidos da
proteina expressa € dependente da sequencia de DNA, podendo assim a estrutura e fungdo da
proteina ser afetada pela frequéncia dos c6dons, uma vez que estes influenciam a estrutura
secundéria e terciaria da proteina (RAI; ADH, 2001; REYES-RUIZ; BARRERA-SALDANA,
2006).

Genes cujas fungdes sdo desconhecidas ou com fungdes putativas que ainda ndo foram
comprovadas sdo clonados em vetores de expressdo heteréloga e as proteinas codificadas por
eles sdo produzidas em células hospedeiras diferentes das células de origem. Os sistemas de
expressdo heterdloga de proteinas sdo classificados de acordo com a célula hospedeira, sendo
conhecidos, de modo geral, como sistemas de expressdo em procariotos e sistemas de
expressio em eucariotos, para oOs quais existem vetores apropriados disponiveis
comercialmente (RAI; PADH, 2001; HUNT, 2004; REYES-RUIZ; BARRERA-SALDANA,
2006).

Os sistemas de expressdo em procariotos mais usados sdo cepas de Escherichia coli,
os quais associam facilidades, rapidez, praticidade, alta produtividade e baixos custos, porém
apresentam um fator limitante que € a baixa capacidade de dobrar proteinas e realizar outros
processamentos pds-traducionais tdo comuns em proteinas de eucariotos (CAMPOS et al.,
2008; SAHDEV et al., 2008). Dentre os sistemas de expressdo em eucariotos destaca-se a
expressdo em fungos leveduriformes, tais como Saccharomyces serevisiae (VAN-KHUE;
RAO, 2004) e Pichia pastoris (KRAINER et al., 2012), além dos sistemas de expressdo em
fungos filamentosos (NEVALAINEN et al., 2005), em baculovirus/células de insetos, em
células de mamiferos (KOST et al., 2005) e em plantas (STREATFIELD, 2007).
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1.1 Justificativa

Na busca por novos genes que codificam proteinas com propriedades terapéuticas, em
nosso laboratério foi isolado recentemente um gene do tipo PR-5 que codifica uma proteina
denominada PaOLP, isolado do genoma da planta Physalis angulata, presente no Horto
Florestal do Centro de Educagdo e Satde, Campus Cuité da UFCG. A andlise de sequencias
de nucleotideos e de aminoacidos deduzida de PaOLP revelou caracteristicas conservadas
dentro da familia de proteinas PR-5, tendo sido diagnosticado o posicionamento correto de
residuos funcionais implicados na atividade antimicrobiana de membros desta familia de
proteinas (Dados ndo publicados).

Genes que codificam proteinas antimicrobianas do tipo PR-5 representam candidatos
importantes para aplicagdes biotecnologicas. Estas proteinas ocorrem naturalmente como
participantes do sistema imune inato de plantas e de animais, e protegem os hospedeiros da
invasdo por microrganismos patogénicos, incluindo fungos, bactéria e virus, prevenindo
doengas (VAN LOON et al, 2006). Proteinas antimicrobianas do tipo PR-5, como as
osmotinas, tém sido implicadas como agentes terapéuticos em humanos (ALMEIDA et al.,
2008; RAMSDALE, 2008; Wipo Patent Document Number WO/2006/036871: Plant PR-5
proteins as mammalian therapeutic agents), além da bem-caracterizada aplicagdo na
engenharia genética de plantas visando resisténcia a doengas (FAGOAGA et al., 2001).
Diferentes atividades tém sido descritas para membros da familia de proteinas PR-5 (SINGH
et al., 1987; LAROSA et al., 1989; NEALE et al.,, 1990; SALZMAN et al., 1998; NEWTON
& DUMAN, 2000), especialmente atividade antifingica/antioomicetal in vitro e in planta
para a maioria deles (ROBERTS & SELITRENNIKOFF, 1990; ABAD ET AL., 1996).

A atividade potente de algumas proteinas PR-5 levou a hipétese de que elas poderiam
ser usadas como uma nova fonte de resisténcia a fungos. Portanto, a potencial atividade
antifiingica da proteina PaOLP precisa ser determinada, visando demonstrar sua atividade
para futuras aplicagGes biotecnologicas. Neste contexto, a expressdo de proteinas de interesse
em sistemas heterdlogos, a partir de genes clonados, representa uma poderosa ferramenta para
a produgdo em grande escala de PaOLP.

Entretanto, vérios critérios precisam ser determinados previamente para a producdo e
purificagdio da proteina a ser expressa em sistemas heterélogos, que incluem: a escolha do
sistema — se em procariotos ou eucariotos; da linhagem da célula hospedeira e vetor de
expressdo; do direcionamento da proteina expressa — se esta vai para 0 meio intra ou

extracelular da célula hospedeira; do promotor — se este terd expressdo induzida ou
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constitutiva; e ainda pode-se optar por realizar processamento pos-traducional de clivagem de
peptideos por mutagdo prévia no gene. Portanto, a elaboragdo de uma estratégia de expressio
da proteina e subclonagem do gene de interesse sd3o as etapas iniciais a serem alcangadas, as
quais sdo consideradas fatores limitantes para o sucesso da obtengdo e purificagdo de

proteinas recombinantes.

2 OBJETIVOS:
2.1 Objetivo Geral

Mutar e subclonar o gene PaOLP em vetor de expressdo em Pichia pastoris, visando a

producdo da proteina recombinante.

2.2 Objetivos Especificos

a) Obter o inserto génico PaOLP mutado apropriado para recombinag8o, por meio de PCR
com primers especificos;

b) Obter o vetor pPICZa-A apropriado para recombinagdo, por meio da purificagéo;

c¢) Obter o DNA recombinante pPICZa-A ligado ao PaOLP mutado;

d) Obter clones recombinantes de Escherichia coli que contenham o vetor pPICZa-A
conduzindo o gene PaOLP mutado, apds transformagdo;

e) Validar clones recombinantes conduzindo o vetor pPICZa-A-PaOLP mutado, por meio de
PCR.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Nas tltimas trés décadas, a engenharia genética tem sido empregada com sucesso para
transferir um gene de interesse biotecnologico de um organismo a outro. Meios de
manipulagdo e transformacgdo genética foram criados possibilitando que os genes fossem
estudados e expressos de forma a se obter melhores caracteristicas para varias utilizagdes
(CARMO, 2010). Dessa forma, a expressdo heteréloga em outras células hospedeiras tem sido
empregada para potencializar a obtengdo de produtos de interesse biotecnologico. O exemplo
mais bem sucedido da aplicagdo desta tecnologia € a produgdo da insulina comercializada
atualmente para o tratamento da diabete em humanos (LOPES; PESSOA; SANTOS; BARBOSA,
2012).

