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RESUMO

O camardo branco do pacifico Litopenaeus vannamei tem sido um grande
alvo de estudos devido a seu valor econdémico no panorama da aquicultura
mundial. A ocorréncia de enfermidades em cultivos de L. vannamei tem
causado grandes prejuizos a carcinicultura, uma vez que alguns patégenos
sdo altamente letais e se alastram com grande facilidade, como o virus da
mancha branca (WSSV) ou bactérias Vibrio spp. Em trabalhos anteriores
do nosso grupo, a proteina Histona H2B tem se mostrado responsiva em
estudos transcricionais e protedmicos, ap6s infecgdes naturais e
experimentais em L. vannamei. Nesse sentido, analises in silico e in vitro
dessa proteina foram realizadas, com o objetivo de gerar informacoes
relacionadas a sua estrutura e ao seu potencial papel antimicrobiano e
esclarecer os processos de defesa de L. vannamei. Para isso, foram
realizadas andlises de caracterizacdo da estrutura, clonagem, expressao,
purificacdo e testes antimicrobianos com a proteina H2B recombinante
(H2Br) e de um peptideo N-terminal sintético dela derivado, regido
promissora para atividade antimicrobiana. A proteina foi clonada,
expressa, purificada e reenovelada. H2Br e o peptideo sintético
apresentaram estruturagdo secundaria, como observado através de
dicroismo circular, e o segundo, apenas sob condi¢des hidrofébicas.
Ambos foram capazes de inibir parcialmente o crescimento de bactérias
V. parahaemolyticus in vitro. Possivelmente, a regido N-terminal da
proteina H2B é um dos peptideos gerados durante a clivagem por
proteinases de membrana sendo parte integrante da atividade
antimicrobiana relatada para a proteina inteira.

Palavras-chave: H2B. Camardo branco. Dicroismo circular. Peptideo
antimicrobiano.






ABSTRACT

The pacific white shrimp Litopenaeus vannamei has been a major target
for studies due to its economic value for aquaculture worldwide. Diseases
in cultivated L. vannamei have caused great loss to shrimp farming, since
some pathogens are highly lethal and can spread easily, such as White
Spot Syndrome Virus (WSSV) and bacteria Vibrio spp. Previous studies
by our group have shown that Histone H2B protein is responsive in
transcriptional and proteomic studies after either natural or experimental
infections in L.vannamei. In the present study, in silico and in vitro
analyzes of this protein were carried out, with the objective of generating
information related to H2B structure and potential antimicrobial role in
order to clarify the defense processes of L. vannamei. Therefore, structure
analysis, cloning, expression, purification and antimicrobial tests were
performed with the recombinant H2B protein (H2Br) and with a synthetic
N-terminal peptide, a region of promising potential of antimicrobial
activity. H2B was cloned, expressed, purified and refolded. H2Br and the
synthetic peptide showed secondary structure as revealed by circular
dichroism, but the latter, only under hydrophobic conditions. Both were
able to partially inhibit the growth of V. parahaemolyticus bacteria in
vitro. We suggest that the N-terminal region of the protein is one of the
peptides generated during cleavage by membrane proteinases and that it
takes part in the antimicrobial activity reported for the whole protein.

Keywords: H2B. White Shrimp. Circular Dichroism. Antimicrobial
Peptide.
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1 INTRODUCAO

1.1 PATOGENOS E RESPOSTAS DE DEFESA EM
INVERTEBRADOS

Os processos de defesa imune de invertebrados tém atraido a
atencdo de diversos grupos de pesquisa ao longo dos anos. Em particular,
os invertebrados aquaticos, por viverem na agua, estdo expostos e/ou
vulneraveis a diferentes fontes e formas de agentes infecciosos. Em
virtude disso, foram selecionados com os mais variados mecanismos de
defesa. Ainda que sejam organismos relativamente menos complexos, e
mesmo com um sistema de defesa bastante rudimentar em comparagéo
com gnatostomados, esses organismos sao capazes de desvencilhar-se de
situacGes patogénicas de forma bastante eficiente (SCHULENBURG;
BOEHNISCH; MICHIELS, 2007; SPERSTAD etal., 2011). E conhecido
que os invertebrados ndo possuem resposta imune adaptativa, no entanto,
apresentam um tipo de memoria imunolégica (ROWLEY; POWELL,
2007).

O camarao branco do pacifico Litopenaeus vannamei tem sido um
grande alvo de estudos, principalmente devido a sua importancia
econdmica em diferentes regies do Brasil e do mundo. A ocorréncia de
doencas em cultivos de L. vannamei tem causado grandes prejuizos aos
aquicultores, uma vez que alguns patdgenos sdo altamente letais e se
alastram com grande facilidade, como exemplo temos o virus da mancha
branca WSSV (White Spot Syndrome Virus) capaz de dizimar 100% do
cultivo em apenas 3 a 7 dias de infecgdo (RAMOS-CARRENO et al.,
2014), e diversas bactérias, com destaque para Vibrio spp, que acometem
os cultivos com frequéncia (AUSTIN, 2010). Estudos realizados com
Vibrio parahaemolyticus mostraram que essa bactéria é capaz de infectar
camardes saudaveis, ou camardes ja debilitados por outras enfermidades
(como a sindrome da mancha branca, WSD), de forma oportunista
(ZHANG, XIAQJING; SONG; HUANG, 2016).

Os peneideos possuem diversas formas de defesa contra pat6genos
ja conhecidas, como as mediadas por hemocitos em suspensdo na
hemolinfa, responsaveis em fagocitar invasores, liberar enzimas
oxidativas, gerar melanizacao, dentre outras funcdes; e a resposta imune
humoral, inata, que conta com proteinas de reconhecimento de padrao e
desencadeiam a liberacdo de agentes imunes na hemolinfa, proteinas
lisossomais e peptideos antimicrobianos (AGUIRRE GUZMAN et al.,
2009).
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Um mecanismo de defesa imunoldgica identificado recentemente
¢ a armadilha extracelular (extracellular traps - ET). Este mecanismo ja
foi descrito em vertebrados (BRINKMANN; ZYCHLINSKY, 2012) e
invertebrados, como Crassostrea gigas (POIRIER et al., 2014) e L.
vannamei (NG et al., 2013). As células de defesa desses animais adotam
como Ultimo recurso o processo de etose, em que a membrana celular e
nuclear é rompida e o genoma ¢é liberado sobre o organismo invasor,
prendendo-o em uma “rede” de cromatina. Esta armadilha tem caréater
cationico, e interage fortemente com a membrana do invasor, podendo
modific-la ou rompé-la (HALVERSON et al., 2015). Dentre as proteinas
componentes das ET, as histonas tém demonstrado um importante papel
como agentes antimicrobianos. O estudo dos mecanismos de agdo que
evolvem essa proteina podem, portanto, contribuir para o entendimento
deste processo de defesa em invertebrados.

