UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

SZE MEI LO

CONSTRUCAO DE VETORES DE EXPRESSAO EUCARIOTICA DA PROTEINA
AIF1 (apoptosis-inducing factor 1) E SEUS MUTANTES DE CISTEINA:
FERRAMENTAS PARA INVESTIGAR OS PAPEIS REDOX DO AIF1.

CURITIBA
2015



SZE MEI LO

CONSTRUCAO DE VETORES DE EXPRESSAO EUCARIOTICA DA PROTEINA
AIF1 (apoptosis-inducing factor 1) E SEUS MUTANTES DE CISTEINA:
FERRAMENTAS PARA INVESTIGAR OS PAPEIS REDOX DO AIF1.

Monografia apresentada a disciplina
Estagio Supervisionada em Biologia como
requisito parcial para obtencdo do titulo
de bacharel em Ciéncias Bioldgicas, setor
de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade
Federal do Parana.

Orientadora: Lia Sumie Nakao

CURITIBA
2015



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por tudo que tenho. Por ser a paz nos momentos de aflicdo, por
secar minhas lagrimas nos momentos de tristeza, por ser a minha salvacao. Por ser
a minha companhia de todos os momentos, por me levar para o caminho certo, e
acima de tudo pelo amor infinito que posso usufruir todos os dias.

A prof. Dra. Lia Sumie Nakao, pela oportunidade de aprendizado que me ofereceu,
pela orientacdo, paciéncia, atencéo e ajuda em todos 0s momentos que precisei.

A prof. Dra. Giseli Klassen e a Msc. Larissa Morato, pela corre¢éo do trabalho.

Aos professores Dr. Silvio Marque Zanata e Dra. Adriana Mercadante, pelo uso da
estrutura do laboratdrio e pela disposicdo de me ensinar.

Aos meus colegas do Laboratério de Neurobiologia e Patologia Redox,
especialmente Carla, Larissa, Leticia, Maiara, Ingrid, Luiz, Zaine e todos que me
ajudaram. Obrigada pela amizade e a companhia.

A todos de colaboraram para minha formacao.

Aos meus pais, Hon Yuen Lo e Kuen Fung Chan, por terem me criado e educado
para me tornar a pessoa que sou hoje. Por todo o apoio e pelos os conselhos em
todos os momentos que necessitei.

A minha irm&, Rute Lo, que apesar de irritante, € Unica que tenho. Por ser além de
uma irm&, uma amiga.

A toda minha familia, que apesar de estarem do outro lado do planeta se preocupam
comigo.

As minhas colegas, Karin, Débora, Mariana e Sabrina, pela companhia, por todos 0s
momentos de descontracdo e por me aguentarem durante esses quase 5 anos.

As minhas “irmas”, Juliana, Giovana, Karol, Helen, Isa, Liqi, Michele, Su e Lé pelas
conversas e por todos os momentos bons.

Obrigada a todos que fazem parte da minha vida.



RESUMO

Inicialmente descoberto pela funcdo de indugcdo a apoptose, 0 apoptosis-inducing
factor (AIF) € uma proteina monomeérica que se encontra fixada na membrana
interna da mitocondria. O AIF faz parte da classe das flavoproteinas, ou seja
dependente do cofator FAD, especificamente para a fungdo de NADH
oxidoredutase. AlF, entretanto, € reconhecido como proteina envolvida na inducao
da apoptose. Quando ocorre o estimulo apoptético, o AlF é clivado e é liberado para
o citosol e posteriormente para o nucleo, onde promove fragmentacdo de DNA em
larga escala, levando assim a morte celular. No entanto, estudos posteriores
mostraram a importancia do AIF na manutencéo fisiologica do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons. E, além disso, foi mostrado que o AlF € capaz de se ligar
a proteina tiorredoxina, através de pontes de dissulfeto, a qual pode estar
relacionada com suas funcdes. Portanto, esse trabalho teve como objetivo principal
a construcdo de vetores de expressdo eucariética do AIF1 humano, assim como
mutantes de cada uma das cisteinas, que servirdo como ferramentas para estudos
das funcdes redox do AIF. A clonagem do gene AIF1 foi realizada a partir de um
plasmideo contendo o gene da AIF em um vetor comercialmente disponivel. Uma
etiqueta de hemaglutinina (HA) foi fundida na por¢do C-terminal, originando a
proteina de fusdo AIF-HA. A partir dessa construcdo a técnica de mutacdo sitio
dirigida foi usada para produzir os trés mutantes de cisteina para serina (C255S,
C316S e C440S), impedindo a formacdo de pontes de dissulfeto. O sucesso da
clonagem e das mutagéneses foram avaliadas através de sequenciamento de DNA
e expressao dos vetores em células HEK293T, que confirmaram a integridade da
sequéncia de interesse e a expressao correta do gene. Os resultados de expresséo
mostraram que o AlF selvagem é expressa em quantidades mais altas do que os
AIFs mutados. Em conclusdo, este trabalho resultou na producdo e na
caracterizacéo de ferramentas que servirdo para estudos posteriores da importancia
das cisteinas na funcéo redox do AIF1.

Palavras-chave: Apoptosis-inducing factor. Cisteina. Mutacao sitio dirigida



ABSTRACT

Originally discovered by the apoptosis-inducing function, apoptosis-inducing factor
(AIF) is a monomeric protein located in the inner membrane of mitochondria. AIF is a
flavoprotein that needs cofactor FAD for its NADH oxidoreductase function. The most
recognized function of AIF is, however, to induce apoptosis. After an apoptotic
stimulus, AIF is cleaved and released to the cytosol and then translocated to the
nucleus, where it promotes large scale DNA fragmentation, thus leading to cell death.
However, recent studies showed the importance of the AIF for the maintenance of
Complex | of the electron transport chain. In addition, a recent study showed that AlIF
binds thioredoxin, through disulfide bridge, which could be related to its functions.
Therefore, the present study aimed at constructing eukaryotic expression vectors to
express human AIF1, both wild type and mutants of the three cysteines of the
sequence that will be employed as tools for studies of AIF redox functions. AlF gene
was cloned from an AIF plasmid into a commercially available vector. A
hemagglutinin tag (HA) was fused to the C-terminus, resulting in the AlIF-HA fusion
protein. Using this construction, site directed mutagenesis was performed to produce
three mutants from cysteine to serine (C255S, C316S and C440S), blocking the
formation of disulfides. The success of cloning and mutagenesis were evaluated
through DNA sequencing and expression of the vectors in HEK293T cells. The
results confirmed the integrity of the sequence and the correct gene expression and
also showed that expression of the wild-AlF is higher than the mutated AIFs. In
conclusion, this work resulted in the production and characterization of tools that will
be useful to further studies about the importance of cysteines in AlF redox function.