3.1 Expressio génica

O conceito molecular de gene é um segmento de uma molécula de DNA que contém
um cbédigo genético para a sintese de produtos funcionais, RNA e cadeia
polipeptidica/proteina. Por defini¢do, a expressdo de um gene significa o processo pelo qual
as informagdes genéticas contidas nesse segmento de DNA sdo utilizadas na sintese de RNA e
proteina. A expressdo génica envolve as etapas de Transcrigdo da informagdo contida no
DNA em RNAm (mensageiro) e de Tradugdo deste em uma sequencia polipeptidica. Portanto,
a expressdo génica pode ser estudada ao nivel de RNA (Transcriptoma) e ao nivel de
proteinas (Proteoma). A expressdo de um gene reflete o estado fisiolégico da célula e,
portanto, esta associada a uma fungéo celular do gene no organismo que o possui.

Portanto, a sequencia da proteina depende da sequencia do gene que a codifica e, por
sua vez, a expressdo de um gene depende de duas sequencias regulatorias denominadas
Promotor, que se localiza antes do gene, e Terminador, que se localiza ap6s o gene, no
cromossomo. O promotor € responsavel por iniciar a expressdo do gene, enquanto que o
terminador € responsavel por parar a transcrigdo do RNA que sera traduzido em uma proteina.

A expressdo de um gene s6 se verifica se o polipeptidio por ele codificado for
produzido e estiver funcional. Portanto, para que um gene presente no nicleo se expresse,
devem ocorrer as etapas de transcri¢gdo, processamento do transcrito, transporte para o
citoplasma, tradugdo, enderegamento e ativagdo do polipeptidio formado.

O conceito de promotor em eucariotos pode ser entendido como a regido na qual estdo

localizados os sitios para a ligagdo dos diversos fatores de transcri¢do necessarios para
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promover eficiente expressdo de um determinado gene. Estes fatores direcionados a regido
promotora podem promover a inicia¢do da transcri¢do por interagdes diretas ou indiretas com
a RNA polimerase. Promotores que sdo constitutivamente expressos possuem elementos nas
regides upstream que sdo reconhecidos por serem ativadores ubiquos, enquanto que
promotores que tem sua ativagdo em condigdes especificas, possuem elementos ativadores
aparentemente especificos para as classes ou familias de genes a que pertencem (LEWIN,
2004). Um gene expresso constitutivamente esta expresso em todas as células do organismo e
durante todo o tempo do seu ciclo de vida, enquanto que o gene que ¢ induzido, o nivel de
expressdo tem um pico maximo e depois cai.

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante tornou-se possivel a manipulagdo
das sequencias que envolvem a expressdo de um gene, ou seja, promotor, regido codificadora
ou gene, e terminador. Por esta tecnologia, ¢ possivel montar um cassete de expressdo
contendo um promotor e um terminador de qualquer outro gene ou origem, ligado a qualquer
gene de interesse. Este cassete € ligado a um vetor ou carreador, normalmente um plasmideo,
e este vetor recombinante € inserido por transformag¢do para uma célula hospedeira,
comumente uma cepa da bactéria Escherichia coli ou uma raga de fungo, como as leveduras
Sacharomyces cerevisiae e Pichia pastoris.

O termo expressdo heter6loga refere-se a expressdo de um gene em uma célula ou
organismo diferente daquele de sua origem, ou seja, de onde foi isolado. Por exemplo, quando
um gene de planta é expresso em uma bactéria ou um fungo. Como o crescimento desses
microrganismos € realizado in vitro, isto €, sob condigdes assépticas laboratoriais, a expressdo
heter6loga ¢ também dita expressdo heter6loga in vitro, nestes casos. Com crescimento
tipicamente em colonias, cada colonia isolada é crescida a partir de uma tnica célula, portanto
todas as células de uma colonia de bactéria ou levedura sdo ditas clones geneticamente
idénticos. Quando a célula hospedeira é uma planta, diz-se que a expressdo ocorre in planta.
Toda célula ou organismo que possui genes exdgenos, ou seja, de outra origem sdo chamados

Organismos Geneticamente Modificados, ou OGM.
3.2 Sistemas heterélogos de expressio de proteinas em microrganismos
Ao contrario das plantas e animais transgénicos, 0s microrganismos possuem uma

longa histéria de uso para a produgéo de peptideos e proteinas heterélogas (BANEYX, 1999;
PFEIFER; KHOSLA, 2001).
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Os sistemas de expressdo em procariticos sdo, em principio, Gteis por produzir
proteinas recombinantes a partir de genes de origem tanto procarittica quanto eucaridtica.
Porém, em muitos casos, as proteinas eucaridticas sintetizadas por bactérias sfo instaveis, nio
possuem atividade bioldgica e podem ser contaminadas com toxinas bacterianas, resultando
em baixos niveis de produgdo (RODRIGO, 2004). Em Escherichia coli, que é o sistema de
expressdo procariotico bem mais usado, Vaz (2008) aponta que a expressdo da proteina
recombinante pode ser considerada um processo estranho a célula, ou seja, ndo fazendo parte
do seu conjunto metabdlico natural e geralmente acaba causando problemas a célula
hospedeira que reage as condi¢des adversas de varias formas, dificultando a obtengdo das
proteinas de interesse. Para evitar estes e outros problemas na obten¢3io de produtos como
proteinas, enzimas e hormoénios, sistemas de expressdo heteréloga eucaridticos utilizando
leveduras foram desenvolvidos e sdo mais atrativos quanto a sua eficiéncia na elaboragéo final
dos produtos expressos e secretados.

Os fungos tém sido manipulados pelo homem hé milhares de anos, sendo que as
leveduras (fungos unicelulares) tém tido grande destaque, sobretudo na industria de alimentos
(KINGSMAN; KINGSMAN, 1988). Dentre as leveduras de maior valor biotecnoldgico
destaca-se Saccharomyces cerevisiae. Além de suas aplicagdes tradicionais, S. cerevisiae
também tem sido utilizada como importante sistema de expressdo heter6loga, pois possui
tanto as vantagens de sistemas procariticos (facil manipulagdo, crescimento rapido, genética
molecular bem caracterizada) quanto de eucaridticos (capacidade de realizar processamentos
e modificagdes pos-traducionais tipicas de sistema eucarittico). De fato, muitas proteinas
eucaridticas ndo puderam ser eficientemente expressas em sistema procariético, como em
Escherichia coli, devido a auséncia de modificagdes poés-traducionais e defeitos no
dobramento o que pode levar a baixos niveis de expressdo. Entretanto, uma das limitagdes
encontradas nesse sistema € o fato desta levedura hiperglicosilar certas proteinas que sdo
secretadas (GURCAN; ELLAR, 2005).