1.2 MEMBRANA CELULAR BACTERIANA E PEPTIDEOS
ANTIMICROBIANOS

Bactérias gram-negativas e gram-positivas tém como principal
caracter de classificagdo a diferenga no seu envelope celular. As gram-
positivas possuem parede celular de peptidoglicano muito mais espessa
quando comparada as gram-negativas, que por sua vez, possuem uma
membrana extra externa a parede celular (SILHAVY; KAHNE;
WALKER, 2010). Ambos grupos de bactérias possuem mecanismos de
defesa contra o ambiente externo, como as enzimas proteases
extracelulares. Estas proteases em gram-negativas estdo inseridas na
membrana externa, e agem clivando diferentes proteinas que possuam seu
sitio de clivagem correspondente. Em gram-positivas, as proteinas
extracelulares ficam permeadas na parede celular ou presas na membrana
interna (SILHAVY; KAHNE; WALKER, 2010). A mais conhecida e
abundante das proteases de bactérias gram-negativas é a protease-T de
membrana externa (Outer Membrane Proteinase-T — OMP-T), que cliva
proteinas em sitios com sequéncias de residuos carregados positivamente,
prioritariamente com arginina em P1 ¢ P1” (MCCARTER et al., 2004).
Entretanto, pouco se sabe ainda sobre os mecanismos de acdo que
envolvem essas proteases.

Uma categoria de agentes imune eficientes contra membrana
celular bacteriana e muito explorada em pesquisas envolvendo imunidade
de invertebrados aquaticos &€ a dos Peptideos Antimicrobianos
(Antimicrobial Peptides — AMP). Estes peptideos estdo presentes em
vertebrados e invertebrados, e possuem relevancia na acdo imunoquimica



dos organismos em questio (OTERO-GONZALEZ et al., 2010). Os AMP
podem ser gerados diretamente por tradugdo de RNAm codificante, ou
indiretamente por meio de clivagens de proteinas destinadas a outras
fungGes, como no caso das histonas, envolvidas diretamente no
enovelamento do DNA em eucariotos e algumas Archaea. Como
caracteristicas principais, os peptideos antimicrobianos possuem em sua
composicdo elevado numero de aminoacidos catiénicos, como lisina e
arginina, assim como aminoacidos de carater hidrofobico. Esses podem
apresentar estruturacdo ciclica ou irregular, no caso dos menores (~14
residuos) (WIMLEY, 2010). Sugere-se que essas moléculas possuam
mecanismos de a¢ao envolvendo interacdo com a membrana do patdgeno
por abertura de poros para entrada e saida de compostos e/ou permeando
a membrana e interagindo com componentes vitais intracelulares
(HENRIQUES; MELO; CASTANHO, 2006). Ha indicios de que a
afinidade desses peptideos pela membrana celular bacteriana seja tdo
intensa, que a diferenca de concentracgéo entre peptideos interagindo com
a membrana celular bacteriana e 0s que estdo em suspensdo na fase
aquosa seja 10.000 vezes maior (MELO; FERRE; CASTANHO, 2009).

1.3 HISTONAS COMO UMA FORMA DE DEFESA

As histonas extranucleares, ao entrarem em contato com a
membrana celular do patdgeno, podem gerar alguns AMP a partir da sua
clivagem, possivelmente por um ou mais tipos de proteinas membranares,
como a OMP-T (KAWASAKI et al., 2008). Em hemdcitos de L.
vannamei, constata-se também um elevado nimero de histonas
extranucleares demonstrando potenciais antimicrobianos bastante
expressivos. Alguns patdgenos podem ter o seu desenvolvimento
completamente inibido por meio de acfes bioquimicas agindo em
conjunto, ou ndo, com as a¢Bes mecanicas anteriormente descritas (NG et
al., 2013; PATAT et al., 2004). A atividade antimicrobiana de histonas
também foi detectada em meio extracelular, como no trato reprodutivo de
vacas (DRAB et al, 2014), plasma de lagostins (LEE; LEE;
SODERHALL, 2003) secrecdes da pele de sapo (KAWASAKI et al.,
2008), bem como em eosindfilos (YOUSEFI et al., 2008), e nesses casos,
também demonstrou significativa acdo inibitoria contra diferentes
organismos possivelmente patogénicos, como Escherichia coli
(KAWASAKI et al., 2008). Estudos anteriores do nosso grupo
demonstram niveis de transcri¢do significativamente elevados de alguns
genes, como o gene da H2B, em infec¢bes por WSSV em L. vannamei
guando comparados a um grupo controle néo infectado (GONCALVES-
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SOARES et al., 2012; MULLER, 2009), bem como em relag&o ao nivel
de expressdo da proteina (VALENTIM-NETO; FRAGA; MARQUES,
2014). Uma vez que ndo se sabe ao certo 0 mecanismo biogquimico
responsavel pela atividade antimicrobiana da H2B, revelar informacdes
estruturais dessa proteina é fundamental. Restam perguntas, tais como:
Quais regides sdo responsaveis pela atividade? Qual parte interage com a
membrana? Entende-se que para a compreensao de suas caracteristicas in
vivo e in vitro, faz-se necessaria uma analise in silico das sequéncias de
H2B, a producdo recombinante desta molécula e a sua caracterizacdo
estrutural e funcional.

1.4 ANALISES IN SILICO

Apoiar-se em andlises in silico tem se mostrado crucial no bom
desenvolvimento de pesquisas cientificas. Diversas ferramentas séo
desenvolvidas e aprimoradas constantemente, com as mais diversas
fungdes, para facilitar o acesso ou identificar informacdes biolégicas. Os
estudos in silico podem gerar evidéncias promissoras para testes in vitro,
assim como a reciproca é verdadeira, podendo identificar mecanismos ou
fendmenos evidenciados in vitro ap6s analises in silico mais direcionadas.
Com base em dados bioquimicos j& estabelecidos, é possivel, por
exemplo, caracterizar informagdes fisico-quimicas de uma sequéncia de
aminoacidos de forma facil e rapida, como é feito pela ferramenta Expasy
ProtParam. Estes dados sdo um diferencial para o bom andamento das
atividades experimentais, uma vez que indicam o pH ideal para utilizacéo
em solugdes, formas de armazenamento ideal das proteinas em teste e
uma série de outras situagfes. Além disso, modelagens 3D realizadas de
forma comparativa como as realizadas pelo SWISS-MODEL (ARNOLD
et al., 2006) ou I-Tasser (ZHANG, Yang, 2008) auxiliam no cruzamento
de dados, permitindo realizar inferéncias para proteinas com alto grau de
homologia, como mecanismos de acdo e/ou interacdo em potencial.
Situacdo parecida com a obtida por meio de alinhamentos de sequéncias,
como os construidos pela ferramenta MUSCLE (EDGAR, 2004),
permitindo evidenciar sequéncias e residuos conservados de possivel a¢éo
especifica; também estimar a estruturacdo secundaria da proteina; avaliar
a preservacdo de sitios cataliticos no caso de enzimas e outras
informacdes relevantes.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

- Caracterizar a histona H2B de Litopenaeus vannamei por meio
de andlises in silico e in vitro.

