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APRESENTACAO

Este trabalho foi conduzido com a realiza¢do de dois projetos distintos: um
focado no estudo da proteina Semaforina 5B e outro na proteina Quiescina Sulfidril
Oxidase (QSOX)

Embora estas proteinas ndo estejam a principio relacionadas, ambas sdo
ubiquas e estdo presentes em variados sistemas bioldgicos. Contudo, os papéis
especificos desempenhados por estas proteinas sdo desconhecidos.

A fim de se esclarecer particularidades de Sema 5B e QSOX,
bioferramentas foram produzidas e utilizadas em alguns ensaios. Para tal finalidade,
empregaram-se técnicas semelhantes para o estudo de ambas proteinas.

Para tornar a leitura mais inteligivel, esta dissertacdo apresenta divisdes que
sdo destinadas a separacdo da descricdo e resultados obtidos para cada proteina
contendo em alguns trechos a interpolagao desses assuntos distintos.

Ao longo desta dissertacdao, foi descrito como as bioferramentas foram
produzidas e os ensaios que empregaram esses reagentes. No final estd incluida uma
perspectiva que propde e descreve aplicagdes para os mesmos, demonstrando a
colaboragdo deste trabalho integrado a outros experimentos na resolucao e
esclarecimento de hipoteses produzidas. Também evidencia alguns trabalhos que
poderao ser realizados a partir deste “ponta pé€” inicial que as técnicas padronizadas
e resultados obtidos tornaram possiveis.

Espero, caros leitores, que eu consiga transmitir para vocé€s um pouco do

conhecimento adquirido durante a elaboragdo desta dissertacao. Boa leitura!
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LISTA DE ABREVIATURAS

aa residuos de aminoacido

ALR Augmenter Liver Regeneration

bp pares de base

C.N.S central nervous system

CSPG  proteoglicanas portando condroitin sulfato
DTT ditiotreitol

ERK quinases reguladas por sinais extracelulares
ERV Essencial for Respiration and Viability
FAD flavina-adenina dinucleotideo

GEF Guanine Exchange Factors

GSH glutationa
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Nrp neuropilina

ORF fase de leitura aberta
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PMSF  fluoreto de fenilmetilsulfonil
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi produzir reagentes especificos para estudar as proteinas
Semaforina 5B ¢ QSOX. As semaforinas constituem uma grande familia de
proteinas soluveis, transmembranicas ou ancoradas a membrana celular; sdo ubiquas
e descritas em varios sistemas biologicos. Até o momento ja foram descritas pelo
menos 20 Semas as quais encontram-se enquadradas em 8 classes diferentes. Entre
as semaforinas de vertebrados, Semas classe 5 sdo constituidas por proteinas
transmembranicas que possuem no dominio extracelular 7 repeticdes do tipo TSP
em adi¢do ao dominio Sema. Contudo, os papéis especificos desempenhados pelos
membros pertencentes as Semas classe 5 sdo pouco conhecidos, em especial
SemasSB. QSOX sao flavoenzimas que catalisam a oxidacao de grupos sulfidrila a
dissulfetos com a reducdo do oxigénio molecular a perdxido de hidrogénio, e sdo
compostos de 2 dominios distintos: um dominio N-terminal Trx ¢ um dominio
proximo a regido C-terminal homologa a ERVIp de levedura. Estas oxidases sdao
encontradas em uma ampla variedade de tecidos em varias espécies, € parecem
desempenhar papéis importantes no dobramento protéico oxidativo. No entanto,
desconhece-se as reais fungdes desempenhadas por Sema5B e QSOX e a regulagao
da expressdo destas proteinas. Na tentativa de se elucidar algumas das fung¢des
desempenhadas por estas proteinas, produziu-se ferramentas que podem auxiliar no
estudo de SemaSB e QSOX. Tais ferramentas incluiram a expressdo heterdloga
destas moléculas, a producdo de anticorpos policlonais contra estes antigenos € o
emprego destes anticorpos em ensaios bioquimicos e de localizagdo tecidual.
Demonstrou-se com essas bioferramentas a presenga de QSOX no soro fetal bovino,
e a expressao de SemaSB no S.N. que possivelmente encontra-se na forma de
zimogénio in Vvivo. Adicionalmente ensaios de imunohistoquimica e novas
subclonagens de Sema5B estdo em andamento.
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ABSTRACT

The aim of this work was to produce specific reagents to study Semaphorin 5B and
QSOX proteins. Semaphorins constitute a large family of soluble and membrane-
bound proteins originally identified in several biological systems. To date more than
20 Sema members have been identified and split into 8 individual classes. Amongst
the vertebrate semaphorins class 5 Sema is constituted by transmembrane proteins
that have an unusual pairing of domains; their extracellular domain contains 7
thrombospondin repeats in addition to the Sema domain. Although many reports
have addressed the function of several semaphorins there are few data concerning to
semaphoring class 5 biological functions, especially Sema5B. QSOXs are
flavoenzymes that catalyze the oxidation of dithiols to disulfides with the reduction
of oxygen to hydrogen peroxide, and are composed of two distinct domains, an N-
terminal Trx domain and a C-terminal catalytically active yeast ERV1 domain.
These oxidases are found in a large variety of tissues in many species, and they are
likely to play an important role in oxidative protein folding. In fact, very little is
known about the functions that these oxidases have in the cell and about the
regulation of the QSOXs. In order to investigate possible roles and regulation of
Sema5B and QSOXs, we expressed them as recombinant proteins, raised polyclonal
antibodies in rabbits and carried out some biochemical assays. We demonstrated that
QSOX is present in fetal bovine serum, and the expression of Sema5B in C.N.S. —
apparently this protein is a zymogen. Additionally immunohistochemical assays and
other subcloning of distincts domains of Sema5B are being carried out.
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1 Introducéo

1.1 Ontogenia e moléculas envolvidas no desenvolvimento do Sistema Nervoso

O desenvolvimento da estrutura altamente ordenada do Sistema Nervoso
envolve uma variedade de interacdes entre células neuronais ¢ seu ambiente local.

O sistema nervoso central (S.N.C.) ¢ composto principalmente de neurénios
e células gliais que derivam de uma regido especializada da ectoderme chamada de
placa neural. Esta regido sofre diferenciacdo sob a influéncia de sinais indutivos que
emanam da mesoderme e mesoderme axial, placa pré-cordal e notocorda. A placa
neural se fecha sobre a influéncia destes sinais para formar o tubo neural. O tubo
neural ¢ composto de uma camada de células neuroepiteliais que encerram uma
cavidade, que constituird o futuro sistema ventricular do cérebro. Os progenitores
das células neuronais proliferam principalmente nas zonas ventriculares e
subventriculares do tubo neural e migram para colonizar zonas superficiais/corticais
do tubo neural (CASTRO, 2003).

Mecanismos de regionalizagdo controlam diferentes taxas de proliferacdo e
diferenciacdo das células do neuroepitélio, que originardo as diferentes areas
especializadas e diversidade de células neuronais encontradas no S.N.C. maduro.
Excegdo feita as células da microglia que possuem origem hematopoiética. Um
padrio extremamente preciso de conexdes ¢ formado entre os neurdnios (10"
contatos sindpticos sdo encontrados no cérebro humano) para que o S.N. maduro
adquira sua configuragdao final e possa realizar as fungdes a ele atribuidas. Essa
conectividade precisa € estabelecida durante o desenvolvimento embriondrio € inicio
do desenvolvimento pds-natal pela migragdao neuronal e estabelecimento ou nio de
contatos sinapticos (CASTRO, 2003).

Durante a embriogénese, neuronios estendem processos que navegam até

seus alvos, normalmente encontrados a grandes distancias do corpo celular. Estes



processos sdo responsaveis pelo envio de informagdes de um neurdnio para o outro e
sao denominados axdnios.

A informacao que direciona o crescimento axonal € captada e interpretada
por uma estrutura sensorial altamente movel localizada na extremidade mais distal
do axonio, nomeada de cone de crescimento (figura 1). Moléculas especificas que
direcionam o crescimento axonal ligam-se a receptores na superficie do cone de
crescimento ¢ ativam vias de sinalizagao intracelular (WIT & VERHAAGEN,
2003).

Figura 1: Fotografias de neurdnios demonstrando suas principais estruturas. Em A tem-se a
imagem obtida em contraste de fase de um neurdnio hipocampal. Neste estagio todos neuritos
tém aproximadamente o mesmo comprimento. Dentro de poucas horas um destes processos se
elongara mais rapidamente do que 0s outros e se tornara um axénio. Em B visualiza-se um
neurdnio estrelado com os processos celulares definidos e em C observa-se a estrutura
sensorial altamente movel localizada na extremidade do axbnio — o cone de crescimento —
apresentado em um aumento maior.

Fonte: http://devbio.Stanford.ed/overview.html; www.learner.org

Desta forma as células neuronais sdo capazes de detectar e responder a
moléculas encontradas no ambiente celular e assim selecionar os alvos e contatos
corretos pela percep¢ao do ambiente. Neste contexto a navegacdo axonal possui
muitas semelhancas com a migracdo celular, pois ambas compartilham mecanismos
moleculares governados por moléculas quimiotropicas. Essas moléculas atuam
como quimioatraentes quando atraem ou criam ambientes permissivos ao

crescimento axonal. Entretanto tais moléculas podem atuar como quimiorepelentes



ou como sinais inibitérios que desviam os axdénios de vias e alvos inapropriados,
levando ao arranjo apropriado dos axonios e a correta conectividade formada entre
os neurénios (OSTER et al, 2003). Muitas destas interagdes sdo realizadas com
glicoproteinas de superficie celular e componentes da matriz extracelular, que
auxiliam na regulacdo de eventos chave no sistema nervoso em desenvolvimento:
migragdo da célula neuronal, navegagao axonal e formagao de sinapses (RANSCHT
B., 2000).

Um grande niimero de moléculas sinalizadoras e seus respectivos receptores,
que guiam os axonios para alvos apropriados, tem sido identificado em diferentes
sistemas e em varios tipos de organismos (MUELLER, 1999).

Muitas daquelas apresentam bifuncionalidade, ou seja atuam de forma dual:
como quimioatrativas ou quimiorepelentes. Essa diferenca de fung¢do ¢ dependente
de uma variedade de fatores que incluem: o estado intracelular do cone de
crescimento, expressao diferencial de complexos receptores e a relacdo entre as
diferentes cascatas de sinalizagdo intracelulares (HUBER et al., 2003).

Dentre as mais importantes familias de moléculas sinalizadoras e receptoras
que regulam o direcionamento axonal encontram-se os receptores do tipo tirosino-
quinase (SCHLESSINGER et al., 2000) e tirosino-fosfatase (STOCKER et al.,
2001), as moléculas de adesdo celular pertencentes a familia das imunoglobulinas
(KAMIGUCHI & LEMMON, 2000), as caderinas (RANSCHT et al., 2000), as
plexinas e neuropilinas, consideradas como receptores prototipicos de semaforinas
(TAMAGNONE & COMOGLIO, 2000), as semaforinas (WIT & VERHAAGEN,
2003), as netrinas e os receptores de netrinas (KENNEDY et al., 2000; PUSCHEL et
al., 1999) e a familia Robo e os seus receptores (GINGER & KOLODKIN, 2001).

1.2 Semaforinas: uma familia de proteinas envolvidas na navegacao axonal

Existem varios mecanismos ¢ moléculas que guiam os axonios na direcao de

alvos especificos, tanto no desenvolvimento como no processo de maturacdo e



regeneracdo do sistema nervoso (PATEL & VAN VACTOR, 2002; MUELLER,
1999; TESSIER-LAVIGNE & GOODMAN, 1996). Entre os mecanismos
existentes, algumas familias de proteinas atuam como fatores de direcionamento
axonal, provendo informag¢des que permite o encontro correto entre processos
neuronais e alvos especificos do sistema nervoso.

Dentre estas moléculas, as semaforinas pertencem a uma grande familia de
proteinas secretadas ou associadas & membrana. Varios membros desta familia de
proteinas estdo envolvidos na navegagdo axonal, fasciculacdo, ramificacdo e
formagdo de sinapses atuando como inibidores ou quimiorepelentes (OSTER et al.,
2003; TERMAN et al., 2002). Porém estudos recentes indicam que as semaforinas
podem influenciar a navegacdo axonal realizando quimioatragio (WONG et al.,
1999, POLLEAUX et al., 2000; PASTERKAMP et al., 2003; JULIEN et al., 2005).
Todas as semaforinas contém um dominio amino terminal extracelular de cerca de
500 residuos de aminodcidos nomeado dominio semaforina (Sema) contendo 17
residuos de cisteinas altamente conservadas e uma regido carboxi terminal classe-
especifica que pode conter motivos adicionais. Semaforinas também diferem com
respeito a sua topologia, podendo ser secretada, transmembranica ou ancoradas a
superficie celular por glicosilfostadilinositol — GPI-linked (RAPER, 2000).

Estas caracteristicas estruturais juntamente com a andlise filogenética,
permitiram até o momento a designacdo de 8 classes de semaforinas (Semaphorin
Nomenclature Commiittee, 1999).

Semaforinas classe 1 e classe 2 sdo encontradas em invertebrados; classes 3
a 7 estdo presentes em vertebrados, e uma classe final (classe V) sdo proteinas
codificadas por virus. Em vertebrados, semaforinas classe 4 a 6 sdo proteinas
transmembranicas; semaforinas classe 3 sdo proteinas secretadas e a semaforina
classe 7 ¢ semelhante & semaforina classe 3, porém est4 ancorada a superficie celular
através de uma ligagdo por ancora de GPI (figura 2) (Semaphorin Nomenclature

Committee, 1999).



Trabalhos mais recentes (PASTERKAMP et al., 2003) demonstraram a
existéncia in vivo de uma semaforina classe 7, Sema 7A, tanto ancorada 4 membrana

por GPI como na forma solavel.

1 2 3 4 5 6 7V

Classes de semaforinas

Peptideo sinal Repeticiio do

Dominio Sema  dominio TSP-1
M Dominio Ig

Dominio bisr’cu.dmum o on

Figura 2: Representagdo esquematica da familia de proteinas Semaforina. As 8 classes estéo
representadas conforme a topologia e dominios conservados na sequéncia protéica. As classes
1 e 2 sdo encontradas em invertebrados; classes 3 a 7 em vertebrados e classe V engloba
semaforinas virais. As semaforinas 1, 4, 5 e 6 sdo proteinas transmembranicas, as semas 2, 3 e
V sdo secretadas e a Sema classe 7 pode ser encontrada GPI ancorada ou na forma secretada
(adaptado a partir de Semaphorin nomenclature committee, 1999).

1.2.1 Os diferentes papéis funcionais desempenhados pela familia Semaforina,

seus receptores e parceiros moleculares

A familia Sema inclui pelo menos 20 membros diferentes em vertebrados e
3 em invertebrados. Até o presente momento, as semaforinas foram descritas como
moléculas ligantes que atuam sobre determinados receptores como as plexinas,
neuropilinas, receptor tirosino-kinase Met, CD-72, Tim-2, integrina e moléculas de
adesdo da superfamilia das imunoglobulinas (CASTELLANI et al., 2000; WIT &
VERHAAGEN, 2003; JULIEN et al., 2005). Porém, ha evidéncias de que Semas
poderiam realizar sinalizacdo bidirecional e atuar também como moléculas

receptoras a exemplo das efrinas (Ephrins) e receptores Eph, isto €, algumas Semas



transmémbranicas poderiam atuar como moléculas ligantes e receptoras
(GODENSCHWEGE et al.,, 2002; TOYOFUKU et al., 2004). A sinalizagdo
bidirecional envolve a ativagdo mutua de vias de sinalizagdo em ambas células que
estdo interagindo, semelhante ao observado durante a ativagdo de linfocitos T CD4"
por células apresentadoras de antigeno (JANEWAY et al., 2001).

A conservacao estrutural do dominio Sema sugere que este seja o elemento
chave sinalizador das semaforinas (OSTER et al., 2003; KANTOR et al., 2004;
JULIEN et al., 2005).

As semaforinas foram originalmente identificadas em invertebrados
(KOLODKIN et al., 1992). Sema3A, o membro prototipo da familia semaforina é
encontrado em vertebrados, e foi inicialmente purificado a partir de extratos de
cérebro de galinha. Observou-se que Sema3A induzia o colapso dos cones de
crescimento de raizes ganglionares dorsais (DRG) em cultura. Desde a identificagao
de Sema3A ha mais de uma década, a descoberta ¢ descricdo de novos membros
levaram a uma rapida expansdo desta familia de moléculas envolvidas no
direcionamento axonal.

Inicialmente as semaforinas foram relacionadas a navegacdo axonal;
entretanto ha trabalhos demonstrando a participacdo de semaforinas na maturacao
das células do sistema imune, organogénese, vascularizagdo e angiogenese, além de
um possivel envolvimento na progressao de certos tumores (WIT & VERHAAGEN,
2003).

Os membros mais conhecidos e estudados pertencem a semaforinas classe 3,
que sdo proteinas secretadas. Semaforina 3A (Sema3A), ¢ sintetizada como um
precursor inativo, tornando-se repulsiva para neuritos sensoriais e simpaticos apos
processamento proteolitico (ADAMS et al.,, 1997). Contudo, Sema3C, outra
proteina da mesma familia, pode atuar tanto repulsivamente (para axonios
simpaticos) quanto como fator atrativo (para axonios corticais) (BAGNARD et al.,

1998; ADAMS et al., 1997). Assim, como netrinas (PUSCHEL et al., 1999;



MUELLER et al., 1999; TESSIER-LAVIGNE & GOODMAN, 1996), semaforinas
podem ter uma funcao quimiotrofica dual e dependente do tipo celular.

Recentemente foi demonstrado que Sema3B ¢ capaz de atrair axonios de
neurdnios encontrados na comissura anterior — que ¢ uma estrutura encontrada na
maior proje¢ao comissural cerebral (JULIEN et al., 2005).

Também foi demonstrado que Semala, molécula transmembranica expressa
em invertebrados, pode perturbar a navegagdo axonal in vivo quando apresentada
como um fator soluvel. Semala ¢ expressa em bandas nas células epiteliais dos
membros de gafanhotos em desenvolvimento e ¢ uma das moléculas que direcionam
o crescimento de axdnios Ti I. A superexpressao ectopica de Semala permitiu a
extensdo de axdnios Ti I em regides que normalmente seriam evitadas, sugerindo
que Sema la possa tornar um ambiente ndo permissivo ao crescimento axonal
(repelente) em permissivo (WONG et al., 1999)

Pasterkamp et al., 2003, verificou que Sema7A estimula a formagdo do
trato olfatorio lateral, que ¢ um feixe de fibras axonais que se origina no bulbo
olfatorio e realiza a conexdao entre epitélio e cortex olfatério. Experimentos
demonstraram que o tamanho e o nimero de axénios do bulbo olfatorio, bem como
o didmetro do trato olfatorio lateral aumentaram quando explantes do bulbo olfatorio
foram cultivados com agregados celulares secretores de Sema7A.

Polleaux et al., 2000 demonstrou que Sema3A pode atuar como
quimiorepelente e quimioatraente sobre os processos celulares de um mesmo
neuronio, isto ¢, Sema3A pode atuar como quimiorepelente para o axdnio e
quimioatraente para o dendrito apical do mesmo neurénio. Este efeito foi
visualizado em neurdnios piramidais. Estes neurdnios integram informacdes das
camadas corticais superficiais e convertem essa informagao a varios alvos corticais €
subcorticais.

Especula-se que a atragdo ou repulsio mediada por semaforinas ¢

especificada por componentes do complexo receptor, eventos a montante ao



receptor, ou interagdo do ligante com outras moléculas (WONG et al., 1999;
CASTELLANI & ROUGON et al., 2002).

No sistema imune de vertebrados, CD-72 pode atuar como um receptor para
Sema4D, e Tim-2 transduz respostas de Sema4A em células-T (VIT &
VERHAAGEN, 2003).

Semaforina 6D estd envolvida na morfogénese cardiaca. Sema6D atua de
forma atrativa sobre células do segmento conotruncal — estimula a migracao destas
células que expressam o complexo receptor Plexina Al e o fator de crescimento
vascular endotelial (VEGFR 2). Além disso, Sema6D exerce atividade inibitoria
impedindo a migracdo celular das células ventriculares cardiacas que expressam o
complexo receptor Plexina A1l e Off-track (TOYOFUKU et al., 2004)

E sabido que Sema3A ativa um complexo protéico situado na superficie das
células que contém neuropilina 1 (Nrp-1) como a sub-unidade responsavel pela
interacdo com o ligante e plexina como a sub-unidade responsavel pela transducao
de sinal (TAKAHASHI et al., 1999; TAMAGNONE et al.,1999; TAMAGNONE &
COMOGLIO, 2000; ROHM et al., 2000; ZANATA et al., 2002).

Demonstrando a importancia da proteina plexina Al na media¢do da
repulsdo provocada por Sema3A, experimentos do grupo de Piischel (Rohm et al.,
2000) que utilizaram células transfectadas com vetores de expressdo para
neuropilina-1 e plexina, e adicdo de Sema3A ao cultivo, induziram o colapso das
células transfectadas, resultando na contragdo do corpo celular que permaneceu
conectado ao substrato somente por fibras de retragdo. Ainda, Sema3A nao
desencadeou efeitos semelhantes em células que expressam somente neuropilina-1
ou plexinas mutantes, sendo que estas ndo possuem a regido citoplasmatica;
mostrando que a subunidade transdutora de sinal ¢ a plexina, sugerindo que a tltima
pode regular diretamente a atividade de pequenas GTPases.

Recentemente, integrinas foram descritas como receptores para Sema7A,
que induz crescimento axonal olfatorio sem o requerimento de plexinas. Pasterkamp

e colaboradores (2003) verificaram que o dominio semaforina de Sema7A contém a



seqiiéncia ligante de integrina (RGD). Ensaios de bloqueio com o uso de inibidores e
anticorpos anti-f1 demonstraram que integrinas contendo especificamente a
subunidade B1 medeia os efeitos promotores do crescimento de Sema7A. As Bl
integrinas podem constituir os receptores obrigatérios que se associam com
proteinas ligantes de Sema 7A ainda ndo identificados.

Outras Semaforinas (3C e 4G) possuem os motivos conservados (RGD)
ligantes de integrina, sugerindo que interagdes adicionais Sema-integrina possam
existir.

As plexinas pertencem a um grupo de proteinas que possuem o dominio
semaforina, a qual também estdo incluidas as proprias semaforinas e alguns tipos de
receptores do tipo tirosino-quinase (BORK et al., 1999; MAESTRINI et al., 1996;
WINBERG et al.,, 1998). Nove tipos de plexinas ja foram identificadas em
mamiferos e classificadas em 4 classes distintas (classes A-D), sendo que seqii€ncias
relacionadas também foram encontradas em Drosophila melanogaster e
Caenorhabditis elegans (WINBERG et al., 1998).

Plexinas codificam grandes proteinas transmembranicas cujo dominio
extracelular rico em residuos de cisteina compartilha regides de homologia com
receptores para fator de cicatrizagdo. O dominio extracelular das plexinas contém
cerca de 500 residuos de aminoacidos correspondentes ao dominio semaforina,
assim como certos receptores tirosino-quinases, porém esses dominios sao
distantemente relacionados ao dominio Sema das semaforinas. O dominio
citoplasmatico contém uma sequéncia de aproximadamente 600 aminoacidos,
altamente conservada entre as diferentes plexinas, apresentando similaridade de
sequéncia a proteinas ativadoras de Ras GTPase (GAPs) (Semaphorin
Nomenclature Commiittee, 1999; ROHM et al., 2000; OSTER et al., 2003).

Plexinas humanas da subfamilia B e C ligam-se a semaforinas classes 4 ¢ 7
respectivamente, enquanto plexina A e D sdo possiveis receptores para outras

subclasses de semaforinas (WINBERG et al., 1998).
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Semaforinas secretadas (classe 3) ndo se ligam diretamente a plexinas; estas
ultimas se associam com neuropilinas, formando um receptor heterodimérico para
estas semaforinas (OSTER et al., 2003). Contudo, Raper (2000) propés que as
plexinas provavelmente sejam os receptores comuns prototipicos das semaforinas,
enquanto o requerimento de proteinas auxiliares como as neuropilinas podem
representar um caso especial para semaforinas classe 3.

Tamagnone & col (ARTIGIANI et al., 2004) verificaram que a ativagao de
plexina B3 induzida por Sema5SA dispara respostas de colapso em células
expressando plexina B3 (células epiteliais, endoteliais primarias e fibroblastos). A
interacdo entre SemaSA e plexina B3 ndo ¢ dependente de Nrp, pois quando Nrp 1 ¢
2 eram cotransfectadas com Plex B3 a interacdo com SemaSA nao foi modificada.
Este resultado estd de acordo com observacdes realizadas pelo grupo de Sretavan
(OSTER et al., 2003) que sugeriu que a fungdo de SemaSA nao ¢ mediada por Nrp.

