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EPIGRAFE

"TUDO QUE VOCE PODE IMAGINAR E REAL."

“Everything you can imagine is real.”

Pablo Picasso.



RESUMO

A enteroquinase (EC 3.4.21.9) é uma serino protease heterodimérica, ativadora
natural do tripsinogénio, capaz de clivar especificamente a sequéncia Asp-Asp-Asp-
Asp-Lys. Devido a alta especificidade do sitio de reconhecimento tornou-se uma
ferramenta de grande interesse biotecnologico. E comumente utilizada para a
remocao in vitro de marcas de afinidade, como etiquetas de fusdo (tags) de
proteinas recombinantes. No presente trabalho, a estratégia de clonagem molecular
resultou na construcdo do plasmideo pDMKO06, que € capaz de programar a
expressao heteréloga regulada do gene ETK-Trx em E.coli. Por meio do processo de
clivagem com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI foi possivel obter a sequéncia
codificadora da proteina de fusdo entre enteroquinase e tiorredoxina (ETK-Trx) de
aproximadamente 1259 pb partir do plasmideo pENTK, a seguir essa sequéncia foi
subclonada nos sitios de Ndel e BamHI do vetor de expressdo pDMO02, originando o
plasmideo recombinante pDMKO06. Esse vetor contém o promotor TH2 que é
regulado eficientemente pelo sistema operador/repressor Lac. Células de
E.coliJM110 transformadas com o plasmideo recombinante mostram menor
crescimento em meio soOlido quando a expressdo da proteina heteréloga era
induzida por IPTG em relagdo ao controle, porém esse efeito ndo foi detectado em
meio liquido. Além disto foi analisado por microscopia 6tica a morfologia das células
de E.colicom o plasmideo recombinante pDMKO06, onde observou-se no decorrer do
tempo de crescimento e inducao, alteracées na morfologia celular caracterizada de
filamentacdo das células induzidas com IPTG quando comparadas com o controle.
Para andlise da expressdo da proteina recombinante ETK-Trx utilizou-se a
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE das amostras referentes a 8 horas
de crescimento e inducdo com IPTG. Os resultados obtidos apresentaram a proteina
ETK-Trx com tamanho aproximado de 47kDa com alto nivel de expresséo na fracdo
insoltvel, provavelmente em forma de corpusculo de inclusédo. A expressao em altos
niveis das proteinas ETK-Trx ocorreu de forma perfeitamente regulada mostrando a
funcionalidade do sistema de expressao/regulacédo do plasmideo pDMO02.

Palavras-chave: Enteroquinase, promotor TH2, Expressao heterdloga.



ABSTRACT

Enterokinase (EC 3.4.21.9) is a heterodimer serine protease, a natural activator of
trypsinogen, capable of cleaving specifically the sequence Asp-Asp-Asp-Asp-Lys.
Due to the high specificity of the recognition site, it became a great tool of
biotechnological interest. It is usually used to remove affinity tags in vitro, of
recombinant proteins. In this work, the molecular cloning strategy resulted in the
construction of the pDMKO06, capable of programming the regulated expression of a
heterologous gene ETK-Trx in E. coli. Through the cleavage process with restriction
enzymes Ndel and BamHI, it was possible to obtain the coding sequence of the
fusion protein between enterokinase and thioredoxin (ETK-Trx) of approximately
1259 bp from pENTK plasmid. Then, this sequence was subcloned at Ndel and
BamHI sites of the expression vector pDMO02, originating the recombinant plasmid
pDMKO6. This vector contains the TH2 promoter, which is efficiently regulated by Lac
operator/repressor. E. coli JM110 cells transformed with the recombinant plasmid
showed smaller growth in a solid medium when the expression of the heterologous
protein was induced by IPTG in comparison with the control; however, this effect was
not detected in the liquid medium. Furthermore, the E. coli cells morphology was
analyzed through optical microscopy containing the recombinant plasmid pDMKO6,
when it was observed, all through the growth time, modifications on cell morphology,
characterized by the formation of filaments in those induced with IPTG, in
comparison with the control. For expression analysis of the recombinant protein ETK-
Trx, polyacrylamide gel electrophoresis SDS-PAGE was performed with the samples
that grew with IPTG induction for eight hours. The results showed that the protein
ETK-Trx is about 47 kDa with a high level of expression at the insoluble fraction,
probably as an inclusion corpuscle. The high levels of expression of ETK-Trx protein
occurred in a perfectly regulated way, showing the functionality of the pDMO02
plasmid expression/regulation system.

Keywords: Enterokinase, TH2 promoter, heterologous expression.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sao moléculas especializadas na catalise de reacfes bioldgicas
(biocatalisadores), ou seja, elas facilitam e aceleram a maior parte das reacoes
bioquimicas que ocorrem no interior das células dos animais, dos vegetais e dos
microrganismos (BARRET et al., 2003; BEZERRA et al., 2001; YIN, CHOU e JIANG,
2013).

As proteases (proteinases, peptidases ou enzimas proteoliticas) sao
hidrolases que clivam moléculas de proteinas e peptideos, sdo responsaveis por
importantes funcdes fisioldgicas intra e extra celulares, além de serem utilizados em

diferentes processos biotecnolégicos (MUSSATTO et al., 2007).

No grupo das proteases encontra-se a enteroquinase que atua Nno processo
da digestdo metabolizando o tripsinogénio em tripsina e quimiotripsinogénio em
quimotripsina, que em suas formas ativas clivam proteinas em regides diferentes e
especificas (BEZERRA et al.,, 2001). Devido a importancia biotecnologica deste
grupo de enzimas, diversos estudos estdo sendo realizados para sua producdo em
escala industrial (NIU et al., 2015).

A utilizacdo das enzimas em processos industriais, inclusive sua producéo via
Tecnologia DNA Recombinante (TDR), apresenta crescimento acelerado em
diversas areas, (alimenticia, farmacéutica, téxtil, de papel e celulose entre outras) e
em métodos analiticos (quimico e de diagndstico) (BEZERRA et al., 2001,
MUSSATTO et al., 2007 e KHAN et al., 2016).

A TDR é uma potente alternativa que permite o melhoramento genético de
espécies animais e vegetais com grande potencial biotecnolégico. Na TDR realiza-se
a clonagem molecular de genes, a qual consiste no isolamento de sequéncias de
DNA especificas, recombinacdo in vitro e a propagacdo dessas moléculas
(ASTOLFI-FILHO et al., 2005; KHAN et al., 2016).

A clonagem molecular compreende pelos menos dois estagios importantes.
Primeiro, o fragmento do DNA contendo o gene de interesse (inserto) € ligado a
17



outra molécula de DNA chamado de vetor para formar o DNA recombinante. O
segundo, a molécula do DNA recombinante é introduzida em uma célula hospedeira
compativel, por um processo chamado transformacgéo genética. A célula que adquiriu
a molécula do DNA exdgeno é chamada de recombinante ou transgénico (ASTOLFI-
FILHO et al., 2005).

A clonagem molecular de proteinas de fusdo como estratégia para a producao
de proteinas recombinantes é bem conhecida na biotecnologia industrial (CORTEZ,
2014), pois auxilia na solubilidade e na purificacdo de proteinas de interesse
(GASPARIAN et al., 2011).

Algumas proteases estdo comercialmente disponiveis para clivar caudas de
proteinas de fusdo, dentre elas estdo as endoproteases: enteroquinase, trombina e a
fator Xa, que sédo as mais utilizadas para esse proposito (PUHL, 2008). Devido a sua
alta especificidade em reconhecer a sequéncia (DDDDK-X) a enteroquinase vem
sendo utilizada para a remocéao de etiquetas de fusdo clivando no lado carboxilico da
lisina na proteina recombinante (CHOI et al., 2001; ALBRECHT et al., 2015). O fator
limitante na purificacdo por cromatografia por afinidade é normalmente a clivagem
proteolitica eficiente para remogéo da cauda de afinidade da proteina recombinante
a ser purificada (GASPARIAN et al., 2011).

Embora a producéo da enteroquinase ja ocorra em escala comercial, o custo
dessa enzima para a remocao de tag sem escala industrial chega a ser grande parte
do custo total da producado industrial. Como a enteroquinase € uma protease e,
portanto, sua expressao intracelular em altos niveis em Escherichia coli se
apresenta toxica para a célula, para contornar essa dificuldade nesse trabalho houve
a necessidade de utilizar um vetor de expressédo intracelular com regulacdo bem
estringente, o pDMO02, que foi idealizado e construido pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Tecnologia de DNA/UFAM, sob a coordenacdo e orientacdo do
Prof.Dr. Spartaco Astolfi Filho.

18



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas atuam hidrolisando ligacdes peptidicas e exercem
papel-chave no catabolismo de proteinas, coagulacdo sanguinea, crescimento e
migracdo celular, formacéo de tecidos, morfogénese, inflamacfes e crescimento de
tumores, na ativacdo de zimogénios e liberacdo de horménios (YIN, CHOU e JIANG,
2013).

As proteases dividem-se em dois grupos: exopeptidases (atuam préximo as
extremidades das cadeias polipeptidicas) e as endopeptidase (atuam nas regides
internas das cadeias polipeptidicas) (BEZERRA et al., 2001; BARRETT, 1994). De
acordo com o seu sitio ativo, sdo divididas em seis classes: serino protease, cisteino
protease, aspartico protease, metalo protease, treonina protease e glutdmico
protease (GOMES, 2004).

2.1.1 Exopeptidases e endopeptidases

As exopeptidases tem funcéo de clivar ligacdes peptidicas nas extremidades
das cadeias proteicas. Dependendo da sua atuacdo na regido N- ou C-terminal da
cadeia protéica, as exopeptidases podem ser classificadas em: (1) aminopeptidases,
gue atua nas extremidades na regido N-terminal e (2) carboxipeptidases, com
atuacdo nas extremidades C-terminal, liberando residuo de aminoacido (FORTES,
2013).