2.2 Objetivos especificos
- Expressar de forma heterdloga a H2B recombinante (H2Br);
- Purificar a H2Br;

- Caracterizar estruturalmente a proteina H2B de L. vannamei e
sua por¢do N-terminal,

- Avaliar a atividade antimicrobiana da H2Br, e de um peptideo da
regido N-terminal, in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANALISE IN SILICO DA SEQUENCIA DA H2B

A sequéncia de aminoacidos da proteina H2B de L. vannamei
P83863.2, obtida do banco de dados Uniprot, Gnica sequéncia descrita
para a espécie segundo nossas buscas, foi alinhada com outras sequéncias
homologas, provenientes de outras espécies, utilizando a ferramenta
MUSCLE (EDGAR, 2004). As sequéncias selecionadas para o
alinhamento foram de: Drosofila melanogaster (Artropode), Crassostrea
gigas (Invertebrado) e Homo sapiens (Vertebrado). Estas sequéncias de
estrutura primaria foram selecionadas do banco de dados Genbank em
funcgdo de sua disponibilidade e no grau de similaridade entre as espécies.
Foram considerados critérios como proximidade evolutiva (de mesma
familia a reinos diferentes) e similaridade entre as sequéncias. Também
foram levadas em consideracdo sequéncias de H2B com atividade
antimicrobiana ja relatada na literatura (BACHERE et al., 2004).
Avaliacgdes referentes a estrutura primaria e secundaria da proteina foram
realizadas com o software PSlpred (JONES, 1999) para estimativas das
possiveis areas de efeito da propriedade antimicrobiana. Este programa
permitiu fazer inferéncias sobre residuos catibnicos expostos na
superficie, demonstrando regides carregadas e de possivel importancia
para a atividade a ser avaliada. Também para fins de caracterizacdo in
silico, a ferramenta EXPASy ProtParam Tool foi utilizada para a obtencéo
de dados como ponto isoelétrico (PI), coeficiente de extin¢do, indice de
instabilidade e indice alifatico.

3.2 CONSTRUCAO DO PEPTIDEO ANTIMICROBIANO E DOS
MODELOS 3D

Baseando-se na sequéncia de maior potencial antimicrobiano da
proteina, um peptideo sintético N-terminal (sequéncia 1-31) foi
construido (GenOne Biotechnologies) para posteriores analises in vitro.
Caracteristicas como nimero de cargas positivas ou residuos hidrofébicos
foram consideradas na escolha da regido da proteina em questdo a ser
sintetizada. Também consideramos os possiveis sitios de clivagem por
OMP-T na proteina, com a finalidade de mimetizar o processo que
possivelmente gera 0s peptideos antimicrobianos em situacdes de
interacdo com bactérias gram-negativas.

O modelo da Histona H2B de camardo foi gerado por meio de
modelagem comparativa, utilizando uma sequéncia de H2B humana



como molde, disponivel na rede, na plataforma SWISS-MODEL
(ARNOLD et al., 2006). A qualidade foi acessada através de parametros
como QMEAN e procheck. Ja o peptideo N-terminal foi submetido a
modelagem por fragmentos na plataforma I-Tasser (ZHANG, Yang,
2008) nos parametros padrdo. A qualidade foi acessada através do C-
score e TM-score.

3.3 CLONAGEM EM VETOR DE EXPRESSAO

A sequéncia da proteina foi enviada para constru¢do de um vetor
sintético de clonagem (IDT DNA technologies), com otimizacdo de
cdédons para expressdo bacteriana. O vetor foi construido com a adi¢do de
sitios de clivagem para as enzimas Ndel e BamHI. O fragmento clonado
foi digerido com as enzimas de restricdo e incorporado em vetor de
expressao heterdloga pET-14b (Novagen) também previamente digerido
com as citadas enzimas. Este vetor inclui, na porcdo N-terminal da
proteina recombinante, uma cauda de histidinas (HisTag) para posterior
purificacdo por cromatografia de afinidade em coluna de niquel
(HisTrap). A retirada desta cauda de histidinas é possibilitada pela
insercdo em conjunto de um sitio de clivagem para a enzima trombina
entre a HisTag e a proteina recombinante. A ligacdo por T4 DNA ligase
(Fermentas) entre fragmentos e pET-14b foi realizada a 4 ° C durante 16
h conforme as recomendacGes do fabricante. Foi utilizada a cepa de E.
coli DH5a para a multiplicagdo dos plasmideos pET-14b + H2B. Os
plasmideos multiplicados foram extraidos utilizando o protocolo para
extracdo de DNA plasmidial miniprep.

3.4 TRANSFORMAGAO E EXPRESSAO DA HISTONA
RECOMBINANTE

A cepa BL21 (DE3) pLYZS de E. coli foi transformada por
heatshock com 2 ng do vetor clonado pET-14b + H2B em 50 ul de cultura.
Apos incubagdo de 2 h, 37 ° C em agitacédo, a cultura de bactérias foi
plagueada em LB-Agar, contendo ampicilina e cloranfenicol para selegdo
das unidades formadoras de coldnia (UFCs). UFCs isoladas e aleatorias
foram transferidas para meio liquido (LB-Broth), também suplementado
com ampicilina e cloranfenicol, e mantidas em incubagdo overnight sob
agitacdo como pré-indéculo. A cultura foi inoculada em um novo meio
liquido e incubada tambhém a 37 ° C em agitagdo, tendo seu processo de
indugdo iniciado quando a densidade Otica, medida em 600 nm, atingiu
0,8. A inducdo foi realizada com a adi¢cdo de isopropil-p-D-
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tiogalactopiranosideo (IPTG) a 1 mM final. Ap6s 3 h, os cultivos foram
centrifugados a 3645 x g, por 15 min, 4 ° C para a obtengéo dos pellets
bacterianos.

3.5 PURIFICAGCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

A proteina recombinante expressa (H2Br) foi extraida dos pellets
bacterianos inicialmente por meio de etapas de lise celular. Os pellets
foram ressuspensos em tampdo de lise, 50 mM Tris pH 8.0 e 500 mM
NaCl, e homogeneizados por sonicacdo (34 % de amplitude por 10 min,
com 30 seg de ativacdo e 30 seg de descanso). O extrato obtido foi
centrifugado a 12000 x g, 20 min, e o sobrenadante foi descartado. O novo
pellet foi ressuspenso em um segundo tampdo de lise, 50 mM Tris pH 8.0,
500 mM NacCl, 6 M Ureia e 5 % Glicerol, e centrifugado, também a 12000
X g, 20 min. O novo sobrenadante foi coletado para purificagéo e o pellet
final, descartado.

A purificagdo da proteina H2Br foi realizada por meio de
cromatografia liquida de afinidade Histrap, com auxilio do equipamento
AKTApurifier fast protein liquid chromatography (FPLC). Para o
procedimento, a coluna em questéo foi reequilibrada com “Solugdo A”
(50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 6 M Ureia e 5 % Glicerol), e foi
eluida, ap6s a aplicacdo da amostra, em um gradiente ascendente de
“Solu¢do B” (50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 6 M Ureia, 5 % Glicerol
e 500 mM Imidazol), na faixa de 25 a 500mM. Amostras foram coletadas
durante todo o processo de purificacdo para andlise, principalmente
durante a etapa de eluigdo, em aliquotas de 2 mL. Os produtos da
purificacdo foram analisados por SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate —
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 15 %, em condic¢Ges redutoras e
desnaturantes, e corados com Coomassie Brilliant Blue R-250, para
confirmacdo da fracdo referente & proteina H2Br e avaliacdo de sua
relativa pureza. A quantificacdo do contetdo proteico foi realizada por
meio do método de Bradford (BRADFORD, 1976) com albumina de soro
bovino como padrdo, e a leitura colorimétrica realizada em microplaca no
espectrofluorimetro Spectramax (Molecular Devices).

