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RESUMO

Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, as células precursoras nervosas
migram para seus destinos finais e os axonios sédo direcionados ao longo de um
trajeto até que encontrem seus alvos, com 0s quais estabelecem contatos
especializados. Durante sua navegacao em direcao ao alvo, axdnios interagem com
moléculas da matriz extracelular e de superficie celular, as quais sinalizam o
direcionamento axonal. Nesse contexto, eventos de adeséo célula-célula e célula-
matriz, bem como a protedlise da matriz extracelular sdo fundamentais para o
desenvolvimento e a manutencédo estrutural e funcional do sistema nervoso. ADAMs
sdo proteinas transmembranas tipo | envolvidas tanto em eventos de adesao quanto
na protedlise. ADAM23 € um membro dessa familia expressa principalmente no
SNC, tanto de embrides quanto de adultos, com funcdo potencial de adesao célula-
célula e célula-matriz extracelular, podendo estar envolvida no desenvolvimento e
manutencdo do sistema nervoso. Animais nocaute para o gene que codifica essa
proteina apresentam fortes tremores e ataxia e, sobrevivem no maximo duas
semanas apos o nascimento. Tal fato sugere que ADAM23 possa realmente ter uma
importante funcdo bioldgica no desenvolvimento do sistema nervoso. Com base
nessas informacdes, o presente trabalho teve como objetivo expressar e purificar
essa proteina e utiliza-la como antigeno na producdo de anticorpos policlonais.
Espera-se que essas ferramentas possam ser empregadas em ensaios bioquimicos
e funcionais com o intuito de elucidar alguns dos papéis desempenhados pela
ADAM23 no desenvolvimento e manutencdo do SNC. Diferentes dominios da
proteina ADAM23 humana foram expressos em sistema heterdlogo de Escherichia
coli fusionados a proteina Glutationa S-Transferase de Schistosoma japonicum a
partir do vetor de expressdo pGEX-2T. Extratos de células bacterianas foram
submetidos a purificacdo por adsor¢cdo a matriz cromatografica Glutationa
Sepharose sob condicdes nativas. Somente a construcdo correspondente ao
dominio desintegrina (construgdo 2, aa 499-585) pdde ser purificada
satisfatoriamente e utilizada na imunizacdo de camundongos. A eficiéncia do soro
imune foi avaliada pelo método de ELISA e Western Blotting, no entanto o soro ndo
se mostrou eficiente no reconhecimento de ADAM23 enddgena nem de gHis-
ADAM23. Ja as construgbes correspondentes ao dominio metaloprotease
(construcéo 1, aa 293-496) e a ambos os dominios (construcédo 3, aa 293-585) nao
puderam ser purificadas, pois permaneceram em corpos de inclusdo. Modificagdes
no protocolo original foram realizadas para o dominio metaloprotease na tentativa de
solubilizar a proteina, entre essas modificagbes empregou-se diminuicdo na
concentracdo do agente indutor, mudanca no detergente usado no tampao de lise,
adicdo de agente desnaturante. No entanto ndo foi possivel obter quantidades
significativas da proteina na forma solivel. Uma outra tentativa com a proteina
recombinante do dominio metaloprotease, foi a solubiliza¢do da fracéo insoltvel com
a utilizacdo de sarcosil. Foi possivel solubilizar grande parte das proteinas, no
entanto ndo houve ligacdo a matriz cromatografica, provavelmente por influéncia do
sarcosil, que € um detergente i6nico. Portanto, somente a construcao referente ao
dominio desintegrina pdde ser purificada e utilizada para a producdo de anticorpos,
que, no entanto, se mostraram ineficientes, devido a resposta ter sido gerada contra
a proteina GST, que possui mais aminoacidos. Com isso, as persperctivas do projeto
sdo melhorar as condicdes de purificacdo das proteinas correspondentes ao dominio
metaloprotease e a ambos 0s dominios, para que se possam obter anticorpos mais
eficientes, visto possuirem maior massa molecular. E com essas ferramentas poder
se estudar algumas fun¢des da ADAM23.
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1 INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento de organismos multicelulares, mudltiplos tipos
celulares sdo gerados de uma populacéo inicial de células equivalentes. Essas
células precisam, entdo, migrar e estabelecer os padrdes que ao final levardo a
formacao de tecidos e 6rgdos durante a embriogénese. O destino celular depende
de interacdes célula-célula e célula-matriz tanto estimulatorias quanto inibitorias,
interacOes estas que tém sido amplamente estudadas no caso do sistema nervoso
(SEALS, 2003).

Para que a complexa rede neuronal possa ser formada durante o
desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) existe a necessidade da
migracdo neuronal e do direcionamento axonal. Nesses eventos, interacdes entre
célula-célula e célula-matriz extracelular sdo imprescindiveis. Essas interacdes séo
importantes em processos de morfogénese tecidual e cicatrizacdo e em casos
patolégicos, tais como invasdo de células tumorais e metastase. Uma grande
variedade de moléculas de adesdo e proteases sdo importantes nesses eventos.
Familias de moléculas de adesdo ancoradas a membrana incluem caderinas,
imunoglobulinas, selectinas, integrinas (JULIANO, 2002). Uma nova familia de
moléculas de adesdo tem sido descrita, sendo seus membros conhecidos como
ADAM. (WOLFSBERG et al., 1995).

ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease domain), também conhecidas
como MDCs, sao as Unicas entre as proteinas de superficie celular que possuem
dominios estruturais que atuam tanto na adesado celular quanto na protedlise
(WOLFSBERG et al.,, 1995). Ja foram descritos 40 genes para ADAMs
(http://people.virginia.edu/~jw7g/Table_of the ADAMs.html) em grande variedade
de espécies de mamiferos, em Caenorthabditis elegans, em Drosophila sp e em
Xenopus sp. Entretanto, tais genes ndo estdo presentes em Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisae ou plantas (SEALS et al., 2003).

Em mamiferos a expressdo das ADAMs pode variar consideravelmente,
muitas sdo exclusivas ou predominantes de estruturas reprodutivas, outras possuem
expressdo ampla e ainda ha membros dessa familia que possuem expresséo

tecidual especifica. Dezessete (17) ADAMs sdo expressas no sistema nervoso



central (SNC), sugerindo estarem relacionadas com o desenvolvimento neural (SUN
et al., 2004; KARKKAINEN et al.,2000).

ADAM23/ MDC3 é um membro da familia das ADAMs expressa
principalmente no SNC. Animais deficientes para essa proteina apresentam
problemas neurolégicos, como tremor e ataxia e, sobrevivem no maximo duas
semanas apo0s o0 nascimento (SAGANE et al., 1998; MITCHELL et.al.,, 2001).
ADAM23 possui dominio metaloprotease inativo, entretanto, € um ligante de
integrina, podendo assim, estar envolvida com adesdo de células de origem neural.
A expressdo predominante de ADAM23 no encéfalo tanto de embrides como de
adultos, sugere sua participacdo no desenvolvimento e manutengcdo do sistema
nervoso (SAGANE et al.,, 1998; CAL et al., 2000; SUN et al., 2004). Devido a
auséncia de reagentes comerciais que proporcionem o estudo da proteina ADAM23,
faz-se necessaria a producdo de tais reagentes pelos grupos interessados nha

elucidacéo de algumas de suas fungdes bioldgicas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A DISINTEGRIN AND METALLOPROTEASE DOMAIN

ADAMs sé@o proteinas transmembranas tipo |, constituidas pelos seguintes
dominios: metaloprotease, desintegrina, dominio rico em cisteina, EGF (dominio
semelhante ao fator de crescimento epidermal), transmembrana e citoplasmatico.
Sua estrutura € conservada e esta relacionada com a familia das metaloproteases
de matriz (MMPs) e com as proteinas soluveis de veneno de cobra (SVMPs), nas
quais nao existe dominio transmembranico (Figura 1) (WOLFSBERG et al., 1995).
Em vitimas de picada de cobra, essas metaloproteases e desintegrinas promovem
hemorragia, sendo que as metaloproteases soluveis degradam membranas basais
dos capilares (BJARSON et al., 1995) e as desintegrinas sollveis ligam integrinas
das plaquetas, através de uma sequéncia tripeptidica RGD, inibindo sua agregacao
(NIEWIAROWSKI et al., 1994).



Sequéncia Rico em
sinal cisteina  Transmembrana

ADAM e H H H———
. e ih e 5 - I i VYT : .u.u.. Cauda
Pré-dominio Desintegrina Semelhante citoplasmatica
a EGF
Metaloprotease
de Veneno de
Cobra
Semelhante &
trombospondina (TS)
ADAM-TS
Semelhante a Semelhante &
Metaloprotease Fibronectina tipo Il ___hemopexina
PYOt T T, e
de Matriz _ Y N

Figura 1. Estrutura tipica das proteinas pertencentes a familia das ADAMs e
metaloproteases relacionadas. Representacdo da estrutura generalizada dos dominios da
familia das ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease domain), SVMPs (Metaloproteases
de Veneno de Cobra), ADAMs com motivo Trombospondina (ADAM-TS) e MMPs
(Metaloproteases de Matriz). Partindo-se da extremidade N terminal ADAM apresenta um
peptideo sinal, um pré-dominio, dominios metaloprotease e desintegrina, uma regido rica
em cisteina, um dominio semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF), dominio
transmembrana e uma cauda citoplasmatica. Nota-se que os membros da familia ADAM-TS
possuem numero variavel de motivos semelhantes a trombospondina (TS) .O membro da
familia das MMPs mostrada é da classe das gelatinases. Outras subclasses de MMPs nédo
apresentam sequéncias semelhantes a hemopexina e/ou sequéncias semelhantes a
fibronectina tipo Il. (adaptado COURTNEIDGE & SEALS, 2003).

2.1.1 SEQUENCIA SINAL E PRO-DOMINIO

A extremidade N terminal das ADAMs contém uma sequéncia sinal, que
direciona a molécula para uma rota secretéria e um pré-dominio, que mantém o sitio
metaloprotease inativo. O prodominio exerce sua atividade través de um residuo de
cisteina que sequestra esse dominio em uma conformagéo inativa. Sua remoc¢éo da
proteina precursora esta envolvida com a maturacdo desta e com ativacao do sitio
metaloprotease. Sua funcdo secundaria € auxiliar no dobramento correto da
proteina, particularmente do dominio metaloprotease (VAN WART & BIRKEDAL-
HANSEN, 1990; BECKER et al. 1995; SEALS, 2003).



As ADAMs séo provavelmente sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso
e sofrem maturacdo no ultimo compartimento do complexo de Golgi, maturagéo esta

gue envolve a remocéao do pré-dominio da proteina precursora (LUM et al., 1998)

2.1.2 DOMINIO METALOPROTEASE

O dominio metaloprotease de muitas ADAMs possui 0 sitio ativo consenso
HExxHxxGxxH, no qual os residuos de histidina ligam atomos de zinco, sendo essa
ligacdo necessaria para a atividade proteolitica da molécula, enquanto a glicina
permite uma rotacdo e o acido glutamico € o residuo catalitico. (LUM et al., 1998;
SEALS et al., 2003; WOLFSBERG, et al., 1995). Ha uma notavel conservagdo nesse
sitio catalitico dentre as varias “metzincins”, que além das ADAMSs, inclui as
metaloproteases de matriz (MMP) e as ADAMs com motivo Trombospondina
(ADAM-TS), no entanto cada proteina dentro de sua familia tem caracteristicas
individuais distintas que conferem especificidade para substratos e inibidores de
protease (Figura 1) (STOCKER et al., 1995).