As endopeptidases clivam internamente ligacdes peptidicas e seu mecanismo
de acdo baseia-se nas propriedades isoelétricas, na massa molecular e na
especificidade em relacdo ao substrato, levando em consideracao os residuos de
aminoacidos envolvidos na catalise proteica (figura 1) (TERRA, 1994; FORTES,
2013).

19



ENDOPROTEASES

l
i -@-9-0-0-0-0-0-0-@-®-—oon

EXOPROTEASES
Aminopeptidase Carboxipeptidase

l /
M1+ O-O-0-0-0-0-0-0-C-O~oon

Figura 1: Representagdo esquematica da atuacdo de endoproteases e exoproteases (FORTES,
2013).

2.1.2 Enteroquinase / enteropeptidase

A enzima enteroquinase (enteropeptidase)foi descoberta por Pavlov em 1910
gue a reconheceu como uma enzima importante para o processo de digestdo e a
nomeou de enteroquinase. Em 1930 o bioquimico Kunitz purificou parte da enzima a
partir do suco intestinal e identificou a enteroquinase como o ativador fisiolégico de
tripsinogénio (LIGHT e JANSK, 1989).

Segundo a classificacdo da IUBMB - (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology), desde 1972, a enteroquinase pertence ao catalogo de enzimas
com a nomenclatura EC3.4.21.9. E uma serino protease transmembrana do tipo I,
localizada na borda da escova da mucosa duodenal e jejunal, sendo sintetizada
como um zimogénio (pro-enteropeptidase), que requer ativagao por outra protease
gue pode ser uma duodenase ou tripsina (LIGHT e JANSK, 1989; FORTES, 2013).
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As serino proteases sédo enzimas amplamente estudadas, sendo encontradas
em eucariotos, virus e bactérias participando no metabolismo desses organismos.
Elas abrangem um grupo de proteinas que apresentam um alto grau de homologia e
similaridade estrutural. A caracteristica mais comum desse grupo de enzimas, € a
triade catalitica composta pelos residuos de serina, histidina e &cido aspartico
(OLIVEIRA, 2005; FORTES, 2013).

As serino proteases estao envolvidas em diversas atividades fisiologicas tais
como: na digestdo (representadas pela tripsina, quimotripsina e elastase), na
coagulacao sanguinea, no sistema imune de insetos e plantas e no desenvolvimento
de peptideos biologicamente ativos (FORTES, 2013 e GOMES, 2014).

A enteroquinase € constituida por duas subunidades ligadas por uma ponte
dissulfeto, sendo que a cadeia pesada ancora-se nas membranas da borda das
escovas do intestino, j& a cadeia leve representado na (figura 2) € a subunidade
catalitica que apresenta o mesmo mecanismo de acdo da tripsina e quimotripsina e
apresenta 246aminoacidos. (LIGHT e JANSKA, 1989).
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TRIADE CATALITICA

Figura 2: Imagem de cristalografia de Raio-X da cadeia leve catalitica da enteroquinase bovina. Em
azul mostra os dois barris de folhas B (81 a B6 e B7 a $12); em vermelho estédo as trés estruras a
hélice (a1 a a3); em verde mostra o sitio ativo ou triade catalitica; e em amarelho as ligagbes de
dissulfeto. Fonte: (WOLFGANG, 2012).

Quanto ao mecanismo de agdo enzimatica da enteroquinase, N0 processo
digestivo € responsavel pela ativacdo do tripsinogénio a tripsina por clivagem do
peptideo de ativacdo especifica, Asp-Asp-Asp-Asp-Lys, ndo clivando quando a lisina
vier seguida de uma prolina, sendo altamente conservada em vertebrados (figura 3)
(GASPARIAN et al., 2011).

22



ENTEROQUINASE

!

-X-Asp-Asp-Asp-Asp-L\,;gi,—)(

-X-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys—Pro- X
Mio cliva

ENTEROQUINASE

Figura 3: Ponto de clivagem da enteroquinase. A sequéncia de quatro 4cido aspértico e uma lisina

quando seguida de uma prolina néo realiza sua funcao.

A tripsina, por sua vez, ativa outros zimogénios tais como quimiotripsinogénio,
proelastase, procarboxipeptidase e prolipase no limen do intestino (figura 4)
(ZAMOLODCHIKOVA et al., 2000).

ENTEROQUINASE

Tripsinogénio Tripsina

Tripsina
Quimiotripsinogénio Quimotripsina

Figura 4: Atividade da enteroquinase

Estudos recentes utilizando a enteroquinase bovina recombinante purificada,

demonstram que essa enzima é especifica para clivar na sequéncia (Asp)s-Lys na

23



porcdo C- terminal da lisina. Sendo util para remover etiquetas de fusdo (LaVALLIE e
McCOY, 1995).

2.2 Proteinas de fuséo

Proteinas de fusdo séo utilizadas para a producao de proteinas de interesse
biotecnolégico, como por exemplo, purificagdo, cristalizacao, imunodeteccao, terapia
proteica, desenvolvimento de novas vacinas e para estudos funcionais (TERPE,
2003; CORTEZ, 2014).

A producdo de proteinas heterdlogas complexas, que possuem varias
ligacbes de dissulfeto, quando expressas em E. coli, costumam acumular-se em
corpos de inclusdo na forma insolavel e inativa (YUAN e HUA, 2002). Uma das
desvantagens da formacao de corpos de inclusdo para a industria biotecnolégica, é

o alto custo para o enovelamento da proteina biologicamente ativa (CORTEZ, 2014).

Uma estratégia para evitar a formacao de corpos de inclusdo, é fusionar o
gene de interesse a um segundo gene ja conhecido, o que pode favorecer a
solubilidade da proteina de interesse em sistemas de E.col(HAMMARSTROM et al.,
2002).

O processo de fusdo de proteinas e 0 seu uso na biotecnologia industrial,
utiliza diferentes tipos de caudas (tags), ou marcas de afinidade que facilitam a

purificacdo da proteina de interesse (CORTEZ, 2014).

As caudas sdo adicionadas na por¢cdo amino ou carboxi terminal durante o
processo de subclonagem em plasmideos e expressas como parte da proteina de
interesse (PUHL, 2008). ApGs o processo de purificacdo, sdo removidas, pois
aumentam o tamanho da proteina de interesse dificultando sua posterior analise, e
também quando se objetiva produzir proteinas idénticas as naturais (CANDEL et al.,
2007).

O processo de remoc¢do das caudas pode ocorrer por processos quimicos e
enzimaticos, sendo que os métodos quimicos sdo menos utilizados devido a baixa

especificidade, o que pode danificar a estrutura da proteina (CARTER, 1990).
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Quanto ao uso de enzimas para a remoc¢ao de caudas adicionais encontram-
se as proteases disponiveis no mercado, dentre elas estdo as endoproteases:

enteroquinase, trombina e o fator Xa utilizadas para esse proposito (PUHL, 2008).

A trombina e o fator Xa quebram ligacdes peptidicas em residuos de arginina,
no qual a sequéncia de clivagem da trombina é LVPR/GS ou LVPR/G, enquanto que
o fator Xa cliva na regido IEGR/A (JENNY, MANN, LUNDBLAD, 2003). Por outro
lado, a enteroquinase é altamente especifica e reconhece um polipeptideo de
aminoacidos (DDDDK) e a clivagem ocorre na porcdo carboxi terminal da lisina
(CHOI et al., 2001), isso permite liberar a sequéncia proteica fusionada a jusante
com o aminoacido amino terminal que se deseja, exceto quando a sequéncia vier

seguido de uma prolina.

A proteina de fuséo tiorredoxina é extremamente Gtil para evitar a formacao
de corpos de inclusdo, em particular para a producdo de pequenas moléculas de
citocinas em células de mamiferos (GASPARIAN et al., 2003).Em sistemas
bacterianos a tiorredoxina € uma proteina compacta e altamente soluvel e
termicamente estavel que possui caracteristicas dobraveis em sistema de
Escherichia coli (LaVALLIE et al., 2000). Estas propriedades talvez permitam que a
molécula, quando fundida com a proteina de interesse, desempenhe uma funcédo de
uma chaperona molecular. A tiorredoxina pode assim atuar para evitar agregados e
precipitacdo da proteina a ela fundida proporcionando o dobramento correto da
proteina de interesse (YUAN e HUA, 2002)

2.3 Sistema de expressao heteréloga em Escherichia coli

A disponibilidade de novos sistemas comerciais para expressao de proteinas
recombinantes, combinado com o avanc¢o de técnicas de purificacdo proteica, torna
a producao de proteinas recombinantes procedimentos de uso corrente nas ciéncias
biomédicas e bioldgicas bem como no setor biotecnoldgico industrial (FRANCIS e
PAGE, 2010).

Os métodos utilizados que possibilitam a producdo de proteinas heterdlogas

em grande quantidade, ajustam o sistema de expressao de acordo com a proteina a
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ser produzida (MIYAMOTO, 2013). Embora peptideos possam ser sintetizados
quimicamente, as estratégias do DNA recombinante contornam varios problemas
encontrados quando estes sdo produzidos por sintese quimica, por exemplo, a

limitagdo no numero de residuos do peptideo alvo (CASTILHO, 2004).

A expressao heter6loga em diferentes células hospedeiras é empregada na
intencdo de potencializar a producdo de produtos biotecnologicos (GOPAL e
KUMAR, 2013). Visando isto, diversos sistemas de expressdo de gene heterélogos
foram desenvolvidos para Escherichia coli (LADERMAN et al., 1993; CASTILHO,
2004; TERPE, 2006; VAZ, 2008), Bacilus sp. (YANG et al., 2001) e sistemas mais
eficientes para leveduras (ADRIO e DEMAIN, 2010).

Outra caracteristica importante para expressao em altos niveis de proteinas
recombinantes, é a hospedeira ser deficiente em proteases e apresentar baixo

potencial de proliferacdo no ambiente (KHAN et al., 2016).

Para viabilizar a producdo de proteinas recombinantes alguns critérios séo
essenciais, tais como: a facilidade na manipulacdo do hospedeiro; a estabilidade e
solubilidade da proteina; velocidade e rendimento da purificacdo (WILLIAMSON et
al., 2000).