Key-words: Apoptosis-inducing factor. Cysteine. Site directed mutagenesis.
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1 INTRODUCAO

Apoptosis-inducing factor (AIF1) é uma flavoproteina que se encontra com a
porcdo N-terminal fixada na membrana interna da mitocondria e com a porcao C-
terminal voltada para o espaco intermebranas. A estrutura primaria da proteina
percursora do AIF1 humano possui 613 amino&cidos (67 kDa) e é direcionada para
0 espaco intermembranas da mitocondria, onde € processada para a forma madura
de 62 kDa e fixada na membrana interna. Esta forma contém 3 residuos de cisteinas
nas posicdes 255, 316 e 440 (SUSIN et al., 1999). Quando a célula recebe um sinal
apoptotico especifico, o AIF1 maduro € clivado proteoliticamente para uma forma de
57 kDa e transloca para o nacleo, onde degrada o DNA, induzindo a morte celular
via apoptose independente de caspase (SUSIN et al., 1999).

Embora AIF1 tenha sido primeiramente descoberto como uma molécula pro-
apoptotica, também pode fazer parte do complexo | da cadeia transportadora de
elétrons (VAHSEN et al., 2004). O camundongo Harlequin (Hq), que possui reducao
de 80% da expressao de AlF, por uma insercao retroviral no primeiro intron do gene
do AIF, mostra sinais de danos oxidativos (KLEIN et al., 2002). Entretanto, a relacéo

entre AIF1 e suas fun¢des redox ainda ndo esta bem estabelecida.

Um dos residuos de cisteina da AIF pode estar também modulando de
forma redox a atividade apoptogénica, pois em outros estudos foram observados
gue quando o AlF é incubado com para-chloromercuriphenylsulfonic acid (PCMPS),
um bloqueador de tiol, ocorre a diminuicdo da atividade apoptotica do AIF1 (SUSIN
et al., 1999; MIRAMAR et al., 2001). Além disso, um estudo recente (NAKAO et al.,
2015) mostrou que AlIF1 é uma das proteinas que interagem com a tioredoxina
(Trx1), por mecanismo redox, mediada pela ligacdo entre um residuo de cisteina do
AIF com a cisteina nucleofilica da Trx1. Portanto, no presente trabalho foi realizada
a construcdo de vetores de expressdo eucaribtica para AIF e mutantes para cada
uma das cisteinas presentes na sequéncia primaria, que servirdo como ferramentas

para posteriores estudos do papel redox do AlF.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Apoptosis-inducing factor 1 (AIF1)

2.1.1 Estrutura do AIF

Descoberto em 1996 (SUSIN et al., 1996; ZAMZAMI et al., 1996), AlIF é uma
flavoproteina, dependente do cofator FAD, codificada por um Unico gene no
cromossomo Xq25-26 na regido A6 em humanos (DAUGAS et al., 2000), com 92%
de homologia com o AIF de camundongos (SUSIN et al., 1999).

O transcrito de AIF, que contém 16 éxons, pode sofrer splicing alternativo
dependente do tecido em que se encontra, apresentando além da isoforma mais
abundante, o AIF1, outras trés isoformas mais curtas, que sdo variantes de splicing
(DELETTRE et al., 2006) (Figura 1).

A forma humana percursora do AlF1 possui 613 aminoacidos (67kDa), que
apos sintetizada no citosol é enderecada para a mitocondria pela sequéncia de
localizacdo mitocondrial (MLS) (SUSIN et al., 1999). Na mitocéndria ocorre uma
clivagem no aminoacido 54, retirando a MLS da regidao N-terminal (OTERA et al.,
2005). Em seguida a proteina de 62kDa é ancorada na membrana interna, através
da regido transmembranica, localizada entre os residuos 66 a 84, deixando o
carboxi-terminal voltado para o espaco intermembranas. Os aminoacidos restantes
do C-terminal possuem um homologia com ferredoxinas ou NADPH oxidoredutases
de plantas, fungos, eubactérias (LORENZO et al.,1999). Nessa estrutura encontram-
se dois sitios de ligacdo de FAD, intercalados por um segmento de ligagcdo ao NAD,
além de duas sequéncias nucleares (NLS) (SUSIN et al., 1999) (Figura 1). Nessa
sequéncia priméaria do AlF estdo presentes 3 residuos de cisteinas, nas posi¢cdes
255, 316 e 440 (SUSIN et al., 1999).
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2.1.2 Fungdes do AlF

O AIF é um proteina monomérica com duas atividades distintas descritas:
atividade de NAD(P)H oxidase e atividade apoptogénica. A funcéo de oxidoredutase,
gue necessita da ligacdo de 1 mol de FAD por mol de proteina, atua como um
catalisador da transferéncia de elétrons do NADH para O, gerando superéxido
(MIRAMAR et al.,, 2001). A atividade do AIF na apoptose ocorre apds a sua
clivagem, originando um forma de 57kDa, que sai para o citosol e posteriormente é
translocado para nucleo, onde causa condensacao periférica da cromatina em larga
escala (~50kB). O AlIF ndo possui atividade de nuclease intrinseca, mas a estrutura
cristalogréfica revelou, além da regido de atividade oxidoredutase, um sitio de
ligacdo ao DNA (YE et al.,, 2002). No trabalho de Susin e colaboradores, foi
caracterizado que a apoptose induzida pelo AIF é independente da proteina Bcl-2 e
da via de caspases, pois na presenca do bloqueador de caspases Z-VAD.fmk os
efeitos do AIF na apoptose se mantiveram. No mesmo trabalho foi caracterizado o
fenotipo apoptotico gerado pelo AIF, que envolvem: a inducdo da condensacgéo da
cromatina, a fragmentacdo nuclear (carriorréxis) e a dissipacdo do potencial
transmembréanico da mitocéndria. A funcdo apoptogénica independe da presenca de
FAD, entretanto essa atividade depende da conformacdo do AIF (SUSIN et
al.,1999).

