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RESUMO

A ubiquitinacéo esta envolvida em varios processos no organismo, desde
ciclo celular até vias de sinalizacdo de apoptose. Por esse amplo envolvimento, é
de extrema importancia uma fina regulacdo que € realizada por enzimas
chamadas deubiquitinases (DUBs) que hidrolisam ligagfes isopeptidicas. Dentre
todas as DUBs, USP é a familia mais extensa tendo como membro USP2 que
possui duas isoformas fruto de processamento alternativo: USP2a (de 69kDa) e
USP2b (de 45kDa) que se diferenciam apenas na regidao N-terminal. Alguns
estudos relacionam essas isoformas com a via da p53, miogénese, tumores de
prostata, agressividade de tumores de mama e manutencéo dos niveis de Na* e
pressao sanguinea. Apesar desses estudos, a distribui¢do tecidual da USP2 ainda
nao esta completamente estabelecida. A presenca de duas isoformas distintas de
processamento e a inexisténcia de anticorpos comerciais que possam distinguir
entre as duas isoformas justifica a producdo de reagentes confiaveis para o estudo
de USP2. Desde modo, o objetivo foi produzir anticorpo monoclonal, isoforma
especifico, para USP2a e clonar, produzir proteina recombinante em bactérias e
superexpressar USP2b em células eucariontes. USP2a foi produzida em E. coli
BL21(DE3)STAR fusionada com etiqueta de histidina e purificada por coluna de
Ni-NTA. A proteina purificada foi usada para imunizar camundongos balb/c. O soro
policlonal desses animais foi testado por western blot para a presenca de
anticorpo anti-USP2a quanto ao reconhecimento da proteina enddgena e
superexpressa em linhagens de préstata LNCaP e RWPE-1 tendo dois animais
positivos usados para a fusdo com mieloma. Os hibridomas ap6s a diluicdo
limitante foram varridos por ELISA chegando-se a um clone 4GD2 que reconheceu
USP2a superexpressa em HEK293T e ndo reconheceu USP2b superexpressa em
HEK293T, indicando que obteve-se sucesso na producdo de um anticorpo
monoclonal isoforma especifico para USP2a. Aléem disso, a isoforma USP2b foi
clonada com sucesso nos vetores pET28a(+) e pcDNA3.1(-)6his. Esta isoforma
nao foi expressa em E. coli mesmo com varias mudancas no sistema, desde cepa
bacteriana até temperatura, meio e tempo de expressao, mas foi superexpressa
em HEK293T. As ferramentas produzidas serdo de extrema importancia para
estudos de mapeamento tecidual, analise de cinética e busca de novos parceiros
moleculares para essas isoformas.

Palavras-chave: USP2, USP2a, USP2b, anticorpo monoclonal, proteina
recombinante.



ABSTRACT

Several physiological processes involve ubiquitylating modification, from
cell cycle to apoptosis pathways. Because this involvement has a large range, it is
extremely important that this post-translational modification be tightly regulated.
Enzymes called deubiquitinases (DUBs) hydrolyze isopeptide bond and have a
pivotal role in this regulation. Among all DUBs, the USP is the largest family.
USP2, a member of this family, has two isoforms from alternative splicing: USP2a
(69kDa) and USP2b (45kDa) and differences rely within their N-terminal regions.
These isoforms have related to p53 pathway, myogenesis, prostate tumors, breast
tumors aggressiveness and maintenance of Na' levels and blood pressure.
Despite these studies, the tissue distribution of USP2 is not completely
established. Absences of commercial antibody that recognize specific isoforms
justify the production of reliable reagents to study USP2. Thus, the aims of this
study were (1) to express both USP2a and USP2b in heterologous bacterial
system; (2) to overexpress USP2b in mammalian cells and (3) to produce
monoclonal antibodies specific to USP2a isoform. USP2a was produced in E. coli
BL21(DE3)STAR fused with polyhistidine tag and purified by Ni-NTA column. The
purified protein was used to immunize Balb/c mice strain. We have tested the
polyclonal serum of these animals by western blot to the presence of antibody anti-
USP2a that recognize endogenous and overexpressed protein in prostate line
LNCaP and RWPE-1. Two animals were positive and employed in fusion
procedures. After hybridoma supernatant screenings for anti-USP2a presence by
ELISA, we isolated the clone 4GD2, which was stable and still secreting antibodies
after several freeze-thaw cycles. Monoclonal antibody 4GD2 recognizes USP2a
overexpressed in HEK293T cells and does not cross-react with USP2b, suggesting
that MoAb 4GD2 is highly specific. In addition, USP2b was successfully cloned in
pPET28a(+) and pcDNA3.1(-)6his vectors, both expression vectors for prokaryotic
and eukaryotic systems, respectively. We were not able to express successfully
USP2b in E. coli under different protocols (e.g. temperature, medium and time
parameters changes), however we expressed His-tagged USP2b in HEK293T
cells. The produced tools will be extremely important in further studies, such as
tissue and temporal USP2 expression mapping, USP2 expression and
disappearing kinetics in cell lines and characterization of new molecular partners
for this DUB.

Key words: USP2, USP2a, USP2b, monoclonal antibody and recombinant protein.
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1 INTRODUCAO

O sistema de ubiquitina-proteassomo estd envolvido em muitas vias
sinalizadoras e seu mau funcionamento pode levar a diversas doencas desde
canceres até doencas neurodegenerativas. Esse sistema tem como principal
elemento a ubiquitina, que €& uma proteina de 76 aminoacidos que marca
proteinas alvo para diferentes destinos (HERSHKO & CIECHANOVER, 1998;
HICKE, 2001).

A ubiquitinacdo € reversivel e esta acdo € realizada por enzimas
chamadas deubiquitinases (DUBs) que removem a ubiquitina ligada as proteinas
alvos mudando o destino e/ou a funcdo das mesmas. Por ter essa reversibilidade,
o sistema ubiquitina-proteassomo € comparado com a fosforilacao/defosforilacao.

Vérias provaveis DUBs foram identificadas no genoma humano e divididas
em cinco familias: UCH, USP, OTU, MJD e JAMM. A maior familia € USP
(ubiquitin specific protease) que compreende 58 membros, dentre eles, USP2 que
possui duas isoformas, USP2a e USPb (AMERIK & HOCHSTRASSER, 2004;
NIJMAN et al., 2005).

USP2 estd comprovadamente envolvida na via de sinalizacdo de p53,
tendo como substrato MDMX e MDM2 (STEVENSON et al., 2007; ALLENDE-
VEGA et al., 2010). Além de estabilizar ciclina D1 e aurora A que estdo envolvidas
na progressado do ciclo celular (SHAN et al., 2009; SHI et al., 2011). Também foi
demonstrado seu envolvimento na reciclagem do receptor de EGF, mantendo
assim a sinalizacéo para proliferacdo celular (LIU et al., 2013).

A distribuicdo tecidual da USP2 ainda ndo estd completamente
estabelecida. A inexisténcia de anticorpos comerciais que possam distinguir entre
as duas isoformas justifica a producdo de reagentes confiaveis para o estudo de
USP2. Uma vez que a USP2a possui comprovadas propriedades oncogénicas
torna-se relevante o seu estudo mais aprofundado, particularmente aquele que

possa levar ao desenho racional de inibidores da progressao tumoral.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver anticorpos monoclonais para a deubiquitinase USP2a e
USP2b para utilizacdo em ensaios de imunomapeamento da expressdo das

isoformas de USP2 em diferentes compartimentos celulares

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Expressar e purificar a proteina recombinante USP2a.

e Clonar, expressar e purificar a proteina recombinante USP2b.

e Obter anticorpos policlonais e monoclonais reativos para a USP2a e
USP2b.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sistema Ubiquitina

O balanco sintese/degradacdo de proteinas € responsavel por varias
respostas biolégicas e falhas nesses processos estdo envolvidas em doencas.
Existe duas formas de degradacdo proteica, a degradacdo seletiva e a nao
seletiva. A ndo seletiva € mediada pelos lisossomos e autofagia, apesar de
atualmente existir algumas evidéncias de que essas vias de degradacdo possam
ter alguma seletividade.

J& a degradacao seletiva é mediada pelo sistema ubiquitina-proteassomo
e oferece algumas vantagens em relacéo a outros meios regulatérios de respostas
bioldgicas. Quando a sintese de uma determinada proteina € aumentada devido a
um estimulo, o acionamento da degradacdo seletiva diminui a meia vida da
mesma atingindo-se assim um novo estagio estaciondrio mais rapido. Além disso,
a degradacéao seletiva, por ser irreversivel, permite que as proteinas degradadas
nao estejam mais disponiveis para acdo quando se quer atenuar uma resposta
(HOCHSTRASSER, 1996).

Claro que todo esse processo tem um alto custo energético ja que em
uma proxima estimulacdo todas as proteinas degradadas necessitam ser
sintetizadas novamente. Mas tudo € uma questdo de custo-beneficio onde as
vantagens desse processo rapido e sensivel acabam sendo maiores do que o lado
negativo do alto custo energético.

A ubiquitinacéo esta relacionada com varios processos no organismo. A
progressdo do ciclo celular, por exemplo, pela degradacdo de proteinas
regulatérias do ciclo celular, é diretamente guiada por ela. Além de ser
responsavel pela regulacdo da endocitose e de histonas, por exemplo, as histonas
H2A e H2B sdo monoubiquitinadas ou ligadas a pequenas cadeias de
poliubiquitina alterando assim o acesso ao DNA (HERSHKO & CIECHANOVER,

1998; HICKE, 2001).
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O sistema ubiquitina tem como principal protagonista a ubiquitina, que &
um polipeptideo de 76 aminoacidos com aproximadamente 8kDa codificada por 2
genes diferentes, que ndo codificam monomeros livres. Um dos genes codifica
cadeias lineares de poliubiquitina nas quais as ubiquitinas estdo ligadas por
ligacdes peptidicas entre o residuo de glicina C-terminal de uma ubiquitina e o
residuo de metionina N-terminal da proxima. O outro gene codifica uma ubiquitina
fusionada com um proteina ribossomal. (BAEK et al., 1997; CHUNG & BAEK,
1999).

A ligacdo da ubiquitina ao substrato é resultado de uma série de reacdes
muito bem estabelecidas e conservadas ao longo das espécies. Trés enzimas
participam sequencialmente desde a ativagcdo a sua ligagdo covalente ao
substrato: enzima ativadora de ubiquitina E1, enzima conjugadora de ubiquitina E2
e ubiquitina ligase E3 (D'AZZO et al., 2005).

Um passo essencial na ligacdo da ubiquitina ao substrato é a ativacdo
dependente de ATP do residuo de glicina 76 C-terminal da ubiquitina pela enzima
E1l. Somente uma E1 existe no organismo e sua delecao é letal. Em seguida, esta
ubiquitina ativada é transferida para o sitio ativo da enzima E2 que sozinha ou em
conjunto com a enzima E3 promove sua ligagdo ao grupo €-amino do residuo de
lisina do substrato formando uma ligacédo isopeptidica (FIGURA 1) (HERSHKO &
CIECHANOVER, 1998; PICKART, 2001).
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FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE UBIQUITINACAO.
FONTE: WOELK et al. (2007).

Apesar de bem estabelecida, estudos revelaram a existéncia de um outro
fator na série de reacbes de conjugacdo da ubiquitina ao substrato. Na auséncia
do fator chamado E4, apenas poucas ubiquitinas sdo ligadas ao substrato, sendo
insuficiente para a degradacdo proteassomal. Os autores dividiram a
poliubiquitinagdo do substrato em duas fases: fase de iniciagdo e polimerizagao.
Na iniciagcdo o substrato é reconhecido pelos fatores E1, E2 e E3 mas apenas
poucas ubiquitinas sdo conjugadas. Ja na fase de polimerizagdo ocorre o
alongamento dessa cadeia pelo fator E4. Mas esta enzima E4 parece estar
relacionada apenas com uma gama limitada de substratos. (KOEGL et al., 1999;

CIECHANOVER et al., 2000).



16

As proteinas podem ser poliubiquitinadas, monoubiquitinadas ou
multiubiquitinadas. A poliubiquitinacdo (uma cadeia de ubiquitinas ligadas na
mesma lisina) dependendo da lisina envolvida leva a um destino diferente.
Proteinas monoubiquitinadas e multiubiquitinadas séo tipicamente marcadas para
endocitose e posterior degradacdo nos lisossomos/vacuolos, regulacdo de
histonas e liberacdo de retrovirus pela membrana plasmética, indicando que o
sistema ubiquitina ndo estd envolvido somente na degradacdo de proteinas
(PICKART, 2001).

