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Resumo

O objetivo do presente estudo foi estabelecer um sistema bacteriano de expressdo de peptideos derivados da
protedlise simulada in silico da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO), proveniente de soja,
visando viabilizar um método sustentavel de producdo dessas moléculas para futura aplicacdo industrial.
Inicialmente, foi conferida a cepa Escherichia coli S17-1 calcio-competéncia para propagacdo do plasmideo de
expressdao pET-30a(+) contendo o inserto codificante da sequéncia peptidica GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR.
Apds extracdo de DNA plasmidial, o material foi transformado em células de alto rendimento E. coli
Rosetta™(DE3)pLysS. As células Rosetta portando o plasmideo de expressdo foram induzidas e a producgdo dos
peptideos foi verificada por meio de eletroforese em gel vertical, confirmando o estabelecimento de um sistema de
expressdo viavel para peptideos heterdlogos. Assim, a producdo em maior escala de peptideos derivados de
RuBisCO — associando-se futuramente etapas de purificacdo e ativacdo — torna-se possivel. Além disso, o método
aqui estabelecido pode também ser aplicado utilizando diferentes sequéncias peptidicas com atividade
antimicrobiana.

Palavras-chave: Alternativas antimicrobianas; Transformacao; Peptideos bioativos; Expressdo heteréloga; Vetor
plasmidial; Clonagem.

Abstract
The objective of this research was to establish a bacterial expression system for peptides derived from the in silico

simulated proteolysis of the enzyme ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase obtained from soybeans,
aiming to make a sustainable method for the production of these molecules feasible for future industrial application.

Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga Creative Commons Attribution, que permite uso, distribui¢éo e
BY reprodugéo em qualquer meio, sem restricdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.
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Firstly, the Escherichia coli S17-1 strain was made calcium-competent for the propagation of the expression plasmid
pET-30a(+), carrying the coding insert for the peptide sequence GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR. After plasmid
DNA extraction, the material collected was transformed into high-efficient E. coli Rosetta™(DE3)pLysS cells. Rosetta
cells carrying the expression plasmid were then induced and peptide production verified through vertical gel
electrophoresis, confirming the establishment of a viable expression system for heterologous peptides. Thus, the
larger scale production of RuBisCO-derived peptides — along with future purification and activation steps — became
possible. In addition, the method set forth herein may also be applied to different peptidic sequences with
antimicrobial activity.

Keywords: Antimicrobial alternatives; Transformation; Bioactive peptides; Heterologous expression; Plasmid
vector; Cloning.

1 Introducgao

A busca por alternativas naturais para substancias antimicrobianas tem aumentado consideravelmente
visto a crescente preocupacdo com o uso indiscriminado de produtos sintéticos. Além de uma crescente
parcela da sociedade manifestar objecdo ao consumo de formulas contendo essas substiancias (Nielsen
Europe, 2015), muitos micro-organismos tém se tornado resistentes a compostos tradicionalmente utilizados
(Hyldgaard et al., 2012), sendo que essa situagdo é considerada um dos maiores desafios na satide publica e
na industria mundial, nos dias de hoje (Luepke et al., 2017).

A industria de alimentos utiliza substancias antimicrobianas para evitar contamina¢do dos produtos e
prolongar sua vida de prateleira. Diferentes alternativas naturais para aplicacdo em alimentos vém sendo
estudadas e aplicadas, tais como 6leos essenciais (Calo et al., 2015), componentes de dleos essenciais
(Lopes et al., 2018; Nazareth et al., 2018), extratos vegetais (Abdollahzadeh et al., 2014), acidos fendlicos
(Meira et al., 2017), bacteriocinas (Johnson et al., 2018), bem como enzimas e peptideos obtidos de fontes
alimentares, tais como a lisozima, obtida do ovo, e a lactoferrina, obtida do leite (Pellegrini, 2003; Udenigwe
& Aluko, 2012; Corréa et al., 2018).