Além das atividades NAD(P)H oxidase e apoptogénica, o AIF parece
desempenhar outras funcdes fisioldgicas, como manutencdo da cadeia respiratoria
mitocondrial e funcdes antioxidantes. Foi descoberto que o AlIF pode estar envolvido
na biogénese e/ou manutencao da cadeira transportadora de elétrons, pois mutantes
dessa proteina resultaram na perda de proteinas do Complexo | e Il (VAHSEN et
al., 2004). Em estudos com células tumorais foi demonstrado uma elevagédo da
guantidade de AIF, que ao invés de provocar a morte celular por apoptose, auxiliou
na sobrevivéncia, crescimento e invasao das células cancerigenas. Esse achado
sugere a importancia do AIF no complexo | da cadeia transportadora de elétrons
(CTE), estabilizando a fosforilagdo oxidativa (LEWIS et al., 2012). O camundongo
Harlequin (Hq), que possui reducdo de 80% da expresséo de AIF por uma insercéo
retroviral no primeiro intron do gene do AlF, mostra sinais de danos oxidativos, como

a degeneracao progressiva do cerebelo e envelhecimento dos neurénios da retina
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(KLEIN et al.,, 2002). Um achado interessante deste estudo € o aumento da
suscetibilidade a apoptose induzida por peroxido de hidrogénio dos camundongos
Harlequin em relacdo ao camundongo selvagem, sugerindo que AIF pode agir como
um “scavenger” de espécies oxidantes, ao invés de gerador de superdxido. As
células knockdown de AIF apresentaram aumento dos niveis de peroxido de
hidrogénio (H.O-) e outras EROs, derivadas da CTE devido ao disturbio de consumo
de oxigénio no Complexo | (APOSTOLOVA et al., 2006).

2.1.3 Interagdes do AIF

As trés cisteinas presentes no AlIF1 possuem como cadeia lateral o grupo
tiol (SH) e portanto sédo passiveis de formar ligacdes de dissulfeto. Um estudo
recente (NAKAO et al., 2015) mostrou que AIF1 é uma das proteinas que interagem
com a tioredoxina (Trx1), por mecanismo redox, mediada pela ligacdo entre um
residuo de cisteina do AlIF com a cisteina nucleofilica da Trx1.

O dado acima leva a conclusdo de que pelo menos uma das cisteinas do
AIF1 é responsavel pela formacgdo de dissulfeto com Trx1. Segundo o trabalho de
Miramar e colaboradores, de 2001, as 3 cisteinas da AIF recombinante estariam
reduzidas. Contudo, uma hipétese seria que a AIF1 pudesse ser oxidada a dissulfeto
em condicdes de estresse oxidativo e ser reduzida pela Trx1. Ou seja, em condi¢cdes
basais, ndo oxidantes, AIF estaria reduzida, como mostrado por Miramar, entretanto
guando em estresse oxidativo, ficaria na forma oxidada. A interacdo Trx1-AlF1 é
intensificada quando as células sao incubadas com H,O, (NAKAO et al., 2015). Esta
hipétese é corroborada pelos dados descritos por Apostolova em 2006, que
mostraram que o AlIF é um possivel “scavenger” de EROs.

Finalmente, um ou mais dos residuos de cisteina do AlIF pode estar também
modulando de forma redox a atividade apoptogénica, pois em outro estudo foi
observado que quando o AlF é incubado com para-chloromercuriphenylsulfonic acid
(PCMPS), um bloqueador de tiol, ocorre a diminuicdo da atividade apoptética do
AIF1 ( SUSIN et al., 1999; MIRAMAR et al., 2001).
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AlF gene
1 2a2b 3 456 7 8 9 9b10-12 13 14 1516
membrane binding
precessing proteolysis NLS1 NLS2
AIF precursor |MLS \ FAD |é NAD(H) | FAD E ct | 67 kDa
1 55 102 613
mature AIFA1-54 Ml | a0 NADH) | FAD § ct | e2kpa
55 613
apoptogenic AIFa1-102 | [ Fap NAD(H) | FAD JJ ct | 57kDa
103 ' 613
AlFsh | | FaD E ct ] 28 kDa
613
AlFsh2 l MLS ”]] ‘ FAD l% )-DI 35 kDa
1 322
AlFsh3 I [ reo Loi 26 kDa
87 ' 3

Figura 1 — Esquema representativo da estrutura do AIF1. Gene do AIF com 16 éxons, forma
percursora do AlIF com 613 aminoacidos (67 kDa), forma madura da AlF, sem MLS (62kDa), forma
apoptogénica da AlF, apés proteolise ( 57 kDa) e outras trés isoformas curtas da AlF (28 kDa, 35 kDa
e 26 kDa). MLS, mitochondrial localization sequence. NLS, nuclear leading sequence.

Fonte: Adaptado de Sevrioukova et al. (2011)
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2.2 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA PRODUCAO DE
FERRAMENTAS PARA ESTUDO DE PROTEINAS

Aperfeicoada por Kary Mullis, em 1980, a reagéo de polimerase em cadeia
(PCR) é uma ferramenta importante para a biologia molecular por permitir a
amplificagéo de DNA a partir que pequena quantidade inicial (WATSON et al., 2009).
A exposicdo de uma mistura com DNA molde dupla fita, iniciadores (primers),
dNTPs, enzima DNA polimerase e Mg?*, a ciclos com variacdo de temperatura
determinada permite que ao final obtenha-se 2" moléculas a partir de uma DNA
dupla fita, sendo n o nimero de ciclos. Essa variacdo de temperatura permite a
desnaturacao da dupla fita, anelamento dos iniciadores e a sintese das fitas novas,
que quando repetidas diversas vezes obtém-se o acréscimo da quantidade de DNA
de forma exponencial. A escolha dos primers é essencial para delimitar a sequéncia
desejada, portanto, para amplificar um gene é comum usar um par de primers, 0
gual um deles se anele no inicio na sequéncia em uma fita e o outro que se anele na
regido posterior da outra fita, originando assim um dupla fita da sequéncia de
interesse.