A ubiquitina possui sete residuos de lisina que podem ser usados para a
ligagdo isopeptidica com o substrato (K6, K11, K27, K29, K33, K48 e K63). Apesar
de todas essas possibilidade, apenas K48 e K63 estdo bem descritas quanto sua
funcionalidade. Proteinas poliubiquitinadas em K48 sé&o seletivamente marcadas
para degradacédo nos proteassomos. Ja ubiquitinacdo através da ligacdo K63 esta
envolvida na sinalizacao celular. Alguns estudos demonstraram também que pode
existir uma cadeia de poliubiquitina ligadas em diferentes residuos de lisina, mas
nao se sabe ainda sua funcao (FIGURA 2) (HAGLUND & DIKIC, 2005; WOELK et
al., 2007).
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FIGURA 2 - UBIQUITINAGAO E SUAS MODIFICACOES CELULARES.
FONTE: WOELK et al. (2007).

A ligacao ao substrato de cadeias de poliubiquitinas K48 é a principal e
mais conhecida funcdo do sistema ubiquitina-proteassomo. Como dito
anteriormente, esta marcacdo, leva o substrato a ser degradado pelo
proteassomo. O proteassomo 26S € um complexo composto por duas
subunidades, a parte catalitica 20S e o complexo regulatério 19S (FIGURA 3)
(HERSHKO & CIECHANOVER, 1998).

O proteassomo é composto por duas subunidades 19S nas extremidades
gue regulam a entrada do substrato ao 20S e medeia o reconhecimento da cadeia
de poliubiquitina ligada ao substrato. Ele pode ser subdividido em 2
subcomplexos, um na base que possui 6 ATPases da familia AAA e mais trés
proteinas e um outro subcomplexo que possui 8 subunidades. A subunidade 20S

tem formato de barril e € composta por 4 anéis, 2 anéis a na porgcao exterior e 2
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anéis B na porcéo interior e cada um desses anéis sdo formados por 7
subunidades diferentes (CIECHANOVER et al., 2000).

\
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FIGURA 3 — DESENHO ESQUEMATICO DA ESTRUTURA DO PROTEASSOMO 26S.
FONTE: CIECHANOVER et al. (2000).

Quando os substratos ubiquitinados sdo degradados pelo proteassomo,
algumas moléculas podem ser geradas: peptidios livres, pequenos peptidios
ligados ainda a ubiquitina ou cadeias de poliubiquitina livre. Além dessas
moléculas geradas, alguns estudos mostraram que o0 proteassomo também pode
ajudar a gerar peptideos que compordo o MHC de classe | (GROETTRUP et al.,
1996; HERSHKO & CIECHANOVER, 1998).

Vérias alterac6es em vias de sinalizacdo estéo relacionadas com doencas
em humanos. E muitas dessas vias tem participagcdo do sistema ubiquitina na
regulacdo de seus componentes. O controle do ciclo celular e das vias do NF-kB,
TGF-B e B-catenina sdo exemplos de rotas sinalizadoras funcionalmente ligadas
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ao desenvolvimento do cancer e que tém o sistema de ubiquitinacdo envolvido em
algum ponto regulatério (CROSETTO et al., 2006).

Muitas doengas neurodegenerativas séo relacionadas com problemas
nesse sistema de degradacao. A grande maioria € caracterizada pela presenca de
agregados proteicos intraneurais e alguns estudos ja revelaram a presenca de
proteinas ubiquitinas nesses agregados, indicando que problemas na protedlise
estédo diretamente ligados com essas condi¢des (LAYFIELD et al., 2001).

Uma outra doenca do sistema nervoso que envolve disfuncédo do sistema
ubiquitina é a Sindrome de Angelman que leva a um distirbio motor e severo
retardamento mental. FANG et al. (1999) correlacionou esta sindrome com uma
mutacdo na E3 ligase E6-AP mas ainda ndo se sabe qual o substrato desta
enzima que se acumula e que é toxico para o sistema nervoso.

Existem outros tipos de moléculas envolvidas no sistema ubiquitina que
ndo sdo as ubiquitinas. Estas sdo chamadas de proteinas tipo ubiquitinas, pela
sua similaridade com as ubiquitinas, e inclui moléculas como NEDD8, SUMO e
ISG15. Sua ligacdo ao substrato se da de maneira semelhante a ligacdo da
ubiquitina ao substrato mas levam a destinos diferentes, como por exemplo,

modificacdo da atividade e localiza¢éo celular do seu alvo (NALEPA et al., 2006).

2.2 Deubiquitinases

Como o sistema ubiquitina esta envolvido em varios processos biolégicos
e sua disfuncdo pode levar a doencas € necessario que ele seja finamente
regulado. De forma similar a fosforilagédo, a ubiquitinacao também é reversivel, e é
contra balanceada pela agéo de enzimas chamadas deubiquitinases (DUBS).

Proteases sao divididas em cinco grupo dependendo do seu mecanismo
de acdo: aspértico, metalo, serino, treonino e cisteino proteases. DUBs
representam duas dessas familias: cisteino e metaloproteases apesar que a
grande maioria se encaixa no grupo das cisteino proteases (NIJMAN et al., 2005).

As DUBs possuem varias atividades dentro do sistema ubiquitina. Elas

séo responsaveis pelo controle negativo de degradacao de diversas proteinas, por
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retirar a marcacao de ubiquitina que levaria a mesma ao proteassomo; por manter
0 niveis de ubiquitina livre na célula dentro dos valores necessario para o bom
funcionamento do sistema j& que estas ndo sdo sintetizadas como mondémeros
livres e que podem formar espontaneamente aductos com nucleodfilos
intracelulares (glutationas ou aminas); além de agir em cadeias de ubiquitinas ndo
ancoradas que competem com as proteinas poliubiquitinadas pelo sitio do
proteassomo 26S (HOCHSTRASSER, 1996; LAM et al., 1997; D'ANDREA &
PELLMAN, 1998).

Essas enzimas reguladoras tem sido relacionadas com controle do
crescimento, diferenciacdo, oncogénese e integridade do genoma (WILKINSON,
1997). Devido sua importancia em varios processos, € essencial que também
sejam reguladas. Tem-se evidéncias de que na auséncia do substrato, as DUBs
sdo inativas e que a interagcdo com a ubiquitina ligada ao substrato altera sua
conformacao ativando-a. Além disso, as DUBs também podem ser reguladas
transcricionalmente e por degradacdo pelo proteassomo (TURNER &
VARSHAVSKY, 2000). Assim como varias cisteino proteases, algumas DUBs
podem sofrer regulacdes redox por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(KOMANDER et al., 2009).

As DUBSs séo divididas em cinco grupos: USP, UCH, MJD, OTU e JAMM.
Destes, 0s quatro primeiros sao cisteino proteases e o Ultimo é uma
metaloprotease (AMERIK & HOCHSTRASSER, 2004). NIJMAN et al. (2005)
fizeram uma analise genémica das possiveis DUBs existentes em humanos pela
busca de dominios caracteristicos e encontrou 95 provaveis genes que codificam
para DUBs nas seguintes divisdes: 58USP, 4UCH, 5MJD, 140TU e 14JAMM.
Dessas 95, 72 sdo provavelmente funcionais.

As cisteino proteases variam bastante em tamanho e funcionalidade mas
tem como semelhanca a presenca de uma triade catalitica em sua estrutura
composta por residuos de cisteina, histidina e acido aspartico. Atribui-se fortes
caracteristicas cataliticas para a cisteina e a histidina (CHUNG & BAEK, 1999).

Uma das deubiquitinases mais bem caracterizadas é a Ubpl4p e seu

homdlogo humano Isopeptidade T. Essa DUB de 93kDa hidrolisa cadeias de
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ubiquitina que ficaram livres do substrato apos a degradacdo proteassomal
comecando a hidrolise pela ubiquitina proximal livre na cadeia. Ubp4/Doa4
também €& uma DUB bem caracterizada e estd envolvida na hidrélise de
ubiquitinas que permaneceram ligadas a peptideos apos passagem pelo
proteassomo (CHUNG & BAEK, 1999).

2.3 USP

USP (ubiquitin specific protease) € a maior familia de DUBs e séo
conhecidas por serem cisteino-proteases. Tem acfes tanto em precursores de
ubiquitina linear quanto em cadeias de ubiquitina ligadas ao substrato. Além disso,
sédo homodlogas a familia UBP de leveduras (GOUSSEVA & BAKER, 2003).

Segundo uma andlise estrutural feita por QUESADA et al. (2004), USP
tem um residuo de cisteina (Cys Box) conservado, que tem atividade catalitica,
entre todas as USPs, exceto na USP52 que tem uma alanina em vez da cisteina.
Apds o Cys Box essa familia possui uma regido chamada de QQD Box que
contem acido aspartico que é conservado em todas as USP. Em seguida, existe
um residuo de histidina (His Box) que também apresenta atividade catalitica e s6
nao existe na USP52. Todas as USPs estudadas possuem sinais em sua estrutura
para localizacdo celular. Somente a USP30 possui sinal para localizagdo na
mitocondria e muitas outras tem sinais nucleares.

Véarias USPs foram implicadas em uma gama de processos celulares.
USP1 esta envolvida no cancer relacionado com a anemia de Falconi (ZHANG et
al., 2007). USP7 esta envolvida na cascata de sinalizacdo da p53 estabilizando
Mdm2 e p53 além de ter como substrato também a proteina ICPO do herpes virus
tipo | que é importante na inducéo do ciclo litico do virus (BOUTELL et al., 2002; LI
et al., 2004). Ja USP9 mostrou-se envolvida no desenvolvimento por atuar nas
vias de sinalizagédo Delta e Notch (KHUT et al., 2007) e USP10 atua no transporte
retrogrado e anterégrado entre golgi e reticulo endoplasmatico (SONCINI et al.,
2001).
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2.3.1 USP2

USP2 tem em sua estrutura 9 a-hélices e 14 folhas- além de possuir um
sitio de ligacdo ao zinco. A funcionalidade desse sitio de ligacdo ao metal ainda
continua obscura mas sabe-se que ele ndo € requerido para a atividade
deubiquitinante dessa proteina. Além disso, descobriu-se que USP2 e ubiquitina
formam um complexo néo covalente e que possuem formas complementares, 0
que explica a alta seletividade por substratos ubiquitinados (RENATUS et al.,
2006).

O gene da USP2 produz duas isoformas bem estabelecidas como
resultado de processamento alternativo de RNA: séo elas USP2a ou USP2-69 que
possui 69kDa e USP2b ou USP2-45 de 45kDa. Este gene possui 13 éxons, dos
quais os de numero 3 ao 13 sao responsaveis pela porcao catalitica da enzima e
sdo comuns a todas as isoformas. Diferentes combinacdes dos éxons 1A, 1B, 1C,
1D e 3 ao 13 formam a isoforma USP2a enquanto que combina¢Bes do éxon 2
com 3 ao 13 sédo responsaveis pela isoforma USP2b. Deste modo, sdo iguais no
C-terminal e diferentes no N-terminal. USP2b tem 49 aminoacidos no C-terminal e
USP2a tem 272 aminoacidos (GOUSSEVA & BAKER, 2003).

Alguns estudos evidenciam a existéncia de uma terceira isoforma, USP2c,
que teria 41kDa. Inclusive, relacionando-a com o metabolismo ésseo onde teria
participacdo nos efeitos anabdlicos e catabdlicos do PTH e inducdo de apoptose
em células HEK293T e HelLa (MILES et al., 2002; GEWIES & GRIMM, 2003).

USP2 esta relacionada com uma gama de processos bioldgicos.
Homoélogos da USP2a e USP2b estdo envolvidos na miogénese. Experimentos
levaram a conclusdo de que essas duas isoformas sdo expressas diferentemente
dependendo da fase do processo e possuem acdes antagonicas na diferenciacéo
muscular. Essa expressao diferencial € responsavel pela fusdo das membranas
plasmaticas e acumulo de proteinas musculo especificas durante a miogénese
(PARK et al., 2002).

A isoforma USP2a tem sido amplamente correlacionada com tumores de

prostata. USP2a tanto em nivel proteico como mRNA esta superexpressa em 51%
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dos tumores de prostata e é regulada por androgenos. Por imunoprecipitacdo
descobriu-se que USP2a interage com a enzima acido graxo sintase (FAS). FAS
que é uma proteina anti-apoptética, é estabilizada por USP2a conferindo assim
atividades oncogénicas a esta DUB (GRANER et al., 2004).

Ainda relacionando USP2a com céanceres de prostata, PRIOLO et al.
(2006) mostrou que o silenciamento dessa proteina em linhagens LNCaP e DU145
levam a um aumento da apoptose. Além disso, quando expressa em células
epiteliais de préstata imortalizadas tratadas com taxol e cisplatina, confere
resisténcia a apoptose causada pela quimioterapia. Os autores também testaram
em outras linhagens tumorais nao prostaticas (SW480, SW620, LoVo, HCT15,
BT549, SKBR3, HT1080, MG63 e MNNG/HOS), e em todas, o silenciamento de
USP2a levou a um aumento da apoptose.

Homodlogas em ratos da USP2a e USP2b, UBP-t1 e UBP-t2,
respectivamente, sao altamente expressas em testiculos de ratos. Por andlise nos
niveis de mRNA, essas proteinas sdo mais expressas em ceélulas germinativas e
as isoformas tem expressdes diferenciadas, jA que UBP-t1 aparece mais cedo
enquanto que UBP-t2 € mais expressa em estagios mais tardios. Nesse estudo
também chegou-se a conclusédo de que o N-terminal diferencial entre as duas
isoformas determina a localizac&o celular (LIN et al., 2000).

