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REsSuUmMO

A expressdo de proteinas recombinantes, em escala laboratorial, tem sido uma das
aplicacdes mais visiveis da biotecnologia. A expressédo heterdloga de proteinas depende da
tecnologia do DNA recombinante, que, por meio da manipulacdo do material genético,
permite a obtencdo de quase todas as proteinas nas quantidades desejadas.

Esta tese sobre clonagem e expressao de proteinas recombinantes humanas envolvidas em
processos imunes apresenta o trabalho desenvolvido para clonar e expressar o Receptor 3
de Citotoxicidade Natural humano (NCR3), uma proteina de superficie expressa por células
Natural Killer, um dos bracos do sistema imunoldgico inato. Outro objetivo foi expressar
também o ligante natural do NCR3, NCR3 Ligante 1 (NCR3LG1). Essas duas proteinas
estdo envolvidas na ativagdo da resposta inata do sistema imunologico contra proteinas
tumorais que expressam NCR3LG1.

Uma estratégia tradicional de amplificacdo por PCR baseada em primers foi utilizada para
amplificar as regides a serem clonadas dos genes de interesse de plasmideos comerciais e
clona-los no vetor pET28a(+) para a expressao controlada das proteinas, com tag Hiss, por
lac mediada pelo promotor T7 em células Escherichia coli BL21(DE3) Hi-Control™. O
hNCR3 foi expresso com sucesso por inducdo com IPTG e foi recuperado dos corpusculos
de inclusédo por purificacdo com refolding de proteina em coluna. O hNCR3LGL1 foi expresso
usando condi¢cdes semelhantes, e foi recuperado do contetdo celular por cromatografia de
afinidade simples a base de niquel.

Verificou-se que as proteinas produzidas estabelecem um complexo de 1: 1 in vitro,
conforme determinado por uma abordagem simples de eletroforese em gel nativo, mantendo
assim a funcionalidade desejada.

Palavras-Chave: Sistema imunol6gico; NCR3 / NKp30; Clonagem; Expressdo de proteina;
Modelo bacteriano.
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ABSTRACT

Recombinant protein expression, at a laboratory scale, has been one of the most visible
applications of biotechnology. Protein heterologous expression depends on recombinant
DNA technology, that, by manipulating the genetic material, allows obtaining almost any
protein is the desired amounts.

This thesis on cloning and expression of human recombinant proteins involved in immune
processes presents the work developed to clone and express the human Natural Cytotoxicity
Receptor 3 (NCR3), a surface protein expressed by Natural Killer cells, one of the arms of
the innate immune system. Another goal was also to express NCR3's natural ligand, NCR3
Ligand 1 (NCR3LG1). These two proteins are involved in activating the immune system
innate response against NCR3LG1-expressing tumoral proteins.

A traditional primer-based PCR amplification strategy was employed to amplify the regions to
be cloned of the genes of interest from commercial plasmids and clone them into the
pET28a(+) vector for T7 promoter-mediated lac-controlled expression of Hiss tag-fused
proteins in Escherichia coli BL21(DE3) Hi-Control ™ cells. hNCR3 was successfully
expressed by IPTG-induction and was recovered from purification bodies by on column-
protein refolding. hNCR3LG1 was expressed using similar conditions and was recovered
from cell contents by nickel-based simple affinity chromatography.

The produced proteins were found to establish a 1:1 complex in vitro, as determined by a
simple native gel electrophoresis approach, thus retaining the desired functionality.

KEYWORDS: Immune system; NCR3/NKp30; Cloning; Protein expression; Bacterial model.
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1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMA IMUNE

O estudo da imunologia é recente, sendo a sua origem atribuida, por alguns autores, a
Edward Jenner que em 1976 verificou a protecdo induzida pelo virus da variola bovina
contra a variola humana - este processo foi nomeado de vacinacéo [1]. O sistema imune,
responsavel pela resposta do organismo a agentes patogénicos, é constituido por células,
tecidos, Orgdos especializados e por moléculas utilizadas para eliminagdo de agentes
patogénicos e de células tumorais, tendo a finalidade de manter a homeostasia do
organismo [1] [2]. Estas células e moléculas destroem ou inativam o agente patogénico e,
por este motivo, sdo essenciais para garantir a defesa do corpo contra infecgbes ou a
transformacéo pré-carcinogénica de células [3].

1.1.1. COMPONENTES DO SISTEMA IMUNE
As estruturas envolvidas na resposta imunoldgica incluem:

e Antigeno: consiste em qualquer molécula que o sistema imune consiga identificar
como estranho, provocando uma resposta imunoldgica [4];

e Anticorpo: também denominadas de imunoglobulinas, sdo proteinas produzidas por
linfécitos B e que se ligam fortemente ao antigeno; cada anticorpo € especifico para
um determinado antigeno [4];

e Células do sistema imune: os leucdcitos que incluem os neutrdfilos, os eosindéfilos, os
basdéfilos, os mondcitos, as células dendriticas, os linfocitos T, os linfécitos B e as
células Natural Killer (NK), como demonstrado na Figura 1 [2];

 Orgéos linfoides: os 6rgdos responsaveis pela producéo, crescimento e maturacio de
linfécitos e outras células do sistema imune. Estes 6rgdos correspondem a medula
O0ssea, ao timo, as amigdalas, a placa de Peyer (tecidos ovalados e densos
localizados na membrana do intestino), aos vasos linfaticos, aos nodos linfaticos, ao
apéndice e ao baco, entre outros [2] [3].
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Figura 1: Representacdo de células do sistema imune [2].
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A comunicagdo entre as varias componentes do sistema imune é feita através de
mediadores de inflamacéo, moléculas de baixo peso molecular que constituem uma rede
organizada de comunicacdo e de amplificacdo de respostas biolégicas (celulares e
moleculares) e que tém como base o fenbmeno inflamatério. Para a inducdo deste
fenbmeno podem contribuir indmeros mecanismos, sistematizados em dois grandes grupos:
0s associados a resposta adquirida e os associados a resposta inata, esquematizadas na
Figura 2. A resposta inata € obtida através de células como macréfagos, as células NK, os
neutrofilos e as células endoteliais. As fungdes destas células sdo: a fagocitose (processo
pelo qual uma célula usa sua membrana plasmatica para englobar particulas grandes), a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a apresentacdo de antigenos e a
producdo de citocinas, eicosandides e quimiocinas, entre outros. A ativagdo do sistema
complemento, com consequente recrutamento de leucdcitos e eventual lise celular de
células anormais, € um dos resultados da ativagdo da resposta inata [5].

Por outro lado, a resposta adquirida é obtida através de linfécitos T com glicoproteinas CD8*
e CD4*, os linfécitos T CD4* produzem citocinas dos tipos Thl (T helper 1) e Th2 (T helper
2), e os linfécitos B que produzem imunoglobulinas, que séo anticorpos dos tipos IgE e IgG.
Estes fatores sdo responsaveis pela lise celular, opsozinacdo (revestimento do agente
patogénico, de modo a facilitar a fagocitose), ativacdo do sistema complemento, destruicéo
de parasitas. A ativacdo desregulada do sistema imune pode ter efeitos colaterais como, por
exemplo, o desencadeamento de doencas autoimunes, como asma e alergias, em que 0
sistema imune ataca células do proprio organismo [5].

1.1.2.RESPOSTA ADQUIRIDA

A resposta adquirida (adaptativa ou especifica) € obtida ao longo da vida, ndo estando
presente desde o nascimento. Esta imunidade é ativada apés contato inicial com diferentes
agentes invasores. O sistema imune adaptativo gera uma memoria imunoldgica especifica
para cada agente externo, o que confere protecdo contra novas infeccbes com o mesmo
antigeno. As células participantes na resposta adquirida sdo os linfécitos T e os linfocitos B,
gue reconhecem os antigenos através de regifes polipeptidicas, denominadas epitopos,
responsaveis por se ligarem aos receptores de superficie celular dos linfocitos. A vacinacao
€ um processo de manipulacdo da resposta imune adquirida. Este tipo de imunidade pode
perdurar durante toda a vida ou apenas por um periodo de tempo [6] [7].
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Figura 2: Indugdo dos mecanismos da resposta inflamatéria. A resposta inata é obtida através de células como
os macroéfagos, as células NK, os neutréfilos e as células endoteliais. Estas células sédo responsaveis por realizar
a fagocitose, a producgédo de ROS, a apresentagdo de antigenos, a producao de citocinas, eicosandides,
guimiocinas, entre outros. Apos a inducéo destes mecanismos, acontece a ativagdo do sistema complemento e
eventual lise celular das células alvos. A resposta adquirida € obtida através de Linfécitos T, que possuem
glicoproteinas CD8* e CD4*, linfécitos T com a glicoproteina CD8* sdo responsaveis pelo desencadeamento da
secrecdo de citocinas e pela lise celular, enquanto os linfécitos T com a glicoproteina CD4* s&o responsaveis
pelo desencadeamento de citocinas dos tipos Thl e Th2, que em conjunto da agdo dos linfocitos B e produgao
de imunoglobulinas, véo ativar a opsonizacao, e destruicdo de parasitas e ou desencadear doencas autoimunes,
como asma e alergias [5].

1.1.3. RESPOSTA INATA

A resposta inata consiste na resposta rapida e inalterada, ou seja, estereotipada por ser
preconcebida, a um determinado nimero de estimulos. E caracterizada por barreiras fisicas,
guimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas soltveis, produzidas por todos os
individuos, independentemente de contato prévio com imundgenos ou agentes agressores.
As principais células envolvidas na imunidade inata sdo os macréfagos, os neutrofilos, as
células dendriticas e as células Natural Killer (NK). Os principais mecanismos na imunidade
inata sdo a fagocitose, a liberacdo de mediadores inflamatorios, a ativacéo de proteinas do
sistema do complemento, bem como a sintese de proteinas plasmaticas, também chamadas
proteinas de fase aguda (APPs), como citocinas e quimiocinas. A resposta imune inata pode
ser ativada por padrdes moleculares associados a patdégenos, que consistem em moléculas
como lipopolissacarideos, residuos de manose e acido teicoicos, comumente encontrados
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na superficie dos microrganismos. Estas moléculas interagem com diferentes receptores
conhecidos comos receptores de reconhecimento de padrées, sendo da familia dos
receptores Toll-like (Toll like receptor, TLR). Esta interacdo ¢é semelhante a
complementaridade entre antigeno e anticorpo ou antigeno e receptor de linfocitos T (T cell
receptor, TCR), mas no caso da imunidade inata ndo ha diversificacdo dos receptores, nem
capacidade de adaptacdo para a geragdo de novos receptores ou reconhecimento de novos

padrées moleculares que ndo aqueles ja programados no cadigo genético [8].

1.1.4. MECANISMOS DE SINALIZAGCAO CELULAR

As células NK sdo maiores do que os linfécitos T e B, apresentam citoplasma granular e
marcadores de superficie CD16 (também conhecido como FcyRllla) e CD56 (molécula de
adesao celular neural - NCAM). O mecanismo de acdo destas células é rapido, podendo
levar poucas horas desde o reconhecimento do antigeno até a fungéo citotoxica mediada
pela secrecdo de citocinas, perforinas, granzimas, interferon y (IFN-y) e fator de necrose
tumoral (tumor necrosis factor, TNF-a). As células NK apresentam diversos receptores de
superficie responsaveis pela identificacao de agentes infeciosos e de células transformadas.
A participacdo nesse processo de moléculas de classe | do complexo principal de
histocompatibilidade (major histocompatibility complex, MHC-I), em especial as moléculas
do sistema do antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigen, HLA), foi
fundamental para o entendimento da funcéo das células NK [9].

No genoma dos mamiferos, mais especificamente no genoma humano, a regido que tem
maior variabilidade conhecida forma o MHC, que contém um grande numero de diferentes
loci que codificam genes funcionais. Esses genes pertencem ao sistema HLA e codificam as
principais moléculas encarregadas da apresentacdo do antigeno na superficie das células
[10]. O MHC ¢é formado por proteinas apresentadoras de antigenos essenciais para a
discriminacdo das células normais, alteradas e ndo proprias, através da regulacdo da
atividade da célula NK via interagbes com os receptores. As moléculas de MHC sé&o
divididas em duas classes: classe | e classe Il. As células NK sé@o capazes de identificar
células malignas ou células infectadas por virus através da sua expressédo reduzida de
moléculas MHC classe |, referindo ao loss of self; ou hipétese do missing-self; também
reconhecida como “perda da expressao do préprio”. Essa hipotese sugere que células NK
induzem a apoptose de células que ndo expressam MHC de classe | na sua superficie [11].

As células NK expressam uma grande variedade de receptores que permitem detectar as
células-alvo, enquanto poupam as células normais, incluindo receptores de inibicdo, de
ativacdo, de adeséo e de citocinas. A integragcéo da resposta desses receptores e dos sinais
recebidos pelas células determinam se uma célula NK se tornara ou nédo ativa. A células NK
sao tolerantes as células saudaveis, pois a “for¢ca” dos sinais de ativagdo € amortecida pela
ativacdo dos receptores inibitérios. Quando as células do organismo estdo com uma
atividade anormal elas deixam de apresentar em sua superficie ligantes do sistema do
complemento; quando um receptor inibidor de uma célula NK néo interage com o ligante que
normalmente seria expresso por uma célula normal, as células NK desencadeiam uma
resposta imunolégica que leva a eliminacdo das células anormais, devida a acgdo de
citoxicidade ou por via indireta através da producdo de citocinas como IFN- y. Esta ativacao
ou inibicdo das células NK esta apresentada na Figura 3 [12].
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As células NK apresentam receptores de superficie denominados killer immunoglobulin-like
receptor (KIR), da familia das imunoglobulinas, que estéo divididos em grupos funcionais de
inibidores, responsaveis por evitarem a lise de células normais, e de ativadores, que causam
a lise das células alvo. Os receptores inibidores reconhecem o HLA de classe | prevenindo o
ataque das células NK contra células normais. Por outro lado, quando o receptor ativador é
ativado os receptores KIR inibidores ndo reconhecem as células-alvo. A capacidade de
atacar as proprias células que ndo possuem expressdo do HLA-I é conhecida como a
missing self-recognition, mencionada anteriormente [13].
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Figura 3: Células NK e reconhecimento de células tumorais. A célula NK é inibida na presenca de todos ligantes
(MHC-I) na superficie da célula alvo. A célula NK é ativada em duas situa¢des: auséncia de ligantes de superficie
na célula alvo, caracterizando o missing self e quando existe muita interacéo entre os receptores da célula NK e
os ligantes da célula alvo, caracterizando o stress-induced self [12].
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1.2. PROTEINAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA INATA MEDIADA PELAS CELULAS NK

As vias intracelulares de sinalizagcdo envolvidas no desencadear da resposta citolitica
mediada pelas células NK tém inicio com a interagdo entre um ligante membranar da célula
alvo e um receptor extracelular da célula NK, demonstrado na Figura 4. Esta interacao,
especifica leva a transmissdo de sinais intracelulares nas células NK, que culmina na
libertacdo de citocinas e enzimas pro-citoliticas, como perforinas e interleucinas, como
referido anteriormente [14].