Para contornar este problema, uma alternativa é o uso da levedura metilotrofica Pichia
pastoris. Esta propriedade foi explorada na década de 60-70 para a produgdo de Single Cell
Protein (SCP) com baixos custos de produgfo para a ra¢do animal e alto teor proteico
(MACAULEY-PATRICK er al., 2005). Dentre as leveduras metilotréficas que foram
consideradas para a produgdo de SCP estava P. pastoris que hiperexpressava a enzima alcool
oxidase, que participa da via metabdlica do metanol. Este fato despertou a atengdo de
pesquisadores que logo perceberam o potencial desta levedura para expressdo heterdloga em

meios contendo metanol (CREGG et al., 2000).
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Na década de 80, a Companhia Phillips Petroleum, juntamente com a Salk Institute
Biotechnology/Industrial Inc. (SIBIA, La Jolla, USA) avaliaram o potencial de P. pastoris
como sistema para produgdo de proteinas heter6logas. Desde entdo, esta levedura tem sido
amplamente utilizada na producdo de proteinas de interesse académico e biotecnolégico
(CEREGHINO; CREGG, 2000). Neste sentido, a levedura P. pastoris tem se mostrado um
modelo de sucesso de producdo de proteinas heter6logas, j4 que alem de ser de facil
manipulag¢do, produz e secreta altos niveis da proteina desejada e faz modificagdes necessarias
no polipeptidio nascente, como glicosilagdo e faz as modificagdes necessarias no
processamento proteolitico (CEREGHINO E CREGG, 2000; HAMILTON, 2003). Devido
sua importancia biotecnolégica, seu genoma foi sequenciado (SCHUTTER et al., 2009).

De modo geral, as vantagens de usar o sistema de expressdo heteréloga de proteinas
em Pichia pastoris incluem: (o crescimento a alta densidade celular (>500 OD600), uma via
eucaridtica de secre¢do capaz de promover modificagdes pés-traducionais, tais como a
formagdo de pontes dissulfeto e O- e N-glicosilagdo, expressdo de proteinas em altos niveis,
tanto intracelular como extracelular, apresenta um promotor forte induzivel que dirige a
expressdo das proteinas heterélogas (AOX), pode aumentar a expressdo em até 100 vezes
quando na preseng¢a do indutor metanol, depois de estabelecidas as condigdes de cultivo em
pequena escala, o escalonamento ndo necessita de grandes modificacdes, existéncia de
linhagens protease deficientes que secretam baixas quantidades de proteinas endégenas no
meio de crescimento facilitando as etapas seguintes de purificagdo (TACHOPP ez al., 1987;
CEREGHINO et al., 2002; DALY; HEARN, 2005).

A utilizagdo de promotores constitutivos € atrativa para a produgdo de proteinas em
larga escala, tendo a vantagem de ndo requererem agentes indutores e permitirem a
purificagdo da proteina recombinante sob condig¢des de fermentagéo continua. Porém, existe a
desvantagem de nd@o poderem ser utilizados para a expressdo de genes cujos produtos sdo
toxicos (ARRUDA, 2008).

3.3 Vetores para expressio heterloga em leveduras

Quanto aos vetores para expressdo heteréloga de proteinas em P. pastoris, estes foram
desenvolvidos apresentando algumas caracteristicas em comum no cassete de expressdo:
sequencia promotora, que pode ser para expressdo induzida ou constitutiva, sitios de restri¢do
Gnicos para inser¢do do gene de interesse, sequencia de terminagdo transcricional do gene

AOXI de P. pastoris que direciona um correto processamento e poliadenilagdo dos mRNA.
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Alguns vetores contem, ainda, sequencias flanqueadoras do gene AOX1I utilizadas para
direcionar a integracdo do cassete de expressdo por recombinagdo homologa neste /dcus
(CREGG et al., 2000).

Outros vetores de expressdo heterdloga para P. pastoris possuem, também,
caracteristicas especiais para fungdes especializadas, como a secrecdo de proteinas
heter6logas. Neste caso, apds a regido promotora existe uma sequencia sinal responsivel pela
internalizagdo da proteina expressa no reticulo endoplasmatico onde a mesma ¢ direcionada
para a via de secrecdio. As sequencias sinais mais utilizadas sdo derivadas do fator de
acasalamento o (a-MF) de S. cerevisiae ou do gene PHO! (fosfatase 4cida) de P. pastoris. As
sequencias para secrecdo podem ser substituidas por sequencias sinais nativas da proteina a
ser expressa, fator que pode otimizar a secre¢do de proteinas heter6logas em alguns casos
(manual Pichia Expression Kit — Invitrogen). Um dos vetores mais utilizados é o plasmidio
pPIC9 (Invitrogen), que possui como sinal de secre¢do o peptideo sinal do fator a de S.
cerevisiae (TORRES; MORAES, 2000).

Outra caracteristica que pode ser encontrada em vetores de expressdo € sequencias
utilizada para facilitar a detecgdo ou purificagdo da proteina expressa, como as sequencias
His6 e myc. Estas duas “etiquetas” (fags) permitem a detec¢do da proteina expressa usando
anticorpos especificos para estas duas sequencias e, no caso do His6, a purificagdo por
cromatografia de afinidade em resinas Ni-NTA (ARRUDA, 2008).

Também sdo encontrados vetores de expressdo com replicagdo autdonoma em E. coli e
P. pastoris e que expressam proteinas recombinantes em ambos os sistemas, 0 que permite
economia na expressdo e purificagio de proteinas em diferentes hospedeiros sem a
necessidade de subclonagens (LUEKING et al., 2000).

Segundo Higgi & Cregg (1998), o sistema de expressdo em P. pastoris é um dos mais
produtivos sistemas de expressdo eucaridticos existindo uma probabilidade de 50 a 75% de
expressar uma proteina de interesse em P. pastoris em niveis razoaveis. Para estes autores o
mais importante ¢ conseguir expressar proteina em qualquer nivel, pois existem parimetros
bem definidos que possibilitam a otimizagdo da expressdo de proteinas heterélogas neste

sistema.