Sema4D induz crescimento invasivo de células epiteliais através do
complexo receptor plexina-B1 e o receptor Met tirosino-quinase (GIORDANO et
al., 2003). A ligacdo de Sema4D a plexina B1 leva a ativacdo da atividade tirosina-
quinase de Met resultando na fosforilacio de Tyr em ambos receptores. A
associagdo entre Plex B1 e Met tirosino-quinase ¢ independente de ligantes, porém a
ativagdo de Met ¢ resultado de uma interagcdo direta com Sema4D. A ativacao de
Met ¢ requerida para induzir as respostas bioldgicas de Sema4D, pois células que
expressam apenas Plex B1 ndo migram em direcdo ao gradiente de Sema4D; porém

estas mesmas células transfectadas com Met realizam essa migragao.
1.2.2 Controle da sinaliza¢@o das semaforinas
Os complexos receptores para a familia semaforina ativam vias

intracelulares que modulam rearranjos do citoesqueleto modificando assim a forma,

o comportamento ou a trajetdria tomada pelos cones de crescimento.
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Dentre os grupos de mediadores que constituem a maquinaria que transduz
os sinais extracelulares ¢ modulam as respostas desencadeadas pelo estimulo a
Semas, estdo a familia das proteinas ligadoras de GTP — ou familia Rho GTPases
(CASTELLANI & ROUGON, 2002). As Rho GTPases sdo pequenas proteinas que
controlam uma ampla variedade de vias de transducdo de sinal em células
eucariodticas. Possuem papel central na regulagdo do citoesqueleto de actina, e ha
indicios de que estas proteinas influenciam a polaridade celular, dindmica dos
microtubulos, vias de transporte e atividade de fatores de transcri¢do (ETIENNE-
MANNEVILLE & HALL, 2002).

As proteinas da familia Rho ciclam entre uma forma ativa (ligada a GTP) e
inativa (ligada a GDP). A ativagdo e inativagdo podem ser controladas por GEFs
(guanine nucleotide exchange factors) que catalisam a troca de GDP por GTP, isto
¢, ativam as proteinas Rho; e podem ser controladas por GAPs (GTPase activating
proteins) que estimulam a hidrélise de GTP, levando a inativagdo de Rho. As
proteinas Rho, de forma geral, possuem atividade GTPésica intrinseca que ¢ apenas
acentuada pelas GAPs (ETIENNE-MANNEVILLE & HALL, 2002).

Rho ¢ uma superfamilia de proteinas que engloba as subfamilias Rho, Rnd e
Rac.As subfamilias Rho e Rac estdo envolvidas em vias de transdugao de sinais dos
receptores para alvos intracelulares, que podem ser proteinas do citoesqueleto,
receptores nucleares ou proteinas envolvidas em vias bioquimicas (ETIENNE-
MANNEVILLE & HALL, 2002).

Plexinas podem possuir atividade GAP intrinseca que € essencial para sua
habilidade de induzir colapso do cone de crescimento e regular diretamente a
atividade de pequenas GTPases. Plexinas B1 e Al exercem atividade GAP sobre R-
Ras. Esta regula adesdo celular e a inativagdo de R-Ras por plexina pode limitar a
adesdo celular mediada por integrina. Porém, Plexina B1 requer a ligagdo direta de
Rnd 1, um membro da familia Rho GTPase, para exercer sua atividade GAP total

(AURANDT et al., 2005).
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Swiercz et al., 2002 constatou que LARG e PRG, que sdo GEFs (trocam
GDP por GTP) especificas de Rho, ligam-se a por¢ao C-terminal de plexina-B1 e
medeiam a ativagdo de RhoA sob estimulagcdo de Sema4D. A ligacdo de LARG ou
PRG a Plex Bl e conseqliente ativacdo de RhoA, causam o colapso do cone de
crescimento em células hipocampais.

Rohm et al., 2000 demonstrou que o dominio citoplasmatico da Plexina-Al
pode regular diretamente a atividade da small-GTPase Rnd1. Paralelamente Vikis et
al., 2000 mostrou a intera¢do e funcionalidade da interagdo da Plexina-B1 com a
outra GTPase, Rac. Rnd-1 liga-se a plexina A1 ¢ em menor extensdo, também a
plexina B1; enquanto Rac 1 interage somente com plexina B1. Rnd 1 e Rac diferem
na dependéncia a GTP para se associarem com as plexinas. Rnd-1 se associa a
plexina Al, tanto ligado a GTP ou GDP. Diferentemente, Rac 1-GTP interage
somente com plexina B1. Essa intera¢do diferencial das 2 plexinas com Rnd 1 e Rac,
indicam que apesar da grande similaridade de sequéncia entre os dominios
citoplasmaticos da familia plexina, diferentes tipos de plexina podem ativar vias
distintas de sinaliza¢do intracelular. O dominio citoplasmatico de plexina A1 liga-se
a Rnd-1 enquanto plexina Bl interage preferencialmente com Rac 1 e menos
fortemente com Rnd-1. [Essa interagdo ¢ independente da presenca de seus
respectivos ligantes Sema3A e Sema4A ou do co-receptor Nrp-1 (ROHM et al.,
2000).

Mais recentemente foi demonstrado que o dominio citoplasmatico da
Plexina A1l liga-se ndo s6 a Rndl como a outra GTPase, RhoD (ZANATA et al.,
2002). Em contraste, RhoD bloqueia tanto a ativacao de Plexina-A1 pela Rnd1 como
a repulsdo de axonios simpaticos por Sema3A. Assim, o efeito antagonista destas
duas GTPases regula a atividade do receptor de Sema3A, sendo sua ativacdo por
Rnd1 aparentemente uma etapa essencial na sinaliza¢cdo mediada pela Plexina Al.

Nao resta divida que a familia das Rho GTPases estd intimamente ligada
aos fendmenos de neuritogénese e direcionamento axonal (NIKOLIC et al., 2002),

contudo muito trabalho ainda deve ser feito para uma clara compreensdo de como
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seus parceiros moleculares associam-se a estas GTPases e em que contexto regulam
sua atividade.

A ativag¢do da familia MAPK (mitogen activated protein kinase) tem sido
associada a algumas respostas celulares desencadeadas por estimulos de Sema7A,
Sema3B e 3F (PASTERKAMP et al., 2003; JULIEN et al., 2005). MAPK ¢é um dos
ativadores a montante de ERK, que por sua vez, esta relacionada a varias fungdes do
sistema nervoso — e.g. desvio axonal, sintese protéica nos axonios e crescimento de
neuritos. Porém as proteinas responsaveis pela ativacdo de ERK quando células sao
ativadas com Sema nao sao conhecidas. No entanto, estudos recentes tém revelado
algumas vias especificas que sao ativadas sob estimulagdo de semaforinas.

Aurandt et al., 2005 demonstrou que quando a linhagem hipocampal (HT-
22) ¢ estimulada com Sema4D ocorre o aumento da fosforilacdo de ERK. A ativacao
de plexina B1 por Sema4D, faz com que LARG (que funciona como uma GEF de
Rho A) ligue-se a plexina B1. Assim Rho A ¢ fosforilada e ativada; e coopera com
Ras para ativar Raf. Uma vez Raf ativada, atua sobre MAPK que fosforila ERK.

A ativacao de plexina também pode levar a alteracdes no estado redox de
proteinas celulares. Kolodkin & col (TERMAN et al., 2002) mostraram que uma
proteina citosolica expressa em neurdnios — MICAL — interage com Plex A
estimulada por Semala em Drosophila.

MICAL ¢ uma familia de flavoproteinas monooxigenases, que possuem
membros que se associam diretamente com plexinas e sdo requeridos para atividade
repulsiva de Sema3A. A inibicdo da atividade enzimdtica das flavoproteinas
monooxigenases atenua dramaticamente a repulsdo axonal em Drosophila e o
colapso de cones de crescimento de axonios de DRG de vertebrados.

Desta forma, uma dada molécula pode elicitar respostas diferentes em
neurdnios que possuem “maquinaria de transducdo de sinal” equivalentes, em
termos de receptores e efetores a jusante. Outros fatores além da expressao protéica
diferencial, e.g. potencial de membrana, potencial redox, concentracdo de

nucleotideos ciclicos, entre outros, podem fazer com que os neurdnios apresentem

13



14

respostas alternativas a uma mesma molécula de direcionamento axonal

(CASTELLANI & ROUGON, 2002).

1.2.3 Semaforinas classe 5: proteinas transmembranicas com um dominio

contendo repeticdes do tipo trombospondina

As semaforinas 5A e 5B (SemF e SemG, respectivamente) foram descritas
pela primeira vez pelo grupo de Piischel (ADAMS et al., 1996).

Ambas sdo constituidas de uma regido amino terminal extracelular contendo
485 residuos de aminoacidos correspondente ao dominio Sema, uma regidao modular
com 408 aa compondo 7 repeticdes de uma sequéncia com alto grau de homologia
as repetigdes encontradas em tromboespondinas 1 e 2 (TSP — type 1 repeat), um
unico dominio hidrofébico transmembranico e uma regido citoplasmatica carboxi
terminal de 80 aa (semaSA) ou 91 aa (sema5B). Esta tltima apresenta o menor grau
de similaridade entre semaSA e 5B em comparacgdo a outras regides destas proteinas

(figura 3) (ADAMS et al., 1996).
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Figura 3: Representacdo esquematica da proteina Semaforina 5B. Esta proteina possui 1093
aminodacidos e massa molecular predita de 120 kDa. Sema5B € composta de um peptideo sinal
(1-20 aa), um dominio sema + PSI (45-544 aa), 7 repeti¢des do tipo tromboespondina 1 (TSP-
1; 551-952 aa); um dominio transmembréanico composto de 20 residuos de aminoacidos (979-
999 aa) e uma regido citoplasmatica (1000-1093 aa). PSI é um peptideo que possui sequiéncia
conservada e esta presente em Plexinas, Semaforinas e Integrinas. Os dominios de Sema5B
foram preditos a partir de dados obtidos do servidor EXPASy (www.expasy.ch/tools/).
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1.2.3.1 Expressdo de Sema5A e 5B durante a embriogénese e periodo poés

nascimento

SemaSA e 5B sdo diferencialmente expressas nos tecidos embridnicos e
adultos. Analise de northern blot de mRNAs isolados de embrides murinos revelou
a presenca de 2 transcritos para SemaSA com 5.5 ¢ 9.4 kb e um unico mRNA para
Sema5B com 5.9 kb, cuja abundancia diminui do dia embriénico 10 (E10) ao
nascimento (ADAMS et al., 1996)

Em tecidos adultos sdo encontrados 3 transcritos de SemaSA. No cérebro
ocorre a expressao destes 3 transcritos com 3.6, 5.5 ¢ 9.4 kb. E para SemaSB
denotou-se a presenca de um Unico transcrito de 5.9 kb que € expresso apenas no
cérebro (ADAMS et al., 1996).

Ensaios de hibridizagdo in situ em tecidos de camundongos detectou
transcritos de Sema5SA (E9.5) em células mesodérmicas, esclerotomos, placa lateral
mesodérmica, arcos branquiais, membros em desenvolvimento e na notocorda.
Enquanto Sema5B ¢ expressa exclusivamente no neuroepitélio ao longo do eixo
antero-posterior, e apresenta uma fraca expressdao na regido mais caudal do tubo
neural (ADAMS et al., 1996).

Skaliora et al., 1998 analisaram os padrdoes de expressio de algumas
semaforinas no cérebro de ratos e observou a presenca de transcritos de SemaSB em
todos neuroepitélios ao longo do cérebro (neuroepitélios do cortex, ganglio basal e
talamo). Essa localizagdo especifica indica um possivel envolvimento de SemaSB na
proliferacao de células neuronais. E a expressdao de Sema5B no neuroepitélio do
cortex e ganglio basal, subplaca e massa branca do cortex, estriatum e cépsula
interna do ganglio basal e cortex retroesplenial do hipocampo persiste apds o

nascimento.
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1.2.3.2 Funcionalidade das semaforinas classe 5

A caracteristica marcante de SemaSA e 5B ¢ a presenga de 7 repeti¢cdes que
apresentam alta homologia aquelas encontradas em trombospondinas 1 € 2 e um
aspecto interessante ¢ que as semaforinas classe 5 sdo as inicas semas que possuem
representantes em vertebrados e invertebrados (FIORE et al., 2005). As repetigdes
de TSP-1 tém sido implicadas na diferenciacdo, no crescimento de neuritos, no
desenvolvimento do S.N.C., nos processos de regeneracdo e¢ na adesdo neuronal
(ADAMS & TUCKER, 2000). Trombospondinas interagem com um grande niimero
de proteinas e estdo envolvidas em varios aspectos das interacdes entre células e
matriz extracelular.

Ha trabalhos demonstrando que as repeticoes TSP estdo implicadas na
associagdo e modulagdo da interagdo de SemaSA com outras proteinas.

OSTER et al., 2003 verificaram que a quimera protéica constituida pela
regidao Fc de imunoglobulinas e o dominio extracelular SemaSA desprovido das
repeticoes TSP e oligomerizado com uso de anticorpos a-Fc, desencadeia o colapso
de cones de crescimento de células gaglionares retinais, porém essa atividade
inibitoria € menos eficiente quando comparada a inibigdo desencadeada pelo
dominio extracelular de SemaSA intacto.

O tratamento destes mesmos cones de crescimento com dominios Sema
isolados ou TSP de Sema5A ndo induz nem colapso dos cones de crescimento, nem
promove o crescimento dos explantes de células retinais, sugerindo que os dominios
1solados da Sema5B ndo possuem qualquer atividade bioldgica, mas que a acao
coordenada dos diversos dominios estruturais ¢ que promovem a fenomenologia
observada em cultura.

A proteina SemaSA esta presente no epitélio do nervo Optico, cerceando o
feixe dos axonios oriundos das cé€lulas ganglionares retinais (RGCs). No sistema
visual, o nervo 6ptico consiste de axonios de RGCs, e transfere informagao retinal a

alvos do sistema nervoso central. Assim Sema5A atua como uma barreira inibitoria
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presente ao longo do nervo optico e disco Optico, induzindo o crescimento dos
axonios de RGC em um feixe, pelo impedimento da saida de axdnios das células
ganglionares retinais deste feixe. Oster & col (2003) também demonstraram que
Sema5A se apresenta invariavelmente inibitoria para os cones de crescimento de
células retinais mesmo quando estes cones sdo expostos simultaneamente a outras
moléculas quimioatrativas, como L1, laminina e netrina 1.

Kantor et al., 2004 demonstraram em ensaios de cultivo, que neurdnios do
nucleo da Habénula (Hb) semeados sobre membranas experimentais, contendo a
porcao extracelular de Sema5SA intacta, produzem um crescimento axonal robusto ao
contrario das membranas que nao possuem nenhuma proteina imobilizada. Quando
estes mesmos neurdnios (Hb) sdo semeados sobre membranas contendo o dominio
Sema de Sema5SA fusionado ao dominio transmembranico (Sema + TM), isto &,
destituido das repeticdoes TSP, ndo ha crescimento preferencial desses neurdnios
sobre estas membranas (nao ha diferenga de crescimento de neurénios em relacao ao
controle).

Em experimentos usando construgdes de SemaSA com delecdes de
dominios, verificou-se que a interacdo especifica entre PGHSs (proteoglicanas do
tipo heparan sulfato) e semaforina 5A — interagdo essa quimioatrativa - ¢ dependente
dos dominios TSP. Pois construgdes de SemaSA sem repeticdes TSP interagem
fracamente com PGHSs, em comparacdo com aquelas de Sema5A compostas dos
dominios extracelulares intactos (KANTOR et al; 2004). Estes ensaios em conjunto
demonstram que o dominio TSP pode acentuar a interagdo entre SemaSA e seus
parceiros moleculares tanto na quimiorepulsdo quanto quimioatragao.
Provavelmente as repeticoes TSP contribuem para as interagdes ligante-receptor.

Kolodkin & Col. (KANTOR et al., 2004) demonstraram que SemaSA atua
de forma dual, isto €, exerce efeitos atrativos e inibitdrios, e ¢ requerida para o
apropriado desenvolvimento do fasciculus retroflexus (FR) que € um trato fibroso

diencefalico.

17



18

Durante o desenvolvimento, o diencéfalo se torna subdividido ao longo do
eixo rostro-caudal em uma série de segmentos chamados prosomeros. Certos tratos
axonais dorso-ventrais se formam entre os prosomeros, de forma que axonios
pioneiros utilizam moléculas direcionadoras de navegacao axonal expressas nesses
segmentos que estabelecem um “suporte axonal” onde geragdes subseqiientes de
axonios estendem-se e fasciculam seletivamente. Supde-se que tipos distintos de
moléculas direcionadoras de navegagao axonal atuem sobre esses tratos ou feixes,
para que estes tratos se formem entre os prosomeros (KANTOR et al., 2004).

O fasciculus retroflexus (FR) consiste de feixes de axonios que se originam
de neurdnios do nucleo da Habenula (Hb) que projetam-se ao longo da vizinhanca
entre os prosomeros 1 e 2. Moléculas repulsivas sao expressas nos prosomeros €
impedem que os axonios do fasciculus retroflexus (FR) se desenvolvam sobre estas
areas e moléculas atrativas sdo expressas nos axonios pioneiros localizados entre os
prosomeros (no FR) que promovem a fasciculagdo de axdnios subseqiientes.

Foi verificado que SemaSA ¢ expressa nos axonios pioneiros do fasciculus
retroflexus (FR) juntamente com o proteoglicano contendo heparam sulfato (PGHS)
sindecam-3. A co-expressao destas duas moléculas (SemaSA + PGHS), forma um
substrato atrativo onde axonios subseqiientes fasciculam-se seletivamente, assim
SemaSA + PGHSs medeiam efeitos permissivos encontrados no feixe de axonios do
FR. Além de PGHS, SemaSA esta co-localizada com outro proteoglicano contendo
condroitin sulfato (PGCS), o qual forma uma vizinhanca molecular em torno do FR,
onde os axonios dos neurdnios do nucleo da Habénula nao invadem.

Kolodkin & col (KANTOR et al., 2004) empregando cultivo de neurénios
do nucleo da Habenula (Hb) sobre preparacdes mostraram que SemaSA atua como
repelente para axonios do FR quando associada a PGCS no prosomero 2. Porém
quando expressa em fibras do fasciculo retroflexus com PGHS, Sema5A funciona
como molécula atrativa. Assim a natureza da resposta dos cones de crescimento a
SemaS5A depende dos tipos de proteoglicanas presentes no ambiente do

desenvolvimento.
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O grupo de Piischel (FIORE et al., 2005) verificou que animais nocaute para
semaforina 5A sao invidveis - embrides de camundongos que ndo possuem o gene
para SemaSA ndo sobrevivem apds o dia do desenvolvimento embridnico 12.5
(E12.5).

A andlise destes animais revelou que a estrutura geral do sistema vascular, o
desenvolvimento dos tecidos extraembridnicos, € o sistema nervoso se apresentam
normais nos camundongos mutantes. Contudo observou-se a diminui¢ao no nimero
de vasos de grande diametro na regido cranial de embrides E10.5 mutantes. Esses
vasos nao formam as ramificagdes adicionais e ndo estabelecem a sua organizacao e
estrutura¢ao normal.

Este fendtipo implica que Sema5SA ndo esta envolvida na diferenciagdo de
vasos sanguineos em geral, mas atua na padronizacdo regional da vasculatura.
Especificamente as ramificacdes dos vasos cardinais craniais possuem
anormalidades e provavelmente Sema5A esta envolvida na estabilizacdo destes
vasos sanguineos.

Assim semaforinas classe 5 parecem estar envolvidas em diversos processos
celulares durante o desenvolvimento do embrido. Porém mais estudos devem ser
realizados para melhor definir as multiplas funcdes de semaforinas classe 5, em
especial a proteina Sema5B que até o presente momento possui funcionalidade e

caracteristicas desconhecidas.

1.3 Influéncia do ambiente redox sobre a fisiologia dos organismos e controle

da sinalizagéao celular

Muitas proteinas contém residuos cisteina (Cys) e metionina (Met) que
estdo sujeitos a oxidacdo. Estas proteinas que incluem transportadores, receptores e
enzimas, respondem a variagdes no ambiente redox.

Mudangas na atividade dessas proteinas podem alterar a funcionalidade dos

orgdos e influenciar processos como o desenvolvimento e ontogenia dos
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organismos, absorcdo, fungdo secretora, neurotransmissdo e susceptibilidade a
compostos toxicos.

As 2 maiores vias de sinalizagdo celulares envolvem: (I) a fosforilagao de
proteinas, ou (II) alteracdes redox do enxofre de grupos sulfidrilas das proteinas
devido a mudangas do ambiente redox celular. Logo o estado redox pode regular a
homeostasia tecidual pelos efeitos na proliferagdo celular, diferenciagdo, atividade
funcional e apoptose (SHAFER & BUETTNER, 2001).

Por exemplo, muitos fatores de transcri¢ao eucarioticos sdo ativos somente
na forma reduzida; e a translocacdo de fatores de transcricdo para o nucleo ¢
freqlientemente redox-dependente; e.g. a translocagdo do receptor nuclear de
glicocorticoides € inibida na presenca de 0,5-2 mM de H,0O,. ambientes celulares
mais redutores estdo geralmente associados a proliferacdo celular (SHAFER &
BUETTNER, 2001). Opostamente, moléculas pro-oxidantes, como certos
metabolitos do acido araquiddnico e lipideos peroxidados, elevam a concentragao
intracelular de espécies reativas de O, e podem induzir apoptose, geralmente inibida
por agentes antioxidantes, como NAC, GSH, proteinas contendo tidis reduzidos (e.g.
TRX) (MORIARTY-CRAIGE & JONES, 2004). Desta forma o ambiente redox da
célula pode determinar se uma célula ird proliferar, diferenciar ou morrer.

Estresse oxidativo também pode selecionar as células necessarias ao
desenvolvimento e eliminar as redundantes. Exemplo tipico desta selecdo ¢
encontrado durante o inicio do desenvolvimento onde normalmente hé producao de
células além do niimero necessario. No inicio do desenvolvimento do sistema
nervoso a maioria dos neurdnios imaturos sobrevive independentemente de suporte
trofico, mas esses se tornam dependentes dos fatores troficos em estdgios mais
tardios. Os fatores troficos aumentam as capacidades antioxidantes neuronais e
inibem morte neural induzida por estresse oxidativo in vivo e em neurdnios
cultivados (CASTAGNE et al, 1999).

Em adicao a possivel inibi¢do do ataque oxidativo direto por radicais livres,

neurotrofinas podem também atuar indiretamente sobre os fatores de transcri¢do
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sensiveis ao estado redox. Efeitos do estado redox na expressdao génica foram
estudados em eventos iniciais da arteriosclerose e destino de células neuronais
(CASTAGNE et al, 1999). Em ambos eventos demonstrou-se o efeito redox sobre o
fator nuclear Kappa B (NF-KB), o qual controla uma miriade de genes, e ¢
considerado um dos grandes reguladores da expressdo génica.

O fator nuclear Kappa B (NF-KB) ¢ localizado normalmente no citoplasma
na forma inativa. Estimulos ativadores de NF-KB, que incluem espécies reativas de
oxigénio (ROS), induzem a fosforilagdo e degradacao da subunidade inibitoria (I-
KB). Apos a dissociacdo de NF-KB de I-KB, ocorre a translocagdo de NF-KB para o
nucleo que entdo interage com seqii€ncias regulatorias KB e seus genes alvo. Em
contraste a ativacdo citoplasmatica, a ligacdo de NF-KB no nucleo ¢ inibida por
agentes oxidantes. A regulacdo redox da atividade de NF-KB ¢ modulada de forma
dual nos 2 compartimentos subcelulares: ROS ativam NF-KB citoplasmatico e
inibem NF-KB nuclear (CASTAGNE et al., 1999; MORIARTY-CRAIGE &
JONES, 2004)

1.3.1 Origem, regulagdo do potencial redox e consequéncias da variagdo deste

potencial na homeostasia celular e desenvolvimento

A energia necessaria para manter o estado ordenado dos organismos vem da
captura da energia liberada nos processos de oxidagdo. A energia vem do
movimento dos elétrons de moléculas organicas oxidaveis pelo oxigénio. Este
processo contribui para a manutencdo de um ambiente redox nas células e tecidos.

As duplas redox nas células sao as responsaveis pelo fluxo de elétrons, que
levam a mudancas no ambiente celular a oxidante/redutor.