Mdm2 e MdmX sdo proteinas envolvidas na via da p53 e sao substratos
comprovados para USP2a, que através de sua acdo deubiquitinante leva ao
aumento da degradacdo de p53 sem interagir diretamente com este
(STEVENSON et al., 2007; ALLENDE-VEGA et al., 2010). De fato BENASSI et al.
(2012) recentemente evidenciou o papel da USP2a, em tumores de prostata, na
regulacdo negativa de microRNAs, 0s quais coletivamente aumentam os niveis de
Myc através da deubiquitinacdo da Mdm2 e subsequente inativacao de p53.

Ciclina D1 é uma proteina envolvida na progressao do ciclo celular de G1
para S. SHAN et al. (2009) testaram 72 DUBs para deubiquitinacdo dessa proteina
in vitro, selecionando 9 responsivas que foram testadas entdo em células
humanas, onde somente USP2a apresentou acdo. Por analises de pulldown e

imunoprecipitagdo confirmou-se a interagdo de USP2a com ciclina D1. Confirmou-
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se também que USP2a aumenta a meia-vida da ciclina D1 de 20min para mais de
90min, indicando que esta isoforma pode estabilizar ciclina D1 por antagonizar a
protedlise mediada pela ubiquitinagéo.

Um estudo correlacionou a superexpressdao de USP2a com o grau de
mudancas patolégicas observadas em glomerulonefrites e que citocinas e
imunocomplexos podem estimular o aumento de USP2a em células mesangiais
(WANG et al., 2010).

Essa DUB também estad envolvida com o crescimento de linhagens de
origem tumoral que apresentam altos niveis de ciclina A1 em canceres de bexiga
(KIM et al., 2012), estabilidade da Aurora-A que medeia a progressao do ciclo
celular (SHI et al., 2011) e alta expressdo de USP2 a qual promove o potencial
migrativo e invasivo de células de cancer de mama (QU et al., 2015).

USP2a é requerida para ativacdo do NF-kB por TNF-a, estando assim,
envolvida na expresséo de genes dependentes do fator NF-kB e secregao de IL-8
em diferentes tipos celulares. A desregulacdo dessa via esta envolvida em
doencas como inflamacéo crbénica e cancer (METZIG et al.,, 2011; MAHUL-
MELLIER et al., 2012; MAHUL-MELLIER et al., 2012).

BENASSI et al. (2013), demonstraram que USP2a tem propriedades
antioxidantes ja que na presenca desta, a quantidade de espécie reativas de
oxigénio (ROS) é menor. Essa propriedade antioxidante pode ser devido a
regulacdo de miRNA-34b/c que leva a um aumento de c-Myc. Este oncogene esta
envolvido na sintese de y-GCS envolvido na sintese de GSH, e com este
aumentado, aumenta-se a quantidade de GSH, levando a uma diminuicdo de
ROS.

Camundongos machos com falta de USP2 mostraram ter severo defeito
na fertilidade devido os espermatozoides terem dificuldade de penetracdo na zona
pelucida (BEDARD et al., 2011). Outro estudo em camundongos com falta de
USP2 levou ao conhecimento do envolvimento dessa DUB no ritmo circadiano,
pois estes animais se mostraram hipersensiveis a luz durante a transi¢do dia-noite
(SCOMA et al., 2011).
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Um estudo recente vinculou USP2a com o processo de ubiquitinacdo de
EGFR. Esta enzima foi localizada em endossomos primarios e diminuiu a
presenca de EGFR ubiquitinado, sua internalizacdo e degradacdo. Observou-se
ainda a colocalizacdo de EGFR com Rabll, marcador de vesicula de reciclagem,
sugerindo no conjunto que a USP2a promove a reciclagem da forma ativa do
EGFR e consequentemente sustenta positivamente a via de sinalizacdo mediada
por este receptor (LIU et al., 2013).

Expressdao anormal de USP2a foi encontrada em macrofagos de tecidos
adiposos em camundongos obesos. A deficiéncia dessa proteina leva a
adipogénese e inflamacdo do tecido adiposo que sdo eventos cruciais pré-
diabéticos. USP2a regula toda essas func¢des adipdcitas provavelmente por
estimular a secre¢do paracrina de moléculas soluveis regulando assim a
transcricdo de alguns genes alvos (KITAMURA et al., 2013).

REGLINSKI et al. (2015), demonstrou que a USP2 possui sinal de
importagao para o peroxissomo, PEX-5 e que essa importagéo realmente ocorre,
apesar de parecer ndo ser muito eficiente jA que uma parte permanece no citosol.
N&o se sabe a funcdo dessa DUB nos peroxissomos, uma vez que nao existe
evidéncias de proteinas ubiquitinadas no interior dos mesmos. Desde modo, 0s
autores propdem que a importacdo da USP2 para 0s peroxissomos pode ser uma
forma de regular a quantidade e a acdo dessa proteina no citosol, ja que a
degradacdo nos peroxissomos consumiria menos energia e seria mais rapido que
a degradacéao pelo proteassomo.

Estudos demonstraram que USP2a estabiliza tAIF no citosol por retirar
ubiquitinas que marcam para degradacdo pelo proteassomo. AIF €& uma
oxidoretutase mitocondrial que sob stress leva a morte celular por apoptose nao
dependente de caspase. Esse processo se inicia quando AIF é clivado e tAIF é
liberado da matriz mitocondrial para o citosol. O tAIF é translocado para o nucleo
onde exerce sua fungdo levando a apoptose. Com a estabilizacdo de tAIF pela
USP2a, ele fica disponivel para agir no nacleo e levar a célula a apoptose (OH et
al., 2011).
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Ja a isoforma USP2b deubiquitina canais de sodio epiteliais (ENaC)
controlando sua expressdo e funcdo na superficie celular. A¢cdo da USP2b
aumenta a quantidade de canais ha membrana plasmatica e esse aumento causa
retencdo de sodio, potassio e, consequentemente, hipertensdo (OBERFELD et al.,
2011).

Ainda relacionado com o balan¢co de s6dio no organismo, esta isoforma
também remove a monoubiquitinagcdo do receptor de mineralocorticoide (MR)
abrindo caminho para poliubiquitinacdo e posterior degradacdo do mesmo,
interferindo assim na resposta induzida por aldosterona (FARESSE et al., 2013).

USP2b interage com TBK1 deubiquitinando a mesma. TBK1 é importante
na resposta antiviral por ativar IRF3 e IRF7 que induz IFN tipo |. Para sua
ativacdo, TBK1 precisa ser fosforilada ou poliubiquinada em K63. Superexpressao
de USP2b deubiquitina TBK1 inativando-a, e impedindo assim a resposta antiviral
(ZHANG et al., 2014).

Sabe-se também que superexpressao de USP2b diminui a quantidade de
canais de Ca,1.2 inseridos na membrana. Esse canais sdo 0s principais canais de
entrada de Ca*? em midcitos vasculares e cardiacos e também sdo alvos do
tratamento de doencas cardiovasculares (ROUGIER et al., 2015).

Além disso, USP2b participa da regulacdo circadiana no figado e esta
envolvida na regulacéo diurna da glicose, sendo importante para a homeostase da
glicose no plasma. Também evidenciou-se que esta isoforma aumenta a atividade
de gliconeogénese por aumentar a acao de glicocorticoide no figado, exacerbando
a intolerancia a glicose na presenca de resisténcia a insulina (MOLUSKY et al.,
2012).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA USP2a

3.1.1 Transformacé&o bacteriana

A transformacéo para expressao foi realizada a partir de aliquotas de 50pL
de E. coli BL21(DE3)STAR eletrocompetentes, preparadas conforme descrito por
Sambrook e Russel (2001). A aliquota foi adicionada do plasmideo
pET28a(+)+USP2a e submetidas a uma diferenca de potencial de 1.40 kV para a
introducdo do DNA na célula (eletroporador Bio-Rad®). ApOs os pulsos elétricos,
foi adicionado as células 1 mL de meio LB (triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L
e NaCl 10g/L) para recuperacdo celular durante 1h a 37°C (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). Apds a transformacéo as bactérias foram plaqueadas em meio
agar LB (Triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L, NaCl 10g/L e &gar 17g/L) +

canamicina 30ug/mL e incubadas a 37°C durante a noite.

3.1.2 Producao de antigeno recombinante

8 colbnias que cresceram na placa apés a transformacéo foram selecionas
e utilizadas para expressao em pequena escala (mini-expresséo) (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001) para escolher a colénia com melhor expressao para
posteriormente utilizar esta em larga escala.

As colbnias selecionadas foram inoculadas em uma placa separada para
depois ter acesso a colbnia especifica com melhor resultado e em seguida
inoculadas em um frasco com 3mL de meio LB + canamicina (30 pg/mL). Incubou-
se a placa durante a noite a 37°C na estufa e o frasco no agitador a 37°C. Essas
culturas em fase de crescimento estacionario foram usadas como pré-inoculo do
processo de mini-expressao. Em novos frascos, contendo 10mL de meio LB
seletivo, fez-se a inoculagdo 1:50 e incubou-se a 37°C, 210RPM até que

atingissem D.O. entre 0,5 e 0,8 quando medidas em 600nm. Para controle
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negativo de expressdo, 1mL de cada cultura foi separado. Nesse momento,
0,2mM de isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG) foi adicionado a cultura induzindo o
operon Lac que regula a expressao da proteina recombinante inserida no vetor
pET28a. A inducédo ocorreu por 3h mantendo-se as condicbes de cultivo e em
seguida coletou-se 1mL de cultura induzida.

As culturas induzidas e néo-induzidas foram centrifugadas 4000xg por 5
min. O sedimento foi entdo ressuspendido em 100uL de tampado de amostra
redutor (60mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-mercaptoetanol e
0.01% azul de bromofenol) (LAEMMLI, 1970) e aquecido a 95°C por 20 min.
Dessa amostra 20uL foram submetidos a uma separacéo eletroforética por SDS-
PAGE (10% de poliacrilamida) e corada com azul de coomassie para verificacao
do clone com melhor taxa de expressao (SHAPIRO et al., 1967).

Para expressdo em larga escala, utilizou-se um processo analogo ao de
pequena escala, no entanto o pré-inoculo foi feito em 20mL de meio LB seletivo e
0s 20mL dessa cultura foi usado como in6culo de uma cultura com volume final de
1L, ficando na concentracao de 1:50. As condicdes e tempo de inducéo foram os

mesmos da miniexpressao.

3.1.3 Purificag@o do antigeno recombinante

O pellet de bactéria referente a 200mL de cultura obtido na expressdo em
larga escala foi ressuspendido em 20 mL de tampé&o de lise (50mM Tris-HCI, pH
8,0, 1ImM EDTA, 50mM NaCl, 1mM PMSF) e lisados na prensa de French. Apés a
lise centrifugou-se a 6000xg por 20min. Descartou-se 0 sobrenadante,
ressuspendeu-se o pellet em 5mL de tampao de lavagem 1 (5mM EDTA, 5mM
DTT, 2M ureia, 2% triton x-100) e centrifugou-se a 9000xg por 30min. Esta etapa
foi repetida por mais duas vezes. O dultimo pellet da etapa anterior foi
ressuspendido em 5mL de tampdo de lavagem 2 (PBS, 5mM EDTA) e
centrifugado a 9000xg por 30min. Esta etapa foi repetida mais duas vezes. O
ultimo pellet obtido foi congelado no -80°C para o término da purificacdo no dia

seguinte.
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O pellet foi descongelado e ressuspendido em 10mL de tampéao
desnaturante (10mM Tris-HCI, pH 6,8, 100mM NaH2PO4, 6M hidrocloreto de
guanidina, 10mM imidazol) e incubado por 30min a 65°C vortexando a cada
10min. Centrifugou-se a 9000xg por 30min.

A purificacdo do antigeno foi feita por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado em resina de Ni-NTA agarose. Antes de incubar a proteina com a
resina acertou-se o pH do sobrenadante da solubilizagdo anterior para 7,0 e
incubou-se de 1-3h a 4°C. A amostra foi passada pela resina e a fracdo nao ligada
recuperada. A primeira lavagem foi feita com 10mL de tampéo de lavagem 1 (8M
ureia, 100mM NaH2PO4, 150mM NaCl, 20mM imidazol). A segunda lavagem
utilizou-se 10mL de tampéo de lavagem 2 (8M uréia, 100mM NaH2PO4, 150mM
NaCl, 40mM imidazol). Na eluicdo utilizou-se 10mL de tampéo de eluicdo (8M
uréia, 100mM NaH2PO4, 150mM NacCl, 500mM imidazol), recolhendo fracdes a
cada 1mL.