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) estdo amplamente distribuidos na natureza e apresentam relativa
estabilidade quando comparados a outras moléculas antimicrobianas, tais como os 6leos essenciais volateis
(Calo et al., 2015; Rigotti et al., 2017). Quando comparados entre si, os PAMs de cadeia curta se destacam
por apresentarem maior estabilidade (Udenigwe & Aluko, 2012). A atividade antimicrobiana de peptideos
de cadeia curta pode ser pesquisada in silico utilizando ferramentas de bioinformatica, que avaliam a estrutura
primaria de uma proteina-origem (Udenigwe, 2014). Mais especificamente, sdo verificados os potenciais de
bioatividade de peptideos cripticos contidos na sequéncia da proteina, indicando a possibilidade de estes
passarem a apresentar propriedades diferenciadas apds liberados. Essa avaliacdo pode ser baseada em
provaveis reagoes proteoliticas e/ou interagcdes entre aminoacidos da sequéncia que o programa simula, ou
em comparacdes com banco de dados, variando de acordo com o software utilizado (Udenigwe & Aluko,
2012; Udenigwe, 2014).

Udenigwe et al. (2013), utilizando as ferramentas de bioinformatica ExPASy (Gasteiger et al., 2003),
BIOPEP (Minkiewicz et al., 2008) e Bioware (Mooney et al., 2012), avaliaram as subunidades da ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase oxigenase (RuBisCO) de cereais, visando verificar in silico a bioatividade de peptideos
obtidos por digestdo proteolitica simulada. Os resultados foram altamente promissores, indicando alta
bioatividade (> 90%) dos peptideos derivados das subunidades da enzima, especificamente relacionada ao forte
carater anfipatico desses fragmentos. Essa caracteristica confere fung¢@o antimicrobiana a inimeros peptideos ja
avaliados in vitro (Oren & Shai, 1998), uma vez que permite a molécula interagir com a membrana da célula
alvo, causando desestabilizagdo, extravasamento e conseguinte morte (Pellegrini, 2003).
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O presente estudo objetivou estabelecer um sistema bacteriano para expressao de peptideos com potencial
antimicrobiano — verificado previamente in vitro — derivados da RuBisCO de soja (Glycine max L.), visando
a futura produgédo voltada a aplicacdo industrial.

2 Material e métodos

2.1 Reagentes, plasmideos e micro-organismos

O plasmideo pET-30a(+) (Figura 1) para expressao foi adquirido da GenScript (2018, Piscataway, NJ) ja
contendo 12 repeticdes em tandem da sequéncia codificadora do peptideo criptico da RuBisCO
GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR (Figura 2, inserto genericamente denominado Soy IPS 12) —
clonadas em BamHI / EcoRI — seguidas da etiqueta de poli-histidina (His-tag).
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Figura 1. Representagéo do plasmideo pET-30a(+). Indicagdo dos sitios de clonagem e regides reguladoras
(GenScript, 2018).

Inserto: 5oy IPFS 12, Comprimento: %33 pb, Vetor pET-30a(+)
Inicin: GGATCC,

Sequéncia:
CIGGITCCGCGIGETAGCATCARGGCGTTCAARAGAGGCGACCARGGTGGATARAGTIGTTGTITICIGTIGGAC
CGCGCTGGIGCCGCGTIGETAGCATTARAGCGTITARAGAGGCGACCAALGTTGACARRGTGGTIGETITTITAT
GGACTGCGCTGGTTCCGCGTGGCAGCATTAAGECGTTTARAAGAAGCGACCARAGTTGACAAGETTGTEGTC
TITATGGACCGCGTTAGTI GCCGCGI GETAGCATTARAGCTITTAAAGAGGCGACCALGETTGACAANGT GET
CETITITATGGACCGCITIAGIGCCGCGIGECAGCATCARAGCGTTCARAGRAGCGACCARRGTGEACARAG
TTIGIGGTICCITIGGACCGCGTTAGTCCCGLGTGGTAGCATTAAGGCTTITARAGAGGCGACTARGETGGAC
AR AGTGETGGTITICTITIGGACTGCGCTIGETGCCGLGTGGCAGCATTARAGCTTTCARRGAAGCGACCAAGHT
TGACAAGGTITIGTIGETAT TATGGACCGCGTTAGTACCGCGIGETAGCATCARAGCCTITARAGAGGCGACAR
A GTIGACARAGT GG TAGTITITAT GRACCGCTCTIGIGCCTCGI GGCAGCAT CALGGCTTICARRAGARGCE
ACTAAGETGGAT AR AGTIGTGGTICCICTIGGACCGCGITAGTICCTICGTI GGTAGCATTAAAGCCITCARAGR
GGCGACTARAGTTGRACARAGTGGTIGT I TTATGGACTGCTITTAGTTCCGCGI GGCAGCATCARGGCCTTCA
AAGRAGCGACARRAGTTGATARAGTTGTGGTCCTATGRACCGCGTTAGTTCCCCGIGGTAGCATTARAGC
TTCARAGAGGCGACCARAGTTGATARAGTTGTIGTGCTGT GGRACCGCGCTGETGCCGCGTGGTAGT,