Ha vérias duplas redox na célula que trabalham em conjunto para manter o
ambiente redox, como por exemplo, NADP'/NADPH; GSSG/2GSH;
TrxSS/Trx(SH),; Cys/CySS (SHAFER & BUETTNER, 2001). A dupla

GSSG/2GSH ¢ a mais abundante na célula e ¢ considerada o maior tampao tiol-
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dissulfeto intracelular. GSH e GSSG também sdo encontradas fora das células, mas
geralmente em pequenas quantidades. A maioria do GSH nas células ¢ encontrado
no citosol. GSH no ntcleo mantém o estado redox de proteinas sufidrilas criticas,
que sdo necessarias para o reparo de DNA e expressdao. Em contraste a mitocondria
e ao nucleo, o reticulo endoplasmético ¢ mais oxidante que o citosol (SCHAFER &
BUETTNER, 2001). A razao GSH/GSSG ¢ de 1:1; enquanto a razao na célula total
¢ de 30:1. Quando células e tecidos sao submetidos a estresse oxidativo, ocorre a
liberacdo de GSSG para o ambiente extracelular. E o estresse oxidativo leva a
formacdo de GSSG intracelular as custas de GSH. Esta mudanca da razao
GSH/GSSG leva o estado redox celular a um potencial mais positivo (ou mais
oxidante). Se este potencial se eleva excessivamente, torna-se letal para a célula,
ocasionando morte celular (SCHAFER & BUETTNER, 2001).

Numerosas proteinas contém grupos sulfidrila (PSH) devido aos residuos de
cisteina. A concentragao de grupos PSH ou cisteinas nas células e tecidos € muito
maior do que a de GSH. Estes grupos podem ser tidis (PSH), dissulfetos (PS-SP) ou
dissulfetos mistos, por exemplo, PS-SG (quando as proteinas sdo conjugadas com
GSH). A oxidagao da forma tiol de uma enzima ou a redugdo da forma dissulfeto
pode resultar em ativacdo ou inativacdo da fung¢do enzimdtica. Normalmente a
oxidagdo de sulfidrilas protéicos a dissulfetos mistos ¢ uma resposta primaria ao
estresse oxidativo (SCHAFER & BUETTNER, 2001).

A detiolagdo protéica como na reacdao: PS-SG + GSH — PSH + GSSG,
parece ocorrer sob a influéncia enzimatica de algumas proteinas como PDI e
tioredoxina (TRX) (SCHAFER & BUETTNER, 2001).

. Ha evidéncias de que estas proteinas possam proteger as células contra os
efeitos detrimentais dos radicais livres (SCHAFER & BUETTNER, 2001). O grupo
de Shiota (2002) verificou que tioredoxina (Trx) € expressa a partir do dia
embriondrio 8.5 (E8.5) em camundongos, periodo esse que antecede o aumento do
aporte de O, para o embrido. Estes pesquisadores também demonstraram que

embrides transgénicos que expressam continuamente o gene Trx, e cultivados sob
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pressodes de oxigénio hiperbaricas (10 ou 25 % de O2), t€ém os produtos do estresse
oxidativo significantemente reduzidos quando comparados aos embrides selvagens.
Logo os embrides transgénicos que superexpressam Trx sdo significantemente mais
resistentes aos efeitos lesivos da hiperoxia em relacdo aos embrides selvagens.

Nos sistemas biologicos, o metabolismo aerdbico normal produz radicais
livres, alguns altamente reativos (CASTAGNE et al, 1999). Estes podem reagir
outras moléculas e oxida-las. Uma ampla variedade de antioxidantes ocorre
naturalmente nos organismos. Dentre os agentes antioxidantes estdo algumas
enzimas como a glutationa peroxidase, superoxido dismutase e catalase. Na morte
neuronal natural ou induzida por axotomia, por exemplo, h4 variagdes nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que sugerem a participagdo de estresse
oxidativo. Corroborando essa hipotese ha estudos que evidenciam o impedimento da
morte neuronal por agentes antioxidantes (CASTAGNE et al, 1999). Neurdnios
simpaticos sofrem apoptose quando privados de fatores de crescimento como o
NGF. Todavia quando estes neurdnios sdao injetados com Cu/Zn superdxido
dismutase (SOD) ou com o vetor de expressdo contendo o cDNA de SOD a
apoptose neuronal pode ser impedida.

As modificacdes do estado celular durante o desenvolvimento também
estdo normalmente associadas com mudancas acentuadas na atividade de SOD.
Alteracoes da atividade da SOD durante o desenvolvimento de invertebrados e
vertebrados também foram relatadas (ALLEN & BALIN; 1989). Quando o protista
P. policephalum ¢ cultivado sob condigdes severas, como por exemplo em meio de
cultivo pobre em nutrientes, ele se torna mitoticamente inativo e forma paredes
celulares. Durante a transi¢do do organismo mitoticamente ativo para uma forma
quiescente (esférulas/esporos) ocorre um pequeno decréscimo inicial da atividade da
MnSOD; porém no decorrer da diferenciagdo, a atividade da MnSOD aumenta 46
vezes (ALLEN & BALIN; 1989). Também foi denotado o aumento da atividade da
SOD em 346 % durante o desenvolvimento de Drosophila. A atividade desta enzima

também eleva-se progressivamente durante o desenvolvimento de D. pictus e R.
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ridibunda (2 espécies de anfibios) e alcanga um pico durante a fase metamorfica
destes organismos (ALLEN & BALIN; 1989).

Logo a direcao de varios processos celulares depende do estado redox intra
e extracelulares. Portanto proteinas que modificam o estado redox de outras
moléculas sdo moduladores criticos de fatores reguladores, como os envolvidos no
controle da expressdo génica, sinalizacdo celular e componentes da matriz

extracelular.

1.3.2 Sulfidril oxidases: enzimas envolvidas na formacao de pontes dissulfeto e

dobramento oxidativo de uma grande variedade de proteinas

As enzimas sulfidril oxidases calatisam a oxidagdo de grupos sulfidrila a

dissulfetos com a reducao do oxigénio molecular a perdxido de hidrogénio:
2RSH + 0, — R-S-S-R + H,0,

Até o momento, foram descritas duas classes principais de sulfidril
oxidases, e a classificagdo se baseia no cofator utilizado para essas enzimas. Sao as
enzimas sulfidril oxidases metalo-dependentes (contém cobre ou ferro); e as sulfidril
oxidases dependentes de FAD (flavina adenina dinucleotideo) (THORPE et al.,
2002).

Membros da familia de proteinas Quiescina-sulfidril oxidases (QSOX)
utilizam um dominio tioredoxina e um pequeno dominio ligado a FAD para oxidar
grupos sulfidrila a dissulfeto com a redugdo do oxigénio a peroxido de hidrogénio
(THORPE et al., 2002).

Recentemente foi descoberto que algumas sulfidril oxidases como as
encontradas na clara do ovo de galinha (HOOBER et al., 1996), fibroblastos de
pulmao humano (COPPOCK et al., 1993), trato reprodutivo masculino e fluido de
vesiculas seminais (OSTROWSKY & KESTLER, 1980; BENAYOUN et al., 2001),
epiderme de camundongo (MATSUBA et al., 2002) sdo todos membros de uma

familia de enzimas sulfidril oxidases dependentes de FAD (quiescina sulfidril
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oxidases — QSOX). Estas proteinas contém 2 dominios: um dominio N-terminal
tioredoxina (TRX) e um dominio préximo a regido carboxi terminal homoéloga a
ERV1p. ERVlp ¢é produto de um gene de S. cerevisiae requerido para a respiragao e
viabilidade celular (figura 4) (THORPE et al., 2002).

i 127 F64 515
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Figura 4: Representacdo esquematica de QSOX1 de camundongo. Esta figura mostra o
arranjo tipico de dominios encontrado nas sulfidril oxidases ligadas a flavina. A proteina
inicia com uma sequéncia sinal localizada na por¢ao N-terminal (1-33 aa), seguido por um
motivo tioredoxina (TRX — 38-127 aa); uma regido espacadora com pouca homologia entre as
diferentes sulfidril oxidases e um motivo ERV1/ALR (384-515 aa). Ha 3 motivos CXXC redox
ativos na seqiiéncia de QSOX (a localizacdo destes motivos esta denotada com asteriscos). A
QSOX nativa de camundongo tem uma ORF de 1704 bp, traduzida em uma proteina de 568
aa. A estrutura e sequéncia protéica foram baseadas em Benayoun et al., 2001 e Matsuba et
al., 2002.

No entanto o arranjo das proteinas QSOX, formadas pela fusdo dos
dominios TRX e ERV1/ALR, foi inicialmente reconhecido em quiescina Q6.

A familia de proteinas QSOX tem sido descrita como proteinas que
participam na elaboracdo da matriz extracelular, maturacdo de poxvirus, como
fatores de crescimento envolvidos na regeneragcdo de tecidos, sensibilizacdo de
células de neuroblastoma a estimulos apoptoticos e como fatores de regulacido de
crescimento e adesdo celulares (COPPOCK et al., 1998; THORPE et al., 2002;
WITTKE et al., 2003).

O gene QSOX ¢ encontrado em uma vasta variedade de organismos
abrangendo filos eucariotos e genes relacionados em protistas. Contudo estes genes
ainda ndo foram encontrados em leveduras (THORPE et al., 2002). Para humanos
foram descritos 2 genes para estas enzimas. Estes genes sdo encontrados em
cromossomos distintos e sdo denominados QSOX1 (Q6) e QSOX2 (QSOXN)
localizados nos cromossomos1q24 e 9q34.3, respectivamente (COPPOCK et al.,
1993; THORPE et al., 2002). Coppock & Thorpe (revisdo nao publicada)
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consideram que os metazodrios duplicaram o gene QSOX; postula-se, portanto, que
todo o clado dos vertebrados possui as duas formas do gene descritas acima.

A expressao do gene QSOX1 (Q6) de humanos, inicialmente denominado
quiescina Q6, ¢ baixa em fibroblastos em proliferacdo. Porém sua expressdo ¢
induzida quando fibroblastos entram em quiescéncia. A maior expressao génica
sugere que esta proteina esteja envolvida no processo normal de quiescéncia celular
reversivel e portanto a inibi¢ao desta poderia levar a processos patologicos como
cancer (COPPOCK et al., 1998).

As funcdes precisas de Q6 e seus homodlogos ainda ndo sdo conhecidas.
Porém varios genes sdo expressos durante a quiescéncia celular reversivel, incluindo
4 colagenos e decorina, que sao componentes da matriz extracelular. Estas proteinas
secretadas possuem multiplas pontes dissulfeto essenciais para a integridade
estrutural da matriz. Por exemplo, a formacdo de pontes dissulfeto em muitos
coldgenos ¢ requerida para o arranjo trimérico destas proteinas, que também sdo
necessarias para a geracao das redes de colageno extracelulares (COPPOCK et al.,
1998).

Descobriu-se a existéncia da segunda forma do gene QSOX (QSOX 2) pela
identificacdo de uma sulfidril oxidase derivada de neuroblastoma humano. Este gene
foi identificado por Schwab & col (WITTKE et al., 2003) na procura por genes
especificos que sensibilizavam células de neuroblastoma a estimulos pro-
apoptoticos. Foi demonstrado que a inativagdo de QSOX2, utilizando a expressao de
QSOX2 antisenso em cé¢lulas de neuroblastoma, confere resisténcia a apoptose
induzida por IFN-y. Em contraste super expressdo de QSOX2 sensibiliza as células a
morte celular induzida.

Somando-se a existéncia de 2 genes codificantes para sulfidril oxidases
dependentes de FAD, podem ocorrer formas diferentes de RNAm e proteinas
truncadas devido a ocorréncia de processamento alternativo do RNAm (COPPOCK
& THORPE, 2006). Em camundongos e ratos dois transcritos para QSOX foram

relatados. Porém observou-se a traducao de apenas um dos transcritos, que codifica
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uma proteina com massa molecular aparente proxima a 70 kDa, que corresponde a
mesma proteina encontrada na vesicula seminal desses animais (MAIRET-COELLO
et al., 2005). A extensdao dos mRNAs traduzidos sdo similares ao de humanos, com
2433 bp para o camundongo ¢ 2472 bp para o rato (BENAYOUN et al., 2001;
THORPE et al., 2002). O genoma de camundongo contém seqiiéncias homologas ao
longo do transcrito humano de QSOX1. Contudo a expressdo desta seqiiéncia nao
foi observada (THORPE et al., 2002)

A enzima oriunda de aves ¢ a mais estudada e utilizada como prototipo. A
enzima esta presente na clara de ovos de galinhas e em amplo espectro de aves e
répteis. QSOX1 ¢ particularmente abundante no tecido secretorio do oviduto de
galinhas ¢ apresenta uma ampla distribuicdo nos tecidos de aves (THORPE et al.,
2002). A sulfidril oxidase de aves consiste de um dimero de 2 subunidades
glicosiladas idénticas, cada uma possui massa molecular aparente de 93 kDa devido
a alta glicosilagdo — esta massa molecular ¢ obtida em ensaios de SDS-PAGE (o
esqueleto protéico da proteina possui cerca de 67 kDa e a sequéncia ¢ muito similar
a de Quiescina Q6 humana) (HOOBER et al., 1996; HOOBER et al., 1999). Cada
subunidade contém uma molécula de FAD ligada por interagcdes ndo covalentes e
uma ponte dissulfeto redox-ativa. Os substratos conhecidos de QSOX de ave sdo
peptideos e substratos protéicos reduzidos (HOOBER et al., 1999; THORPE et al.,
2002), e parece haver pouca dependéncia em relagdo a massa molecular ou pl destes
substratos protéicos. Proteinas secretadas com 1 ou 2 tidis parecem ser os melhores
substratos para a oxidase com valores de Km tipicos de 110 a 330 uM/tiol ja a
ovoalbumina apresenta Km de 1,7 mM; 20 mM para glutationa e 50 mM para [3-
mercaptoetanol (HOOBER et al., 1999). O alto Km para GSH ¢ a baixa eficiéncia
catalitica de glutationa sugerem que este abundante redutor celular ndo seja o
substrato primario da enzima. Contudo GSH pode servir como um co-substrato da
oxidase, com a geracdo de pontes dissulfeto mistas num primeiro passo no processo
oxidativo in vivo. Thorpe & col. (HOOBER et al., 1999) mostraram que RNase

reduzida ¢ um substrato de QSOX de ave. Porém os pareamentos corretos, isto ¢, a
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recuperagao eficiente dos padrdes dissulfetos nativos em RNase reduzida ocorre
somente quando PDI (proteina dissulfeto isomerase) ¢ adicionada a reacao.

QSOX de rato, de camundongo e bovina sdo monoméricas, diferentemente
da proteina de aves (HOOBER et al., 1993; THORPE et al., 2002), apresentando
massa molecular de 65 kDa, enquanto a holoenzima de aves obtida em gel filtracao
possui 202 kDa (HOOBER et al., 1996; MATSUBA et al., 2002; HOOBER et al.,
1999).

As massas moleculares das sulfidril oxidases de rato e de boi foram preditas
a partir de ensaios de sedimentacdo em gradiente de sacarose, gel filtragdo e SDS-
PAGE. Ensaios enzimaticos demonstraram que estas enzimas tém atividade
enzimatica e atuam sobre uma variedade de pequenos compostos sulfidrila como
glutationa, cisteina e ditiotreitol (OSTROWSKY et al., 1979; OSTROWSKY et al.,
1980).

Também, o grupo de Suga (MATSUBA et al.,, 2002) purificou e
caracterizou QSOX a partir de epiderme de camundongo como uma tiol protease de
65 kDa. Descreveram o cDNA de camundongo apresentando uma ORF de 1704 bp
codificando uma proteina de 568 aminoécidos.

As enzimas QSOX sdo proteinas ubiquas. Coppock & Thorpe (revisao nao
publicada) observaram que na maior parte dos tecidos de mamiferos QSOXI1 ¢
consideravelmente mais abundante que QSOX2. Sabe-se que um mesmo tipo celular
expressa transcritos de um mesmo gene, € que estes transcritos sao produzidos a
partir de processamento alternativo. Foi demonstrado 3 transcritos com tamanhos
diferentes em neuroblastoma, oriundos do gene QSOX2 (WITTKE et al., 2003).
Estudos imunohistoquimicos mostram uma ampla expressdo de sulfidril oxidases em
uma variedade de tecidos, e a localizagdo dessa expressdo € bastante especifica.
Essas sdo encontradas extracelularmente e em tipos celulares associados com vias
secretoras, como a superficie secretoria luminal de células epiteliais, sitios
envolvidos na secre¢do apocrina, células do ducto epitelial da parétida, ilhotas de

Langerhans, trato reprodutivo, entre outros (THORPE et al., 2002).
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Viérios trabalhos demonstram a presenca de QSOX no ambiente
extracelular, como fluidos seminais (BENAYOUN et al.,, 2001), clara do ovo
(HOOBER et al., 1996; HOOBER et al., 1999), sobrenadante de cultivo de
fibroblastos quiescentes (HOOBER et al., 1999). O destino extracelular de QSOX
sugere que esta possa estar envolvida na remodelacdo dos componentes da matriz
extracelular ou na sinalizagdo celular principalmente pelo favorecimento da
formacgdo de pontes dissulfeto dentro de uma mesma proteina ou entre proteinas
distintas, pois proteinas secretadas e os dominios extracelulares de proteinas de
membrana contem ligacdes dissulfeto que sdao requeridas para o apropriado
dobramento, fungao e estabilidades protéicas (THORPE et al., 2002).

No sistema nervoso, QSOXI1 pode modular interagdes célula-célula,
levando em consideragdo que essa pode ser liberada nos sitios sindpticos e
hipoteticamente implicar no fortalecimento sindptico quando liberada juntamente
com neurotransmissores. (AMIOT et al., 2004; MAIRET-COELLO et al., 2005).
Também poderia exercer influéncia nos processos de migracdo e estabelecimento
celulares, crescimento da arborizagao dendritica pela introducdo e/ou manutencao
das pontes dissulfeto em proteinas secretadas, componentes da matriz extracelular,
ou proteinas de membranas (MAIRET-COELLO et al., 2005).

Em relacdo ao seu possivel papel durante o desenvolvimento fetal, o grupo
de Grunwald (HOSHIJIMA et al., 2002) verificou que uma proteina dissulfeto
isomerase (PDI-P5) expressa na linha medial embrionica ¢ requerida para a
formacao do padrao assimétrico direito/esquerdo. Apesar de uma aparéncia externa
de simetria bilateral, os orgdos internos dos vertebrados exibem uma estrutura
morfologica assimétrica. Os processos de expressdo génica assimétrica e
morfogenéticos subseqlientes sdo regulados pela linha medial embrionica. A
expressao génica bilateral resultante da perda de estruturas da linha medial tem sido
interpretada como originaria da perda da “barreira” produzida pela linha medial a
sinais que promovem expressao génica do lado esquerdo e/ou a perda de sinais que

inibem a expressdo génica do lado direito (HOSHIJIMA et al., 2002). Caso a linha
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medial constitua uma barreira fisico-quimica que impessa a propagacdo de sinais
que emanam do lado esquerdo em direcdo ao lado direito, ¢ necessaria a existéncia
de uma matriz extracelular intacta na linha medial para a manutencdo das
assimetrias. Assim QSOXI1 poderia ser um dos fatores que atuam neste modelo para
a manuten¢do da integridade da matriz extracelular.

Estas supostas funcdes para QSOX induzem o conceito de que estas
proteinas exercem papel central na geragdo de dissulfetos in vivo. Todavia deve-se
levar em consideracao que o unico estudo detalhado da especificidade enzimatica foi
feita apenas com QSOX de ave; ndo ha estudos de animais nocaute ou mutantes para
QSOX de vertebrados; desconhece-se mutagdes que gerem processos patologicos; e
as vias para a interconversao de ti0is e dissulfetos possuem multiplos catalisadores e
abrangem processos com especificidades sobrepostas. Dessa forma ¢ possivel que
QSOX possa introduzir dissulfetos em uma pequena parcela de peptideos e
proteinas, que dependem do substrato protéico e tipo celular em questdo
(COPPOCK & THORPE, revisao nao publicada).

QSOX também ¢ encontrada intracelularmente. Esta proteina pode ser
localizada no reticulo endoplasmatico, golgi, granulos secretdrios, e também relatou-
se a enzima associada a mitocondria ou na matriz mitocondrial durante o
desenvolvimento de células testiculares de mamiferos (COPPOCK & THORPE,
revisdo nao publicada).

Schwab e col. (WITTKE et al., 2003) observaram que a proteina QSOX2
possui uma extensdo C-terminal, o que leva a predizer que essa pode ser direcionada
para a membrana celular. Até o momento QSOX2 foi encontrada somente associada
as membranas nucleares e citoplasmaticas. Porém quando células de neuroblastoma
sdao induzidas a apoptose com IFN-y, observou-se que QSOX2 ¢ translocada para
outro compartimento celular ainda ndo caracterizado. Este grupo propds que a
funcdo/localizag¢do desta enzima pode ser modulada por estimulos exdgenos.

Levando-se em consideragdo que os papéis especificos desempenhados por

QSOX na fisiologia celular e dos organismos ainda ndo foram identificados, a
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localizacdo e a expressdo desta familia de proteinas fornecem pistas que podem
auxiliar na elucidagdo da funcionalidade e substratos especificos das diferentes

sulfidril oxidases dependentes de FAD.
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2 Justificativas e objetivos do trabalho

Estudos recentes tém relacionado as diferentes Semas a mecanismos de
quimiorepulsdo e quimioatragdo sobre células neuronais, levando a crer que estas
proteinas tém papel crucial em fendmenos de navegacao axonal e neuritogénese.

Levando-se em consideracdo a potencial importancia desempenhada pelas
proteinas da familia Semaforina, bem como a falta de dados referente a atuagdo
destas, em particular Sema5B, e a inexisténcia de reagentes comerciais disponiveis
para se levar a cabo a busca sistematica dos parceiros moleculares desta proteina,
tem-se como um dos objetivos do presente trabalho a obtencdo de ferramentas que
poderdo ser utilizadas no estudo das possiveis funcdes bioldgicas apresentadas pela
proteina Sema5B..

Trabalhos recentes tém demonstrado evidéncias do envolvimento de
processos redox durante o desenvolvimento, ontogenia celular e dos organismos,
assim como a participagdo na modulacdo da sinalizacdo celular e dobramento
correto de proteinas. Portanto torna-se bastante interessante avaliar a expressao de
QSOX e buscar proteinas que com ela interagem, numa tentativa de melhor se
compreender o papel de tidis criticos na fisiologia celular e dos organismos.

Recentemente o nosso grupo demonstrou a presenca de QSOX ativa em
soro fetal bovino (ZANATA et al., 2005). Ha hipoteses sobre a relevancia de QSOX
durante o desenvolvimento, contudo ¢ necessario a realizagdo de mais estudos para
melhor esclarecer o papel funcional destas enzimas. Também estamos conduzindo
trabalhos com ensaios de imunohistoquimica (para inferir a localizacao tecidual de
QSO0OX), imunoprecipitacdo com QSOX nativa e avaliagdo da atividade enzimatica
da proteina recombinante; estes tltimos visam a identificacdo de possiveis substratos
e parceiros moleculares das sulfidril oxidases dependentes de FAD.

A elucidacao de muitas das vias sinalizadoras, tanto envolvendo Sema5B

como QSOX, passa necessariamente por etapas que dependem do estabelecimento
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de metodologias adequadas, bem como a producdo de reagentes que reconhecam

especificamente as moléculas estudadas.

2.1 Objetivos gerais:

1. Estabelecimento de metodologias para obtengdo da proteina Semaforina
5B e QSOX recombinantes € nativas;

2. Produgdo de reagentes que reconhegam especificamente estas moléculas;

2.2 Objetivos especificos

1. Subclonagem de dominios distintos do cDNA de SemaSB para futura
expressao em sistemas de expressdo bacterianos;

2. Expressdao do dominio citoplasmatico de Sema5B subclonada no vetor
pQE30 (construgdo gentilmente cedida pelo Dr. Andreas Piischel — Max Planck
Institut — Germany);

3. Clonagem e expressdao do cDNA de QSOX de camundongo subclonado no
vetor de expressao bacteriano pET 32a;

4. Obtengao de anticorpos policlonais das proteinas recombinantes a partir da
imuniza¢do de coelhos e camundongos BALB/c com Sema5B rec e coelhos com
QSOXrec;

5. Caracterizagdo completa dos anticorpos gerados a partir de técnicas de
separacao cromatografica e detec¢ao imunoldgica;

6. Utilizag¢ao dos reagentes obtidos em ensaios bioquimicos e de funcao
biologica.
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3 Metodologia
3.1 Clonagem de Semaforina 5B e quiescina sulfidril oxidase de camundongo

3.1.1 Vetores de expressao e sequéncias clonadas da proteina Semaforina 5B —
vetor pQE30

Parte da sequéncia de cDNA codificadora da regido citoplasmatica da
proteina Sema5B de camundongo que possui 281 bp (Acession number NM
013661) foi subclonada no vetor pQE30 (Qiagen). A preparacdao dos plasmideos de
expressao, pQE30-Sema5B, foi realizada no Instituto Max-Planck Frankfurt e estes
foram gentilmente cedidos pelo professor Dr.Andreas Piischel.