Apesar de todo o conhecimento adquirido sobre a Escherichia coli, isso ndo
garante que o sistema de expressdo seja eficiente para todas as proteinas

recombinantes que serdo produzidas por esse sistema.

Em relacdo as limitacdes no sistema de expressédo utilizando a Escherichia
coli como hospedeira, foram observados que determinados grupos de proteinas séao
produzidas na forma corpos de inclusdo, sdo insolluveis e biologicamente inativas.
Para torna-las ativa, é necessario uma série de procedimentos, o que gera aumento
de custo e diminuicdo da produtividade. Outra dificuldade é a incapacidade de
realizar modificacdes pds-traducionais e por ultimo, a auséncia de um sistema de
secrecdo que proporcione uma eficaz liberacdo da proteina recombinante para o
meio de cultivo (TOMAZETTO et al., 2007).
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Gopal e Kumar (2013) realizaram um trabalho onde mostram cinco
estratégias que podem ser utilizadas para aumentar a solubilidade e a expresséo de
proteinas recombinantes em Escherichia coli, sendo a mudanca dos vetores de
expressdo, mudanca da hospedeira, alteracdo nos parametros de cultivo da
hospedeira, co-expressdo de outros genes, como 0s de chaperonas e alteracbes
nos codons preferéncias de acordo com a hospedeira utilizada para a sequéncia
genica, que pode aumentar a expressdo e o dobramento correto da proteina de

interesse.

2.4Hospedeiras e Vetores

Em meados da década de setenta, a Escherichia coli ndo apresentava grande
valor para a industria, mas, com o advento da tecnologia do DNA recombinante,
essa perspectiva mudou, porque grande parte dessa metodologia foi desenvolvida

utilizando este microrganismo (LIMA, 2004).

A Escherichia coli tornou-se o microrganismo melhor estudado e utilizado na
producdo de proteinas recombinantes (TIAN et al., 2011), por possuir uma genética
bem conhecida e de facil manipulacdo (SORENSEN e MORTENSEN, 2005). Foi a
primeira hospedeira utilizada para produzir uma molécula de DNA recombinante.
Como exemplo, foi a producdo da insulina humana realizada pela industria
biofarmacéutica Eli Lilly em 1982, a partir dai passou a ser a primeira escolha para

producéo de proteinas de interesse biotecnoldgicos. (GOPAL e KUMAR, 2013)

Quanto a massa celular total, a bactéria Escherichia coli é capaz de produzir
cerca de 40% de proteinas heterdlogas. Apresenta rapido crescimento celular o que
proporciona um elevado indice de producdo de proteinas, caracteristica importante
para a biotecnologia industrial, devido a producédo da proteina de interesse a baixo
custo (TRIPATHI et al, 2009).

A escolha da célula hospedeira é fundamental para o funcionamento do
sistema de expressdo. Algumas caracteristicas sao necessarias para uma boa
receptora de DNA exdgeno, a qual pode ou ndo proporcionar alteracbes na

sequéncia de DNA. Dentre as caracteristicas que a fazem uma boa hospedeira esta:
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a presenca de uma marca de selecdo que facilite a selecdo das células contendo a
molécula recombinante, por exemplo, informacdo genética que confira resisténcia a
um antibidtico. A célula precisa ser de faceis condi¢cdes de cultivo, tais como
temperatura, pH, caracteristicas nutricionais e meios de cultura bem conhecidos e
acessivel (PACHECO et al., 2012).

Os vetores sdo veiculos de clonagem utilizados pela engenharia genética
para introduzir DNA exdgeno para dentro de um hospedeiro (WAEGEMAN &
SOETAERT, 2011; OVERTO, 2014). Com excecéo dos vetores que se integram no
genoma da bactéria, a grande maioria sdo moléculas com replicacdo independente e
que apresentam marca de selecado, sitios Unicos para enzimas de restricdo que
facilitam a sua ligacdo ao DNA exdgeno (ASTOLFI-FILHO, 1985).

Por sua facil manipulacdo e por possuir uma grande variabilidade de
aplicacOes, os plasmideos séo vetores mais simples e de ampla utilizagdo (BATAUS,
1991). Eles consistem de DNA dupla fita circular, extracromossomal ndo essenciais
para a sobrevivéncia da bactéria, geralmente sdo multicopias, podendo ser

encontrados em Archaea, Bactéria, quanto em Eukarya (WOESE et al.,1990).

O plasmideo pBR322 por Bolivar e Rodrigues construido no final da década
de 70 é o precursor da maioria dos plasmideos que hoje sdo utilizados (MOREIRA,
2009). O pBR322 possui genes de resisténcia aos antibioticos ampicilina (Ap) e
tetraciclina (Tc), com sitios Unicos de restricdo para uso em experimentos de
clonagem, origem de replicacéo (Ori) e um tamanho pequeno (4.363pb), razdo pela
qual é considerado um bom vetor de clonagem, (figura 1) (ASTOLFI-FILHO et al.,
2005).
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Figura 5: Mapa fisico do pBR322. Regides importantes destacadas sdo os genes de resisténcia para
ampicilina (Apr) e tetraciclina e (Tcr), a origem de replicacdo (ORI) e as posi¢cdes de sitio de algunas

enzimas que digerem o plasmideo em apenas uma posicao.

Os vetores podem ser utilizados para iniameras finalidades, como por
exemplo, selecionar clones recombinantes, selecionar origens de replicacdo, para
cacarpromotores, para expressao e/ou para expressao e secrecao da proteina de
interesse (YI-YWAN et al., 2011).

Para ser um bom vetor de clonagem € necessario que possua algumas
propriedades como: habilidade de se replicar na célula hospedeira pela origem de
replicacdo (ORI) a qual controla a taxa de replicacdo e o niumero de cépias da
molécula na célula (BERLEC & STRUKELJ, 2013), deve ser capaz de acomodar
insertos de varios tamanhos sem danificar as funcbes de replicacdo, deve ser de
facil insercdo na célula hospedeira, possuir um ou mais genes marcadores de
selecdo para facilitar a captura de células que contém o plasmideo recombinante
(BERLEC & STRUKELJ, 2013), conter um sitio multiplo de clonagem (MCS)
fornecendo varias opc¢des para a clonagem (BATISTA, 2008).
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Outras importantes sequéncias estdo presentes nos vetores de expressao
como, a regido do promotor, sequéncia que dirige a sintese de mRNA do gene que
se quer expressar (WOHLKE, 2012), regido operadora local onde o repressor se liga
e quando na presenca de um indutor o repressor ndo se liga no operador e 0s genes
estruturais sdo expressos (ASTOLFI-FILHO et al., 2005), a regido Shine-Dalgarno
sendo conhecida também com (RBS) local onde o ribossomo se liga ao mMRNA
bacteriano localizado upstream ao cdédon de inicio de transcricio AUG e o
terminador de transcricdo que contém regifes palindrébmicas que formam grampos
variando em extensdo de 7 a 20 pb. O grampo contém uma regido rica em G+C e é
seguido de uma carreira de U e a formacdo do grampo no RNA leva a RNA
polimerase a diminuir sua velocidade, ou até parar a sintese de RNA. Esta pausa da
uma oportunidade para ocorrer a terminacdo de transcricdo (terminador RO
independente) (BROWNING e BUSBY, 2016).

2.5 Promotores e regides de reconhecimento da RNA polimerase

Os promotores sdo sequéncias de DNA que controlam a transcricdo de todos
0s genes. E nessa regido que ocorre a ligacdo da holoenzima RNA polimerase em
sequéncias especificas conhecidas como “consensuais” localizadas antes do inicio
da transcricdo, geralmente localizadas nas regifes -10 e -35 conhecidas também
como TATA box -10 (TATAAT) e a sequéncia -35 (TTGACA), (NAKAJIMA, 2015;
BEA, et al., 2015). A tabela 1 apresenta as sequéncias nucleotidicas de promotores

utilizados em vetores de expressao.
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Tabela 1: Sequéncias nucleotidicas de promotores uilizados em vetores de expresséo.

Promotor Regido -35 Regido Espacadora Regido-10
Plac TTtACA 18pb TATgtT
PlacUV5 TTtACA 18pb TATAAT
Ptrp TTGACA 17pb TtaAct
Ptac TTGACA 16pb TATAAT
AP, TTGACA 17pb gATACT
AP TTGACt 17pb gATAAT
CONSENSO TTGACA 17pb TATAAT

Os nucleotideos presentes na sequéncia consenso sao demonstrados em letras em negrito. Na
sequéncia de promotores, 0s nucleotideos idénticos & sequéncia consenso sdo mostrados em letras
mailsculas e os que ndo séo idénticos estdo mostrados em letra mindscula (Fonte: SCHUMANN &
FERREIRA, 2004).

A iniciacdo da transcricdo requer uma interacdo da RNA polimerase com a
sequéncia promotora do DNA que proporciona a formacdo do complexo aberto
(BROWNIG e BUSBY, 2004), essa interacdo se da pelo posicionamento da RNA
polimerase com o promotor na posi¢cao +1 e +2, local que ocorre o desenrolamento
da dupla hélice de DNA formando o complexo aberto prosseguindo com a
transcricdo de fuga, alongamento e as etapas de terminacdo (BROWNIG e BUSBY,
2016).

Quatro elementos de ligacdo com sequéncias conhecidas de DNA foram
identificadas (NAKAJIMA, 2015). As principais sdo os hexameros -10 e -35,
localizados 10 e 35 pb a montante do local de inicio da transcricdo (BROWNIG e
BUSBY, 2004). Essas sequéncias sdo reconhecidas pelos dominios dos fatores

sigma, onde o elemento -10 é reconhecido pelo dominio 2 da subunidade o e o
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elemento -35 é reconhecido pelo dominio 4 da subunidade o (BROWNIG e BUSBY,
2004). Essas regides desempenham um papel importante na seletividade da
transcricdo, a regido -10 desempenha o papel para a formacdo do complexo aberto,
enquanto a regido -35 € alvo de ligacdo para ativadores de transcricdo (RUFF et al.,
2015 e MOREIRA, 2016).