Célula alvo

Figura 4: Interacéo entre o ligante da célula alvo e o receptor da célula NK com desencadeamento da resposta
imune.

A descoberta da ativagédo de receptores de células NK, incluindo os receptores naturais de
citotoxicidade (natural cytotoxicity receptor, NCR), revelaram que além de um sinal inibidor
ausente, os sinais de ativacdo também sdo necessarios para o desencadeamento da
resposta das células NK e para a lise das células alvo [15].

A familia NCR inclui as proteinas NCR4 (NCR1 ou CD335), NKp44 (NCR2 ou CD336),
NKp30 (NCR3 e CD337) e Nkp80. Em humanos, o receptor NCR4 é codificado no sistema
HLA, enquanto NKp44 e NKp30 séo codificados na regido de classe Il do locus MHC. Estes
receptores ativadores sao glicoproteinas transmembranares do tipo |, compreendendo um
(NKp44 e NKp30) ou dois (NKp46) dominios extracelulares do tipo imunoglobulinas.
Recentemente, foi demonstrado que o NKp30 se liga ao fator nuclear BAT3 e a proteina B7-
H6 da superficie de células tumorais [15] [16].

O receptor hNCR3 é uma glicoproteina transmembranar tipo | composta por um Unico
dominio extracelular do tipo imunoglobulina ligada por uma parte transmembranar ao
dominio citoplasmatico [15]. O hncr3 € um dos NCRs expressos principalmente na superficie
das células NK, e tem como alvo as células infectadas por virus, células transformadas e
células dendriticas imaturas. A proteina hNCR3 reconhece o antigeno tumoral hncr3igl,
antigeno ndo expresso normalmente e encontrado apenas em células tumorais, marcando-
as como alvos para a acao citotoxica das células NK [17].
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O receptor hNCR3 é uma proteina com estrutura quarternaria, formada por dimerizacao.
Cada cadeia polipeptidica é constituida por 201 aminoacidos, e tem uma massa molecular
de 21,6 kDa, sendo responsavel pela ligacdo do hNCR3LG1 [18] [19].

Um dos ligante naturais do receptor hNCR3 é o ligante hNCR3LG1, também conhecido
como B7-H6. Como outros membros da mesma familia, o dominio extracelular do ligante
hNCR3LG1 é composto por um dominio tipo distal V da membrana e um dominio tipo C
proximal da membrana [15]. O ligante NCR3LG1 que desencadeia a ativacdo de células NK
através da ativagao do receptor hNCRS3, é uma estrutura monomérica com 476 amino&cidos
e uma massa molecular de 50,8 kDa [20] [21] [22].

No complexo receptor- ligante, 12 residuos do receptor hNCR3 estabelecem contatos com
11 residuos do ligante hNCR3LG1 por meio de interacdes predominantemente hidrofébicas,
sem moléculas de 4gua ligadas na interface (Figura 5) [15].

Figura 5: A interface de ligagdo hNCR3 — hNCR3LG1. A interacdo entre as duas proteinas envolve os residuos
em ciano do receptor ANCR3 e os residuos em laranja do ligante hNCR3LG1 [15].

1.3. TECNOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE

As técnicas de engenharia genética comecaram a ser definidas no inicio dos anos 70, com o
desenvolvimento do conhecimento sobre o &cido desoxirribonucleico (ADN) e &cido
ribonucleico (ARN). A engenharia genética ou tecnologia de ADN recombinante consiste
num conjunto de técnicas que permitem aos cientistas identificar, isolar, multiplicar e
expressar genes de quaisquer organismos. A possibilidade de realizar modificacbes
genéticas nos organismos resultou da colaboracao intima e constante entra a ciéncia basica
e a ciéncia aplicada. As técnicas de ADN recombinante baseiam-se nas propriedades do
ADN, formado por duas cadeias de desoxirribonucleotideos, complementares e com
orientacdo oposta. O ADN é estavel em meio alcalino, devido ao fato das bases
nitrogenadas serem constituidas por anéis levemente alcalinos, que contém nitrogénio. O
ADN pode ser desnaturado e regenerado, pode ser sintetizado quimicamente e, para além
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dessas caracteristicas, as propriedades sdo universais, ou seja, ndo diferem de um
organismo para outro [23] [24] [25].

1.3.1. CLONAGEM MOLECULAR

O primeiro experimento de clonagem de ADN foi feito em 1972 por um grupo chefiado por
Paul Berg, que veio a receber o prémio Nobel em 1980. A clonagem é um processo de fazer
varias copias idénticas de um fragmento especifico de ADN. A tecnologia de ADN
recombinante foi definida com a utilizacao de vetores de clonagem, em geral. Plasmideos e
genomas virais, e com a utilizacdo de enzimas de restricdo, que permitem cortar o ADN em
locais bem definidos, isolando-se assim fragmentos de acido nucleico passiveis de serem
introduzidos num dado vetor. Os plasmideos sdo moléculas circulares de ADN e que
apresentam 0s genes necessarios para se replicarem independentemente da replicacdo do
ADN gendmico. Enquanto os cromossomas sdo moléculas grandes com toda a informacgéo
necessaria para 0s processos biolégicos normais, os plasmideos sdo menores e
apresentam um numero reduzido de genes Uteis em situacdes especificas, como genes de
resisténcia a antibidticos. A manipulacdo genética compreende quatro fases: escolha do
gene a ser utilizado, corte deste fragmento, transferéncia e inser¢cdo no organismo
hospedeiro e, finalmente, selecao das células que possuem o clone alvo [25] [26].

1.3.2.REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Para amplificar a sequéncia de interesse sdo realizadas reagfes em cadeia de polimerase
(PCR). A técnica da PCR foi desenvolvida nos anos 80, e baseia-se no processo de
replicacdo do ADN que ocorre in vivo, envolvendo trés etapas (Figura 6). A primeira etapa
consiste na desnaturacdo, onde o ADN que contém a sequéncia a ser amplificada é
desnaturado por aquecimento durante aproximadamente 30 s. A segunda etapa consiste no
annealing ou hibridizacdo, emparelhamento de um par de oligonucleotideos (primers) que
delimitam a regido do ADN a ser amplificada. Esta etapa ocorre numa temperatura mais
atenuada, que pode variar dos 50°-68 °C, dependendo da sequéncia dos primers. A Ultima
etapa consiste na extensao ou polimerizacdo, onde uma ADN polimerase adiciona as bases
complementares, formando uma nova fita e entdo tem-se novamente a duplicacéo da fita de
ADN. Este processo acontece a uma temperatura média de 72 °C, porém esta temperatura
depende da polimerase utilizada. O ciclo inteiro € entdo reiniciado. Na pratica, a
amplificacdo efetiva do ADN requer de 20 a 40 ciclos de reacdo, dependendo da polimerase,
com os produtos de cada ciclo a servir como ADN molde para o proximo ciclo [27] [28].
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Figura 6 - Reacdo em Cadeia de Polimerase representada em trés etapas: desnaturacédo — onde é dada a
abertura das fitas de ADN; annealing — etapa que ocorre o emparelhamento dos primers; extensédo das cadeias —
sdo feitas novas fitas de ADN a partir das fitas molde [29].

1.3.3.EXPRESSAO HETEROLOGA EM ESCHERICHIA COLI

O objetivo de uma expressao heteréloga é produzir grande quantidade de uma proteina
recombinante [30]. O sistema de expressédo adequado depende da proteina a ser produzida.
E necessaria percecio do dogma central da biologia molecular para a producdo de
proteinas recombinantes, uma vez que este compreende 0s trés processos principais que a
célula utiliza para que a informacdo genética seja expressa: replicacdo, transcricdo e
traducdo. Um plasmideo de expressdo contém um promotor forte e um local de clonagem
multipla, além da origem de replicacdo, da sequéncia que confere resisténcia e locais de
corte por enzimas de restrigédo [31].

Os plasmideos da familia pET, como apresentado na Figura 7, sdo utilizados para expressar
proteinas recorrendo a T7 ARN polimerase, e para isso s funcionam em estirpes que
expressam esta polimerase. A T7 ARN polimerase é altamente especifica e apenas
transcreve ADN a jusante de uma regido denominada T7 promotora, e apenas até encontrar
uma regido T7 terminadora; estas duas regifes ndo sdo mais do que pequenas sequéncias
de ADN onde a polimerase liga e desliga da cadeia molde. O operon lac (conjunto de
genes) é semelhante ao utilizado pelas estirpes selvagens de Escherichia coli, sendo entdo
reprimido pelo repressor lacl na auséncia de indutor (lactose ou isopropiltiogalactosideo,
IPTG) e induzido em sua presenca. Neste sistema, a inducdo da proteina de interesse é
indireta. A T7 ARN polimerase se liga em sua regido promotora que esta presente no
plasmideo pET, e entdo, o gene de interesse é transcrito e a seguir, a proteina € expressa.
A inducdo da expressao é apresentada na Figura 8 [31].
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Figura 8 - Esquema de inducéo do sistema pET. Na presenca de indutor, o repressor néo se liga ao ADN
gendmico e a T7 ARN polimerase é expressa. Esta entdo se liga em seu promotor presente no ADN do
plasmideo expressando assim a proteina [31].
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O critério de selecdo do sistema de expressdo depende de alguns fatores tais como:
aplicacdo do produto, custo, velocidade de producédo, rendimento, funcionalidade e
gualidade da proteina recombinante. Entre as possibilidades de sistemas de expresséo
estdo células dos mamiferos, células de insetos, células vegetais, leveduras e bactérias,
sendo este Ultimo o sistema mais utilizado, com principal destaque para a Escherichia coli,
uma bactéria bacilar Gram-negativa. Existem diversas vantagens relacionadas a sua
utilizacao tais como: facil cultivo em larga escala; meio de cultura simples e de baixo custo;
espécie bem caracterizada e facilidade de manipulacdo genética; baixo risco de
contaminacédo viral ou por prions, e poder-se obter altos niveis da expressdo. A principal
desvantagem relacionada com a utilizacdo de E. coli é devido incapacidade de realizar
corretamente as modificacfes pos-traducionais, especialmente a glicosilacdo, necessarias
para conferir atividade biolégica a muitas proteinas. Além das vantagens e desvantagens, a
E. coli também possui algumas limitagbes como a producdo de proteinas heterélogas
intracelulares, sendo que h& necessidade de estagios de processamento adicionais para
romper as células e remover os debris celulares, maiores gastos com a purificacdo da
proteina de interesse, e por fim existe também a formacdo de agregados insoluveis de
proteinas heterdlogas parcialmente enoveladas, os chamados corpusculo de incluséo [33].

1.3.4.PURIFICACAO DE PROTEINAS

As proteinas possuem diferentes propriedades, que podem ser utilizadas como base para
diferentes formas de purificagéo. A purificacdo de proteinas pode ser feita por uma série de
etapas e técnicas que devem obedecer uma sequéncia légica, isto porque durante as etapas
de purificagdo podem ocorrer perdas de amostra e com isso diminuir o rendimento. E
necessario saber o maximo de informac6es sobre as propriedades da proteina a ser
purificada e dos possiveis contaminantes. A purificacdo consiste numa combinacdo de
técnicas que exploram as diferentes propriedades da proteina alvo para isola-la das demais.
Apo6s a etapa de purificacdo pode ser feito uma eletroforese em gel de poliacrilamida em
presenca de SDS de modo a avaliar a pureza [34].

Em 1974 Everson e Parker demonstraram que ions metélicos presentes em metaloproteinas
sdo 0s principais responsaveis pela adsorcdo dessas em resinas contendo quelantes
imobilizados, eles entdo exploraram esta afinidade na separacdo deste tipo de proteinas.
Esta técnica popularizou-se com o trabalho publicado por Porath e colaboradores em 1975,
guando os autores introduziram o termo cromatografia de afinidade por iBes metalicos
imobilizados (immobilized metal-ion affinity chromatography, IMAC) [35]. A técnica IMAC
baseia-se na afinidade diferencial que ions metdlicos imobilizados numa matriz sélida
apresentam por certos grupos expostos na superficie de uma molécula em solugéo. Esta
afinidade resulta de ligacdes de coordenacéo reversiveis formadas entre um ion metalico
guelatado e certos residuos de aminoacidos, tais como os grupos imidazol das cadeias
laterais de residuos de histidina, que doam elétrons para os ions metélicos, ou seja, atua
como base de Lewis. O agente quelante é acoplado a uma matriz sélida por meio de
ligacdes covalentes. O ion metélico, por sua vez, € imobilizado ao agente quelante por
ligacGes de coordenacdo formadas entre o ion metdlico e &tomos de azoto, oxigénio ou
enxofre presentes na estrutura do agente quelante. As proteinas e outros solutos
introduzidos na fase mével sdo adsorvidos principalmente pela formacdo de ligacbes de
coordenacdo com sitios remanescentes dos ides metalicos quelatados. As moléculas
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adsorvidas podem ser eluidas por competicdo com outras espécies com maior afinidade
para o metal (por exemplo, com imidazol) [36].

Uma cromatografia consiste numa técnica de separacdo de misturas, baseada na passagem
desta mistura através de duas fases, uma estacionaria (fixa) e outra movel. A separacéo
depende da diferenca de interacdo dos analitos entre a fase movel e a fase estacionaria.
Numa IMAC capacidade de interagcdo com metais é avaliada através da cromatografia de
afinidade com metal imobilizado, esta técnica tem vantagens em ter elevada sensibilidade,
resolucéo e capacidade de purificacao [37].

Diversos plasmideos codificam para histidina, para a expressédo e producao de proteinas
recombinantes, isto torna a IMAC uma escolha atraente e versatil para purificacdo rapida e
confiavel de proteinas. O pequeno tamanho da sequéncia de histidina significa que, em
muitos casos, ela pode permanecer associada a proteina alvo sem interferéncia na sua
funcao pretendida, evitando a necessidade de quaisquer etapas de remocédo potencialmente
complicada desta sequéncia [38].