3.4 Genes PR-5

A familia de genes PR (Pathogenesis Related) -5 codificam proteinas relacionadas

com a patogenicidade de plantas, ou seja, sob situagcdes de doengas causadas por patdgenos
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virais, fingicos ou bacterianos. Proteinas PR-5 de plantas tém sido encontradas como
isoformas neutras, acidas e basicas, todas elas ricas em cisteina, na regido da proteina madura,
contendo ainda em sua estrutura primaria um peptideo sinal e, em algumas isoformas, um
peptideo vacuolar carboxi-terminal (CAMPOS et al., 2002, CAMPOS et al., 2007).

Atualmente, demonstra-se atividade antifiingica e antibacteriana para muitas proteinas
PR. Estas proteinas estdo classificadas em 17 grupos, variando de PR-1 até PR-17, de acordo
com as caracteristicas de cada uma. Dentre essas proteinas PR, diferentes atividades tém sido
descritas para membros da familia de proteinas PR-5 (Singh et al., 1987; LaRosa et al., 1989;
Neale et al., 1990; Salzman et al., 1998; Newton & Duman, 2000); As proteinas deste grupo
sdo estruturalmente diversas e aparentemente onipresentes em plantas (Ruiz-Mendrano ef al.,
1992). A familia inclui a taumatina e a osmotina (Singh et al., 1991).

Ainda ndo estd muito bem esclarecido como proteinas PR-5 exercem atividade
antifingica demonstrada pela inibi¢do in vifro do crescimento de hifas e germinagdo de
esporos, lise de esporos e redugdo na viabilidade de esporos germinados. Tem sido proposto
que elas podem agir pela permeabilizagdo das membranas de fungos ou interagdo com
receptores de membranas de fungos (Newton & Duman, 2000; Abad et al., 1996; Anzlovar et
al., 1998; Yun et al., 1997; Bray et al, 2000; Ibeas et al., 2000). Além disso, ja foi
demonstrado que um numero de proteinas PR-5 se ligam a B-1,3-glucana e tem atividade
detectavel in vitro de B-1,3-glucanase (Grenier et al., 1999; Menu-Bouaouiche et al., 2003). E,
ainda, uma osmotina de fumo induz apoptose em SaccharomyCDSA cerevisiae (Narasimhan
et al., 2001; Almeida et al., 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

As etapas deste trabalho foram realizadas nos Laboratérios de Biologia Molecular e
Ecologia do CES/UFCG (LBiotec), Cuité PB, em colaboragio com o Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Cerrados, Planaltina DF. Os protocolos utilizados para cada etapa
foram adaptados com base em Oliveira er al, 2007. E a sintese geral das etapas realizadas esté
descrita na figura 1.

Figura 1. Sintese geral das etapas realizadas.

5. Validagao de clones recombinantes conduzindo o vetor
PPICZa-A-PaOLP mutado, por meio de PCR e digestio.

Fonte: Dados desta pesquisa.
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4.1 Obtengiio do inserto génico PaOLP mutado para recombinacio
4.1.1 Purificagdo do vetor pGEM-T Easy conduzindo o gene PaOLP a partir de E. coli

Figura 2. Sintese das etapas realizadas para a purificaciio do vetor pGEM-T Easy
conduzindo o gene PaOLP a partir de E. coli

Clone de E. coli
DHSa: pGEM-T
Easy/gene PaOLP

4

Cultivo

4

Isolamento do
DNA plasmidial PGEM-T Easy/gene PaOLP

Fonte: Dados desta pesquisa.

A bactéria Escherichia coli cepa DH5a conduzindo o vetor recombinante pGEM-T
Easy ligado ao gene PaOLP foi cultivada por semeadura em placa de Petri contendo 0 meio
de cultura LB Agar (Luria Bertani, Caseina Hidrolisada 10 g/L; Extrato de Levedura 5 g/L;
Cloreto de Sédio 10 g/L; Agar 15 g/L; pH 7,5) e 100 pug/mL do antibitico ampicilina,
durante 16 — 22 horas a 37 °C em cdmara de crescimento tipo B.O.D. A partir desta placa,
coldnias puras foram inoculadas em tubos de polipropileno do tipo falcon de 15 mL contendo
5 mL de LB Amp liquido e crescidas durante 16 — 22 horas a 37 °C sob agitagdo de 350 r.p.m.

O isolamento do DNA plasmidial foi realizado a partir dos 5 mL da colénia
previamente cultivada, como segue: as bactérias foram concentradas em tubos de eppendorf
(1,5 mL) por centrifugagdo de 2 minutos a 12.000 r.p.m. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o pellet de bactéria foi ressuspendido em 100 pL de tampdo TE (Tris HCI 10
mM, pH 8.0; EDTA 1 mM, pH 8,0) e 200 pL de solugdo II (0,2 M NaOH; 1 % SDS — Sédio
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Dodecil Sulfato), e incubado no gelo por 5 min. Em seguida, 150 pL de solugdo I11 (3
M K; 5 M Ac) foi adicionado ao tubo, incubando-o em gelo por mais 5 min., e posteriormente
centrifugado a 10.000 r.p.m./5 min. O sobrenadante foi coletado e o DNA plasmidial foi
precipitado usando 450 pL de isopropanol e coletado por centrifugagdo a 10.000 r.p.m./5 min.
O pellet seco foi ressuspendido em 150 pl. de TE e o DNA plasmidial foi precipitado
novamente usando 10 % de acetato de sodio 3 M (v/v) e 450 pL. de etanol absoluto gelado e,
depois, centrifugado a 10.000 r.p.m./10 min. O pellet de DNA plasmidial foi lavado duas
vezes com 500 pL. de Etanol 70 % (v/v), seco, ressuspendido em 100 puL de TE e tratado com
10 pg/ml da enzima Ribonuclease A, durante 30 min. A 37 °C, em banho-maria. Para
eliminar a enzima, o DNA foi submetido a nova precipitagiio em Acetato de Sédio e etanol e,
o pellet foi ressuspendido em 40 pl. de TE e armazenado a -20 °C.