Existem dois outros elementos importantes, que s&o os elementos-10
estendido e o elemento UP (BAE et al., 2015 e RUFF et al., 2015). O elemento-10
estendido € um motivo de 3 a 4 pb localizados upstream do hexamero -10 que é
reconhecido pelo dominio 3 da subunidade sigma posicionando a holoenzima RNA
polimerase (BROWNIG e BUSBY, 2016). Por outro lado, o elemento UP corresponde
a uma sequéncia (ricas em AT) de aproximadamente de 20 pb localizado upstream
do hexamero -35, sendo reconhecido pelo dominio C-terminal da subunidade a da
RNA polimerase (WOHLKER, 2012). Dessa maneira o conjunto -10, -35, -10
estendido e elemento UP atuam na ligagdo da RNA polimerase ao promotor
conforme ilustrada na figura 1 (BROWNIG e BUSBY, 2016).

JPaement  TTGACA TGn TATAAT

Figura 6: Esquema da holoenzima RNA polimerase no sitio inicial de transcri¢cdo. A fita verde sendo
reconhecida pela RNA polimerase representa o DNA. As cinco subunidades da holoenzima e os
quatro dominios proteicos da subunidade o. As sequéncias promotoras -10 (TATAAT) e -35
(TTGACA) séo reconhecidos respectivamente pelos dominios 2 e 4 da subunidade o (Fonte:
BROWNING & BUSBY, 2004).

2.6 Regulacéo da expressédo génica de procariotos com base no operon Lac
Seres procariontes frequentemente sdo submetidos a ambientes hostis,
devido variagdes dos nutrientes, toxina, acidez, temperatura, pH. Por isso durante a
evolucdo processos adaptativos em niveis intracelular e extracelular, ao mesmo
tempo em que adaptacdes estruturais, fisiolégicas e no comportamento celular foram
32



desenvolvidas,inclusive ajustes dos niveis de proteinas de acordo com a
necessidade celular (ASSCHE et al., 2015; BICH et al., 2015).

O principio que norteia a regulacdo génica é o principio da economia de
energia (MARQUES, 2012), por isso apenas uma parte dos genes € transcritos em
um dado momento, dessa forma a bactéria economiza na sintese proteica,

produzindo apenas o que necessita no momento (BOSDRIESZ et al., 2015).

A transcricdo € o ponto chave na regulacdo da expressdo génica em
procariotos, o qual possui um mecanismo relativamente simples na regulacdo de
seus genes (SEMSEY et al, 2013). Alguns genes possuem funcdes
correspondentes e estdo sob o controle de um Unico promotor, geralmente sendo

transcritos juntos o conjunto é chamado de operon (HIJUN et al., 2009).

Um operon € responsavel pela expressado dos genes estruturais controlando
sua transcricio e os mMRNAs provenientes do processo de transcricdo sao
policistrénicos, ou seja, mMRNAs que promovem a sintese de mais de uma proteina

(figura 7).

Gene
regulatorio Operon
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mRNA policistronico
L
s o0 =< 09, Broter
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B-Galactosidase Transacetilase
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Figura 7: Desenho esquematico de um mRNA policistronico. A figura mostra a regido codificadora do
gene repressor (i),a regiao promotora (p), o operador (0) eum operon constituido pelos genes Z, Y e
A (MAYER, 2016).
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Em 1961, Francois Jacob e Jacques Monod relataram seus experimentos do
controle da expressdo génica em procariontes, no qual utilizou o microrganismo
Escherichia coli para demostrar a regulacéo da utilizacdo da lactose (ROSANO e
CECCARELLI, 2014). O operon lac foi o primeiro sistema de regulacdo descrito,
mostrando a acao de um repressor controlando a transcricdo, em resposta a uma

molécula indutora, nesse caso um acucar, a lactose (JACOB e MONOD, 1961).

O conhecimento da sequéncia nucleotidica e das regides controladoras do
operon lac (figura 8) serve como modelo para outros sistemas de expresséo (BICH
et al., 2015).

sitio de ligagdo de CAP DNA coberto pela RNA-polimerase

‘F mRNA

5 '@mnummmmnmcccumammmcccccrcmrmmcrocummmsmcumcmaccmac@,
3 TTO00TTAATTACACTCATCCAGT AGTAAT 00T 0GCTOCCAAATGTARATACCAACGCOGACCATACAACACACCT TAACACTOCCCTAT CTTAAAGTCTCCTTIRC0A
| [

-3 A0

—

DNA coberto pelo repressor

Figura 8: Sequéncia nucleotidica e a organizacao controladora do Operon lac.As barras coloridas
acima e abaixo do DNA mostram as regifes cobertas pela RNA-polimerase e por proteinas
reguladoras (FONTE: WATSON, 2015).

O operon lac é constituido por uma regido regulatéria que contém o promotor
(P), regido onde se inicia a transcricdo pela RNA polimerase, o operador (O), local
de reconhecimento do repressor seguidos de trés sequéncias estruturais dos genes
lacZ, lacY, lacA, genes que codificam as proteinas responsaveis para a utilizacédo do

acucar lactose, quando este encontra-se disponivel no meio (BICH et al., 2015).

O gene lacZ é responsavel por codificar a enzima (-galactosidase, que cliva o
dissacarideo lactose em seus mondmeros, galactose, glicose e um isdbmero da

lactose a alolactose. Quando a lactose entra na célula é convertida pela enzima [3-
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galactosidase em alolactose e € a alolactose que controla o repressor Lace néao a
lactose. A alolactose se liga ao repressor Lac provocando uma alteracéo na forma da
proteina impedindo sua ligacdo ao DNA (operador). Na auséncia de alolactose, o
repressor em sua forma ativa se liga ao DNA e impede a transcricdo dos genes lac
(WATSON et al., 2015).

Um andlogo da lactose denominado IPTG  (isopropil-B-D-1-
tiogalactopirosideo) se ligam ao repressor inativando-o e libera a regido operadora

(O) para que a RNA polimerase se ligue ao promotor e a transcricdo seja iniciada

O gene lacY é responsavel por codificar a enzima permease, que realiza o
transporte da lactose para dentro da célula e o gene lacA ndo se conhece
perfeitamente seu papel (LEONARD et al., 2015).

Na auséncia da lactose, o operon lac € controlado pela proteina repressora
Lacl, que é produzida pelo gene lacl que estd localizado um pouco antes do
promotor (BICH et al., 2015). Essa proteina se liga ao operador, impedindo que a
subunidade sigma da RNA polimerase se ligue ao promotor, reprimindo a transcricao
dos genes estruturais e dessa forma controlando a transcricdo dos genes
(MARQUES, 2012).

Quando a glicose se encontra presente no meio, desencadeia um processo
chamado de repressao catabdlica, ou seja, a lactose nao é utilizada, mas quando os
niveis de glicose diminuem ou se tornam ausentes, a lactose € novamente utilizada
convertida em alolactose que ligando-se ao repressor lac mudando sua conformacéo
de tal modo que ela solta-se do operador (O) permitindo que a RNA polimerase se
ligue ao promotor e realize a transcricdo dos genes do operon Lac (figura 9)(BICH et
al., 2015).
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Figura 9: O repressor Lacl, codificado pelo gene lacl, que se liga ao operador impedindo que ocorra a
transcricéo pela RNA polimerase. Na auséncia de lactose, o repressor Lacl esta ligado ao operador.
Na presenca de lactose, o repressor Lacl desliga-se do operador e assim ocorre a transcri¢cdo (Fonte:
MARQUES, 2012).

A bactéria Escherichia coli quando cultivada em um meio contendo glicose e
lactose, a expresséo do operon lac permanece inativada, ou seja, enquanto houver
glicose no meio a bactéria ird consumi-la, ndo utilizando a lactose como sua fonte de
carbono, visto que o acgucar € preferencialmente metabolizado (LIWIS, 2013), no
entanto, quando a glicose se torna ausente no meio é que o operon lac sera ativado
novamente voltando a fazer uso da lactose, liberando o operador e deixando que a
RNA polimerase realize seu trabalho, expressando os genes Z,Y e A (LEONARD et
al., 2015).

Essa regulacdo do operon Lac é conhecida como regulacdo catabdlica, e é
decorrente de baixos niveis do cAMP (monofésfato ciclico de adenosina), sinalizador
intracelular que indicam a auséncia da glicose (WATSON et al., 2015). Quando os
niveis de glicose diminuem, os niveis de cAMP aumentam no citoplasma onde
interagem com uma proteina conhecida como CAP (proteina ativadora catabdlica)
(BICH et al., 2015). A CAP se liga ao cAMP na forma de um dimero, ativador de
transcricédo ligando-se em sequéncias especificas nas regides regulatérias de varios

genes, inclusive do operon Lac (LIWIS, 2013).
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O sitio de ligacdo de CAP/cAMP localiza-se a montante do sitio de
reconhecimento pela RNA polimerase e a ligagdo do ativador ao DNA favorece a
interacdo da RNA polimerase com o promotor, ativando a transcricdo (Figura 10)
(MARQUES, 2012; BICH et al, 2015).

c.AMP'

DNA operons alvo
mam@aﬂ.mw\\m&ma@owy

T

S Wb ) S R

Figura 10: Atividade de CAP/cAMP. A proteina CAP ligada com a cAMP reconhecendo uma
sequéncia especifica na regido regulatdria do gene e consequentemente estimulando a ligacdo da

RNA polimerase ao promotor, ocasionado a transcri¢cdo (Fonte: MARQUES, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Clonar e expressar a sequéncia codificadora da proteina ETK-Trx em

Escherichia coli.

3.2 Objetivo especifico
® Subclonar o gene da proteina de fusdo enteroquinase — tiorredoxina (ETK-

Trx) no cassete de expresséo do vetor pDMO02;

® Analisar a expressao do gene da ETK-Trx em Escherichia coli sob o controle

do promotor TH2.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Linhagens de Escherichia coli utilizadas.