Terminagdo: TGAGAATTIC

Figura 2. Sequéncia nucleotidica inserida no plasmideo. Cada letra representa um nucleotideo (A - adenina;
T - timina; G - guanina; C - citosina).

A cepa utilizada para propagacdo dos plasmideos Escherichia coli S17-1, assim como a cepa
Sinorhizobium meliloti 1021, transformada previamente com plasmideo pET-30a(+) sem inserto
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(denominado genericamente aqui de plasmideo teste), foram cedidas pelo Molecular Microbiology
Laboratory da Dalhousie University Agricultural Campus (Truro, Canada). A cepa escolhida para
estabelecer o sistema de expressdo foi E. coli Rosetta™(DE3)pLysS (Rosetta), fornecida pela Novagen
(2004, EMD Biosciences, Darmstadt, Alemanha).

Quando ndo especificados, os reagentes utilizados nos procedimentos foram de grau analitico e fornecidos
pela Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO). O meio utilizado para manipula¢do e manutengdo das culturas
bacterianas foi o meio complexo Lysogeny Broth Lennox (LB-L), composto por triptona 10 g L
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ), extrato de levedura 5 g L'! (BD Biosciences), cloreto de sédio 5 g L™!
(Fisher BioReagents, Fair Lawn, NJ) e, quando s6lido, com adigdo de 4gar 15 g L' (Fisher Chemical, Fair
Lawn, NJ). O antibidtico para sele¢do de coldnias transformantes com plasmideos pET-30a(+) foi canamicina
40 pg mL! (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ).

2.2 Atribuicao de competéncia a E. coli S17-1

Inicialmente, o plasmideo contendo o inserto foi propagado, visto que é fornecido em pequenas
quantidades. Para isso, optou-se por atribuir competéncia quimica para transformag¢do molecular com uso de
cloreto de calcio a células Escherichia coli S17-1. Essa cepa apresenta boa eficiéncia na propagacgdo de
plasmideos (Kristensen et al., 1995). As células foram submetidas ao procedimento de competéncia quimica
com cloreto de célcio de acordo com a metodologia adaptada de Krantz Laboratory (2016; Department of
Molecular & Cell Biology, University of California, Berkeley, CA). As células S17-1 foram incubadas por
18 h a 28 °C (Heratherm Incubator IGS180, Thermo Scientific, Waltham, MA) em placas de meio LB-L.
Na sequéncia, uma colonia isolada foi inoculada em 10 mL de LB-L liquido e incubada a 28 °C e 110 rpm
(MaxQ HP 480 Digital Shaker, VWR, Radnor, PA). A cultura total foi entdo inoculada em 1 L de LB-L ¢
incubada sob as mesmas condi¢des anteriores, sendo a densidade otica a 600 nm (DOgoo) verificada
periodicamente até atingir 0,35 a 0,4, quando foi transferida para banho de gelo e resfriada por
aproximadamente 30 min. A cultura foi centrifugada a 3000xg por 15 min a 4 °C (Sorvall ST 16R, Thermo
Scientific), sendo entdo o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido com cerca de 100 mL de
MgCl, 100 mM. Centrifugou-se novamente a suspensao de células a 2000xg por 15 min a 4 °C ¢ descartou-se
o sobrenadante. O precipitado foi novamente ressuspendido com 200 mL de CaCl, 100 mM, deixando-se
reagir em banho de gelo por 25 min. Apds esse periodo, as células foram colhidas (2000xg, 15 min, 4 °C),
ressuspendidas em 2 mL de CaCl, 85 mM em glicerol 15% e aliquotadas em microtubos estéreis no volume
de 50 pL. Os microtubos foram entdo congelados com nitrogénio liquido e estocados a -80 °C, até a utilizagéo
nos procedimentos de propagacgdo. Todas as solucdes e frascos foram mantidos e manipulados em banho de
gelo. Um esquema do procedimento realizado pode ser observado na Figura 3.