A pureza foi testada por SDS-PAGE seguido por coloracdo do gel por
coomassie. Fracdes comprovadamente puras foram submetidas a dialise a 4°C
contra PBS. Apoés dialise, a concentracdo da proteina foi medida pelo método de

Bradford e aliquotas congeladas para posterior imunizagao.

3.2 PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL ANTI USP2a

3.2.1 Imunizacao dos camundongos e teste do soro policlonal

Os animais foram imunizados trés vezes com intervalos de 15 dias entre
cada uma das imunizagdes com um volume de suspensdo de 100uL por animal.
Todas as imunizagbes se deram por via intraperitonial com 30ug (volume variavel
conforme a concentragdo em solucdo da proteina) de USP2a purificada, 0 mesmo
volume de adjuvante de Freund completo na primeira imunizacdo e incompleto
nas demais, 1mg de Al(OH)3 e PBS completando o volume para 100uL.

Apbés 7 dias da Ultima imunizagcdo os animais foram sangrados via

periorbital para coleta do soro para verificagdo da resposta imune. Caso 0S soros
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estivessem respondendo para USP2a enddgena adequadamente e com bom
titulo, esse animal passou para o procedimento de fuséo.

A verificagéo da resposta imune foi feita por meio de western blot no qual
correu-se SDS-PAGE com 50ug de extrato de células LNCaP, RWPE-1, LNCaP e
RWPE-1 transfectadas com USP2a e transferiu-se para membrana de
nitrocelulose. Esta membrana foi incubada com o soro do animal durante a noite.
No dia seguinte, incubou-se a membrana com anticorpo secundario anti-mouse
(Sigma®) durante 1h para em seguida revelar com ECL (Enhanced

chemiluminescence) (Thermo Fisher Scientific®).

3.2.2 Fusédo de células mieldides e esplenécitos de camundongos imunizados
contra USP2a

A obtencdo dos hibridomas ocorre da fusdo dos esplendcitos do animal
imunizado com células de mieloma. Para as fusdes, foram utilizadas células
mieldides da linhagem P3X63Ag8.653 (ATCC n° CRL-1580™),

Antes da fusé@o, as células mieldides foram mantidas em meio de
manutencao (RPMI (Gibco), 10% de soro fetal bovino, 10ug/mL estreptomicina e
10U/mL de penicilina). Um dia antes da fuséo, as ceélulas foram repicadas de
forma que as placas ficassem com uma confluéncia de 60 a 80% no momento da
fusdo. O ideal é soltar cerca de 3 placas p100 de mieloma por baco fusionado.

Trés dias antes do dia programado para a fusdo, os animais escolhidos
foram imunizados via intravenosa com 20ug da proteina recombinante purificada
em 60ul de PBS. No dia programado, o animal hiperimune foi anestesiado com
uma dose Unica contendo 20mg/kg de cloridrato de xilazina (relaxante muscular),
100mg/kg de cloridrato de cetamina (anestésico) e 3mg/kg de maleato de
acepromazina (tranquilizante) e o sangue total coletado por puncdo cardiaca
(eutanasia por exosanguinacdo e posterior uso do soro como repertorio de
anticorpos policlonais).

Em seguida, o baco foi retirado assepticamente em fluxo laminar, sendo

entdo macerado em meio de manutencdo sem soro fetal bovino, para liberacao
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dos esplendcitos. Com o auxilio de uma micropipeta, as células foram dissociadas,
e 0 material entdo filtrado em seringa contendo um elemento filtrante constituido
por uma malha de nylon estéril. Tais células foram centrifugadas por 10min a
500xg e entédo adicionadas de 5mL de cloreto de aménio gelado (150mM NHA4CI,
10mM NaHCO3, 0,1mM EDTA pH7,2), incubado por 5min em banho de gelo para
que ocorra a lise seletiva de hemacias. Adicionou-se 25mL de meio de
manutencdo sem soro e a suspensao foi centrifugada novamente por 10min a
500xg. Novamente, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se mais 25mL de
meio de manutencdo sem soro. As células foram novamente centrifugadas nas
mesmas condicdes e 0 sobrenadante descartado, com o sedimento celular
ressuspendido em mais 20mL de meio sem soro e sua quantificacio feita por
contagem em camara de Neubauer.

As células de mieloma também foram contadas em camara de Neubauer e
misturadas aos esplendcitos na proporcdo de 1:5 centrifugando em seguida a
mistura celular por 10min a 500xg. O sobrenadante foi descartado e, durante
1min, 1mL de PEG 1500 (polietilenoglicol 1500) Roche® aquecido a 37 °C foi
gotejado a mistura em constante agitacdo branda. Adicionou-se entdo 1mL de
meio de manutencdo sem soro gotejando-o durante 1min (com agitacado branda),
sendo esse passo repetido uma vez. Por fim, adicionou-se 7mL de meio de
manutencdo sem soro gotejando-o durante 2min (com agitacdo branda) e a
mistura centrifugada por 5min a 500xg. As células foram ressuspendidas em
volume suficiente de meio de manutencéao e distribuidas em placas de 96 pocos, a
100uL/poco na razdo de aproximadamente 2,5x10° células por poco.

Como a linhagem de mieloma utilizada ¢é deficiente para HPRT
(hipoxantina-guanina fosforribosil transferase) e a via de salvamento de producédo
de nucleotideos é dependente de HPRT, uma vez que a aminopterina bloqueia a
via de novo da sintese de nucleotideos, as células deficientes em HPRT
(mielomas nao fusionados) irdo morrer. Os esplendcitos que ndo se fundiram sdo
invidveis em cultivo e morrem em cerca de uma semana. Portanto, os hibridomas
formados pela fusé@o entre a célula de mieloma e os esplendcitos que possuem a

HPRT e tem a capacidade de sobreviver ao meio HAT. Os hibridomas, mesmo
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com a via de novo bloqueada, sdo capazes de sintetizar nucleotideos pela via de
salvamento (da qual a hipoxantina e a timidina s&o intermediérios) e sdo, portanto,
as unicas células que sobrevivem ao periodo de selecdo. Tendo isso em mente,
no dia seguinte a fusdo, 100yl de meio HAT (meio de manutencédo, 0,1mM
hipoxantina de sédio, 0,4uM aminopterina, 0.8mM timidina) foram adicionados a
cada poco. Durante a semana seguinte as células tiveram o0 seu meio
parcialmente trocado duas vezes por meio HAT, essas duas trocas devem fazer
com que a concentracado de meio HAT fique em torno de 87,5%, suficiente para a
acdo da aminopterina. No total, sdo trés adicbes de meio HAT com uma
periodicidade de duas vezes por semana.

Em seguida foram feitas trés trocas parciais de meio com meio HT (meio
de manutencdo, 0,1mM hipoxantina de sédio, 0.8mM timidina) mantendo-se a
periodicidade. Esse procedimento mantém elevados os niveis dos intermediarios
da via de salvamento e vao diluindo a aminopterina até aproximadamente 11%.
Dessa forma, os hibridomas foram mantidos pelos intermediarios até que as
diluicdes sucessivas em meio RPMI fossem suficientes para que a concentracao
da aminopterina ndo afete mais as células.

As células foram mantidas em meio de manutencdo com a mesma
periodicidade de troca, cerca de 72 horas, até o fim do periodo de varredura dos
hibridomas.

Os clones considerados negativos no processo de varredura foram
eliminados com a adicdo de uma solugdo de NaOH 1M corada com azul de
metileno. Este procedimento reduz a possibilidade de contaminacdo e identifica

facilmente os pocos que ja foram inutilizados na placa de cultivo.
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FIGURA 4 — DESENHO ESQUEMATICO DA PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL POR
FUSAO.

FONTE: KING (2003).

3.2.3 Varredura dos hibridomas por ELISA (enzima imunoensaio)

A presenca ou auséncia de anticorpos produzidos contra antigeno
recombinante nos sobrenadantes de cultura foi avaliada através de ensaio

imunoenzimético ELISA. As placas para ELISA foram sensibilizadas com 100ng
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de proteina recombinante USP2a em 50uL de tamp&o carbonato por poco durante
a noite a 4°C. Bloqueou-se as placas com 200uL por poco de PBS+BSA 1% por
1h a 37°C. Incubou-se 100uL dos sobrenadantes dos hibridomas selecionados por
2h a 37°C. Apoés esse tempo, a placa foi lavada 5 vezes de 2min com agua
destilada. Incubou-se 100uL de anticorpo secundario anti-mouse HRP GE® por 1h
a 37°C. A placa foi lavada com agua destilada hovamente e revelou-se a reagado
com 100uL de TMB (3,3',5,5-Tetrametilbenzidina) Sigma® por poc¢o durante
30min. A reacao foi parada com 50uL de H,SO, 1M e fez-se leitura em filtro de
450nm.

3.2.4 Dilui¢ao limitante

ApoOs a varredura dos hibridomas, as células positivas para a secrecéo de
anticorpo contra USP2a passam por um processo chamado de diluicdo limitante.
Essa etapa tem por objetivo isolar apenas uma célula secretora de anticorpo,
garantindo a producao de um anticorpo monoclonal.

Para essa diluicao limitante, foi utilizada uma placa de 96 pocos para cada
clone secretor de anticorpos. Na primeira linha da placa (linha A) foram
plaqueadas 200 células do hibridoma em 200 pyL de meio de cultivo, e as linhas
restantes (linhas B a H) receberam apenas 100 yL do meio de cultivo. Da linha A
foram removidos 100uL, que foram entdo solubilizados na linha B, bastante
homogeneizados, e novamente 100 yL foram removidos da linha B e passados
para a linha C. Esse processo foi repetido ate a linha H, onde os ultimos 100 uL
foram removidos e descartados (FIGURA 5). Desse modo, criou-se na placa de
cultivo uma quantidade decrescente de células, indo de 100 células/poco até 0,8

célula/poco.
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FIGURA 5 — ESQUEMA DE REPRESENTA(;AO DA DILUI(;AO LIMITANTE.

NOTA: Inicia-se com 200uL de meio com 200 células na linha A, homogeneiza e passa 100uL para
a proxima linha (B). Homogeneiza e passa 100uL para a linha C e assim sucessivamente até
chegar na linha H, homogeneizar e descartar 100pL.

FONTE: A autora (2016)

3.2.5 Caracterizacdo do anticorpo monoclonal por Western Blotting

Para verificar se o0 anticorpo anti-USP2a identificava USP2a
superexpressa, foi feito western blotting no qual realizou-se SDS-PAGE com 40ug
de extrato de células HEK-293T superexpressando USP2a transientemente
(plasmideo pDEST+USP2a com etiqueta de FLAG) e transferiu-se para membrana
de PVDF que antes foi ativada com metanol por 5min. A membrana foi bloqueada
com TBST+leite por 1h para evitar ligacdes inespecificas do anticorpo. Esta
membrana foi incubada com o monoclonal na diluicdo 1:500 para reagirem com as
proteinas overnight. No dia seguinte, incubou-se a membrana com anticorpo
secundario anti-mouse (Sigma®) na diluicdo de 1:4000 durante 1h para em
seguida revelar com ECL (Thermo Fisher Scientific®).
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3.3 CLONAGEM DA USP2b

3.3.1 Estratégias de clonagem

Para basear as estratégias da USP2b, foi utilizada a sequéncia do mRNA
para Homo sapiens (NM_171997.2 do banco de dados da NCBI). Os vetores
escolhidos para a expressdo foram pcDNA3.1(-)6his construido no préprio
laboratério com cauda de histidina C-terminal na proteina para expressao em
célula de mamifero e pET28a(+) também com cauda de histidina para expressao
em bactéria.

A sequéncia completa da proteina foi sintetizada pela ferramenta GeneArt
Gene Synthesis® da Thermo Fisher Scientific® com acréscimo de duas enzimas
de restricdo, Nhel e Xhol, nas extremidades para clonagem nos vetores

escolhidos.

3.3.1.1 Reagéao de digestao do inserto e dos vetores

A digestao foi feita simultaneamente para as duas enzimas. A digestao
dupla foi feita incubando-se 1,5ug de pcDNAS3.1(-)6His, pET28a(+) ou inserto
(USP2b sequéncia completa) com 2uL de tampéao “Tango” 10 vezes concentrado
(Thermo Fisher Scientific®), 5U da enzima Nhel (Thermo Fisher Scientific®), 20U
de Xhol (Thermo Fisher Scientific®) e agua ultrapura completando para 20uL de
meio reacional. As rea¢des foram incubadas a 37 °C por 16h com inativacdo a
80°C por 20 minutos e analisadas direto em gel de agarose 1%.

Verificada a digestdo adequada, o produto duplamente digerido foi gel

extraido usando-se kit comercial da QIAGEN®.