1.4. OBJETIVOS

O presente estudo teve como finalidade realizar a clonagem e expressdo de proteinas
recombinantes humanas envolvidas em processos imunes, nomeadamente clonar os
dominios extracelulares do receptor hNCR3 e do ligante hNCR3LG1 em plasmideos de
expressao; obter estirpes de Escherichia coli de expressdo das duas proteinas; realizar a
expressdo das proteinas através da inducdo com IPTG e de autoindugéo; e otimizar o
processo de purificacdo das proteinas de interesse. Para além disso, foi também feito um
ensaio que mostrou que as duas proteinas expressas se associaram, de modo a mostrar
gue se manteve a sua atividade biol6gica.
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2. MATERIAIS E METODOS

A experiéncia do estagio foi desenvolvida com base neste procedimento experimental. Os
meétodos foram separados em varios topicos com o objetivo de obter melhor organizacao do
trabalho realizado.

2.1. ESTRATEGIA DE CLONAGEM

A clonagem da isoforma 1 do receptor hNCR3 foi efetuada a partir do plasmideo pCMV3-
hncr3, que contém a sequéncia codificante completa do gene humano (SinoBiological,
referéncia HG10480-UT, mapa no anexo 1).

Amplificou-se a regido do gene correspondente ao dominio ectoplasméatico da proteina,
responsavel pela unido do ligante, constituida pelos residuos de aminoacidos 18 a 130
(UniProtkKB ID 014931, Figura 9). Verificou-se que esta regido ndo apresenta nenhum
peptideo de sinalizacdo, utilizando o SignalP-5.0 [39]. Para a amplificacdo foram usados os
primers hncr3-FW e hncr3-RV (Tabela 1), onde foram inseridas as sequéncias de restricdo
das enzimas Ndel e Hindlll, respectivamente, de modo a permitir a posterior inser¢cdo do
produto de PCR digerido no MCS (multiple cloning site) do pET28a(+), o plasmideo de
expressao escolhido. Foram escolhidas estas duas enzimas de restricio por ndo serem
capazes de digerir o ADN da sequéncia a amplificar. Estes primers permitiram a
amplificacdo das sequéncias a serem clonadas.

Foi inserido um cddon stop na regido 3’ da sequéncia codificante a expressar de modo a
impedir a expressao de um tag Hiss nesta regido, que esta envolvida no reconhecimento de
substrato. Assim, o produto final da expresséao (Figura 10) tera apenas a tag Hiss N-terminal.
Foi também inserida a sequéncia para a inclusdo de um local de corte pela trombina
(LVPR]|GS, em que || representa o local de hidrolise), de modo a ser possivel obter um
produto de expressdo o mais semelhante possivel ao dominio ectoplasmatico da proteina,
se necessario.
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Tabela 1 - Primers utilizados para amplificacdo das sequéncias codificantes a partir dos plasmideos originais. A
regido sublinhada da sequéncia de cada primer corresponde ao local de restri¢cdo inserido

Gene Primer Enzima Sequéncia Comprimento Tm(°C)
de (mer)
restricdo

hncr3 hncr3_FW Ndel ATGGTCCA!TATGGGATCCTGTGCTC 25

hncr3_RV Hindlll AGCCCCA'AGCTTAGGTCATTCTTTCTC 27
hncr3igl hncr3lgl_FW Ndel TGACGACCCA!TATGGATCTGAAAGTAGAG 29 65,3
hncr3igl_RV BamHI GAAATAG!GATCCCAATGTCAGGAAAAATT 37 66,1

ATCTGTCT

Assim, obteve-se um plasmideo pET28a(+)-hncr3, com a sequéncia para a regido
extracelular da proteina hNCR3 (residuos 18 a 130) clonada no MCS com as enzimas Ndel
e Hindlll. A reacdo correta pode ser verificada usando os primers hncr3_FW e hncr3_RV
(Tabela 1). O produto total de expressdo tem uma massa molecular de 14,9 kDa, e o
produto de digestéo pela trombina tem uma massa molecular de 12,4 kDa.

18 28 38 1] Se
MAMMLLLILY MVHPGSCALKW VSOPPET 'CS FH

L Ll LG i VEl IFOLEAGTYL LLRAGEYANS

168 i7e 188 198 il ]
FL=VAVESTY YYQGRLL IWE GPFRRQLEAYY FAFLPPALGE: SAHLLPFYPG
281

F

u

Figura 9 - A regido do receptor a expressar encontra-se sublinhada. O péptido de sinalizacao da proteina
encontra-se a negrito, a regido extracelular a verde, a regido transmembranar a vermelho e a regido intracelular
a azul [39].

14,9 kDa 13.0kDa

EGS&HHHHHHSSGL'-"P SHMGECALWWEOPPEIRTLEGESAFLPCSFM
ASQGRLAIGEVTW FRDEVWVPGKEVRNGTFEFRGRLAPLASSRFLHDHOAE
LHIRDWREHDAS WVERVEVLGLEWVETEMETRLVYEKE

Figura 10 — Na sequéncia que codifica para o receptor a tag de hexabhistidina é apresentada a vermelho e o local
de protedlise pela trombina a azul. Sdo apresentadas as massas molecular dos produtos de expresséo original e
apos protedlise [39].
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A regido que codifica o ligante hNCR3LGL1 foi amplificado por PCR a partir do plasmideo
pGEM-T-hncr3lgl (SinoBiological, referéncia NM_001202439.2, mapa no anexo 2), que
contém a regiao de codificacdo completa do gene humano. Em eucariotas, a regido 1-24 da
proteina é um sinal de peptideo (Figura 11) [40], e em bactérias Gram-negativas a regiao
25-262 nao tem peptideos de sinalizacao, pelo que se optou por clonar e expressar a regido
25-262, também com tag Hiss N-terminal. Foi também inserida a sequéncia para o local de
corte pela trombina, de modo a ser possivel obter um produto de expressdo com massa
molecular de 29,0 kDa. Assim, obteve-se um plasmideo pET28a(+)-hncr3igl, com a
sequéncia para a regido clonada no MCS com as enzimas Ndel e BamHI. A clonagem
correta pode ser obtida com os primers hncr3lgl FW e hncr3lgl RV (Tabela 1). O produto
de expressao (Figura 12) tem uma massa molecular de 29,0 kDa, e, ap6s digestdo com a
trombina, tem a massa molecular de 27,0 kDa.

i@ 28 e[ 4 568
MTWRAAASTC AALLILLWAL TTEGL | MAGGTO Hl LFCNI
a] Ta a€e G )

1 il ! L KEW i0HO) I
118 128 138 148 158

I 1 f k T 1 TV ;
168 i7e ige 19 280
K ENE( 1 1 NLT 4] LE] LE1CA N
218 228 238 248 258
T FHWV I 1Y J Kl I I |

268 278 288 2598 380
| LHWWFLSF LawiaLvLLIV LIFWEELCRE 55580 TPLELC
31 328 33e 348 358
KHIM=FDT QTLKEEALLF FLTRAWRFSYY LODGEANPFE GRWNLNT LG
=] 3Ta 388 35 4B
WFLHOEGE WSEVPYWAF FALRDMPDLL QUCRIDFALL TV S506ES 100D
418 428 438 A48 A58

M TESERQTF RERsDevPOe PLLPVERIKE PPRATTSTTR VLSS0
454

Figura 11 - A regido do ligante a expressar encontra-se sublinhada. O péptido de sinalizag&o da proteina
encontra-se a negrito, a regido extracelular a verde, a regido transmembranar a vermelho e a regido intracelular
a azul [40].

28,8 kD= 27,0 kDa

| MGS&HHHHHHSSGL'JPI£5HMDLK'.‘EMMAGGTQFFPLNDNW FCMIF
FSOPLNIT G TWPW K ELTF DKEVKYFEFFGDHOEAFRPGANSFWRLES
EOASLRLPGIOLEEASEYRCEVVWTPLEAQGTVOLEVVASPASRLLLDCN G
MEEMEDKYMCESSGFYPESINITW EECTOK FPHP EISECVITGPTIKNBAD
SETFMVTSCLELNSROFCAE T OCVWRHASLHTPLRSNFTLTAARHELSET
EKTDMFE

Figura 12 — Na sequéncia que codifica para o ligante a tag de hexabhistidina é apresentada a vermelho e o local
de protedlise pela trombina a azul. Sdo apresentadas as massas molecular dos produtos de expressao original e
apos protedlise.

Os primers hncr3lgl_FW e hncr3lgl_RV foram desenhados com os respectivos locais de
restricdo para a Ndel para as sequéncias forward do hncr3lgl e BamHI para a sequéncia
reverse do hncr3lgl, como apresentado na Tabela 1. Estes primers permitiram a
amplificacdo das sequéncias a serem clonadas.
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2.2. ESTIRPES UTILIZADAS

Neste trabalho utilizaram-se duas estirpes bacterianas, E. coli DH5a para transformacéo e
E. coli BL21(DE3) Hi-Control (NZYTech) para expressdo das proteinas de interesse. As
células de E. coli DH5a foram projetadas pelo bidlogo americano Douglas Hanaham para
maximizar a eficiéncia da transformacéo. Esta estirpe é definida por mutagées no ADN que
auxiliam na insercdo do plasmideo [41]. As células competentes BL21(DE3) séo células de
Escherichia coli quimicamente competentes usadas para a expressdo de proteinas de
sistemas baseados em T7 ARN polimerase. Essas células séo resistentes aos bacteriéfagos
liticos T1 e T5. A estirpe BL21(DE3) é deficiente em proteases lon e ompT, resultando em
isolamento superior de proteinas recombinantes intactas. Esta estirpe utiliza o promotor T7
RNA para controlar a expressao da proteina [42].

2.3. PROTOCOLOS GENERICOS

Neste trabalho, alguns métodos foram repetidos, com o intuito de tornar a leitura mais
dindmica, optou-se por protocolos genéricos, para quando necessario serem mencionados
ao longo do texto.

2.3.1.PREPARACAO DAS CELULAS COMPETENTES

As células competentes Escherichia coli (DH5a ou BL21(DE3)) foram preparadas de acordo
com o método de transformacdo com cloreto de calcio. A partir de um pré-inoculo foi feito
um crescimento em LB de E. coli a 37 °C, 250 rpm, até uma OD600,, de 0,5. O crescimento
foi recolhido para microtubos, que foram mantidos em gelo durante 10 min. As células foram
recolhidas por centrifugagdo a 16000 x g durante 5 min a 4 °C. Descartou-se
cuidadosamente o sobrenadante. Lavou-se o pellet das células com 750,00 pL da solugéo
CaCl, 0,1 M, gelado. Incubou-se no gelo durante 1 hora. Apds a incubacgédo, centrifugou-se
durante 5 min a 16000 x g. Descartou-se cuidadosamente o sobrenadante. As células foram
ressuspendidas num volume final de 100,00 yL de CaCl, 90% gelado com 10% de glicerol, e
guardadas para posteriormente serem usadas [Protocolo Interno, Centro de Quimica
Estrutural].
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2.3.2. TRANSFORMACAO DAS CELULAS COMPETENTES ESCHERICHIA coLI DH5a

Os produtos de ligagédo preparados foram transformados em E. coli (DH5a ou BL21(DE3))
por choque térmico. O produto de cada reacdo de ligacédo foi misturado com 100,00 pL de
células competentes, agitando suavemente, e incubando em gelo durante 30 min. De
seguida, as células foram incubadas durante 60 min, e novamente colocadas em gelo
durante 2 min. Adicionou-se 900,00 pL de meio SOC (NZYTech), e incubou-se durante 1
hora, a 250 rpm. As células foram depositadas por centrifugacdo a 5000 rpm durante 3 min,
removeu-se 900,00 uL de meio, e as células foram ressuspendidas nos restantes 100,00 pL.
As células foram plaqueadas em placas de meio LA, suplementado com canamicina a 30
pg/mL.

2.3.3.EXTRACAO DOS PLASMIDEOS A PARTIR DE E. coLlI DH5a

Para obter o plasmideo pET-28(a)+, foi feito um crescimento de Escherichia coli DH5a
(Novagen Merck Millipore) transformadas com pET-28(a)+, em meio LB suplementado com
canamicina a uma concentragdo de 30 pg/mL. A extracdo do plasmideo foi feita de acordo
com o protocolo (illustra™ plasmidPrep Mini Spin Kit, Cytiva, UK).

2.3.4.PURIFICACAO DE ADN A PARTIR DO GEL DE AGAROSE

Ap6s a realizacdo da eletroforese com o0s produtos obtidos da reacdo de PCR de
amplificacdo do ADN, recortou-se as bandas alvos do gel de agarose e pesou-se quatro
microtubos vazios de 1,500 mL com o objetivo de obter as massas das amostras. Apés as
amostras terem sido pesadas, realizou-se a purificacdo das amostras de ADN do gel de
agarose de acordo com o protocolo Clean-Easy Agarose Purification Kit (Canvax AN0Q70).

2.3.5.QUANTIFICAGAO DE ADN

As amostras de ADN foram quantificadas com o equipamento Nanodrop Spectrophotometer
(SPECTROstar Nano), o software utilizado para realizar as leituras foi 0 BMG Labtech, as
amostras foram colocadas no LVis Plate com um volume de 2,00 pL por pogo, o controle
das amostras foi feito com o elution buffer do Clean-Easy Agarose Purification Kit (Canvax
ANO0070).

2.3.6.ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDIGOES
DESNATURANTES (SDS-PAGE)

A pureza das amostras obtidas foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida em
condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) [Protocolo Interno, Centro de Quimica Estrutural].

Para o gel stacking (de concentracdo) utilizou-se 1,00 mL de acrilamida/bis-solucédo 40%
(BIO-RAD), 2,52 mL de Tris-HCI 0,5 M com pH 6,8, 100,00 pL de solugédo de SDS, 10,00 pL
de TEMED, 50,00 pL de APS 10%, em 6,36 mL de 4gua destilada.
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Para o gel resolving (resolvente) utilizou-se 6,00 mL de acrilamida/bis-solu¢cdo 40% (BIO-
RAD), 5,00 mL de Tris-HCI 0,5 M com pH 8,8, 200,00 pL de solugédo de SDS, 10,00 pL de
TEMED, 100,00 uL de APS 10%, em 8,70 mL de 4gua destilada.