2.2.1 Verificacao de célcio-competéncia adquirida

A competéncia adquirida pelas células E. coli S17-1 foi testada a partir da transformag@o com o plasmideo
teste (pET-30a(+) sem inserto, selecdo por canamicina), previamente extraido com kit QIAprep® Spin
Miniprep (QIAGEN, Hilden, Alemanha) da cepa S. meliloti portadora. A concentrag@o da solucao plasmidial
foi determinada previamente utilizando Take3 Micro-Volume Plate (Biotek, Winooski, VT) em leitor de
microplacas Hybrid Multi-Mode Synergy H1™ (Biotek).

A transformacdo com o plasmideo teste foi realizada de acordo com o protocolo da GenScript Inc., em que
um microtubo contendo as células S17-1 submetidas ao procedimento de conferéncia de célcio-competéncia foi
descongelado em banho de gelo por 25 min e incubado com cerca de 300 ng do plasmideo. O microtubo foi
entdo submetido a um choque térmico de curta duragdo (42 °C, 120 s) em bloco de aquecimento (VWR Heat
Block, VWR), retornado ao banho de gelo por 2 min e acrescido de 800 pL. de LB-L, sendo entdo transferido
para incubadora tipo shaker (28 °C, 110 rpm) por 40 min. Na sequéncia, o contetido do tubo foi semeado em
placas LB-L suplementadas com canamicina, sendo essas incubadas em estufa (28 °C, 48 h). A verificagdo
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do sucesso do procedimento consistiu na sele¢do das coldnias pelo antibidtico. Além disso, o DNA plasmidial
das colonias selecionadas foi também extraido e verificado por eletroforese em gel horizontal, comparando
com amostras das extra¢des anteriores da cultura de S. melitoti.

Controles negativos da transformagdo também foram preparados de acordo com esse protocolo para
assegurar que a cepa S17-1 ndo era originalmente competente e/ou ndo estava contaminada.

Resfriamento em

Cultvo ovemight AT i banio de glo (2000w, T,
e coldnia em ; = . centrifugacdo - =
10 mL de LBL 115 o o8 DOn (000=5, 15 in 4°C) ‘om Cacls 100 MM
(28 °C, 110 rpm}) 03504 g rﬁfg%'ﬁﬁ%”;iﬁ?ﬁ”" & repouso (20 min)
Transformacdo com
plasmideo teste e Centrifugacéo

Plaqugamentp em Aliquntag?m (2 tm|_]. o e
meio seletivo Verificagao E-:Eﬁqn%ﬁrimgﬁi; e
iyiica CaCl, 85 mM, 15%

gliceral

Extragdo plasmidial e
eletroforese comparativa

Figura 3. Esquema do procedimento de atribuigdo de calcio-competéncia. As células E. coli S17-1 foram submetidas
ao procedimento apos ativagdo em LB-L (incubagdo a 28 °C por 18 h).

O detalhamento da etapa de transformag@o utilizada como verificagdo neste procedimento ¢ fornecido na
Figura 4.

2.3 Propagacao de plasmideos em S17-1 competente

Uma vez provada a eficiéncia na transformagao das células S17-1, foi iniciada a propagagdo do plasmideo
pET-30a(+) contendo o inserto Soy IPS 12. O protocolo de transformagdo utilizado foi o mesmo da
verificacdo de competéncia da S17-1. Apds crescimento das coldnias selecionadas em meio LB-L contendo
antibiotico, foi realizada a extracdo do DNA plasmidial e o material coletado foi armazenado a -20 °C até a
utilizagdo.

2.4 Transformacao em E. coli Rosetta™ (DE3)pLysS

A partir da propagacdo e coleta dos plasmideos pET-30a(+), foi iniciada a transformagdo em células
competentes Rosetta™(DE3)pLysS, de acordo com o protocolo da GenScript Inc. Além da transformagdo
com os plasmideos pET-30a(+) propagados, o procedimento foi também executado com o plasmideo teste.

As colonias transformadas com o plasmideo pET-30a(+) contendo Soy IPS 12 e selecionadas por
canamicina foram mantidas continuamente em placas com o antibidtico e estocadas a -80 °C em glicerol 25%
(Figura 4).