O dominio metaloprotease das ADAMs 1, 8 — 10, 12, 13, 15-17, 19-21, 24-26,
28, 30 e 33-40 contém os residuos do sitio ativo, e assim, séo ativas cataliticamente.
Ja as ADAMs 2-7, 11, 14, 22, 23, 29 e 32 codificam sequéncias diferentes neste
dominio e apesar de estruturalmente similares, o sitio proteolitico ndo esta ativo
(WOLFSBERG et al., 1995; SAGANE et al., 1998; BRACHVOGEL et al., 2002; YANG
et al., 2006). Numerosas ADAMS tém sido descritas como atuantes na clivagem de
proteinas envolvidas no desenvolvimento do sistema nervoso e em casos
patolégicos, como por exemplo, a molécula de adeséo L1, proteina prion e proteina
precursora amiloide (KOIKE et al., 1999; LAMMICH et al., 1999; GUTWEIN et al.,
2000)

2.1.3 DOMINIO DESINTEGRINA

O dominio desintegrina mimetiza um local de ligacdo das proteinas de matriz,
como a fibronectina, aos receptores de integrinas. Assim como a fibronectina, muitas

ADAMs possuem uma sequéncia consenso RGD ou ECD (equivalente ao RGD)



dentro de um trecho de 13 aminoéacidos, chamado alca desintegrina, que confere
ligacdo a integrinas (BLOBEL et al., 1992). ADAM11, ADAM22 e ADAM23 tém uma
seqgUéncia conservada, AVN (E/D) CD, e podem ligar a mesma integrina. Esses
exemplos demonstram que a sequUéncia presente na alca desintegrina tem papel
critico na especificidade da adeséo as diferentes integrinas (SAGANE et al., 1998).
Muitos estudos tém dado enfoque a funcdo das ADAMs inativas
proteoliticamente no desenvolvimento neural: varias muta¢des tanto no dominio
desintegrina quanto no dominio rico em cisteina da proteina UNC71 de C. elegans
(homéloga a ADAM14 ja descrita como enzimaticamente inativa) resultaram em

defeitos na trajetéria de axénios de neurdnios motores (HUANG et al., 2003).

2.1.4 DOMINIO RICO EM CISTEINA

ADAMs 1, 3, 12 e 14 tém um motivo na sua regido rica em cisteina que é
muito similar a sequéncias encontradas em peptideos de fuséo virais (BLOBEL et
al., 1992). Esse fato, juntamente com observacdes que mostraram que as ADAMSs 1,
3 e 12 participam de reacdes de fusdo celular, levaram a hipotese de que essa
regido esta envolvida em fusdo de membranas. Ela também pode complementar a
capacidade de ligacdo do dominio desintegrina e, talvez, proporcione especificidade
as interacbes mediadas por esse dominio. Além disso, ja se sabe que essa regido
regula a atividade metaloprotease em ADAM13 de Xenopus (SEALS, 2003).

2.1.5 DOMINIO SEMELHANTE A EGF, DOMINIO TRANSMEMBRANA E CAUDA
CITOPLASMATICA

O dominio semelhante & EGF, o dominio transmembrana e a cauda
citoplasmatica nas ADAMs sugerem que estas moléculas podem servir como
transdutores de sinal entre o meio extracelular e intracelular. As caudas
citoplasmaticas das ADAMs sdo muito variaveis tanto em tamanho quanto na sua
sequéncia e possuem motivos especializados que tém sido postulados como
estando envolvidos na regulacao da atividade metaloprotease a partir do meio intra

para o0 meio extracelular, na regulagdo da sinalizacao celular a partir do meio extra



para o intracelular, e/ou no controle da maturacdo e da localizacdo subcelular
(SEALS, 2003). Essa regido pode ainda conter sitios de ligacdo para proteinas
possuidoras de dominio SH3 e sitios de fosforilacdo para serina/treonina e/ou
tirosina quinases, podendo, assim, ndo somente regular a funcdo da ADAM
diretamente, mas também, prover interacdo com ligantes intracelulares possuidores
de dominio SH2 nos residuos resultantes de fosfotirosina (HOWARD, 1999;
HOUGAARD, 2000; POGHOSYAN, 2001; SUN et al., 2004).

2.2 ADAM23

ADAM23 pertence ao grupo das ADAMs predominantemente expressas no
SNC, grupo este que inclui a ADAM11l, ADAM22 e ADAM23. As sequéncias
protéicas dessas trés ADAMs sdo particularmente similares e, devido a auséncia do
sitio metaloprotease catalitico, elas possivelmente atuam no cérebro através de seu
dominio desintegrina (SAGANE et al., 1998). Essa similaridade é corroborada pelo
fato de que animais nocaute para ADAM23 apresentam fenotipo similar aos animais
nocaute para ADAM22 (SAGANE et al., 1999). Esses fatos sugerem que ADAM22 e
ADAM23 possuem fungdes especiais, que ndo sao redundantes e que nao podem
ser compensadas pelo aumento de expressado de outras ADAMs (YANG et al.,
2006). Em adicdo, estudos ja demonstraram que ADAM22 € requerida em
mamiferos para a correta mielinizacdo de axénios do sistema nervoso periférico
(SAGANE et al., 2005).

ADAM23 é uma metaloprotease inativa, pois apresenta auséncia do sitio de
ligacdo ao zinco (SAGANE et al., 1999), e é expressa predominantemente no SNC,
principalmente nas células de Purkinje no cerebelo, no cortex cerebelar, no
hipocampo e no ganglio basal, areas importantes no controle das respostas ao
movimento (MITCHEL et. al.,2001; GOLDSMITH et.al.,, 2004). Camundongos
mutantes para o gene da ADAM23 foram descritos como sendo menores que 0O
normal, atéxicos, apresentando fortes tremores e morrendo depois de duas semanas
apos o nascimento (MITCHEL et al., 2001). Embora os mecanismos subjacentes a
esses sintomas ainda néao estejam claros, eles podem estar relacionados a auséncia
de maturacdo neuronal e/ou degeneracdo neuronal. O envolvimento do ganglio

basal e os claros sintomas dos animais nocaute para ADAM23 sugerem que essa



proteina pode exercer um papel biolégico em desordens neurologicas que envolvem
0 ganglio basal, incluindo doencas como Parkinson e Huntington (YANG et.al.,
2006).

Cal e cols. (2000) mostraram que a ADAM23 interage in vitro com a integrina
avB3 e promove adesédo celular por um motivo AVNECDIT do dominio desintegrina.
Sabe-se gue essa integrina é abundantemente expressa nas células da glia radial
durante o desenvolvimento de camundongos e pode estar facilitando a migracéo
neuronal dentro do SNC (HIRSCH et al., 1994; CAL et.al., 2000).

Ja foi demonstrado que o dominio desintegrina da ADAM23 promove adeséo
em células de neuroblastoma de forma dose-dependente. Maxima adesdo foi
detectada na presenca de cétions divalentes, o que converge com a informacgéo de
que a atividade de muitas integrinas € regulada por ions divalentes. Logo, os efeitos
de adeséo celular promovidos pela ADAM23 sdo mediados por sua interacdo com
integrina, especificamente com avB3. Essa interagcdo foi demonstrada quando
células que expressavam integrina av33 funcional (33-CHO -chinese hamster ovary)
foram semeadas sobre pocos recobertos pelo dominio desintegrina de ADAM23 e
aderiram mais em comparacao com células CHO que expressavam a integrina a5@1
. Esta interacdo entre ADAM23 e avp3 foi evidenciada ao se bloquear a funcéo desta
integrina usando um anticorpo monoclonal anti- avB3. Foi verificado que, mesmo em
presenca de ADAM23, a adeséo da linhagem B3-CHO diminuiu substancialmente na
presenca do anticorpo anti- avp3 (CAL et al., 2000).

Interessantemente, avp3 atua na proliferacdo de precursores de
oligodendrocitos em cérebros perinatais (BARON et al., 2001) e parece ser
necessaria para maturacdo de sinapses hipocampais excitatorias (CHAVIS &
WESTBROOK, 2002), além disso, av33 € abundantemente expressa nas células
gliais radiais durante o desenvolvimento de camundongos (CAL et al., 2000; HIRSH,
1994). Assim, pode estar ocorrendo uma interacdo entre ADAM23 e av3, no
sentido de facilitar a migragdo dos neurdnios no SNC (CAL et al., 2000), uma vez
que as células da glia radial ddo suporte a migracédo dos neurdnios (ZIGMOND et al.,
1999).

Sabendo-se que eventos de adesao célula-célula e célula matriz extracelular
sdo de grande importancia para a formacdo da rede neural, pode ser que alguns
destes eventos estejam sendo modulados pela ADAM23 que interage

especificamente com avB3 (CAL et al.,, 2000). Em adicdo a funcédo potencial de



ADAM23 em processos normais, esta pode ainda favorecer a progressédo tumoral
através da facilitacdo das interacbes célula-célula mediadas por integrina.
Consistente com esse fato, ja foi demonstrado que avB3 estd envolvida na
progressdo de melanoma e na inducdo de neovascularizacdo por células tumorais
(BROOKS et al., 1994; RUOSLAHTI, 1997; CAL et al., 2000).

Em células P19 pluripotentes, ADAM23 esta distribuida uniformemente na
superficie celular, consistente com o fato de que ela é transmembrana. Ja nas
células em diferenciacdo, sua distribuicdo se torna assimétrica antes da formacao do
neurito e, ao final, existe mais ADAM23 na parte proximal do neurito do que em
outras partes do neur6nio. Ja se demonstrou que moléculas de adesao e proteinas
extracelulares podem afetar a diferenciacdo do axdnio e dos dendritos em cultura de
neurénios hipocampais. Logo, é possivel que ADAM23, através de sua interacao
com integrinas ou outras proteinas, esteja envolvida na formacéo de neuritos pela
modulacdo das condicbes de adesdo do neurito a matriz extracelular (SUN et al.,
2007).

2.3 ADAM23 E SUAS VARIANTES

Sun e colaboradores (2004) identificaram uma isoforma da ADAM23
(ADAM23a) humana, chamada ADAM23y, que nao possui 0 dominio
transmembrana e que é principalmente expressa em cérebros de embribes e
neonatos, e uma isoforma, chamada ADAM23B, cujo dominio transmembrana é
codificado por um éxon ainda nao descrito, ambas provenientes de processamento
alternativo do RNA. Interessantemente, o padrdo de expressdo temporal da
subunidade av durante o desenvolvimento de camundongos € de certo modo
coincidente temporalmente com o da ADAM23y, a qual é principalmente expressa
em encéfalos de embrides e neonatos. O nivel de mRNA de ambas diminui
drasticamente apds 0 nascimento, desaparecendo no SNC de camundongos
adultos. Logo, a interacdo entre ADAM23y e av pode ser importante em algum
estagio durante o desenvolvimento cerebral. Em alguma extensdo, ADAM23y pode
estar competindo com ADAM23a e 3 por av, prevenindo a ligacado de avB33 a outras
moléculas, e assim modulando as interacfes célula-célula e célula-matriz. Todos

esses fatos corroboram ainda mais para o fato de que ADAM23 tem importante



papel no SNC (SUN et.al., 2004).