Apoés a corrida, o gel foi corado overnight com a solugcdo Comassie Blue, constituido por
100,00 pL de Brilliant Blue R-250, 25,00 mL de metanol, 5,00 mL de acido acético e 69,90
mL de agua destilada. Descorou-se os géis com a solucao de descoloracdo destaining 1
(42,00 mL de metanol, 5,00 mL de &cido acético e 88 mL de agua destilada) durante 30 min
e com a solugcdo de descoloragdo destaining 2 (7,00 ml de metanol, 5,00 mL de acido
acético e 88,00 mL de agua destilada) durante aproximadamente 16 horas.

2.3.7.ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDICOES NATIVAS

Para avaliar a interacdo entre as proteinas, utilizou-se a abordagem de eletroforese em gel
de poliacrilamida em condi¢cbes nativas. Para que as proteinas ndo fossem desnaturadas,
este gel ndo possuiu detergente [Protocolo Interno, Centro de Quimica Estrutural].

Para o gel stacking (de concentracdo) utilizou-se 0,40 mL de acrilamida/bis-solucdo 40%
(BIO-RAD), 1,00 mL de Tris 2,5 M com pH 6,8, 5,00 uL de TEMED, 20,00 pL de APS 10%,
em 2,6 mL de agua destilada.

Para o gel resolving (resolvente) utilizou-se 3,75 mL de acrilamida/bis-solu¢cdo 40% (BIO-
RAD), 2,50 mL Tris 1,5 M, a pH 8,8, 10,00 puL de TEMED, 50,00 pL de APS 10%, em 3,75
mL de agua destilada.

As amostras foram preparadas diretamente (ndo foram fervidas), utilizou-se 5,00 pL de
loading buffer (sem SDS) e 20,00 pL de amostra para cada poc¢o. Para o tampao de corrida
utilizou-se o tampéao de eletroforese constituido com glicina com concentra¢do 0,192 M e
Tris 0,025 M

2.3.8.QUANTIFICACAO DE PROTEINA PELO METODO DE BRADFORD

A gquantificag@o da proteina foi feita através do método de Bradford adaptado para placa de
96 pocos. Resumidamente, cada amostra (5,00 pL) foi diluida com tampao bicarbonato (5,00
pL) e incubada com 200,00 yL de reagente de Bradford a temperatura ambiente durante 5
min, apds 0 que se determinou a absorvancia a 595 nm. De modo a garantir as leituras
dentro da regiao de linearidade do método, para cada amostra foram feitas trés diluicées:
5,00 pL de amostra e 5,00 yL de tampao, como referido; 2,50 yL de amostra e 7,50 pyL de
tampéo; 1,00 pL de amostra e 9,00 pL de tampéo. Foi feita uma curva de calibracdo como
padrao de albumina sérica bovina (BSA) com concentracdo de 1,00 mg/mL em tampéo
bicarbonato, que foi analisada de forma analoga as amostras [Protocolo Interno, Centro de
Quimica Estrutural].
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2.4. AMPLIFICACAO DO ADN CODIFICANTE

Os plasmideos com as regides codificantes dos genes hncr3 e hncr3igl, adquiridos na
forma liofilizada, foram inicialmente transformados em células E. coli DH5a, seguiu-se o
protocolo apresentado na secao 2.3.2.

Apos o crescimento foi feita a extragcdo e purificacao, tendo-se obtido o plasmideo pCMV3-
hncr3 (Sino Biological, Inc.) com uma concentracdo de 188,48 ng/uL (em 200,00 pL) e o
plasmideo pGEM-T-hncr3lgl (Sino Biological, Inc.) com uma concentracdo de 9,80 ng/uL
(em 200,00 pL). No caso do pGEM-T-hncr3lgl obteve-se uma baixa concentragdo, entéo
realizou-se uma nova amplificacdo, optando-se pelo plasmideo do ligante hNCR3LG1 (Sino
Biological, Inc.) que estava na concentracdo de 100,00 ng/uL, para a amplificacdo deste
gene. Estes plasmideos foram utilizados como template para amplificacdo da regido a
clonar, utilizando os primers apresentados na Tabela 1.

Para amplificacdo das sequéncias de ADN alvo, fizeram-se duas reacfes em cadeia de
polimerase (PCR) de acordo com o protocolo da polimerase Supreme NZYProof (NZYTech,
Portugal). A primeira reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com gradiente de
temperatura para as proteinas hNCR3 e hNCR3LG1, para otimizar a temperatura de
annealing. Ap0s a otimizagdo mencionada, selecionou-se a temperatura 6tima para a
amplificacdo da sequéncia desejada e amplificaram-se novamente as sequéncias de ADN
desejadas. Estes Ultimos ensaios da PCR foram realizados em maior quantidade, de modo a
ser obtido uma maior quantidade de ADN alvo amplificado, na Tabela 2 sdo apresentadas
as reacOes preparadas, num volume total de 12,50 pL para a otimizacdo e de 125,00 pL
para a posterior recolha do produto da PCR.

A amplificacdo a partir do plasmideo pCMV3-hncr3 foi feita com o seguinte programa de
PCR — um passo inicial de desnaturacdo durante 4 min, seguido de 35 ciclos de
amplificacdo, cada um com trés passos: desnaturacao durante 30 s, hibridizagdo durante 30
s com um gradiente de temperatura, e extensdo durante 15 s; foi feito um passo final de
amplificacdo durante 10 min. No caso do plasmideo pGEM-T-hncr3lg1, foi utilizado o0 mesmo
programa de PCR com um tempo de extensdo de 25 s. Os tempos de extensdo foram
escolhidos a partir da velocidade de amplificacdo da polimerase (30 s para amplificacdo de

1 kb), tendo em conta que as sequéncias a amplificar tém um comprimento de 378 bp
(receptor hncr3) e de 748 bp (ligante hncr3lgl). Em ambas as situagbes, para a
amplificacéo a temperatura de annealing foi de 60 °C.

19



Clonagem e expresséo de proteinas recombinantes humanas envolvidas em processos imunes

Tabela 2 — Misturas reacionais preparadas para rea¢des de PCR

PCR de otimizagéo PCR de amplificagdo Concentragdo Concentragao
inicial final
hncr3 hncr3lgl hncr3 hCR3L
G1
Componentes Volume (uL) Volume (uL)
Agua de biologia 7,87 7,87 78,75 32,75 - -
molecular
Tampéo de Reacgéo 5x 2,50 2,50 25,00 25,00 - 1x
dNTPs 10 mM 0,25 0,25 2,50 2,50 - 0,2 mM
Primer FW 10 uM 0,63 0,63 6,25 6,25 - 0,5 mM
Primer RV 10 uM 0,63 0,63 6,25 6,25 - 0,5 mM
Template ncr3 0,50 - 5,00 - 188,48 ng/uL 7,5 ng/uL
Template ncr3igl - 5,10 - 51,00 100,00 ng/uL 41 ng/uL
Supreme NZYProof 0,12 0,12 1,25 1,25 - 0,025 U/uL
Volume total 12,50 12,50 125,00 125,00 - -

2.4.1. ANALISE POR ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DOS PRODUTOS DAS REAGCOES DE PCR

Para analisar o resultado das reacdes de PCR, as misturas reacionais foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose. Para os produtos da PCR de otimizacdo de temperatura, 0s
volumes das amostras hncr3 e hncr3lgl foram de 8,00 pL aos quais foram adicionados 2,00
ML de loading buffer (CSL-RUNSAFE, Cleaver Scientific, Ltd). Para os produtos da PCR de
amplificacdo do ADN, os volumes das amostras hncr3 e hncr3lgl foram de 125,00 pL aos
quais foram adicionados 31,25 pL de loading buffer. Em todas as condi¢cbes foram
colocados o volume de 8,00 uL de marcador (NZYDNA Ladder IIl de tamanho 0,2 — 10 kb)
aos quais foram adicionados com 2,00 uL de loading buffer nos pogos com marcadores.
Realizaram-se duas eletroforeses, uma para os produtos da PCR de otimizacdo de
temperatura e outra para os produtos da PCR de amplificacdo do ADN. As eletroforeses
foram feitas em gel de agarose (electrophoresis grade, NZYTech) com concentracao de 1%,
preparada com tampao TAE (tris-acetato- acido etilenodiamino tetra-acético, Tris-Acetato-
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EDTA, pH 8,55 e concentracdo 1x). O gel foi corrido a 80 V durante 90 min. No final da
eletroforese o0s resultados das amostras analisadas foram observados com o
transiluminador.

2.4.2.DIGESTAO DUPLA DOS PRODUTOS DE PCR

As limpezas dos produtos de PCR foram feitas de acordo com a secdo 2.3.4. A
guantificacdo das amostras foi realizada de acordo com a sec¢éo 2.3.5, entdo sucedeu-se a
digestao de acordo com os protocolos das enzimas de digestao (Fast Digest, ThermoFisher
Scientific), seguindo as instru¢cdes genéricas do fabricante. As reacdes foram preparadas
como indicado na Tabela 3. Na digestdo do hncr3 fez-se uma incubacao por quatro horas e
a inativacao foi feita durante 10 min. Na digestéo do hncr3lgl fez-se uma incubacé&o por uma
hora, seguida de um passo de inativacdo durante 5 min. Todo o processo de digestdo e
inativacdo enzimatica foi feito com recurso a um termobloco (Eppendorf ThermoMixer C).

Tabela 3 — Volumes utilizados nas digestdes enzimaticas de hncr3 e hncr3igl

hncr3 hncr3lgl Massa inicial Massa final

Componente Volume (pL) Volume (pL) (HO) (M)
Agua de biologia molecular 72,05 100,27 - -
Fast digest Buffer 10x 15,00 15,00 - -

Produto hncr3 51,95 - 2,31 0,05

Produto hncr3lgl - 24,73 4,84 0,20
Fast Digest Ndel (10 U/uL) 6,00 5,00 - -
Fast Digest HindlIll (10 U/uL) 5,00 - - -
Fast Digest BamHI (10 U/uL) - 5,00 - -
Volume total 150,00 150,00 - -
Digestéo a 37 °C 4h 1h - -
Inativacé@o a 80 °C 5 min 10 min - -
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2.5. LIGAGCAO PLASMIDEO-INSERT

2.5.1.EXTRACAO DOS PLASMIDEOS PET-28(A)+

As extracdes dos plasmideos foram realizadas de acordo com a se¢éo 2.3.3. Os plasmideos
extraidos foram concentrados por vacuo (Concentrator plus/Vacufuge® plus, Eppendorf). As
amostras resultantes foram ressuspendidas em 30 pyL de agua para biologia molecular e
posteriormente quantificadas de acordo com a se¢éo 2.3.5.

2.5.2.DIGESTAO DOS PLASMIDEOS PET-28(a)+

Apés a quantificagdo, fez-se a digestdo de acordo com os protocolos das enzimas de
digestdo, utilizando dois conjuntos de enzimas de restricbes, de forma analoga a secao
2.4.2. A reacéo foi feita de acordo a Tabela 4.

Tabela 4 - Reagfes de digestdo do plasmideo pET-28a(+) para as ligacdes a realizar

hncr3 hncr3lgl
Componente Volume (pL) Volume (pL)
Agua de biologia molecular 23,00 23,00
Fast digest Buffer 10x 4,00 4,00
Plasmideo pET28a(+) 9,00 9,00
Fast Digest Ndel (10 U/uL) 2,00 2,00
Fast Digest Hindlll (10 U/uL) 2,00 -
Fast Digest BamHI (10 U/uL) - 2,00
Volume total 40,00 40,00
Digestéo a 37 °C 4 h 1h
Inativacéo a 80 °C 5 min 10 min

Apoés a digestao, os plasmideos foram purificados com o Clean-Easy PCR Purification Kit
Canvax, de acordo com o protocolo do fabricante e quantificados, secdes 2.3.4. e 2.3.5.
respectivamente.
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2.5.3.LIGACAO DO ADN AO PLASMIDEO PET-28(a)+

Apobs os produtos de PCR e os plasmideos terem sido digeridos e quantificados, realizou-se
a ligacdo dos ADN hncr3 e ADN hncr3lgl ao plasmideo pET-28(a)+ digerido com as
enzimas Ndel/Hindlll e Ndel/BamHI, respectivamente. Esta ligacdo foi feita utilizando a
enzima T4 ADN Ligase (NZYTech) e seguiu-se o protocolo da enzima. Foram realizadas
ligagbes com duas razdes molares distintas de plasmideo: de 1:5 e 1:10, de acordo com a
Tabela 5. Cada reacdo foi preparada para um volume final de 20,00 pL. As reacbes foram
incubadas 16 horas.

Tabela 5 — Preparacao das reagfes de ligagdo

hncr3 hncr3lgl

Proporcéo (2:5) (1:10) (2:5) (1:10)
Volume (pL) Volume (pL) Volume (pL) Volume (pL)
Tampdo 10x 2,00 2,00 2,00 2,00

pET-28(a)+ digerido 2,60 2,60 - -
com Ndel/Hindlll
(906,75 ng/uL)

pET-28(a)+ digerido - - 2,00 2,00
com Ndel/BamHI
(559,35 ng/uL)

hncr3 digerido com 0,70 1,40 - -
Ndel/Hindlll
(786,45 ng/uL)

hncr3lgl digerido - - 1,10 2,20
com Ndel/ BamHI
(738,45 ng/uL)

Agua de biologia 13,70 13,00 13,90 12,80
molecular

T4 ADN Ligase 1,00 1,00 1,00 1,00
(5U/L)

Volume Total 20,00 20,00 20,00 20,00
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Apos a ligagdo foram realizadas transformagdes em E. coli DH5a utilizou-se 5,00 ng de cada
plasmideo ligado aos seus respectivos genes, as transformacdes foram realizadas de
acordo com a secao 2.3.2. Para cada transformacgéo foram feitos dois plaqueamentos, um
de 25,00 L e outro com 75,00 pL de inéculo. As placas foram incubadas a 37 °C durante 16
horas.

2.6. PCR DE COLONIAS

Apos o crescimento, cada colbnia foi repicada individualmente de modo a separar cada
unidade formadora de colénia numa nova placa. Apés estas colbnias terem sido repicadas,
a presenca do plasmideo com o tamanho correto foi avaliada por reacdes de PCR,
utilizando os primers T7_promotor (5 [TAATACGACTCACTATAGGG] 3’) e T7_terminador
(5 [GCTAGTTATTGCTCAGCG] 3)).

