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1. INTRODUGAO

A avicultura de corte representa um setor de grande crescimento e
relevancia econémica global, impulsionado pela alta demanda de consumo. Por
décadas, a producgao intensiva utilizou antibidticos como promotores de
crescimento para garantir a saude das aves e a produtividade. No entanto, o
uso indiscriminado desses compostos acelerou o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana, um grave problema de saude publica mundial
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). A restricado ao uso de antibidticos,
embora necessaria, levou ao aumento da incidéncia de doencgas entéricas,
como a enterite necrética causada por Clostridium perfringens, gerando perdas
econdbmicas significativas e evidenciando a necessidade urgente de
alternativas eficazes e sustentaveis (MOORE, 2023).

Nesse cenario, os peptideos antimicrobianos (PAMs) surgem como uma
alternativa promissora. Produzidos naturalmente por diversos organismos,
como os insetos, os PAMs possuem atividade de amplo espectro contra
patdégenos e baixa propensado a induzir resisténcia (WANG et al., 2016). A
mosca soldado negro (Hermetia illucens) € uma fonte rica desses peptideos,
contudo, a aplicagao pratica e a produgcdo em larga escala a partir da extracao
direta do inseto sdo dificultadas por desafios como o alto custo de purificacao,
a instabilidade dos peptideos devido a degradacao por proteases e potenciais
questdes de seguranga, como reagdes alérgicas e contaminagao (XIA, 2021).

A tecnologia do DNA recombinante, utilizando sistemas de expressao
heter6loga como a bactéria Escherichia coli, oferece uma plataforma eficiente
para a producado de PAMs em grande quantidade e com alto grau de pureza,
superando os desafios da extragcao direta do inseto (XU et al., 2020). Contudo,
a producao de PAMs em E. coli enfrenta desafios como a baixa solubilidade e a
limitada expressdo. A baixa solubilidade esta frequentemente associada ao
enovelamento incorreto da proteina recombinante, o que favorece a formagao
de agregados conhecidos como corpos de inclusdo. Nessas condigdes, 0s
peptideos deixam de adquirir a conformagao nativa necessaria para a sua
estabilidade e atividade biolégica, comprometendo ndo apenas a recuperagao
do produto funcional, mas também aumentando os custos e a complexidade do
processo de purificagdo. Trabalhos como o de ELHAG (2017) demonstraram
que a fusdo com tioredoxina (Trx) foi crucial para aumentar a quantidade e a
solubilidade de PAMs de insetos, facilitando sua purificacdo e analise funcional.

Para superar os desafios inerentes a producdo de PAMs recombinantes,
estratégias recorrentes incluem a fusdo de peptideos a tags de solubilidade e o
uso de mutacdes pontuais. Entre estas, destaca-se a Trx, uma proteina de
fusdo de aproximadamente 12 kDa, reconhecida pela sua eficacia em
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aumentar a expressao soluvel e melhorar o rendimento final do produto
(ZHANG, 2022). Além disso, com o objetivo de otimizar a producéo e
funcionalidade de PAMs recombinantes, mutagdes pontuais podem ser
introduzidas na sua sequéncia. Estas modificagdes permitem, por exemplo,
reduzir a suscetibilidade a degradacéo por proteases enddgenas, aumentar a
estabilidade estrutural e até potencializar a sua atividade bioldgica, ampliando
assim as possibilidades de aplicagdo na substituicdo de antibioticos promotores
de crescimento (CHEN, 2017).

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo abordar o processo
de expressao em E. coli, purificagdo e caracterizagao de dois peptideos de
Hermetia illucens e suas versdes mutadas correspondentes fusionadas a Trx.

2. METODOLOGIA

2.1 Expressao em E. colr.

Os genes sintéticos codificantes para os peptideos defensina e
hidefensina de H. illucens e suas respectivas versdes mutadas foram
previamente clonados no vetor pET-28a. O plasmideo recombinante foi inserido
na bactéria Escherichia coli BL21(DE3) via choque térmico, conforme descrito
por SAMBROOK (2012). As bactérias transformadas foram cultivadas em
erlenmeyers contendo 50 mL de meio Luria Bertani (LB), suplementado com
canamicina (50 pg/mL), os quais foram incubados por 24 horas na temperatura
de 37 °C em agitador orbital a 180 RPM (rotagdes por minuto).

ApoOs esse periodo, os pré-indculos foram inoculados em erlenmeyers de
2 litros, contendo 500 mL de meio LB, suplementado com canamicina (50
Mg/mL), e submetido as mesmas condi¢des descritas anteriormente. A
densidade optica (DO) a 600 nm dos cultivos foi acompanhada, até que as
células atingissem a fase log de crescimento, em torno de ~0.8. A expresséo
génica foi induzida pela adigdo de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG)
a uma concentragao final de 1 mM. A cultura induzida foi mantida sob agitacéo a
37 °C durante 3 horas e amostras foram coletadas antes e apds a inducao para
analise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western blot.