O vetor pQE30 tem como caracteristicas um promotor T5, repressdo em
trans e confere resisténcia ao antibiodtico ampicilina. Possui um sitio de ligagao ao
ribossomo posicionado antes do cédon ATG de iniciacdo de traducao e uma série de
6 codons para histidina que funcionam como um dominio ligante de metais na
proteina traduzida.

O plasmideo recombinante deve ser amplificado em uma linhagem de E.coli
que contendo o gene lac | ¢ (repressdo em trans) para prevenir o escape da inducio
da expressdo da proteina de interesse e com baixa taxa de recombinagdao e
endonucleases. Neste trabalho utilizou-se a linhagem de E.coli XL1-BLUE na
amplificagdo do plasmideo pQE30-Sema5B. A expressdo pode ser feita em qualquer
linhagem bacteriana; porém deve-se optar preferencialmente por linhagens que
possuam o gene lac | 9. Assim o hospedeiro de escolha para a expressdo foi E.coli
M15 e XL1-BLUE.

A fim de confirmar a clonagem da regido citoplasmatica de Sema5B
realizou-se o PCR de colonias de bactérias contendo o vetor pQE30 utilizando os
oligonucleotideos comerciais (Qiagen) flanqueadores do sitio de policlonagem do
vetor: Forward 5° AGATTCAATTGTGAGCGGAT 37 Reverse 5’
CTATCAACAGGAGTCCAAGC 3’ como descrito (SAMBROOK & RUSSEL,
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2001). Apos a verificacdo da presenca de um inserto no sitio de policlonagem,
realizou-se uma reacdo de sequenciamento automdtico usando esses mesmos
oigonucleotideos para confirmar a identidade deste inserto.

Posteriormente realizou-se uma reacdo de sequenciamento desta mesma
construcdo (pQE30-Sema5B) com técnica de terminagdo de cadeia de Sanger (1977)
usando dideoxinucleotideos marcados com *°P (ver item 3.14).

— Figura do vetor pQE-30 e seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos de Sema

5B estdo em anexo

3.1.2 Subclonagem de QSOX de camundongo — vetor pET-32a

A sequéncia codificadora da proteina quiescina sulfidril oxidase de
camundongo (EMBL accession number NM 023268), que possui 1707 bp, foi
subclonada no vetor de expressao pET-32a (Novagen). A sequéncia subclonada
corresponde a parte da seqiiéncia codificadora e corresponde + 123 a +1646 bp
(39-549 aa), e portanto possui 1533 bp.

O vetor pET-32a possui o promotor do fago T7, repressdo em Cis, confere
resisténcia ao antibiotico ampicilina, e origina proteinas de fusdo contendo
sequéncia de 6 histidinas. Esta ultima caracteristica permite a purificagdo da proteina
de fusdo por cromatografia de afinidade em uma coluna quelante carregada com
Ni"? (NiINTA-agarose).

O plasmideo recombinante deve ser amplificado em uma linhagem de E.
coli que ndo contém a RNA polimerase do fago T7 para prevenir o escape de
expressdo da proteina recombinante e com baixa taxa de recombinacdo e
endonucleases. Para a realizacdo de minipreparagdes da contrugdo pET 32a-QSOX
usou-se a cepa DHS5a..

A expressao dos fragmentos da proteina QSOX foi feita em uma linhagem

que contém a RNA polimerase do fago T7 sobre o controle de um promotor
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indutivel, tal como Lac UV-5, que ¢ induzido na presenca de IPTG. Logo o
hospedeiro utilizado para a expressao foi BL21(DE3).

Para construir o vetor pET32a-QSOX amplificou-se por PCR a seqiiéncia
codificadora de QSOX a partir de cDNA de cerebelo de camundongo adulto. As
condicdes utilizadas para a produgdo de cDNA de cerebelo foram como as descritas
em SAMBROOK & RUSSEL (2001). Brevemente, o RNA total do homogenato de
cerebelo foi extraido com Trizol (Invitrogen), as proteinas da amostra foram
extraidas com cloroformio e a precipitagdo do RNA foi realizada com a adicdo de
isopropanol gelado. O cDNA total obtido foi amplificado de forma semelhante a
reacdo de RT-PCR descrita em 3.13. E a obtencdo do fragmento de QSOX de
interesse foi realizada por uma reagdo de PCR subseqiiente usando os

oligonucleotideos:

Forward 5° GG GGT ACC TAC TCG TCC TCT GA 3’ ; esse
oligonucleotideo insere um sitio Kpn | na terminagao 5°;

HindIII

E o oligonucleotideo Reverse 5" CCC AAG CTT TCA AGA AGA GTC
TAT GAC GAT 3"; que insere um sitio HindIIl ¢ um c6don de término TGA na
terminagdo 3" do fragmento clonado.

As condigdes da reacao de PCR foram como as descritas por SAMBROOK
& RUSSELL, 2001 e os ciclos de temperatura utilizados foram: 94° C — 5 min; (94°
C — 1 min; 52° C — 1 min; 72° - 4 min) esse ciclo foi repetido 35x seguido por um
passo a 72° por 5 min.

O produto obtido da reagdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8 %; a banda de interesse (fragmento de 1533 bp) foi recortada e
purificada com o Kit (pure link quick gel extraction Kit — Invitrogen).

O plasmideo pET 32a foi obtido por minipreparacdes com o Kit (Fast
Plasmid Mini Kit — Eppendorf). Cerca de 8 pug de plasmideo foi digerido 20 U de
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enzimas Kpnl e HindIII (Fermentas) em um volume final de reagao de 50 ul por 16
horas a 37°C. Paralelamente, procedeu-se a digestdo do fragmento purificado com as
mesmas enzimas. Apos a digestdo, submeteu-se o plasmideo e o fragmento
digeridos a eletroforese em gel de agarose 0,8%, e as bandas de interesse foram
purificadas com Kit. Depois de se verificar o rendimento do material obtido,
procedeu-se a reacdo de ligacdo. Nesta reacdo, a propor¢do utilizada de vetor
linearizado e inserto foi: 1:5. A enzima utilizada foi a T4 DNA ligase (New England
Biolab) e a reagdo ocorreu por 16 h a 16°C.

A triagem das colonias contendo o vetor com o inserto de interesse (pET
32-QSOX) foi realizada em duas etapas: - primeiramente 30 colonias foram tomadas
e ressuspendidas em tampao de aplicacdo, e apos a eletroforese comparou-se o
padrdo de migragdo das constru¢des com o plasmideo parental (pET32-QSOX) nao
recombinante nao digerido. As coldnias que apresentaram os DNAs cujas massas
moleculares eram maiores que a do vetor vazio (ndo recombinante) foram
submetidas a PCR com os primers utilizados na amplificagdo do cDNA de QSOX.
As colonias, cujas construgdes apresentaram a amplificagcdo de um produto de 1533
bp (que contém o inserto de interesse), foram crescidas em meio LB e o seu vetor
extraido com uso de kit (Pure Link Quick Gel Extraction Kit — Invitrogen) — esses
vetores recombinantes obtidos foram submetidos a0 método de sequenciamento
automatico (ver item 3.14), com os oligonucleotideos comerciais do vetor pET (T7
promoter e T7 terminator primer — Novagen) para confirmar a identidade do
fragmento subclonado.

— Figura do vetor pET-32a estd em anexo juntamente com a seqiiéncia de

nucleotideos e aminoacidos de QSOX de camundongo retratada neste trabalho.

3.2 Preparacéao e transformacéo de E. coli competentes

Os vetores de expressdo construidos (mencionados acima) foram inseridos

em bactérias através de transformacdo por eletroporagdo. Cepas bacterianas
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eletrocompetentes DH5a, M15, XL1-BLUE e BL21 foram preparadas como
descrito anteriormente (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

3.3 Expanséo das culturas de E.coli (M15, XL1-BLUE e BL21) transformadas

para purificacdo preparativa das proteinas recombinantes de interesse

Utilizando as bactérias transformadas e plaqueadas, procedeu-se o seu
crescimento para obten¢do da proteina de interesse. Colonias de bactérias
transformadas foram raspadas com o auxilio de palitos estéreis e inoculadas em 75
ml de meio LB contendo o antibiotico apropriado e crescidas durante a noite (a 37°C
sob vigorosa agitacdao). Essa cultura saturada de bactérias foi inoculada em meio LB
(675 ml de cultura) com antibidticos. Incubando-se novamente a 37°C sob vigorosa
agitacdo até atingir uma Absgyy de 0.6.

A expressao proteica foi induzida através da adi¢do de IPTG para uma
concentracao final de 0,7 mM para a expressao de SemaSB rec e de 0,4 mM para
QSOXrec, prosseguindo-se a incubagao do cultivo por 4 horas a 37° C.

As bactérias foram sedimentadas por centrifuga¢do a 4000 x g por 20 min e
congeladas a — 70° C.

Amostras da cultura antes da inducdo e apds a indugdo foram recolhidas.
Essas amostras foram sedimentadas e resuspendidas em tampao de amostra redutor
1X SDS-PAGE e submetido & SDS-PAGE em gel 15% para Sema5B e 10% para
QSOX.

3.4 Obtencéao de extratos bacterianos

Confirmada a expressao de Sema5B na cepa M15 e de QSOX na cepa BL-
21 apos a indugao, foi realizada a lise bacteriana.
As bactérias procedentes de cerca de 750 ml de cultivo em meio LB

estavam congeladas a — 70°C. Estas foram descongeladas, ressuspendidas e

38



39

homogeneizadas em 30 ml de tampao de lise U (200 mM NaCl, 20 mM Tris HCI; 8
M uréia; pH 8.0) com 10 mM de imidazol e inibidor de protease PMSF (1 mM).

A suspensao celular em tampao de lise contendo 8 M de uréia foi submetida
a alta diferenca de pressdo fornecida pela prensa de French (French Press) a fim de
se obter a lise das bactérias e, portanto, o extrato bacteriano.

Para verificar se as proteinas obtidas eram soluveis ou encontravam-se em
corpos de inclusdo procedeu-se lises em tampao nativo contendo detergentes neutros
(tampao U sem uréia) paralelamente a lise desnaturante com tampao U contendo
uréia.

Os extratos bacterianos foram mantidos no gelo durante todo o
procedimento de lise e o inibidor de protease — PMSF (1 mM) — foi adicionado aos

extratos durante o processo de lise e purificagao.

3.5 Purificagdo das proteinas de interesse — Sema5B rec e QSOXrec - do

extrato bacteriano em tampéao desnaturante

Por meio da presenca de uma etiqueta de poli histidina nas proteinas
recombinantes, realizou-se a separagdo de SemaSB rec e QSOXrec do extrato
bacteriano pela purificacdo das proteinas por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado.

O extrato bacteriano foi clarificado por centrifugacao a 10.000 x g, a 4°C,
por 30 min. O sobrenadante foi recuperado (30 ml) e incubado com 1,5 ml (pack)
da resina Ni-NTA agarose (Qiagen) pré equilibrada em tampao U (200mM NacCl,
20mM Tris pH 8,0; 8M de uréia) acrescido de 10 mM imidazol.

Alternativamente as fracdes de proteina solivel e insolivel provenientes da
lise em tampao nativo foram separadas por centrifugacdo. Apods a centrifugagdo e
separacdo do sobrenadante (proteina solivel) e precipitado (proteina insoltvel)
separou-se aliquotas destas fracdes para verificar por SDS-PAGE em qual delas

encontravam-se as proteinas recombinantes. Apos a incubacao (2h) da resina com o
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extrato bacteriano em tampado desnaturante, a 4° C, procedeu-se a montagem da
coluna, com o empacotamento da resina. O extrato ndo ligado a resina foi
recuperado e armazenado para ser submetido novamente a uma posterior
purificacdo. Foi realizada uma lavagem da coluna com gradiente continuo para a
retirada gradual da uréia (de 8M para 1M), com tampao U (40 ml contendo 8M de
uréia no inicio e no final 40 ml com 1M de uréia) acrescido de 20 mM de imidazol.

As proteinas Sema 5B e QSOX recombinantes foram eluidas da resina com
tampao U acrescido de 1M de uréia e 300 mM imidazol. Foram coletadas 20 fragdes
de 1 ml. A presenca das proteinas recombinantes em cada uma das fragdes foi
monitorada através de ensaio de Bradford em escala semi-micro empregando placas
de 96 pogos, conforme instrucao do fornecedor (Bio-Rad).

Para confirmar a presencga de proteinas nas amostras, cerca de 8 ul de cada
fracado foi submetida a separacao eletroforética em gel de poliacrilamida,
eletroeluicdo para membranas de nitrocelulose e reacdo de western blot com o

anticorpo comercial anti-His tag (Qiagen).

3.6 Renaturacdo das proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes SemaSB rec e QSOXrec solubilizadas em
tampao de eluicdo desnaturante (tampao U com 1M de uréia) foram dialisadas
contra PBS. Foram realizadas 3 trocas de 20 volumes de tampao durante a dialise
com duragcdo de 14 h sob 4°C. O tampdo de dialise foi mantido em agitacao
magnética durante o periodo de renaturagao das proteinas.

Alternativamente procedeu-se a renaturacdo de Sema5B com a retirada
gradual de uréia. O tampao de renaturagdao (PBS) continha inicialmente 1 mol/l de
uréia. A uréia da solucao foi diluida gradativamente por gotejamento de PBS usando
uma bomba peristaltica e a didlise permaneceu em agitacdo magnética a 4° C durante

um periodo de 12 horas.
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3.7 Ensaio de western blot utilizando anticorpo anti His-tag

Terminada a etapa de eluigdo e dosagem protéica, um ensaio de western blot
utilizando anticorpo anti His-tag (Qiagen) foi desenvolvido, para confirmar se a
expressao e purificagdo das proteinas recombinantes havia sido bem sucedida.

Cerca de 1.0 pg da SemaSB rec e 3.0 ug de QSOXrec ndo dialisadas,
diluidas em tampao de amostra 3X redutor, foram submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE (16% para Sema5B rec e 10% para QSOXrec).

A proteina resolvida por separacdo -eletroforética foi transferida e
imobilizada a membrana de nitrocelulose. Apds coloragdo da membrana com
vermelho Ponceau-S para avaliacdo da eficiéncia da transferéncia, a membrana foi
bloqueada 1 h com TBST (120 mM NacCl; 20 mM Tris; 0.05% de Tween 20), com 5
% de leite desnatado liofilizado e posteriormente incubada com anticorpo de
camundongo anti His-tag diluidos em tampao de bloqueio (diluigdo 1:4000) durante
a noite a 4° C. Lavou-se a membrana 5 vezes (5 min cada lavagem) com TBST. A
membrana foi entdo incubada com anticorpo anti IgG de camundongo acoplado a
HRP — Horseradish peroxidase (Santa Cruz) diluido em tampao de bloqueio. Nova
série de 5 lavagens foi efetivado, prosseguindo a revelacio da membrana com
substrato adequado para reacdo quimioluminescente (Amersham — Pharmacia). Um

filme radiografico (Kodak) foi exposto a membrana até obtencdo do sinal adequado.

3.8 Ensaio de western blot para averiguar o reconhecimento de QSOXrec de

camundongo pelo anticorpo comercial anti peptideo SOX humano.

A proteina QSOX recombinante foi reagida com o anticorpo comercial anti-
pep 14. Este anticorpo foi produzido pela empresa Bethyl co. conforme descrito por
HOOBER et al., 1999; o anticorpo foi produzido em cabra contra o peptideo
humano EDPQFPKVQWPPRE (residuos 494-507 aa)
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Imobilizou-se 10 pg de QSOX recombinante em membranas de
nitrocelulose de forma semelhante a descrita no item 3.7. Apds o bloqueio das
membranas, incubou-se com o anticorpo anti-pep 14 em TBST contendo 5 % de
leite (diluicao 1:1000) O/N, a 4° C. Apo6s 5 lavagens, as membranas foram reagidas
com o anticorpo anti-cabra HRP diluido em TBST com 5 % de leite (1:2000)
durante uma hora a temperatura ambiente. Apds novo ciclo de 5 lavagens, procedeu-
se a revelacgdo com substrato (Amersham-Bioscience) para reacao

quimioluminescente.

3.9 Preparacdo de extratos para a obtencdo de proteinas Sema5B e QSOX

endogenamente expressas.

3.9.1 Preparacao de membrana de cérebro e de raiz ganglionar dorsal (DRG)

para obtencédo de Sema5B

A preparacdo de membrana foi realizada de forma similar a descrita por
WOODHOUSE et al., 2003.

Foram preparadas membranas de cérebros de camundongos recém-natos, €
de embrides (E10) e todo procedimento foi realizado em gelo. Os cérebros e a
medula espinhal com as raizes ganglionares dorsais foram coletados imediatamente
ap6s a morte dos animais. Coletou-se apenas as raizes ganglionares dorsais (DRG)
dos embrides (E10). Estes tecidos coletados foram lavados com PBS, ¢
posteriormente lisados em tampao A contendo 10 mM Hepes, ImM EDTA, 250
mM sacarose (pH 7,4) e inibidores de protease (benzamidina 10 mM, iodoacetamida
10 mM, NEM 1 mM, PMSF 1 mM, fenantrolina 10 nM). A lise foi realizada
mecanicamente, passando-se estes tecidos através de uma agulha com 20-Gauge por
10 vezes. Este lisado foi incubado em gelo por 10 minutos, e posteriormente foi
centrifugado a 1000 x g/10min a 4°C. O pellet resultante foi novamente

resuspendido com tampao A e centrifugado a 3000 x g/10min a 4°C. Os
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sobrenadantes foram combinados e centrifugados a 3000 x g/10min a 4°C. O
sobrenadante recuperado desta Ultima etapa ¢ a preparacdo de membrana; sua
concentragdo protéica foi determinada pelo método de Bradford (1976) e as

aliquotas foram estocadas a —70°C.

3.9.2 Preparacdo de homogenato de liquido seminal de camundongo e rato

para a obtencdo de QSOX

O liquido seminal coletado a partir da vesicula seminal desses animais foi
homogeneizado e vortexado em tampado de lise gelado (50 mM Tris HCI pH 7,4;
0,2% de deoxicolato; 0,5% de Triton X-100; 0,5% de NP-40 com inibidores de
proteases Roche). O extrato, com aspecto floculado foi centrifugado a 12000 x g por
30 s e o sobrenadante recuperado teve a concentragdo protéica dosada por Bradford

e armazenado a —20°C.

3.10 Producéo de anticorpos policlonais em camundongos e coelhos

Todos os procedimentos envolvendo animais de experimentacdo foram
submetidos a aprovacao da comissao de €tica em experimentacao animal — Setor de
Ciéncias Bioldgicas — UFPR, a qual forneceu o certificado de aprovacao numero
103.

As proteinas purificadas foram utilizadas na imunizacdo de camundongos
BALB/c e coelhos (Sema5B rec) ou sé coelhos (QSOX). Os camundongos
receberam as inje¢des intraperitonealmente, sendo a 1* imunizagdo efetivada com
adjuvante completo de Freund e as imunizag¢des subsequentes com 6leo mineral. A
concentracao do antigeno (Sema 5B rec) ministrada foi de 50 pg por imunizagao; e o
intervalo entre as imunizagdes foi de 3 semanas (HARLOW & LANE, 1989).

Para a imunizagdo dos coelhos, injetou-se cerca de 130 pg de Sema ou de

QSOX presente em uma emulsdo e 100 pg separados por eletroforese em gel de
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poliacrilamida, que foi macerado em PBS. Os animais receberam as injecdes por
duas vias: subcutinea e intramuscular. A primeira imunizagdo foi realizada com
adjuvante completo de Freund e as imunizagdes subseqiientes com 6leo mineral. O
intervalo entre as imunizacdes foram entre 4 a 6 semanas (HARLOW & LANE,
1989).

Para verificar a producao de anticorpos, amostras de soro foram coletadas
através da sangria dos camundongos e coelhos. O sangue foi obtido através do plexo
orbital dos camundongos com o auxilio de pipetas Pasteur de vidro, em torno de 10
dias ap6s a ultima imunizacdo (a coleta de soro foi feita apds a 4* imunizagdo e
refor¢os subsequentes). A coleta do soro dos coelhos foi realizada por pungdo
cardiaca, 14 dias ap6s o ultimo refor¢o (a coleta foi feita apos a 3* e 6* imunizagdes).

Apo0s a obtencdo do soro hiperimune contra QSOX em coelho, purificou-se
IgG por cromatografia de afinidade a proteina A-sepharose (protein A sepharose
CL-4B — Pharmacia Biotech Amersham). Purificou-se cerca de 2,5 ml de soro e o

procedimento foi realizado conforme as recomendacdes do fabricante.

3.11 Averiguacéo da producéo de anticorpos anti SemabB e anti QSOX

Utilizando o soro hiperimune coletado dos camundongos BALB/c e dos
coelhos, foram realizados ensaios de western blot para testar se os soros obtidos
reconheceriam a SemaSB recombinante e aquela presente em preparagdes de
membrana de cérebro de camundongo; e QSOX recombinante e endogenamente
produzida pela vesicula seminal de camundongo e rato. Os titulos dos soros -

QSOX também foram acompanhados por ELISA.

3.11.1 ELISA utilizando soro hiperimune anti QSOX para verificar o titulo do
SOoro
O antigeno (proteina recombinante QSOX) foi diluido para 0.2 pg/50 pl em

tampao de sensibilizagdo (tampao carbonato 0.1 mol/l; pH 9.6). Adicionou-se 50 pl
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de solugdo de antigeno em cada pogo em placa de poliestireno para ELISA. A placa
foi incubada por 12 horas a 37° C, esvaziada e lavada 5 vezes com tampao de
lavagem (PBS com 0,05 % de Tween 20). Para o bloqueio, foram adicionados a
cada poco 100 pl de tampao de lavagem com 1% de BSA. Incubou-se a placa a 37°
C por uma hora, seguida de ciclo de 3 lavagens. Foi feita uma dilui¢do seriada na
placa num volume de 50 pl por pocgo, a partir da segunda coluna. A dilui¢do inicial
foi de 1:100 e a final de 1:12800. Incubou-se novamente a placa por 1 ha 37° C. Um
novo ciclo de 5 lavagens foi efetivado. Foram adicionados 50 pl por poco de solugao
de anticorpo secunddrio anti IgG de camundongo acoplado a HRP (Santa Cruz)
diluido em tampao de bloqueio. As placas foram incubadas por mais 1 h a 37° C.
Novo ciclo de lavagens foi efetivado. Procedeu-se uma lavagem com 50 pl de
tampao citrato (pH 5.0). A revelacdo foi feita com o OPD (o-dihidrocloreto de
fenilenodiamina) em tampdo citrato contendo H,O,. Para parar a reacao foram
adicionados 100 pl de H,SO, 4 M. A leitura dos resultados foi feita em leitor de

placas com comprimento de onda a 490 nm.

3.11.2 Western blot utilizando 1gG purificada anti-QSOX para averiguagao da
producdo de anticorpos anti-QSOX

Verificando a producdo de anticorpos policlonais anti-QSOX realizou-se
ensaios de western blot. Preparou-se ensaios distintos para verificar a presenga de
anticorpos anti-QSOX na IgG purificada de coelho imunizado. Um ensaio desafiou
QSOXrec e outro foi reagido com QSOX nativa, ambas proteinas estavam
imobilizadas em membrana de nitrocelulose.

Extratos de vesicula seminal de camundongo e rato (35 ug de extrato por
canaleta) foram separados eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 10% SDS-
PAGE e transferidos para membrana de nitrocelulose (1h; 100V).

De forma semelhante, 0.2 pg de QSOXrec foi submetida a eletroforese em

gel de poliacrilamida 10 % SDS-PAGE e eletroeluida para membranas de
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nitrocelulose. Estas membranas contendo QSOXrec e QSOX nativa foram
bloqueadas com tampao de bloqueio, TBST contendo 10% de leite, e incubadas com
a IgG purificada anti-QSOX produzida em coelho diluida em tampao de bloqueio
(1:500) O/N. O restante do ensaio foi procedido conforme descrito previamente

(item 3.11.3) para a proteina Sema 5B.