3.6 REENOVELAMENTO E CONCENTRACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE

A fracdo referente ao pico de elui¢do da proteina H2Br, confirmado
por SDS-PAGE, foi dialisada em tubo com membrana de celulose 0,22
pum em duas etapas para que a concentracdo final de imidazol e ureia



fossem reduzidas. A primeira etapa foi realizada em 1 L de tampéo, 50
mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl e 30 % Glicerol, overnight em agitacéo.
A segunda etapa foi semelhante a primeira, porém, com 50 % de glicerol
no tampdo de diélise. Aliquotas do segundo tampao de dialise foram
coletadas antes e depois da dialise como controles para o teste
antimicrobiano. A analise do produto pés-dialise também foi realizada
por SDS-PAGE nas mesmas condicGes citadas no método anterior.

3.7 DICROISMO CIRCULAR

A proteina H2Br e o peptideo N-terminal foram analisados por
Dicroismo Circular (Circular Dichroism — CD) a fim de avaliar o
reenovelamento da proteina recombinante, e estruturacdo secundéria de
ambos. Estes experimentos de espectroscopia de CD foram realizados em
um espectropolarimetro JASCO J-815 equipado com um controlador de
temperatura, disponibilizado pelo CEBIME/UFSC. Espectros de CD
foram obtidos em cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 1 mm. As
leituras de espectros totais foram feitas em um intervalo de comprimento
de onda variando de 250 a 190 nm, com 10 uM de proteina para H2Br e
35 uM para o peptideo N-terminal. Os experimentos foram realizados
com velocidade de varredura de 100 nm/min, resolugdo de 0,1 nm,
resposta de 2 seg e largura de faixa de 1 nm. Em cada experimento, foram
obtidos a média de 3 espectros. Os espectros de calibracdo (somente o
tampédo) foram subtraidos dos espectros das moléculas analisadas. Para
H2Br foi utilizado 10 mM tampéo fosfato pH 7,0 e 50 mM NaCl. Para o
peptideo, 5 mM fosfato pH 7,0, avaliado também na presenca de 20 mM
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate). A estabilidade estrutural da proteina
purificada foi avaliada na faixa de temperatura de 15 a 80 ° C, com
aumento gradual de temperatura. Os espectros obtidos para o peptideo N-
terminal foram analisados com o software CAPITO (WIEDEMANN;
BELLSTEDT; GORLACH, 2013), que utiliza picos a 222 nm e 200 nm
para avaliar o grau de enovelamento.

3.8 TESTES ANTIMICROBIANOS

A H2Br e o peptideo N-terminal foram testados contra cepa de V.
parahaemolyticus (ATCC 17802), a qual foi cedida gentilmente a Prof?
Maria Risoleta Freire Marques pelo Laboratério de Enterobactérias
LABENT/IOC/Fiocruz. A cepa foi ativada inoculando 1 pl de cultura
estoque em 600 pl de meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth) 3 % NaCl,
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e incubada a 30 ° C por 2 h em agitacdo. 100 ul do pré-inéculo foi
plaqueado em TCBS-Agar (Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar) e
mantido em incubacdo 30 ° C overnight. Colbnias isoladas e identificadas
como V. parahaemolyticus foram coletadas com auxilio de alca de
platina, transferidas para solucéo salina autoclavada (Agua MilliQ 3 %
NaCl) e agitadas em vortex até adquirir carater homogéneo. A turbidez da
solucdo foi medida comparativamente até se igualar a 0,5 na escala
McFarland.

As analises de atividade antimicrobiana foram feitas em placa de
96 pocos por colorimetria (600 nm) em espectrofluorimetro Spectramax,
com duracdo total de 10 h e incubacdo a 30 ° C, havendo leituras de
densidade Gtica intermitentes com intervalo de 15 min entre elas. Para
todo o ensaio, foi utilizado uma proporc¢ao de duas unidades de meio de
cultura Muller&Hinton para cada uma de solucdo a ser testada (2:1). As
proteinas foram diluidas 1:1, de forma seriada, em seu respectivo tampéo.
Ao final, cada pogo do experimento continha 100 ul de meio de cultura
Muller&Hinton, 50 pl de solugdo a ser testada e 10 ul de solucéo salina
com ou sem vibrides, para teste ou branco, respectivamente. H2Br foi
testada nas concentrages 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 uM final. Em
relacdo aos controles utilizados para a proteina inteira, a lisozima,
proteina de atividade antimicrobiana conhecida, foi prepara em tampéo
pos-dialise 2 e diluida nas mesmas concentracdes finais da H2Br, como
controle positivo. Para possivel verificacdo da influéncia de interferentes
na atividade antimicrobiana das proteinas, o tampéo para dialise 2 e p0s-
dialise 2 foram utilizados como controles negativos. Agua ultrapura
também foi utilizada como controle negativo. Cada uma das condigdes do
experimento teve seu respectivo branco (solugdo salina sem vibrides)
subtraido nos resultados finais. O peptideo N-terminal foi testado nas
concentracdes 80; 40; 20; 10; 5 e 2,5 uM final, diluido em &gua ultrapura
em um ensaio a parte. Todas as proteinas e controles foram analisados em
triplicata, com excecédo da Lisozima, em duplicata.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas do ensaio antimicrobiano, envolvendo o
peptideo N-terminal, foram realizadas no software Graphpad. As curvas
de crescimento foram analisadas pelo modelo de regressdo nédo linear,
pela equagdo de crescimento exponencial. Os picos de crescimento foram
plotados separadamente e a diferenca entre os mesmos foi analisada por
Kruskal-Wallis com p6s teste de maltiplas comparacdes de Dunn.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISES IN-SILICO DA SEQUENCIA DA H2B
4.1.1 Parametros moleculares e alinhamento de sequéncias

A sequéncia de 123 residuos referente a proteina H2B de L.
vannamei, quando analisada pela ferramenta ProtParam, demonstrou ter
massa tedrica de 13.668,92 Da (13,6 kDa). Com a adi¢do da sequéncia de
amino4cidos referente a cauda de histidina na regido N-terminal, a
proteina passa a ter o peso molecular teérico de 15,7 kDa. As analises
também mostraram que 28/123 residuos sdo de carater positivo, sendo
apenas 9 de caréater negativo, evidenciando um ponto isoelétrico tedrico
de 10,39, com variacdo insignificante apdés a insercdo da HisTag na
sequéncia. Este carater positivo é esperado em histonas, uma vez que séo
proteinas extremamente conservadas evolutivamente e desempenham a
fungdo de ancoragem da molécula de DNA, de caréter negativo. Outro
aspecto importante sobre proteinas positivamente carregadas, € 0 seu
grande potencial antimicrobiano, podendo gerar peptideos catidnicos
apos clivadas em algum processo bioguimico celular. Esta caracteristica
vai ao encontro a varios outros relatos de proteinas carregadas
positivamente, que ao serem clivadas, geram peptideos catiénicos com
atividade antimicrobiana, como os descritos em invertebrados marinhos
(OTERO-GONZALEZ et al., 2010; SPERSTAD et al., 2011), mais
especificamente em crustaceos (ROSA; BARRACCO, 2010), assim
como a prépria proteina homologa H2A (KOO et al., 2008). Em virtude
do Pl 10,39, optou-se por trabalhar com pH 8.0, na tentativa de diminuir
a reatividade da proteina. Além de se estar levando em consideracdo
também, um valor ndo muito distante do pH fisioloégico dos camardes
brancos do Pacifico (pH = 7.0) (DANIEL, 2014).