A técnica de eletroforese em gel de agarose permite a separacao por
tamanho, através de um campo magnético movimentando o DNA carregado
negativamente. Desenvolvida em 1926, por Arne Tiselius e Theodor Svedberg, essa
técnica separa as moléculas por diferenca de tamanho, carga e forma, sendo que os
fragmentos menores sdo atraidos mais rapidamente para o eletrodo positivo
(WATSON et al., 2009). Para a vizualizagdo dos fragmentos de DNA € usado o
corante brometo de etideo, que se intercala entre as fitas. Geralmente, ap6s o
processo de PCR as amostras sdo analisadas por eletroforese, o qual permite a
visualizacdo do DNA, analisando a presenca ou auséncia de banda no tamanho
esperado do produto amplificado.

As enzimas de restricdo sdo nucleases, descobertas em cepas de bactérias,
gue clivam em sitios especificos no DNA, sendo capazes de reconhecer sitios de 4 a
8 pares de bases (WATSON et al., 2009). As DNA ligases fazem a ligacdo das
extremidades produzidas por enzimas de restricdo, sendo essa uma poderosa

ferramenta para manipular fragmentos de DNA, servindo para a recombinagao.
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As sequéncias de interesse sdo colocadas em veiculos (vetor), como
plasmideos ou bacteridfagos. A insercdo do DNA de interesse é feita pela ligacédo
das DNA ligases, juntado o fragmento ao vetor, através de complementaridade de
sitios de restricdo, originando o DNA recombinante. Esses veiculos possuem
caracteristicas responsaveis pela replicacdo do vetor, resisténcia a antibiético para a
células hospedeira, entre outros (BROWN, 2003).

O DNA recombinante pode ser multiplicado utilizando bactérias, e para isso
primeiro € necessario a incorporagdo do DNA pelas células bacterianas.
Denominado de transformacdo, as bactérias competentes, previamente tratadas
com CaCl,, sdo incubadas com o DNA que provavelmente precipita na superficie
pela acdo do CaCl, e quando expostas a um choque térmico (ou elétrico),
incorporam o DNA (BROWN, 2003). A seguir, a colonia que possui o DNA
recombinante, selecionada através de antibiotico no meio de cultura, é crescida em

meio liquido, para a extracdo do DNA recombinante.

2.2.1 Clonagem

As etapas da clonagem de um gene sdo: insercdo do DNA de interesse em
um vetor formando uma molécula de DNA recombinante, transformacédo em célula
hospedeira e a multiplicacdo dessas células para producdo de copias (BROWN,
2003). A clonagem de um gene é importante para estudo estrutural e funcional do
mesmo, pois possibilita o isolamento e a manipulacdo da sequéncia, assim como a
purificacdo da proteina expressa pelo gene em estudos para pesquisas in vitro
(WATSON et al., 2009).

2.2.2 Mutacao sitio dirigida

A mutacéo sitio dirigida baseia-se na alteracdo de um aminoacido a partir da

mudanca de uma ou mais bases nitrogenadas. Essa alteracéo é realizada a partir de
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uma PCR com primers que se anelam na regido de interesse. Para tanto, tais
primers precisam possuir a alteragdo na base nitrogenada necessaria para a

mutacao.

Os primers sdo desenhados com a alteracdo de interesse. Esses quando
usados na PCR serédo hibridizados com a sequéncia no DNA original. Todos os
produtos da amplificacéo, iniciados a partir desses primers, possuirdo a mutacao.
Entretanto, o DNA usado como molde presente na amostra ainda contém a
sequéncia original. Esses séo eliminados com a digestdo com a enzima Dpnl, a qual
corta somente os sitios metilados GATC, ja que a metilagdo € um processo natural
das células e, por isso, somente o DNA produzido em uma célula possuir4d as
metilagdes (WATSON et al., 2009).

A obtencdo de mutantes in vitro € uma ferramenta para a andlise da funcao
de uma proteina, portanto, a mutacédo deve ser planejada de acordo com o interesse

da investigacdao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Construgcdo de vetor AIF1 e mutantes de cisteina, para expressao

eucariotica que servirdo como ferramentas para o estudo do papel redox do AlF1.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Clonagem da sequéncia codificadora de AIF1 fusionada a uma etiqueta
de hemaglutinina (HA) na porcdo C-terminal (AIF-HA) no vetor de
expressao pCineo.

» Mutacao dos 3 residuos de cisteinas na sequéncia do AlF1 para residuos
de serina.

» Expresséao das construcdes para verificar a expressao proteica em células
HEK293T.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BACTERIAS QUIMIOCOMPETENTES

As bactérias quimiocompetentes NOVABLUE Competent Cells (Novagen)
foram preparadas de acordo com o protocolo descrito por Chung e colaboradores,
em 1989. Uma col6nia foi incubada em 25 mL de meio LB para crescer até a DOggo
0,3-0,5. Em seguida foram centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos a 4°C, e
ressuspendidas em 2,5 mL de tampé&o TSS (10% PEG 3350, 5% DMSO, 25 mM
MgCl,, 25 mM MgSO,4 em 50 mL de LB, pH 6,5). Apés 10 minutos no gelo, aliquotas
de 50 pL foram feitas e estocadas a -80°C imediatamente (CHUNG et al., 1989)

Para a transformacdo, as bactérias NB foram retiradas do -80°C,
descongeladas e colocadas em contato com 1 a 10 ng de DNA. Apds 5 minutos no
gelo, o choque térmico foi feito a 42°C por 30 segundos. Depois disso foram
expostas ao gelo por mais 2 minutos e em seguida incubados a 37°C por uma hora
com 1 mL de meio Luria Bertani, no shaker (220 rpm). Apés esse periodo, foi feito o

plagueamento em meio LB com agar e deixadas na estufa 37°C até o dia seguinte.

4.2 MINI E MAXIPREPARACAO

Os plasmideos foram transformados por choque térmico em bactérias
guimiocompetentes (NOVABLUE Competent Cells- Novagen), que serviram para
mini e maxipreparacdo do plasmideo. Em ambos a extracdo do plasmideo foi
realizado com kits comerciais GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) e

kTM

PureLin HiPure Plasmid Maxiprep Kit (Invitrogen), respectivamente. Os produtos
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das minipreparacdes serviram para as reacdes de sequenciamento, enquanto 0s
produtos das maxipreparacdes foram usados nas transfeccdes para expressao

eucariotica.