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 22, e2018180, 2019 | https://doi.org/10.1590/1981-6723.18018

5/11



Estabelecimento de sistema bacteriano de expressao de peptideos derivados da enzima vegetal RuBisCO
Corréa, J. A. F. et al.

Descongelamento Adicdo de 300 ng P -
deialiqunta (2 mlyde de plasmideo e T[}aa”nsggifnnacr'ig ?fga Ad'(%au% SE}LEEI_L
g%uéznchnnmggtggfg braenpf?nusdne E;nlo *C, 120 5) & retorno incubacdo (28°C,
(25 min) (15 min) ao gelo (120 5) 110 rpm, 40 min)

PRDPAGA{;:!D EM 517-1:
Extracdo plasmidial e [

Crescimento em

meio seletivo ] Plagueamento em
Verificaca meio seletivo e
- . incubacio (28 °C,
{ Extracdo plasmidial & J EE h}

armazenamento (-20 °C)

INCORPORAGAO EM eletroforese comparativa
ROSETTA:
Manutencdo continua em

placas e estacagem (-80°C)

Figura 4. Esquema do procedimento de transformagé@o. As cepas de E. coli S17-1 e Rosetta™(DE3)pLysS foram
submetidas ao procedimento visando a propagacao e incorporagdo do plasmideo, respectivamente.

2.5 Inducao da expressao e verificacao

A verificagdo do sucesso da transformagdo dos plasmideos em células Rosetta consiste, além dos
procedimentos de verificagdo por extragdo de DNA plasmidial e eletroforese, na inducao da expressdo dos
peptideos em tandem pelas células (Figura 5). Esse procedimento consiste em estimular quimicamente as
células Rosetta transformadas visando a produ¢do do multimero codificado pela sequéncia inserida utilizando
o vetor. Para isso, uma colonia selecionada foi inoculada em 1 L de meio LB-L e incubada sob agitagéo
(28 °C, 110 rpm), sendo realizadas medigdes periodicas de sua DOggo até atingir 0,5, quando entdo foram
adicionados 250 pL de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) 400 mM. O frasco foi transferido para
banho Dubnoff (VWR Shaking Water Bath, VWR) a 4 °C e 150 rpm por 18 h.

A cultura foi centrifugada (5.000xg, 10 min, 4 °C) e o precipitado ressuspendido em 6 mL de tampao
fosfato-salino 1.000 mM (PBS). Aliquotas de 1 mL foram transferidas para tubos para lise contendo
microesferas de vidro de 0,1 mm (Micro-Organism Lysing Mix Nuclease Free, OMNI Inc., Kennesaw, GA)
e homogeneizadas por 60 s no Bead Ruptor 4 Homogenizer (OMNI Inc.). Os tubos foram entdo centrifugados
por 30 s para sedimentacao das particulas (Eppendorf Centrifuge 5424, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).
O precipitado foi descartado e o sobrenadante transferido para microtubos para verificagdo por eletroforese
de proteinas utilizando Mini Gel Bolt™ 4-12% Bis-Tris (Invitrogen, Carlsbad, CA). Antes da aplicagdo no
gel, as amostras foram preparadas com adi¢ao de Bolt™ LDS Sample Buffer (Life Technologies, Carlsbad,
CA) na proporg¢do 4:1 e transferidas para bloco de aquecimento (70 °C, 10 min) (VWR Heat Block, VWR).
Foram aplicados 20 pL por pogo ¢ a corrida eletroforética foi realizada em cuba Bolt™ Mini Gel (165 V,
20 min) (Thermo Scientific). O tampao de corrida utilizado foi Bolt™ MES SDS (Life Technologies).
Na sequéncia, o gel foi fixado e corado com Coomassie Blue G250 0,1% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO)
e visualizado em Molecular Imager® Gel Doc™ XR (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). O marcador
molecular utilizado foi SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Life Technologies), com marcagdes
de 3 a 198 kDa.
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Figura 5. Esquema do procedimento de indugdo. Apds selegdo das colonias de E. coli Rosetta transformantes,
a inducdo da expressdo proteica foi prosseguida.