Oindice de instabilidade, também avaliado pela mesma
ferramenta, determinou uma pontuacao de 45,19, classificando a proteina
como instavel. Proteinas com score acima de 40 nesta escala s&o
classificadas como instaveis devido a presenca de dipeptideos que,
estatisticamente, conferem maior chance de degradacao a estas proteinas
(GURUPRASAD; REDDY; PANDIT, 1990).

Ao se analisar comparativamente o alinhamento de sequéncias de
H2B, verificou-se que a proteina de Litopenaeus vannamei tem maior
identidade com a de Drosophila melanogaster (96 %), possuindo
tambémalto grau de identidade em relacdo as outras sequéncias
analisadas (85 % Crassostrea gigas e 84 % Homo sapiens). A menor
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identidade entre regides foi detectada na regido N-terminal das proteinas
comparadas (Figura 1), ainda assim mantendo maior identidade
entre L. vannamei e D. melanogaster (90 %). Ademais, C. gigas e H.
sapiens apresentaram 51 % e 48 % de identidade, respectivamente.

A verificacdo da estruturagdo primaria obtida também apontou que
a H2B possui varias regides de potencial clivagem por OMP-T, as quais
clivam entre residuos carregados positivamente (MCCARTER et al.,
2004). Um destes sitios na proteina separa um fragmento N-terminal (1-
31), fragmento este que, como citado anteriormente, possui menor grau
de identidade entre as sequéncias analisadas (Figura 1). A H2B de C.
gigas possui atividade antimicrobiana relatada (BACHERE et al., 2004)
tendo em sua regido N-terminal 51 % de identidade em relacéo a de L.
vannamei. Sendo assim, a regido N-terminal da H2B de L. vannamei
tornou-se alvo de atengdo, por estar potencialmente associada com uma
atividade biol6gica dessa natureza e, em funcdo disso, foi selecionada
para a construcdo de um peptideo sintético para andlises in silico e in
vitro.

Figura 1 — Alinhamento de sequéncias de H2B de Litopenaeus vannamei,
Drosophila melanogaster, Crassostrea gigas e Homo sapiens realizado com
MUSTANG (KONAGURTHU et al., 2006). A porgdo N-terminal (1-31),
possivelmente gerada na clivagem pela OMP-T, est4 destacada em vermelho,
também correspondendo ao peptideo sintetizado para estudo. Os valores de
identidade da sequéncia completa e da por¢do N-terminal (quadro cinza) estdo
identificados ao final das sequéncias. Residuos preservados marcados pelo
asterisco (*) abaixo da coluna.

L. vannamei MP-PKTSGKAAKKAGKAQ--KSITKGDKKKKRRRKESYSIYIYKVLKQVHP

D. melanogaster MP-PKTSGKAAKKAGKAQ--KNITKTDKKKKRKRKESYAIYIYKVLKQVHP

C. gigas MP-PKVGSKGSKKAATKA--KAQRTGDKKRRRRRRESYATIYIYKVLKQVHP

H. sapiens MPEPSKSAPAPKKGSKKAITKAQKKDGKKRKRSRKESYSIYVYKVLKQVHP
* Kk *' .. .'**.'. * . '**.'* *'***:**:*********

L. vannamei DTGISSKAMSIMNSEFVNDIFERIAAEASRLAHYNKRSTITSREIQTAVRLL

D. melanogaster DTGISSKAMSIMNSEFVNDIFERIAAEASRLAHYNKRSTITSREIQTAVRLL

C. gigas DTGVSSKAMSIMNSEFVNDIFERIAAEASRLAHYNKRSTITSREIQTAVRLL

H. sapiens DTGISSKAMGIMNSEFVNDIFERIAGEASRLAHYNKRSTITSREIQTAVRLL
***:*****'**************.*************‘k************

Total | N-Terminal

L. vannamei LPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSSK |

D. melanogaster LPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSSK 96 % | 90 %

C. gigas LPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSSK 85 % | 51 %

H. sapiens LPGELAKHAVSEGTKAVTKYTSSK 84 % | 48 %

Fonte: O autor

Kok kkkkkkkkkokkokkokkokkokkkkk



4.1.2 Modelagens 3D: Proteina completa e regido N-terminal

A sequéncia molde utilizada permitiu a modelagem 3D,
representada por hélices em cartoon, de mais de 70 % da sequéncia da
proteina completa, mantendo apenas a regido N-terminal, referente a
cauda da histona, ndo estruturada (Figura 2). Os templates utilizados para
modelagens geralmente sdo provenientes de cristalografia de raio X,
caracteristicos pela grande fidelidade a estrutura terciaria da proteina.
Nestes modelos relacionados as histonas, existe a dificuldade de modelar
a estrutura da cauda N-terminal, potencialmente pela grande flexibilidade
da regido, dificultando a obtencdo de dados de estruturacdo em cristais,
mesmo quando em interagdo com DNA (IWASAKI et al., 2013). Estas
evidéncias nos levaram a questionar se a regido N-terminal da proteina,
selecionada para a construcéo do peptideo sintético, necessita ou ndo de
outra ambientacdo para desempenhar um possivel papel antimicrobiano,
uma vez que a interacdo peptideo-membrana é um mecanismo de a¢do
antimicrobiano conhecido (HENRIQUES; MELO; CASTANHO, 2006;
MELO; FERRE; CASTANHO, 2009). Sendo o interior da bicamada
lipidica um ambiente hidrofébico, tornou-se necessario avaliar o
comportamento do peptideo também em meio hidrofébico.

Figura 2 — Modelo em cartoon da proteina H2B de L. vannamei utilizando a
ferramenta SWISS-MODEL. As regides N e C-terminal estdo demarcadas na
figura. Regibes de alto grau de identidade e modeladas com sucesso estdo
representadas pela cor azul; regides diferentes do template e sem estruturagdo
predita estéo representadas na cor laranja.

N-terminal C-terminal
Fonte: O autor
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A modelagem da regido N-terminal (1-31) da histona H2B de L.
vannamei, realizada pelo pacote I-Tasser (ZHANG, Yang, 2008),
demonstrou conformacéo helicoidal em duas regides (10 a 17 e 20 a 24)
no modelo 3D com melhor C-score (1,05) para o peptideo N-terminal;
ambas ocupando cerca de 25 % e 16 % do mesmo (Figura 3A). A
modelagem desta mesma regido, proveniente das demais sequéncias de
H2B dos outros organismos analisados no alinhamento, demonstrou
também tendéncias de formacdo de hélices, sendo esta conformacéo
estimada em 61 % do peptideo total para ostras e humanos (Figura 3B).
Uma forma de avaliar uma possivel estruturacdo secundaria, seria
expondo o peptideo a ambiente hidrofobico, na tentativa de mimetizar
uma possivel interacdo com a membrana celular bacteriana, como ja é
realizado com outros peptideos antimicrobianos. Nesta perspectiva,
propusemos um modelo sugerindo que pelo menos 0s aminoacidos K11,
K15 e K22 estdo expostos e formam uma superficie carregada
positivamente de possivel interacdo com a bicamada lipidica (Figura 3C).