4.3 CLONAGEM DO AlF1

Primeiramente, a sequéncia de AIF1 humano (NM_004208.3) foi
amplificada a partir de um vetor de que dispomos (Harvard Plasmid Database, Clone
ID #HsCDO00347250). Uma sequéncia codificadora de hemaglutinina de influenza
humana - HA (5 TACCCATACGATGTTCCAGATTACGCAZ’) foi adicionada atraves
do primer reverso, para produzir uma proteina de fusdo AIF-HA, com a etiqueta na
porcdo C-terminal do AlIF (Figura 2). A amplificacéo foi realizada por PCR, com o par
de primers descritos na tabela 1, utilizando a enzima Pfx (Invitrogen). As condi¢cdes
de PCR foram 94°C por 4 minutos, 25 ciclos de 94°C por 15 segundos, 55°C por 30
segundos, 68°C por 2 minutos e por fim 68°C por 5 minutos. O produto da
amplificacdo foi separado eletroforeticamente em gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo, possibilitando a visualizacdo do produto amplificado (amplicon)
de cerca de 1881 nucleotideos. Este produto foi inserido no vetor comercial pCl-neo
(Promega). Para isso, foi feita uma dupla digestdo do amplicon e do vetor com as
enzimas EcoRI e Sall, por 3 horas a 37°C. A ligagéo foi feita com a enzima T4 DNA
ligase (Thermo Scientific) por 1 hora a 22°C. O produto de ligagéo foi usado para
transformar bactérias NB quimiocompetentes, segundo o protoloco descrito no item
4.1. Quatro colbénias foram sequenciadas. Para isso, elas foram inoculadas em meio
LB e antibioticos overnight. Os plasmideos amplificados foram isolados por
minipreparacao (item 4.2). A confirmacdo da sequénca clonada foi realizada por
sequenciamento de DNA.
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pcIneo AIF-HA
7322 bp

INSERfT

LFRAGMENTJ Replace Insert
EcoRI (1096) — Sall (1120) EcoRI (1) — Sall (1876)

EcoRI Sall

AIF-HA
1881 bp

Figura 2 — Esquema da clonagem de AlF-HA no vetor pCineo. Clonagem do AIF-HA no vetor pCineo,
no sitio de policlonagem (MCS) utilizando as enzimas EcoRl e Sall. Marca verde representa a
mutacao sitio dirigida, a partir do plasmideo clonado.

Fonte: A autora (2015)

Tabela 1 — Sequéncias dos primers usado para clonagem. Sequéncia sublinhada
refere-se ao sitio de restricdo EcoRI e Sall, respectivamente, e em negrito a
sequéncia de HA.

Primer Sequéncia

hAIF-HA ECOR| | 5 CGGAATTCATGTTCCGGTGTGGAGGC 3

hAIF-HA Sal | 5’CAGGGTCGACTCATGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGTCTTCATGAATGTTG 3

Fonte: A autora (2015)
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4.4 SEQUENCIAMENTO

Os sequenciamentos das clonagens foram realizados utilizando o método
de Sanger, no qual a PCR é feita com mistura de dNTP e ddNTP, que param a
polimerizacdo e possuem fluorescéncias distintas para cada base nitrogenada. As
amostras pés PCR foram colocadas no equipamento que separa os fragmentos por
diferenga de tamanho, identificando a fluorescéncia de cada um. Esse método
permitiu a obtencdo de sequéncias de 800-1000 pares de base, mas como o AlF-HA
possui cerca de 1881 pb foram usados 4 primers, dois externos e dois internos para

cobrir a sequéncia de interesse (Tabela 2).

Para sequenciar cada plasmideo foram feitas quatros reacdes, cada uma
com um primer, citados na tabela 2. As PCRs de sequenciamento foram feitas de
acordo com as condicfes descritas na tabela 3. Em seguida, para precipitar o DNA
foram adicionados em cada amostra, 10% do volume de 1,5M acetato de sédio e
0,5M de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e trés vezes o volume de etanol
100%. ApGs a homogeneizacdo e incubacdo a 4°C por 10 minutos, as amostras
foram centrifugadas a 20.000 g por 20 minutos a 4°C. Logo depois de retirar o
sobrenadante, foram adicionados 500 pL de etanol 70% e novamente centrifugadas.
Ap6s a secagem do DNA precipitado, foi feita a ressuspensdo com 10 pL de Hi-Di™
formamida (Life Technologies), o aquecimento a 95°C por 5 minutos e a aplicacéo
em placas de 96 pocos para analise no sequeciador Applied Biosystems® 3500 and
3500xL Genetic Analyzers (Life Technologies).

As sequéncias obtidas foram analisadas com auxilio do programa

ClustalW e ExPASYy translate tools.



Tabela 2 — Sequéncias dos primers utilizados para sequenciamento.

Primer Sequéncia

T7 EEV 5 AAGGCTAGAGTACTTAATACG 3’

T3 5 GTTCAGGGGGAGATGTG 3

hAIF-HA Eco RIF | 5 GAGGAAGTTCCTCAA 3’

hAIF-HA Sal | 5" AGGGTCGACTCATGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTAGTCTTCATGAATGTTG 3

Fonte: A autora (2015)

Tabela 3 — Condi¢des da PCR de sequénciamento.

30 ciclos

Temperatura | Tempo

96°C 2 minutos
96°C 15 segundos
50°C 15 segundos
60°C 4 minutos
4°C 0

Fonte: A autora (2015)

4.5 MUTACAO SITIO DIRIGIDA

25

Para a construcao dos vetores com AIF mutantes, ou seja, com cada residuo

de cisteina substituido por um residuo de serina (C255S, C316S e C440S), usamos

primers mutagénicos, contendo alteragcdo de uma base nitrogenada, transformando

0 codon de cisteina (TGC/TCT) para um cédon de serina (AGC) (Figura 3). Portanto,

um par de primer para cada mutante foi desenhado com auxilio do programa
PrimerX (Tabela 4).

Como base para mutacdo das cisteinas, a construcdo pCineo-AlF-HA foi

submetida a PCR com o par de primers correspondente a respectiva cisteina a ser
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mutada. Para as PCRs de mutagénese foram utilizadas a enzima PfuUltra AD
(Agilent), uma DNA polimerase de alta fidelidade, com as seguintes condi¢des: 95°C
por 1 minuto, 15 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 68°C por
8 minutos. Apds a PCR com os primers mutagénicos, foram adicionadas as
amostras 5U de Dpnl (Fermentas), uma enzima que degrada o DNA metilado.
Portanto, o produto final apresenta apenas os plasmideos que foram sintetizados a

partir dos primers, garantindo que todos contenham a mutagao.