3.3.1.2 Reacdo de ligacdo do inserto com os vetores pcDNA3.1(-)6his e
pET28a(+)
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Para a reacado de ligacdo, 50ng (0,014pmol) de pcDNA3.1(-)6his digerido
com as enzimas Nhel e Xhol foram incubados com 0,042pmol do inserto também
digerido (proporc¢ao plasmideo:inserto de 1:3), 2uL de tampao para T4 DNA ligase
(Thermo Fisher Scientific®) concentrado 10 vezes, 2U de T4 DNA ligase
recombinante (Thermo Fisher Scientific®) e agua ultrapura completando para um
volume reacional de 20uL. A reagéo de ligagao foi realizada a 16°C por 16h, sem
inativacdo da enzima. Paralelamente foi repetida a mesma reagéo, porém sem
adicao do inserto, para ser usada como controle negativo. As mesmas condicdes

foram aplicadas na reacéo de ligacdo de pET28a(+) com o inserto.

3.3.1.3 Transformagao em bactérias E. coli DH5a e PCR de col6nia

Apos a reacdo de ligacédo foi feita a eletroporacdo dos plasmideos em
bactérias E. coli da estirpe DH5a.

A transformacdo foi feita a partir de aliquotas de 50uL de bactérias
eletrocompetentes, preparadas conforme descrito por Sambrook (2001). A
aliquota foi adicionada do produto de ligacdo e submetidas a uma diferenca de
potencial de 1.40 kV para a introducdo do DNA na célula (eletroporador Bio-
Rad®). Apos os pulsos elétricos, foi adicionado as células 1mL de meio LB
(triptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L e NaCl 10g/L) para recuperacao celular
durante 1h a 37°C.

Posteriormente a recuperacdo das células, a cultura foi plaqueada em
meio soélido LB-Agar contendo 30ug/mL de canamicina no caso do vetor
pPET28a(+) e 50ug/mL de ampicilina no caso do vetor pcDNA3.1(-)6his.

As colbnias que conseguiram crescer em meio seletivo foram usadas para
reacdo de PCR de colbnia, na qual ao invés de se usar um molde de DNA para
amplificar uma regido determinada pelos iniciadores, utiliza-se a prépria cultura
bacteriana.

Essa reacado foi feita coletando-se colonias de bactérias em palitos que
foram entdo passados no fundo de microtubos préprios para reacdes de PCR.

Cada amostra recebeu 1uL de tampao para Taq DNA Polimerase 10 vezes
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concentrado, 2mM de MgCI2, 0,2mM de dNTPs, 0,5uM de iniciador forward,
0,5uM de iniciador reverse, 1U/uL Taq DNA polimerase e agua ultrapura
autoclavada completando para volume reacional de 10uL.

Os iniciadores usados e as condi¢Oes da reacao foram os seguintes:

pcDNAS3.1(-)6his + USPb

Forward: T7 promoter — 5 — TAATACGACTCACTATAGGG - 3’

Reverse: BGH — 5" — TAGAAGGCACAGTCGAGG -3’

pET28a(+) + USP2b

Forward: T7 promoter — 5 — TAATACGACTCACTATAGGG - 3’

Reverse: T7 terminator — 5 — GCTAGTTATTGCTCAGCGG - 3

A incubacéo das reacdes foi a 95°C por 5min, seguida de 30 ciclos de

incubacdo nas seguintes temperaturas e tempos: 95°C por 1min, 45,5°C 2min,
72°C por 1min e, apos termino dos ciclos, 72°C por 10min. As reacdes foram

entdo analisadas em gel de agarose 1%.

3.3.1.4 Purificacao plasmidial em Pequena Escala (mini-prep) de pcDNA3.1(-) e
pET28a(+) com inserto USP2b

Algumas coldnias que apresentaram resultados positivos na PCR de
colonia foram usadas para fazer preparacédo plasmidial em pequena escala (mini-
prep). Essa etapa foi necesséria para se purificar o plasmideo, de modo que se
conheca sua concentracdo para uso em demais analises.

Os clones recombinantes foram cultivados em 5mL de meio LB contendo
0 antibiético canamicina a 30ug/mL (para pET28a(+)) ou ampicilina 50pg/mL (para
pcDNA3.1(-)6his) durante 16h sob agitacdo constante a 37°C. Esta cultura foi
entdo centrifugada a 5400xg por 10min a 4°C e os plasmideos recombinantes
purificados com o sistema de mini preparacdo de plasmideo QIlAprep Spin
Miniprep kit (QIAGEN®) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A quantificacdo do plasmideo obtido foi feita por analise de absorbancia
em 260nm, verificando-se também a absorbancia em 230nm e 280nm, que estao

relacionadas com contaminagdo do plasmideo por solventes organicos e
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proteinas, respectivamente. Essa analise foi realizada no nanodrop (Thermo
Fisher Scientific®).

3.3.1.5 Reacao de sequenciamento

Com o plasmideo purificado a partir das colbnias que apresentaram o
inserto na PCR de colbnia, foi feita a reacdo de sequenciamento de nucleotideos.
As reacbes de sequenciamento foram feitas incubando 1uL de BigDye v3.1
(Applied Biosystems®), 1,5uL de tampado para sequenciamento 5 vezes
concentrado, 5 pmol de iniciador forward e reverso para sequenciamento do sitio
de policlonagem do pcDNA3.1(-)6his e 300ng do plasmideo em um volume final
de 10uL. A reacéo foi realizada a 96°C por 2min seguida de 40 ciclos de 96°C por
15s, 45,5°C por 15s e 60°C por 4 minutos. Os iniciadores utilizados para cada
vetor foram os mesmos do PCR de colbnia.

As sequéncias obtidas foram analisadas por alinhamento com a sequéncia
referéncia usando-se o programa Clustal Omega.

3. 4 EXPRESSAO EM BACTERIA DA USP2b

3.4.1 Transformacéo bacteriana

A transformacéo foi realizada em E. coli BL21 (DE3) STAR, BL21 pLysS e
Rosetta pLysS eletrocompetente da mesma maneira que em 3.3.1.3 com o vetor
pET28a(+)+USP2b. Apo6s a transformacdo as bactérias foram plagueadas em
meio agar LB (10g/L de triptona, 5g/L extrato de levedura, 10g/L NaCl e 17g/L de
agar) + canamicina 30 ug/mL (resisténcia do plasmideo) e demais antibi6ticos

necessario para cada cepa bacteriana e incubadas a 37°C durante a noite.

3.4.2 Produgéo de antigeno recombinante
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Foram selecionadas 4 colonias que cresceram na placa apdés a
transformacao e fez-se uma expressao em pequena escala (mini-expressao) para
escolher a coldnia com melhor expressédo para posteriormente utilizar esta para
larga escala.

As colbnias selecionadas foram inoculadas em uma placa separada para
depois ter acesso a coldnia especifica com melhor resultado e em seguida
inoculadas em um frasco com 3mL de meio LB ou TB (12g/L triptona, 24g/L
extrato de levedura, 4mL/L glicerol, 170mM KH2PO4 e 720mM K2HPO4) +
antibioticos. A placa ficou durante a noite a 37°C na estufa e o frasco no agitador a
37°C. Essas culturas em fase de crescimento estacionério foram usadas como
pré-inoculo do processo de mini-expressdo. Em novos frascos, contendo 10mL de
meio LB ou TB seletivo, fez-se a inoculacdo 1:50 e incubou-se a 37°C, 210RPM
até que atingissem D.O. entre 0,5 e 0,8 quando medidas em 600nm. Para controle
negativo de expressao, 1mL de cada cultura foi separado. Nesse momento, 1mM
de isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG) foi adicionado a cultura induzindo o operon
Lac que regula a expresséo da proteina recombinante inserida no vetor pET28a. A
inducdo ocorreu em condi¢cdes de tempo e temperatura variaveis e em seguida
coletou-se 1mL de cultura induzida. As culturas induzidas e ndo-induzidas foram
centrifugadas 4000xg por 5min. O sedimento foi entdo ressuspendido em 100uL
de tampé&o de amostra redutor (60mM Tris-Cl pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% B-
mercaptoetanol e 0.01% azul de bromofenol) (LAEMMLI, 1970) e aquecido a
aproximadamente 95°C por 20min. Dessa amostra 20uL foram submetidos a uma
separacdo eletroforética por SDS-PAGE (10% de poliacrilamida) e corada com
azul de coomassie para verificagdo do clone com melhor taxa de expressdo
(SHAPIRO et al., 1967).

3.5 EXPRESSAO EM EUCARIOTO DA USP2b

Para expressao da USP2b em eucarioto, os plasmideos pcDNA3.1(-)6his

+ USP2b e pGFP (controle de transfeccdo) foram transfectados em células
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HEK293T de acordo com Sambrook, et al (1989). As células foram mantidas por
24h e depois foi feito o extrato celular.

ApoOs 24h da transfeccdo, as células foram lavadas com PBS gelado. Soltou-
se todas as células com 1mL de PBS 1x gelado e centrifugou-se 2000g por 2min a
4°C para sedimentar as células. Adicionou-se de 2 a 3 vezes o volume do
sedimento de tampao de lise (50mM Tris-HCI pH 7,4, 0,2% deoxicolato, 0,5%
triton X-100, 1mM PMSF, 1mM NEM) e ressuspendeu-se. As células foram
deixadas lisando por 30min no gelo e centrifugadas a 130009 por 10min a 4°C.

A verificacdo da expressao de USP2b foi feita por meio de western blotting.
Fez-se separacgdo eletroforética por SDS-PAGE com 60ug de extrato de células
HEK293T transfectada com USP2b e GFP e transferiu-se para membrana de
PVDF (polivinilideno difluorado) GE®. Esta membrana foi incubada com o primario
anti-his (Roche®) durante a noite. No dia seguinte, incubou-se a membrana com
anticorpo secundario anti-mouse (Sigma®) durante 1h para em seguida a reacéo
foi revelada com ECL (Thermo Fisher Scientific®).
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4 RESULTADOS

4.1 EXPRESSAO E PURIFICACAO DA USP2a

USP2a foi expressa em E. coli BL21(DE3)STAR com pET28a(+)+USP2a
apos inducédo com 0,2mM de IPTG em ensaio de mini-expressdo. Como pode ser
observado na FIGURA 6, ha presenca de uma banda pronunciada proxima a
altura de 69kDa nas colunas 2, 4, 6 e 8 (a proteina USP2a tem aproximadamente
69kDa), indicando que todas as colénias escolhidas expressaram USP2a quando
induzidas com IPTG. Auséncia de bandas nas colunas 1, 3, 5 e 7 (culturas ndo
induzidas) com mesma intensidade de coloracdo daquela observada para culturas
induzidas (2, 4, etc) sugerem que a super expressao da proteina de interesse
ocorreu de forma adequada. Como as bandas da USP2a possuem
aproximadamente as mesmas intensidades em todas as culturas, qualquer colonia

poderia ser escolhida para expresséo em larga escala.
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FIGURA 6 — EXPRESSAO DE USP2a E INDUZIDA POR IPTG EM ENSAIO DE MINI-
EXPRESSAO.

NOTA: a presenca de uma banda pronunciada na altura proxima de 69kDa nas colunas 2, 4, 6 € 8
(colbnias induzidas) indicam que USP2a foi induzida por IPTG. A auséncia de banda pronunciada
na mesma altura nas colunas 1, 3, 5 e 7 (colénias ndo induzidas) leva a concluséo que a banda
que aparece nas colbnias induzidas corresponde a expressdo da USP2a. Como todas as col6nias
tiveram expressfes parecidas, qualquer uma poderia ser escolhida para expressdo em larga
escala. 1 — coldnia 1 ndo induzida; 2 — col6nia 1 induzida; 3 - colénia 2 n&o induzida; 4 - colbnia 2
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induzida; 5 - colénia 3 nao induzida; 6 - colénia 3 induzida; 7 - coldénia 4 ndo induzida; 8 - colénia 4
induzida.
FONTE: A autora (2016).

Uma vez que ndo houve diferenca grosseira na quantidade de USP2a
expressa pelas diferentes col6nias nos ensaios de mini-expresséao, a colonia 1 foi
escolhida para a expressdo em larga escala da proteina recombinante. A analise
de amostras de cada uma das etapas de purificacdo da USP2a pode ser vista na
FIGURA 7. Foi possivel obter a maior parte da USP2a em uma Unica fracao
(coluna 5). A proteina obtida € razoavelmente pura uma vez que banda uUnica de
ca. 66 kDa pode ser observada nesta fragdo. A auséncia de banda
correspondente a 66 kDa nas amostras provenientes da resina apos eluicdo
(coluna 2) e efluente das lavagens (colunas 3 e 4) indica que as perdas por
precipitacdo ou desligamento prematuro da USP2a da matriz cromatografica
podem ser consideradas despreziveis. Além disso, pouca USP2a permaneceu na
fracdo nao ligada (coluna 1) quando se compara ao enriquecimento proporcionado
pela matriz NTA-Agarose, indicando que as condicbes de exigéncia de ligacao
(10mM de imizadol) foram adequadas para permitir a ligacdo de USP2a a matriz e
a nao-interagdo de contaminantes com a resina (ex. duas bandas de massa
molecular superior que sé&o observadas na coluna 1). Ao final da purificacdo
obteve-se um rendimento de 19,6mg/L.
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FIGURA 7 — USP2a E PURIFICADA EM COLUNA DE Ni-NTA AGAROSE.