3.11.3 Western blot utilizando o soro hiperimune anti-sema para averiguar o

reconhecimento da proteina Sema5B

Foram realizados ensaios de western blot para verificar a producdo de
anticorpos policlonais anti Sema5B pelos animais imunizados.

Um destes ensaios utilizou preparacdo de membrana de cérebro de
camundongos e outro utilizou a proteina Sema5SB rec. Submeteu-se as preparagdes
de membrana de cérebro e de DRG de camundongos po6s natos (PO e P1) e embrido
(E10) (150 pg por canaleta) a eletroforese SDS-PAGE 8.5%. O extrato proteico
resolvido por separacao eletroforética foi imobilizado a membrana de nitrocelulose
em tampao de transferéncia (25 V — O/N). A eficacia da transferéncia foi averiguada
corando-se a membrana com o corante vermelho Ponceau-S.

Paralelamente, a proteina Sema5B rec purificada foi submetida a
eletroforese SDS-PAGE em gel 15 %, (10 ug de proteina recombinante/canaleta)..
Essa proteina foi transferida para membrana de nitrocelulose em condigdes similares
as descritas acima para a prepara¢cdo de membrana de cérebro de camundongo.

ApoOs a transferéncia e imobilizacdo das proteinas as membranas de
nitrocelulose — extrato de cérebro e proteina recombinante — bloqueou-se as
membranas durante 1 hora com TBST contendo 10% de leite desnatado liofilizado;
posteriormente, incubou-se as membranas com soros hiperimunes dos camundongos
e de coelho diluidos em tampao de bloqueio (1:500), O/N.

Lavou-se a membrana 5 vezes (5 min/lavagem), a seguir incubou-se a

membrana reagidas com o soro hiperimune de camundongo com um anticorpo
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secundario anti IgG de camundongo-HRP (Amersham) diluido em tampao de
bloqueio (1:15000) durante 50 minutos. E a membrana incubada com o soro
hiperimune do coelho foi reagida com anticorpo secundario anti IgG de coelho —
HRP (Amersham) diluido em tampao de bloqueio (1:20000) durante 50 minutos. As
membranas foram lavadas novamente 5 vezes com TBST e reveladas com o
substrato adequado para a reacdo quimioluminescente (Amersham — Pharmacia).

Um filme radiografico foi exposto a membrana até obten¢do do sinal adequado.

3.12 Ensaios de competic¢éo utilizando os anticorpos anti-Sema5B, anti-QSOX e

anti-pep 14.

A fim de se demonstrar a especificidade dos anticorpos produzidos contra
Sema5B, e QSOX, e demonstrar a presenca de SOX em soro fetal bovino, realizou-
se ensaios de competicao. Estes ensaios consistiram em incubar os anticorpos anti-
Sema5B, anti-QSOX e anti-pep 14 com as proteinas recombinantes produzidas antes
de reagir os anticorpos contra proteinas imobilizadas em membranas de

nitrocelulose.

3.12.1 Bloqueio do reconhecimento do anticorpo policlonal de coelho anti-
QSOX

Realizou-se um ensaio de competicao bloqueando-se o reconhecimento do
anticorpo anti-QSOX. Para tal finalidade, um ensaio de western blot como descrito
no item 3.13.3 foi realizado.

Extrato de liquido seminal de camundongo e de rato foram reagidos com o
anticorpo policlonal anti-QSOX (Ig G purificada) previamente incubados com a
proteina QSOX recombinante purificada e dialisada. Incubou-se 2 pl [1,7 pg.ul'] de
IgG anti-QSOX com 50 pg de QSOXrec (volume final: 500 ul de proteina soluvel

em PBS) durante 1.5 h a 4° C sob agitacdo. Apds esse periodo, completou-se o
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volume para 1 ml com TBST leite 10 % e a (dilui¢ao final do anticorpo 1:1000). A
incubagao do anticorpo anti-QSOX, lavagens, incubag¢do do anticorpo anti IgG de

coelho ¢ a revelagdo, foram realizados conforme descrito no item 3.11.3.

3.12.2 Ensaio de competicdo do anticorpo anti-pep 14 com QSOX recombinante

Cerca de 20 pl de soro fetal bovino diluido 50X foi submetido a SDS-
PAGE em gel 10 %. O soro foi entdo eletroeluido para membranas de nitrocelulose,
e o bloqueio das membranas foi efetivado com TBST acrescido de 5 % de leite
molico desnatado. O anticorpo anti-pep 14 foi pré incubado com 50 pg de
QSOXrec diluida em 500 pl de PBS por 1.5 h a 4° C com agitacdo. Apds essa
incubacao adicionou-se a essa solugdao 500 pl de TBST 10 % de leite (diluicao final
do anticorpo anti-pep 14 1:1000). Como controle da reagdo foi utilizado o anticorpo
anti-pep 14 pré incubado apenas com PBS.

Ap6s 5 lavagens com TBST, as membranas foram incubadas com anticorpo
anti cabra HRP (colocar fabricante) diluicdo 1:2000 em TBST 5 % de leite. As
membranas foram lavadas novamente com TBST e reveladas com o substrato

adequado.

3.12.3 Ensaio de competicdo do anticorpo anti-Sema5B com a proteina Sema5B

recombinante

De forma semelhante, para confirmar a identidade da proteina reconhecida
pelo anticorpo anti-Sema5B na prepara¢do de membrana de cérebro do item (3.11.3)
um ensaio de bloqueio incubando-se soro anti-SemaSB purificada com Sema5B
recombinante foi realizado. Conforme descrito para o ensaio de bloqueio de QSOX,
o soro anti-Sema5B (2 ul) foi incubado com 5 pg de Sema5B recombinante
purificada em PBS; volume final 500 pl. Adicionalmente, o soro anti-SemaSB foi

incubado com extrato bacteriano (15 pl de extrato de M15 ndo transformada),

48



49

diluidos em 500 ul de PBS, para demonstrar que a proteina reconhecida no extrato
de cérebro era Sema 5B e ndo outra proteina com epitopos semelhantes a proteinas
bacterianas. Como controle da rea¢dao incubou-se soro anti-Sema diluida em PBS.
Sema5B rec, soro, extrato de bactérias e PBS foram incubados durante 1,5 h
a 4°C sob agitacdo. Apds esse periodo, o soro diluido em PBS contendo a proteina
Sema5B, extrato bacteriano ou apenas PBS, foi reagido com as preparacdes de
membranas de cérebro separadas eletroforeticamente e imobilizadas em membranas

de nitrocelulose conforme descrito no item 3.11.3.

3.13 Subclonagem de dominios distintos de Sema5B — vetores pET28a e pGEX-
2T

Com o intuito de se obter proteina para producdo de anticorpos e para
realizacdo de ensaios de “pull-down” e ensaios in vitro com semaforina 5B decidiu-
se subclonar parte da regido extracelular de Sema5B (dominios Sema + PSI —
residuos 45 a 550 aa) e o dominio citoplasmatico integral (citoplasmatico — residuos
1000 a 1093 aa) em vetores de expressdo para a producdo destes dominios
recombinantes em bactéria. Lembrando que a sequéncia codificadora da proteina
Semaforina 5B possui 3282 bp e codifica uma proteina transmembranica de 1093 aa
(massa molecular predita: 120 kDa).

Ambos dominios serdo subclonados nos vetores pET-28a (Novagen) e
pGEX-2T (GE-Healthcare). Partes da seqiiéncia codificante para Semaforina 5B
foram amplificadas por PCR a partir do cDNA de cérebro de camundongos P7 (7
dias pos-natos). A concentragdo de sais (e.g. MgCl,) e concentragdo dos primers €
dNTPs foram baseados em protocolos descritos por SAMBROOK & RUSSELL,
2001. Todas as reagdes foram acompanhadas de um controle negativo (todos os
componentes da reacao, exceto o cDNA).

Extraiu-se RNA total a partir de 30 mg de cérebro usando o Kit — RNeasy
MiniKit (Qiagen); apds a extragdo do RNA total, procedeu-se uma reagdao de RT-
PCR com Kit da Promega e uso de oligo-dT (poli T) para producdo de cDNAs a
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partir de RNA total. As condi¢des da RT-PCR foram: 70° C — 5 min; banho em gelo
— 3 min e incubagdo em banho aquecido a 42° C por 2 h. A amplificacdo das
seqiiéncias foi feita a partir deste cDNA obtido.

Os oligonucleotideos utilizados na amplificacdo da por¢do extracelular de

Sema (133 — 1649 bp) foram:

EcoRI Ndel
Forward Sema+PSI 5'GT AT CAC CCC ATC GTC GCC
TTT G3’
EcoRI Ndel
Reverse Sema+PSI 5'CC C TCA CCG TGT CAC ATT TCG
TAC AGG3’

O sitio EcoRI sera digerido no fragmento para a clonagem no vetor pGEX
2T; e o sitio Ndel sera digerido para clonagem no vetor pET-28a.

As condi¢des da reacdo de PCR para a subclonagem do dominio Sema +
PSI foram: 95° C por 4min; (95° C —30s; 57° C — 45 s; 72° C — 2 min) esse ciclo foi
repetido 35x e 72° - 10 min; gerando um produto com 1516 bp. Realizou-se essa
reacdo variando a temperatura de anelamento dos oligonucleotideos; utilizou-se 60°
C, porém houve uma menor amplificacio do produto desejado; portanto para
realizar a clonagem manteve-se a temperatura de anelamento em 57° C.

E os oligonucleotideos utilizados na amplificagdo da porcao citoplasmatica

de Sema 5B (2998 a 3282 bp) foram:

BamHI Ndel
Forward citoplasmatico 5'CG TCT TGC CAG CAC TGC
CAG C3’
BamHI
Reverse citoplasmatico 5'CG TCA GCT GTT GGG GAA ACA GCG
CTGTCC AGGT3’
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O sitio BamHI sera digerido no fragmento para a clonagem no vetor pGEX
2T e os sitios Ndel e BamHI serdo digeridos para clonagem no vetor pET-28a.

As condicdes da reacdo de PCR para a subclonagem do dominio
citoplasmatico foram: 95° C — 4 min; (95° C — 30 s; 60° - 45 s; 72° C — 2 min) esse

ciclo foi repetido 35x e 72° - 10 min; gerando um produto com 284 bp.

3.14 Reac0es de sequenciamento

Para as reagdes de sequenciamento “automatico” foi utilizado o Kit ABL
Prism™ Big Dye Termination Cycle Sequencing Ready Reaction (PerkinElmer)
conforme instru¢des do fabricante, e o processamento das mesmas foi realizado no
seqiienciador automatico ABL Prism 377 DNA Sequencer (PerkinElmer).

E as reagdes de sequenciamento com leitura “visual” — técnica de
terminacdo da cadeia de Sanger (1977), com dideoxinucleotideos marcados com *°P
usou-se o Kit Redivue P labeled DNA  sequencing reaction

(AmershamBiosciences) conforme as instru¢des do fabricante.
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4 Resultados e discussao

4.1 Sema5B

4.1.1 Verificacdo da subclonagem do cDNA correspondente a regido

citoplasmatica de Sema 5B no vetor plasmidial pQE30

Logo apos o recebimento do plasmideo pQE30-Sema5B, cedido gentilmente
pelo Dr.Andreas Piischel (Max-Planck Institut — Frankfurt), procedeu-se uma reagao
de PCR com oligonucleotideos especificos flanqueadores do sitio de policlonagem

do vetor. Como produto desta reacao obteve-se um fragmento de 600 bp (figura 5).

4 €3

700 ph= e

. - 600 ph

500 ph—

Figura 5: Eletroforese do fragmento clonado no vetor plasmidial pQE 30 amplificado por
PCR com os primers comerciais do vetor. O produto da amplificacdo do fragmento presente
no sitio de clonagem (linha 1), foi resolvido por separacao eletroforética em gel de agarose
1%, e corado com brometo de etidio. Verifica-se a presenca de um fragmento de 600 pb. O
marcador de massa molecular (MW) utilizado foi o GeneRuler 1 kb DNA ladder plus
(Fermentas).

Posteriormente a essa analise que demonstrou a presenga de um inserto no
sitio de policlonagem, realizou-se uma reacdo de sequenciamento pelo método de

terminagdo de cadeia utilizando dideoxinucleotideos fluorescentes — e a reagdo foi
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lida em sequenciador automatico. Esta reacdo foi realizada pois: a) A sequéncia
clonada era desconhecida — o grupo da Alemanha ndo soube informar qual
fragmento estava clonado, bem como, os sitios de restri¢do utilizados na clonagem;
b) tinha-se o intuito de reclonar o fragmento em outro vetor (série pGEX — GE
Healthcare). Assim, para tal finalidade precisava-se conhecer as enzimas utilizadas
na digestao do vetor e fragmento.

Somando-se a estes problemas, o produto oriundo desta reacdo de
sequenciamento automatico apresentava muitos erros, o que ndo permitia inferir de
forma exata qual seqiiéncia da proteina Sema5B havia sido clonada, bem como os
sitios de restricao utilizados na clonagem. A fim de se obter maior acuracidade nos
dados da seqliéncia procedeu-se a realizacdo de uma reagdo de sequenciamento com
leitura “visual” — método de terminacdo de cadeia por dideoxinucleotideo marcado
com P (Sanger et al., 1977).

Por meio da seqiiéncia obtida a partir deste ultimo sequenciamento pdde-se
inferir que os sitios utilizados na clonagem foram BamHI e Kpnl; e concluiu-se que
a proteina codificada trata-se de uma quimera contendo a regido citoplasmatica de
Semaforina 5B a partir do residuo 3008 aa fusionada a um peptideo desconhecido (o
programa “BLAST” identificou um peptideo com homologia a seqiiéncias presentes
em Oriza sativa — popularmente conhecido como arroz).

O produto da reacdo de sequenciamento com leitura “visual” demonstrou
que a sequéncia obtida com o primer Forward esta em fase de leitura ¢ codifica
Sema5B a partir do residuo 3008 aa e corresponde a sequéncia : 5° CACT
GCCAGCGCCAGTCTCAGGAGTCCACGCTTGTCCATCCTGCCACACCTAAC
CACTTGCACTGCAAGGGTGG 3’; e a sequéncia obtida com o primer Reverse
codifica o peptideo desconhecido de Oriza sativa e corresponde a:
5"GGGGGGAGCTCCAGCTGCCATAGCTATTCGTAACTACCCATGGAGTCG
ACAACCCTTTGT 3’

Porém, a descoberta de que a construcao pQE30-Sema5B codificava uma

quimera (regido citoplasmatica de SemaSB + peptideo desconhecido) so foi
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realizada 14 meses apds o inicio dos experimentos com o uso do sequenciamento
com leitura “visual”. No momento da descoberta, j& haviam sido feitos varios
experimentos: expressdo da proteina recombinante, imunizacdo de coelhos e
camundongos, producao de anticorpos policlonais em coelhos e ensaios de western
blot com o soro obtido.

No caso da producao de anticorpos e antigenos recombinantes, a construgao
de quimeras entre o gene de interesse e outro codificante para proteinas nao
relacionadas a espécie que serd utilizada nos protocolos de imunizacao pode ser uma
estratégia interessante. Esta metodologia permite uma espécie de “sabotagem” do
sistema imune quando o antigeno de interesse ¢ muito conservado entre as diversas
espécies de animais normalmente utilizadas na pratica da obtencdo de anticorpos.
Procedimento semelhante ¢ utilizado ha mais de 20 anos na obtengdo de anticorpos
policlonais contra peptideos. Neste procedimento emprega-se a proteina KLH
(hemocianina de um tipo de molusco) principalmente como carreador protéico
(massa molecular 2000 kDa). Esta ¢ oriunda de molusco e mostra-se como potente
imuno-estimulador da resposta humoral em coelhos e roedores, muito
provavelmente pela diferenca filogenética entre moluscos e mamiferos (HARLOW
& LANE, 1989).

Por outro lado, a utilizacdo de tais quimeras pode levar a produgdo de
anticorpos policlonais que reconhecam epitopos conservados em outras proteinas,
levando a producao de um soro hiperimune pobre em imunoglobulinas especificas
para o antigeno de interesse e eventualmente apresentando alta inespecificidade.

Levando em consideragdo a conjuntura apresentada acima, este trabalho foi

desenvolvido conforme o esquema denotado a seguir:

Organograma do trabalho relativo a proteina Sema5B:

recebimento do vetor pQE30-Sema5B — construgdo fornecida pelo Instituto Max-Planck Frankfurt

v
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observagdo da presenca de um inserto no sitio de policlonagem com a realizacdo de PCR de colonia

com oligonucleotideos comerciais do vetor

v

reacdo de sequenciamento automatico
o produto desta reagdo continha muitos “erros” — porém, programas de alinhamento identificaram o

inserto como codificador da regido citoplasmatica de SemaSB

v

esta construcdo (pQE30-Sema5B) foi usada na expressdo da proteina Sema5B rec na estirpe
bacteriana XL1-BLUE e M15

v

a proteina Sema5B rec obtida foi purificada por IMAC

v

Sema5B purificada foi usada da imunizagao de coelhos e camundongos

v

o soro hiperimune foi utilizado em ensaios de western blotting demonstrando que o soro é capaz de

reconhecer Sema5B rec e Sema5B endogenamente expressa em tecido nervoso

Devido a problemas de solubilidade protéica de Sema5SB rec, presenca de
muitos “erros” no sequenciamento automadtico, € levando-se em considerando o
intuito de se reclonar o inserto presente na contru¢do pQE30-SemaSB realizou-se

outra reagdo de sequenciamento, com leitura ‘“visual”, da construcio pQE30-
Sema5SB.

esta reagdo demonstrou que a constru¢do contém um ¢cDNA codificador de uma quimera: regido
citoplasmatica de Sema5B + peptideo desconhecido de Oriza sativa
v
assim novas subclonagens de Sema5B estdo sendo realizadas;
estas correspondem a subclonagem da porg¢do citoplasmatica de Sema5B (residuo 1000 a 1093 aa) e
parte da regido extracelular de Sema5B (dominios Sema + PSI — residuos 45 a 550 aa)
os produtos obtidos nesta etapa serdo inseridos nos vetores pET28a e pGEX 2T para futuras

expressoes de SemaSB rec
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4.1.2 Transformacdo e expansdo das culturas de E. coli para purificactes
preparativas: expressdo de Sema5B (porcéo citoplasmatica) clonada no vetor
pPQE30.

Verificada a presenca do cDNA codificante da provavel regido
citoplasmatica de Sema5B no vetor pQE30, prosseguiu-se a preparacdo e
transformacdo de E. coli competentes (cepas M15 ¢ XL1-BLUE) e expansdo das
culturas de bactérias transformadas. Estas etapas foram realizadas logo apds o
recebimento da constru¢do pQE30-SemasSB, e confirmacdo da identidade da
subclonagem por reagdo de sequenciamento automatico

Verificando a efetivagdo da transformacdo e expressdo de SemaSB em
M135, separou-se aliquotas de 1 ml do cultivo bacteriano induzido e ndo induzido. As
amostras foram submetidas a eletroforese, e western blot utilizando anticorpo
comercial (Qiagen) contra etiqueta de 6 histidinas que revelou a presenga de

semaforina 5B recombinante nas amostras induzidas (figura 6).

) -15 104

Figura 6: As amostras do cultivo bacteriano ndo induzido (linha 1) e induzido (linha 2) foram
submetidas a eletroforese em gel 15% SDS-PAGE, transferidas para membrana de
nitrocelulose e reagidas com anticorpo anti-His (Qiagen). Visualiza-se 0 aparecimento de uma
banda com aproximadamente 15 kDa, denotando a expressao da provavel proteina quimérica

SemabsB rec no sistema heterdlogo.
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4.1.3 Verificacdo da solubilidade da Sema 5B recombinante produzida

Procedeu-se lises bacterianas em tampao U nativo e submeteu-se esses
extratos a eletroforese em gel de poliacrilamida para verificar se as proteinas
expressas eram soluveis ou estavam presentes em corpos de inclusdo.Verificou-se
que a maior parte das proteinas encontravam-se presentes em corpos de inclusao
(resultado ndo mostrado).

Tentou-se otimizar a expressdo de SemaSB para obtengdo de proteina
soluvel. Para tanto, variou-se a concentragao de IPTG utilizada (0,4 mM e 0,7 mM)
e temperaturas de indugdo a 37° C e 32° C; porém sob essas condigdes a proteina
continuou presente em corpos de inclusdo (resultados ndo apresentados). Assim a
purificagdo de semaforina 5B foi realizada em tampdo desnaturante.

As condigdes utilizadas para a expressio de Semaforina 5B foram:
inoculacdo do cultivo com a cultura crescida O/N (pré-indculo) numa dilui¢ao de
1:10; temperatura de crescimento e inducao 37° C; inicio da indug¢do quando a
Absg=0,5; concentracao de IPTG de 0,7 mM e inducao de 4 h.

Testou-se diferentes tampdes para a lise e purificacdo de SemaSB rec. Esses
tampdes consistiram no uso de uma solugdo com 500 mM de NaCl, 20 mM de Tris-
HCI (pH 8,0), 10 % de glicerol. Para solubilizar as proteinas testou-se detergentes:
0,5 % de Triton X-100; 0,5 % de Tween 20; ou 0,5 % de sarcosil. Nao houve
solubilizagdo das proteinas dos corpos de inclusdo com o uso de detergentes neutros
(Triton X-100; Tween 20); logo nao se prosseguiu protocolos de purificagdo com o
uso destes detergentes (resultados nao mostrados).

O tnico detergente que solubilizou satisfatoriamente as proteinas insoluveis
foi o sarcosil. Testou-se o uso de sarcosil paralelamente ao protocolo com o uso de
uréia (utilizado na maior parte dos experimentos de purificagdo). Apesar do
rendimento da purificacdo com tampao contendo sarcosil ser semelhante ao da
purificacdo com uso de uréia (sob as condi¢des de expressao e purificacdo descritas

em metodologia), houve maior presenca de contaminantes apds a purificagdo.
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Portanto, preferiu-se purificar as proteinas recombinantes com uréia, pois a presenga

de proteinas contaminantes era menor em relagao a purificagdo com sarcosil.

4.1.4 Purificacdo das proteinas Sema5B rec por cromatografia de afinidade
(IMAC)

Posteriormente a confirmagdo da expressdo das proteinas recombinantes,
procedeu-se a realizacdo da lise bacteriana por métodos fisicos e quimicos, bem
como a purificagdo de Sema5B rec por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (ver detalhes em metodologia — item 3.5).

Foram realizados ensaios de Bradford e submissiao das diferentes fragdes
eluidas a eletroforese SDS-PAGE, a fim de se testar a presenca de proteinas
purificadas a partir do extrato bacteriano. Ambos os ensaios demonstraram a
presenga de proteinas nas diferentes aliquotas obtidas da purificagdo cromatografica,
confirmando a eluicao da proteina ligada a resina Ni-NTA agarose (resultados nao
mostrados).

Sema5B rec foi dialisada conforme descrito em metodologia (item 3.6).
Sema5B rec precipitava durante a dialise, independentemente da concentragdo
protéica, bem como das condi¢des de crescimento e indugdo bacterianas (em M15 e
XL1-Blue) testadas. Testou-se o uso de didlise com a retirada gradual da uréia, que
também resultou em Sema5B insoluvel.

Um dos objetivos iniciais do projeto era a realizacdo de ensaios de “pull-
down” com Sema5B rec com o intuito de se isolar proteinas que poderiam interagir
com o dominio citoplasmatico de Sema5B. Entretanto para tal fim ¢ necessaria a
obtengdo da proteina solivel em tampao ndo desnaturante. Este tampao deve ser
compativel com a resina utilizada (neste caso compativel com resina Ni-NTA
agarose) € o tampao deve possuir uma baixa estringéncia, €.g. baixa concentragao de
detergentes - que sejam preferencialmente neutros, a fim de permitir a interacao

proteina-proteina ou proteina-efetor.
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Uma vez que Sema5B rec precipitava durante a retirada de uréia, ndo foi
possivel a realizagdo de ensaios de “pull-down”. Logo, um dos propositos futuros de
se reclonar a por¢do citoplasmatica de Sema5B no vetor pGEX ¢ obter proteina
soluvel. Pois o vetor pGEX origina uma proteina recombinante contendo a
proteina glutationa S-transferase na por¢ao amino-terminal, a qual pode aumentar a
solubilidade da proteina recombinante. O dominio citoplasmatico de SemaSB
também sera reclonado no vetor pET-28a — pois uma das metodologias para
obtencdo da proteina soluvel ¢ testar diferentes vetores de clonagem e distintas
estirpes bacterianas para expressao proteica.