Os produtos da mutagénese foram usados para transformar bactérias
quimiocompetentes, como descrito acima (item 4.1). Os plasmideos obtidos apos a
minipreparacdo dessas bactérias competentes (item 4.2) foram utilizados para a
confirmacédo das mutacdes, através do sequenciamento dos vetores, como descrito
acima (item 4.4). Apenas as colonias que possuiam as sequéncias desejadas
passaram por maxipreparacdo e esses plasmideos foram utilizados para transfec¢éo
(item a sequir, 4.5)

Tabela 4 — Sequéncia dos 3 pares de primers usados para mutagénese. A base
nitrogenada sublinhada € onde h4 a mutacédo da sequéncia original.

Primer Sequéncia

C255SF 5' CTCAAATAACCTATGAAAAGAGCTTGATTGCAACAGGAGG 3'
C255SR 5' CCTCCTGTTGCAATCAAGCTCTTTTCATAGGTTATTTGAG 3'
C316SF 5' GTAGCGAACTGGCCAGCGCTCTTGGCAGAAAG 3'

C316SR 5' CTTTCTGCCAAGAGCGCTGGCCAGTTCGCTAC 3'

C440SF 5' GGCAGGAGATGCTGCAAGCTTCTACGATATAAAG 3'
C440SR 5' CTTTATATCGTAGAAGCTITGCAGCATCTCCTGCC 3'

Fonte: A autora (2015)
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Figura 3 — Sequéncia do AlF-HA clonada no vetor pClneo. Sequéncias sublinhadas s&o os locais
onde os primers, C255S, C316S e C440S se anelam. Em azul a base nitrogenada timina mutada
para adenina, pela mutacéo sitio dirigida. Em amarelo as cisteinas mutadas para serina e em
verde a sequencia da etiqueta HA adicionada no C-terminal.

Fonte: A autora (2015)
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4.5 TRANSFECCAO EM HEK293T

O cultivo da linhagem HEK293T, célula embrionaria de rim humano, foi
realizado com meio de cultura MEM (modified Eagle medium) com 10% de soro
bovino fetal e antibiético, em 37°C com 95% O, e 5% CO,. Essa linhagem foi
escolhida pela alta eficiéncia na transfeccéo, inclusive com o método da precipitacdo
de fosfato de célcio (KINGSTON et al., 1999). Portanto, 12 ug de plasmideo foram
transfectados em HEK293T em uma placa 100mm, e apds 5 horas de exposi¢cao ao
meio de transfeccdo, as células foram mantidas em cultura por 48 horas para
expressao proteica. Como controle positivo da transfeccdo foi usado o vetor que

expressa a green fluorescent protein (GFP), uma proteina fluorescente.

Ap0s esse periodo, o extrato total celular foi feito a partir da lise com tampéo
RIPA (NaCl 150 mM, Tris 50 mM, EDTA 1 mM, deoxicolato de sodio 1%, SDS 0,1%,
Triton X-100 1%) e a concentracao proteica foi determinada pelo ensaio de Bradford,
baseada na intensidade colorimétrica gerada a partir da conjugacdo com o corante

Coomassie.

4.6 SDS-PAGE/ WESTERN BLOT

Cerca de 50-80 ug de proteina total, reduzidas com B-mercaptoetanol, foram
separadas eletroforeticamente em gel de acrilamida desnaturante (SDS-PAGE),
corridas primeiramente a 15 mA e depois 30 mA, e em seguida imobilizadas em
membrana de nitrocelulose por transferéncia semi-dry, 10 V por 40 minutos. A
expressao do AlF-HA foi detectada por Western blotting usando o anticorpo anti-AlF
H-300 (sc-5586, Santa Cruz) ou rabbit anti-HA (71-5500, Invitrogen), com anticorpo

secundério ligado a HRP (Sigma) e revelagdo com kit quimioluminescente (Pierce).
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4.7 DENSITOMETRIA

O resultado da revelacao foi digitalizado e as intensidades das bandas foram
densitometradas com auxilio do programa IMAGEJ. O resultado foi apresentado em

forma de grafico construido com auxilio do programa Origin61.
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5 RESULTADOS

Primeiramente a sequéncia de AIF1 foi amplificada a partir de um vetor
contendo a sequéncia da AIF. Apés a reacdo de PCR, o produto (AIF-HA) foi
separado eletroforeticamente para verificar o tamanho do amplicon estimado em
1881 nucleotideos. O gel obtido mostrou que o amplicon apresentava o tamanho
esperado (Figura 4). Em seguida, o vetor pClneo e o AlIF-HA foram ambos duplo
digeridos, com as enzimas Sall e EcoRl, e ligados pela T4 DNA ligase originando o
pCineo-AlF-HA. Através do sequenciamento, a integridade da sequéncia do AlF,
bem como a insercao da etiqueta HA foi confirmada. Ap6s cada uma das mutacdes
sitio dirigidas das 3 cisteinas presentes no AlIF1, o sequenciamento confirmou a

efetividade da mutagénese de todas as trés construcdes (Figuras 5, 6 e 7).

3000 pb
2000 pb
1500 pb

Figura 4 — Eletroforese em agarose do amplicon referente ao AlIF-HA. Eletroforese em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Banda localizada entre 1500pb e 2000pb refere-se ao
AIF-HA clonado a partir de um vetor de que dispomos (Harvard Plasmid Database, Clone ID
#HsCDO00347250).

Fonte: A autora (2015)
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TTCTATGT CT CTGCT CRGGACCT GO CTCATATT GAGRA TEETEET GIGECTETCCTCRCT |87
TTCTATGET CTICTGCT CRAGGRCCT GCCTCATATT GRGRA TEETGET GIGECTETCCTCRCT 718
e e e e el e oo e ek ek el o e kel el e o e e ek e el e e o e ok el el o e e

GEGAA G e TR TR A CT A TE TR CACRC AR CATCETCARR CTTRATEATEECTCT 747
GEGARGEE TR TRCAGCT GEA T TR GRGRC AR CATGE TR RRCTTRATERATEECTCT 773

o o o o o o o o o o o o o e o o e o e o o o o o o o

CRAATRLCCTRT R R TE O TG TTGCR RO R G ACE TR CTCCRAGR RETCTET TGO 207
CRRATARLCCTRTRE BB AGCT TERATT GCRRC REEAGETRCTCCRRERBGTCTETCTSCC B35

e o e o e s el o o e o ok b o o ok el ke o ek o o e e o o e o o

LTTGATREGECTEGACCACAGET G RGRCT AR RO AR GCTTT TCAGRRACATTEELERE 26T
LTTGATRCEE TR CCACAGET G RCRCT AR RO AR GO TTTTCRGR RACATTEEAGRT B55

e o o o o e o o e o o e o o ol ool ol o oo ol o ol o ol o o e o e e o

Figura 5 — Alinhamento da sequéncia contendo a mutagdo C255S. Alinhamento da sequéncia
original e da obtida no sequenciamento do vetor AIF-HA ap6s a mutagénese da primeira cisteina
(posicdo 255), em destaque o codon mutado e em vermelho a base nitrogenada alterada.