NOTA: gel de poliacrilamida 10% mostrando as etapas da purificacdo. A proteina, por conter
cauda de 6 histidinas, foi purificada por coluna de niquel, obtendo assim ao final uma solucdo com
proteina pura. Banda préxima a altura de 69kDa na coluna 1 indica que apés a incubacéo do lisado
de bactéria com a resina de niquel, uma pequena quantidade de USP2a néo se ligou a coluna.
Praticamente nenhuma proteina foi perdida durante a lavagem e a auséncia de banda na coluna 2
indica que USP2a néo precipitou na resina durante a purificagdo. Na coluna 5 pode-se ver o
primeiro eluato com uma banda pronunciada e praticamente Unica na altura pré6xima a 69kDa que
corresponde a USP2a razoavelmente pura. 1 — fracdo ndo ligada; 2 — resina; 3 — lavagem 1; 4 —
lavagem 2; 5 — Eluato 1; 6 — Eluato 2; 7 — Eluato 3; 8 — Eluato 4.

FONTE: A autora (2016).

4.2 PRODUCAO DE ANTICORPO MONOCLONAL ANTI USP2a
4.2.1 Imunizacdo dos camundongos e teste dos soros policlonais

Apobs o periodo de imunizacao e o procedimento para a coleta de sangue,
os soros de 3 animais foram testados quanto ao reconhecimento de USP2a por
western blot (FIGURA 8). Foi avaliada a presenca de anticorpos especificos para
USP2a reagindo esses soros com lisados de linhagens celulares humanas RWPE-
1 (ATCC® CRL-11609™), que sdo células normais de préostata e LNCaP (ATCC®
CRL-1740™), que sao células cancerigenas de prostata superexpressando ou nao
a proteina USP2a fundida com etiqueta de hemaglutinina (HA) (RIBEIRO, 2016).
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FIGURA 8 — SORO POLICLONAL RECONHECE USP2a SUPEREXPRESSA E ENDOGENA EM
DIFERENTES LINHAGENS CELULARES.

NOTA: Western blot do soro policlonal de trés camundongos imunizados com USP2a purificada. A
massa molecular esperada para USP2a-HA e a forma enddgena € praticamente a mesma, 69 kDa.
Como a massa total de proteina aplicada em cada linha € a mesma, uma maior intensidade de
sinal obtida nas linhagens transfectadas com USP2a-HA sugere que o sinal seja a somatoria dos
sinais para a forma enddgena e a superexpressa. Os camundongos 1 e 3 reconheceram USP2a
em extrato de células LNCaP, LNCaP transfectada com USP2a, RWPE1 e RWPEL1 transfectada
com USP2a, tendo o camundongo trés respondido melhor. 1 — LNCaP; 2 — LNCaP transfectada
com USP2a; 3 — RWPE1; 4 — RWPE1 transfectada com USP2a; 5 — LNCaP; 6 — LNCaP
transfectada com USP2a; 7 — RWPEL; 8 — RWPEL1 transfectada com USP2a; 9 — LNCaP; 10 —
LNCaP transfectada com USP2a; 11 — RWPE1; 12 — RWPE1 transfectada com USP2a.

FONTE: A autora (2016).

Os soros dos animais 1 e 3 possuiam anticorpos que se ligaram tanto a
USP2a endbégena (colunas 1, 3, 9 e 11) como aquela superexpressa
permanentemente nas linhagens que continham o plasmideo pBABE-USP2a-HA
(colunas 2, 4, 10 e 12). O resultado obtido para cada soro foi semelhante nas
linhagens LNCAP e RWPEL. A massa molecular esperada para USP2a-HA é
praticamente a mesma que a da forma endogena (ca. 69 kDa) assim néo é
possivel diferenciar as duas formas nas linhagens que expressam USP2a-HA. Por
outro lado, como a massa total de proteina aplicada em cada coluna é a mesma
(50 ugl/linha), uma maior intensidade de sinal obtida nas linhagens
superexpressando USP2a-HA sugere gue o sinal seja o somatoério dos sinais para
a forma enddgena e a superexpressa. Este resultado pode ser melhor observado
no soro do animal 3 (comparar colunas 09 e 10, para LNCAP, ou 11 e 12, para
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RWPE1). Outro fato interessante € que os anticorpos do animal 3 aparentemente
se ligam mais eficientemente a forma endégena da USP2a do que aqueles
presentes no soro do animal 1 (comparar colunas 1 com 9 e 3 com 11). Entretanto
nao podemos excluir a possibilidade que a diferenca na intensidade de sinais seja
consequéncia da concentracao relativa de anti-USP2a presente em cada uma das
amostras de soros. O soro do animal 2 apresentou apenas uma reatividade difusa
e ndo-especifica para a USP2a, frente aos quatro diferentes extratos proteicos
(Figura 4, linhas 5-8). Desta forma o animal 3 foi selecionado como sendo a
melhor fonte de esplendcitos para a obtencdo de hibridomas secretores de

anticorpos monoclonais apés procedimento de fuséo celular.

4.2.2 Varredura dos hibridomas por ELISA (enzima imunoensaio)

Os sobrenadantes das culturas celulares resultantes do procedimento de
fusdo foram testados quanto a presenca de anticorpos anti-USP2a por ELISA de
captura de anticorpo (FIGURA 9). No gréfico de barras estdo dispostas as
absorbancias do controle positivo (soro policlonal), controle negativo (meio de
cultura de manutencdo do hibridoma) e sobrenadantes de diferentes hibridomas
obtidos ao final da fuséo.
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FIGURA 9 — HIBRIDOMA PRODUZINDO ANTICORPOS ANTI-USP2a.
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NOTA: Os sobrenadantes dos hibridomas foram testados por varredura por ELISA de captura de
anticorpo apés a fusdo a fim de identificar a presenca de anticorpos anti-USP2a. Neste gréafico de
barras tem-se uma comparacdo da absorbancia dos controles positivos e negativos com o0s
hibridomas. Somente o hibridoma P2E12 secretava anti-USP2a no sobrenadante de cultura ja que
sua absorbancia é pelo menos de 2 a 3 vezes maiores que o controle negativo. Controle positivo -
soro policlonal dos camundongos usados para a fusdo. Controle negativo — meio de cultura de
manuten¢éo dos hibridomas.

FONTE: A autora (2016).

Como pode ser visto na FIGURA 9, somente as células P2E12
responderam positivamente para a presenca de anticorpos anti-USP2a com
absorbancia maior que 2 a 3 vezes o valor do controle negativo. Desde modo,
essas ceélulas foram escolhidas para prosseguir no processo de isolamento de
apenas um clone celular através da técnica de dilui¢cdo limitante.

A varredura da diluicdo limitante € mostrada na FIGURA 10 na qual todos
os clones testados mostraram positividade para a presenca de anticorpos
monoclonais anti-USP2a com base nas suas absorbancias comparadas com o0s
controles. Com base na intensidade de sinal no ensaio de ELISA e a anélise em
microscopia Optica através da qual pode-se comprovar a existéncia de coldnia
Gnica garantindo assim que o anticorpo € monoclonal, um hibridoma foi

selecionado para dar continuidade a caracterizacao: 4GD2.
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FIGURA 10 — HIBRIDOMAS PRODUZINDO ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-USP2a APOS
DILUICAO LIMITANTE.
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NOTA: Hibridomas foram testados por varredura por ELISA de captura de anticorpo apés a diluicdo
limitante a fim de identificar a presenca de anticorpos monoclonais anti-USP2a secretados pelos
mesmos. Neste grafico de barras tem-se uma comparacdo da absorbancia dos controles positivos
e negativos com as células monoclonais. Todas as células secretavam anti-USP2a no
sobrenadante de cultura ja que suas absorbancias eram pelo menos de 2 a 3 vezes maiores que 0
controle negativo. Com o auxilio de analise em microscopia 6ptica, um clone foi escolhido para dar
seguimento a caracterizacdo do anticorpo: 4GD2. Controle positivo - soro policlonal dos
camundongos usados para a fus8o. Controle negativo — meio de cultura de manuten¢do dos
hibridomas.

FONTE: A autora (2016).

E de extrema importancia garantir que o anticorpo seja monoclonal para
que todos os experimentos realizados com este ndo apresentem variagcdes que
aconteceriam na utilizacdo de anticorpos policlonais, ja que estes provém de
clones de células diversas. Com a garantia da monoclonaridade, o anticorpo
secretado pelo hibridoma escolhido foi entdo caracterizado por western blot
quanto a sua capacidade de reconhecer a proteina enddgena expressa por
diferentes células.

4.2.3 Caracterizacao do anticorpo monoclonal por Western Blot

Apbs os testes de ELISA com os sobrenadantes dos hibridomas da fuséo
e da diluicdo limitante os anticorpos secretados pelo clone selecionado foram
avaliados quanto ao reconhecimento de USP2a em lisado de HEK293T que
superexpressava transientemente a proteina USP2a fundida com etiqueta de
FLAG (FIGURA 11). Na coluna 3 o lisado de HEK293T superexpressa foi reagido
com o monoclonal 4GD2 e a presenca da banda na altura esperada
(aproximadamente 69kDa) indica que o monoclonal reconhece USP2a
superexpressa em eucarioto. Com a auséncia de banda na coluna 1 (controle
negativo), lisado celular de HEK293T sem USP2a superexpressa, pode-se inferir
gue a banda presente na coluna 3 é especifica para a proteina em questdo. As
demais colunas 2 e 4 sao os controles positivos da transfec¢éo, sendo a coluna 2
controle da transfeccédo com pGFP vazio e a coluna 4 controle da transfec¢cdo com
anti-FLAG. A presenca de bandas nos controles positivos valida o teste. Este

resultado também sugere que a expressdo enddgena de USP2a pela linhagem
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HEK293 seja nula ou presente abaixo do limite de deteccdo do método analitico

empregado (tipicamente 0,1 ng de proteina).

smm 97 KDa
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FIGURA 11 - ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-USP2a 4GD2 RECONHECE USP2a
SUPEREXPRESSA EM CELULAS HEK293T.

NOTA: Western blot do anticorpo monoclonal 4GD2. A massa molecular esperada para USP2a-
FLAG é proxima de 69kDa. A presenca de uma banda na coluna 3 na altura esperada indica que o
anticorpo esta reconhecendo USP2a superexpressa em HEK293T transientemente. J4 a auséncia
de banda na coluna 1 indica que em células HEK293T nao transfectada o anticorpo ndo reconhece
nada, levando a conclusdo de que a banda mostrada na coluna 3 é especifica e que a USP2a
endégena em HEK293T néo é detectavel. As colunas 2 e 4 que sdo controles da transfec¢cdo GFP
e anti-FLAG, respectivamente validam o resultado. 1 — Controle negativo: lisado celular de
HEK293T néo transfectada reagido com o monoclonal 4GD2. 2 — Controle positivo: lisado celular
de HEK293T transfectada com pGFP vazio reagido com anti-GFP. 3 — lisado celular de HEK293T
transfectada com pDEST+USP2a reagido com o monoclonal 4GD2. 4 — Controle positivo: lisado
celular de HEK293T transfectada com pDEST+USP2a reagido com anti-FLAG.

FONTE: A autora (2016).

7

Como o objetivo é produzir anticorpo monoclonal especifico para a
isoforma USP2a, realizou-se outro western blot para verificar se o monoclonal
4GD2 também reconhecia a isoforma USP2b. Como pode ser observado na
FIGURA 12, o monoclonal gerado é especifico para USP2a. Na coluna 2, que € o
lisado celular de HEK293T superexpressando USP2b (cf. item 4.5), ndo apareceu
nenhuma banda, indicando que o anticorpo néo reconhece a proteina em questao.
Para garantir que o resultado negativo ndo era devido a falta de USP2b no lisado,
reagiu-se o mesmo lisado da coluna 3 com anticorpo anti-His (direcionado para a

etiqueta de hexa-His presente na proteina). Com a presenca de uma banda na



50

altura préxima de 45kDa garantiu-se a presenca de USP2b no lisado, validando o
resultado. Ja as colunas 1 (lisado células de HEK293T superexpressando USP2a)
e 4 (USP2a recombinante feita em bactéria) sdo os controles positivos dos

anticorpos 4GD2 e anti-His, respectivamente.
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FIGURA 12 — ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-USP2A 4GD2 E ESPECIFICO PARA A
ISOFORMA USP2a.

NOTA: O monoclonal 4GD2, como pode ser demonstrado nesta figura, é especifico para USP2a ja
que na coluna 2, o lisado celular de HEK239T surperexpressando USP2b reagido com o anticorpo
em questdo ndo apresentou nenhum padrdo de banda correspondente ao reconhecimento de
USP2b. Para validar esse resultado, reagiu-se na coluna 3 o lisado de HEK293T
superexpressando USP2b com anti-his (etiqueta presente na proteina), garantindo assim a
presenca de USP2b no lisado (presenca de banda na altura proxima de 45kDa). Como controle
positivo dos anticorpos foi reagido na coluna 1 lisado de HEK293T superexpressando USP2a
(controle do monoclonal 4GD2) e na coluna 4 USP2a recombinante feita em bactéria com cauda
de histidina (controle do anti-his). 1 - Controle positivo: lisado celular de HEK293T
superexpressando USP2a reagido com o monoclonal 4GD2. 2 — Lisado celular de HEK293T
superexpressando USP2b reagido com o monoclonal 4GD2. 3 — Controle positivo: lisado celular de
HEK293T superexpressando USP2b reagido com anti-his. 4 — Controle positivo: USP2a
recombinante feita em bactéria reagido com anti-his.