A estruturacdo de peptideos derivados de H2A foi demonstrada na
presenca de SDS (KOO et al., 2008). Assim, experimentos de biologia
estrutural in vitro se fizeram necessérios para melhor caracterizacdo do
peptideo N-terminal de H2B também em ambiente hidrofébico.

Figura 3 — Modelos da porcédo N-terminal de H2B de Litopenaeus vannamei e
outros organismos. A: modelo para 0 camardo L. vannamei mostrando dois
segmentos em hélice correspondendo a 25 e 16 % do peptideo. B: Modelos para
outras espécies, Drosophila melanogaster (mosca), Crassostrea gigas (ostra) e
Homo sapiens (humano), mostrando também a formac&o de hélices. C: Estrutura
de L. vannamei, mostrando os aminoacidos carregados positivamente (K11, K15
e K22), em azul, formando uma superficie estruturada nas a-hélices.
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K11 K15 K22
Fonte: O autor



4.2 EXPRESSAO HETEROLOGA DA PROTEINA H2B
RECOMBINANTE

O fragmento correspondente ao gene H2B de L. vannamei foi
clivado e separado por eletroforese em gel de agarose (Figura 4), onde
evidenciam-se bandas entre 300 e 400 pb como esperado, segundo o
tamanho estimado para o fragmento (~370 pb). O plasmideo nédo digerido,
como controle, apresentou bandas relativas aos diferentes estados
possiveis para o produto da miniprep. Nao ha um gel de confirmacéo para
a ligacdo do pET-14b + H2Br. No entanto, a cepa de E. coli DH5a
transformada com o vetor originou UFCs em placas com ampicilina,
apresentando resisténcia conferida pelo vetor recebido. A extracdo dos
plasmideos gerou aliquotas em concentracfes aproximadas de 1 ng/ul.

Figura 4 — Gel de agarose para separacdo dos fragmentos, clivados pelas enzimas
de restricdo Ndel e BAMHI referentes ao gene clonado da H2B recombinante de
L. vannamei. 1 a 5: Vetores clivados, fragmentos com o gene entre 300 e 400 pb.
6: Controle contendo vetor ndo clivado, demonstrando os dois padrbes de
enovelamento de plasmideos.

PM (pb) 1 2 3 4 5 6

2000

Fonte: O autor

A proteina H2B recombinante (H2Br) foi superexpressa em corpos
de inclusdo. Na comparacao entre as amostras do extrato bacteriano bruto
com o sobrenadante proveniente da primeira centrifugacéo (Figura 5A),
percebe-se que hd uma banda intensa, referente a H2Br, localizada entre
os marcadores de 20 e 10 kDa, corroborando o peso estimado para a
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proteina com a cauda hiss (15,7 kDa). Esta mesma banda ndo é
significativa no pocgo referente ao sobrenadante, mostrando que a maior
concentragdo da H2Br se encontrava no pellet inicial, ou seja, ndo foi
expressa de forma sollvel, mas sim, em corpos de inclusdo. Entre os
varios protocolos para extracdo de proteinas dos corpos de inclusdo
(SINGH etal., 2015), optamos por utilizar a ressolubilizacdo do pellet em
ureia 6 M devido a facilidade do protocolo. H2Br ndo apresenta pontes
dissulfeto, assim a utilizacdo deste agente desnaturante foi o mais
indicado, e o processo de refolding facilitado, ndo acarretando grandes
dificuldades.

Figura 5 — SDS-PAGE dos produtos da expressdo, purificacdo e reenovelamento
da proteina H2B recombinante (H2Br) de Litopenaeus vannamei. A: 1, extrato
bruto de E. coli BL21 apds 3 h de expressdo. 2, sobrenadante da primeira
centrifugacdo apds lise celular por sonicacdo. B: 3, fragdo sem interagdo com a
coluna HisTrap. 4, pico 2: 5 a 8, fragfes de 1 ml referentes ao pico de eluicdo
(pico 4), entre 21 e 25 ml de volume de eluicdo. C: 9, H2Br dialisada em tampéo
sem ureia. 10, controle com H2Br purificada em tampéo com ureia.

Fonte: O autor

A purificacdo da proteina H2Br se deu por cromatografia liquida
(FPLC) da fracdo sobrenadante final, obtida ap6s a centrifuga¢do da
ressuspensdo do pellet inicial em tampé&o 6 M ureia. A proteina foi eluida
da coluna em ~150 mM de imidazol, em um pico Gnico (Figura 6). Ao
analisar por SDS-PAGE as fracOes referentes ao pico 4 da purificacéo,
pudemos confirmar que realmente as mesmas se referem a proteina H2Br
(15,7 kDa). Seu grau de pureza pdde ser estimado > 90 %, uma vez que
se observa uma banda de tamanho esperado predominante no gel.
Aparentemente ndo houve perda significativa de material durante a



aplicacdo do extrato e lavagem da coluna de afinidade. Isso pbde ser
evidenciado comparando-se a eletroforese das fragOes referentes aos
picos 1 e 3 em relagdo ao pico 4 obtido na eluigdo durante o gradiente
(Figura 5B).

Figura 6 — Cromatograma de purificagéo da proteina H2Br em FPLC. 1: Material
presente no extrato ndo reagente com a coluna HisTrap. 2 e 3: Pequenos picos de
absorbancia durante a lavagem da coluna. 4: Pico Unico de elui¢do da coluna com
inicio a ~150 mM de imidazol.
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Fonte: O autor

A guantidade de ureia no tampao da H2Br néo nos permitia realizar
nenhum teste de atividade ou estruturacdo secundaria, pois, a ureia é um
poderoso agente desnaturante de proteinas. Durante o processo de dialise,
ocorreram perdas significativas de proteina. Fato constatado por
quantificacdo anterior e posterior a dialise. Acreditamos que, devido ao
ponto isoelétrico tedrico bastante basico (10.39), poderia haver interacdo
entre as préprias moléculas de histona, bem como com possiveis
impurezas, filtros, ou até mesmo com a superficie do microtubo no qual
se encontravam. Adicionamos concentragdes altas de NaCl no tampéo
para melhor estabilizagdo e solubilizagdo da proteina, sem grande
sucesso. A melhor alternativa, foi realizar dilises das amostras obtidas
da purificacdo em concentragdes elevadas de glicerol (30 e 50 %). O
glicerol ajuda em muito a solubilizar altas concentracbes de proteinas,
aumentando o intervalo de concentragdo até o limite para precipitacdo das
mesmas. Além disso, segundo as referéncias consultadas, o glicerol ndo
interfere em analises de estruturacdo secundaria por dicroismo circular
(KELLY:; PRICE, 2000) e nem em testes antimicrobianos (SAEGEMAN
et al., 2008). O sucesso do protocolo de reenovelamento foi comprovado
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parcialmente pela analise em SDS-PAGE, onde evidenciamos uma
possivel oligomerizacdo (> 30 kDa) (Figura 5C). E sabido que a
oligomerizacdo é muito dificultada em presenca de ureia, uma vez que
este fendbmeno depende da estruturacdo da proteina (BENNION;
DAGGETT, 2003). Isto sugere que esta substancia ndo se encontrava
mais em concentragdes altas na amostra obtida a partir da purificagdo
(~24 uM).