O DNA plasmidial isolado foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
(p/v) contendo 5 pL. de brometo de etideo em tampio T.A.E. (40 mM de Tris Base; 20 mM de
Acido acético glacial ¢ 1 mM de EDTA pH 7.,5). O DNA migrou no gel sob uma corrente
clétrica com voltagem de 80 V/30 min. e, posteriormente, visualizado sob fluorescéncia do
Brometo de Etideo em contato com a luz ultravioleta e foto documentado. O DNA plasmidial
foi quantificado por meio de espectrofotdmetro do tipo NanoDrop luz U.V (comprimento de
onda) e armazenado a -20 °C até realizar a etapa de digestdio enzimatica.
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4.1.2 Mutacio por PCR no gene PaOLP para produzir proteina madura mutante

Figura 3. Sintese das etapas realizadas para a mutacio PCR no gene PaOLP para

produzir proteina madura mutante.

Mutacao por
PCR no gene
PaOLP

$

Diagnostico da
- amplificacao de
DNA usando
eletroforese &
Cama para gel de
‘ Visualizagio do Sgroan s forte
DNA sob luz
ultravioleta
Eluicao do fragmento Fragmento génico da
de PaOLPmutante g rteine Madurs i, T—
. amplificado Q)&?’/ & interesse

Fonte: Dados desta pesquisa.

Um par de oligonucleotideos foi desenhado dentro da sequencia do gene PaOLP,
localizados nas extremidades que flanqueiam as regides codantes dos peptideos sinal e
carboxi-terminal para posteriormente efetuar a amplificagdo do fragmento por procedimento
de PCR, de forma a obter mais quantidade de DNA e consequentemente aumentar a
probabilidade de unido ao vetor.

A PCR foi realizada para amplificagdo do gene PaOLP, usando o DNA plasmidial
como molde. A reacdo foi realizada em volume de 25 pl. utilizando tampéo da Taq 1X; 2 mM
de MgClI2; 0,2 mM de dNTPs; 0,25 mM de cada um dos primers Foward PPM7 (diregdo 5° >
3’) e o Reverse PPM8 (diregdo 3° > 5°); 10 ng/pl. de DNA, Taq DNA Polimerase 0,4 U
(Fermentas). As condigdes térmicas da reagdo foram uma etapa para o processo inicial de
desnaturagdo a 95 °C/2min, seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 95° C/30seg. para a
separagdo das fitas do DNA, anelamento a 35 °C/45 seg., para pareamento dos primers com
DNA molde e extensdo a 72 °C/Imin, para a polimeralizagdo do fragmento de DNA
amplificado. Por fim, uma etapa de extensdo final a 72 °C/7min. Re-PCR foram realizadas
nas mesmas condigdes, exceto pela substituigdo da amostra de DNA por uma aliquota de 2 pl.

da PCR, visando aumentar a quantidade de amplicons.



26

O produto da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v)
contendo 5 pl. de brometo de etideo em tampao T.A.E. (40 mM de Tris Base; 20 mM de
Acido acético glacial e | mM de EDTA pH 7.5), sob condi¢des descritas no item anterior. Os
fragmentos amplificados foram foto documentado e eluidos.

A eluigdo do gene PaOLP a partir de gel de agarose foi realizada de acordo com o
protocolo do Kit QIAquick Gel Extraction (QiaGen). Onde, para cada 100 mg de banda de
agarose cortada utilizou-se 300 pL de tampdo Qg — Solubilization Buffer. Em seguida, foi
incubado a 50 °C em banho Maria por 10 min. E misturado no vortex de 2 — 3 min. Foi
adicionado 300 pL de isopropanol filtrando em microcoluna, por centrifugagdo a 10.000 r.p.m
por | min. Posteriormente, foram adicionado 100 pL. do tampdo Qg e centrifugado por mais 1
min. A 10.000 r.p.m. Apds a centrifugacdo, foi adicionado 750 pl. do tampiio PE. Em
seguida, 0 DNA foi eluido da coluna usando 10 plL de eluente. O eluido foi quantificado em
espectrofotémetro do tipo Nanodrop luz U.V (comprimento de onda) e armazenado a -20 °C

até realizar a etapa de digestdo enzimatica.

4.2 Obtencdo do vetor pPICZa-A para recombinaciio
4.2.1 Purificagiio do vetor pPICZa-A a partir de E. coli

Figura 4. Sintese das etapas realizadas para a purificaciio do vetor pPICZa-A a partir
de E. coli.

Clone de E. coli
DH5a; vetor
pPICZa A

L 4

Cultivo

4
e O OO

DNA plasmidial Recombinant DNA plasmids
vetor pPICZa A

Falcon Eppendorf

Fonte: Dados desta pesquisa.
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Foi realizado o cultivo da bactéria Escherichia coli cepa DH5a conduzindo o vetor
pPICZa-A (Invitrogen) semeando-a em placa de Petri contendo o meio de cultura Low Salt
agar (Caseina Hidrolisada 7,5 g/L; Extrato de Levedura 3,75 g/L; Cloreto de Sédio 7.5 g/L;
Agar 11,25 g/L; pH 7,5) e 25 pg/mL de Zeocina, durante 16 — 22 hrs a 37 °C em camara de
crescimento tipo B.O.D. A partir desta placa, colonias puras foram inoculadas em tubos de
polipropileno do tipo falcon de 15 mL contendo 10 mL do meio Low Salt liquido e crescidas
overnight (16 — 22 horas) a 37 °C sob agitag¢do de 350 r.p.m. O vetor pPICZa-A foi purificado
e diagnosticado por eletroforese utilizando os protocolos descritos anteriormente. O eluido foi
quantificado por meio de espectrofotometro do tipo NanoDrop luz U.V (comprimento de

onda) e armazenado a - 20 °C até digestdo com enzimas de restrigdo.

4.3 Obtenciio do DNA recombinante pPICZa-A ligado ao PaOLP mutado
4.3.1 Digestio do fragmento génico mutado PaOLP e do vetor pPICZa-A

Figura 5. Sintese das etapas realizadas para a Digestdo do fragmento génico mutado
PaOLP e do vetor pPICZa-A

Purificacdo do _—
vetor pPICZa A Cleavage site

Eletroforese

Quantificacio
Eluicdo

dupla do

fragmento mutado PaOLPe
do vetor pPICZa-A

Fonte: Dados desta pesquisa.

O fragmento eluido do PaOLP mutado e o vetor pPICZa-A foram digeridos com as
enzimas de restricdo EcoR 1 e Sal 1, para gerar extremidades compativeis para a ligacdo
posicional. Para cada DNA, uma reagdo de digestdo dupla foi preparada, em tubos separados,
a um volume final de 50 pL. contendo amostra (125 ng de inserto; 100 ng de vetor), 1 X de
tamp@o de reagdo NEB 3, 10 U de EcoR I, 10 U de Sal I, 5 pg de BSA. A reagdo foi realizada
a 37 °C/2 horas em banho-maria. Produtos da digestdo foram analisados por eletroforese em

gel de agarose 0,8 % (p/v) a 80 V/1h. Fragmentos de interesse foram cortados e eluidos do gel
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de agarose, conforme descrito anteriormente, quantificados e armazenados a — 20 °C até
serem utilizados em reagdo de ligagdo.