FONTE: A autora (2016).

4.3. CLONAGEM DA USP2b

4.3.1 Clonagem em pET28a(+)

Apés as etapas de clonagem, os vetores purificados por mini-preparagéo

foram submetidos ao sequenciamento para analisar se ndo ouve nenhuma



51

mutac&o ou delecdo na sequencia clonada que poderia interferir no produto final.
Como pode ser visto na FIGURA 13 a sequéncia clonada alinha perfeitamente
com a sequéncia referéncia, sem presenca de nenhuma mutacdo, delecdo ou

insercao de pares de base.

CLUSTAL 0(1.2.3)

multiple sequence alignment

Segref

GGAAAGAGAGGACAGCCGEATCEGCGACCTCI TCGTGEGOCAGCTGAAGTCCAGCCTGAC

Segclonada GGAMAGAGAGGACAGCCEEATCBGCCACCTOT TCOTGGGOCAGCTGAAGTCCAGCCTGAC
Seqred e T e entassasaatassassassssadsss ssaassdssssssssssssssssaisasas
Segelenada GGGOAGCAGCCATCATCATCATCAT CACAGCAGCGGCCT GO TGCOSCGCAGCAGCCATAT
Segref CIGTACCGACT GORGCTACT GCI CTACCETGI TCGACCCCTTCTGEGACCTIGAGCCT GO
Segclonada CTGTACCOATOCGGCT ACTGCT CTACCG TSI TCGACCOCT TCT GRGACCTGAGCCTGOS
P —CTAGCICCECCACATGIGAACCAGCTACACCOTGACCCTOOCCRIGEATOCACEAGE. | 4essessascsssssssssassedssssassessasssssasasssssasasasessnss
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................................................... D
G &
o o e m“”:“’“‘ﬁ Seqref TCAGCGAGAGCOGGATCAGAACCAGCARGCT GACCACCT TCGTAACTICCOCCT GG
R I A R P S R SR B R s AR Seqclonada GTTCAGCGAGAGOCGGATCAGRACCAGCAAGCT GACCACCT TCGTGAACTICCONCTGOG
Seqref CCTGAGCANCACCAGAGAGCT GCGEGACT ACT GOCTGCAGCGGCTGT ACATGAGGGACCT Seqref GGACCTGOACCTGAGAGAGT T IGCCAGCGAGAACACCAACCACGOCGTGTACAACCTGTA
Seqgelonada CCTGAGCAMCACCAGAGAGCT GCGGGACT ACT GCCTGCAGCGGCTG TACATGAGGGRCCT Segtemads GOACCTCGACCTGAGAGAGT I TEOCAGCCAGAACACCAACCACGOCGTGTACAACCT GTA
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FIGURA 13 -
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pET28a(+)+USP2b CLONADO.

ALINHAMENTO DA SEQUENCIA REFERENCIA COM O VETOR

NOTA: a clonagem do vetor foi bem sucedida ja que a sequéncia obtida no sequenciamento
alinhou corretamente com a sequéncia referéncia pelo programa Clustal Omega. Os * indicam
pares de bases iguais. O cédon em amarelo indica o cédon de inicio e o cddon em vermelho
corresponde ao stop cédon.

FONTE: A autora (2016).

4.3.2 Clonagem em pcDNAS3.1(-)6his

O vetor pcDNAS3.1(-)6his+USP2b purificado por mini-preparacéo foi
sequenciado e alinhado com a sequéncia referéncia com o programa Clustal
Omega. Como pode ser visto na FIGURA 14 a sequéncia clonada alinha

perfeitamente com a sequéncia referéncia, sem presenca de nenhuma mutacao,
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delecdo ou insercado de pares de base garantindo assim que a proteina expressa

correspondera exatamente a USP2b.

Segref
Segclenada

Seqref
Segcleonada

Seqref
Segclonada

Segref
Segclonada

Seqref
Segclonada

Seqref
Seqcleonada

Seqref
Seqcleonada

Segref
Segclonada

Seqref
Segelenada

Seqzef
Segelonada

Seqzef
Seqgclonada

oG Segref

CLUSTAL O(21.2.3) mulviple sequence alignment
Segref AAGCAGAGCTICTCI GGCTAACTAGAGAACCACT GCITACT GGCTTATCGRAATTAATAC
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FIGURA 14 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA REFERENCIA COM O VETOR pcDNA(-
)6his+USP2b CLONADO.
NOTA: a clonagem do vetor foi bem sucedida ja que a sequéncia obtida no sequenciamento
alinhou corretamente com a sequéncia referéncia pelo programa Clustal Omega. Os * indicam
pares de bases iguais. O cédon em amarelo indica o codon de inicio e o cédon em vermelho
corresponde ao stop codon.
FONTE: A autora (2016).

4.4 EXPRESSAO EM BACTERIA DA USP2b

4.4.1 Expressao em E. coli BL21 (DE3) STAR

A primeira escolha para expressédo em bactérias foi em E. coli BL21 (DE3)

STAR com inducéo de 0,2mM de IPTG a 37°C por 3h em meio LB. Como pode ser
visto na FIGURA 15, a auséncia de uma banda pronunciada na altura proxima de

45kDa nas colbnias induzidas indica que USP2b ndo foi expressa nessas

condigbes. Esta isoforma da USP2 possui tamanho de 45kDa mesmo com a
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etiqueta de hexa-His, deste modo, banda proximas de 45kDa € um indicativo da
presenca da proteina de interesse. Este conjunto de condigbes experimentais
geralmente é a primeira escolha para tentativa de expressado de novas proteinas ja
que essa cepa de E. coli € a mais comum e a que se mostra mais bem sucedida

na expressao de uma grande maioria de proteinas recombinantes.
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FIGURA 15 - USP2b NAO E EXPRESSA EM E. coli BL21 (DE3) STAR COM INDUCAO DE 0,2mM
DE IPTG A 37°C POR 3h EM MEIO LB.

NOTA: A auséncia de uma banda pronunciada na altura préxima de 45kDa nas colunas 2 e 4
(culturas de bactérias induzidas) indicam que a isoforma USPb nao foi expressa em E. coli
BL21(DE3)STAR apo6s indugdo com 0,2mM de IPTG. As colunas 1 e 3 sé@o os controles negativos
(culturas de bactérias ndo induzidas). 1 — Cultura de bactéria 1 ndo induzida. 2 — Cultura de
bactéria 1 induzida. 3 — Cultura de bactéria 2 ndo induzida. 4 — Cultura de bactéria 2 induzida.
FONTE: A autora (2016).

Como a expressao da proteina ndo foi adequada com as condicfes mais
comuns, fez-se algumas modificacbes nos parametros experimentais. A
temperatura de inducdo foi modificada para minimizar alguma possivel
degradacdo da proteina durante a expressao. De acordo com a FIGURA 16, este
modelo também nédo se mostrou eficiente na producdo de USP2b ja que também
ndo se observa presencga de uma banda pronunciada na altura préxima de 45kDa

nas culturas induzidas que corresponderia a expressao da proteina desejada.



54

1 2 3 4 5 6 7 8

[k ———o-——-?‘f“' _—t

97 KDa «

66 KDa

45KDa =

30KDa __.

FIGURA 16 - USP2b NAO E EXPRESSA EM E. coli BL21 (DE3) STAR COM INDUCAO DE 1mM
DE IPTG A 30°C POR 3h EM MEIO LB.

NOTA: A auséncia de uma banda pronunciada na altura proxima de 45kDa nas colunas 2, 4, 6 e 8
(culturas de bactérias induzidas) indicam que a isoforma USPb ndo foi expressa em E. coli BL21
(DE3) STAR ap6s indugdo com 1mM de IPTG a 30°C. As colunas 1, 3, 5 e 7 séo os controles
negativos (culturas de bactérias ndo induzidas). 1 — Cultura de bactéria 1 ndo induzida. 2 — Cultura
de bactéria 1 induzida. 3 — Cultura de bactéria 2 ndo induzida. 4 — Cultura de bactéria 2 induzida. 5
— Cultura de bactéria 3 ndo induzida. 6 — Cultura de bactéria 3 induzida. 7 — Cultura de bactéria 4
nao induzida. 8 — Cultura de bactéria 4 induzida.

FONTE: A autora (2016).

4.4.2 Expressao em E. coli BL21 pLysS

Na FIGURA 17, a expressédo foi realizada em uma cepa diferente de
bactéria, E. coli BL21 pLysS com inducdo de 1mM de IPTG a 37°C por 3h em
meio LB. Esta cepa foi utilizada pensando na possibilidade da USP2b ser toxica ja
que a pLysS apresenta um menor nivel basal de T7 RNA polimerase, diminuindo
assim a expressdo basal da recombinante e evitando a morte da bactéria por
toxicidade. Neste modelo também néo houve a expresséo da proteina UPS2b que
pode ser observado pela ndo diferenga entre as culturas induzidas e ndo induzidas
FIGURA 17).
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FIGURA 17 - USP2b NAO E EXPRESSA EM E. coli BL21 pLysS COM INDUGAO DE 1mM DE
IPTG A 37°C POR 3h EM MEIO LB.

NOTA: auséncia de uma banda pronunciada na altura préxima de 45kDa nas colunas 2, 4, 6 € 8
(culturas de bactérias induzidas) indicam que a isoforma USPb ndo foi expressa em E. coli BL21
pLysS apo6s indugcdo com 1mM de IPTG a 37°C. As colunas 1, 3, 5 e 7 séo os controles negativos
(culturas de bactérias ndo induzidas). 1 — Cultura de bactéria 1 ndo induzida. 2 — Cultura de
bactéria 1 induzida. 3 — Cultura de bactéria 2 ndo induzida. 4 — Cultura de bactéria 2 induzida. 5 —
Cultura de bactéria 3 ndo induzida. 6 — Cultura de bactéria 3 induzida. 7 — Cultura de bactéria 4
ndo induzida. 8 — Cultura de bactéria 4 induzida.

FONTE: A autora (2016).

4.4.3 Expressao em E. coli Rosetta pLysS

Ao fazer uma analise da frequéncia de codons raros na sequéncia da
USP2b, encontrou-se uma frequéncia acima da recomendada, por este motivo,
tentou-se expressar a proteina em E. coli Rosetta pLysS, ja que esta cepa carrega
um plasmideo que codifica tRNA para cdédons raramente empregados por genes
bacterianos, mas comumente encontrados em genes eucarioticos. Do mesmo
modo que nos modelos anteriores, a expressao nao foi bem sucedida, e isto pode
ser verificado na auséncia de quantidade significativa de proteina na altura
proxima de 45kDa em oposicao a cultura ndo induzida (FIGURA 18).
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FIGURA 18 - USP2b NAO E EXPRESSA EM E. coli Rosetta pLysS COM INDUCAO DE 1mM DE
IPTG A 37°C POR 3h EM MEIO LB.

NOTA: A auséncia de uma banda pronunciada na altura proxima de 45kDa nas colunas 2, 4, 6 e 8
(culturas de bactérias induzidas) indica que a isoforma USPb nédo foi expressa em E. coli Rosetta
pLysS apo6s inducdo com 1mM de IPTG a 37°C. As colunas 1, 3, 5 e 7 séo os controles negativos
(culturas de bactérias ndo induzidas). 1 — Cultura de bactéria 1 ndo induzida. 2 — Cultura de
bactéria 1 induzida. 3 — Cultura de bactéria 2 ndo induzida. 4 — Cultura de bactéria 2 induzida. 5 —
Cultura de bactéria 3 ndo induzida. 6 — Cultura de bactéria 3 induzida. 7 — Cultura de bactéria 4
nao induzida. 8 — Cultura de bactéria 4 induzida.

FONTE: A autora (2016).

Em uma ultima tentativa de expressdo da UPS2a em bactéria testou-se
um meio com mais nutrientes, o meio Terrific Broth (TB). Como pode ser visto na
FIGURA 19, a proteina também ndo é expressa nestas condicbes e isto é
comprovado por ndo ter diferenca na presenca de proteina na altura de 45kDa

entre as culturas induzidas e nao induzidas.
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FIGURA 19 - USP2b NAO E EXPRESSA EM E. coli Rosetta pLysS COM INDUCAO DE 1mM DE
IPTG A 37°C POR 3h EM MEIO TB.
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NOTA: A auséncia de uma banda pronunciada na altura proxima de 45kDa nas colunas 2, 4,6 e 8
(culturas de bactérias induzidas) indicam que a isoforma USPb néo foi expressa em E. coli Rosetta
pLysS apés inducdo com 1mM de IPTG a 37°C em meio TB. As colunas 1, 3, 5 e 7 sdo os
controles negativos (culturas de bactérias n&o induzidas). 1 — Cultura de bactéria 1 ndo induzida. 2
— Cultura de bactéria 1 induzida. 3 — Cultura de bactéria 2 néo induzida. 4 — Cultura de bactéria 2
induzida. 5 — Cultura de bactéria 3 nédo induzida. 6 — Cultura de bactéria 3 induzida. 7 — Cultura de
bactéria 4 ndo induzida. 8 — Cultura de bactéria 4 induzida.