Foram usadas para esta pesquisa duas linhagens de células diferentes de
Escherichia coli que foram: DH5aF’I° e JM110 (tabela 2). Essas linhagens
encontram-se no acervo de células hospedeiras do Centro de Apoio Multidisciplinar,
Laboratorio de Tecnologia de DNA Recombinantes da Universidade Federal do
Amazonas-UFAM e s&o mantidas conservadas por criopreservacdo a uma

temperatura de (-80°C) na presenca de glicerol.

Tabela 2: Linhagens e genétipos de Escherichia coli utilizados no presente estudo.

Bactéria Linhagem Gendtipo Utilizacéo
F, proA™B* lacl9,A(lacZ)
M15zzf::Tn10, (TetR)/fhuA2A,

DH5aF’I? (argF-lacz) U169, phoA, Clonagem

ginv44, ®804, (lacZ) M15
gyrA96 recAl relAl endAl

thi-1 hsdR17
Escherichia coli
JM110 rpsL, (Str") thr leu, thi-1, lacY,
galK, galT, ara tonA, tsx, dam, Clonagem e
dcm, supE44A, (lac-proAB)[F’ Expresséo

traD36 proABlac 19ZAM15

4.1.2 Reagentes, meio de cultura e kits

4.1.2.1 Meios de cultura

Os meios utilizados para crescimento e cultivo das células foram o Luria

Bertani (LB) liquido e sélido e suas composicdes estdo apresentadas na (tabela 3).
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Tabela 3: Meios de cultura utilizados e suas respectivas composigoes.

Meio Composicéo
Triptona 10g\L
Extrato de levedura 5,0g\L
LB liquido (Luria Bertani) NacCl 5g\L
pH 7,5
Triptona 10g\L
Extrato de levedura 5,0g\L
LB sélido (Luria Bertani) NaCl 5g\L
Agar 15g\L
pH 7,0

4.1.2.2 Marcadores moleculares

O marcador para peso molecular de DNA utilizado neste estudo foi o Gene
Ruler™ 1kb Plus DNA Ladder, ready-to-use da Thermo Scientific (USA) para gel de

agarose e para o gel de proteina SDS-PAGE foi utilizado o marcador PageRuler™

Presetained Protein Ladder Thermo Scientific (USA). Seus perfis eletroforéticos

estdo mostrados a seguir (figura 11).
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Figura 11: Macadores de peso molecular.

4.1.2.3 Kits de extragéo e purificagdo de DNA plasmidial

Para a extracao plasmidial foi utilizado o illustra™ plamidPrep Mini Spin Kit. A
purificacdo de bandas ocorreu por eletroforese em gel de agarose, sendo o DNA
extraido da agarose por meio do illustra™ GFX™ PCR DNA and gel Band
Purification Kit da GE Healthcare (USA).

4.1.2.4 Enzimas para clonagem e analise de restri¢cdo e sistema de ligacéo

As endonucleases de restricdo e a DNA ligase utilizadas para a realizacao
das construcdes genéticas foram BamHI, Ndel, T4 DNA ligase eram provenientes da

empresa New England Biolabs®n..(USA).

4.1.3 Vetores utilizados

Os mapas de todos os vetores utilizados neste trabalho foram confeccionados

a partir da ferramenta de bioinformatica “SnapGene” software — GSL Biotech, USA.
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4.1.3.1 Plasmideo pENTK portador do gene da fusdo enteroquinase e
tiorredoxina (ETK-Trx).

O plasmideo pENTK que contém a sequéncia codificadora de enteroquinase
bovina fusionada a sequéncia da tiorredoxina de Homo sapiens, que foi cedido pela
empresa Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. E quando esse

plasmideo perde a sequéncia génica ETK-Trx € chamado de pCEX (plasmideo

Cristalia Expression) o mapa fisico estd mostrado na figura 12, a seguir.

BamHI (526)

T~ -
ﬂnorredoxuna]

Ndel (1792)

Figura 12: Mapa fisico do plamideo portador do gene codificador da enteroquinase-tiorredoxina (ETK-
Trx); (AmpR) gene de resisténcia a ampicilina; (ORI pUC18) origem de replicagdo multicopia do

plasmideo pUC18; regido codificadora da proteina de fusdo enteroquinase-tiorredoxina.

4.1.3.2 Vetor pDM02-GFP

O vetor de clonagem e expressao denominado pDMO02 foi construido pelo

Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. O
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vetor compreende o promotor TH2 (protegido por patente), um sitio de ligacdo ao
ribossomo proveniente da proteina 10 do fago T7, a sequéncia codificante do gene
reporter de GFP (Green Fluorescent Protein) clonado no seu “cassete de expressao”
entre os sitios de Ndel e BamHI e um terminador de transcricdo forte derivado de
gene rrnB de Escherichia coli, no qual foi clonado no vetor que possui uma origem
de replicacdo com baixo niumero de cépias (~10) e portador do gene de resisténcia a

canamicina. Seu mapa fisico esta mostrado na figura 13, a seguir.

(181) EcoRI  Notl (188)
Xbal (196)

(Promotor TH2]

Spel (262)

pDMO02-GFP
3835 bp

BamHI (1031)

“(terminador rrmB)

Spel (1174)
Notl (1182)
Pstl (1192)

Figura 13: Mapa fisico do plasmideo pDM02-GFP. Possui o promotor TH2; (RBS) sequéncia de
reconhecimento do ribossomo; (rrnB) terminador de transcri¢éo; regido codificadora do gene da GFP;
(KanR) gene de resisténcia a canamicina; (p15A ori) origem de replicacdo de baixo numero de
copias.
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4.2 Métodos

4.2.1 Clonagem molecular do gene da enteroquinase

A estratégia de subclonagem da sequéncia codificadora da proteina na forma
de fusdo entre enteroquinase e tiorredoxina, doravante denominada ETK-Trx no

vetor de expressdo pDMKO6 esta mostrada na figura 14, a seguir.
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Figura 14: Esquema representativo da subclonagem da regido codificante de ETK-Trx no vetor

pDMO02.
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4.2.1.1 Transformacé&o genética da hospedeira

Para a clonagem do gene que expressa enteroquinase os plasmideos
pDMO02-GFP e pENTK foram utilizados para transformacdo de duas hospedeiras,
sendo a linhagem DH5aF’IQ para o vetor pENTK e a linhagem JM110 para o vetor
pDM02.Para a transformacdo genética preparou-se previamente as células
eletrocompetentes, para tal utilizou-se uma colénia recém isolada para pré-inoculo
em 20mL de meio LB e incubou-sea 37°C por 150 rpm durante 16 horas (overnight).
Transferiu-se 0,5mL do pré-inoculo para 250 mL de meio LB até atingir uma O.Deoo =
0,7. Para interromper o crescimento deixou-se em gelo por 40 minutos. Distribuiu-se
o volume em tubos Falcon estéreis e centrifugou-se por 10 minutos a 4°C e 3, 500 g.
Descartou-se 0 sobrenadante e realizou-se 3 lavagens do pellet com 20mL de
glicerol a 10% gelado, por 3 vezes. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-
se o sedimento (pellet) em volume 1mL de glicerol 10% e congelou-se aliquotas de
100pLcom o auxilio de etanol 100% a -80°C e estocou-se a -80°C. Para a
transformacdo genética, uma aliguota de 100uL de células competentes era
degelada vagarosamente no gelo e depois se adicionava 1uL de cada plasmideo
(aproximadamente 100ng de DNA). O conjunto era transferido para uma cubeta de
eletroporacdo e submetidos a 1900V durante milissegundos. Apés o conteldo era
transferido para um microtubo de 1,5mL e adicionava-se 500uL de meio LB e
incubava-se a 37°C com agitacao de 150rpm para a recuperacao das células e para
expressdo do gene de resisténcia ao antibiético. Apds essa etapa prosseguiu-se
com a preparacao das placas, na qual continham o meio LB sélido com o antibiético
correspondente (ampicilina 100ng/ml e canamicina 50ng/ml) e semeou-se aliquotas
da suspensdo de células com auxilio da alca de Drigalsky e incubou-se a 37°C

durante 16 horas (overnight).

4.2.1.2 Extracdo e Digestado dos plasmideos pDM02-GFP e pENTK

Para a extracdo plasmidial foram selecionadas3 col6nias transformadas com
cada plasmideo, que foram inoculadas em 5mL de meio LB liquido com antibiotico
(ampicilina 100pg/ml para pENTK ou canamicina 50pug/ml pDM02-GFP) e incubadas

por 16 horas (overnight) a 37°C a 150rpm.
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Apos o crescimento utilizou-se 3mL do meio contendo as células cultivadas
para a extracdo plasmidial por lise alcalina (MANIATIS et al., 1982), seguindo o
protocolo de extracdo do illustra™ plamidPrep Mini Spin Kit e depois da extracao foi
realizada analise eletroforética em gel de 0,8% de agarose para verificar a qualidade
e quantidade dos plasmideos extraidos. Apés o que, cada plasmideo foi submetido a
dupla digestdo enzimatica com Ndel e BamHI, em duas etapas. Na primeira etapa
realizou-se a digestdo analitica com um volume final menor, apenas para verificar se
as enzimas estavam funcionando e liberando o inserto, na outra preparativa a
digestdo ocorria num volume maior para a purificagdo das partes de interesse:
inserto (porgdo da proteina na forma de fus@o entre a enteroquinase e tiorredoxina
ETK-Trx) e vetor linearizado (pDMO02). Na digestdo analitica foram preparados
separadamente para cada plasmideo duplos digestdes em volume final de 10pL,
contendo: 5,0uL de agua Milli-Q; 1,0uL de tampéo 10X (NEB 3.1); 3,0 ul de capa
plasmideo (12,0ng/ul do pENTK e 10,2ng/yL do pDM02-GFP); 0,5uL da enzima Ndel
(20U/ul) e 0,5uL da BamHI (20U/ul). E para a digestdo preparativa o sistema de
digestdo com volume final de 60uL, continha: 28,0uL de agua Milli-Q; 6,0uL de
tampéo 10X (NEB 3.1); 20uL de cada plasmideo (12,0ng/ul do pENTK e 12,2ng/pL
do pDM02-GFP); 3,0uL da enzima Ndel (20U/ul) e 3,0uL da BamHI (20U/ul). As
digestdes se processaram a 37°C por 2 horas. Apds o tempo de reacdo as amostras
analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% com brometo de etideo
(1pL/mg) a 100V por 2 horas. Para fazer-se a purificagéo as sequéncias de interesse
(ETK-Trx e do vetor pDM02 aberto sem o gene da GFP), ap6s a corrida do gel
preparativo, as bandas de interesse foram cortadas do gel e a extracdo do DNA da
agarose ocorreu seguindo o protocolo da illustra™ GFX™ PCR DNA and gel Band
Purification Kit e ap6s a purificacdo os DNAs foram quantificados por
espectrofluorimetria (Fluorimetro Qubit® da Invitrogen) - USA.