Repicou-se uma parte de cada colénia para 40,00 uL de agua para biologia molecular,
homogeneizou-se em vortex e ferveu-se durante 5 min. Transferiram-se as amostras para
gelo e centrifugaram-se a 16000 x g durante 90 s. Foram utilizados 15,00 pL de cada
sobrenadante para a reacdo de PCR como template.

Preparou-se uma master mix para estas reacdes, conforme indicado na Tabela 6, de modo
a adicionar 15,00 pL de master mix a cada amostra, para reacdes de PCR num volume total
de 30,00 pL. Utilizou-se a ADN polimerase DFS-Taq (Bioron Life Sciences).

Tabela 6 - Master Mix da PCR das col6nias

Componentes Volume por
amostra (uL)

Tampao Complete NH4 10x 3,00

dNTP 10 mM 0,60

Primer T7 promotor 100 uM 0,06

Primer T7 terminador 100 uM 0,06
Tag Polimerase DSF (U/pL) 0,30

Template 15,00

Agua de biologia molecular 10,98
Volume total 30,00
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Apos ter sido feita a PCR das colbnias, fez-se a separacao por eletroforese dos produtos de
reacdes de PCR, de modo a verificar a presenca de bandas com o tamanho esperado. As
colénias que apresentaram o tamanho correto do insert foram repicadas para meio liquido
LB com canamicina com concentracao 30 de ug/mL, e plaqueadas em meio LB com agar e
canamicina na mesma concentracao anterior.

2.7. TRANSFORMACAO DA E. coLIBL21 (DE3) HI-CONTROL

Para transformacdo das células E. coli BL21(DE3) Hi-Control (Canvax) utilizou-se o
protocolo de transformacao por choque térmico descrito anteriormente (secédo 2.3.2., onde a
Unica alteracdo foi a quantidade de células utilizadas, 50,00 pL). Sendo assim foram
adicionados 950,00 pL de meio SOC e posteriormente 5,00 ng de cada amostra de
plasmideo.

2.8. SOBRE-EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES HNCR3 E HNCR3LG1

Apos as células terem sido transformadas e crescidas over night, fez-se um in6culo de 10,00
mL para cada E. coli BL21 DES3 transformada com hncr3 e com hncr3lgl, suplementado com
canamicina 30 pg/mL. Posteriormente realizou-se o inGculo de algumas células de cada tipo
nos respectivos tubos. Os pré-indculos foram incubados a 37 °C durante 16 horas. Este
método foi realizado em duplicata para que fossem feitas a sobre-expressdo de dois
métodos.

2.8.1.INDUCAO cOM IPTG E AUTOINDUCAO

Para a expressdo das proteinas, foram feitos dois métodos de inducdo, huma primeira etapa
com IPTG e numa segunda etapa foi realizada a autoindugdo de forma a avaliar se
haveriam resultados distintos significativos que justificasse a escolha de um ou de outro
método futuramente.

Numa primeira etapa realizou-se a inducdo com IPTG (isopropil -D-1-tiogalactopiranosida),
com concentracao final de 0,5 mM e colocou-se para incubar a 37°C, 250 rpm, a incubacao
prosseguiu durante 6 horas.

Antes de ser realizada a indugdo com IPTG, apds a indu¢do num periodo de 4 horas e apos
0 periodo de 6 horas foram retiradas amostras do crescimento de forma a avaliar a
densidade o6tica (OD) com o comprimento de onde a 600 nm, o intuito destas etapas foi
garantir que o crescimento tivesse uma ODsoonm = 0,6 para garantir a quantidade minima de
células para que houvesse a expressdo das proteinas. ApOs a incubacdo obteve-se os
valores mencionados na Tabela 7. Apds a recolha das amostras a cada periodo foi feita a
centrifugacdo 16000 x g durante 1 minuto e depois armazenou-se os pellets.
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Tabela 7 - Densidade 6tica das amostras

E. coli BL21

E.coliBL21 Controle (DE3) Hi-Control Controle
(DE3) Hi-Control DET28a(+)
hncr3 hncr3lgl
pET28a(+) hncr3 hncralgl g
Tempo (horas) Densidade 6tica (OD) Densidade 6tica (OD)
0 4,61 0,09 4,55 0,09
4 2,68 3,22 3,55 3,13
6 2,75 4,22 4,68 3,91

Numa segunda etapa, realizou-se a autoinducdo com glucose com concentragédo 0,50 g/L e
a-lactose com concentragdo 2,00 g/L. O in6culo foi incubado durante 24 horas em agitacao
orbital a 230 rpm e 37 °C. Ao retirar 0 in6culo da incubacdo, foram feitas duas
centrifuga¢des a 4000 rpm durante o periodo de 20 min, descartou-se os sobrenadantes e
armazenou-se os pellets em tubos falcon previamente pesados a -20 °C.

2.8.2.LISE CELULAR

Para a purificacdo das proteinas que estavam nos pellets armazenados, foi realizada a
ressuspensao destes pellets com 5,00 mL de NZY Bacterial Cell Lysis Buffer por grama de
pellet a cada eppendorf, em temperatura ambiente, adicionou-se 2,00 yL de lisozima numa
concentracao de 50 mg/mL, 2,00 L de DNAse | huma concentracdo de 2 mg/mL a cada 1
mL de NZY Bacterial Cell Lysis Buffer adicionado e adicionou-se 40,00 pyL de inibidor de
proteases sem EDTA 25x (Novagen) por cada 1,00 g de células. Incubou-se a suspensao
celular com agitacdo orbital 230 rpm durante 20 min, entdo removeu-se os destrogos das
células insolluveis por centrifugacdo a 15000 x g durante 15 min a 4 °C. Apl6s a
centrifugacao diluiu-se as amostras com tampédo 20 mM NaH,PO, suplementado com 0,5 M
NaCl, a pH 7,4.

2.8.3.LISE DOS CORPUSCULOS DE INCLUSAO

Apés ser realizada a lise celular, observou-se que nos inéculos de E. coli BL21 DE3 Hi-
Control com plasmideo pET28a(+)-hncr3 apareceram granulos pretos, entdo optou-se por
realizar a lise dos corpusculos de inclusdo. Apds a preparagdo de um novo inéculo com o
volume de 620,00 mL de cultura, foi realizada uma nova indugdo com IPTG, seguida de
centrifugacdo. Os pellets foram ressuspendidos em 6,20 mL de Tris-HCI 10 mM
suplementado com 0,15 M NaCl, a pH 7,4. As suspensdes foram transferidas para
eppendorfs e entdo realizou-se a sonicagdo durante 5 min, realizou-se a centrifugacdo a
20000 x g, durante 30 min numa temperatura de 10 °C, e entdo removeu-se 0 sobrenadante.
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Os pellets foram ressuspendidos em 1,50 mL de Tris-HCI 10mM suplementado com 0,15 M
NaCl, a pH 7,4. Seguiu-se para uma nova sonicacao alternada em vortex, processo feito em
duplicada, durante 5 min. Fez-se uma centrifugacdo a 20000 x g durante 10 min a 10 °C,
novamente removeu-se 0 sobrenadante. Os pellets foram ressuspendidos em 1,50 mL de
Tris-HCI 10 mM suplementado com NaH,PO. 0,1M suplementado com 8 M de ureia, a pH
8,0 e entdo incubados durante 2 horas em temperatura ambiente a 500 rpm (Thermomixer).
Seguiu-se para uma nova centrifugacdo com as mesmas condi¢cdes anteriores. Armazenou-
se o0 sobrenadante.

2.8.4.PURIFICAGAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DE METAL IMOBILIZADO

Para purificacdo fez-se uma cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC) com
uma coluna revestida de niquel (HisTrapTM FF Crude, GE Life Sciences). A coluna foi
previamente lavada com 5 volumes de 4gua para biologia molecular e depois equilibrada
com 5 volumes de tampé&o de lavagem (NaH:PO4 20 mM com NaCl 0,5 M, a pH 7,4). O
sobrenadante oriundo da lise celular foi carregado na coluna e lavado com 2 volumes de
tampédo de lavagem. Para eluicdo da proteina aumentou-se a concentracao de imidazol de
0 mM até 500 mM em gradiente descontinuo (0, 5,10, 25, 50, 100, 250 e 500 mM). Apoés a
recolha das fracoes fez-se um espectro das absorvancias dos 220 nm aos 700 nm. A pureza
das fracGes foi avaliada por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes.

2.8.5.PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE DE METAL IMOBILIZADO COM REFOLDING

A purificacdo do sobrenadante oriundo da lise dos corpusculos de inclusao foi feita de forma
semelhante ao tépico anterior, porém necessitou de uma etapa prévia devido ao fato da
amostra estar em ureia, ou seja, desnaturada. De modo a promover o refolding da proteina
na coluna, apés carregar a amostra foi utilizado um gradiente decrescente de ureia (8 M,
6M,4M,3M, 2M, 1 M, 0 M) em tampéo NaH,POs 20 mM, NaCl 0,5 M a pH 7,4 para
remover toda a ureia. De seguida, foi feita a eluicdo de 10 volumes de coluna da proteina
com imidazol na concentracdo de 500 mM. Registrou-se a absorvancia das fracdes
recolhidas a 280 nm. A pureza das fra¢cOes foi avaliada por SDS-PAGE.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. AMPLIFICACAO DO ADN

Foram realizadas duas reacdes em cadeia de polimerase para a amplificacdo de cada gene:
a primeira foi realizada com intuito de obter a temperatura 6tima de emparelhamentos dos
primers com o template e a segunda para amplificagdo dos genes e obten¢&o do produto de
PCR em gquantidade suficiente para prosseguir a clonagem, com a temperatura étima obtida
previamente.

3.1.1.OTIMIZACAO DE TEMPERATURA DE HIBRIDIZACAO

De acordo com o0 mencionado na secdo 2.2., apds a realizacdo da PCR de otimizacdo dos
ADN, foi feita uma eletroforese em gel de agarose para analisar os produtos da reacédo
(Figura 13). A eletroforese em gel de agarose € a técnica mais difundida para separacao de
moléculas de ADN com relacdo ao tamanho. A matriz formada pela agarose atua como filtro
molecular, cuja porosidade € inversamente proporcional a concentragdo do gel de agarose
[43]. Nos pocos de nimero 1 a 6, estavam os produtos da PCR de otimizacdo de
temperatura do hncr3, com as respetivas temperaturas 60 °C, 62 °C, 64 °C, 66 °C, 68 °C e
70 °C. Nos pocos de numero 7 a 12, estavam os produtos de PCR de otimizacdo de
temperatura do hncr3lgl, com as respetivas mesmas temperaturas, variacdo de 2°C dos
60 °C até 70 °C. Apds a amplificacdo de PCR eram esperados os tamanhos de 348 bp para
0 ADN pCMV3-hncr3 com os primers NCR3_FW_Ndel e NCR3_RV_Hindlll, e o tamanho de
748 bp para o ADN pGEM-T-hncr3lgl com os primers NCR3LG1_FW_Ndel e
NCR3_RV_BamHI.
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hner3 hner3lg1

(°C) 60 62 64 66 68 70 60 62 64 66 68 70

Tamanho da

bl 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 M

Figura 13 — Andlise dos produtos de PCR de otimizacao de temperatura para amplificacao dos genes hncr3 e
hncr3lgl, eletroforese em gel de agarose. A eletroforese foi feita durante 90 minutos. Foram utilizados os primers
hncr3_FW e hncr3_RV para amplificacéo do hncr3, e hncr3lgl_FW e hncr3lgl_RV para amplificacdo de
hncr3lgl. M — NZYDNA Ladder IlI; 1 — Amplificagdo PCR hncr3, 60 °C; 2 — Amplificacdo PCR hncr3, 62 °C; 3 —
Amplificagdo PCR hncr3, 64 °C; 4 — Amplificacdo PCR hncr3, 66 °C; 5 — Amplificagdo PCR hncr3, 68 °C; 6 —
Amplificagdo PCR hncr3, 70 °C; 7 — Amplificacdo PCR hncr3lg1, 60 °C; 8 — Amplificagdo PCR hncr3lgl, 62 °C; 9
— Amplificagdo PCR hncr3lgl, 64 °C; 10 — Amplificagdo PCR hncr3lgl 3, 66 °C; 11 — Amplificagdo PCR hncr3igl
(tamanho esperado 378 bp), 68 °C; 12 — Amplificacdo PCR hncr3lgl (tamanho esperado 748 bp), 70 °C.

Ao observar a Figura 13 percebeu-se que para o hncr3 houve duas temperaturas proximas
ao ideal, porém como no poc¢o 1, a amostra chegou o mais proximo do valor esperado para
este fragmento de ADN, a temperatura de 60 °C foi a usada para continuidade deste
trabalho. Para o fragmento do hncr3lgl, a amostra do poco 8 foi a que chegou mais
proxima do valor esperado, cuja temperatura correspondeu a 62 °C. O protocolo da enzima
Supreme NZYProof DNA polimerase indica que a temperatura de annealing deve ser
otimizada para cada temperatura de melting de cada primer e que tipicamente a temperatura
otima de annealing deve ser esta temperatura de melting subtraido de 5 °C [44]; os primers
para amplificacdo do hncr3 apresentam uma T, média de 64,8 °C, e a temperatura ptima é
de 60 °C, enquanto que para a amplificagcdo do hncr3igl os primers apresentam uma T
média de 65,7 °C e a temperatura 6ptima é de 62 °C.
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3.1.2.PCR DE AMPLIFICACAO DO ADN

ApoGs as temperaturas terem sido otimizadas, foi realizada uma PCR de amplificacdo dos
ADN alvos (Figura 14). Ao observar a imagem percebeu-se que para 0 ADN pCMV3-hncr3
obteve-se o tamanho esperado, mas 0 mesmo ndo ocorreu para a amostra do ADN pGEM-
T-hncr3lgl. Entdo armazenou-se as amostras de ADN pCMV3-hncr3 e descartou-se a outra
amostra. Para a amplificacdo do ADN hncr3lgl utilizou-se o plasmideo comercial que estava
na concentracdo de 100,00 ng/uL, e calculou-se a temperatura de melting através do Tm
Calculator [45], utilizando-se a T, de 60 °C para a reagdo de PCR. O resultado obtido por
eletroforese é apresentado na Figura 15. Com este ADN obteve-se o esperado entdo a
amostra foi armazenada. A PCR foi originalmente descrita em 1985, desde entdo tem sido
utilizada em varios campos da ciéncia por possuir alta especificidade e aplicabilidade, com
muitos meétodos descritos. A caracteristica mais importante da PCR € a capacidade de
amplificar exponencialmente copias de ADN a partir de pouca quantidade de material
genético [45].