4.3.2 Ligaciio do fragmento génico mutado PaOLP ao vetor pPICZa-A

Figura 6. Sintese das etapas realizadas para ligacio do fragmento génico mutado PaOLP

ao vetor pPICZa-A
Eletroforese
Quantificacao

Ligagdo do fragmento
PaOLP mutado ao
vetor pPICZa-A

‘ Dialise

Os fragmentos digeridos e eluidos, PaOLP mutado e vetor pPICZa-A, foram ligados
em reacdo de ligagio com volume final de 10 pL, contendo inserto: vetor na proporgdo de 6:1,
1 X de tampdo da enzima e da enzima T4 DNA ligase. A reagfio foi incubada a 4 °C/overnight

Fonte: Dados desta pesquisa.

e, posteriormente, dialisada contra agua estéril. O volume de amostra dialisada foi seco e
ressuspendido para 2 ul, os quais foram armazenados a — 20 °C até serem usados para
transformacdo.
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4.4 Obtengiio de clones recombinantes contendo o vetor pPICZa-A conduzindo o gene
PaOLP mutado

4.4.1 Transformacio por eletroporagio de E. coli XL 1-Blue com vetor pPICZa-
A/PaOLP mutado

Figura 7. Sintese das etapas realizadas para a transformacio por eletroporagio de E.

Transformacao por
eletroporacao de E.
coli XL 1-Blue com
vetor pPICZa-A/PaOLP
mutado

. \_‘.“..a! s

|
n Eletroporacao

Ligacao

E. coli

‘ competente

Cultivo @@ @

Fonte: Dados desta pesquisa.

O vetor recombinante pPICZa-A conduzindo o gene PaOLP mutado foi inserido em
células competentes de E. coli linhagem XL-1 Blue, via eletroporagfo, visando a obtengdo em
grande quantidade de DNA plasmidial para inser¢do em P. pastoris. Sob condigdes estéreis,
em um microtubo contendo 40 ul. de células competentes foram adicionados 2 pL da ligagdo
descrita anteriormente. O volume foi misturado e transferido para cuveta de eletroporagédo
estéril e o vetor foi inserido dentro das células via pulso elétrico usando um eletroporador
Bio-Rad Gene Pulser™. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de
cultura Low Salt (Caseina Hidrolisada 7,5 g/L.; Extrato de Levedura 3,75 g/L; Cloreto de
Sodio 7,5 g/L. pH 7.5) e incubadas durante | hora, a 37 °C. Apés esse periodo, as células
foram plaqueadas em placas de Petri com meio Low Salt Agar, contendo 25 pg/mL de
Zeocina ¢ incubadas em estufa do tipo B.O.D a 37 °C, durante aproximadamente 16 horas.
Apbs este periodo, os clones transformantes individuais resistentes a Zeocina foram
cultivados em 5 mL de liquido Low Salt Agar, contendo 25 pg/ml de Zeocina, a 37 °C,
durante aproximadamente 16 horas em incubadora do tipo Shaker, sob 150 r.p.m. Uma
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aliquota de 850 pL da cultura foi armazenada para conservagdo em glicerol puro,a — 80 °C e

o restante usado para isolamento do DNA plasmidial.

4.4.2 Parificaciio do vetor pPICZa-A conduzindo o gene PaOLP mutado a partir de E.
coli.

Figura 8. Sintese das etapas realizadas para a purificaciio do vetor pPICZa-A
conduzindo o gene PaOLP mutado a partir de E. coli.

Isolamento do "
DNA plasmidial vetor pPICZa-A/PaOLP mutado

Fonte: Dados desta pesquisa.

O DNA plasmidial foi extraido utilizando o GEN ELUTE™ Plasmid Miniprep Kit
(Sigma). Para inicio do procedimento foi concentrado a célula por centrifugacdo por 5
minutos a 14.000 r.p.m. Em seguida, a célula foi ressuspendida em 200 pL. de ressuspensdo
com RNAse A e para lise da célula foram adicionados 200 pL da solugdo de lise invertendo o
tubo de 6 — 8 vezes levemente, durante 1-5 minutos. Na etapa de neutralizagdo o DNA
presente no lisado celular foi precipitado em 350 pL da solugdo de neutralizagdo, invertida de
4 — 6 vezes e centrifugada por 10 minutos a 14.000 r.p.m. A coluna foi preparada pela adi¢do
de 500 pL da solugdo de preparo de coluna, centrifugado por 1 minuto a 14.000 r.p.m e o
liquido foi descartado. O lisado claro ou sobrenadante foi transferido para esta coluna e o
DNA foi centrifugado por 1 minuto a 14.000 r.p.m. O DNA ligado a coluna foi lavado usando
750 uL da solugdo de lavagem contendo etanol e centrifugado por 1 min./14.000 r.p.m. Por
fim, o DNA foi eluido da coluna para novo tubo de 1,5 mL usando 100 pul. de H20 destilada
autoclavada, apés centrifugacdo por 1 min./14.000 r.p.m e, em seguida, armazenado a — 20
g &

UFCG/ EIB.I0TEC
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4.5 Confirmagio da presenca do vetor pPICZa-A conduzindo o gene PaOLP mutado

Figura 9. Sintese das etapas realizadas para a confirmaciio da presenca do vetor
pPICZa-A conduzindo o gene PaOLP mutado

PCR de coléniade E. coli XL 1- Digestao do

lue c tor pPICZa-A/PaOLP
e DNA plasmidial com as

enzimas EcoR le Sal |

vetor pPICZa-A/PaOLP mutado

Fonte: Dados desta pesquisa.