3 Resultados e discussao

Foi conferida competéncia as células E. coli S17-1, afirmagdo essa que se baseia em 1) presenga de
crescimento nas placas seletivas (contendo canamicina) apds semeadura da cultura resultante do
procedimento de transformacao utilizando o plasmideo teste pET-30a(+) extraido de S. melifoti; ii) auséncia
de crescimento nas placas do controle negativo, que confirmam a ndo competéncia e/ou contaminagdo da
cepa original; iii) compara¢io do DNA plasmidial extraido por kit QIAprep® Spin Miniprep das culturas de
S17-1 transformadas e de S. melitoti, mostrando correspondéncia entre as bandas obtidas.

A propagacdo do plasmideo pET-30a(+) foi realizada em E. coli S17-1 competente. A sele¢do das colonias
transformantes e a verificacdo por eletroforese confirmaram a aquisicdo dos plasmideos nas células, de
maneira analoga ao explicitado anteriormente na verificagdo da atribuicdo de competéncia. O DNA
plasmidial foi extraido e armazenado a -20 °C. Os plasmideos teste e pET-30a(+) foram entdo transformados
nas células Rosetta.

A partir da comparagio das imagens dos géis proteicos obtidos por eletroforese em gel vertical dos lisados
das células Rosetta transformadas pelos plasmideos pET-30a(+) (Figura 6b, c) e teste (Figura 6e, ), pode-se
observar a presen¢a de uma banda de alta massa molecular (comparada aos marcadores, Figura 6a, d)
exclusivamente nas culturas de Rosetta transformadas com pET-30a(+). Isso condiz com o fato da sequéncia
inserida nas células utilizando o vetor codificar, um multimero de aproximadamente 33 kDa. Além disso, a
adi¢do de IPTG intensifica a cor da banda, embora a expressao ja seja bem evidente na cultura ndo induzida.
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Figura 6. Matrizes de gel obtidas por eletroforese vertical de proteinas. a,d: Marcadores moleculares. Os ntimeros ao
lado de a indicam a massa em kDa correspondente. b,c: Extratos do cultivo de Rosetta transformadas com o plasmideo
pET-30a(+), sendo b induzido com IPTG e ¢ ndo induzido. e,f: Extratos do cultivo de Rosetta transformadas com o
plasmideo teste, sendo e induzido com IPTG e f ndo induzido. A seta indica a posi¢do do multimero peptidico em
tandem.

O estabelecimento do sistema de expressdo para o plasmideo pET-30a(+) contendo o inserto Soy IPS 12
em células Rosetta foi comprovado. Estas células sdo indicadas pelo fabricante para expressdo de proteinas
eucaridticas e/ou que possuem potencial de toxicidade a célula hospedeira (Novagen, 2004), ambas
caracteristicas do multimero que sera expresso — sequéncia original proveniente da RuBisCO de soja ¢ com
atividade antimicrobiana prevista in silico. A cepa Rosetta vem sendo utilizada nos ultimos anos no
estabelecimento de sistemas de expressdo de genes codificantes de proteinas de organismos eucaridticos,
apresentando rendimento elevado (Yedahalli et al., 2016; Toufiq et al., 2018).

Em relagdo ao multimero expresso com o sistema aqui estabelecido, a configuragdo do inserto Soy IPS 12
baseou-se nas etapas de processamento posteriores a sua expressdo. Primeiramente, tendo em vista que os
multimeros deverdo ser isolados do restante do cultivo, a presenca da His-tag contida no final do multimero
desempenha importante papel. Por ela apresentar afinidade por sais de niquel, a purificagdo dos multimeros
expressos pelas células podera ser realizada por cromatografia de afinidade por metal imobilizado
(IMAC — Immobilized Metal-Affinity Chromatography) (Bewley et al., 2017). Além disso, as 12 repeti¢des
em tandem - que auxiliam no maior rendimento da produgdo do peptideo
GSIKAFKEATKVDKVVVLWTALVPR de RuBisCO, sem prejudicar a incorporacdo do plasmideo as
células — possuem entre si sitios de clivagem especificos para enzimas proteoliticas, visando a libera¢ao dos
peptideos do multimero. Acredita-se que a trombina, proteinase sérica de baixo custo, possa ser usada nesse
processamento, por possuir a caracteristica de clivar entre os aminoacidos arginina (R) e glicina
(G) adjacentes (Magnusson, 1968), configuracdo que o multimero apresenta entre as repeticdes. Apds