60 °C 62 °C

M pCMV3-hner3 pGEM-T-hncr3lg1

W

[—

Figura 14 - Analise dos produtos de PCR de amplificagdo dos genes hncr3 e hncr3igl por eletroforese em gel de
agarose. A eletroforese foi feita durante 90 minutos. Foram utilizados os primers hncr3_FW e hncr3_RV para
amplificacéo do hncr3, e hner3lgl_FW e hncr3lgl_RV para amplificagdo de hncr3igl. M — NZYDNA Ladder IlI; 1
— Amplificagdo PCR hncr3 (tamanho esperado 378 bp), 60 °C; 2 — Amplificagdo PCR hncr3lgl (tamanho
esperado 748 bp), 62 °C.
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Tamanho da 60 °C

pGEM-T-hncr3ig1

Figura 15 - Produto da PCR da amplificagdo do ADN hncr3Igl (plasmideo comercial). Eletroforese em gel de

agarose. A eletroforese foi feita durante 90 minutos. Foram utilizados os primers hncr3igl_FW e hncr3lgl_RV

para amplificacdo de hncr3igl. Legenda: M — NZYDNA Ladder IlI; 1 — Amplificacdo PCR hncr3lgl (tamanho
esperado 748 bp), 60 °C.

3.1.3.ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DE ADN DO GEL DE AGAROSE

Apés a realizacdo da eletroforese com os produtos obtidos da PCR de amplificagdo do ADN,
realizou-se a purificacdo dos produtos desejados da PCR utilizando o kit Clean-Easy
Agarose Purification Kit (Canvax). As amostras foram quantificadas. Os dados apds a
quantificacdo sdo apresentados na Tabela 8, ap6s a quantificacdo, o ADN correspondente
ao ligante foi mais de que o dobro comparado ao receptor. A razao de absorbancia em 260
nm e 280 nm é usada para avaliar a pureza do ADN e do ARN. Uma proporcdo de
aproximadamente 1,8 é geralmente aceita como “pura” para ADN; uma proporgcdo de
aproximadamente 2,0 é geralmente aceita como “pura” para ARN. Se a proporcao for
apreciavelmente mais baixa em qualquer dos casos, pode indicar a presenca de proteina,
fenol ou outros contaminantes que absorvem fortemente perto do comprimento de 280 nm
[46], em ambas as amostras existem contaminantes que possivelmente absorvem a 230 nm,
e em ambas as amostras os valores sdo muito préximos ao indicado de ADN puro. A
proporcao 260/230 é uma medida secundéaria de pureza do &cido nucleico. Os valores
esperados de 260/230 estdo geralmente na faixa de 2,0 - 2,2. Quando aparecem valores
menores, pode indicar a presenca de contaminantes que absorvem a 230 nm.
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Tabela 8 - Quantificacdo do ADN recuperado dos géis de agarose

Fragmento  Concentragdo Volume total Massa Ratio 260/230 Ratio 260/280
de ADN (ng/pL) (uL) (Mg)
hncr3 19,25 120,00 2,31 0,55 1,86
hncr3igl 40,34 120,00 4,84 0,81 1,81

3.1.4. QUANTIFICACAO DO PLASMIDEO PET-28(a)+

A quantificacdo das amostras do plasmideo pET-28(a)+ obtido por extracdo a partir de
células E. coli DH5a foi feita de acordo com a secao 2.3.5, a Unica alteracdo foi o controle.
Na quantificagdo do plasmideo pET-28(a)+ utilizou-se agua para PCR devido ao fato da
agua ter sido utilizada para ressuspender a amostra ap6s a utilizacdo do vaporizador.
Através da Tabela 9, percebe-se que na segunda quantificacdo realizada obteve-se 4,17 ug
de plasmideo, enquanto na primeira quantificacdo obteve-se apenas 1,02 ug. Foram
guantificadas duas amostras de plasmideo, devido ao fato da primeira possuir pouca
guantidade em massa. Os valores esperados na faixa 260/230 sdo muito abaixo, o que
indica presenca de contaminante, enquanto os valores 260/280 sao préximos ao valor ideal
para indicar ADN puro.

Tabela 9 - Quantificacdo do plasmideo pET28a(+) extraido

Fragmento  Concentragdo Volume total Massa Ratio 260/230 Ratio 260/280
de ADN (ng/uL) (uL) (Mg)

Amostra 1: 29,25 35,00 1,02 0,74 1,69

pET-28(a)+

Amostra 2: 119,09 35,00 4,17 0,94 1,75

pET-28(a)+
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3.1.5.QUANTIFICACAO DE ADN APOS DIGESTAO ENZIMATICA

A quantificacéo foi feita de formula semelhante ao mencionado nos tépicos anteriores. Os
valores obtidos apdés a digestdo sdo apresentados na Tabela 10. Obteve-se maior
guantidade de ligante digerido com as enzimas de restricdo, assim como também se obteve
maior quantidade de plasmideo digerido com as mesmas enzimas utilizadas para digerir o
ligante, Ndel/BamHI. Através do Ratio 260/260 dos ADN hncr3Igl digerido com as enzimas
Ndel/BamHI, observou-se que a amostra estava possivelmente muito contaminada, porém
apesar desta contaminacao os valores observados através de 260/280 indicam que amostra
estava pura para ADN, assim como todas as demais amostras expostas nesta tabela.

Tabela 10 — Quantificacdo dos produtos obtidos apés as digestbes com as enzimas de
restricbes

Fragmento  Concentragdo Volume total Massa Ratio 260/230 Ratio 260/280
de ADN (ng/uL) (WL) (Hg9)

hncr3 26,22 30,00 0,78 0,45 1,90
digerido com
Ndel/Hindlll

hncr3igl 30,23 30,00 0,91 0,25 1,88
digerido com
Ndel/BamHI

pET-28(a)+ 18,65 30,00 0,56 0,52 1,89
digerido com
Ndel/Hindlll

pET-28(a)+ 24,62 30,00 0,74 0,68 1,88
digerido com
Ndel/BamHI

3.2. TRANSFORMAGCAO DOS PRODUTOS DE LIGACAO EM ESCHERICHIA cOLI DH5a

Utilizando o material genético obtido nos passos anteriores — plasmideo linearizado e
inserts, ambos digeridos com enzimas de restricdo, de modo a apresentarem extremidades
complementares -, foram feitas reagcfes de ligacdo com as razdes molares plasmideo:insert
1:5e 1:10.

Apés a incubacdo a 37°C durante 16 horas, das oito placas de agar contendo antibiético

canamicina, obteve-se as células transformadas (Figura 16) é possivel observar a
guantidade de UFC (unidades formadoras de col6nia) obtida por placa. Na placa namero 2,
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obteve-se muitas unidades formadoras de col6nia, sendo assim, ndo foi possivel contabilizar
de maneira exata. Para executar com sucesso técnicas de genética molecular é essencial
ter uma compreensao completa das propriedades das varias estirpes hospedeiras de E. coli
comumente utilizadas para a propagacao e manipulacdo do ADN recombinante [47]. Os
procedimentos tipicos de clonagem de ADN envolvem como Ultima etapa a transformacao
do plasmideo contruido, e é usual a utilizacdo de E. coli DH5a como células competentes,
esta estirpe garante a estabilidade do clone. Foi demonstrado anteriormente que esta
estirpe tem boa capacidade em recombinar fragmentos de ADN heterdlogo in vivo [48].

3.3. PCR DE COLONIAS

Apos ter sido feita a amplificacdo das amostras contendo os possiveis inserts inseridos no
plasmideo pET28a(+) realizou-se a eletroforese, isto foi feito com o objetivo de obter
resultados de qual amostra possuia o fragmento de ADN no tamanho esperado. Como o
PCR foi feito em relagdo aos plasmideos, como j& mencionado acima, esperava-se que 0S
fragmentos tivessem uma banda de maior dimensdo do que apenas o0s tamanhos
equivalentes as proteinas, isto porque a PCR foi realizada em relacdo ao tamanho do T7
promotor inicial e T7 promotor final do respetivo vetor. Para o plasmideo pET28a(+)
contendo o ADN hncr3 era esperado um fragmento de dimensédo 614 bp, para o plasmideo
pET28a(+) contendo o ADN hncr3lgl a dimensao de 1007 bp, como ja descrito na secéo
2.7, relacionado a amplificacdo de colbnias, os fragmentos acima da linha horizontal
indicam, as amostras onde foram obtidas colénias com o clone alvo (Figura 17). Estudos
anteriores demonstram a eficacia da PCR de colénia [48], devido ao fato deste método ser
de alto rendimento e rdpido para determinar a presenca ou auséncia do ADN inserido no
plasmideo, diretamente nas coldnias bacterianas [49].
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Figura 16 — Resultado do crescimento overnight de E. coli DH5a transformada com os produtos de ligagéo. As
células E. coli DH5a foram transformadas com razées molares plasmideo:insert indicada e plagueadas em meio
LB agar com canamicina na concentracédo de 30 pg/mL e incubadas a 37 °C durante a noite. 1 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3 na razédo 1:5 (inéculo: 25 ul); 2 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3 na razdo 1:5 (inéculo: 75 ul); 3 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3 na razdo 1:10 (inéculo: 25 ul); 4 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3 na razdo 1:10 (inéculo: 75 ul); 5 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3Igl na razéo 1:5 (inéculo: 25 ul); 6 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligag&o pET28a(+) com hncr3lgl na raz&o 1:5 (indculo: 75 ul); 7 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3Igl na razéo 1:10 (in6culo: 25 ul); 8 - E. coli DH5a
transformada com o produto de ligagdo pET28a(+) com hncr3lgl na razdo 1:10 (inéculo: 75 ul).
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hncr3 hncr3lgi

Tamanho da
1:5 (25 pL) 1:10 (25 pl) banda
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4520 21 22 23 242526 M PN
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6.0
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Figura 17 - Andlise dos produtos de PCR de amplificacdo dos genes hncr3 e hncr3lgl. Eletroforese em gel de
agarose. A eletroforese foi feita durante 90 minutos. Foram utilizados o promotor e terminador T7. M — NZYDNA
Ladder IIl; 1 — hner3 1:5 (25 uL), Clone 1; 2 — hner3 1:5 (25 L), Clone 2; 3 —hner3 1:5 (25 uL), Clone 3; 4 —
hncr3 1:5 (25 pL), Clone 4; 5 — hner3 1:5 (25 pL), Clone 5; 6 — hner3 1:5 (25 pL), Clone 6; 7 — hner3 1:5 (25 pL),
Clone 7; 8 — hncr3 1:10 (25 pL), Clone 1; 9 — hner3 1:10 (25 pL), Clone 2; 10 — hner3 1:10 (25 pL), Clone 3; 11 —
hncr3 1:10 (25 pL), Clone 4; 12 — hner3 1:10 (25 pL), Clone 5; 13 — hner3 1:5 (25 pL), Clone 6; 14 — hner3lgl 1:5
(25 pL), Clone 1; 15 — hner3Igl 1:5 (25 pL), Clone 2; 16 — hner3Igl 1:5 (25 pL), Clone 3; 17 — hner3lgl 1:5 (25
pL), Clone 4; 18 — hner3lgl 1:5 (25 pL), Clone 5; 19 — hner3lgl 1:5 (25 pL), Clone 6; 20 — hner3lgl 1:5 (25 pL),
Clone 7; 21 —hncr3lgl 1:10 (25 pL), Clone 1; 22 — hncr3lgl 1:10 (25 pL), Clone 2; 23 — hner3Igl 1:10 (25 pL),
Clone 3; 24 — hncr3lgl 1:10 (25 pL), Clone 4; 25 — hner3lgl 1:10 (25 pL), Clone 5; 26 — hner3lgl 1:10 (25 L),
Clone 6.

A quantificacdo dos plasmideos foi feita de forma semelhante ao mencionado nos tépicos
anteriores referentes a esta metodologia, os resultados podem ser observados através da
Tabela 11, ap6és a quantificacdo obteve-se maior quantidade de plasmideo com o insert
hncr3. O ratio a 260/230 assim como em todas as outras quantificacdes realizadas, indicam
contaminacgdo, enquanto o ratio 260/280 indica pureza para ADN na amostra pET28a(+)-
hncr3 e possivel contaminacéo de proteinas, fenol ou outros contaminantes na amostra
pET28a(+)-hncr3igl.
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Tabela 11 - Quantificagdo dos plasmideos com os ADN de interesse isolados a partir de E. coli DH5a

transformada
Fragmento de Concentracdo Volume total Massa Ratio 260/230 Ratio 260/280
ADN (ng/uL) (ML) (Mg)
pET-28(a)+ com 7,37 100,00 0,74 0,73 1,73
hncr3 (1:5)
pET-28(a)+ com 6,81 100,00 0,68 0,64 1,64

hncr3igl (1:5)

3.4. EXPRESSAO DE PROTEINAS — ESTABELECIMENTO DE CONDIGOES EXPERIMENTAIS

Apbés a confirmagdo da presenca do insert nos plasmideos, os plasmideos foram
transformados em E. coli BL21(DE3) Hi-Control de modo a expressar as proteinas de
interesse.

Numa primeira abordagem, foram feitos crescimentos em meio LB com canamicina na
concentracao de 30 mg/mL com recurso a inducdo da expressao por adi¢cdo de IPTG, para
gue fosse induzida a expressao das proteinas de interesse. Avaliou-se a expressao através
da concentracdo de 0,5M e 1,0M de IPTG para obter melhores condi¢des, para ambas as
proteinas em estudo. O IPTG é um indutor quimico utilizado largamente em pesquisa basica
na inducéo de diferentes promotores [50].

Apl6s a inducdo com IPTG das amostras, as células foram recolhidas inicialmente e ao
tempo 4 e 6 horas as amostras totais (pellet recolhido de todo o crescimento) foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacilamida em condi¢cbes desnaturantes, com um
gel resolvente de 12 %, com o objetivo de observar se foi obtido o correto delineamento
experimental de modo a serem obtidas as proteinas de interesse. Além das amostras
recolhidas aos tempos 0, 4 e 6 horas pés-inducdo, foram também recolhidas amostras ao
mesmo tempo de crescimentos onde nao foi induzida expresséo.