Goldsmith e colaboradores (2004) demonstraram que células granulares
cerebelares (CGCs) sintetizam duas formas glicosiladas de ADAM23 com massas
moleculares aproximadas de 70 kDa (ADAM237%%) e de 100 kDa (ADAM23%%P?) e

3100kDa

ambas estdo presentes na célula. ADAM2 representa a forma imatura da

proteina (cuja massa predita é de 92 kDa), enquanto ADAM237%P2

corresponde a
forma madura, na qual ha auséncia do pro-dominio e cuja massa teoérica € de 61
kDa. Essa hipdtese foi levantada, visto a ADAM23 possuir um motivo de
reconhecimento para uma pro-proteina convertase entre seu pro-dominio e seu
dominio metaloprotease, e esse fato sugere que ndo s6é as ADAMS cataliticamente

ativas sao processadas por pré-proteinas convertase (GOLDSMITH et.al., 2004).

2.4 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO DA PROTEINA ADAM23

Um dos grandes desafios da neurociéncia € explicar como os axbnios e
dendritos crescem, encontram seus alvos e estabelecem seletivamente sinapses
com estes alvos, formando uma complexa rede funcional. Levando-se em
consideracdo alguns aspectos: que a ADAM23 é predominantemente expressa no
SNC; e também o dramatico fenétipo de camundongos nocaute, € possivel que ela
possua papel-chave na biologia do sistema nervoso. Essas varias consideracdes
nos levam a investigar o papel bioldgico da ADAM23, mas para iSSo S840 hecessarios
reagentes especificos que possam reconhecé-la em diversos ensaios bioquimicos e
funcionais. Neste contexto, anticorpos policlonais que reconhecam o antigeno de
interesse mostram-se adequados como ferramenta no estudo da funcéo bioldgica da
proteina ADAM23.

3 OBJETIVOS

Expressar dominios da proteina ADAM23 humana em sistema heterdlogo
recombinante de E. coli a partir do vetor de expressao pGEX-2T.
Purificar as proteinas obtidas com o0 uso da matriz cromatografica Glutationa

Sepharose.



Obter anticorpos policlonais contra os diferentes dominios da proteina
ADAMZ23.

Utilizar os reagentes obtidos em ensaios bioquimicos, tais como Western
Blotting e ELISA.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CLONAGEM DOS DIFERENTES FRAGMENTOS GENICOS DE INTERESSE
EM VETOR pGEX-2T

Um fragmento génico contendo 549 pares de bases correspondente ao
dominio metaloprotease (construcdo 1, aa 293-496), um fragmento génico contendo
225 pares de bases correspondente ao dominio desintegrina (construcéo 2, aa 499-
585) e um fragmento contendo 813 pares de bases correspondentes aos dominios
supracitados juntos (construcdo 3, aa 293-585), todos provenientes da proteina
ADAM23 humana, foram obtidos por meio de PCR (polimerase chain reaction), a
partir de cDNA da molécula inteira, proveniente da constru¢cdo pcDNA- Adam 23-HA
(CAL et al., 2000) cedida gentimente por Santiago Cal (Figura 2). Os

oligonucleotideos  iniciadores que serdo usados sdo: foward 5°-

CGGGATCCATGAAATATTTGGAACTTATGATTG-3'e reverse 5-
CGGAATTCTCATGGCCTGTTGAAAAGGC-3" para a construcdo 1; foward 5°-
CGGGATCCGAAGCTGGGGAGGAGTGTG-3 e reverse 5-

CGGAATTCTCAATGAAGATTTGGTGGGCAC-3" para a construcdo 2 e, para a
construgcédo 3 a combinacdo do foward da construgcdo 1 com o reverse da construcéo
2. Os fragmentos amplificados foram clivados com as endonucleases de restricdo
Bam HI e EcoRI e clonados no vetor pGEX 2T (Pharmacia Biotech) digerido com as
mesmas endonucleases. Essas construgdes permitiriam a expressao dos diferentes
dominios da proteina ADAM23 fusionados a proteina Glutathiona S-Transferase
(GST) de Schistosoma mansoni.



Construcao
Construcao 1 2

COOH

Construcéo 3

[‘ Peptideo sinal (residuo 1 ao 55) . Regido rica em cisteina (586 - 723)
D Pré dominio (PD, 56 - 283) . EGF (720 -766)

. Metaloprotease (MET, 296 - 493) .Transmembrénica (790 - 810)

Desintegrina (DES, 499 - 585) . Cauda citoplasmatica (811-828)

Figura 2. Estrutura primaria e dominios presentes na proteina ADAM23. A figura também
mostra as trés diferentes construgfes da proteina feitas para serem expressas em sistema
pGEX-2T.

4.2 MINIPREPARACAO E REACAO DE DIGESTAO PARA ANALISE DOS
PLAMIDEOS PURIFICADOS

Bactérias eletrocompetentes da cepa DH5a foram transformadas com as
construcdes da proteina ADAM23. Foi usado um pulso de 1,4 kV em eletroporador
(BioRad). As bactérias DH5 a, apos transformacéo, foram recuperadas em 1ml de
meio LB (10g/l peptona de soja, 5¢g/l de extrato de levedura e 10g/l de NaCl) sem
antibiotico por 1 hora a 37C em estufa. Apos 1 hor a aliquotas de 10, 20, 50 e 100yl
da suspensao de bactérias foram plagueadas em meio sdlido (10g/l de peptona de
soja; 59/l de extrato de levedura e 10g/l de NaCl e 15g/l de agar) mais antibiético
(100ug/ml de ampicilina) e crescidas por 16 horas a 37°C em estufa. Foram feitos
pré-inéculos com cada uma das construcbes em 5ml de meio LB liquido mais
antibiotico, cultivados por 16 horas a 37°C sob agitacdo constante (agitador
Certomat-BS1). Centrifugou-se 3 ml da cultura saturada a 13,4 rpm (minicentrifuga
Eppendorf) por 1 minuto para obtencdo de um sedimento de células. Procedeu-se,



entdo, a producdo de minipreparacdes fazendo-se uso do Kit Eppendorff

(FastPlasmidtv Mini, Hamburg-Alemanha) para Minipreparacoes.

4.3 VERIFICACAO DA PRESENCA DO INSERTO

Para a confirmacédo da presenca do inserto nas preparacdes dos vetores foi
realizada a digestdo de 5 pl das minipreparacoes (tipicamente 200 ug de plasmidio)
com as enzimas de restricdo BamHI (20U/ul) e EcoRI (20U/ul), que cortam o vetor
nas extremidades mais distais do sitio de policlonagem liberando assim os insertos.
Depois de estabelecidas as condi¢bes da reacdo para 15 pl de volume final, os
tubos contendo as amostras foram centrifugados rapidamente e apés digestao (16
horas a 37C) foi aplicado tamp&o de amostra Loading Dye (Fermentas) 1X aos
produtos das digestdes e entdo aplicadas em gel de agarose 0,8% para separacao
eletroforética. O gel foi incubado com solucdo de brometo de etideo e visualizado em
u.v.

4.4 EXPRESSAO DOS DIFERENTES DOMINIOS DA PROTEINA ADAM23 EM
SISTEMA HETEROLOGO DE E. coli A PARTIR DO VETOR pGEX-2T

Bactérias de cepa de E. coli BL 21 (Novagen Co.) quimiocompetentes
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001) foram transformadas com diferentes constructes
de ADAM23.

Com as col6nias recombinantes, foi feito um pré-indculo de 2 ml de meio
2XYT (16g/l de peptona de caseina; 10g/l de extrato de levedura; 5g/I de NaCl)
contendo 100 pug/ml de ampicilina. O pré-indculo permaneceu por 16 horas a 37C
sob agitacdo a 200 rpm. Apds o tempo de crescimento, obedecendo a uma diluicdo
de 1:50, 150 pl de pré- indculo foram adicionados a 8 ml de meio 2XYT com
antibiético. Esses inoculos permaneceram sob agitacdo a 37T até atingirem Abs goo
entre 0,6 — 0,8. Aliquotas de 1 ml foram coletadas para posterior caracterizacdo das
culturas ndo induzidas. A partir desse momento iniciou-se a inducdo da expressao
protéica com a adicdo de um analogo da lactose, o isopropyl 3 D-thiogalactoside

(IPTG) na concentracdo de 0,1 mM e apos 2 horas de inducéo, aliquotas de 1 ml



foram coletadas para caracterizacdo das culturas induzidas. Para a verificacdo do
padrdo de expressao protéica entre as diferentes colbnias, foi feita uma separacao
eletroforética em gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001) com amostras das coldnias nao induzidas e induzidas. Os clones de
cada construcdo com melhor padrdo de expressdo foram escolhidos para serem
expandidos.

Foi feito um pré-inéculo em 50 ml de meio 2XYT com ampicilina para cada
construcéo, e estes ficaram crescendo por 16 horas a 37C sob agitacdo. Apos o
tempo de crescimento, obedecendo a uma diluicdo de 1:50, 8 ml de pré- in6culo
foram adicionados a 400 ml de meio 2XYT com antibidtico. Esses in6culos
permaneceram sob agitacdo a 37T até atingirem Abs gy entre 0,6 — 0,8. Aliquotas
de 1 ml foram coletadas para posterior analise. A partir desse momento iniciou-se a
inducdo da expressao protéica com a adicdo de IPTG na concentracdo de 0,1 mM.
Apos 3 horas de inducdo, aliqguotas de 1 ml foram coletadas e as culturas
bacterianas foram centrifugadas por 15 minutos a 5 000 x g. Os sobrenadantes
foram entdo descartados completamente, e as culturas sedimentadas colocadas em
gelo, sendo entdo ressuspendidas em 20 ml de tampé&o de lise (PBS 1X pH 7,4;
1mg/ml de lisozima; 2 mM PMSF) e permanecendo sob incubagdo em banho de gelo
por 15 minutos (para melhor atividade da lisozima) e, posteriormente, submetidos a
lise mecanica em prensa de French (1000psi). Logo apés, foi adicionado aos lisados
Triton-X100 na concentracdo final de 1%, e estes permaneceram incubando sob
agitacao a 4°C por 30 minutos. Foi feita entdo uma etapa de clareamento dos lisados
bacterianos, através de centrifugacdo por 30 minutos a 9 000 x g. Os sobrenadantes
deste clareamento foram filtrados em membrana de 0,45 pum e as fragcfes insoluveis

foram analisadas.