Fonte: A autora (2015)

GEAGETACTC ARG AT CT GTC TG CCATT GAT AR GEC TG GRS CRGRASET GRAGAGTRAGRE 240
GEAGETACTCCRAGR AT CT GTC TG CCATT GAT ARG GEC TG GRS CRAGRE ST GRAGAGTRAGR 453
o ool o o o oo ookl ol o o oo ok e o o o ok ok el o o o

AR RCECTTT TR G R L T TR ACRCT TTRCR ACCTT GEACR RERATTTC ROGEEARETS 300
ACRRCGCTTTI TCAGRRRGAT TGERASRCT TTAGR ARG CTT GERERA RERTTTOROGEERRETE 513

o e o o o o o o o o e o o o o o o o o o o o oo o o o o e o e

ARRTCRRTTROGATTATCGETGEEEECTTOCT TGETRAGC GRRCTGEOORECECTCTTGEE 573

e o e o o o o o o ol o e o e o ol o e ol e i e e b o e o e

MAICP.MIACSATIMCSGISGSGSCTICCTISGIMCSMIGSCI'C GEC Ze0

AGA AL EECTCGRECCTIGEECAC AGALG TEATT CARCT CTTCCCCGRERAR RGEAL RTATE 1020
LAGA R eI G CCTIG GG CACACRRETEATT CARCTCTTOCCCGREAR DECRARATRTE £33

e e o e o e o o e o ol ol e ek e e e e e ol e e o o o o oo o o ol o e e o e o

Figura 6 — Alinhamento da sequéncia contendo a mutacao C316S. Alinhamento da sequéncia original
e da obtida no sequenciamento do vetor AIF-HA apés a mutagénese da segunda cisteina (posi¢éo
316), em destaque o codon mutado e em vermelho as bases nitrogenadas alteradas.

Fonte: A autora (2015)
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ATGOCCRRTECI AT T GTE AR T OO TG ERGTC A CAG TG ECARGTIARCTTATCARGITE 1620
A TG OCCEATE TR TT CTE A AT O TTGCAGTC ARG CACTEECARETTACTTATCRAGCTE Tee

e e e o e o o ok e ol et ok e o o o o o o ol e e e e e o o e o el

ARR R G CRGEA R CTAGR R TEROC RO ATR CT RECASCTETEEECCTBEAGCOCART 1680
AR ERCEECRGEA R ETAGR AR TEROCACATRGT GRCASCTSTEEECCTGEAGCOCRAT 228
e e e ek e el e e ek kel e el o e kel el el e e ek el o e ek ke el

GITGRGTT GEOCRRGECT G TR CCTEERR R TR GACTCAGATT TTGET G5CTT COGEETRE 1740
GTTGAGTT GG oA AR T G TR CCTEERR R TRCACTCRELTTTTEETGECTTCCGEETR 888

e e oo e o o ol o e v o e ok o o e o o e o o o kol d o sl e e a d o e a d

ARTGECRERGCTRC R GIRCECTCTRRCATCTGEET GRCRGERERT T GCRARGI I TCTRAC 546

e e e o e o o ke ol el vk o o o el o o o o e e oo e e e o o

LATGCAGAGCTACALECACES :Imr:rsssrsscassasuscrscrcrm 1800

Figura 7 — Alinhamento da sequéncia contendo a mutacdo C440S. Alinhamento da sequéncia original
e da obtida no sequenciamento do vetor AIF-HA apds a mutagénese da terceira cisteina (posi¢ao
440), em destaque o codon mutado e em vermelho a base nitrogenada alterada.

Fonte: A autora (2015)

Western Blot dos extratos celulares das HEK293T transfectadas com cada
um dos plasmideos foi realizado, utilizando anticorpo a-AlF, na diluicdo de 1:1000
(Figura 8). O controle negativo (MOCK) foi feito através de células néo
transfectadas, ou seja, sem AIF exdégeno. Observamos que todas as construcdes
levaram a superexpressdo da proteina AlF, particularmente a que expressa o AlF
selvagem. AIF enddgena, migrando na mesma mobilidade eletroforética que as
superexpressas, foi também detectada nas células ndo transfectadas, o que era

esperado.

As mesmas amostras foram incubadas com anticorpo a-HA, na diluicdo de
1:500 (Figura 8). Todas as células transfectadas com os construtos de AIF-HA
expressaram a etiqueta HA. Particularmente a constru¢ao de AlF1 selvagem levou a
uma expressao mais intensa do que as constru¢des de AIF1 mutadas, confirmando
0 western blotting com anti-AlF. A auséncia de detecg¢do no extrato MOCK condiz
com a auséncia de HA enddgeno, portanto a presenca de HA representa a proteina
superexpressa. A presenca de duas bandas nos construtos de AIF selvagem, 255,
316 e 440 pode refletir a presenca de AIF1 em diferentes estados de
processamento. A banda fraca, que possui migracdo mais lenta, pode corresponder

a AlIF-HA recém sintetizada que ainda com a sequéncia de localizagdo mitocondrial.

As intensidades das bandas nas revelagdbes com a-HA foram

densitometradas, e normalizadas com [-actina, uma proteina constitutiva, para
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verificar a diferenca de expresséo entre os vetores. O AlIF-HA gque possui mutacao
no cisteina posicao 316 e a que possui alteracdo na posicdo 440 apresentaram o

nivel de expressdo cerca de duas vezes menor que as demais contrucdes. (Figura

9)

Anti-AIF

1:MOCK

2: AIF-HA (widtype)

AREEHA 3: 2258
1 2 3 4 5 4: C316S
70kb

Anti-beta actina
1 2 3 4 5

Figura 8 — Relevacdo do Western Blot com anticorpos a-AlF, a-HA e a-B actina, nas amostras
tranfectadas com: 1-nédo transfectadas (MOCK); 2- AIF-HA; 3-C255S; 4-C316S; 5- C440S. Diluicdo
dos anticorpos usados : a-AlF (1:1000), a-HA (1:500) e B-actina (1:3000).