4.2.1.3 Ligacao do fragmento génico da ETK-Trx ao vetor pDMO02.

Apés a purificacdo e quantificacdo, prosseguiu-se com a elaboracdo do
sistema de ligacdo. De acordo com as concentracdes determinadas de DNA, foi
estabelecida para o sistema de ligacdo uma propor¢cdo molecular de 3:1 na relacdo
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de inserto/vetor. O sistema de ligacdo de volume final de 40pL continha: 8,0puL de
agua Milli-Q; 4,0uL de tampado 10X da ligase; 14,0uL do vetor (pDM0250ng/uL);
13,0uL de inserto (ETK-Trx 60ng/uL); 1,0uL da enzima T4 DNA ligase (50U/ul). A
reacao para a ligacdo ocorreu a 16°C por 14 horas, ap0s a que para concentracao
do DNA e eliminagédo de sais o DNA foi precipitado e lavado da seguinte maneira:
adicionou-se 2L (4pg) de glicogénio, 0,1V de NaCl 3M e 2,5V de etanol absoluto,
misturando bem e deixando em repouso no gelo por 1 hora. A seguir o material foi
centrifugado a 12.000g por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e o sedimento foi lavado com 500uL de etanol 70% gelado, seguindo de
centrifugagcdo a 12.000g por 5 minutos a 4°C. ApoOs o descarte do sobrenadante o
sedimento foi secado em corrente de ar de fluxo laminar e redissolvido em 3uL de

agua Milli-Q estéril.

4.2.1.4 Transformacdo genética em células de Escherichia coli JM110 com o

sistema de ligagao.

Do sistema de ligacéo precipitado foi utilizado 1,5ul para a transformacéo de
E.coli IM110 (100uL de célula competente) pelo método de eletroporacdo conforme
descrito no item 4.2.1.1. Apos a transformacdo foi adicionado 500uL de meio LB
liguido as células e em seguida incubou-se a 37°C por 1 hora em agitacdo 150rpm.
Foram confeccionadas duas placas com meio LB sdlido contendo canamicina
50ug/ml e glicose 0,5%, e adicionou-se 250ul do principio transformante em cada
placa, que foram incubadas invertidas em estufa de 37°C por 16 horas para o
crescimento bacteriano para posterior extracdo plasmidial e confirmacdo da

subclonagem.

4.2.1.5 Selecdo dos clones recombinantes e confirmacéo da clonagem

Os clones transformantes (6) foram inoculados em 5mL de meio LB liquido
com canamicina 50ug/mL e glicose 0,5% e incubou-se a 37°C com agitacdo de
150rpm por 16 horas. A seguir foi realizada a extracdo do DNA plasmidial com o Kit

do illustra™ plamidPrep Mini Spin (GE Healtchcare).
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Para a confirmacdo da clonagem foi realizada analise de restricdo
dos6plasmideos extraidos com as enzimas Ndel e BamHI. Foi preparado uma
digestao analitica em um volume final de 10,0uL, contendo: contendo 5,0uL de agua
Milli-Q; 1,0 pL de tampéo 10X (NEB 3.1); 3,0 ul de capa clone (aproximadamente 10-
15ng/uL); 0,5uL da enzima Ndel (20U/ul) e 0,5uL da BamHI (20U/ul), que se
processou por 2 horas a 37°C e os produtos analisados por eletroforese em gel de
agarose 0,8% com brometo de etideo (1ug/mL). A clonagem da enteroquinase no

vetor pDMO2 originou o plasmideo denominado de pDMKO6.

4.2.1.6Crescimento em placas de clones recombinantes portadores do
plasmideo pDMKO6.

As colbnias contendo o plasmideo pDMKO06 foram utilizadas para o
experimento de inducdo que foi realizado em 3 placas de meio LB sélido com
canamicina, glicose e do indutor IPTG. A primeira placa continha, o meio LB soélido
com canamicina 50mg/mL e IPTG 1mM; a segunda placa continha, o meio LB sélido
com canamicina 50mg/mL e glicose 0,5%; A terceira placa continha, o meio LB
sélido com canamicina 50mg/mL apenas. As placas foram incubadas em estufa a

37°C e apos 16 horas observou-se o crescimento das colonias.

4.2.1.7 Expressao em meio liquido do plasmideo pDMKO06

Um clone de Escherichia coli JM110 portador do plasmideo pDMKO06 foi
utilizado para analise da expressao da proteina recombinante em meio liquido. O
pré-inoculo foi realizado em recipiente contendo 50mL de meio LB liquido,
canamicina 50ug/mL e glicose 0,5% e incubadas a 37°C com agitacdo de 150rpm
durante 16 horas. Apés o crescimento, realizou-se o0s indculos em triplicatas em
volume de 50mL de meio LB liquido e canamicina (50ug/ml), padronizando-se 0s
in6culos para OD 0,1 a 600 nm. Foram realizados dois controles negativos, um que
continha o meio LB liquido com canamicina 50mg/mL e glicose 0,5% e o outro
controle contendo meio LB liquido apenas com canamicina 50mg/ml. Além dos
controles foram realizadas duas indugcbes em tempos diferentes, uma logo apds o

indculo (t=0) e o outro quando as culturas atingiram OD 0,6, quando foi adicionado o
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IPTG na concentracdo final de 1mM. A partir dai aliquotas delmL foram retiradas a
cada 2 horas até o tempo de 8 horas e para as leituras das ODs para elaboracdo
das curvas de crescimento. No final das 8 horas foram separadas aliquotas de 1mL
para a analise das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(HARLOW e LANE, 1988), e andlise da morfologia celular por microscopia 6tica para

acompanhar as possiveis mudancgas na morfologia da célula bacteriana.

4.2.1.8 Anélise da producéao de proteina recombinante por gel SDS-PAGE.

A andlise do contetdo de proteina das células de E.coli foi realizado por
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS-PAGE de acordo com Harlow e Lane
(1988). Amostras de 1mL foram coletadas do experimento de expressdo em meio
liquido e centrifugadas por 12.000g por 5 minutos sendo o0s sobrenadantes
descartados e os pellets ressuspendidos em 100ul de H20 Milli-Q e 250ul do tampé&o
de corrida 2x para SDS-PAGE (tabela 4, em anexo), apés o que foram fervidas por 5
minutos e aplicadas em gel de poliacrilamida 12%.A eletroforese processou-se
durante aproximadamente 2 horas e com voltagem de 200V. Apés a eletroforese as
proteinas foram coradas com a solucdo Azul de Coomassie (tabela 5, em anexo)
durante 16 horas. Apés o periodo de incubacdo em corante o gel foi imerso em uma
solucdo descorante (tabela 6, em anexo) até atingir um contraste desejado para
capturar a imagem via scanner (ImageScanner GE Healtchcare — USA).

4.2.1.9 Obtencéo dos extratos de proteinas, solluveis e insolluveis.

Para obtencéo dos extratos totais utilizou-se 1ml de cada cultivo. O sedimento
foi ressuspendido em 500ul de tampéo TE (20 mM Tris-HCI pH 7,5; EDTA 5mM),
utilizando-se agitador tipo vortex. Foram adicionados 10ul de lisozima (20mg/ml) e a
mistura foi incubada durante 10 minutos a 37°C. As amostras foram mantidas em
gelo e submetidas a trés ciclos de ultrassom, apds o que foram adicionados 4pl de
Triton X-100 10% (v/v). As preparac¢des foram centrifugadas a 12.000g durante 30
minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e denominado
“fracao soluvel” e o sedimento “fragao insoluvel”. Para analise das fracdes em gel de

poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes, a fracdo solluvel foi coletada e estocada
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a -20°C e a fracao insoluvel foi ressuspendida em 400ul de tampao TE e 4pul de
Triton X 100.

4.2.1.10 Anélise das células recombinantes por microscopia 6tica.

A analise em por microscopia Otica da cultura dos clones recombinantes
ocorreu utilizando-se o método de coloracdo GRAM.

A preparacao dos esfregacos ocorreu a partir das culturas de Escherichia coli
(JM101) transformadas com o plasmideo pDMKO06 em diferentes fases de
crescimento/inducéo. A preparacdo das laminas foi realizada adicionando-se uma
amostra de cada cultura bacteriana a uma lamina de vidro limpa, espalhando-se até
formar uma pelicula fina que foi entédo fixada rapidamente pelo calor utilizando bico
de Bussen.

A coloracéo foi realizada cobrindo-se o esfregaco fixado, com corante cristal
violeta e solucao aquosa de iodeto de potassio (Lugol) por um minuto, o excesso de
corante foi retirado lavando-se a lamina com agua corrente. Em seguida adicionou-
se a lamina o etanol 95% por 30 segundos lavando-se a seguir com agua corrente.
E por dltimo, cobriu-se o esfregaco com solucédo de fucsina por 30 segundos e
removeu-se 0 excesso do corante lavando-se a lamina com agua corrente.