4.5 PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES ATRAVES DA MATRIZ
CROMATOGRAFICA GLUTATHIONA SEPHAROSE-4B

Um volume de 270 ul da matriz cromatografica Glutathiona-Sepharose 4B
(Amersham Biosciences), previamente equilibrada com PBS, foi utilizado para a
purificacdo das proteinas fusionadas a GST. A matriz foi incubada com lisados

bacterianos a 4C por 16 horas sob agitacdo. Posteriormente as suspensdes foram



centrifugadas (5000 rpm) para a recuperacao da matriz e esta passou por uma serie
de trés lavagens com PBS. As proteinas ligadas na resina foram eluidas com
tampéo de glutationa reduzida (10mM de glutationa reduzida em 50mM de Tris-HCI
pH 8,0) em cinco fracbes de 200 pul. As fragdes que continham proteinas eluidas
(somente a proteina correspondente ao dominio desintegrina fusionado a GST)
foram combinadas e dialisadas contra 6 litros de PBS, 1mM PMSF a 4 para a

retirada da glutationa livre.

4.6 SEPARACAO ELETROFORETICA POR SDS-PAGE

As proteinas correspondentes aos diferentes dominios de GST-ADAM23
provenientes da eluicdo (El), juntamente com aliquotas da resina apos eluicéo (Res),
da fracdo do lisado que nao se ligou a resina (Void), da lavagem da resina (Lav), da
fracdo insoluvel (pellet - Pel) e das colénias bacterianas ndo induzidas (NI) e
induzidas (3h) foram resolvidas por SDS-PAGE 12%.

4.7 WESTERN BLOTTING

As amostras separadas através de SDS — PAGE foram eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose (0,45 um — Amersham Biosciences, USA) durante 16
horas sob voltagem de 25 V em tampao gelado (190 mM glicina, 25 mM Tris, 20%
MeOH). As membranas foram blogueadas durante duas horas com TBST (129mM
de NaCl, 20mM de Tris e 0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado
liofiizado (Molico, Nestlé). Foi utilizado o anticorpo primario anti-GST na
concentracdo de 1:2000 diluido em tampéao de bloqueio, com o qual a membrana foi
incubada por 16h horas a 4° C sob agitacdo. Apds a incubacdo, a membrana foi
lavada cinco vezes de trés minutos com TBST e em seguida, adicionou-se 0
anticorpo secundario: anti-imunoglobulina de coelho, conjugado a peroxidase
(SIGMA) na diluicdo de 1:4000. A membrana permaneceu incubando com este
anticorpo durante uma hora a temperatura ambiente. Novo ciclo de lavagem se
repetiu, sendo a membrana entdo incubada com o substrato adequado para a

reacao quimioluminescente empregando-se o Kit West Pico (Pierce Co.). Um auto-



radiograma (Kodak) foi exposto a membrana em diversos tempos até a visualizacao

das bandas de interesse.

4.8 IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS

A producao de anticorpos policlonais contra 0 dominio desintegrina fusionado
a GST foi realizada como descrito por Harlow e Lane (1998). Primeiramente, foram
coletados 500 ul de sangue através do plexo orbital de quatro camundongos da
linhagem Balb/C, devidamente identificados (como M@84 a M@87) para obtencéo de
soro pré-imune antes do inicio das imunizacdes. Apds coleta do sangue, 0 mesmo
foi mantido em estufa a 37<C por 1 hora para retra¢ do do coagulo. O soro foi entdo
separado do coagulo por centrifugacdo a 4 rpm (centrifuga Eppendorff 5810R rotor
A-4-62) por 10 minutos a 4C , aliquotado e estocad o a -20<C.

A primeira imunizagcdo dos camundongos (intraperitonealmente) foi feita com
50 ug da proteina recombinante purificada por animal e emulsificada com 50 ul de
adjuvante completo de Freund, o qual possui bactérias Mycobacterium tuberculosis
mortas e funciona como um estimulador ndo especifico da resposta imune
(HARLOW & LANE, 1998). Além da proteina, foram adicionados 16 pl de Al(OH);3
(hidroxido de aluminio a 62 mg/ml) e 14 pl de PBS 1X. As demais imuniza¢fes foram
realizadas a cada 15 dias sob as mesmas condi¢des, apenas modificando o
adjuvante para adjuvante incompleto de Freund.

ApOs a quarta imunizacéo, foi feita a primeira coleta de soro imune do animal,

o qual foi, posteriormente testado por ELISA e Western Blotting.

4.9 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA DO DOMINIO METALOPROTEASE SOB
QUATRO DIFERENTES CONDICOES PARA PROMOVER A SOLUBILIZACAO
DAS PROTEINAS DE INTERESSE

Visto as proteinas GST-metaloprotease e GST-metaloprotease + desintegrina
terem permanecido na fracdo insoluvel do lisado bacteriano, modificacdes no
protocolo baseadas nas literaturas abaixo foram realizadas na tentativa de solubilizar

estas proteinas. Os testes foram feitos somente com uma das construcdes, a que



corresponde a GST-metaloprotease, pois, como apresentou melhor padrdo de
expressado, poderia facilitar a padronizacdo das novas modificacbes (RUDOLPH &
LILIE, 1996; CLARK, 1998; SAMBROOK & RUSSEL, 2001; TSUMOTO et.al., 2002;
WHITE, 2003).

4.9.1 Diminui¢@o nos niveis de expressao

O protocolo para a expressdao em larga escala € o mesmo ja explicitado
anteriormente. As modificagbes sofridas foram estas: diminui¢do na temperatura de
crescimento das bactérias de 37°C para 20°C; diminuicdo no tempo de inducéo de 3
para 2 horas e aumento na aeracao durante o crescimento bacteriano. Tudo isso foi
feito na tentativa de melhorar a expressao protéica, possibilitar um tempo maior de

dobramento e melhorar a solubilizagdo das proteinas.

4.9.2 Diminuicdo na concentracao do agente indutor

A modificacéo feita no protocolo foi a diminuigdo do agente indutor IPTG, cuja
concentracéo inicial era de 0,1 mM e foi modificada para 0,05 mM, também com o

intuito de diminuir os niveis de expressao.

4.9.3 Utilizacao de agente caotropico durante a lise

A ultima condicdo imposta a purificacéo foi a adicdo de um agente caotropico
ao tampao de lise, a uréia na concentracdo de 3 M, concentragdo esta que permitiria
a desnaturacdo parcial da proteina ao mesmo tempo em que nao interferiria na

ligacdo da proteina a matriz cromatografica



4.9.4 Utilizacdo de Tween 20

A condicdo imposta para essa nova tentativa foi a modificagdo do detergente
usado durante a lise. Apés ser passado na Prensa de French o lisado passou por
uma incubacdo com detergente durante 30 minutos sob agitacdo constante. O
detergente anteriormente utilizado foi o Triton X-100, que nesse experimento foi
substituido por Tween 20 na concentracgédo final de 2%.

4.10 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA DO DOMINIO METALOPROTEASE E
PURIFICACAO COM SOLUBILIZACAO DA FRACAO INSOLUVEL DO LISADO
BACTERIANO

Visto os resultados das metodologias anteriores terem demonstrado que a
proteina continuou na fracdo insoltvel do lisado bacteriano, partiu-se para uma nova
tentativa. Foi feita uma nova transformacéo quimica das bactérias BL21 (DE3) com 0
produto da minipreparagdo do plasmideo correspondentes ao dominio
metaloprotease.

Dentre as colonias transformadas, 4 foram escolhidas para se fazer uma
expressdo em pequena escala, e a colbnia com melhor padrdo de expressao foi
selecionada para ser feita uma expressdo em larga escala, que segue 0 mesmo
protocolo das outras expressdes (abaixamento de temperatura, diminuicdo de tempo
de inducdo, aumento de aeracéo, utilizacdo de Tween 20), a Unica modificacao foi a
submisséo do lisado bacteriano a sonicacéo (3 ciclos de 1 minuto cada).

A novidade desse protocolo foi solubilizar a fracdo insolivel do lisado
bacteriano uma com a utilizacdo de um tamp&o contendo um detergente diferente, o
sarcosil (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1,5% sarcosil)
(PHARMACIA; RUDOLPH & LILIE, 1996; SAMBROOK & RUSSEL, 2001;
TSUMOTO et.al., 2002; WHITE, 2003). Apés a solubilizacdo, a suspensdo passou
por 3 ciclos de sonicacdo de 1 minuto, logo apds, foi passada 4 vezes na prensa de
French e centrifugada a 9 000 X g por 15 minutos a 4°C. A fracdo soluvel resultante
foi filtrada em membrana de 0,45 pum e incubada por 3 horas com a matriz
cromatografica previamente equilibrada. Foram feitas 2 eluicbes com 400ul cada

conforme o protocolo de elui¢do ja descrito anteriormente. As amostras da primeira e



da segunda purificacdo foram submetidas a SDS-PAGE 12% para analise dos

resultados.

4.11 TESTE DO SORO IMUNE POR ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY)

Ensaios de ELISA de captura de anticorpo foram empregados para se
analisar a eficiéncia dos anticorpos. O método consistiu em sensibilizar doze pogos
da placa de ELISA com 0,1 pg das seguintes proteinas (antigenos): GST purificada
(quatro pocos), dominio desintegrina fusionado a GST (quatro pocos) e gHis-
ADAM23 (quatro pocos) todas em 50 pl de tampéao carbonato 50mM pH 9,7. A placa
com a solucdo de antigeno foi deixada a 4T por apr oximadamente 16 horas, para
que a proteina fosse devidamente adsorvida na placa. No dia seguinte, a placa foi
lavada com solucdo de PBST 0,05% e entdo bloqueada por 1h a 37<C com 100 pl
da solucéo de bloqueio PBS-BSA 1%. A solugcao de bloqueio foi descartada e cada
um dos soros imunes dos camundongos M@84, MJ85, MJ86 e M@87 foram
adicionados na diluicdo de 1:100 a solucédo de PBS-BSA 0,1% e colocados em um
poco contendo GST, outro contendo desintegrina fusionada a GST e outro contendo
sHis-ADAM23. Para que 0s anticorpos presentes no meio se ligassem devidamente
ao antigeno, deixou-se a placa incubando por 2 a 3 horas a 37C. Em seguida, a
placa foi lavada com PBST 0,05%, e cada poco incubado por 45 minutos a 37C
com 100 pl de solucdo de anticorpo secundario, anti-lgG de camundongo conjugado
a enzima peroxidase (1:5000), em solucédo de PBS-BSA 0,1%. Novamente a placa
foi lavada e entdo foram adicionados a cada poco 100 pl da solugcéo de revelacao:
tampao citrato (50mM fosfato dissédico monoacido, 24mM acido citrico, pH 5 a 5,2),
OPD (o-fenildiamina) (0,2mg/ml) e peréxido de hidrogénio 30% (2 pl/ml). Apos 15
minutos de incubacdo no escuro, a temperatura ambiente, a revelacdo foi
interrompida com 100 pl por poco de solucdo de acido sulfurico 2M, possibilitando a

leitura em leitor de microplacas com filtro de 490nm.