Fonte: A autora (2015)

HA/B actina

T T T T T T
MOCK AIF-HA C2558 C3165 C440S

Figura 9 — Semi-quantificacdo da expressdo das AlF-HA em células HEK293T. Grafico do resultado
da densitometria das bandas reveladas com a-HA dividida pela intensidade das bandas reveladas
com a-f3 actina.

Fonte: A autora (2015)
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho produzimos construtos para expressar a proteina AlIF-HA

selvagem e mutadas em cada uma de suas 3 cisteinas de sua sequéncia primaria.

A fuséo da sequéncia de HA na extremidade C-terminal foi planejada dessa
maneira, pois no N-terminal ha a sequéncia de localizacdo mitocondrial (MLS) que
posteriormente é clivada e perdida permitindo o ancoramento do AIF na membrana
interna mitocondrial. Essa proteina de fusdo foi escolhida por questdo de

praticidade, pois o laboratério ja dispunha de anticorpo e resina de agarose a-HA.

A partir da confirmacdo por sequenciamento do sucesso da clonagem do
AIF-HA no vetor pClneo, esse plasmideo foi usado como base para fazer as
mutacdes sitio dirigidas. Trés pares de primers foram desenhados, uma para cada
cisteina a ser mutada. A Unica alteracdo presente nesses primers é a troca de um
nucleotideo, que acarretara a mudanca do codon, resultando assim a alteracdo do
aminoacido a ser incorporado na determinada posicdo. Portanto a alteracdo que
ocorreu na sequéncia clonada foi de TGC/TGT para AGC, mudando o aminoacido
de cisteina para serina. Ambos aminoacidos possuem 0 mesmo tamanho, sao
polares e ndo possuem carga, sendo a Unica diferenca a troca do tiol (-SH) pela
hidroxila (-OH) na cadeia lateral do amino&cido. Portanto, tais mutagfes ndo devem
causar alteragdes estruturais e conformacionais drasticas na proteina, mas apenas
impedir a formacdo da ponte de dissulfeto. As trés cisteinas da sequéncia foram
mutadas originando um plasmideo com cada mutacdo, todas confirmadas por

sequenciamento.

A transfeccdo, e posterior expressao desses plasmideos em células
eucariotas HEK293T, analisadas por Western Blot demonstrou que tanto a proteina
AIF, quanto o polipeptideo fundido estavam sendo corretamente expressos. A
auséncia da deteccdo na amostra MOCK quando revelada com a-HA condiz com a
auséncia do HA enddgeno, portanto, podemos afirmar que a transfeccdo e a

expresséo do AlIF-HA foram bem sucedidas.

A diferenca de intensidade das bandas nas revelagcdes com a-AlF e a-HA

sugerem que o nivel de expressao das construcdes sao diferentes, mesmo sendo a
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partir do mesmo vetor de expressao. Portanto, as bandas reveladas com a-HA foram
densitometradas e normalizadas com [-actina, para verificar a diferenca de
expressao entre os AlFs. Optamos por avaliar apenas a diferenca de expresséao pelo
resultado do a-HA, pois isso garante que a andlise estd sendo feita apenas no AlF-
HA transfectada, podendo concluir assim, que as diferencas encontradas s&o

independentes do AlIF enddgeno.

Foi observado, através da densitometria das intensidades das bandas, que o
nivel de expressdo do AIF-HA sem mutacdo e das trés constru¢cdes mutadas
apresentavam diferenca quanto ao nivel de expresséo. Este resultado sugere que a
mutacdo na cisteina das posicbes 316 e 440, as quais apresentaram menor
expressado, possam influenciar a expressao proteica. A influéncia pode ocorrer tanto
inibindo a velocidade da traducdo da cadeia polipeptidica como aumentando a taxa

de degradacdo desses mutantes. Nao analisamos estas hipoteses neste trabalho.

A reducdo das amostras com B-mercaptoetanol, antes de correr o SDS-
PAGE, causa a desnaturacdo das pontes de dissulfeto. Essas podem ser
responsaveis pelo dobramento/estrutura terciaria da proteina ou pela interacéo entre
proteinas. Por isso o resultado que aparece na revelacdo do Western Blot ndo se
remete a conformacdo da proteina, ndo sendo essa a justificativa para a diferenca

de nivel de expressao.

Quanto as perspectivas de utilizar as ferramentas caracterizadas no
presente trabalho, pretendemos identificar a cisteina do AIF responsavel pela
interacdo com a Trx1, assim como avaliar se estas cisteinas sao capazes de formar
pontes de dissulfeto, intramolecular e/ou intermolecular. Estudos anteriores ja
mostraram que outras proteinas, sao capazes de formar pontes de dissulfeto entre
as cisteinas da propria estrutura primaria, assim como ligacdes através das cisteinas
entre duas proteinas iguais ou distintas, podendo alterar a atividade enzimatica
(FOUQUET et al., 2010).

Outra possibilidade de estudo é analisar o papel dessas cisteinas da AlIF na
via apoptotica, jA que em um estudo anterior, foi relatado que o blogueio com para-
chloromercuriphenylsulfonic acid (PCMPS), um blogueador de tiol, resultou na
diminuicdo da atividade apoptética do AIF1. (SUSIN et al., 1999; MIRAMAR et al.,
2001)
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7 CONCLUSAO

A clonagem da proteina apoptosis inducing factor 1, fundida a sequéncia
polipeptidica HA no C-terminal, foi bem sucedida. A constru¢éo dos 3 vetores, cada
um com uma cisteina mutada para serina, foi realizada a partir do produto da
clonagem. O sequenciamento confirmou a integridade da sequéncia, e a transfec¢cao

em células HEK293T confirmou a expressao correta de todas as construgdes.

As diferencas no nivel de expressao podem sugerir que a mutacdo, nas
posicbes 316 e 440 venham a interferir de algum modo, e é um indicativo para

posteriores estudos.

Os vetores serdo utilizados para estudos posteriores, que irdo ajudar a

definir o papel redox na funcéo da proteina AIF1.
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