As amostras totais (pellet recolhido de todo o crescimento) foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacilamida em condi¢cbes desnaturantes, com um gel resolvente de 12 %, com
0 objetivo de observar se foi obtido o correto delineamento experimental de modo a serem
obtidas as proteinas de interesse. Foram analisadas amostras recolhidas aos tempos 0, 4 e
6 horas pds-inducdo, bem como amostras recolhidas ao mesmo tempo de crescimentos
onde néo foi induzida expressao.

Os géis correspondentes as amostras recolhidas de crescimentos para expressao do
receptor hNCR3 séo apresentados na Figura 18 (com induc&o de expresséo) e na Figura 20
(sem inducao de expressdo). Na Figura 18 é possivel observar uma linha ténue onde era
esperado o fragmento correspondente ao tamanho 14,9 kDa da proteina hNCR3, mas nédo
se pdde obter resultado conclusivo. Esta banda ténue ndo é observada no caso do
crescimento controle (Figura 20).
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Expressdo de hNCR3 induzido com IPTG
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Figura 18 — Analise por eletroforese (SDS-PAGE) da expressao da proteina hNCR3 induzida com IPTG. A
eletroforese (gel de concentracédo de 4 % e gel resolvente de 12 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V
durante 60 min. M - Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN80OE; 1 - t = 0 horas com 20 pl de
amostra; 2 -t = 4 horas com 20 pl de amostra; 3 - t = 6 horas com 20 pl de amostra; 4 -t = 0 horas com 10 pl de
amostra; 5 -t =4 horas com 10 ul de amostra; 6 - t = 6 horas com 10 pl de amostra; 7 -t =0 horas com 5 pl de
amostra; 8 - t =4 horas com 5 pl de amostra; 9 -t = 6 horas com 5 pl de amostra;

hNCR3 nao induzido
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Figura 19 - Analise por eletroforese (SDS-PAGE) da proteina hNCR3 néo induzida com IPTG. A eletroforese
(gel de concentragéo de 4 % e gel resolvente de 12 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min.
M - Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN8OOE; 1 - t = 4 horas com 20 pl de amostra; 2 - t = 6 horas
com 20 pl de amostra; 3 -t =4 horas com 10 pl de amostra; 4 - t = 6 horas com 10 pl de amostra; 5 - t = 4 horas

com 5 pl de amostra; 6 - t = 6 horas com 5 pl de amostra.
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Para a expressdo da proteina hNCR3LG1 foi seguida a mesma estratégia, analisando-se
também a amostra total recolhida aos mesmo tempos a partir de crescimentos induzidos e
de crescimentos controlo (ndo induzidos). No gel SDS-PAGE obtido com as amostras
recolhidas dos crescimentos induzidos (Figura 20) € possivel observar uma banda
significativa correspondente ao tamanho 29,0 kDa esperado do fragmento da proteina
hNCR3LG1 e que ndo surge no caso do crescimento ndo induzido (Figura 21).

Expressdo de hNCR3LG1 induzido com IPTG
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Figura 20 - Andlise por eletroforese (SDS-PAGE) da expresséo da proteina hNCR3LG1 induzida com IPTG. A
eletroforese (gel de concentracdo de 4 % e gel resolvente de 12 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V
durante 60 min. M - Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN8OOE; ; 1 - t = 0 horas com 20 pl de
amostra; 2 -t = 4 horas com 20 pl de amostra; 3 - t = 6 horas com 10 pl de amostra; 4 -t = 0 horas com 10 pl de
amostra; 5- T =4 horas com 10 pl de amostra; 6 - T = 6 horas com 5 pl de amostra; 7 - T = 0 horas com 5 pl de
amostra; 8 -t =4 horas com 5 pl de amostra; 9 - T = 6 horas com 5 pl de amostra.

hNCR3LG1 ndo induzido
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Figura 21 - Analise por eletroforese (SDS-PAGE) da proteina hNCR3LG1 néo induzida com IPTG. A eletroforese

(gel de concentracdo de 4 % e gel resolvente de 12 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min.

M - Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN80OE; 1 -t = 4 horas com 20 pl de amostra; 2 - t = 6 horas

com 20 pl de amostra; 3 -t =4 horas com 10 pl de amostra; 4 - t = 6 horas com 10 pl de amostra; 5 -t = 4 horas
com 5 pl de amostra; 6 -t = 6 horas com 5 ul de amostra.
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Estudos anteriores relatam que a pureza final da proteina recombinante, apés a realizacéo
da purificacdo na IMAC, pode ser otimizada controlando a razao da proteina recombinante
ao tamanho da coluna. Contaminantes de baixa afinidade podem competir com um excesso
relativo de proteinas marcadas com histidina, de forma a otimizar a purificacdo é benéfico
determinar a quantidade da proteina alvo solUvel a ser carregada na coluna. Para maximizar
a purificacdo deve-se carregar a coluna com um leve excesso sobre a capacidade de
ligacdo prevista. Como a etapa de maximizacéo de purificacdo nao foi realizada, pbde-se
perceber através das figuras deste topico que em todos os géis, houve presenca de outras
proteinas para além das recombinantes na presenca de imidazol [51]. E frequentemente
relatado que proteinas transmembranares marcadas por histidina sdo mais problematicas no
gue diz respeito a etapa de purificacdo através da cromatografia de afinidade de ibes
metalicos imobilizados, isto porque existe uma menor interacdo com a IMAC [52].

3.5. EXPRESSAO DE PROTEINAS

Com base nos resultados anteriores, foram feitos crescimentos em 600 mL em LB
suplementado com canamicina 30 mg/mL, induzido com IPTG. Apés a inducao, as células
foram recolhidas por centrifugacéo e lisadas, de acordo com o protocolo descrito em 2.5.1.
O sobrenadante desta lise, contendo as proteinas soluveis, foi purificado por imidazol. Os
cromatogramas obtidos sdo apresentados na Figura 22 para a proteina hNCR3 e Figura 23
para a proteina hNCR3LG1

Purificacdo hNCR3
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Figura 22 — Cromatograma com absorvancia a 280 nm da proteina hNCR3 purificada em coluna de niquel e
eluida em gradiente de concentracdo de 0 a 500 mM de imidazol.
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Purificacdo hNCR3LG1
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Figura 23 - Cromatograma com absorvancia a 280 nm da proteina hNCR3LG1 purificada em coluna de niquel e
eluida em gradiente de concentra¢do de 0 a 500 mM de imidazol.

Como se pode observar, ndo se obteve picos significativos que indicassem maior incidéncia
de nenhuma das proteinas nas fracdes recolhidas. Assim, analisou-se por SDS-PAGE
algumas das fragfes recolhidas, de modo a identificar em quais estaria a proteina expressa.

Através da Figura 24 e Figura 25, foi possivel observar que a proteina hNCR3LG1 teve
maior eluicdo com a concentracdo de 10 mM e 25 mM de imidazol, através dos géis,
observou-se que os fragmentos de tamanho esperado de 29,0 kDa foram obtidos nos pocos
6, 7 e 8 do gel apresentado na Figura 24 e nos pocos 2 e 3 do gel na Figura 25.

No caso da proteina hNCR3, verificou-se pelos géis de SDS-PAGE (Figura 26 e Figura 27)

que foi eluida a 50 mM de imidazol — houve presenca da banda esperada correspondente
ao tamanho 14,9 kDa, ainda que de forma muito ténue.
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hNCR3LG1 purificado
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Figura 24 - Andlise por eletroforese (SDS-PAGE) da proteina hNCR3LG1 purificada. A eletroforese (gel de
concentracéo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min. M2 -
Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 — purificagdo com 0 mM de Imidazol; 2 — purificagdo com 0 mM de Imidazol;
3 — purificagdo com 5 mM de Imidazol; 4 — purificagdo com 5 mM de Imidazol; 5 — purificacdo com 5 mM de
Imidazol; 6 — purificagdo com 10 mM de Imidazol; 7 — purificagdo com 10 mM de Imidazol; 8 — purificagdo com 10
mM de Imidazol.
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Figura 25 - Analise por eletroforese (SDS-PAGE) da proteina hNCR3LG1 purificada. A eletroforese (gel de
concentragdo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min. M2 -
Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 inje¢cdo da amostra na IMAC; 2 — purificagdo com 25 mM de Imidazol; 3 —

purificagdo com 25 mM de Imidazol; 4 — purificagdo com 50 mM de Imidazol; 5 — purificagdo com 50 mM de

Imidazol; 6 — purificacdo com 100 mM de Imidazol; 7 — purificacdo com 250 mM de Imidazol; 8 — purificagdo com
500 mM de Imidazol.
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hNCR3 purificado
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Figura 26 - Andlise por eletroforese (SDS-PAGE) da proteina hNCR3 purificada. A eletroforese (gel de
concentracdo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min. M2 -
Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 — inje¢8o da amostra na IMAC; 2 — purificagdo com 0 mM de Imidazol; 3 —

purificagdo com 5 mM de Imidazol; 4 — purificagdo com 5 mM de Imidazol; 5 — purificagdo com 10 mM de
Imidazol; 6 — purificacdo com 10 mM de Imidazol; 7 — purificacdo com 25 mM de Imidazol; 8 — purificacdo com 25
mM de Imidazol.
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Figura 27 - Andlise por eletroforese (SDS-PAGE) da proteina hNCR3 purificada. A eletroforese (gel de
concentracdo de 4 % e gel resolvente de 12 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min. M2 -
Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 — purificagdo com 50 mM de Imidazol; 2 — purificagdo com 50 mM de
Imidazol; 3 — purificacdo com 100 mM de Imidazol; 4 — purificagdo com 100 mM de Imidazol; 5 — purificagdo com
250 mM de Imidazol; 6 — purificagdo com 250 mM de Imidazol; 7 — purificagdo com 500 mM de Imidazol; 8 —
purificagdo com 500 mM de Imidazol.

Apbs obtidos os resultados dos géis da purificacao, as amostras da eluicdo de hNCR3LG1 a
10 mM foram reunidas num Unico tubo, da mesma maneira que as amostras onde a eluicdo
foi dada numa concentracdo de 25 mM de imidazol; o mesmo foi realizado para as amostras
de hNCR3, onde a eluicdo se deu numa concentracdo de 50 mM de imidazol. Foi entédo
realizada a concentracdo das proteinas por centrifugacdo em filtro (amicon) como
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mencionado anteriormente, e depois fez-se um gel SDS-PAGE de acrilamida com objetivo
de confirmar a pureza das amostras.

Através da Figura 28 foi possivel perceber que apenas no po¢o onde a proteina hNCR3LG1
foi eluida numa concentracédo de 25 mM de imidazol, obteve-se uma banda com o tamanho
esperado da proteina, porém no poco 1 onde foi colocada a amostra eluida com uma
concentracdo de 10 mM de imidazol, ndo apareceu a banda correspondente a proteina e
para além disto, abaixo do corte de 10 kDa também apareceram fragmentos. Para a
proteina hNCR3 onde a eluicdo havia sido dada numa concentracdo de 50 mM, né&o foi
possivel visualizar a banda esperada. Apds a concentracdo das proteinas era previsto que
as bandas aparecessem mais visiveis neste gel. Devido ao fato das proteinas serem
hidrofobicas pode-se justificar os resultados obtidos na Figura 28, por serem hidrof6bicas ou
parcialmente hidrofébicas, as proteinas podem aderir a membrana do tubo de centrifugacéo.
A baixa recuperacdo da amostra no concentrado pdde dever-se a perdas por adsorcéo,
sobre concentracdo ou passagem de amostra através da membrana. As perdas de adsorgéo
dependem da concentracdo do soluto, da sua natureza hidrofébica, da temperatura e do
tempo de contato com as superficies do dispositivo de filtracdo, da composicdo das
amostras e do pH [53] [54].

hNCR3LG1 hNCR3
[imidazol] (mM) 10 25 50

M2 1 2 3
Gama Completa
1-26,6 kDa
M 3546

e e

17,700
14,200
8,500
3,496

1,60

Figura 28 — Andlise por eletroforese (SDS-PAGE) apés concentracao das proteinas hNCR3 e hNCR3LG1. A
eletroforese (gel de concentragdo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V
durante 60 min. M2 - Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 — concentragcdo das amostras purificadas com 10 mM
de Imidazol da hncr3lgl; 2 — concentra¢éo das amostras purificadas com 25 mM de Imidazol da hncr3lgl; 3 —
concentracdo das amostras purificadas com 50 mM de Imidazol da hncr3.
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3.5.1. ANALISE POR SDS-PAGE DA EXPRESSAO EM MEIO DE AUTOINDUCAO

De forma a avaliar se as células iriam expressar as proteinas de maneira mais significativa
noutras condic¢des, foi realizado o crescimento em meio de autoinducéo, suplementado com
glucose e a-lactose. Neste meio, as células de E. coli crescem preferencialmente
consumindo glucose como fonte de carbono. Quando a glucose esta totalmente consumida,
comecam a consumir lactose, 0 que leva ao levantar da represséo do operon lac, permitindo
entdo a expressdo dos genes sob controlo deste operon T7 [50]. A lactose pode ser uma
alternativa ao IPTG na indugdo de diferentes proteinas recombinantes. A utilizacdo de
lactose como indutor é potencializada devido ao baixo custo agregado, além do fato da
lactose ndo apresentar toxidade as células e ainda servir como fonte de carbono, diferente
do que ocorre com a utilizacdo do IPTG [50].