A reclonagem também sera realizada, pois a construgdo utilizada neste
trabalho (pQE30-Sema5B) origina uma quimera protéica desconhecida. O peptideo
fusionado a Sema 5B pode interagir indesejavelmente com proteinas presentes em
extratos de cérebro, por exemplo, nos ensaios de pull down (ligacdao), obtendo-se
assim um resultado inconsistente que constitui apenas um artefato de ligacao

inerente a quimera.

4.1.5 Ensaio de western blot utilizando anticorpo anti His-tag

As amostras das proteinas ndo dialisadas foram submetidas a eletroforese
em SDS-PAGE e imobilizadas & membrana de nitrocelulose.

Incubando-se a membrana com anticorpos anti His-tag-HRP e revelagao
com substrato adequado, observou-se o aparecimento de uma banda de
aproximadamente 15 kDa para Sema5B rec (figura 7), demonstrando a obtencao e
purificacdo da proteina de interesse SemaS5B rec fusionada & uma sequéncia de 6

histidinas.
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Figura 7: Sema5B rec purificada e submetida a eletroforese e corada com azul de coomassie
ou imobilizada em membrana de nitrocelulose e reagida com anticorpo comercial anti-his tag
(Qiagen). 25 pg da proteina recombinante purificada foi resolvida por separagdo em SDS-
PAGE 16%. Parte do gel foi corada (linha 2) com azul de coomassie e outra parte foi
eletrotransferida (linha 3) para membrana de nitrocelulose que posteriormente foi incubada
com anticorpo anti His-tag. Observa-se a presenga de uma banda especifica de 15 kDa
correspondente a Sema5B rec e a presenca de algumas proteinas contaminantes juntamente
com Sema5B (linha 2). Aparentemente Sema5B rec também ocorre como multimeros
(visualiza-se uma banda com cerca de 26 kDa no gel corado e na rea¢cdo com o0 anticorpo anti
—His tag). Linha 1 marcador de massa molecular anidrase carbénica.

4.1.6 Averiguacao da producéo de anticorpos policlonais anti-Sema5B

A proteina SemaSB rec foi utilizada na imuniza¢do de camundongos
BALB/c e coelhos. Com o intuito de se testar a producdo de anticorpos anti
Sema5B pelos animais imunizados, realizou-se ensaios de western blot.

Soro hiperimune de coelho e de camundongo anti-sema5B foi reagido com a
proteina Sema5B rec e preparacdo de membrana de cérebro de camundongo em

ensaios de western blot (figuras 8, 9, 10, 11, 12).
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4.1.7 Ensaio de western blot utilizando a proteina Sema5B rec imobilizada a

membrana de nitrocelulose

A deteccao de anticorpos especificos anti SemaSB rec presentes nos soros
hiperimunes de coelho (figura 8) e camundongo (figura 9) foi realizada pelo uso de
western blot utilizando a proteina recombinante previamente imobilizada em

membranas de nitrocelulose.
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Figura 8: Reacdo de western blot denotando o reconhecimento da proteina Sema5B rec pelo
soro anti-Sema5B produzido em coelho. Soro hiperimune (linha 2) reconheceu fortemente
Sema5B rec (2 pug de proteina), mondmeros (15 kDa), provaveis multimeros e proteinas
bacterianas de alta massa. Controles da reacdo: 10 pg de Semab5B rec incubados com o
anticorpo anti His-tag (linha 1) e soro pré imune de coelho (linha 3). Pela comparacao das
bandas obtidas, verifica-se que o soro reconhece Sema5B recombinante, embora reconheca
proteinas bacterianas.

Apos a revelagao do ensaio, pdde-se observar que os soros policlonais
reconheceram bandas distintas correspondentes a proteinas com massas moleculares
diferentes (figuras 8 e 9). Esperava-se que os soros reconhecessem apenas a proteina
Sema 5B rec na forma de mondémero (15 kDa). Porém os soros reagiram com
proteinas com massas moleculares maiores do que 15 kDa. Esse reconhecimento
pode ser ocasionado pela presenga da proteina recombinante Sema5B na forma de

multimeros.
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Figura 9: Reacdo de western blotting utilizando membranas sensibilizadas com a proteina
Semab5B rec (purificada) reagidas com soros de camundongos imunizados. Soros hiperimunes
(linhas 3, 5, 7 e 9) reconhecem a proteina recombinante (5 ug de proteina/lane) - monémeros
(15 kDa) e provaveis multimeros. Observa-se um forte reconhecimento de proteinas
bacterianas com massas moleculares acima de 29 kDa denotadas nesta figura com asteriscos.
Linha 1 controle positivo - anticorpo anti His-tag (Qiagen). Linhas 2, 4, 6 e 8 soros pré-imune
dos camundongos.

Além disso, proteinas de alta massa molecular ndo reconhecidas pelo
anticorpo anti-His (figuras 8 e 9) e que reagem com os anticorpos policlonais
produzidos sugerem que imunoglobulinas direcionadas contra antigenos de E. coli
estdo presentes em altas concentragdes nestes soros hiperimunes. Tal fato pode ser
conseqiiéncia das proteinas bacterianas contaminantes purificadas juntamente com a
proteina recombinante, sendo utilizadas na imunizacdo dos animais, gerando-se

assim anticorpos especificos contra proteinas bacterianas.

4.1.8 Ensaio de western blot utilizando preparacdes de membrana de cérebro e
de raiz ganglionar dorsal (DRG) de camundongos imobilizadas a membrana de

nitrocelulose com os soros hiperimunes gerados contra Sema5B
As preparagdes de membrana de cérebros de camundongos pos natos (PO e

P1) e embrides (E10) foram resolvidas por SDS-PAGE 8,5 %, transferidas para

membranas de nitrocelulose e reagidas com os soros hiperimunes de coelho e
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camundongos. A revelagcdo da reagdo apresentou o reconhecimento de uma proteina
especifica com massa molecular de aproximadamente 70 kDa, que ndo ¢

reconhecida pelo soro pré-imune destes animais (figuras 10, 11).

-
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Figura 10: Reacdo de western blot utilizando preparacbes de membrana de cérebro de
camundongos po6s natos PO (linhas 1 e 2) e P1 (linhas 3 e 4) imobilizadas em membranas de
nitrocelulose e reagidas com soro de camundongo anti Sema5B. O soro hiperimune de
camundongo (linhas 2 e 4) contra Sema5B reconheceu uma banda de 70 kDa. Essa banda foi
reconhecida nas preparacfes de membrana de cérebro de animais pdés natos PO e P1.
Nenhuma proteina de massa molecular semelhante a 70 kDa foi reconhecida quando soro pré
imune de camundongo foi utilizado (linhas 1 e 3);

Visualiza-se que os soros hiperimune de coelho (figura 11) e de
camundongos (figura 10) reconhecem uma proteina de 70 kDa — que provavelmente
corresponde a proteina SemaS5SB. Como descrito em metodologia (item 3.11.3)
aplicou-se a mesma massa de proteinas nos géis e os extratos usados nestes ensaios
eram oriundos de um mesmo lote. A averiguacdo da transferéncia com o corante
vermelho Ponceau-S denotou a transferéncia das proteinas dos géis para as
membranas com igual intensidade nos ensaios apresentados nas figuras 10 e 11

(resultado ndo mostrado).
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Figura 11: Reacdo de western blot utilizando preparacfes de membrana de cérebros de
embribes (E10) de camundongos (linhas 3 e 4), de DRG destes mesmos embrifes (linhas 1 e 2)
e de preparagdes de membrana de camundongos pds natos PO (linhas 5 e 6) e P1 (linhas 7 e 8),
imobilizados em membrana de nitrocelulose e reagidos com soro hiperimune de coelho contra
Semab5B. Este soro (linhas 2, 4, 6, 8) reconheceu uma proteina de cerca de 70 kDa que né&o foi
reconhecida pelo soro pré-imune de coelho (linhas 1, 3, 5, 7). Esta proteina foi reconhecida
tanto nas preparacfes de membrana embri6nicas (E10) de DRG (linha 2) e de cérebro (linha
4). Essa mesma proteina foi reconhecida nas preparagdes de membrana de cérebros de
camundongos p6s natos PO (linha 6) e P1 (linha 8).

Entdo a diferenca no reconhecimento dos soros dos camundongos e dos
coelhos ndo ¢ devida a diferenca da quantidade de proteina e amostras aplicadas e
sim as diferencas no reconhecimento de SemaSB pelos soros. Comparando-se as
figuras 10 e 11 ¢ possivel sugerir que o soro hiperimune de coelho reconhece
Sema5B de forma mais intensa em relagdo ao soro de camundongo. Este fato
possivelmente estd relacionado a mecanismos de auto-tolerancia dos camundongos.
A auto tolerancia adquirida protege o animal de danos autoimunes e pode
desempenhar um papel determinante na imunogenicidade apresentada a um
respectivo antigeno. Portanto as imunizagdes deveriam ser realizadas em animais
com parentesco evolutivamente distante da fonte do antigeno (HARLOW & LANE;
1989).
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Porém, neste trabalho, utilizou-se Sema5B codificada a partir do gene de
camundongo nas imunizagdes de camundongos. Logo acredita-se que os
camundongos BALB/c tenham apresentado tolerancia ao antigeno — Sema5Brec.

Outro fator que contribui para uma diminui¢ao da producao de anticorpos
anti SemaSB ¢ a de que camundongos BALB/c sdo isogénicos. Esta caracteristica
leva a uma diminui¢ao da diversidade de proteinas de Classe II ou outras proteinas
envolvidas na resposta imune (HARLOW & LANE, 1989).

Levando em consideragdo tal caracteristica, pode-se esperar o
desenvolvimento de uma resposta imune ténue em BALB/c, com baixa producao de
anticorpos a determinados antigenos, como verificada para Sema5B.

Pretendia-se produzir anticorpos monoclonais contra Sema5B; porém os
camundongos se mostraram pouco responsivos a Sema5B, e o soro hiperimune
destes reconhecia fortemente as proteinas bacterianas (figura 9), desta forma nao foi
dado prosseguimento a produgdo de anticorpos policlonais e monoclonais em
camundongos. Também, deve-se levar em conta que, uma das etapas mais criticas
para a produgdo de anticorpos monoclonais ¢ a realizacdo da triagem dos clones
positivos, isto ¢ selecionar os hibridomas que secretam os anticorpos contra o
antigeno de interesse — neste caso hibridomas que secretem anticorpos anti-Sema5B.
A triagem ¢ efetuada com ensaios de western blot ou ELISA. Os anticorpos
secretados pelos hibridomas sdo reagidos contra a proteina recombinante nestes
ensaios. Como contaminantes bacterianos aparentemente sdo co-purificados com
SemaSB ficaria dificil distinguir entre hibridomas secretores de anticorpos
especificos para Sema5B ou para o contaminante bacteriano. Além disso, espera-se
que o antigeno bacteriano seja muito mais potente em estimular a imunidade
humoral dos animais do que Sema5B, a qual ¢ expressa pelo camundongo. Neste
contexto, o numero de clones de linfocitos B especificos para antigenos bacterianos
provavelmente seria muito maior que aqueles para Sema5B, o que resultaria em uma
baixa eficiéncia na producao de hibridomas secretores de anticorpos especificos para

SemasB.
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4.1.9 Especificidade do soro hiperimune de coelho contra Sema5B

A fim de se demonstrar a especificidade dos anticorpos produzidos em
coelhos contra SemaS5B, efetuou-se um ensaio de western blot, empregando
membranas de nitrocelulose sensibilizadas com preparacdo de membrana de cérebro
de camundongos PO.

Previamente a incubagdo da membrana com o soro hiperimune contra
Sema5B, incubou-se este com a proteina recombinante (5 pg - dialisada em PBS),
com PBS e extrato de bactérias ndo induzidas. O resultado da reagdo apos a
revelacdo estd apresentado a seguir na figura 12.

Contudo a confirmagdo da identidade da proteina serd possivel somente
apods a producao de outros anticorpos. Estes serdo gerados pela imunizagdo de novos
animais com os dominios de Sema5B recombinante cujas construgdes ja foram
iniciadas e parte delas estdo descritas neste trabalho. Ou alternativamente pela
realizacdo de ensaios de bloqueio deste soro hiperimune com a proteina Sema5B rec
(dominio citoplasmatico) produzida a partir das construgdes acima mencionadas. Os
mesmos ensaios sob as mesmas condigdes serdo repetidos e, caso obtenha-se
resultados equivalentes, poderemos afirmar que a proteina em questdo ¢ SemaSB.
Outra possibilidade seria o isolamento da molécula de 70 kDa e caracterizacdo da
sua identidade por espectrometria de massa.

A massa molecular predita do precursor ndo processado de Sema5B ¢ de
cerca de 120 kDa (www.swissprot.ch). A diferenca observada entre a massa
molecular da proteina reconhecida no extrato (70 kDa — figuras 10, 11, 12) e a
predita na literatura (120 kDa) pode ser ocasionada por modificagdes poOs
transcricionais e poés traducionais que devem ocorrer apenas nas células de

mamiferos.
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Figura 12: Reconhecimento especifico da banda de 70 kDa pelo soro hiperimune anti-Sema5B
presente em preparacdo de membrana de cérebro de camundongos PO. Pode-se visulizar o
reconhecimento de uma proteina de 70 kDa pelo soro hiperimune (linha 1 — soro + PBS),
cujo reconhecimento ndo é bloqueado pela incubacao do soro com extrato bacteriano (linha
2), mas é atenuado quando o soro € incubado com 5 pg de Sema5B rec (linha 3). O soro pré-
imune de coelho ndo reconhece a proteina com massa molecular de 70 kDa (linha 4). A reacdo
inespecifica esta denotada com asterisco.

Algumas modificagdes podem ser ocasionadas por processamento
alternativo de mRNA, clivagem para a ativacdo funcional de Sema5B (a proteina
poderia ser produzida como um precursor inativo — zimogénio — que adquire
funcionalidade apos processamento proteolitico).

A ocorréncia de processamento alternativo do mRNA foi descrita para
outras proteinas da familia Semaforina. A Semaforina 6D ¢ principalmente expressa
no cérebro e pulmao; esta proteina possui 5 variantes provenientes de processamento
alternativo de mRNA, sendo os padroes de expressdo das diferentes isoformas
variavel, dependente do estagio do desenvolvimento e da localizagdo tecidual
(TANIGUSHI & SHIMIZU, 2003).

Comportamento semelhante foi descrito para Sema5A (ADAMS et al.,
1996; SKALIORA et al., 1998).

Alternativamente, Sema5B pode sofrer modificagdo por processamento

enzimatico. Modificacao similar foi demonstrada para Sema3A. Esta ¢ sintetizada na
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forma de um zimogénio que sofre processamento proteolitico dependente de serino-
proteases do tipo furina. A ativagao da atividade inibitéria de Sema3A ¢ dependente
deste processamento que gera diferentes isoformas, e esta atividade inibitoria ¢
modulada de acordo com o nimero e localizagdo dos sitios proteoliticos clivados
durante a ativacao de Sema3A. Esses processamentos levam a variagdes estruturais e
funcionais de Sema3A (ADAMS et al., 1997). Logo, se a proteina SemaSB sofrer
processamento semelhante a este, justifica-se a massa molecular de 70 kDa
encontrada para SemaSB. [Essa proteina de 70 kDa reconhecida pelo soro
hiperimune anti-Sema5B corresponde somente a uma parte da semaforina 5B.

O soro hiperimune reconhece essa proteina de 70 kDa apenas em
preparacoes de membrana. Reagiu-se este mesmo soro contra extrato total de
cérebro e ndo houve o reconhecimento desta proteina (resultado ndo mostrado). Isto
pode significar que esta parte de Sema5B (constituida da por¢do citoplasmatica,
transmembranica e parte da regido extracelular) realmente estd presente na
membrana plasmatica e ndo ¢ secretada ou liberada para o ambiente extracelular e
também nao parece residir em outros compartimentos celulares, como por exemplo,
no complexo de Golgi e no reticulo endoplasmatico. Os extratos provavelmente
apresentam SemaSB; porém, esta proteina pode estar diluida neste tipo de extragdo.
Ou alternativamente, os detergentes utilizados no preparo dos extratos ndo extrairam
Sema5B das membrana celulares de forma eficaz.

Corroborando a hipdtese de que Sema5B possa ser uma proteina exclusiva
de membrana ha varios trabalhos que demonstram a presenga da proteina SemaSA,
proteina muito semelhante & Sema5B, em preparagdes e fracdes de membrana, e
nenhum destes trabalhos relata a secre¢do de SemaSA (FIORE et al., 2005;
KANTOR et al., 2004; OSTER et al.,, 2003). Bem como o grupo de Liotta
(WOODHOUSE et al., 2003) detectou a presenca de Sema5A e Sema5D em
preparacdoes de membrana de células de melanoma humano (A2058) e SemaSD
localizada na membrana de células de tumor ovariano em ensaios de

imunohistoquimica.
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O dominio extracelular de Sema5B ou parte deste (dominio Sema + PSI + 7
repeticoes TSP-1) possivelmente ¢ clivado e origina um fragmento protéico que nao
¢ reconhecido pelo soro hiperimune (que foi gerado contra o dominio citoplasmatico
de Sema5B). Este fragmento podera ser detectado por anticorpos que reconhecam o
dominio extracelular de Sema5B.

A analise in silico da estrutura primaria da proteina Sema5B permite a
designacao de 13 sitios de glicosilagdo potenciais do tipo inespecifica (acticares N-
ligados). O aspecto borrado das bandas obtidas nos ensaios de western blot (figuras
16 e 17), sugerem que a proteina SemaSB possa ser glicosilada.

Por sua vez, experimentos utilizando a técnica de northern blotting e
hibridizagdo in situ, encontraram um unico mRNA com 5,9 Kb para SemaSB
expresso em cérebro de camundongo (ADAMS et al., 1996; SKALIORA et al.,
1998). Assim, fundamentando-se nestes estudos preliminares, supde-se que, a
diferenga encontrada entre a massa molecular predita e a obtida dos experimentos
realizados neste trabalho sejam oriundas de modificagdes pos traducionais como
processamento enzimatico e glicosilagao proteica diferenciais.

A massa molecular descrita na literatura para SemaSA a partir de
preparacdes de membrana e posterior deteccdo em ensaios de western blot variou de
110 kDa (em células A2058) a 135 kDa (em células da retina de camundongos E14)
(WOODHOUSE et al., 2003; OSTER et al., 2003). Se este comportamento de
SemaSA for extrapolado para Sema5B, baseando-se na grande similaridade
compartilhada entre as duas moléculas, os resultados obtidos também poderiam
sugerir que a banda de 70 kDa observada ¢ resultado de artefato experimental como
conseqiiéncia da manipulagdo inadequada das amostras/tecidos contendo Sema5B,
ou seja, a proteina de 70 kDa seria resultante da degragao protéica de semaforina 5B
por proteases do S.N.C.

Tamagnone & col (ARTIGIANI et al., 2004) demonstraram que plexina-B3
¢ um receptor funcional para Semaforina 5A - a exemplo de Semaforina 4D que

estimula a ativacdo de Met pela interagdo com receptores especificos da subfamilia
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plexina B (GIORDANO et al., 2002), SemaSA desencadeia o colapso de células
COS expressando plexina-B3 em sistema heterdlogo. Devido a grande homologia
entre SemaSB e SemaSA, este grupo testou se SemaSB poderia induzir efeitos
semelhantes a SemaSA. Assim foi demonstrado que apesar da similaridade entre as
moléculas, SemaSB nao se liga a plexina-B3 e portanto ndo leva ao colapso celular.
Esse resultado presupde que apesar da similaridade entre as 2 semaforinas classe 5,
ndo se pode generalizar caracteristicas funcionais para essas proteinas. Cada
semaforina apresenta particularidades especificas que nem sempre podem ser
extrapoladas para outros membros da familia semaforina, mesmo quando estes
pertencem a uma mesma classe.

Portanto Semaforina 5B pode requerer processamento proteolitico para
desencadear respostas celulares, pois no experimento citado acima incubou-se a
por¢do extracelular completa de Sema5B com plexina-B3 (GIORDANO et al.,
2002); no entanto ¢ possivel que SemaSB interaja com o seu receptor somente apds
processamento proteolitico. Provavelmente essa proteina recombinante ndo sofreu o
processamento adequado para exercer a sua atividade. Esta hipdtese também
poderia explicar a auséncia de modulacdo positiva ou negativa neuritogénica
observada pela incubagdo de Sema5B recombinante com neurOnios obtidos de
cultivo primdrio (A. Piischel, comunicacao pessoal).

Kikutani e col. (TOYOFUKU et al., 2004) verificaram que Sema6D — que ¢é
uma semaforina transmembranica — pode ser encontrada em 2 formas in vivo: na
forma integral com 150 kDa e na forma truncada com 80 kDa. A tltima
provavelmente ¢ resultante da clivagem proteolitica da regido extracelular de
Sema6D. A forma truncada ¢ encontrada na fragdo de membrana de células
cardiacas — semelhante a forma encontrada para Sema5B neste trabalho — que
corresponde a regido da proteina que contém parte da porcao extracelular, a regido
transmembranica e intracelular. A propor¢ao de Sema6D truncada aumenta na
presenca de Plexina Al, que € o receptor para Sema6D. Logo este ¢ um indicio de

que a interagdo entre Sema6bD e o receptor Plexina Al acentua a clivagem
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proteolitica de Sema6D. Neste contexto poderiamos especular um mecanismo de
sinalizacdo semelhante para Sema5B, uma vez que neste trabalho detectamos a

presenca desta forma truncada de 70 kDa.

4.1.10 Obtencdo dos fragmentos correspondentes aos dominios de Sema5B:

Sema+PSI e Sema citoplasmatica

Com o intuito de se expressar dominios distintos de Semaforina 5B em
sistema heterdlogo (E. coli), amplificou-se por reacdo de PCR partes do fragmento
(cDNA) codificante para Sema5B.

O nosso grupo tem interesse em obter 2 fragmentos: um codificante de
parte da por¢do extracelular de Sema5B (dominio Sema+PSI) e outro codificante da
porcao citoplasmatica desta proteina. Para tal finalidade, realizou-se reacdo a
producdo de cDNA a partir de homogenato de cérebro de camundongo através de
PCR, com oligonucleotideos especificos para os dominios em questao.

Optou-se por tal metodologia pois os genes que codificam as diferentes
semaforinas apresentam varias seqiiéncias intervenientes longas o que impossibilita
realizar a clonagem diretamente a partir do DNA celular (dado confirmado ao se
comparar a seqiiéncia nucleotideos do mRNA de semaforina 5B com o genoma do
camundongo — com o auxilio da ferramenta de comparacao de seqiiéncias de DNA e
aminoacidos ‘blat” - www.blat.net). Procurou-se amplificar Sema5B a partir de
tecidos que expressam a proteina baseando-se em dados da literatura que indicam
sua expressdo confinada ao sistema nervoso (ADAMS et al., 1996). Assim
empregou-se cDNA de cérebro de camundongos jovens (P7).

Para averiguar a amplificacdo dos fragmentos de interesse a partir de cDNA
de cérebro, submeteu-se o produto obtido da reacdo de PCR com os
oligonucleotideos especificos para Sema5B, a eletroforese em gel de agarose 0,8%
corado com brometo de etidio. Como mostrado nas figura 13 e 14, os fragmentos

obtidos possuem tamanhos proximos aos esperados, o que nos leva a acreditar que
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os produtos gerados da amplificagdo correspondam aos dominios Sema+PSI (1516
bp) e citoplasmatico de Semaforina 5B (284 bp). Pretende-se subclonar os
fragmentos obtidos nos vetores de expressao pET-28a e pGEX-2T para a produgao

destes dominios de Sema 5B em bactérias e em larga escala.
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Figura 13: Produto da reacdo de amplificacdo do dominio citoplasmatico de Sema5B. O
fragmento de DNA obtido da reacdo de amplificacdo possui o tamanho esperado - 300 bp
(linha 2). Observa-se também que ndo ocorreu amplificacdo no controle negativo (linha 3).
Linha 1 — marcador de massa (GeneRuler 100 bp DNA ladder plus — Fermentas).
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Figura 14: Amostras obtidas da reacdo de PCR para amplificar o dominio extracelular de
Sema5B (dominio Sema + PSI). As amostras apresentadas nesta figura correspondem aos
produtos amplificados por PCR sob as mesmas condicdes, excetuando-se a temperatura de
anelamento (Tm) dos oligonucleotideos. Em ambas condic¢6es ocorre a amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 1497 bp, que é o tamanho préximo ao esperado para o
fragmento Sema + PSI e de um produto inespecifico. Porém na reacdo realizada com Tm de
57° C (linha 2) observa-se um maior rendimento da amplificacdo do fragmento de interesse
(1550 bp) bem como uma menor quantidade de produto inespecifico quando comparado a
reacdo da linha 3 (reacdo conduzida com um Tm de 60° C). Linha 4 controle negativo —
reagdo de PCR sem o cDNA e Tm de 57° C. Linha 1 marcador de massa molecular
(GeneRuler 100 bp DNA ladder plus — Fermentas)
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4.2 QSOX

4.2.1 Subclonagem de cDNA de QSOX no vetor plasmidial QSOX

A fim de obter a proteina QSOX recombinante, realizou-se a subclonagem
do cDNA correspondente a QSOX de cerebelo de camundongo no vetor de
expressao pET-32a. Apos a reacdo de RT-PCR com oligodT para obter cDNA de
cerebelo, PCR para amplificar QSOX, e reacao de ligacdo, e transformagdo de
bactérias realizou-se triagens para verificar quais colonias possuiam a construgao
com o inserto de interesse inserido na orientagao correta.