4.3 DICROISMO CIRCULAR DA H2BR E DO PEPTIDEO N-
TERMINAL

O reenovelamento da H2Br também foi confirmado por dicroismo
circular, mostrando um espectro com picos negativos a 208 e 222 nm, 0
qual, quando comparado com modelos, se mostrou caracteristico de
conformacdo predominantemente em hélice, como estimado por nossas
andlises in silico. A exposicao da proteina a temperaturas crescentes com
maximo em 80 ° C demonstrou pouca variacdo no espectro, com leve
deslocamento do pico negativo em 208 nm para a esquerda. Além disso,
guando resfriada a 15 ° C novamente, 0 espectro retornou a sua
conformagdo inicial praticamente por completo, indicando que a
estruturacdo secundaria inicial foi recuperada (Figura 7).

Figura 7 - Espectro de dicroismo circular (CD) de 3 uM H2Br em 10 mM fosfato
pH 7,0, com intervalo de 200 a 270 nm, mostrando picos negativos a 208 e 222
nm (linha preta). Proteina a 80 © C (linha verde) e a 15 ° C, pds-desnaturacao,
(tracejado).
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Fonte: O autor

O peptideo N-terminal (1-31) foi também analisado por CD em
duas condi¢Bes: Tampdo e SDS (Figura 8). Em tampdo, apresentou



caracteristica de estrutura desenovelada, com um grande pico negativo a
198 nm, e auséncia de pico positivo na regido de 190 nm. A analise com
0 programa CAPITO demonstrou que o peptideo se apresenta como uma
molécula desenovelada. Quando desafiado em ambiente hidrofébico, 20
mM SDS, a estrutura apresentou deslocamento do pico minimo negativo
para 203 nm e pico positivo em 190 nm. Além disso, a regido 222 nm
passou a ser mais negativa, conforme mostra a figura 8. A quantificacdo
feita pelo programa CAPITO classifica a estrutura como Monten globule
guando em SDS, coerente com as caracteristicas que estamos analisando
de um peptideo desestruturado que passou a ganhar estrutura em ambiente
hidrofébico. Estes espectros em SDS foram quantificados pelo programa
Selcon e Contin-LL da plataforma Dichroweb, obtendo-se valores de
hélice de 19 % e 54 % respectivamente. Os espectros em tampdo
apresentam conteudo de hélice de apenas 1 %.

Os modelos de interagdo com membrana para uma série de
peptideos antimicrobianos sugerem estruturacdo em hélice ao entrar em
contato com ambientes hidrofébicos (KOO et al., 2008; PARRY et al.,
2008). Acreditamos que, para a H2B de L. vannamei, este possa ser o
mecanismo adotado, uma vez que devido ao peptideo ser bastante
catibnico, a interacdo com a regido polar negativa da membrana é
facilitada. De acordo com nossas buscas bibliograficas esta é a primeira
vez que se mostra a estruturacdo 3D de um peptideo derivado de H2B de
gualquer espécie.

Figura 8 - Espectro de dicroismo circular (CD) do peptideo N-terminal da H2B
de Litopenaeus vannamei: 35 uM em 5 mM fosfato pH 7,0 (linha preta), e em 20
mM SDS, 5 mM fosfato pH 7,0 (linha verde).
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4.4 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA H2BR CONTRA Vibrio
parahaemolyticus

Nas condi¢Bes testadas, a proteina H2Br aparentemente causou a
inibicdo do crescimento de bactérias gram-negativas V. parahaemolyticus
em todas as concentragOes testadas, quando comparada aos controles.
Curvas de crescimento bacteriano foram obtidas para todas as condi¢des
testadas, e todas coincidiram com um pico maximo de crescimento em 9
horas de teste. Estes picos foram plotados em grafico para melhor
visualizacdo dos resultados (Figura 9). O controle com agua ultrapura
teve crescimento aparente menor em relacdo ao tampéo para dialise 2.
Hipotetizamos que a presenca de substancias tamponantes na solucdo ndo
somente contribuem para estabilizar o pH do meio, como, possivelmente,
contribuem também para manter um equilibrio osmético ideal para o
crescimento de V. parahaemoluticus, a qual é um pouco haldfila e
necessita de 3 % NaCl para crescimento étimo (KIM, Yoo Won et al.,
2012). Tendo em vista que a adicdo de agua ultrapura equivale a ~1/3 do
volume total do ensaio, este equilibrio osmoético diminui o suficiente para
afetar negativamente o crescimento da bactéria gram-negativa em
guestéo.

Figura 9 — Teste de atividade antimicrobiana da histona H2B de L. vannamei
recombinante contra V. parahaemolyticus. Gréfico de densidade ética dos picos
obtidos em 9 h de incubagéo.
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Fonte: O autor

Os controles referentes aos tampdes para dialise 2 e pds-dialise 2,
apresentaram maior e menor crescimento aparente, respectivamente.



Deste modo, podemos inferir que concentracdes residuais de alguma
molécula ou substancia no tampéo pds-dialise 2, da proteina purificada,
inibem parcialmente o crescimento da cultura. O imidazol é uma
molécula com capacidade de potencializar a atividade antimicrobiana de
outras moléculas quando a elas conjugado, apresentando concentracfes
minimas inibitérias estimadas na casa de nano molar (KIM, Hong-Seok
et al., 2013; SHARMA et al., 2009; SHINGALAPUR; HOSAMANI,
KERI, 2009). Ndo sabemos se esta molécula por si, ndo conjugada, €
capaz de interferir nos nossos resultados, uma vez que a concentracéo
final deste composto no tampao pos-dialise 2 e nas proteinas testadas esta
estimada em ~0,8 uM final, muitas vezes acima da concentracdo inibitoria
relatada nos trabalhos citados anteriormente. A ureia na concentracdo de
2,5 % foi capaz de inibir o crescimento de bactérias E. coli estabelecendo
esta concentracdo final como minima inibitoria. Qualquer outro valor
menor que este permitiu crescimento parcial das colonias (KAYE, 1968).
2,5 % de ureia, ou 416 mM final, € uma quantidade muito maior do que a
presente no nosso tampdo pos-didlise 2, o qual segundo nossas
estimativas contém ~24 uM final. Segundo nossas buscas bibliogréaficas,
ndo ha relatos na literatura de vibrides desafiados com ureia. Por Vibrio
parahaemolyticus ser uma bactéria gram-negativa também, sugerimos
gue nessa quantidade, a ureia ndo afetaria o crescimento bacteriano dos
testes com o tampao pés-dialise 2 e as proteinas, H2Br e lisozima.

Analisando os picos de crescimento obtidos das curvas da
lisozima, podemos estabelecer que a concentracdo minima inibitéria, nas
condices testadas, estd em torno de 2,5 pM, sendo a inibigéo reduzida
conforme a diluicdo da proteina. Este mesmo padrdo nao foi observado
na proteina H2Br, possivelmente por erros de pipetagem (desvio padréo
alto) e artefatos gerados durante a leitura, como bolhas nos pogos onde a
proteina H2Br estava mais concentrada. Ainda assim, podemos observar
gue o pico de crescimento da H2Br mais diluida ndo ultrapassou o pico
equimolar da lisozima. KAWAZAKI et al., 2008, relatou a concentracéo
minima inibitéria para a H2B de L. vannamei como 11 pM, no entanto,
suas concentracfes mais diluidas tiveram crescimento em torno de 0,3 de
DO, muito parecido com seu 0. Este resultado é bastante diferente do
evidenciado em nossos testes, uma vez que nenhuma das concentragdes
de H2Br permitiu crescimento acima de 0,05 de DO, valor muito abaixo
dos controles negativos.