Apés as etapas de coloracdo retirou-se o excesso de agua da lamina
deixando-a secar a temperatura ambiente para posterior observacdo em microscopio

optico, utilizando-se objetiva de maior aumento (objetiva 100X).
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5 RESULTADOS

5.1 Clonagem molecular do gene da enteroquinase

No presente trabalho, a estratégia de clonagem molecular utilizada esta
mostrada na figura 15, resultou na construcdo do plasmideo pDMKO06 que € capaz
de programar a expressao heterdloga regulada do gene ETK-Trx em E.coli. Para o
processo de clonagem molecular utilizou-se células hospedeiras, enzimas de
restricdo e os vetores plasmidiais que sédo ferramentas tipicas da tecnologia do DNA
recombinante. Por meio do processo de clivagem com as enzimas de restricao
BamHI e Ndel foi possivel obter a sequéncia codificadora da proteina de fusédo entre
enteroquinase e tiorredoxina (ETK-Trx) de aproximadamente 1259pb a partir do
vetor de clonagem pENTK e simultaneamente realizou-se a remogéo da sequéncia
do gene da GFP (proteina verde fluorescente) (~750pb) presente no vetor pDM02-
GFP para utilizd-lo como vetor de expressdo. As andlises de restricdo dos
respectivos vetores e os fragmentos liberados podem ser visualizadas na figura 14,

com vetor pDMO2 linearizado e ETK-Trx destacados em vermelho.

pDMO2-GFP

1 2 3
MM Intacto  Ndel BamHl

Figura 15: Perfil eletroforético dos produtos da digestao pelas enzimas Ndel e BamHI. (A)1.Marcador
Molecular. 2.pDM02-GFP intacto. 3. pDM02-GFP linearizado com Ndel 4.pDM02-GFP linearizado
com BamHI. 5.pDMO02 digerido com Ndel/BamHI. (B) 1.Marcador Molecular. 2.pENTK intacto.
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3.pENTK linearizado com Ndel. 4. pENTK linearizado com BamHI. 5. pENTK digerido com
Ndel/BamHI

O plasmideo recombinante pDMKO6 originou-se da ligacdo do vetor pDM02
linearizado ao inserto contendo a regido codificadora da enteroquinase bovina

fundida a da tiorredoxina humana (ETK-Trx).

5.2 Transformacéo genética e confirmacao da clonagem

A transformacao genética da E.coli JIM110 com o sistema de ligacédo resultou
na obtencdo de doze clones transformantes, dos quais foram escolhidos apenas 6
clones,cujos plasmideos foram extraidos e analisados por eletroforese em gel de

agarose.

A ligacdo do gene da ETK-Trx no plasmideo pDMO02 foi confirmada por meio
de dupla digestdo dos plasmideos pelas enzimas de restricdo Ndel e BamHI, que
liberou fragmentos com aproximadamente 1.259 pb conforme mostrado na figura
l6referente ao clone 6 extraido escolhido para demostrar a digestdo e que foi

escolhido para realizar os demais experimentos.

1 1 2 2 3 E] 4 4 s 5 6 6
Intacte N/B Intacto N/B Intacto N/B Intacto N/B Intacto N/B Intacto N/B

- -

ETK-Trx— 1259pb

ETK-Trx — 1259pb

Figura 16: Perfil eletroféretico do produto da digestdo dupla do plasmideo extraidos do clones
transformantes (6) digeridos com Ndel e BamHI liberando a sequéncia codificadora ETK-Trx.

Apés a confirmacdo da clonagem do gene da enteroquinase construiu-se o
mapa fisico do plasmideo recombinante denominado de pDMKO06, por meio das
ferramentas de bioinforméatica (SnapGene), com seus elementos basicos, origem de
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replicacdo de pUC 18, gene de resisténcia a canamicina, operador Lac, promotor
TH2, terminador de transcricdo rrnB T1 e o gene ETK-Trx, conforme mostra a figura
17

(181) EcoRI Notl (188)
/ _Xbal (196)

/.~ __(Prormotor TH2)
([———Spel (262)
—_RBY

T Ndel (308)

S\ TBamHI (1572)

\ 'I‘\l_.. T
W\ [Eerminader rmB|

L\

\ \ Spel (1715)
\ NotI (1723)
Pstl (1733)

-
A

Figura 17: Mapa fisico do plasmideo recombinate pDMKO06. (KanR) gene de resistencia a canamicina;
(TH2) promotor regulado derivado do operon Lac; (RBS) sequéncia de reconhecimento do ribossomo;
(rrnB) terminador de transcri¢éo; regido codificadora da proteina de fusdo enteroquinase-tiorredoxina
(ETK-Trx)
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5.3 Expressédo heterdloga do gene da ETK-Trx em Escherichia coli(JM110)

5.3.1 A anélise do crescimento de células de Escherichia coli (JM110)

recombinantes em meio de cultivo sélido.

Os clones selecionados foram plagueados em sistema de cultivo sélido
contendo o indutor IPTG (1mM) e canamicina (50pg/mL) e apresentaram o tamanho
das colbnias visualmente menor, quando comparados aos sistemas controle, que
continham glicose 0,5% e canamicina (50ug/mL) ou somente com o antibidtico
canamicina (50ug/mL). Os respectivos resultados podem ser visualizados na figura
18. Pode-se verificar que os clones contendo o plasmideo pDMKO06 apresentaram
(visualmente) menor crescimento das suas colbnias na placa com o indutor IPTG

guando comparadas as placas controle.

pDMKO06 pDMKO6
pDMKO6 oA GLICOSE+CANAMICINA CANAMICINA
|PTG+CANAMI

Figura 18: Fotos de clones recombinates de Escherichia coli cultivadas na preseca e ausencia do
indutor (IPTG) ou glicose.
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5.3.2 Andlise do crescimento da Escherichia coli recombinante em meio
liquido.

A analise do crescimento da Escherichia coli JM110 recombinante, contendo o

plasmideo pDMKO6 foi realizada em 4 condicdes:
e Controle apenas com o canamicina(50uL/mL);
e Controle contendo canamicina (50uL/mL) e glicose 0,5%;

e Cultura com canamicina (50uL/mL) e inducdo da expressédo da ETK-

Trx com adicao de IPTG no inicio do cultivo (t=0) e;

e Cultura com canamicina (50uL/mL) e inducdo da expressédo da ETK-

Trx com adicdo de IPTG quando atingiu 0,6 ODsoonm.

Os resultados estdo mostrados na figura 19 a seguir. Diferentemente do que
ocorreu com o crescimento das colonias em placa, pode-se afirmar que o perfil de

crescimento em meio liquido ndo variou muito nas quatro condicfes testadas.

pDMEKO06 em 37°C
——~pDMKO06-controle com glicose -s-pDMKO06-controle com antibidtico
—~pDMKO06-tempo_zero ==pDMKO06-induzudo em OD 0,6

23

Absorbincia (600nm)

Tempo (hora)

Figura 19: Curvas de cescimento bacteriano em funcéo do tempo do clone recombinate pDMK06 em

37°C, em diferentes condigoes de cultivo.

56



5.3.3 Anédlise da expressao de ETK-Trx em Escherichia coli JIM110/pDMK06

As células das culturas analisadas quanto ao crescimento em meio liquido,
apos 8 horas de crescimento foram centrifugadas e o conteudo proteico foi analisado
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Analisou-se as culturas
controle (glicose + canamicina; canamicina) e as induzidas no tempo zero (t=0) e na

ODeoonm 0,6; 0 resultado esta mostrado na figura 20.

pDMKO6 (372C)
MM CG CA T(0) OD_0,6
f = [romn =y

kDa

2600 3

140 .
100
70

50 e

35

25

15
10 —

Figura 20: Perfil eletroforético das proteinas do clone recombinante de E.coli/pDMK06 em diferentes
condi¢des de crescimento/indugdo em meio LB com canamicina (50uL/mL). MM- marcador de peso
molecular; C.G- controle com glicose; C.A- controle com canamicina apenas; T(0)- induzido com
IPTGem t=0; e OD_0,6- induzido com IPTG em OD600nm 0,6.

Pelo que se pode observar (figura 20), ndo existe praticamente diferencas
detectaveis nos controles, porém a proteina ETK-Trx se expressa fortemente nas
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condicdes de inducdo, aparentemente um pouco mais forte quando a cultura foi
induzida no t=0.

A proteina expressa, como se pode estimar pelo gel, possui cerca de 50kDa
(figura 20), possuindo uma massa molecular de 47,5 kDa quando calculada utilizado
a ferramenta computacional Uni ProtKnowledgebase (Swiss- ProtorTrEMBL
EXPASY- Bioinformatics Resource Portal) calculo tedrico.

Com o objetivo de verificar em qual condicdo estrutural a proteina
recombinante estava sendo produzida, se na forma sollvel (estrutura terciaria
correta) ou na forma insoltvel (como corpusculo de inclusdo), amostras com 6 horas
de inducao foram fracionadas e analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS-PAGE, o resultado esta mostrado na figura 21, a seguir.

INSOLUVEL SOLUVEL
CA ODO6 CA O0D_O6

Figura 21: Perfil eletroforético das proteinas produzidas pelo clone recombinante E. coli/JM110-
pDMKO06 nas frag@es sollvel e insolivel. C.A- controle com canamicina; OD_0,6- cultura induzida por
IPTG em OD600nm = 0,6.
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Pode-se observar que a proteina ETK-Trx, em cultura de Escherichia coli
pDMKO6 a 37°C é encontrada em sua grande maioria na “fracdo insoluvel”,

possivelmente na forma de corpusculo de incluséo.
5.3.4 Analise da morfologia das células recombinantes por microscopia Otica.

As microfotografias feitas das células recombinantes de Escherichia coli
JM110/pDMKO6 cultivadas em diferentes condicbes de inducdo e coradas pelo

método de GRAM estdo mostradas na figura 22, a seguir.