Para se realizar esta triagem, as construcoes foram submetidas a PCR com
primers comerciais da série pET (T7 promoter e T7 terminator primers - Novagen).
As construgdes, que continham um inserto de 1533 bp, foram seqiienciadas com o
uso dos mesmos primers utilizados para amplificar o cDNA de QSOX a partir de
cDNA total — descrito em metodologia item 3.1.2.

Obteve-se ao final 2 constru¢des que possuiam a orientagdo correta € o
fragmento de interesse QSOX (+ 115 a + 1648 bp) — confirmado pela reagdo de
sequenciamento  automatico e comparacdo com o programa BLAST

(www.ncbi.nih.gov/BLASTY/).
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Figura 15: Produto da reacdo de PCR das construgfes pET-32a-QSOX submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Marcador de massa molecular - MW (GeneRuler 100
bp DNA Ladder plus — Fermentas). Linhas 1 e 4 correspondem as construcdes que possuem o
inserto de interesse posicionados na orientacdo correta. Linhas 2 e 3 correspondem as
construcdes que provavelmente possuem o inserto posicionado incorretamente.

4.2.2 Transformacdo da cepa bacteriana BL21 com a construcdo pET32a-

QSOX e expressdo da proteina recombinante

De forma semelhante ao descrito para Sema5B (item 4.1.2), a proteina
QSOX de camundongo foi expressa na cepa bacteriana BL21(DE3). Aliquotas do
cultivo bacteriano induzido e ndo induzido foram submetidas a eletroforese em gel
10% SDS-PAGE, e o padrao de bandas obtido confirmou a expressdo de QSOX

recombinante murina.
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Figura 16: Amostras do cultivo bacteriano BL 21, submetidas a eletroforese em gel 10% SDS-
PAGE e coradas com o corante Azul de Coomassie. Pode-se observar o aparecimento de uma
banda intensa de 65 kDa (linha 2) correspondente a amostra do cultivo induzido, confirmando
a expressdo da proteina QSOXrec. Linha 1 corresponde a amostra do cultivo bacteriano néo
induzido.

4.2.3 Verificagdo da solubilidade de QSOX recombinante produzida e

purificacdo de desta por cromatografia de afinidade (IMAC)

Semelhantemente a proteina Sema5B, QSOX encontrou-se presente em
corpos de inclusdo (resultado ndo mostrado).

Como o intuito inicial era apenas gerar anticorpos contra QSOX, ndo se
otimizou as condic¢des de crescimento e indugdo bacterianas para se obter a proteina
de interesse soluvel. E as purificagdes de QSOX foram realizadas em tampao U
desnaturante contendo uréia. Paralelamente as purificacdes utilizando uréia, testou-
se 0 uso de outros agentes solubilizantes de forma similar a descrita para Sema5B
(item 4.1.3). QSOX também nao se tornou soluvel satisfatoriamente com o uso
destes agentes (resultados nao mostrados). Conseqiientemente, QSOX foi purificada
apenas em tampao desnaturante contendo uréia.

QSOX foi dialisada ap6s a purificacdo conforme descrito em metodologia.
QSOXrec nado precipitou durante as dialises e permaneceu soltivel em tampao PBS,

mesmo sob concentra¢des proximas a 1 pg.ul™.
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4.2.4 Ensaio de western blotting utilizando anticorpo anti His-tag

As amostras da proteina purificada foram submetidas a eletroforese em
SDS-PAGE e imobilizadas em membranas de nitrocelulose. Incubando-se a
membrana com anticorpo anti His-tag-HRP e revelacdo com substrato adequado,
observou-se o aparecimento de bandas de massas moleculares iguais ou menores a

65 kDa mouse (figura 17).

65 kg —

Figura 17: Padréo de bandas obtido para a proteina QSOXrec purificada. Submeteu-se 10 pl
de uma das fracGes oriundas da purificacdo de QSOX a eletroforese SDS-PAGE 10%. Parte
do gel foi corado com azul de Coomassie (linha 1) e parte foi transferido para membrana de
nitrocelulose e esta foi reagida com anticorpo comercial anti His-tag (linha 2). Pelo padréo de
bandas obtido pode-se visualizar a ocorréncia de protedlise de QSOXrec durante a
purificacéo.

Parece ndo ocorrer a purificagdo de proteinas contaminantes juntamente a
QSOXrec, ao contrario de Sema5B rec que apresenta maior conteido de proteinas
contaminantes ap6s a purificagao (demonstrado no ensaio da figura 8 pela presenca
de bandas extras na linha 2).

Para QSOXrec percebe-se a ocorréncia de degradacdao protéica, uma vez
que bandas de massa molecular inferior a 65 kDa sdo evidenciadas com anti-His
apos purificacdo. Interessantemente aliquotas do cultivo bacteriano induzido para a
expressao de QSOXrec eletroeluidos e submetidos a reagdo de western blot com o

anticorpo anti His-tag-HRP (resultados ndo mostrados) apresentam uma tnica banda

de aproximadamente 65 kDa sugerindo que a degradacdo ocorra durante o
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processamento do sedimento bacteriano durante a purificacdo. A degradagdo ocorre
mesmo com adicdo de inibidor de proteases (PMSF), uso de solugdes geladas e
equipamentos refrigerados. As hipoteses para a ocorréncia de degradagdo ¢ que a
proteina QSOX de camundongo pode ser 1abil, susceptivel a degradagdao. Pode ser
degradada por proteases ndo inibidas por PMSF; ou ainda a cepa bacteriana utilizada
pode estar influenciando no produto gerado na expressao proteica.

Deve-se levar em consideragdo as observagoes feitas pelo grupo de Suga
(MATSUBA et al., 2002) que clonou QSOX de epiderme de camundongo e
expressou-a em células eucarioticas HEK e Pt-K2. Foi relatado que devido a
instabilidade inerente da enzima QSOX ndo se conseguiu caracterizar
adequadamente a enzima. O grupo ndo citou se ocorreram problemas de degradacao
protéica. Testaram também a atividade enzimitica de QSOX de epiderme de
camundongo, pela incubagdo desta com varios substratos tiois (cisteina, ditiotreitol,
glutationa e extratos epidérmicos crus), porém a proteina ndo apresentou
funcionalidade e ndo formou pontes dissulfeto.

Logo héa fatores desconhecidos que influenciam na estabilidade protéica de
QSOX de camundongo. O nosso laboratorio espera contornar esses problemas pela
otimizagdo da expressdao de QSOX e pela aplicacdo de diferentes metodologias que

J4 estdo em andamento.

4.2.5 Caracterizacao e averiguacgao da especificidade dos anticorpos anti-QSOX

gerados em coelhos e deteccdo de QSOX em soro fetal bovino

A proteina QSOXrec foi utilizada na imunizagdo de coelhos. Com o intuito
de se testar a producdo de anticorpos anti-QSOX pelos animais imunizados,
realizou-se ensaios de ELISA e western blot.

IgG purificada (anti-QSOX) a partir do soro de coelho hiperimune foi

reagido contra a QSOXrec e extrato de vesicula seminal de camundongo e rato
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imobilizadas em membrana de nitrocelulose. O método de ELISA foi empregado

com QSOXrec imobilizada em pogos de poliestireno.

4.2.5.1 ELISA para verificar a titulacéo do soro anti-QSOX

Para se verificar a capacidade dos anticorpos policlonais em reconhecer
QSOX em um ambiente mais proximo da realidade fisiologica (e.g.forca idnica e
pH), ao contrario do observado em ensaios de western blotting, e determinar-se a

titulagao dos soros obtidos, foi realizado ELISA

titulo dos soros hiperimunes anti-QSOX

—+—R003
—m—RO11
N RO12

Abs 490 nm
o
(o))

diluicdo dos soros

Figura 18: Resultados do ELISA para determinacao dos titulos dos soros anti-QSOX. As
reacOes de ELISA foram feitas com QSOX recombinante purificada e reagida com o soro de 3

coelhos distintos (R003, R011 e R012). Os titulos para os soros estédo indicados na legenda.

A titulacao apresentada pelo soro dos diferentes coelhos foi semelhante. E a
diluicdo maxima que o soro ¢ capaz de reconhecer o antigeno de forma adequada

(por ELISA) ¢ de 1:3200.
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4.25.2 Ensaio de western blot utilizando a proteina QSOXrec e QSOX

endogenamente expressa imobilizadas @ membrana de nitrocelulose

A fim de se verificar se o anticorpo anti-QSOX de camundongo produzido
em coelho era capaz de reconhecer QSOXrec e o antigeno presente em liquido
seminal, reagiu-se IgG purificada anti-QSOX contra a proteina recombinante e
extrato de liquido seminal. Utilizou-se preparacao de liquido seminal, pois conforme
descrito na literatura (BENAYOUN et al., 2001), altos niveis de expressao desta
proteina ocorrem no trato reprodutor masculino de ratos e secregdes deste —
especialmente secregdes da vesicula seminal e epididimo.

QSOXfrec e proteinas da preparacdao de liquido seminal de camundongos e
ratos foram imobilizadas em membrana de nitrocelulose e incubadas com o soro
hiperimune. Estes ensaios permitiram a confirmagdo da especificidade dos
anticorpos obtidos (anticorpos policlonais produzidos em coelhos - anti-QSOX de
camundongo), pois houve um fortissimo reconhecimento da proteina QSOX como
pode ser visualizado nas figuras 19 e 20.

Como controle positivo da reagdo, indicada na figura 19, foi utilizado o
anticorpo comercial o-peptideo 14 (anti-pep 14); este anticorpo reconhece a
seqiiéncia de aminoacidos da QSOX humana — residuos 494-507:
EDPQFPKVQWPPRE. A QSOX de camundongo também possui esta seqiiéncia de
14 residuos de aminoécidos (residuos 497-510) com uma uUnica alteragdo no 4°
residuo desta sequéncia: a Glutamina (Q) presente em humanos foi substituida por
uma Histidina (H) na de camundongos. Essa alteracdo aparentemente nao
compromete o reconhecimento de QSOX de camundongo pelo anticorpo anti-
peptideo (anti-pep14), como pode ser visto na figura 19. O padrao de bandas obtidas
apos a incubagdo com os anticorpos anti QSOX e anti-pep 14 ¢ o mesmo. Também
pode-se visualizar varias bandas que possivelmente correspondam a degradagdo

protéica de QSOXrec (figura 19).
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Figura 19: QSOX recombinante de camundongo é reconhecida pelo anticorpo gerado em
coelho (a-QSOX) e pelo anticorpo comercial anti-pep 14. A proteina recombinante foi
imobilizada em membrana de nitrocelulose e incubada com a IgG purificada de coelho - a-
QSOX - diluicéo 1:500 (linha 2) e o anticorpo comercial anti-pep 14 — dilui¢do 1:1000 (linha
3). Ambos anticorpos reconhecem intensamete a proteina recombinante. Com soro pré-imune
ndo ocorreu nenhuma reacdo (linha 1), demonstrando a especificidade dos anticorpos anti-
QSOX gerados.

Na reagdo realizada com preparagdo de vesicula seminal de
rato/camundongo, houve o reconhecimento de uma proteina de massa molecular de
cerca de 65 kDa quando a IgG foi reagida com estas amostras (linhas 2 e 5 — figura
20). Nos controles negativos ndao houve reconhecimento de nenhuma proteina,
denotando a especificidade do anticorpo. Estes controles consistiram na incubagdo
das membranas com IgG normal purificada e incuba¢do das membranas com a IgG

anti-QSOX previamente bloqueada com a proteina QSOXrec (figura 20).
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Figura 20: Reacdo de western blot demonstrando que 1gG anti-QSOX é capaz de reconhecer a
proteina QSOX presente no liquido seminal de ratos e camundongos. Preparacgdo de vesicula
seminal de rato (linhas 1,2,3) e de camundongo (4, 5, 6) foram reagidas com IgG anti-QSOX
(linha 2 e 5). O controle negativo, ou seja, QSOX de camundongo e de rato incubados com 0
soro pré-imune de coelho, ndo apresentou nenhuma reatividade (linhas 1 e 4); evidéncia
adicional da especificidade do anticorpo anti-QSOX é a incapacidade deste anticorpo em
reconhecer QSOX de rato e camundongo ap6s incubacéo com a proteina QSOXrec (50 pg) —
linhas 3e6.

A massa molecular da proteina reconhecida pelo anticorpo anti-QSOX
gerado em coelhos corresponde a descrita na literatura para a sulfidril oxidase ligada
a FAD caracterizada no trato reprodutivo e secrecoes em ratos por OSTROWSKI &
KISTLER, 1980 ¢ BENAYOUN et al., 2001.

QSOX1 ¢ uma proteina secretada, ou presente no citoplasma celular em
vesiculas, em cisternas ou granulos densos que brotam a partir do complexo de
Golgi (MAIRET-COELLO et al., 2004). Também foi reportado por Thorpe & col
(2002) a presenca de QSOX tanto no reticulo endoplasmatico quanto complexo de

Golgi.
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4.2.5.3 Presenca de QSOX em soro fetal bovino (SFB): emprego de QSOXrec

para demonstrar a especificidade do anticorpo anti-pep 14

O trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo (ZANATA et al.,
2005) demonstrou a presengca de QSOX ativa em soro fetal bovino (SFB) e o seu
decréscimo apos o nascimento, até o completo desaparecimento proximo a P60 (60
dias apds o nascimento). A demonstracdo da presenga de QSOX no soro foi
detectada pela realizagdo de ensaios de western blot.

O soro imobilizado em membranas de nitrocelulose foi reconhecido pelo
anticorpo gerado contra a seqiiéncia peptidica humana (anti-pep 14). A escolha deste
peptideo para a producao dos anticorpos foi baseada no trabalho de Thorpe e col.
(HOOBER et al., 1999), que demonstraram que Quiescina Q6 (QSOX humana) e
sulfidril oxidase encontrada na clara do ovo pertenciam a uma mesma classe de
proteinas. Este grupo demonstrou que o anticorpo era capaz de reconhecer, em
ensaios de Western, QSOX de fibroblasto humano, da clara do ovo e de QSOX
presente em sémen bovino. Demonstrou-se também que essas reagdes eram
completamente bloqueadas pela adi¢do de um peptideo - correspondente aos
residuos 494 — 507 aa de QSOX humana (mesmo peptideo utilizado na geragdao do
anticorpo anti-pep14).

Logo para demonstrar a especificidade do anticorpo, isto ¢, demonstrar que
a proteina reconhecida no soro era QSOX bovina, incubou-se o anticorpo anti-pep
14 com a proteina QSOXrec de camundongo previamente a reacdo de Western
(figura 21). Este ensaio confirmou que a proteina reconhecida no soro era QSOX,

pois a incubagdo de anti-pep 14 com QSOXrec bloqueia completamente a reagao.
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Figura 21: A proteina QSOX estd presente em soro fetal bovino. A presenca de QSOX em
soro fetal bovino é evidenciada pela reacdo de Western utilizando o anticorpo anti-pep 14
(linha 2). O reconhecimento de QSOX de SFB é bloqueado pela pré incubacdo do anticorpo
anti-pep 14 com QSOXrec (linha 1)

Como anteriormente descrito para outro anticorpo produzido da mesma
maneira (HOOBER et al., 1999), o anticorpo anti-pep 14 se liga especificamente a
QSOX de Bos taurus. Assim baseado nos resultados descritos o epitopo reconhecido
por anti-pep 14 esta presente em diferentes QSOX, ou pelo menos em QSOX de
camundongos, ratos, humanos e bovinos.

Os membros da familia QSOX parecem estar envolvidos no dobramento
oxidativo de proteinas secretadas, e possivelmente no modelamento da matriz
extracelular, no controle do ciclo e adesao celulares e no direcionamento de células
em migracdo durante a maturagdo neuronal (THORPE et al., 2002).

A presenga de QSOX neste modelo (SFB) provavelmente esta relacionada a
elaboragdo de componentes da matriz extracelular. Esta ¢ crucial nos processos de
proliferacdo, migracao e diferenciagcdo celulares. Também deve-se considerar que o
balanco tiol/dissulfeto altera o ambiente redox podendo afetar a funcionalidade de
varios receptores de superficie celular e moléculas extracelulares. Portanto QSOX
poderia ser um dos fatores que contribui para a regulacdo de processos celulares pela

modulagao do ambiente redox.
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5. Perspectivas para os projetos de Semaforina 5B e QSOX

5.1 Uso das contrucgdes para Semaforina 5B e anticorpos produzidos

5.1.1 Semaforina 5B recombinante

A geracdo de partes da semaforina 5B recombinante estda em andamento
com a realizacdo de novas subclonagens. Pretende-se produzir outras construgdes de
Sema5B para expressao em sistema procariotico nao citados neste trabalho: Sema +
PSI + 4 primeiras repeticoes TSP; e as 4 primeiras repetigdes TSP. Também
pretende-se produzir estes dominios em células eucaridticas.

A geragdo destas moléculas ¢ baseada em dados obtidos por Kolodkin &
col (KANTOR et al., 2004) e OSTER et al.(2003). Estes grupos demonstraram que
o dominio Sema isolado de Sema5A leva os cones de crescimento dos neurénios do
nucleo da Habénula e dos neurdnios retinais ao colapso. Porém a habilidade do
dominio Sema isolado em disparar o colapso ¢ menor do que o dominio extracelular
intacto, isto €, contendo as repeticdes TSP. Ainda Kolodkin & col (KANTOR et al.,
2004) demonstraram que o perfil de ligacio de SemaSA contendo o dominio
extracelular intacto as secgdes cerebrais ¢ idéntico ao da ligagdo da construgcdo
consistindo do dominio Sema + 4 primeiras repeticdes TSP de SemaSA. Este
resultado demonstra que provavelmente os 4 primeiros dominios TSP de SemaSA
medeiam a interacdo entre SemaSA e PGHSs (proteoglicanas do tipo heparan
sulfato) dos axonios oriundos do Fasciculus retroflexus. Esta pode ser uma
caracteristica abrangente de semas classe 5; ou seja, as 4 primeiras repeticoes de
TSP seriam suficientes para que haja a interacdo entre Sema 5 e seus parceiros
moleculares/receptores.

Ha pretensdes de se realizar construgdes adicionais de SemaSB — para
expressao em células eucaridticas. Subclonagem da molécula inteira para ensaios

com uso de agregados de células transfectadas com vetores contendo SemaSB full-
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lenght (inteira). Estes agregados podem ser usados em co-cultivo com explantes de
determinadas regides do sistema nervoso a fim de se verificar se Sema5B exerce
atividade repulsiva, inibitéoria ou modulatoria sobre o crescimento de neuritos.
Construcdes de Sema5B fusionada a fosfatase alcalina (Sema 5B-AP) para uso em
ensaios de binding ou ligacdo também poderdo ser feitas e sdo baseadas em
trabalhos prévios de JULIEN et al. (2005), ARTIGIANI et al.(2004) e KANTOR et
al. (2004).

As construgdes produzidas podem ser utilizadas em stripe assays in vitro
similarmente ao trabalho realizado pelo grupo de Kolodkin (KANTOR et al., 2004).
Nestes ensaios grupos de neuronios (normalmente explantes) sdo cultivados em
substratos que consistem de raias experimentais € controle alternadas. As raias
experimentais contem proteinas recombinantes correspondentes as construgdes de
Sema5B. Verifica-se se os axdnios dos explantes exibem crescimento preferencial
sobre as raias experimentais; sobre as raias controle, ou nao exibem preferéncia de
crescimento. Baseado no perfil de crescimento pode-se inferir se SemaSB ¢
inibitoria, atrativa, ou ndo atua sobre este grupo de neurdnios.

Também podem ser realizados ensaios de pull down com as construgdes de
SemaSB de forma analoga aos experimentos do grupo de Cooper (BALLIF et al.,
2004) que descobriu algumas das proteinas atuantes nas vias de sinalizagdo pelo
estimulo de Reelina no sistema nervoso.

As construgdes de SemaSB fusionadas a etiqueta de GST ou ¢His serao
imobilizadas em resina (glutationa sepharose ou NiNTA agarose, respectivamente) e
incubadas com extrato de cérebro ou extrato de linhagens celulares (e.g. A2058).
Apos etapas de lavagens da resina, as proteinas ligadas a Sema5B serdo eluidas e
analisadas por SDS-PAGE. As proteinas dos géis serdo excisadas e identificadas por
espectometria de massa. A confirmacdo da identidade destas proteinas pode ser
mostrada paralelamente com ensaios de western blot. Com esta técnica ¢ possivel

identificar parceiros moleculares de Sema5B.
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5.1.2 Anticorpos a-Sema5B

Liotta & col (WITTKE et al., 2003) demonstraram a presenca de SemaSA e
Sema5D em preparacdes de membrana de células A2058 e MDA435. Logo
pretende-se verificar se a linhagem A2058 expressa a proteina Sema5B por Western
blotting e imunofluorescéncia para visualizacdo em microscopia confocal — a fim de
se determinar a localizagdo de Sema5B; e.g. presenca apenas na membrana
plasmatica; ou a presenca adicional na membrana nuclear; SemaSB secretada caso
esta seja submetida a clivagem proteolitica.

Os anticorpos gerados contra Sema5B podem ser utilizados para bloquear a
atividade de Sema5B, ou seja bloquear o reconhecimento de SemaSB pelo seu
receptor.

Kolodkin & col (KANTOR et al., 2004) mostraram que axonios do nucleo
da Habénula evitavam substratos contendo SemaSA; contudo esta inibi¢do era
reduzida quando se incubava o substrato com anticorpo a-SemaSA.

Ou alternativamente, o anticorpo a-SemaSB pode ser capaz de mimetizar o
receptor de Sema5B e desencadear a sinalizagdo intracelular de Sema5B, se houver
sinalizacdo bidirecional para Sema5B. Levando em consideracdo a prévia
demonstracdo da existéncia de sinalizacdo bidirecional para semaforinas
transmembranicas. A sinalizacdo de Sema6D sobre plexina induz a expansdo
ventricular cardiaca, enquanto a sinalizagdo reversa de plexina sobre Sema6D ¢
necessaria para a migragcao de células miocéardicas que forma a trabeculacdo cardiaca
em embrides de galinha (TOYOFUKU et al., a,b). A expressdo de Sema6D-EC em
animais nulos para Sema6D ¢ capaz de induzir a expansdo ventricular, mas nao
forma a trabeculagao cardiaca normal.

Também deve-se considerar uma possivel atuagdo de sema5B em sinapses,
a exemplo de Semala (GODENSCHWEGE et al., 2002). Essa funcionalidade
plausivel de SemaSB ¢ baseada nos resultados obtidos por Piischel & col. (Adams et

al., 1996), que verificou que o dominio Sema de SemaSA ¢ 5B sdo 64 % idénticos
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entre si ¢ muito similares aos de semaforina de invertebrados — semala — que
apresenta 60-66 % de similaridade com semas classe 5.

Para verificar se SemaSB estd presente em sinapses, pode-se proceder a
preparacao de fragdes de membrana, especificamente preparagdao de sinaptosoma
com as densidades poOs sinapticas. A separagdo dessas ultimas se d4 com a
ultracentrifugacdo de preparagdes de membrana em gradientes de sacarose.

Os anticorpos a-SemaSB gerados poderdao ser usados em ensaios de
imunoprecipita¢do, que assim como o ensaio de pull down é uma técnica que visa a
1dentificacdo de moléculas que interagem com Sema5B.

Um dos parceiros moleculares especificos de Sema5SA ¢ o PGHS
(proteoglicano contendo heparan sulfato) sindecan-3. Ambas moléculas sao
expressas nas membranas do prosomero 2 e axonios dos neurdénios do nucleo da
Habénula. A confirmagao da interacao entre SemaSA e sindecan-3 foi realizada com
ensaio de co-imunoprecipitagdo, isto €, SemaSA co-imunoprecipitava com 0s
anticorpos anti-sindecan 3, mas ndo com IgG controle (KANTOR et al., 2004).