H2Br foi testada com a cauda de histidina, devido a pouca
disponibilidade de proteina purificada e dialisada. As frac6es dialisadas
foram concentradas em tubo concentrador, porém, o processo envolvendo



42

esses tubos demanda grandes quantidades de proteina para um saldo final
relativamente baixo em concentragdo. A clivagem foi experimentada e
preliminarmente demonstrada como possivel (Figura 10). Mesmo com o
marcador pouco visivel no gel, nossas analises in silico ndo identificaram
possiveis sitios de clivagem por trombina, além do conferido pelo pET-
14b. N&o podemos afirmar que os resultados evidenciados séo
exclusivamente da atividade antimicrobiana da H2Br, uma vez que a
mesma ainda contém a Hiss. Foi relatado que a HisTag pode potencializar
a ancoragem ou interacdo de peptideos com elementos da membrana
celular bacteriana carregados negativamente (TAVARES et al., 2012).

Figura 10 — Avaliagéo por SDS-PAGE do processo de clivagem por trombina da
HisTag ligada a H2Br. Tempos de hidrdlise: 0, 1, 2, 3 h e overnight, a 4 °C,
representados respectivamente em 1, 2, 3, 4 e 5.
PM
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Fonte: O autor

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO PEPTIDEO N-
TERMINAL DA H2B CONTRA V. parahaemolyticus

Nas concentracles testadas, 0 peptideo N-terminal da H2B
mostrou atividade antimicrobiana aparente in vitro. Ainda que
estatisticamente esse resultado seja significativo apenas na maior
concentracdo testada, 80 uM final (p < 0,05), é visivel um aumento do
pico de absorbéncia conforme a diluicdo, até a observagédo de um plateau
nas menores concentracdes. As analises estatisticas das curvas de
crescimento apontam que todas refletem a mesma taxa de crescimento



exponencial, diferindo entre si apenas no pico maximo de crescimento, 0
qual foi plotado em gréafico separadamente para teste-t. Ndo houve
controles com tampédo ou outras proteinas nestes testes. Ainda assim,
acreditamos que a curva de diluicdo do peptideo deixou claro o shift do
pico maximo de crescimento em 7h30m, sugerindo potencial atividade
antimicrobiana. A escolha desta regido N-terminal da H2B para os testes
de atividade antimicrobiana, deu-se pelas diferengas significativas entre
as regides N-terminal das proteinas analisadas, e pela presenca de um sitio
de clivagem por OMP-T. Outros AMP podem ser gerados neste processo.
Com base nos dados obtidos, sugerimos que esta regido esteja
efetivamente ligada & atividade antimicrobiana observada para a proteina
inteira, sendo o peptideo testado um dos peptideos ativos gerado. Estes
dados também corroboram a analise estrutural, uma vez que o peptideo
apresentou tendéncia a conformacéo a-hélice em ambiente hidrofdbico,
caracteristica muito bem descrita para peptideos ativos dessa natureza
(HENRIQUES; MELO; CASTANHO, 2006).

E esperado que AMP sejam ativos apenas em grandes
concentragcBes.  Estudos  demonstram  que  varios  peptideos
antimicrobianos testados in vitro, aparentemente fora das condicGes
fisioldgicas, possuem alta afinidade pela membrana bacteriana e s&o
encontrados em maior concentragdo nas bactérias em comparagdo com o
meio de suspensédo do ensaio (MELO; FERRE; CASTANHO, 2009). Os
dados obtidos nos testes aqui realizados, envolvendo esse peptideo da
H2B sdo bastante preliminares. Uma vez que os resultados obtidos pelas
andlises in silico e in vitro foram bastante promissores, novos testes
necessitam ser realizados, para estabelecer uma concentra¢cdo minima
inibitdria e sugerir um mecanismo de ac&o, dentre os diversos descritos.
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Figura 11 - Teste de atividade antimicrobiana do peptideo N-terminal da histona
H2B de L. vannamei contra V. parahaemolyticus. A: Curvas de crescimento
relativas a 80, 40, 20, 10, 5 e 2,5uM final do peptideo com densidade 6tica
maxima (pico) obtida em 7h30m de incubagdo. As curvas possuem a mesma taxa
exponencial de crescimento (p < 0,05). B: Gréafico de barras dos picos referentes
as diluigdes do peptideo, * indica diferenca estatistica (p < 0,05).
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5 CONCLUSAO

A anédlise in silico da proteina H2B de L. vannamei apresentou
dados promissores envolvendo, inclusive, atividade antimicrobiana
potencial, assim como sua regido N-terminal, a qual mais difere no
alinhamento com outras outras sequéncias de H2B, principalmente da
H2B de C. gigas, para a qual ja foi relatada atividade antimicrobiana.

Apbs clonada, a proteina pdde ser expressa, purificada e
reenovelada. O procedimento de didlise foi efetivo, diminuindo em muito
a concentracao de imidazol e ureia na solucdo, como pbde ser evidenciado
por meio da sua possivel oligomerizagdo. No entanto, as concentragdes
residuais dessas substancias ainda podem ser consideradas como
interferentes, sendo necessario diminui-las ainda mais para o refinamento
dos resultados obtidos.

A H2Br demonstrou atividade antimicrobiana nas condicGes
testadas, sendo a mesma maior do que aquela observada para a lisozima
em concentracBes equimolares. A cauda de histidina e os resquicios de
imidazol podem ter interferido nos resultados. Novos testes com a
proteina H2Br sem HisTag e com outras condi¢des de dialise devem ser
realizados. Deve ser considerado que a Histidina € um aminoacido
carregado positivamente no pH utilizado, e que devido ao seu nimero e a
proximidade entre residuos, pode gerar falso positivo nos ensaios de
atividade antimicrobiana.

O peptideo N-terminal também apresentou atividade
antimicrobiana nas condi¢es testadas. Sugerimos que este possa ser um
dos peptideos gerados na clivagem da proteina completa pelas OMP-T
bacterianas. Novos testes envolvendo o peptideo sintético precisam ser
realizados para estimativa da concentracdo minima inibitdria, testando
concentracBes > 80 pM final.

Nossos testes envolveram apenas vibriGes, bactérias gram-
negativas. Cientes de suas particularidades em relacdo a membrana
celular, testes envolvendo bactérias gram-positivas se fazem necessarios,
para identificar se a atividade antimicrobiana se mantém, e permitir inferir
a ocorréncia de mecanismos diferentes daqueles sugeridos para bactérias
gram-negativa

Mecanismos de prevencdo ou remediacdo de enfermidades em
cultivos de L. vannamei sdo necessarios devido a sua importancia
econdmica. As informacles apresentadas neste trabalho, ainda que
preliminares, auxiliam no desenvolvimento de ferramentas que possam
vir a enriquecer o processo de minimizar os prejuizos frequentes a
atividade da carcinicultura. Uma vez que a histona H2B possa vir a ser
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identificada como atuante efetiva nos processos de defesa dos camardes,
por si s6, em conjunto com outras histonas e/ou proteinas, ou por meio de
peptideos, compostos com propriedades estimulantes podem ser
administrados com o intuito de aumentar a presenca dessas proteinas nos
tecidos, de forma intra e extracelular ou também por secrecdo mais
elevada.
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