A presenga do vetor pPICZa-A conduzindo o gene PaOLP mutado apés purificagdo
do DNA plasmidial a partir das células de E. coli linhagem XL-1 Blue foi verificada por
digestdo com as enzimas de restri¢do usadas para gerar as extremidades clondveis. O DNA
plasmidial isolado a partir de clones recombinantes foi digerido em uma reagéio com volume
final de 20 pL, contendo 3 pg de DNA, 1X de tamp3o NE 3, 6 U de EcoR I, 6 U de Sall e 2
ug de BSA, incubada por 16 horas a 37 °C. Os produtos da digestdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v). Além da digestdo do DNA plasmidial recombinante,
a presenga do gene PaOLP mutado em clones recombinantes resistentes a zeocina também foi
verificada por PCR , usando uma pequena quantidade da colénia como molde. A reagdo foi
realizada em volume de 25 pL utilizando tampéo da Taq 10 X; 50 mM de MgCl12; 10 mM de
dNTPs; 10 mM de cada um dos primers Foward PPM7 (diregdo 5°-3’) e a Reverse PPM8
(diregdo 3’-5); Taq DNA Polimerase 5 U/ plL.
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5 ANALISE E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste trabalho desenvolveu-se uma estratégia para a expressdo da proteina PaOLP
como proteina mutante de fusdo direcionadas para o meio extracelular de células de P.
pastoris, a partir da subclonagem do gene PaOLP do vetor de clonagem pGEM-T Easy para o
vetor de expressdo em P. pastoris pPICZaA, clonado em células de Escherichia coli X1L-1
Blue. As etapas desenvolvidas representam fundamentais na dire¢do da determinagdo da
potencial atividade antifingica da proteina PaOLP.

O gene PaOLP faz parte da familia de genes do tipo PR-5 ¢ foi isolado recentemente
no Laboratério de Biologia Celular ¢ Molecular do Centro de Educagdo e Salde da
Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité, a partir do genoma da planta
Physalis angulata (Figura 10), presente no Horto Florestal do CES/UFCG, em Cuité PB.

Figura 10. Planta Physalis angulata, presente no Horto Florestal do CES/UFCG.
Cuité PB, 2011.

Fonte: Rayane Alexandre Abreu.

5.1 Elaboragiio de estratégia de expressiio heteréloga de PaOLP em P. pastoris

Em virtude de o gene ter sido isolado de um organismo eucarioto, a primeira etapa
deste trabalho foi elaborar uma estratégia para a subclonagem do gene PR-5 PaOLP,
previamente clonado em vetor pGEM-T-Easy, para expressar a proteina PaOLP de Physalis
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angulata no sistema heterélogo de expressdio em células eucaridticas. A levedura Pichia
pastoris e o vetor pPICZa-A foram selecionados para obtengdo da proteina expressa madura
mutante de fusdo, de modo a se esquivar de eventuais processamentos pds-traducionais da
proteina nativa e utilizar as facilidades de sequencias sinais da propria levedura. O mapa da
construgdo pPICZa-A/PaOLP mutante de fusdio para expressdo em Pichia pastoris esta
esquematizado na Figura 11.

A proteina PaOLP recombinante sera produzida em Pichia pastoris na forma madura,
contendo um peptideo sinal de exportagdo de levedura (o factor) e uma extensdo de seis
residuos de histidina para facilitar a purificagdo por cromatografia de afinidade por metais
imobilizados. A estratégia elaborada para gerar mutagdes por dele¢do no gene PaOLP
envolveu a eliminagdo dos peptideos amino- e carboxi-terminal por meio da técnica PCR
(Reagdes em Cadeia da Polimerase) com primers desenhados contendo os sitios de restrigio
para EcoR 1 e Sal 1, para clonagem posicional no vetor pPICZa-A, os quais foram
denominados PPM7 ¢ PPMS8, respectivamente (Figura 11).

O vetor pPICZa-A disponibiliza a presenga da sequencia do peptideo sinal de uma
proteina de levedura, posicionado antes do sitio de clonagem do fragmento génico da proteina
PaOLP madura. Portanto, o fator a representard a regido amino-terminal da proteina
recombinante, que serd responsavel pelo direcionamento da proteina PaOLP expressa para o
meio extracelular. Por outro lado, a calda de histidina estara posicionada na regido carboxi-
terminal da proteina PaOLP expressa.
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Figura 11. Mapa da construcio pPICZa-A/PaOLP mutante para expressio em Pichia
pastoris (A e B). Representaciio esquemitica da proteina PeOLP recombinante. As
sequéncias dos oligonucleotideos PPM7 ¢ PPMS8 estiio descritas em A, os quais estiio
posicionados nas bordas que flanqueiam o fragmento génico que codifica a proteina

PaOLP madura.
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Fonte: Dados desta pesquisa.

5.2 Producio do inserto génico PaOLP mutado ligado ao vetor pPICZa-A clonado em E.
coli.

Para obtengdio do gene PR-5 PaOLP em larga escala, a bactéria Escherichia coli cepa
DHS5-a, contendo o vetor pGEM-T-Easy conduzindo o gene PaOLP completo, foi cultivada
em meio seletivo liquido para a multiplicag@o do vetor por divisdes celulares a partir de uma
colonia pura, previamente sequenciada. O DNA plasmidial pGEM-T-Easy-PaOLP completo
foi posteriormente isolado (Figura 12A.1). Dessa mesma forma, o vetor pPICZa-A também
foi isolado a partir da cepa DH5a de E. coli com a quantidade e qualidade desejada em ambos
os casos (Figura 12B.1).
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) corado com brometo de
etideo e visualizado sob luz ultravioleta. A) DNA plasmidial pPGEM-T-Easy contendo o
gene PaOLP completo isolado de Escherichia coli cepa DHS-a. B) DNA plasmidial do
vetor pPICZa A purificado da cepa DHSa de E. coli (1) e Fragmento do gene PaOLP
mutado amplificado com os oligonucleotideos PPM7 ¢ PPMS8 (2). (M) Marcador de peso
molecular 300bp (Axygen).

M 1

Fonte: Dados desta pesquisa.

Como € possivel observar a partir da Figura 12A.1, a visualizacio do plasmideo
pGEM-T Easy-PaOLP completo purificado ap6s eletroforese em gel de agarose revelou trés
bandas. Esta observagdo ¢ comum, uma vez que o DNA plasmidial, por ser DNA circular,
adquire conformagdes que sdo visualizadas como trés bandas em gel de agarose, apos
migracdo por eletroforese, as quais representam as suas formas ndo espiraladas (a banda
maior, superior), espiraladas (banda do meio) e superespiraladas (menores, abaixo). Da
mesma forma, a migragdo do DNA plasmidial pPICZa-A também resultou em mais de uma
banda, sendo que neste caso a intensidade da fluorescéncia do brometo de etideo sob luz
ultravioleta foi fraca, indicando baixa quantidade de DNA plasmidial aplicado no gel (Figura
12B.1).