E possivel visualizar na figura 22, que as amostras induzidas e que cresceram
na presenca do antibiético, a partir de quatro horas de crescimento ocorre mudanca
na coloragdo, alterando a cor de rosa para roxo e as células parecem diminuir de
tamanho diferindo quanto a morfologia das células ndo induzidas, que permanecem

com a coloracgéo rosa.
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Figura 22: Observacdo das morfologias das células de E.coli JM110 cultivadas na preseca de
canamicina (50uL/mL) com e sem indutor (IPTG) por microscopia 6ptica (coloracdo GRAM).(A)
controle com 2 horasde crescimento;(B) 2 horas inducdo com IPTG; (C) controle com 4 horas de
crescimento; (D) 4 horas de inducéo com IPTG; (E) controle com 10 horas de crescimento; (F) 10

horas de indugcédo com IPTG.
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6 DISCUSSAO

No processo de transferéncia da sequéncia ETK-Trx para o vetor pDMO02,
apos a dupla digestdo com pDMO02, Ndel e BamHlI, isolamento dos respectivos DNAs
por eletroforese em gel de agarose, ligacdo dos DNAs e selecdo dos clones

recombinantes ocorrem adequadamente conforme mostrados nos resultados.

A figura 16, mostra a analise por digestédo pelas enzimas (Ndel e BamHlI) para
confirmar a ligacdo. A imagem mostra a banda que corresponde o inserto de
aproximadamente 1259 pb ficando na posi¢céo entre 1000 e 1500 pares de bases
sendo liberados por todos os 6 clones extraidos, mas foi escolhido o clone de
namero 6 para repetir a digestdo com maior quantidade de DNA para possibilitar a
melhor visualizacdo inserto que corresponde a sequéncia ETK-Trx. Uma das
desvantagens de manipular o plasmideo pDMO02 e seus derivados se deve ao fato
de sua origem de replicacdo (p15A) derivada do plasmideo pACYC184 que produz
de 10 a 12 cépias por célula de E. coli, ou seja, apresenta baixo numero de cépia
por célula (BANEYX, 1999).

No que diz respeito as andlises do crescimento bacteriano, no experimento
em placa, cujos resultados estdo mostrados na figura 18, pode-se observar
claramente que na placa que contém o agente indutor (IPTG), as colénias ficaram
menores quando comparadas com o controle. ISso ocorre por que na presenca do
IPTG, as células que contém o plasmideo recombinante passam a produzir grande
guantidade da proteina recombinante, o que acarreta sobrecarga do sistema de
sintese de proteinas e do metabolismo em geral. (SAIDA et al, 2006; ROSANO e
CECCARELLI, 2014).

A analise do crescimento em meio liquido em funcdo do tempo, medido por
meio de determinacdo da absorbancia a 600nm, do clone recombinante de
Escherichia coli IM110-pDMKO06, mostrou que o experimento de indu¢cdo mostrado
na figura 15, n&o apresentou praticamente diferenca entre os controles e os

induzidos, ao contrario do que foi visto no crescimento em placa, onde as colonias
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na presenca do agente indutor cresceram menos quando comparado com O0S

controles.

A analise da expresséo da proteina de fusdo ETK-Trx por SDS-PAGE (figura
16), mostra claramente alto nivel de expressdo da proteina recombinante e a
expressdo muito bem regulada por IPTG, uma vez que praticamente nao existe

expressao na auséncia do indutor.

A alta expressdo deve ser decorrente de dois principais fatores: ser o
promotor TH2 (figura 23), um promotor forte, 0 que precisa ainda ser demonstrado
quantificando-se o nivel de expressdo do mRNA da ETK-Trx; ou a expressao forte
deva-se a excelente performance da sequéncia Shine-Dalgarno derivada do mRNA
da proteina 10 do bacteriéfago T7, utilizada para expressdo da proteina
recombinante. Nao se pode descartar “a priori” que o alto nivel de expressédo deva-

se aos dois fatores em conjunto.

bY

A expressao bem regulada deve-se a estrutura do promotor TH2 ter sido
especialmente desenhada para tal, pois tem diferentemente do promotor Lac (figura
23), o operador Lac sobreposto a sequéncia -35 (TTGTGA) um pouco diferente da
consensual (TTGACA) (BROWNIG e BUSBY, 2016). Interpretamos que, como
esperado, o repressor Lac ligado ao operador, sobreposto a sequéncia -35
(TTGTGA), impede eficientemente o reconhecimento do promotor pelo fator sigma

da RNA Polimerases consequentemente o processo de transcri¢ao.

Regido -35
)
VY YN NEENOVYEEE A A T TGTGAGCGGATAACAAT TGN GGGGACCA

Promotor Lac

Figura 23: Mostra a sequéncia do promotor sintético TH2. Da esquerda para a direita: em preto temos
a sequéncia “up element”, em azule amarelo o operador Lac; em amarelo a regido -35 (sobreposta ao
operador); em rosa a regido -10 ou TATA box, em vermelho o elemento -10 estendido; em verde o
ponto de inicio de transcricdo e em cinza o primeiro nucleotideo do codén de iniciagdo (protegido por

patente).
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Como ja mencionado, a alta expressao do gene ETK-Trx foi bem evidenciado
no gel de SDS-PAGE (figura 20), mas era necessario saber em que forma a proteina
estava sendo produzida. Entdo foi realizada a separacdo das fracbes sollveis e
insollveis que por sua vez também foram analisadas por SDS-PAGE. Pode-se
observar (figura 21), que a proteina em questdo estava sendo produzida em maior
quantidade na fracdo insoluvel, provavelmente na forma de corpusculo de incluséo.
A literatura relata que a fusdo de proteinas com tiorredoxina ajuda a solubilizacao de
proteinas que por si s6 sdo expressas na forma insolavel (LaVALLIE, et al., 2000;
ROSANO e CECCARELLI, 2014), entretanto isso ndo ocorreu em nNOSSO Caso.
Nosso caso é compativel com o descrito por alguns autores que utilizaram desse
sistema, de fusdo com tiorredoxina, para produzir a enzima enteroquinase e também
nao obtiveram produtos totalmente soluveis (YUAN e HUA, 2002; AZHA e
SOMASHEKHAR, 2015).

A producgéo da proteina ETK-Trx em fung¢@o do tempo foi acompanhada de
analise da morfologia das células coradas pela técnica de GRAM e observadas por
microscopia otica. No final do crescimento celular, apés 10 horas de cultivo foi
possivel observar, na cultura com o indutor IPTG, mudancas na morfologia das
bactérias, onde as células apresentaram um alongamento conhecido como
filamentacdo ou plasticidade morfolégica (HORVATH et al.,, 2011). Ocorre pelo
crescimento bacteriano concomitante com a auséncia da divisdo celular, que resulta

em células alongadas que possuem mais de uma cépia do genoma.

Ao longo da evolucéo, bactérias tém gerado sistemas complexos para manter
sua morfologia, no entanto em algumas circunstancias, elas alteram esse processo
altamente regulado, para se transformar seres filamentosos (JUSTICE et al., 2008).
Isso esta relacionado com a sobrevivéncia da bactéria quando exposta a ambientes
de estresse, como baixo nivel de nutrientes, e em alguns casos de bactérias
patogénicas para enganar o sistema imunolégico do hospedeiro (HORVATH Jr et al.,
2011). Essas alteragbes sédo favorecidas pelas mudancas metabdlicas, danos no
DNA a por alteragbes estequiométricas dos componentes da divisdo celular
(JUSTICE et al.,, 2008). Nesse trabalho, a filamentacdo pode ter ocorrido pelo
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estresse adicional causado pelo grande acumulo da proteina heteréloga; ou como,
uma pequena parcela dela parece ter ficado na fracéo soluvel, onde deve estar com
a estrutura correta e consequentemente podendo estar ativa e pela sua atividade
proteolitica ter degradado algum fator importante para que ocorra normalmente a
divisdo celular. Sabe-se que na fase exponencial tardia e na estacionaria de
crescimento bacteriano, genes relacionados a sobrevivéncia a condi¢des de
estresse sdo expressos, entre eles os que codificam chaperonas, que atuam
garantindo a manutencdo das estruturas proteicas corretas (HORVATH et al.,2011,;
ROSANO e CACCERELLI, 2014).
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7 CONCLUSOES

e A subclonagem da sequéncia codificadora da ETK-Trx no vetor de
expressdo pDMO02 foi realizada com sucesso gerando o plasmideo

recombinante pDMKOG;

e Células de Escherichia coli programadas com o plasmideo
recombinante pDMKO06, na presenca do indutor (IPTG), expressaram

altos niveis da proteina ETK-Tr;

e A expressdao em altos niveis da proteina ETK-Trx ocorreu de forma
perfeitamente regulada mostrando a funcionalidade do sistema de

expressao/regulacdo do plasmideo pDM02
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8 PERSPECTIVAS

Produzir a proteina de enteroquinase ativa, para tal corpusculos de inclusao
contendo a ETK-Trx serédo produzidos, dissolvidos com agentes desnaturante (ureia
e cloridrato de guanidina), a partir do que sera realizado o “refolding” em condigbes
gue a enteroquinase possa catalisar a clivagem nos sitios localizados entre as duas
proteinas, seguido da purificacdo da enzima por cromatografia de afinidade e testar

sua atividade enzimaética.
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ANEXO

Tabela 4: Componentes do tampéao de corrida para analise em gel de SDS-PAGE.

Tampé&o de Amostra 2x

Solucdes
Tris-HCI pH 6,8 100mM
SDS 4,0%
Azul de Bromofenol 0,2%
B-mercaptoetanol
Glicerol 20,0%

Tabela 5: Composicéo do corante de Comassie blue de decteccado de proteinas.

Corante Coomassie Blue (1L)

Solucdes
Coomassie Blue 2,59
Metanol 400ml
Acido Acético Glacial 100ml
Agua Milli-Q 450m|
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Tabela 6: Composicéo da solucdo descorante.

Solugéo Descorante (1L)

Solucdes
Metanol 450ml
Acido Acético Glacial 100ml
Agua Milli-Q 450ml
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