Similarmente, usando os anticorpos anti-sema5B citoplasmatico ou
extracelular pretende-se imunoprecipitar sema5B e moléculas que com ela
interagem.

No entanto, os ensaios de pull down e de imunoprecipitagdo sdo viaveis
apenas com proteinas solubilizadas. E como descrito em resultados (item 4.5.2.1)
Sema5B endogenamente expressa estd presente na membrana plasmatica e ¢
detectada apenas em preparacdo de membrana de cérebro. Logo, deve-se otimizar
condigdes de extracdo de SemaSB para que esta se torne solivel e possa ser
imunoprecipitada.

As condigdes de expressao e purificagdo de Sema5B recombinante também
devem ser padronizadas para obtengao de Sema5B recombinante soluvel para os
ensaios de pull down. Como demonstrado no item 4.5, o produto gerado da
constru¢cdo em pQE30-Sema5B ¢ insoltivel. Portanto novas subclonagens em vetores

de expressdo procarioticos e eucariodticos serdo efetivadas.
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5.2 Experimentos que envolvem QSOX

5.2.1 QSOXrec de camundongo

Pretende-se verificar se QSOXrec de camundongo apresenta atividade
enzimatica sobre substratos distintos; e.g. DTT, lisozima, insulina, RNase com o
método de fluorescéncia descrito por RAJE et al., 2000.

Aparentemente, QSOXrec purificada com uso de wuréia (método
desnaturante) possui atividade enzimatica ¢ oxida DTT. No entanto estes ensaios
serdo repetidos com a proteina recém purificada, pois QSOXrec de camundongo se
apresentou labil e perde a atividade funcional quando estocada.

As condi¢des de expressdo e purificacdo serdo otimizadas para se obter
QSOXrec sem degradagdo. Ja4 que enzimas integras sdo requeridas para uma
atividade o6tima. E experimentos usando fragmentos de QSOX (TRX e ERVI)
mostraram que o dominio contendo TRX reduzida ¢ um substrato do fragmento
ERV1/ALR (COPPOCK & THORPE, revisdo nao publicada). Portanto espera-se

que a atividade de QSOX possa ser acentuada com a obten¢do da molécula integra.

5.2.2 Anticorpos anti-QSOX

Ensaios de imunohistoquimica e Western blotting ja estdo em andamento
com o intuito de verificar-se a expressao de QSOX em diferentes tipos celulares, a
ontogenia dessa expressdao, bem como se esta expressao oscila com interferéncias no
ambiente extracelular.

Mairet-Coello e col (2004) haviam sugerido que a enzima QSOX em ratos
poderia intervir no dobramento de hormoénios neurohipofiseais — ocitocina,
vassopressina € neurofisinas associadas — pois além do fato destas proteinas
conterem pontes dissulfeto, ensaios de imunohistoquimica em cérebros de ratos

adultos revelaram altos niveis de QSOX em populagdes neuronais produtoras de
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neuropeptideos. Todavia, estudos posteriores em que se mapeou a expressao de
QSOX durante o periodo compreendido entre E10 e P30 em ratos, revelou que o
inicio da expressao dos neuropeptideos antecede a expressao de QSOX. Assim essa
enzima nao esta diretamente envolvida no dobramento/matura¢dao de hormonios
neurohipofiseais e neurofisinas.

Similarmente estamos verificando a expressdo de QSOX em embrides de
camundongos E13.5, correlacionando a presenca de QSOX em determinados
conjuntos de células e supostas funcionalidades. Alguns resultados preliminares
obtidos até o momento corroboram o padrdo de expressdo visto em embrides de
ratos, e outros revelam que a expressao de QSOX em camundongos pode ser distinta
e, portanto pode acarretar funcionalidades ndo redundantes nessas duas espécies.

Shiota e col (KOBAYASHI et al., 2001) verificaram que o miocardio de
embrides de camundongo expressam intensamente tioredoxina (TRX) e
glutaredoxina (GRX) a partir de E8.5. O miocardio expressa estas proteinas
continuamente durante o periodo pré-natal e em periodos mais tardios do
desenvolvimento, isto ¢, no camundongo adulto, embora a expressao torne-se menos
intensa. Estes resultados sdo opostos ao obtido por outro grupo de pesquisadores que
examinaram tecido de rato adulto e verificaram que o musculo cardiaco nao
apresenta TRX. A diferenca dessa expressdo entre as espécies em questdo
provavelmente esta relacionada a expressdo diferencial de QSOX em espécies
distintas.

Também estd se observando a variagdo na expressao de QSOX durante
periodos distintos do desenvolvimento, e se a expressao de QSOX pode ser regulada
em linhagens celulares mantidas em cultivo submetidas a estresse oxidativo. O
acompanhamento da oscilacdo da expressdo desta enzima ¢ realizada com ensaios de
western blot e verificagdo dos niveis de RNAm codificantes para QSOX por RT-
PCR.

LI et al. (2005) demonstrou que hepatopoetina (HPO) - ALR humano - e

tioredoxina (TRX) estdo envolvidos na mesma via de transducao de sinal. HPO ¢
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sensivel ao estado redox celular; quando agentes oxidantes (H,O, e diamida) sdo
adicionados a células COS7 expressando HPO e TRX recombinantes, HPO forma
dimeros. Este dimero HPO transfere equivalentes oxidativos para TRX via uma
troca direta tiol dissulfeto. O produto dessa transferéncia ¢ TRX oxidada, que por
sua vez, ativa fatores de transcri¢ao redox sensiveis.

Este grupo adicionou agentes oxidantes e redutores ao meio de cultivo de
células COS transfectadas com HPO e verificou que a razdo monomero/dimero de
HPO ¢ alterada (LI et al., 2005)

Adicionalmente, estes pesquisadores co-imunoprecipitaram HPO e TRX
demonstrando que estas interagem in vitro e in vivo.

Tambeém ha intensdes de se proceder ensaios de imunoprecipitagdo com os
anticorpos anti-QSOX e pull-down com QSOXrec imobilizada em resina. Os
anticorpos e a proteina recombinante serdo incubados com extratos de cérebro e de
liquido seminal.

Espera-se encontrar substratos especificos de QSOX de camundongo que
provavelmente constituem os substratos preferenciais desta enzima. Essa hipotese €
baseada em observacoes feitas por Hoober e col (1999) que demonstraram que o
homologo de aves, apresenta atividade sobre uma variedade substratos, oxida
proteina e peptideos (em especial as proteinas encontradas na clara do ovo — Km
entre 110 a 330 uM/tiol) de forma mais eficaz em relacdo a monotiois (como GSH e
B-mercaptoetanol — Km de 20 a 50 mM).

Pretende-se verificar se ha diferencas de expressio de QSOX entre
individuos novos e velhos. Uma das estratégias ¢ determinar se ha QSOX no liquido
cefaloraquidiano e se a concentragdo desta varia com a idade. Pode-se verificar
diferengas da expressao de QSOX entre animais jovens ¢ velhos — camundongos e
ratos — em ensaios de imunohistoquimica e western blot com tecido cerebral, por
exemplo. Pode-se inferir assim uma possivel atuagdo de QSOX nos processos
oxidativos da senescéncia ou inversamente se a expressao de QSOX ¢ afetada por

esses processos. Justifica-se o estudo de QSOX na senescéncia, pois ha varios
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estudos que mostram que o estado redox extracelular tiol/dissulfeto se torna mais
oxidante com a idade. Entre as mudancgas verificadas estdo a diminuicao de GSH,
elevacao de CySS e de homocisteina total que estd predominantemente presente nas
formas dissulfeto. A origem destas mudancas ¢ desconhecida; bem como ndo se
sabe se elas representam um declinio das defesas antioxidantes ou se hd producdo de
ROS excessiva, que acarretam no envelhecimento e doengas associadas (SCHAFER

& BUTTNER, 2001; MORIARTY-CRAIGE & JONES, 2004).

6. Conclusoes

Obteve-se Sema5B e QSOX recombinantes a partir das construgoes pQE30-
Sema5B e pET32a-QSOX, assim como produziu-se anticorpos especificos contra
estas proteinas.

Com essas ferramentas produzidas demonstrou-se que: 1) A proteina QSOX
esta presente no soro fetal bovino; 2) Semaforina 5B aparentemente ¢ expressa no

sistema nervoso central na forma de um zimogénio com 70 kDa.
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ANEXO 1: Seqiiéncia de nucleotideos e aminoacidos da proteina Sema5B e figura
do vetor plasmidial (pQE30) utilizado na subclonagem.

Organizacdo do cDNA e sequéncia de aminoacidos obtidos a partir do
mRNA de Semaforina 5B depositado no programa BLAST . A seqiiéncia
codificante para Sema 5B foi clonada de uma biblioteca de cDNA de cérebro e
coluna vertebral de camundongos E12 por Adams et al., 1996. A sequéncia de
aminoacidos de semaforina 5B estd apresentada abaixo de cada trinca de
nucleotideos. A seqiliéncia de aminoacidos dos diferentes dominios de Sema 5B foi
representada com cores diferentes para facilitar a visualizacdo.

.Pepﬁﬂensi]ml(l-illaa) DD" nio 1 siginiiEiie
. Domvinio sema (45-495 aa)

. Dominio citoplasmitico
. Domindo PSI (497-544 aa)

. T repetigies TSP-1 (551-952 aa)

5’ 1 bp atggtagtcccaggacccctggctctctcgetgttgctgtccage 3
M VvV VP G P L A L S L L L S S1il5aa
46 ctcaccctgctggtgitcccacctctccagctcecccaggacattgec
L T LLV SHULSSS QD I A3
91 agtgagtccagcagtgagcaacagatgtgcacgcggagggag?ac
S ES S S E Q Q M C TR R E HA45
136 cccatcgtggcctttgaagatctgaagccgtgggtctttaacttc
P IV AAF E DL K P W V F N FB®60
181 acctaccctggagtccgggatttctcccagcttgctcttgatccc
T YP GV RDUF S QL A L D P75
226 tcgaggaatcagctcatcgtgggaggcaggaactacctcttcaga
S R NQL I V GG RNY L F RO
271 ctcagcctcgccaatgtctccctccttcaggctacagagtgggcc
L S L ANV S L L QAT E W AIl0
316 tccagtgaggacacgcgccgctcctgccagagcaaagggaaaacg
S S EDTWRWRSOCOQS K G K T120
361 gaggaggagtgtcagaactatgtacgagtcctgattgtttccggc
E E ECQNY VRV L I V S G135
406 cggaaggtgttcatgtgcggtaccaatgccttttccccagtgtgce
R K v FM CGTNATF S P V CI150
451 tccagcagacaggtagggaacctcagccggactattgagaagatc
S S RQ V G NL S R T 1 E K 1165
496 aacggtgtggcccggtgcccctatgacccacgccacaactctaca
NGV A RCWPY D PR RHN S T180
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541

586

631

676

721

766

811

856

901

946

991

1036

1081

1126

1171

1216

1261

1306

1351

1396

1441

1486

gccgtcatctcctctcagggggagctctatgcagccacagtcatt
AV I §$ S Q G E L Y A A T V 1195
gacttctccggtcgggacccagccatctaccgcagcctgggcagt
b F S GRDUPAI1l Y R S L G S210
gggccaccgcttcgcactgcccagtataactccaaatggctcaat
G P P L R TAOQY NS K W L N225
gagccaaattttgtggcagcctttgacatcgggctgtttgcgtat
E P NF V A A F D I G L F A Y 240
ttcttccttcgggagaatgccgtggagecatgattgtgggegeact
F F L R ENAV E H D C G R T255
gtgtactctcgggtggcccgggtgtgcaagaatgatgtaggtggce
vV Y S RV ARV CIKNDV G G270
cgtttcctgctggaggacacgtggaccacattcatgaaggcccgg
R F L L EDTWTTF M K A R 285
ctcaactgctcccgcccgggagaggtccccttctactataatgag
L N C SR P G E V P F Y Y N E 300
ctgcagagtgccttccatctgcccgagcaggacctcatctatgge
L Q S A F H L P E Q D L 1 Y G315
gtcttcaccactaacgtaaacagcattgcggcttctgctgtctgce
v F T T NV N S I A A S A V C 330
gccttcaacctcagtgccatctccaaggctttcaatggeccattt
A F N L S A 1 S K A F N G P F 345
cgttaccaggaaaaccccagggctgcctggctcccaatcgccaat
R Y Q E NP R A A W L P I A N2360
cccatccccaatttccagtgtggcactctgccggagactggeccce
Pp 1 P N F Q C G TL P E T G P 375
aacgagaacctcacggagcgcagcctgcaggacgcacagcggctc
NE N L T ER S L Q D A Q R L 39
ttcctgatgagcgaagctgtgcagccagtgacaccagagcecctgt
F L M S E AV Q P V T P E P C405
gtcacccaggacagcgtccgcttctcacatctcgtggtagacctt
v T Q b S V R F S H L V V D L 420
gtgcaagctaaggacacgctctatcacgtactctacataggcacg
vV Q A K D T L Y H V L Y 1 G TA435
gagtcgggtaccatcctgaaagcgctgtccacggccagccgcagce
E S G T I L K A L S T A S R S 450
ctccgtggctgctacctggaggagctacatgtgctgectcectggg
L R G C Y L E E L H V L P P G465
cgccttgaacctctgcggagcctgecgcatcctgcacagcgegegt
R L E P L R S L R I L H S A RA480
gcgctcttcgtgggattgagcgacagggtgctgcggateccacty:
AL FV G L S DI RV LR I P L 495
gagaggtgttcggectatcatagccagggggcatgectgggagea
E R C S A Y H S QO G A C L G AB5I10
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1531
1576
1621
1666
1711
1756
1801
1846
1891
1936
1981
2026
2071
2116
2161 :
2206
2251
2296
2341
2386
2431

2476

cgggacccatactgcggctgggatgggaagcggcaactttgcagc
R DPY CGMWUDG KR QL C S525
acgcttgaagacagttccaacatgagcctgtggatccagaacatc
T L EDSSNMS LW 11 Q N 1540
acaacctgtcctbtacgaaatgtgacacgg@atgggggcttcggc
T T C PV RNVTRDG G F G555
ccatggtcaccatggaaaccgtgtgagcacttagatggagacaac
P W S P WK P CEHTULD G D NS570
tcgggttcttgcctgtgccgggccagatcctgtgactccccaagg
S G S CLC CURARSTCTD S P RS585
cctcgctgtgggggcctcgagtgcctggggccatccatccatatt
P R CG G L ETCULGUP S 1 H 1600
gccaattgctccaggaatiggggcgtggaccgcatggtcatcgtgg
AN C SR NG A WTAW S S W®615
gctcagtgcagcacgtcctgtgggatcggcttccaggtccgtcag
A°Q C S T S CG 11 G F Q V R 068630
cgaagttgcagcaacccggcgccccgceccatgggggccgcatttgce
R S C S NP AUPWI RU HTGTGR R I Cé645
gtgggcaagagccgggaggagcggttctgtaatgaaaatacacct
VG KSR EERTFTCNENT PG660
tgcccégt@cccatcttctgggcttcctggggttcctggagcaag
C PV®P I FWASWSG S W S KG®&75
tgcagcaacaactgtggaggcggcgtgcagtcgcgacgccgttct
C S NNTCTGG GGV Q S R R R S69
tgcgagaatggcaactcgtgcccgggttgcggcgtggagttcaag
C ENGNSTCPGT CG GV E F K705
acctgcaaccccgaggcttgcccggaagtgcgacgcaacacaccce
T C NP EATCUPTEVRIRNT P72
tggacgccctggctgcccgtgaacgtgacccagggtggagcgcgce
W T P WL PV NV TOQG G A RT735
caggagcagcgattccgcttcacctgccgcgcgccgctgceccggac
Q E Q R FRUFTT CRAPTL P D750
ccgcacggtctgcagttcggcaagaggaggacagagaccaggact
P HGL QT FGI KU RIR RTETR TT765
tgcccggcagacggcaccggagcctgcgacaccgacgccctggtg
CcC P ADGTGATCTDT DA L V780
gaggatctcctgcgcagcgggagcacgtcaccacacactctgbac
E DLLIRSGSTSPHTL N795
ggaggctgggccacctggggcccgtggtcatcctgctcccgggac
G GWATWGUP WS S C S R DB810
tgcgagctgggcttccgcgtccgcaagagaacttgtaccaacccg
C E L G FRVRIKI RTT CTN PB825
gagcctcgcaacgggggcttgccctgcgtgggagacgctgcggag
E PR NG G L P CV G D A A E 840
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2521

2566

2611

2656

2701

2746

2791

2836

2881

2926

2971

3016

3061

3106

3151

3196

taccaagactgcaacccacaggcttgccca@t@cggggtgcttgg
Y Q Db C NP QACUPV R G A WS855
tcctgctggaccgcatggtcccagtgctcagcatcctgecggtggt
S CWTAWSOQT CSASTC G G870
ggccactatcaacgcacccgttcctgcaccagccccgceccccatcce
G HY QR TR SCTS P A P S885
ccaggtgaggacatctgcctcggcctgcacacggaggaggcccta
P G E D1 CL G L HTE E A L 900
tgttcaacacaggcctgcccagaaggctggtcactgtggtctgag
C ST Q ACUPETGMWS L W S EO915
tggggtgtctgcactgaggatggggcccagagccggagccggagce
W GV CTETDGAU QSR S R S93
tgtgaggagcttctcccaggaccaggtgcctgtgttggcaacagc
C EELLPGPGATCV G N SO945
agccagagccggccctgcccctacagtgagattcctgtcatcecta
S Q S RPCWPY S E 1 P V I L 90
cctgcttccagtgtggaggagaccaccagctgtggagggttcaat
P A S SV EETTSTCG G F NO975
ctcatccac§ atagtcactggtgtgtcctgcttcctggtttct
L 1 H 990
gggctcttgaccttggcagtgtac icttgccagcactgccag

S C Q H C 0 1005
cgccagtctcaggagtccacgcttgtccatcctgccacacctaac
R Q S Q E S T LV HZPAT P N1020
cacttgcactacaagggtgggggcacccccaagaatgagaagtac
H L HY KGGGTP KN E K Y1035
acccctatggaattcaag acactg aacaagd aacaacttaatccct
T PMETFKTULNI KNNTL I P 1050
gatgacagagccaacttctacccactgcagcagaccaatgtgtat
D DR ANT FY PLQ QTN V Y1065
acaaccacgtactaccccagcccactgaacaagcccagcttccgg
T T T Y Y P S P L N K P S F R 1080

103

5 3241 cctgaggcctcacctggacagcgctgtttccccaacagciga 3282 bp 3

P EASP G QR CF P N S *1093aa
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Figura do vetor plasmidial (pQE30 - Qiagen) usado na expressdo de
Semaforina 5B recombinante. As enzimas usadas na subclonagem foram BamHI e
Kpnl. Em laranja estd denotado a regido promotora, reguladora e sitio de
policlonagem do vetor

P15} 1c- e s - - s SRR
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ANEXO 2: Seqiiéncia de nucleotideos e aminodcidos de QSOX e o respectivo vetor
usado na subclonagem de QSOX

Seqiiéncia do cDNA e dos aminoacidos de QSOX obtidos a partir de
epiderme de camundongo adulto e depositados no programa BLAST. A clonagem e
seqiienciamento de QSOX de camundongo foram realizados pelo grupo de Suga
(MATSUBA et al., 2002).A seqiiéncia de aminoacidos correspondentes aos
dominios caracteristicos de QSOX foram coloridos para facilitar a visualizagao

. Sequéncia sinal . Dominio tioredoxina

Py Moiives redox-atives CXXC
Dominio FREVI/ALR
. x . (nucleotideos codificadores em negrito)

5" 1 bp iatgaggaggtgcggccgectcteggggecgecatcgetgetgeta 3

M R R CGRL S G P P S L L LI15aa
46 ‘ctactgctgctgctctcgcectctgetcttctcggggeccggegcet

L L L LL SPL L FSGUPG A3
91 tacgcggcccggctctcagtgetctactegtectectgaccegetg

Y AARL SV 1LY S S S D P LA45
136 acgctgctggatgctgattcggtgcgtcccactgtgctcggctcc

T L L DAD SV R P TV L G S60
181 agcagcgcctgggcggtggagttcttcgcctcctggtgtggccac

S S AWAVEFFASWTC G HTY5
226 tgcatcgccttcgccccgacgtggaaggagcttgctaacgacgtg

c 1 AAF A P TWKE L A N D VO
271 aaagactggaggccagcactcaatcttgctgtcctggactgtgct

K bDwWRPALNULA AV L D C AI105
316 gaggagaccaacagtgctgtctgcagagagttcaacatcgctggc

E ETNS AV CREFN T A G120
361 ttcccgactgtgaggtttttticaggcctttaccaagaacggttct

F P TVRFF®QAFTIKNG S135
406 ggagcgacactgccaggtgctggcgctaatgtgcagactctgcegt

G AT L P GAGANWVOQ T L RI150
451 atgaggctcatcgatgctctggagtcccaccgtgacacatggccc

M R L I DAL E S HIRD T W P 165
496 ccagcctgtccacctctggaacctgccaagctgaatgatatcgac

P ACPPLE P A K L N D I D180
541 ggattctttacaagaaataaagcagattacctggccctggtcttt

G F FTRNIKADY L A L V FI195
586 gaaagggaagactcctacctgggtagagaggtaactctggacctg

E R ED S Y L GR E V T L D L 210
631 tcccagtaccatgctgtggcagtgcgcagggtcttgaatacagag

S Q YHAV AV RIRV L N T EZ225
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676

721

766

811

856

901

946

991

1036

1081

1126

1171

1216

1261

1306

1351

1396

1441

1486

1531

1576

1621

agtgacctggtgaacaagtttggcgtcactgacttcccatcttgt
S DL VNI KU FS GV TDF P S C240
tacctgctgcttcggaatggctctgtctcccgagtgectgtgetg
Y L L L RNGSV S RV P V L 255
gtggagtccaggtctttctatacatcctatcttcgggggctacct
vV E S R S FY T S Y L R G L P270
ggactgaccagggatgctcccccaaccacagccaccccagtcact
G L T R DAZPWPTTA AT P V T285
gctgataagatagcacccacagtgtggaagtttgcagaccgctcc
A.D K I A P TV W K F A D R S 300
aagatctacatggccgacctggagtccgcactccactacatcttg
K 1Yy Mm A DL E S AL H Y 1 L 315
cgtgtagaagtggggaagttctcagtgctggagggacagcgectg
R vV EV G K F SV L E G Q R L 330
gtggccctgaaaaagtttgtggcagtattggccaagtacttccct
vV AL K K F V AV L A K Y F P 345
gggcagcctttggtccagaacttcttgcattccataaacgactgg
G Q P LV QNI FULHS I N D W360
cttcagaagcagcagaagaagaggatcccctacagtttcttcaaa
L Q K Q Q K KU R I P Y S F F K375
gctgctctggacagcaggaaggagEatgctgtccttactgagaag
A A L D S R K E AV L T E K 390
gtgaactgggtcggctgccagggcagtgagccacacttccggggg
vV N WV 6 C Q G S E P H F R G405
tttccctgctcactgtgggtcectcttccacttcctgacggtgecag
F P C S L WV L FH F L T V Q420
gcaaaccgatatagtgaggcccacccacaggaaccagctgatggce
AN R Y S E A HP Q E P A D G435
caggaggtcctccaagccatgaggagctatgttcagttcttcttt
Q EVLQAMTE RTSYV QF F F450
ggctgtcgtgactgtgcggaccattttgagcagatggctgcagceg
G C R DCADUHFE QM A A AA465
tccatgcaccaagtgagaagtcccagtaatgcgattctttggctc
S M HQ VR S P S NA A1 L W L 480
tggactagccacaacagggttaacgctcgectctcaggtgctctg
W T S H NR V N A R L S G A L 49
agtgaggacccccacttccccaaggtgcagtggcctccccgtgag
S EDPHFP KV Q W P P R ENS5I10
ctgtgttctgcctgctataatgaactcaacggacaggtgcctttg
L C S A C NE L N G Q V P L 525
tgggaccttggtgccaccctcaactttctcaaggctcacttctcc
wW D L G A T L N F L K A H F S 540
ccagcaaacatcgtcatagactcttctgcatctagacacacaggc
P AN T V I DS S A S R H T G555
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571666 cggagagggagtccagaagctacccccgagctgctcttgtga 1707 bp 37

R R GS P E A TP E L L L * 568 aa
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Figura do vetor de expressdo procariotico (pET32a - Novagen) utilizado na
subclonagem de QSOX. As enzimas usadas na subclonagem foram Kpn I ¢ Hind

[T (visualizadas na coloracao roxa).
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