Para a recuperagao dos peptideos, os cultivos foram centrifugados (10.000
RPM por 10 minutos), e apds descarte dos sobrenadantes, os pellets foram
ressuspensos com a adi¢cao de 45 mL de Tampao Wash (NaH,PO, 20mM, NaCl
500mM, Imidazol 10mM), acrescidos de 45 pL de lisozima para ajudar na lise.
Apods, foram incubados por 1 hora a 37°C em um shaker sob agitacdo de 180
RPM, levados para o processo de sonicagao e centrifugados novamente (10.000
RPM por 10 minutos), para a coleta do sobrenadante da lise de cada um dos
peptideos, os quais foram armazenados a -20°C para analises posteriores. Por
fim, aos pellets que permaneceram, foi adicionado Tampao Wash (NaH,PO,
20mM, NaCl 500mM, Imidazol 10mM, ureia 8M) e armazenados overnight a 4°C
sob agitacdo para desfazer os pellets. No outro dia, foram centrifugados
novamente (10.000 RPM por 10 minutos) e enfim, foram coletados também as
fragdes correspondentes ao sobrenadante da ureia

2.2 Purificagcado dos peptideos recombinantes:

O processo de purificagéo foi realizado por cromatografia de afinidade em
coluna HisTrap FF e HP, baseado na afinidade da cauda de poli-histidina
(His-tag), fusionada ao peptideo, pelo niquel, imobilizado na matriz da coluna.
As fragbes purificadas correspondentes ao sobrenadante da lise foram
analisadas por SDS-PAGE e a concentracao de proteina foi determinada pelo
método de BCA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A expressao dos peptideos recombinantes defensina (10.5 kDa) e
hidefensina (9 kDa) e suas versbes mutadas foi confirmada por SDS-PAGE.
Conforme observado na Figura 1, apoés a indugcdo com IPTG, foram
visualizadas bandas proeminentes com massa molecular entre 15 e 22 kDa
para as quatro versdes dos AMPs, o que corresponde ao tamanho esperado
para as construgdes fusionadas a tag de Tiorredoxina (Trx, ~12 kDa). Bandas
adicionais de maior peso molecular detectadas pelo anticorpo anti-His
provavelmente representam formas oligoméricas ou agregadas da proteina
recombinante.
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Figura 1. Expressdo de quatro peptideos recombinantes fusionados a tiorredoxina.
Western Blot mostrando o extrato total de E. coli ap6s inducdo. M, Marcador de peso
molecular; 1, Defensina Mutada; 2, Defensina; 3, Hidefensina Mutada; 4, Hidefensina; 5,
Controle negativo (vetor vazio).

Para avaliar o perfil de solubilidade e a eficacia da tag Trx, o lisado
celular de cada cultura foi fracionado em componentes soluvel e insoluvel. A
analise por SDS-PAGE (Figura 2) revelou que, para todos os peptideos, a
banda de interesse foi detectada tanto na fragao soluvel (sobrenadante da lise)
quanto na insoluvel (recuperada com ureia). Este resultado indica que as
proteinas apresentaram solubilidade parcial. Embora parte das construgdes
tenha formado corpos de inclusdo, a estratégia de fusdao com a tag Trx foi bem
sucedida em manter uma quantidade substancial da proteina em sua forma
soluvel, viabilizando a purificacdo subsequente a partir desta fracao.
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Figura 2. Anadlise de solubilidade dos peptideos recombinantes. Gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) corado com Coomassie Blue. (A) Analise da Defensina e Defensina Mutada.
(B) Analise da Hidefensina e Hidefensina Mutada. Em ambos os painéis: M, Marcador de
peso molecular; NI, amostra ndo induzida; |, amostra total induzida; SL, sobrenadante da
lise (fragao soluvel); SU, sobrenadante da ureia (fragao insoluvel).

A partir da fragcao soluvel, os peptideos foram purificados com sucesso
por cromatografia de afinidade, como demonstrado na Figura 3. A analise em
SDS-PAGE das fragdes eluidas confirmou a obtengcdo dos peptideos
purificados.
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A) [Defensina Mutada] [Defensina] B) [Hidefensina] [Hidefensina Mutada]
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Figura 3. Anadlise da purificagdo dos peptideos recombinantes. Observam-se as
diferentes fracdes eluidas no processo de purificacdo pelo equipamento AKATA de cada um
dos peptideos expressos: A) Defensina (1 - 5); Defensina Mutada (6 - 12); B) Hidefensina (1
- 7); Hidefensina Mutada (8 - 13). As amostras das elui¢cdes foram escolhidas com base nos
graficos dos picos de concentragdo geradas pelo equipamento, fazendo-se assim a
verificagcao da informacéao através do SDS-PAGE.

4. CONCLUSOES

A expressao dos peptideos recombinantes de H. illucens em
Escherichia coli mostrou-se eficiente, permitindo a obtengdo de niveis
satisfatorios de expresséo e solubilidade. Os PAMs foram purificados com
sucesso. Futuramente, pretende-se avaliar sua atividade antimicrobiana in vitro
e emprega-los em formulagbes para testes em aves, visando desenvolver
alternativas sustentaveis aos antibidticos convencionais, com potencial
aplicagao na produgao animal e reducao do uso de farmacos antimicrobianos.
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