FONTE: A autora (2016).

4.5 EXPRESSAO EM EUCARIOTO DA USP2b

Com o objetivo de expressar em células eucariontes a isoforma USP2b, o
vetor pCDNA3.1(-)6his + USP2b foi transfectado em células HEK293T e o sucesso
da expressado foi analisado por western blot, mostrado na FIGURA 20. Esta
isoforma possui tamanho de 45kDa mesmo com a etiqueta de poli-histina, deste
modo, banda préximas de 45kDa é um indicativo da presenca da proteina em
guestdo. Na coluna 2 e 3 pode-se ver o controle negativo (lisado de células
HEK293T nao transfectadas) e lisado de células HEK293T superexpressando
USP2b, respectivamente. A presenca de uma banda proxima a 45kDa somente na
coluna 3 indica que esta banda corresponde especificamente a USP2b, ja as
demais banda acima desde tamanho, por aparecerem tanto na coluna 3 como no
controle negativo (coluna 2), sdo bandas inespecificas. Deste modo, tem-se a
expressdo de USP2b em células HEK293T. A coluna 1 corresponde ao controle

positivo do anticorpo anti-hexa-His.
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FIGURA 20 — ISOFORMA USP2b E SUPEREXPRESSA EM CELULAS HEK293T.

NOTA: Por meio de transfeccao por co-precipitacéo de fosfato de calcio do plasmideio pCDNA3.1(-
)6his+USP2b, a isoforma USP2b foi expressa em células HEK293T. Nas colunas 2 e 3 tém-se o
controle negativo (lisado de HEK293T néo transfectado) e lisado de HEK293T superexpressando
USP2b, respectivamente. Pode-se observar a presenca de uma banda préxima a 45kDa somente
na coluna 3, indicando que esta banda corresponde especificamente a USP2b superexpressa. A
coluna 1 corresponde ao controle positivo do anticorpo. 1 - Controle positivo: USP2a recombinante
feita em bactéria reagido com anti-his. 2 — Controle negativo: lisado celular de HEK293T nao
transfectado reagido com anti-his. 3 — Lisado celular de HEK293T superexpressando USP2b
reagido com anti-his.

FONTE: A autora (2016).
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5 DISCUSSAO

A producdo da proteina recombinante USP2a teve um bom rendimento.
Durante a producao aconteceram alguns problemas de solubilidade, que segundo
a literatura (CARRIO & VILLAVERDE, 2002) pode ser devido a alta expressao da
proteina de interesse sem a presenca de chaperonas suficientes para o
enovelamento da proteina alvo. Na tentativa de minimizar esse problema, tentou-
se expressar USP2a em E. coli Shuffle T7 que expressa constitutivamente a
chaperona DsbC mas os resultados ndo foram satisfatérios (dados néo
mostrados). Como a proteina recombinante era para uso na imunizacdo de
camundongos, a obtencdo de antigeno precipitado ndo foi um grande problema ja
gue animais podem ser imunizados com proteina assim apresentada, desde
modo, trabalhamos com proteina insoluvel quando necessario. De fato o uso de
proteina precipitada pode até ser vantajoso, uma vez que desta forma o antigeno
ndo € rapidamente degradado/clarificado do organismo do animal desafiado,
permitindo assim uma resposta humoral prolongada (GREENFIELD, 2014).

Durante a imunizacdo e os testes do soro policlonal, pode-se ver uma
diferenca acentuada de resposta dos soros de camundongos diferentes frente a
proteina enddégena e superexpressa. Isso pode ser devido a diferencas de
resposta de cada organismo frente a um antigeno (producdo de anticorpos que
reconhecam ou ndo a enddgena) além da titulacdo de cada soro policlonal.

Apés a fusdo, alguns clones se mostraram positivos para producdo de
anticorpo anti-USP2a. A escolha do clone para caracterizacdo apos a diluicdo
limitante foi uma unido de sinal de resposta no ELISA (clone com maior sinal) e
analise microscopica (campo claro) da colonia desse clone. Como desde o
primeiro dia da diluicdo limitante hd um acompanhamento microscopico,
conseguiu-se analisar as col6nias que cresceram a partir de um unico clone.

A obtencdo do monoclonal 4GD2 é de grande importancia para o
laboratério jA que ndo existem anticorpos monoclonais comerciais e precisa-se
deste para uma melhor caracterizagdo bioquimica e celular da enzima USP2a. A

producdo do anticorpo monoclonal anti-USP2a abre diversas possibilidade de uso
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que poderdo contribuir para o estudo desta proteina desde aplicar este anticorpo
em experimentos de distribuicdo tecidual, imunohistoquimica em tecidos sob
diferentes estados patoldgicos, cinética de expressdo e degradacdo de USP2a,
direcionamento intracelular da enzima, além de testes de reacdo cruzada com
USP2a de camundongos, ratos e outras espécies.

Ja foi descrito na literatura (GOUSSEVA & BAKER, 2003), um estudo de
expressdo de USP2a em alguns tecidos de camundongos o qual demonstrou que
as maiores expressdes dessa proteina se dao no coracao, figado, rins e pancreas
além de menores gquantidades em musculo esquelético, cérebro e testiculo. A
base de dados do NCBI aponta que USP2 humana é homéloga a USP2 de
chimpanzé, macaco Rhesus, cachorro, vaca, camundongos e ratos. Desse modo,
com o uso do monoclonal obtido, pode-se testar reacdo cruzada com USP2 de
camundongos e ratos para demonstrar a expressdo de USP2a nessas espécies
coletando 6rgdos testados pelos autores.

Uma vez que LIU et al. (2013) demonstrou que USP2a esta envolvida com
a regulacéo positiva do EGFR atuando provavelmente em componentes ESCRTs
(endosomal sorting complexes required for transport), o anticorpo produzido pode
ser usado para ensaios de co-localizacdo com esses componentes e até mesmo
componentes de outras organelas. Além disso, também podera ser utilizado em
ensaios de imunoeletromicroscopia.

Quanto aos resultados da expressdo em bactérias de USP2b, por ndo se
saber sobre cinética de expressao dessa proteina, ndo se sabe o porque de nao
ser expressa nos diversos protocolos testados. Pode ser que seja uma proteina
pouco expressa e sO possa ser detectada por western blot. Ndo testamos a
expressdo da USP2b por western blot nos lisados bacterianos pois proteinas
passiveis de deteccdo apenas por este método analitico, em comparacdo a
coloragdo com azul de Coomasie, sugere um rendimento de expressao aquém
daquele suficiente para uso subsequente em imunizagdo de camundongos para
producéo de anticorpo monoclonal.

Existe a opcado de reclonar em vetores de expressdo para outros

organismos, 0 que neste momento seria inviavel pelo custo, no caso de expressao
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em eucariotos e por também demandar outras estruturas inexistentes no
laboratério, tais como sistema de leveduras ou outros fungos ou também producéo
em células de inseto. Deste modo, a abordagem adotada foi a tentativa em
bactéria mas com mudancas nos protocolos e cepas.

A literatura indica que as possiveis causas de baixa ou ndo expressao de
proteina recombinante advém de alguns problemas como: toxicidade da proteina
antes da inducéo, toxicidade depois da indugéo e uso de um cdédon sinébnimo (que
codifica o mesmo aminoacido) em maior frequéncia que outro (ROSANO &
CECCARELLI, 2014).

A questdo da toxicidade antes da inducdo pode ser resolvida com o
controle basal da indugéo por adicdo de glicose quando ha o uso de vetores que
usam o sistema lac. Além disso, usar cepas de E. coli pLysS também pode
resolver esse problema. Todas essas modificacbes foram testadas para a
expressdo de USP2b j& que se utilizou esta cepa e também testou-se um meio
alto induzivel o qual possui glicose em sua composicdo (dados ndo mostrados).

Atualmente, poucos trabalhos sobre USP2b foram publicados. Os
trabalhos realizados com camundongos indicam a participacdo desta proteina no
ciclo circadiano e canais de célcio no rim importantes para controle da presséo
arterial (OBERFELD et al., 2011; SCOMA et al., 2011). Devido aos poucos
estudos, os esforcos despendidos na tentativa da expressdo de proteina
recombinante para producdo de anticorpo monoclonal sdo importantes para
estudos com USP2b humana.

Com a expressao bem sucedida em eucarioto da USP2b juntamente com
a falta de estudos sobre a proteina em questado, abre-se um leque de possibilidade
de experimentos. Como ainda néo foi produzido o monoclonal especifico para esta
isoforma e o monoclonal para USP2a desenvolvido nesse projeto ndo apresenta
reacdo cruzada com USP2b, esta proteina s6 pode ser detectada com anti-
histidina (etigueta presente na proteina).

Alguns testes de western blot com anti-His comercial de marcas diferentes
mostraram diferencas quanto ao reconhecimento da proteina USP2b expressa em

eucarioto (dados ndo mostrados). Somente um fabricante (Roche®) apresentou
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anti-hexa-His que agiu com USP2b-His aqui produzida, dificultando a utilizacéo de
anti-etiqueta para experimentos com expressao de USP2b em eucariotos com
outros anticorpos anti-etiqueta ja disponiveis no nosso laboratério. Com a
utilizacdo desse anticorpo, a superexpressao em eucarioto sera importante para
diversos experimentos de caracterizacdo dessa isoforma.

Este trabalho contribuiu para o desenvolvimento de bioferramentas:
anticorpo monoclonal anti-USP2a isoforma especifica e vetores para expressao de
USP2b em sistemas diferentes (bactéria e eucarioto). Essas bioferramentas
poderdo ser utilizadas para estudos futuros do papel funcional de ambas as
isoformas em associagdes com seus parceiros moleculares e o estabelecimento
da participacdo da USP2a e USP2b em diversos estados patoldgicos, conforme
vem sido sugerido pela literatura.

A literatura ja relacionou USP2 com uma gama de estados patolégicos
como por exemplo, tumores de préstata. Sabe-se que USP2a tanto em nivel
proteico como mMRNA esta superexpressa em 51% dos tumores de prostata e é
regulada por andrégenos. Com o monoclonal gerado nesse trabalho, pode-se
caracterizar mais profundamente o envolvimento da USP2a com a enzima &cido
graxo sintase (FAS) ja que FAS gue € uma proteina anti-apoptoética, é estabilizada
por USP2a conferindo assim atividades oncogénicas a esta DUB. (GRANER et al.,
2004).

PRIOLO et al. (2006) mostrou que o silenciamento dessa proteina em
linhagens LNCaP e DU145 levam a um aumento da apoptose. Além disso, quando
expressa em células epiteliais de préstata imortalizadas tratadas com taxol e
cisplatina, confere resisténcia a apoptose causada pela quimioterapia. Deste
modo, as bioferramentas construidas poderdo ser usadas para testes de
resisténcia a quimioterapia.

Mdm2 e MdmX séo substratos comprovados para USP2a, que interagem
diretamente com estes por deubiquitinagdo e também por regular negativamente
microRNAs. (STEVENSON et al., 2007; ALLENDE-VEGA et al., 2010; BENASSI et
al., 2012). Esses dados sao interessantes por relacionar USP2 com canceres

causados pela inativacdo de p53 e por abrir um leque de oportunidades de
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estudos com a utilizacdo do anticorpo monoclonal produzido em co-localizagbes e
até mesmo imunoeletromicroscopia.

Um estudo desse ano mostrou o envolvimento da USP2a em patologias
renais como glomerulonefrites (MAO et al., 2016). Ja outro estudo, demonstrou a
existéncia de um novo inibidor da USP2a, ML364. A acdo desse inibidor leva ao
aumento da degradacao de ciclina D1 e consequente parada do ciclo celular
(DAVIS et al.,, 2016). Esses trabalhos recentes abrem mais possibilidades de

estudo dessa proteina pelas bioferramentas produzidas além das ja citadas.
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6 CONCLUSOES

e Producédo bem sucedida do anticorpo monoclonal 4GD2 anti-USP2a que
reconhece a proteina superexpressa em células HEK293T.

e Anticorpo monoclonal 4GD2 anti-USP2a nao reconhece a isoforma USP2b
superexpressa em células HEK293T, indicando sua especificidade para a
isoforma USP2a.

e Clonagem com sucesso da USP2b no vetor para expressao em bactéria
pPET28a(+).

e Clonagem com sucesso da USP2b no vetor para expressao em eucarioto
pcDNA3.1(-)6his.

e USP2b foi superexpressa em células HEK293T.
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