4.12 WESTERN BLOTTING PARA TESTE DO SORO IMUNE

Extracbes de proteinas totais de encéfalo de camundongos adultos, bem
como fracdes enriquecidas de proteinas precipitadas com 30% de sulfato de amdnio
preparadas como previamente descrito (MARTINS et al., 1997) foram submetidas a
SDS-PAGE 10% (100 pg de proteina por poco) e transferidas para uma membrana
de nitrocelulose, a qual foi utilizada para ensaio de Western Blotting. Os soros
imunes dos camundongos M@84, M@85, M@86 e M@87 foram testados na diluicdo
de 1:500; como controle negativo utilizou-se o soro ndo imune dos animais e como
controle positivo utilizou-se um anticorpo anti- ADAM23 peptideo (COSTA et al.,
2004; 2005). O anticorpo comercial anti-imunoglobulina de camundongo acoplado a
peroxidase foi utilizado como anticorpo secundario na diluicdo de 1:4000. Para a
verificacdo da reacdo antigeno-anticorpo seguiu-se o protocolo de revelagcédo ja

supracitado.

5 RESULTADOS

5.1 CLONAGEM DOS DIFERENTES FRAGMENTOS GENICOS DE INTERESSE
EM VETOR pGEX-2T

5.1.1 Digestéao dos vetores pGEX-2T para liberacéo dos insertos de ADAM23

Os fragmentos de ¢DNA clonados no vetor pGEX-4T-2 foram liberados por
dupla digestdo como descrito no item 4.3. A figura 3 representa os resultados das
digestdes. A figura revela a presenca de fragmentos de DNA com massas
aproximadas de: 549 pb, 225 pb e 813 pb, que correspondem, respectivamente, aos
tamanhos dos insertos dos dominios metaloprotease, desintegrina e de ambos o0s
dominios, embora a banda de desintegrina ndo esteja evidente.

Em funcdo de desvantagens e dificuldades anteriormente encontradas na
obtencdo da proteina ADAM23 com etiqueta de seis histidinas, resolveu-se mudar

para o sistema pGEX que, como se vera adiante, se mostrou mais eficaz na



producdo da proteina ADAM23 recombinante. Com base nos resultados
apresentados pode-se concluir que a digestdo dos vetores foi eficiente (figura 3),
pois os fragmentos de DNA corresponderam as massas moleculares esperadas para
os insertos dos dominios de ADAM23 (700pb). A partir desta confirmacgao, foi
possivel iniciarem-se 0s ajustes dos protocolos para a expressao e purificacdo das

trés construcdes da proteina ADAM23.

Figura 3. Digestao dos vetores pGEX- 2T contendo os insertos para os diferentes dominios
de ADAM23. As enzimas de restricdo utilizadas foram BamHI (20U/ul) e EcoRI (20U/ul), que
cortam o vetor nas extremidades mais distais do sitio de policlonagem liberando assim os
insertos, na presenca de tampédo 6timo Buffer Red 1X (Fermentas). Foram utilizados 5 pl
das minipreparacdes, estimadamente 200ug de DNA. Apds digestao (16h a 37C) foi
aplicado tampao de amostra 1X aos produtos das digestfes e entdo aplicadas em gel de
agarose 0,8% para separacdo eletroforética. Foram utilizados os marcadores de massa
molecular AHind (canaleta 4) e Gene Ruller (canaleta 5). Os produtos da digestdo dos
vetores pGEX-2T-metaloprotease (caneleta 2) e pGEX-2T-metaloprotease+desintegrina
(canaleta 1) deixam claro que houve a liberacdo dos insertos (549 e 813 pb,
respectivamente) e que o vetor contém o gene de interesse. Com relacdo a pGEX-2T-
desintegrina (canaleta 3), ndo foi possivel visualizar a banda de interesse, pois o inserto
desse dominio possui poucos pares de bases (225 pb), dificultando a visualizacao.



5.2 EXPRESSAO E PURIFICACAO DOS DIFERENTES DOMINIOS DA PROTEINA
ADAM23 EM SISTEMA HETEROLOGO DE E. coli A PARTIR DO VETOR pGEX-2T

Transformacao quimica das bactérias BL21 (DE3) com as trés contrucdes de ADAM23

’

Clones com melhor taxa de expressao escolhidos para expressao (figura 5) em
larga escala, induzidos com 0,1mM de IPTG por 3h a 37°C

|

Sedimentacao das bactérias por centrifugacéo e ressuspenséo das
células com 20 ml de tampao de lise gelado contendo lisozima

’

Lise quimica por 15 minutos em banho de gelo e lise mecanica em

prensa de French

|

Incubagé&o por 30 minutos com Triton X-100 a 4°C

|

Clareamento do lisado por centrifugacéo a
4°C seguido de filtracéo e incubacéo com a
matriz cromatografica

’

Purificacdo dos dominios desintegrina,
metaloprotease e
metaloprotase+desitegrina fusionados
aGST

— N

Proteinas resolvidas por
SDS-PAGE 12%
(figuras 6,7 e 8)

Producéo de anticorpos
policlonais em camundongos

Reacdo de Western
Blotting com anticorpo
anti-GST (figura 9)

contra o dominio desintegrina
fusionado a GST

Figura 4. Fluxograma das etapas da expressdo e purificacdo da proteina recombinante
6His-Rnd1. Detalhes em materiais e métodos.




5.2.1 Miniexpresséao das col6nias transformadas com produtos da ligacéo dos
diferentes insertos de ADAM23 ao vetor pGEX-2T

Produtos da ligacdo do vetor pGEX-2T com os diferentes insertos de
ADAM23, apos sua purificacdo pela técnica de minipreparacao, foram utilizados para
transformar bactérias quimiocompetentes da cepa de BL21(DE3). Clones contendo o
plasmideo foram selecionados por antibidtico (ampicilina). Para a verificacdo do
padrdao de expressao, foi feita uma miniexpressdo com 4 colbnias de cada
construcdo, escolhidas aleatoriamente. Amostras das colbnias antes da inducéo e
apos 2h de inducéo foram submetidas a SDS-PAGE 12% (Figura 5). As colbnias que
expressaram o0s dominios da proteina GST-ADAM23 foram selecionadas para a

realizacdo da expressao em larga escala (1 colonia de cada construcao).

Miniexpressao Desintegrina-GST Miniexpressdo metaloprotease-GST
B
118kDa]
85kDa{-
47kDaq
36kDa:
26kDa
PM NI 2h NI 2h NI 2h NI 2h PM NI 2h NI 2h NI 2h NI 2h
coL1 CcoL2 CcoL3 coL4 COoL1 COoL2 COoL3 CoL4

Miniexpressao desintegrina+metaloprotease-GST

118kDa-
85kDa-|

47kDa
36kDa-fa [
26kDafs

PM NI 2h NI 2h NI 2h NI 2h
COL1 CcoL2 COL3 COoL4

Figura 5: Analise da miniexpressao dos diferentesd  ominios da proteina GST-ADAM23
a partir do vetor pGEX-2T em gel de policrilamida 1  2%. A figura A mostra a expressao do
dominio desintegrina; a B do dominio metaloprotease, e a C de ambos os dominios. Os 3
géis mostram uma ordem de 4 diferentes colbnias, cada uma das quais com amostras da
colénia ndo induzida (NI) e apés 2h de inducédo (2h). A primeira canaleta refere-se ao peso
molecular (PM). Nas coldnias ap6s indugdo, observa-se na figura A uma banda de
aproximadamente 34kDa, referente ao dominio desintegrina fusionado a GST. Na figura B
observa-se uma banda de aproximadamente 46 kDa, referente ao dominio metaloprotease
fusionado a GST e na figura C observa-se uma banda de aproximadamente 55 referente a
ambos os dominios mais GST.



5.2.2 Expressdo em larga escala e purificacdo dos diferentes dominios de ADAM23
fusionados a GST

Apés verificar-se que as bactérias transformadas estavam realmente
expressando as proteinas recombinantes, foram escolhidas as colénias com melhor
padrdao de expressao para serem expandidas e induzidas a expressar os diferentes
dominios da proteina ADAM23.

As culturas bacterianas apoés inducdo foram centrifugadas e as células
sedimentadas foram lisadas quimicamente e mecanicamente na prensa de French.
Os lisados também passaram por uma incubagdo com Triton X-100, centrifugacéo e
filtracdo, incubacdo com a matriz cromatografica. Apds recuperacdo da matriz por
centrifugacéo, realizou-se uma sequéncia de lavagens, eluicdo das proteinas e
determinacdo da concentracdo protéica.

Amostras do lisado bacteriano antes de ser incubado com a resina (Lis), do
lisado apods incubacdo com a resina (Void), da lavagem da matriz cromatografica
para desligamento de ligacfes inespecificas (Lav), da resina apos a eluicdo (Res),
da fracao insoluvel do lisado bacteriano (pellet - Pel) e dos eluatos foram analisadas
por SDS-PAGE 12% . Também foram analisadas amostras brutas das culturas nao
induzidas (NI) e induzidas (3h).



Purificacdo Desintegrina-GST Purificacdo Metaloprotease-GST
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Figura 6: Expresséo em larga escala e purificacdo d  os diferentes dominios da proteina
GST-ADAM23. A figura representa as expressodes e purificagbes dos dominios desintegrina
(figura A), metaloprotease (figura B) e de ambos os dominios (figura C). Nos géis das figuras
A e B foram aplicadas as seguintes amostras: marcador de massa molecular (PM), cultura
bacteriana ndo induzida (NI), induzida (3h), lisado bacteriano antes da incubagéo com a
resina (Lis), fracdo do lisado que ndo se ligou a resina (Void), lavagem da resina apos
incubacdo com o lisado (Lav), resina (Res), fracdo insoluvel (pellet - Pel) e diferentes
fragbes do eluato (El). Na figura C foram aplicadas as mesmas amostras, com excec¢ao da
amostra do lisado antes da incubacdo com a resina (Lis). Observa-se uma banda na altura
de aproximadamente 34 kDa correspondente ao dominio desintegrina fusionado a GST
(figura A). A proteina foi eluida, embora uma parte tenha ficado ligada a resina. Também
pode-se verificar nas culturas induzidas bandas na altura de aproximadamente 46 kDa
correspondente ao dominio metaloprotease-GST (figura B) e na altura de 55 kDa
correspondente a ambos os dominios fusionados a GST (figura C), demonstrando que as
proteinas foram expressas, mas formaram corpos de inclusdo e permaneceram na fragao
insoluvel.

5.2.3 SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING PARA VERIFICACAO DA EFICIENCIA
DA PURIFICACAO

Os resultados mostraram que apenas a proteina correspondente ao dominio
desintegrina fusionado a GST p6de ser purificada satisfatoriamente, embora grande

parte da proteina tenha permanecido na fracdo do lisado apds incubagdo com a



resina e ligada a resina, devido ao fato de estar altamente concentrada. Com relacao
ao dominio metaloprotease e a ambos os dominios, verifica-se que estes
permaneceram na fragéo insolavel do lisado bacteriano, embora haja uma banda
aparente na fracdo do eluato do dominio metaloprotease, que na verdade,
corresponde a um vazamento de amostra do poco ao lado.

Com isso decidiu-se fazer um imunoensaio de Wester Blotting para confirmar
a eficiéncia da purificacdo do dominio desintegrina, no qual utilizou-se o anticorpo
primario anti-GST. Além disso, diferentes fracoes do eluato e a proteina GST foram
submetidos a SDS-PAGE 15%, para se confirmar a presenca da proteina no eluato e
para se fazer uma comparacgdo entre o perfil eletroforético de migracdo da proteina
GST e de desintegrina fusionada a GST.