Braz. J. Food Technol., Campinas, v. 22, e2018180, 2019 | https://doi.org/10.1590/1981-6723.18018 8/11



Estabelecimento de sistema bacteriano de expressao de peptideos derivados da enzima vegetal RuBisCO
Corréa, J. A. F. et al.

liberacao dos peptideos, as enzimas poderdo ser recuperadas para reutilizagdo e os peptideos liberados estardo
ativos para aplicagdo na industria. Ressalta-se que testes antimicrobianos deverdo ser conduzidos para
averiguar a eficiéncia destes peptideos frente a patogenos.

Em relagdo a aplicabilidade de um sistema bacteriano de expressdao de peptideos derivados de RuBisCO
na industria, ¢ destacavel que se trate de um processo sustentavel, rapido e relativamente barato, uma vez
estabelecido. Kobbi et al. (2015) propuseram um método de recuperagdo e purificagdo de RuBisCO a partir
de suco verde de alfafa, visando aliar um método de hidrolise quimica da enzima para liberagdo de fragdes
peptidicas bioativas e, dessa forma, estabelecer um método de potencial aplica¢do na industria. O mesmo
grupo também estudou a atividade antibacteriana de fragdes do hidrolisado de RuBisCO, obtendo resultados
bastante promissores contra Bacillus subtilis, Listeria innocua, Micrococcus luteus, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella enterica e Enterococcus faecalis (Kobbi et al., 2015). A atividade
antimicrobiana encontrada foi atribuida a alta concentracdo de peptideos bioativos nas fra¢des do hidrolisado,
corroborando com o potencial dessa enzima em gera-los, ressaltada no trabalho de Udenigwe et al. (2017).

Outro estudo com hidrolisados proteicos foi conduzido por Beaulieu et al. (2015), no qual foi avaliada a
atividade antibacteriana do hidrolisado proteico da macroalga Saccharina longicruris. Os peptideos
responsaveis por essa atividade sdo originarios de diferentes proteinas da alga, com destaque para RuBisCO.

Comparando os métodos de obtencdo de peptideos de RuBisCO, a produgdo em biorreatores em sistema
bacteriano apresenta vantagens em relacdo aos métodos de purificacdo da enzima de fontes vegetais e
posterior hidrélise. O baixissimo rendimento, o elevado custo e a extensdo desses métodos inviabilizam a
utilizagdo em larga escala, essencial a industria (Udenigwe & Aluko, 2012; Kobbi et al., 2017). Ja a produgéo
a partir do sistema de expressao permite a obtencao de fragdes peptidicas especificas, sabidamente bioativas,
e de configuracdo determinada visando a facilidade da purificagdo, demandando menor tempo de
processamento com custo reduzido. Além disso, esse sistema pode também ser aplicado em outros ramos da
industria, tal como a nutracéutica, considerando os resultados promissores dos peptideos e lisados da enzima
RuBisCO aplicados na saude humana e animal (Mohanetal., 2015; Agirbasli & Cavas, 2017;
Udenigwe et al., 2017; Corréa et al., 2018).

4 Conclusao

A partir da indugdo do sistema de expressdo heterdlogo estabelecido, sera possivel a producdo do peptideo
codificado pela sequéncia inserida. Além disso, as metodologias aqui aplicadas poderao ser utilizadas visando
a expressao de outras sequéncias peptidicas. Como neste sistema, os peptideos poderdo ser obtidos em tandem
— ou seja, em sequéncia — intercalados com sitios de clivagem especificos para proteases, ja que o inserto os
codifica assim —, além da His-tag no final da cadeia. Essas caracteristicas sdo essenciais para as etapas de
purificacdo e ativacdo, etapas que se baseiam na possibilidade de coletar a cadeia dos peptideos em tandem
a partir de IMAC (pela afinidade a His-tag), e na conseguinte digestio proteolitica por trombina, que cliva
os sitios especificos presentes entre os peptideos, liberando-os da cadeia e, assim, conferindo a caracteristica
anfipatica aos mesmos. Estudos futuros deverdo ser conduzidos visando & verificagdo de tais etapas e a
atividade antimicrobiana in vitro da molécula.
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