A partir dos crescimentos feitos das duas estirpes em meio de autoinducéo recolheram-se
as células e foram feitos dois géis de SDS-PAGE utilizando o pellet total, sendo um para
cada proteina em estudo, no gel 1 foram colocadas as amostras da proteina hNCR3 (Figura
29), enquanto no gel 2 foram colocadas as amostras contendo a proteina hNCR3LG1
(Figura 30). Através da Figura 29 observou-se que apds o segundo volume da coluna de
niquel da IMAC com a concentragdo de 500 mM de imidazol, obteve-se uma banda com o
tamanho do fragmento previsto para a proteina hNCR3 no poco 4, porém a banda aparece
também na injecdo da amostra correspondente ao poc¢o 7 do gel SDS-PAGE, possivelmente
a amostra pode ter sido injetada muito rapidamente, sendo provavel que a proteina néo
tenha tido tempo suficiente para aderir a coluna. Como era esperado no po¢o de nimero 8
onde a amostra ndo foi purificada a banda também aparece, de forma muito semelhante ao
poco da injecdo. Através da Figura 30 apdés o terceiro volume da coluna de niquel da IMAC
com a concentracdo de 500 mM de imidazol correspondente ao po¢o nimero 5, obteve-se a
banda correspondente ao tamanho da proteina hNCR3LG1, e de forma semelhante ao gel
1, nos pocos de injegdo da amostra e da proteina ndo purificada, 7 e 8, respetivamente,
também se obteve os fragmentos correspondentes ao tamanho da proteina, provavelmente
pelo mesmo motivo descrito anteriormente.
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hNCR3 purificado

[imidazol] (mM) 0 0 500 500 500 500 Inj. amostra
1 2 eI 5 6 M2—7" " 8 Gama Corngleta
> 1-286kDa
{ M 3548

17.700
o] umo 1]
8,500 ‘
\
3,496 \
1,080 \

Figura 29 - Analise por eletroforese (SDS-PAGE) apés autoindugao e purificacdo da proteina hNCR3. A
eletroforese (gel de concentracdo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V
durante 60 min. M - Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN80OE; 1 — purificagdo com 0 mM de
Imidazol; 2 — purificagdo com 0 mM de Imidazol; 3 — purificagdo com 500 mM de Imidazol; 4 — purificagdo com
500 mM de Imidazol; 5 — purificagdo com 500 mM de Imidazol; 6 — purificagdo com 500 mM de Imidazol; M2 -
Ultra-Low Range Markers M 3546; 7 — injecdo da amostra; 8 — amostra ndo purificada com imidazol.

hNCR3LG1 purificado

[imidazol] (mM) 0 0 500 500 500 500 Inj. amostra
Gama Completa M M2 1 2 3 4 5 6 7 8
RPNECOE . 2 = N 1, Gama Comgleta
Mx10*-Cor . .. : '] { 1-28.6kDa
225—Azul . [ M3548
150 —Vermzha A
102 —Verda \
76 — Amarzio (
50 —Raxo
38—Azul {
£
31-Laranja i
26,600 |
24 —Verde l ]
17,700
17 =Azul |
14,200
12 -Vermzho
8,500
3.446
1,080 \

Figura 30 - Analise por eletroforese (SDS-PAGE) ap6s autoinducao e purificacdo da proteina hNCR3LG1. A
eletroforese (gel de concentracédo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V
durante 60 min. M - Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN80OOE; M2 - Ultra-Low Range Markers M
3546; 1 — purificacdo com 0 mM de Imidazol; 2 — purificacdo com 0 mM de Imidazol; 3 — purificacdo com 500 mM
de Imidazol; 4 — purificagdo com 500 mM de Imidazol; 5 — purificacdo com 500 mM de Imidazol; 6 — purificacao
com 500 mM de Imidazol; 7 — injecdo da amostra; 8 — amostra nédo purificada com imidazol.
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3.6. PURIFICACAO A PARTIR DE CORPUSCULOS DE INCLUSAO COM REFOLDING EM COLUNA

Para além das purificagbes apresentadas até aqui, foi também feita uma lise dos
corpusculos de inclusdo, como mencionado na secdo 2.5.2. Apés a lise, devido ao fato da
amostra estar em ureia, foi realizada a purificacdo por cromatografia de afinidade de metal
imobilizado com refolding, mencionado na secédo 2.5.4 deste trabalho.

De forma a analisar as amostras obtidas, sucedeu-se a realizagdao de um gel 15%, devido ao
fato desta proteina ser de menor dimensado. Através da Figura 31 observou-se que a
proteina foi expressa, no poco 3 da injecdo da amostra a proteina apareceu em grande
guantidade com uma banda significativa, assim como nos pocos 7 e 8 da eluicdo com
imidazol com concentragdo 500 mM. Nos pocos 4, 5 e 6 aparecem a banda referente a
proteina de forma ténue devido ao fato destas amostras terem sido diluidas para que
fossem injetadas na coluna. De forma a avaliar o resultado obtido apos a lise das células,
sucedeu-se ao um novo gel representado na Figura 32, em todos 0s pocos, com excecao
aos pocos 3 e 4, a proteina aparece de forma significativa, sendo assim estava presente
tanto no sobrenadante como nos pellets obtidos nas etapas de lise, assim como nas
eluicBes realizadas com imidazol, nos pocos 3 e 4 a proteina ndo estava presente, como era
esperado, pois nestes poc¢os foram colocados amostras oriundas da eluicdo do tampéo
lavagem com ureia na concentragéo de 8 M.

hNCRS3 purificado

[imidazol] (mM) S1 S2 Inj. R.Inj. R.Inj R.Inj. 500 500
Gama Completa
1-26,8 kDa M2 1 2 3 4 5 6 7 8
M 3546

T ——

26,600

17.700
- |
6:500%
3,496
1.080

Figura 31 — Analise por eletroforese (SDS-PAGE) apds purificagdo da proteina hNCR3. A eletroforese (gel de
concentracao de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min. M2 -
Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 — sobrenadante 1; 2 — sobrenadante 2; 3 — inje¢cdo da amostra; 4 — recolha
da injecdo; 5 — recolha da injecéo; 6 — recolha da inje¢éo; 7 — purificacdo com 500 mM de Imidazol; 8 —
purificagdo com 500 mM de Imidazol.
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hNCR3 purificado

[imidazol] (mM) S4 P1 E1 E2 S5 P2 500 500
Gama Comgleta M2 1 2 3 4 5 6 7 8
1-286k0Ca
M 3548
L SN e —
26,800
17,700
14200 AU Ll
6500
3,408
1,080

Figura 32 — Andlise por eletroforese (SDS-PAGE) ap6s purificagdo da proteina hNCR3. A eletroforese (gel de

concentragdo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 60 min. M2 -

Ultra-Low Range Markers M 3546; 1 — sobrenadante 4 obtido através da lise das células; 2 — pellet 1; 3 — eluido

8M ureia; 4 — eluido 8M ureia; 5 —sobrenadante 5 obtido através da lise das células; 6 — pellet 2; 7 — purificacéo
com 500 mM de Imidazol; 8 — purificagdo com 500 mM de Imidazol.

3.7. QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

O método de Bradford € uma técnica para determinagcdo de proteinas totais que utiliza o
corante de Comassie brillant blue BG-250. Este método é baseado na interagdo entre o
corante e as moléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH da reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica que
absorve fortemente em 595 nm, desta foram, apés a reacdo do corante com a proteina,
aparece uma coloracdo azulada [55]. ApoOs a realizacdo deste método obteve-se a curva
cujo modelo linear explica 97% da variancia da variavel, o que torna o modelo explicativo.

A partir da equacdo da reta obtida, realizou-se a quantificacdo das proteinas hNCR3 e
hNCR3LGL1 apresentadas na Tabela 12, onde foi possivel observar que para o receptor o
fator de diluicdo 2 foi o Unico onde apresentou resultado significativo, enquanto para o
ligante, a diluicdo de 2 e 4, apresentaram resultados significativos. Em ambas as proteinas,
percebeu-se que quando as amostras estavam muito diluidas ndo se pode obter resultados
conclusivos.
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Tabela 12 - Quantificagdo das proteinas em diferentes diluicdes através do método de Bradford com padrdo de

BSA
Concentracdo em
Amostra Diluigcéo Abs595 nm Concentragao relagdo a diluicéo
(mg/mL)

hncr3 2 0,49 0,07 0,15
hncr3 4 0,40 -0,01 -0,02
hncr3 10 0,36 -0,05 -0,49
hncr3igl 2 1,00 0,57 1,14
hncr3igl 4 0,64 0,22 0,89
hncr3lgl 10 0,38 -0,03 -0,31

Estudos relatam que a quantificacdo através do método de Bradford € baseado na interagédo
entre o corante e o grupo NHs* das proteinas. Esta interacdo pareceu ser uma funcdo da
concentracao de hidrogénio com acido perclérico diluido e &cido cloridrico. Nem todas as
proteinas tém a mesma propor¢do de grupos NH4™ e nem todos estes grupos reagem com o
corante. Assim, a quantidade de coloracdo desenvolvida no ensaio do corante altera de
acordo com a proteina utilizada [56].

3.8. INTERACAO DO RECEPTOR HNCR3 COM O LIGANTE HNCR3LG1

Para avaliar a interacdo entre o receptor e o ligante, as duas proteinas foram misturadas e
incubadas a 37 °C durante 30 e 60 min. Para verificar a sua associacéo, foi realizado um gel
nativo, ou seja, gel sem a presenca de SDS. O receptor hNCR3 havia sido previamente
armazenado na concentracdo de 0,15 mg/mL, enquanto o ligante hNCR3LG1 estava na
concentracdo de 1,01 mg/mL. Foram realizadas diferentes proporces de receptor com
ligante, como apresentado na Tabela 13. Para que este estudo fosse observado, realizou-se
o gel apresentado na Figura 33, o gel estudo foi feito em duplicata, onde dos pog¢os 1 ao 4,
foram colocadas as amostras de acordo com a proporcdo indicada na Tabela 13 com
incubacdo de 30 min, e dos pogos 5 ao 8, repetiu-se o estudo, porém com o tempo de
incubacao de 60 min.
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Tabela 13 — Misturas preparadas para incubacgdo do receptor ANCR3 com o ligante hNCR3LG1 para estudo de
interacéo. Proporcéo 1:1 (receptor: ligante) equivale a 0,15 mg/mL de receptor para 1,01 mg/mL de ligante

Proporcéo hNCR3 hNCR3LG1
(receptor: ligante) (uL) (uL)
1:1 100,00 28,90
1:2 100,00 57,80
1:4 100,00 115,60
1:5 100,00 144,50

Interagdo hNCR3 com hNCR3LG1

Proporgao 111 112 1:4 15 111 112 114 15

Incubagao (min)

30 60
Gama Completa
RPN20OE M 1 2 3 4 5 6 7 8

M x 10* - Cor > - S S— p— a— ag—
225 - Azul - . -
150 - Vermeho r" n : 5 il
102 - Verde - a5 3 S
76 - Amarslo . 5 f

50 - Raxo

At L3

38 - Azul

31 - Laranja

24 —\erde
17 = Azul

12 -Vermelho

Figura 33 — Analise por eletroforese (gel nativo) apds estudo de interagdo das proteinas. A eletroforese (gel de
concentracdo de 4 % e gel resolvente de 15 %) foi corrida a 80 V durante 30 min e 120 V durante 150 min. M -
Amersham ECL Rainbow Marker - Full range RPN80OE; 1 — Interagdo na propor¢éo de 1:1 do receptor com
ligante apds 30 min de incubagao; 2 — Interag&o na proporcéo de 1:2 do receptor com ligante apés 30 min de
incubacgéo; 3 —Interacéo na proporgdo de 1:4 do receptor com ligante apds 30 min de incubacéo; 4 —Interagdo na
propor¢éo de 1:5 do receptor com ligante apés 30 min de incubacéo; 5 —Interagcdo na proporcao de 1:1 do
receptor com ligante ap6s 60 min de incubacéo; 6 — Interacdo na proporcao de 1:2 do receptor com ligante apés
60 min de incubacao; 7 — Interagdo na proporcéo de 1:4 do receptor com ligante apds 60 min de incubacéo; 8 —
Interagdo na proporgdo de 1:5 do receptor com ligante apds 60 min de incubacéo.
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Ao avaliar os resultados expressos ha Figura 33, observou-se que em todos 0S po¢os
apareceram a banda correspondente ao esperado, um fragmento com 43,9 kDa, desta
forma, o tempo de incubacdo ndo foi fator significativo assim como a proporcdo. Ao
aumentar a propor¢cdo de 1:4 em solucao verificou-se que a banda correspondente ao
complexo se tornou mais intenso.
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4. CONCLUSOES

Atualmente tem sido cada vez maior a necessidade de estudar proteinas relacionadas ao
sistema imune. A tecnologia de ADN recombinante € recente, porém tem tido grandes
avancos em ciéncias moleculares. Proteinas relacionadas ao sistema imune sdo fatores
cruciais envolvidos em diversos tipos de doengas, tal como o cancer, por este motivo €
necessario entender o mecanismo de acao destas proteinas para que sejam futuramente
desenvolvidos mecanismos de prevencdo, tratamento e/ou cura de doencas com grande
incidéncia na populacdo. Segundo estatisticas de cancer, esta € uma doenca que tem uma
alta taxa de mortalidade mundialmente.

Este trabalho teve como obijetivo realizar a clonagem de proteinas envolvidas em processos
imunes. Assim a clonagem foi efetuada para o receptor hNCR3 e para o ligante hNCR3LG1.
As expressbes das proteinas foram feitas com a utilizacdo da bactéria Escherichia coli,
através do método de indu¢do com IPTG e autoindug¢édo, ambos os métodos foram eficazes,
sendo assim, optou-se pela utilizacdo sucessiva de indugdo com IPTG devido ao tempo de
incubacdo ser inferior, apenas 6 horas, quando comparado com as 24 horas de
autoinducdo. Na etapa de extracdo destas proteinas, concluiu-se que o receptor estava
presente em corpusculos de inclusdo, enquanto o ligante estava presente no citoplasma
bacteriano. Desta forma, para o hncr3 foi necessario realizar a lise dos corpusculos seguida
da lise das células e purificacdo com refolding das proteinas, no entanto para o hncr3Iigl foi
necessario apenas realizar a lise das células e purificacdo geral, para obtencdo das
proteinas purificadas.

De modo geral os resultados foram satisfatorios, os métodos utilizados foram eficientes para
gue fossem obtidos resultados significativos para ambas as proteinas estudadas.

Estudos futuros como espectrometria de massa podem ser realizados de modo a confirmar
os resultados obtidos neste trabalho, posteriormente poderdo ser empregues o0s resultados
em estudo de farmacocinética para desenvolvimento de novos farmacos associados ao
sistema imune.
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6 . ANEXOS
pCMV3-NCR3 (6664 bp)
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Figura A 1 - Mapa do plasmideo pCMV3-NCR3 [57].
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pET28a(+)-Hs_ncr3 (5665 bp)
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Figura A 2 - Mapa do plasmideo pET28a(+)-Hs_NCR3 [58].
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pCMV3-NCR3LG1 (7423 bp)
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Figura A 3 - Mapa do plasmideo pCMV3-NCR3LG1 [59].
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pET28a(+)-Hs_ncr3igl (6058 bp)
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Figura A 4 - Mapa do plasmideo pET28a(+)-Hs_NCR3LG1 [60].
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