Purificacao desintegrina-GST

Anti-GST.
34 kDa - [T ‘ '

NI 3h Void Lav Res Pel El

Figura 7: Expressdo em larga escala e purificacdo d o dominio desintegrina da
proteina GST-ADAM23 a partir do vetor pGEX-2T. A figura mostra um Western Blot cujas
amostras foram reagidas com o anticorpo primario anti-GST (diluigdo 1:2000) e anticorpo
secundario anti-rabbit (1:3000). As amostras sdo as seguintes: cultura bacteriana néo
induzida (NI), induzida (3h), fracdo do lisado que ndo se ligou a resina (VOID), lavagem da
resina apos incubacdo com o lisado (LAV), resina (RES), fragéo insoluvel (pellet - PEL) e
eluato (EL). Observa-se que grande parte da proteina de interesse foi eluida e, uma grande
guantidade permaneceu ligada a resina.



Comparagéo entre GST e elualos
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Figura 8. Andlise do dominio desintegrina fusionado a GST purificado. A figura

apresenta amostras coletadas da eluicdo da proteina e amostra da proteina GST sozinha
resolvidas por SDS-PAGE 15%. A primeira canaleta representa os padrdes de massa
molecular (PM). A segunda canaleta representa a proteina GST sozinha, com a altura
esperada de aproximadamente 26kDa. As amostras El1, EI2 e EI3 representam fracdes da
13, 22 e 32 eluicdes, respectivamente, também na altura esperada de aproximadamente
34kDa. Isso demonstra que o dominio desintegrina foi purificado com sucesso.

Apbs verificacdo do sucesso na obtencdo do dominio desintegrina soltvel,
este pbde ser utilizado na imunizacdo de camundongos Balb/C, para a obtencéo de
anticorpos policlonais. No entanto, os problemas com a purificacdo dos outros dois
dominios precisavam ser contornados e novas tentativas, com mudancas no

protocolo, foram feitas.

5.3 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA DO DOMINIO METALOPROTEASE SOB
QUATRO DIFERENTES CONDICOES PARA PROMOVER A SOLUBILIZACAO DA
PROTEINA DE INTERESSE

A partir da hipétese que metaloprotease-GST e metaloprotease+desintegrina-
GST estariam formando corpos de inclusdo, como mostra a figura 6 (B e C), na
tentativa de se solubilizar essas proteinas, foram feitas modificacdes no protocolo
original baseadas em literaturas sobre corpos de inclusdo (RUDOLPH & LILIE, 1996;
CLARK, 1998; SAMBROOK & RUSSEL, 2001; TSUMOTO et.al.,, 2002; WHITE,
2003). As novas tentativas foram feitas somente com uma das construcoes, a que
corresponde a GST-metaloprotease, para facilitar o trabalho e também, porque esse



dominio apresentou melhor padrdo de expressdo, o que poderia facilitar a

padronizacao das novas modificagdes.

5.3.1 Diminuicao dos niveis de expressao

Na tentativa de se obter uma proteina mais sollavel, e prevenir a formacéo de
corpos de inclusdo, seguindo dados da literatura, os niveis de expressdo foram
diminuidos. Isso foi feito pela diminuicdo na temperatura de crescimento bacteriano,
que passou de 37° C para 20° C. Além disso, o tempo de inducao foi diminuido de
3h para 2h, e a aeracédo foi aumentada (RUDOLPH & LILIE, 1996; CLARK, 1998;
SAMBROOK & RUSSEL, 2001; TSUMOTO et.al., 2002; WHITE, 2003).

Diminuigao nos niveis de expressao
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Figura 9. Diminuicdo dos niveis de expressdo de met  aloprotease-GST na tentativa de
prevenir a formacdo de corpos de inclusao. A figura mostra uma corrida eletroforética
(SDS-PAGE 12%) das seguintes amostras da purificacdo: cultura bacteriana ndo induzida
(NI), induzida (2h), fracdo do lisado que néo se ligou a resina (Void), lavagem da resina apés
incubacdo com o lisado (Lav), resina (Res), eluato 1 (El1), eluato 2 (EI2) e fragc&o insoluvel
(pellet — Pel). Observa-se uma banda na altura de aproximadamente 46kDa correspondente
a metaloprotease-GST na cultura induzida, porém, que permaneceu na fracdo insoluvel do
lisado bacteriano.

Ja que diminuindo a temperatura e o tempo de induc&o nao foi possivel evitar
a formacgédo de corpos de inclusdo e assim solubilizar a proteina, como mostra a
figura 9, novas modificagbes foram realizadas. A proxima delas também buscou
impedir a formacéo de corpos de inclusao pela diminuicdo dos niveis de expressao,

através da diminuicdo na concentracdo do agente indutor.



5.3.2 Diminuigao na concentracao do agente indutor

Ainda buscando-se uma diminuicdo dos niveis de expressado, diminuiu-se a
concentracéo do agente indutor, o IPTG. A concentracéo original era de 0,1 mM e foi

baixada para 0,05 mM.

Diminuicdo na concentracdo de IPTG
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Figura 10. Diminuicdo na concentracdo do agente ind  utor na tentativa de prevenir a
formacdo de corpos de inclusdo. A figura mostra uma corrida eletroforética (SDS-PAGE
12%) das seguintes amostras da purificacdo: cultura bacteriana ndo induzida (NI), induzida
(2h), fracdo do lisado que ndo se ligou a resina (Void), lavagem da resina ap0s incubacao
com o lisado (Lav), resina (Res), eluato 1 (El1), eluato 2 (EI2) e fracdo insoltvel (pellet —
Pel). Observa-se uma banda na altura de aproximadamente 46kDa correspondente a
metaloprotease-GST na cultura induzida, porém, que permaneceu na fracdo insolavel do
lisado bacteriano.

Através da diminuicdo dos niveis de expressdo, como mostram as figuras 9 e
10, ndo foi possivel evitar a formacgéo de corpos de inclusdo. Entdo o proximo passo
foi tentar solubiliza-los, primeiramente com a adicdo de um agente caotropico ao

tampao de lise.

5.3.3 Adicdo de agente caotropico durante a lise

Nessa etapa, foi adicionado ao tampao de lise um agente caotropico, uréia na
concentragdo de 3M, na tentativa de se solubilizar os corpos de inclusdo. Como a
ligagdo de GST a matriz cromatografica depende de conformacdo, essa foi a

concentragdo maxima de uréia permitida, que ndo interfere na ligagdo, segundo



orientacdo do manual do fabricante (Pharmacia).

Adicao de 3M de uréia

~ e
—— — —

s6kDa- [ New o b

T a— —
— -

——

Nl 2h Lis Void LavRes H Pel

Figura 11. Adicdo de agente caotrOpico na tentativa de solubilizar os corpos de
inclusdo. SDS-PAGE 12% das seguintes amostras da purificacdo: cultura bacteriana néo
induzida (NI), induzida (2h), fragéo do lisado antes da incubag¢do com a resina (Lis), fracéo
do lisado que néao se ligou a resina (Void), lavagem da resina apds incubag¢do com o lisado
(Lav), resina (Res), eluato (El) e fracdo insolavel (pellet — Pel). Observa-se uma banda na
altura de aproximadamente 46kDa correspondente a metaloprotease-GST na cultura
induzida, porém, que permaneceu nha fracado insoluvel do lisado bacteriano.

Mesmo apos adicdo de 3M de uréia ao tampao de lise, ndo foi possivel
solubilizar as proteinas. Logo, tentou-se uma modificacdo no detergente usado

durante a incubacao do lisado bacteriano apos passagem pela prensa de French.

5.3.4 Utilizacdo de Tween 20 durante a lise

Apos ser passado na prensa de French, o lisado bacteriano passa por uma
incubacdo de 30 minutos sob agitacdo com um detergente, o Triton X-100 na
concentragéo final de 1%. Na tantativa de se solubilizar os corpos de incluséo,
modificou-se esse detergente para Tween 20, na concentracéo final de 2%.



Adicdo de Tween 20
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Figura 12. Adicdo de Tween 20 na tentativa de solub ilizar os corpos de inclusdo. SDS-
PAGE 12% das seguintes amostras da purificacdo: cultura bacteriana néo induzida (NI),
induzida (2h), fracdo do lisado antes da incubagdo com a resina (Lis), fracdo do lisado que
nao se ligou a resina (Void), lavagem da resina apds incubacédo com o lisado (Lav), resina
(Res), eluato 1 (El1) e fracdo insoluvel (pellet — Pel). Observa-se uma banda na altura de
aproximadamente 46kDa correspondente a metaloprotease-GST na cultura induzida, e
ligada a resina, o que significa que a troca do detergente Triton X-100 pelo Tween 20
possibilitou uma pequena solubilizacdo dos corpos de incluséo.

Essa modificacdo permitiu que pequena quantidade de proteina fosse
solubilizada, permanecendo ligada a matriz cromatografica. Esse resultado foi mais
promissor que os anteriores, e conduziu a uma nova idéia. Visto as proteinas que
permaneceram na fragdo insollvel do lisado bacteriano terem sido solubilizadas,
mesmo que em diminutas quantidades através da mudanca no detergente, poderia
se tentar solubilizar a fracao insoltvel restante com um novo detergente. Foi entéo,
que se decidiu fazer uma segunda solubilizacdo da fracdo insolivel com um

detergente i6nico, o sarcosil.

5.4 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA DO DOMINIO METALOPROTEASE E
PURIFICACAO COM DUPLA SOLUBILIZACAO DA FRACAO INSOLUVEL DO
LISADO BACTERIANO

Para essa purificagcdo, primeiramente foi feita uma nova transformacao
quimica das bactérias BL21 (DE3) com o produto de mini preparacdo dos
plasmideos correspondentes ao dominio metaloprotease e uma nova mini-
expressado. A colénia com melhor padréo de expresséo foi selecionada para ser feita
uma expressdao em larga escala, que segue 0 mesmo protocolo das outras

expressdes (abaixamento de temperatura, diminuicdo de tempo de inducéao,



aumento de aeracédo e uso de Tween 20 no lugar do Triton X-100). Uma modificacédo
na primeira purificacdo foi submeter a suspensao a sonicacao durante trés ciclos de
1 minuto. As amostras da primeira purificacdo foram submetidas a SDS-PAGE 12%.

Lise do sedimento bacteriano
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Figura 13. Analise das amostras da primeira purific ~ a¢do de metaloprotease-GST. SDS-
PAGE 12% das seguintes amostras da purificacdo: cultura bacteriana ndo induzida (NI),
induzida (2h), resina (Res), fracdo insoluvel (pellet — Pel), fracdo do lisado que néo se ligou
a resina (Void), lavagem da resina apds incubacdo com o lisado (Lav), eluato 1 (EIl1) e
eluato 5 (ElI 5),. Observa-se uma banda na altura de aproximadamente 46kDa
correspondente a metaloprotease-GST na cultura induzida, na fracdo insoluvel, na lavagem
e no eluato, demonstrando que um pouco da proteina foi solubilizada.