Para obtengéo do inserto da PaOLP mutada, o DNA plasmidial pGEM-T Easy-PaOLP
foi usado como molde para amplificagio por PCR apenas do fragmento génico que codifica a
regido da proteina madura, a qual produziu fragmentos Gnicos de tamanho esperado (indicado

pelo quadrado) e em quantidade suficiente para as etapas subsequentes da subclonagem para o
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vetor de expressdo (Figura 12B.2). Por esta razfio, esse fragmento amplificado foi eluido do
gel de agarose.

Para a subclonagem do segmento de DNA que codifica a regido da proteina PaOLP
madura em vetor pPICZa-A, tanto os amplicons eluidos quanto o DNA plasmidial pPICZa-A
foram digeridos com as enzimas de restricdo apropriadas EcoR I e Sal 1 (Figura 13) e os
produtos da digestdo de tamanhos esperados, indicado pelo quadrado, foram eluidos de gel de

agarose 0,8 % (p/v).

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 0.8% (p/v), corado com brometo de etideo e

visualizado sob luz ultravioleta, de produtos das digestdes com as enzimas de restri¢do EcoR 1 e
Sal 1. A) Fragmento génico PaOLP maduro eluido e digerido (1). B) Vetor pPICZa-A digerido, a

seta indica o fragmento linearizado de interesse (1). M, marcador de peso molecular 300bp

(Axygen).

Fonte: Dados desta pesquisa

Os fragmentos inserto, PaOLP mutado e vetor pPICZa-A possuindo extremidades
clondveis ou apropriadas para recombinagdo, isto €, abertas pelas enzimas de restri¢do
apropriadas para clonagem posicional, foram ligadas. Esse vetor, denominado pPICZa-A-
PaOLP mutado foi clonado em células de E. coli cepa XL-1 Blue para multiplicagdo do vetor
recombinante. Como resultado, apenas um clone contendo o vetor pPICZa-A conduzindo o

fragmento génico PaOLP mutado foi selecionado na resisténcia ao agente seletivo zeocina.
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5.3 Validagiio do clone recombinante contendo o vetor pPICZa-A-PaOLP mutado

A presenga e especificidade do vetor contendo o pPICZa-A/PaOLP mutado dentro do
clone resistente a zeocina foi comprovada por digestéo do referido vetor com as enzimas de
restricdo EcoR 1 e Sal 1, ap6s purificagdo a partir de E. coli (Figura 14B) e por PCR de
colonia, usando os primers especificos PPM7 e PPM8 (Figura 14A). Como € possivel notar a
partir da Figura 14B.1, o vetor pPICZu-A/PaOLP mutado ndo digerido apresentou padrio de
banda relaxado, de peso molecular de tamanho esperado, com banda acima de 3 Kb. Por outro
lado, a presenca de um fragmento liberado apds digestdio possui o tamanho esperado do
inserto génico PaOLP mutado, entre 500 e 600 pb (Figura 14B.2), o qual foi também
observado nas duas repeti¢des por amplificagdo por PCR de colonia (Figura 14A). Estes
dados sdo indicativos de que a clonagem foi realizada, no entanto o DNA plasmidial desse

vetor foi submetido para sequenciamento, para confirmagdo dos resultados.

Figura 14. Eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v), corado com brometo de etideo e
visualizado sob luz ultravioleta. A) Produtos de PCR de colénia contendo o pPICZa-
A/PaOLP mutado usando os primers PPM7 e PPMS (1). B) DNA plasmidial pPICZa-
A/PaOLP mutado isolado de Escherichia coli cepa XL-1 Blue, nio digerido (1) e digerido
(2) com as enzimas de restri¢io EcoR I e Sal 1. (M) Marcador de peso molecular 100bp

(Invitrogen).

2000pb —

1000pb —

650pb ~——
500ph =

300pb —
100pb —

Fonte: Dados desta pesquisa
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A obteng@o do DNA plasmidial da construgdo pPICZa-A/PaOLP mutado clonado em
bactéria representa uma etapa fundamental para alcangar as etapas subsequentes de expressdo,
purificagdo e teste da atividade antifiingica. Para obter a expressio em levedura, células
competentes de Pichia pastoris foram produzidas, nas quais o vetor pPICZa-A/PaOLP
mutado serd inserido por transformagdo. Devido a sua potencial atividade antifingica, a
produgdo da proteina PaOLP mutada de fusdo em levedura devera ser otimizada para niveis
ndo téxicos, além da sua exportagdo para o meio apoplastico. A proteina assim produzida tera
sua atividade testada inicialmente contra o crescimento de fungos e oomicetos de interesse

agrondmico para a regido nordeste e para o pais.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir que:

- Todas as etapas da subclonagem do gene PaOLP do vetor de clonagem pGEM-T-
Easy para o vetor de expressdo em Pichia pastoris pPICZa-A foram realizadas, exceto o
sequenciamento.

- O gene PaOLP mutado por PCR, para deletar as regides codificadoras dos peptideos
sinal e carboxi-terminal, estd clonado em células de Escherichia coli cepa XL-1 Blue,
resistentes a zeocina e confirmadas por PCR de colonia, usando os primers PPM7 e PPM8, e

por digestdo com enzimas apropriadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A estratégia de subclonagem realizada neste trabalho deve levar a expressdo de uma
proteina PaOLP recombinante madura, com direcionamento para o meio extracelular de
células de leveduras Pichia pastoris ¢ com uma calda de histidina apropriada para a
purificagdo por cromatografia de afinidade por metais imobilizados. A introdugdo do vetor
pPICZa-A conduzindo o gene PaOLP mutado em células competentes de Pichia pastoris, e
posterior expressdo génica para a produgdo da proteina PaOLP madura de fusdo em larga
escala, sdo os assunto atuais desta pesquisa.

Quanto a busca do conhecimento, esta pode ser adquirida de maneiras distintas e a
pesquisa cientifica tem contribuido bastante nesse sentido. No caso do licenciado em Ciéncias
Biiologicas esse conceito vai mais além, o conhecimento cientifico vem contribuir para a
formag@o do profissional que, de alguma forma, esta direcionado exclusivamente a educagéo,
proporcionando desenvolver habilidades ligadas ao processo cientifico, que inclui a
expectativa frente as novidades biotecnologicas. Sendo assim, sua revolugdo atingiu
fortemente o universo académico. Além disso, sendo a genética uma area atual e de dificil
compreensdo e dominio por parte dos docentes e discentes de Ensino Médio ¢ Superior, a
manipulagdo genética aqui realizada e estudada, contribuiram significativamente com a

formacdo nesta area de ponta.
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