A fracéo insoluvel do lisado bacteriano restante foi solubilizada uma segunda
vez com a utilizacdo de um tampé&o contendo um detergente diferente, o sarcosil
(PHARMACIA; RUDOLPH & LILIE, 1996; SAMBROOK & RUSSEL, 2001;
TSUMOTO et.al., 2002; WHITE, 2003). A suspensao foi sonicada, passada na
prensa de French, centrifugada, filtrada, incubada com a matriz cromatografica e as
fracOes eluidas como j& descrito anteriormente. Amostras dessa segunda purificagdo
foram submetidas a SDS-PAGE 12%.



Solubilizacao da fracao insolivel
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Figura 14. Andlise das amostras da segunda purifica  ¢do de metaloprotease-GST. SDS-
PAGE 12% das seguintes amostras da purificacdo: eluato da primeira purificagdo (EI1),
cultura bacteriana néo induzida (NI), induzida (2h), lisado antes da incubacdo com a resina
(Lis), fracéo do lisado que nao se ligou a resina (Void), resina (Res), fracao insoltvel (pellet
— Pel), lavagem da resina ap6s incubacdo com o lisado (Lav), fracdo 1 e 5 do eluato da
segunda purificagdo, (EI2) (El 5) respectivamente. Observa-se uma banda na altura de
aproximadamente 46kDa correspondente a metaloprotease-GST na cultura induzida, na
fracdo insoltvel, na lavagem e no eluato, demonstrando que um pouco da proteina foi
solubilizada.

Essa nova tentativa demonstrou que a proteina metaloprotease-GST foi
solubilizada, embora grande quantidade tenha permanecido na fracdo insoltvel. No
entanto, a proteina solivel ndo conseguiu se ligar a resina, sugerindo que algo
interferiu na adsorcédo de GST a matriz cromatografica.

Para que os objetivos iniciais fossem alcancados, prosseguiu-se com as
imunizacdes dos animais apenas com o dominio desintegrina-GST. E apds quatro
imunizacdes, foi feita a coleta do sangue para obtencdo do soro imune. Entao,

seguiram-se 0s testes com 0 soro imune para a averiguacao de sua eficiéncia.

5.5 TESTE DO SORO IMUNE POR ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY)

Ensaios de ELISA foram empregados para se analisar a eficiéncia dos
anticorpos, através da sensibilizagdo dos pocos da placa de ELISA com GST
purificada (quatro poc¢os), dominio desintegrina fusionado a GST (quatro pocos) e
sHis-ADAM23 (também quatro pocos) em tampao carbonato. ApoOs incubacédo a
placa foi lavada, bloqueada e foram adicionados cada um dos soros imunes dos
camundongos M@84, M@85, MJ86 e M@87 aos pogos contendo GST, desintegrina



fusionada a GST e ¢His-ADAM23. ApoOs incubacdo a placa foi lavada e os pocos
incubados com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo. Novamente a placa
foi lavada e foi feita a revelagao, possibilitando a leitura em leitor de microplacas com
filtro de 490nm.

Teste do soro dos animais imunizados

o GST
m ADAM23-GST
O 6His-ADAM23

Abs 480 nm
Lo
(6)]

M84 M85 M86 m87

Animais

Figura 15. Teste de ELISA de captura dos anticorpos com 0 Soro dos camundongos
imunizados. O soro dos camundongos M84, M85, M86 e M87 foi incubado na diluicdo de
1:100 com trés diferentes antigenos adsorvidos a placa de ELISA (GST, ADAM23-GST,
6His-ADAM23). A figura mostra que o soro reage fortemente com GST e ADAM23-GST, no
entanto reage fracamente com a proteina recombinante sHis-ADAM23.

Mais um teste foi feito para analisar a eficiéncia do anticorpo, através da
reagcdo com extratos totais de encéfalo e fragbes de proteinas precipitadas. Isso

demonstraria se o0 anticorpo consegue ou nao reconhecer proteinas endogenas.

5.6 WESTERN BLOTTING PARA TESTE DO SORO IMUNE

Foi feito um SDS-PAGE 10% com extratos de proteinas totais de encéfalo de
camundongos adultos, bem como fracdes enriquecidas de proteinas precipitadas
com 30% de sulfato de amonio e transferéncia para uma membrana de nitrocelulose.
Os soros imunes dos camundongos M@84, MJ85, MJ86 e MJ87 foram testados;
como controle negativo utilizou-se o soro ndo imune dos animais e como controle
positivo utilizou-se um anticorpo anti- ADAM23 peptideo (COSTA et al., 2004; 2005).



Seguiu-se a incubacdo com anti-lgG de camundongo e revelacdo em camara
escura.

No entanto, os resultados foram negativos (dados ndo mostrados), ndo houve
nenhum reconhecimento dos antigenos pelo soro imune. Mesmo ap0s exposicédo da
membrana ao filme por 30 minutos, nenhuma banda apareceu, apenas o controle

positivo foi revelado.

6 DISCUSSAO

6.1 CLONAGEM DOS DIFERENTES FRAGMENTOS GENICOS DE INTERESSE
EM VETOR pGEX-2T

Para que fosse possivel investigar algumas func¢des biologicas da proteina
ADAM23, foi preciso produzir ferramentas que possibilitassem este estudo. Para
isso, fez-se necessario a producéo da proteina recombinante ADAM23, bem como a
producdo de anticorpos policlonais para ensaios bioquimicos e de reconhecimento
da proteina enddgena, uma vez que ndo existem reagentes disponiveis
comercialmente.

Anteriormente a utilizacdo do sistema pGEX de purificacéo, o trabalho com a
proteina ADAM23 estava sendo desenvolvido em sistema pET32. A proteina
recombinante ADAM23 era expressa com uma cauda de 6 histidinas que permitia
purificag@o por ligacdo a atomos de niquel imobilizados na matriz cromatografica. No
entanto, a proteina permanecia na fracdo insoluvel do lisado bacteriano e eram
necessarias condicdes desnaturantes para sua solubilizacdo. E, uma vez
solubilizadas, baixissimas concentragbes de proteina eram purificadas. A maior
parte da proteina ndo se ligava a resina, e as que se ligavam ficavam retidas, ndo
sendo possivel elui-las, gerando um rendimento de 100 ug proteina por litro de
cultura. Mesmo apoés diversas modificacdes no protocolo, como mudancas na
temperatura e tempo de indugéo, volume de resina, mudangas no tampao de eluigao
(pH, aumento da concentragdo do imidazol para aumento de competicdo com as
seis histidinas, adicdo de EDTA para o desligamento do fon Ni**) ndo se obtiveram
resultados satisfatorios, e algumas das hipoteses levantadas seriam que proteina

recombinante provavelmente precipitaria na coluna, ou entado ela apresentaria uma



conformacao que esconderia sua etiqueta de histidinas, ndo sendo possivel elui-la.

Como eram baixas as perspectivas de prosseguimento do projeto com esse
tipo de sistema, decidiu-se a mudanca para um sistema baseado em proteinas de
fusdo, o sistema pGEX. Esse sistema permitiria a expressao da proteina ADAM23
fusionada a proteina Glutationa S-Transferase (GST) de Schistosoma japonicum. Foi
descrito que esse sistema seria uma das soluc¢des para a purificacdo de proteinas
insolaveis, permitindo, inclusive, a obtencdo da proteina nativa (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001).

Para a mudanca de sistema, foi realizada a clonagem de diferentes dominios
da ADAM23 em vetor pGEX-2T. A partir das construcdes 1, 2 e 3 (referentes aos
dominios metaloprotease, desintegrina e a ambos os dominios, respectivamente)
(figura 2) e sua insercdo nos vetores de expressdo pGEX-2T, foi feita uma
minipreparacdo dos plasmideos e dupla digestdo para analise da liberacdo dos
insertos, como mostra a figura 3. Os produtos da digestdo dos vetores pGEX-2T-
metaloprotease (caneleta 2) e pGEX-2T-metaloprotease+desintegrina (canaleta 1)
revelam que houve a liberacéo dos insertos (549 e 813 pb, respectivamente) e que o
vetor contém os genes de interesse. Com relacdo a pGEX-2T-desintegrina (canaleta
3), nado foi possivel visualizar a banda de interesse, pois o0 inserto desse dominio
possui apenas 225 pares de bases, além disso, uma baixa concentracdo de DNA foi
utilizada para a digestdo. No entanto, nova digestdo demonstrou a presenca de uma

banda sutil na altura esperada (dados ndo mostrados).

6.2 EXPRESSAO E PURIFICACAO DOS DIFERENTES DOMINIOS DA PROTEINA
ADAM23 EM SISTEMA HETEROLOGO DE E. coli A PARTIR DO VETOR pGEX-2T

A partir dos produtos da minipreparacado, bactérias quimiocompetentes foram
transformadas e iniciou-se a fase de padronizacdo dos protocolos de expressao e
purificacdo dos diferentes dominios da proteina ADAM23 fusionados a GST. Os
resultados das miniexpressdes (figura 5) mostraram sucesso ha expressado dos
dominios fusionados a GST (desintegrina-GST com 34kDa, desintegrina-
metaloprotease com 46kDa e metaloprotease+desintegrina com 55kDa), embora a
expressao de metaloprotease+desintegrina-GST nao tenha sido satisfatoria.

Prosseguiu-se com a expressdo em larga escala e purificacdo das proteinas



recombinantes (figura 6). No entanto, somente a constru¢cdo correspondente ao
dominio desintegrina péde ser obtida em altas concentragdes e em sua forma nativa,
como mostra a figura 6A. Mas grande quantidade da proteina permaneceu na fracao
do lisado apds incubacdo com a resina e outra grande parte permaneceu ligada a
esta. Isso, provavelmente, se deve ao fato da proteina estar altamente concentrada
e a quantidade de matriz ter sido insuficiente. Além disso, o fato das proteinas terem
permanecido ligadas a resina ocorreu porque o numero de elui¢des nédo foi suficiente
para desligar a grande quantidade de proteinas da matriz cromatogréfica.

Como os resultados dessa purificacdo foram positivos, foi feito um Western
Blotting (figura 7) com utilizacdo do anticorpo primario anti-GST, o qual reconheceu a
proteina com o tamanho esperado, 34 kDa, na cultura induzida e fortemente nas
fracbes do eluato e da resina. Amostras da eluicdo e de GST isolada foram
submetidas a SDS-PAGE 15% (figura 8) e os resultados confirmaram a presenca da
proteina nas 3 primeiras fragdes do eluato e péde-se compara-la com a proteina
GST isolada, que possui massa aproximada de 26kDa. Apds esses testes, pode-se
iniciar a imunizacdo dos camundongos para a producao de anticorpos policlonais.

Com relacdo a metaloprotease-GST e metaloprotease+desintegrina-GST
(figuras 6B e 6C), os resultados mostraram que as proteinas foram expressas,
através da visualizacdo de bandas na altura de 46 e 55 kDa, respectivamente, na
cultura induzida. No entanto, novamente a expressao de
metaloprotease+desintegrina-GST se mostrou insatisfatoria. Também observa-se
que as proteinas permaneceram na fragdo insoltvel do lisado bacteriano, formando
corpos de inclusdo. Isso provavelmente deve ocorrer, porque o dominio
metaloprotease possui trés sitios de formacdo de pontes dissulfeto. Segundo
Rudolph & Lilie (1996) o ambiente redutor do citosol, compromete o dobramento
oxidativo de proteinas com pontes dissulfeto, havendo inevitdvel formacédo de
agregados. Superexpressao, ou seja, aumento na concentracdo de peptideos
nascentes, € suficiente para induzir a formacéo de agregados inativos (RUDOLPH &
LILIE, 1996). Baseado nisso, foi proposto que o rendimento na obtencéo da proteina
nativa depende somente da taxa de dobramento, da taxa de agregacéo e da taxa de
sintese protéica, implicando aumento na concentracdo de proteina sollvel com
diminuicdo dos niveis de expressao (KIEFHABER et al., 1991).

Foi descrito que o espaco periplasmético de E. coli prové um ambiente

oxidante que permite a formacdo de pontes dissulfeto. Além disso, tiol-dissulfeto



isomerases, que estdo envolvidas na formacdo de pontes dissulfeto de proteinas
periplasmaticas ou ligadas a membrana de E. coli, estdo presentes no periplasma de
E. coli. No entanto, essas isomerases néo sao eficientes na catalizacdo da formacgéao
de pontes dissulfeto em proteinas eucariéticas. Como consequéncia, a formacéo de
corpos de inclusdo € também freqlentemente observada na producdo proteinas
periplasmaticas heterélogas (RUDOLPH & LILIE, 1996). Com isso, buscaram-se
modificagcdes no protocolo inicial na tentativa de prevenir a formac¢ao dos corpos de

inclusao.

6.3 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA DO DOMINIO METALOPROTEASE SOB
QUATRO DIFERENTES CONDICOES PARA PROMOVER A SOLUBILIZACAO DA
PROTEINA DE INTERESSE

As modificagdbes no protocolo foram feitas somente com uma das
construcbes, a que corresponde a GST-metaloprotease, pois, como apresentou
melhor padrdo de expressdo, poderia facilitar a padronizacdo das novas

modificacdes.

6.3.1 Diminuicdo nos niveis de expressao

Na tentativa de se prevenir a formagéo de corpos de inclusdo, permitindo um
melhor dobramento as proteinas, a primeira tentativa foi a diminuicdo dos niveis de
expressdo, através da diminuicdo na temperatura de crescimento das bactérias;
diminuicdo no tempo de indugdo e aumento na aeragao durante o crescimento
bacteriano (RUDOLPH & LILIE, 1996). Diminuindo-se a temperatura e o tempo de
inducdo, menos cadeias peptidicas seriam formadas, havendo menos risco de
agregacao, possibilitando um tempo maior de dobramento para as proteinas. Isso
porque o aumento no numero de peptideos nascentes é suficiente para induzir a
formacado de agregados (RUDOLPH & LILIE, 1996). Em altas concentracbes, as
proteinas prontamente se agregariam e nao teriam tempo de formar suas pontes
dissulfeto. Estudos ja demonstraram que abaixamento de temperatura e limitacao da

inducdo aumentaram a quantidade de proteina soltvel (SHEIN & NOTEBORN,



1988). Com relacdo ao aumento da aeracdo, isso impediria a formacdo de
metabdlitos que pudessem interferir na maquinaria bacteriana. Por exemplo, em
ambiente saturado de CO,, as bactérias poderiam passar a fazer metabolismo
anaerobico, gerando metaboltos que poderiam influenciar sua expresséo proteéica.

As mudancas aplicadas, no entanto, como se observa na figura 9, ndo foram
suficientes para impedir a formacao dos corpos de incluséo, talvez, porque ainda os

niveis de expressao ainda estivessem altos.

6.3.2 Diminuigao na concentracao do agente indutor

Para tentar diminuir ainda mais o0s niveis de expressdo diminui-se a
concentracdo do agente indutor IPTG. Entretanto, novamente, como se observa na
figura 10, a proteina permaneceu na fracdo insoluvel do lisado bacteriano. Isso
demonstra que as proteinas recombinantes tém alta tendéncia de se agregar, visto
possuirem sitios de formacédo de pontes dissulfeto e ndo conseguirem atingir a
conformac&o correta. E comum que proteinas eucaridticas expressas em bactérias
acabem formando corpos de inclusdo, pois além da maquinaria molecular ser
ineficiente para o correto dobramento das proteinas e o ambiente em que sao
formadas mostra-se desfavoravel (RUDOLPH & LILIE, 1996). Como néo foi possivel
prevenir a formacao dos corpos de incluséo, partiu-se para uma nova etapa, tentar

solubiliza-lo.

6.3.3 Utilizacdo de agente caotrépico durante a lise

Uma estratégia para a solubilizacao da fracéo insoluvel do lisado bacteriano é
a utilizacdo de um agente caotropico ao tampao de lise, como a uréia ou cloreto de
guanidina (CLARK, 1998). Seguindo-se o0 protocolo do fabricante da matriz
cromatografica (Pharmacia), utilizou-se uréia em uma concentracdo baixa, isso
porque durante a purificacdo, a ligacdo de GST a matriz cromatogréfica depende de
conformacao, e uma concentracdo maior de uréia poderia resultar em desnaturacao.
Mas como se observa na figura 11, ndo houve solubilizacdo da fracdo insoltvel. Isso

pode ter ocorrido, porque a uréia liga-se as proteinas dependentemente de



concentracdo. Na maioria dos casos, 6-8 M de uréia sao requeridos para se alcancar
uma suficiente ligacdo para desdobrar e solubilizar proteinas, e mesmo em altas
concentracdes, interacdes intra e inter-moleculares podem ocorrer (TSUMOTO et.al.
2002. Logo, a concentracdo de 3M usada pode nao ter sido suficiente para

desdobrar as proteinas, com isso partiu-se para uma nova tentativa.

6.3.4 Utilizacdo de Tween 20 durante a lise

A utilizacdo de detergentes pode vir a solubilizar os corpos de inclusdo, mas
como j& havia sido usado Triton X-100 sem sucesso, modificou-se o detergente para
Tween 20 (CLARK, 1998). Ao contrario das tentativas anteriores, essa modificacdo
possibilitou uma pequena solubilizacdo, embora as proteinas tenham ficado retinas
na resina. Com isso, buscou-se repetir essa purificagdo, mas com algumas

modificacdes.

6.4 EXPRESSAO EM LARGA ESCALA DO DOMINIO METALOPROTEASE E
PURIFICACAO COM DUPLA SOLUBILIZACAO DA FRACAO INSOLUVEL DO
LISADO BACTERIANO

Nessa tentativa todas as condi¢bes anteriores foram mantidas (abaixamento
de temperatura, diminuigéo de tempo de indugcéo, aumento de aeracao, utilizacao de
Tween 20), a unica modificacao foi a submisséo do lisado bacteriano a sonicacao.
Conforme mostra a figura 13, uma pequena fracdo das proteinas foi solubilizada e
esta presente na primeira fracdo do eluato. Provavelmente, o Tween 20 em conjunto
com os ciclos de sonicacdo possibilitaram essa solubilizacdo. Além disso, as
colonias usadas na expressado em larga escala eram provenientes de colonias que
tiveram um 6timo padrao de expressdo na miniexpressao.

Como grande parte da proteina permaneceu na fragdo insolluvel, esta foi
solubilizada com a utilizagdo de um tampéo contendo sarcosil, conforme orientagéo
do fabricante da matriz (Pharmacia) e literatura (CLARK, 1998; SAMBROOK &
RUSSEL, 1991). Como mostra a figura 14, embora uma parte das proteinas tenha

continuado na fracdo insoluvel, grande parte delas estava na sua forma soltvel. No



entanto ndo houve ligacéo a resina. Isso pode ser explicado pelo fato do sarcosil ser
um detergente i6nico, que pode estar impedindo a ligagdo de GST a matriz
cromatografica.

Com isso, futuramente pretende-se fazer uma segunda solubilizacdo ainda
com Tween 20, que foi o detergente que melhor solubilizou a proteina sem
influenciar na sua ligacdo a resina. Apds ser feita a padronizacdo para
metaloprotease-GST, esta serd usada na producdo de anticorpos e também serdo

iniciados os testes com metaloprotease+desintegrina-GST.

6.5 TESTE DO SORO IMUNE POR ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT
ASSAY)

Ensaios de ELISA de captura de anticorpo foram empregados para se
analisar a eficiéncia do anticorpo anti-desintegrina-GST. Como mostra a figura 15, o
anticorpo reage fortemente com a proteina recombinante desintegrina-GST e com
GST isolada e quase ndo h& reacdo com a proteina recombinante gHis-ADAM23.
Isso provavelmente ocorre, porque o organismos dos camundongos gerou resposta
imune a GST. GST tem massa aproximada de 26kDa é altamente imunogénica, pois
€ proveniente de Schistosoma japonicum. JA o dominio desintegrina tem massa
aproximada de 8 kDa, além de ser um dominio proveniente de ADAM23 que tem um
alto indice de conservacgao entre humanos e camundongos
(http://align.genome.jp/sit-bin/clustalw), o que diminui sua imunogenicidade (cabe
lembrar que a construcdo desintegrina-GST € proveniente de ADAM23 humana).
Isso também corrobora com o fato do anticorpo reconhecer s6 GST, pois a proteina
sHis-ADAM23 provém de uma construcdo murina, e a ADAM23 murina tem alto
indice de similaridade com a humana, portanto deveria ter sido reconhecida pelo
anticorpo. Outro fato que confirma que o anticorpo produzido é anti-GST e tem
pouquissma fungdo anti-desintegrina-GST foi 0 Western Blotting feito com extratos
de proteinas totais de encéfalo e fragcbes de proteinas precipitadas com 30% de
sulfato de amonio. Nao houve nenhum reconhecimento das proteinas endogenas,

demonstrando que o anticorpo nao € eficiente.



7 CONCLUSOES

» Os produtos da minipreparacdo dos plasmideos continham os insertos de
ADAM23 humana correspondentes aos dominios  desintegrina,
metaloprotease e a ambos os dominios;

» A proteina desintegrina-GST pdde ser expressa em sistema heterologo de E.
coli, a partir do vetor de expressdo pGEX-2T;

» Desintegrina-GST p6de ser purificada e utilizada para producdo de
anticorpos;

= As proteinas metaloprotease-GST e metaloproetase+desintegrina-GST né&o
puderam ser purificadas, pois permaneceram em corpos de incluséo;

= A mudanca para o detergente Tween 20 possibilitou uma pequena
solubilizac&o da proteina metaloprotease-GST,;

» O uso do detergente sarcosil para a solubilizagcéo da fragao insoltvel do lisado
bacteriano permitiu que uma boa parte da proteina metaloprotease-GST fosse
solubilizada;

= No entanto, impediu sua ligacao a resina, provavelmente por se tratar de uma
detergente i6nico;

= Os anticorpos policlonais obtidos ndo foram eficientes no reconhecimento da
proteina ADAM23 enddgena e da proteina recombinante gHis-ADAM23;

» Mudancas ainda precisam ser feitas, para se obter as proteinas purificadas e

0S anticorpos, para que se possa iniciar o estudo das funcées de ADAM23.
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