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RESUMO

Plasmideos sdo elementos genéticos extracromossomais, que no geral
ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia da bactéria, entretanto, conferem vantagens
peculiares (como resisténcia a antibioticos) para o organismo. Para engenharia genética,
plasmideos de ocorréncia natural tém sido modificados extensivamente para producao
de vetores com as caracteristicas desejadas. Promotores sdo elementos de um vetor que
podem ter um profundo efeito na forga e duracdo da transcrigdo, e consequentemente,
no rendimento proteico. A sintese de mMRNA inicia quando a RNA polimerase se liga a
sequéncia promotora , adjacente ao gene alvo. Fatores sigma sdo proteinas que regulam
a transcricdo em bactérias, e os mesmos podem ser ativados em diferentes condi¢des
ambientais. O fator sigma (S) é visto como um regulador mestre de resposta ao estresse
geral, codificado a partir do gene RpoS na fase estacionaria tardia. Este fator é o
regulador primario dos genes de fase estacionaria. Promotores baseados em reguladores
metabolicos de fase estacionaria representam uma classe de promotores controlados
metabolicamente e que podem ser explorados para o design de vetores de expressao.
Neste projeto foram desenvolvidos trés cassetes de expressdao para a construcdo de
vetores de expressdo, 0s gquais possuem promotores com afinidade pelo fator sigma S,
com o objetivo de avaliar o perfil de expressdo de proteinas recombinantes em
Escherichia coli. Para a avaliagdo da forga dos promotores e do perfil de expressao,
utilizou-se a proteina verde fluorescente (GFP) como gene repérter. Os trés vetores
construidos, os quais foram denominados de p26, p53 e pFS expressaram a GFP com a
correta formacdo do fluordforo, sendo que os vetores p26 e p53 apresentaram
superexpressdo da proteina recombinante, quando comparados ao vetor pGS2la.
Ademais, observou-se que 0s vetores aqui construidos estdo contribuindo para a
reducdo da taxa de crescimento e filamentacdo da E. coli. Esta plasticidade morfoldgica
confere a bactéria maior capacidade de armazenamento da proteina recombinante

expressa.
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1 INTRODUCAO

1.1 Regulacao da Expressao Génica em Bactérias

O componente central da regulacdo da transcricdo génica nas bactérias é
o complexo de unidades da RNA polimerase, DNA dependente, o qual é responsavel
por toda a transcri¢do (Browning e Busby, 2004).

A enzima em si, RNA polimerase, responsavel pela transcri¢do, é
composta pelas subunidades PBP’oqm, conforme ilustrado na figura 01. Estudos
estruturais de alta resolucdo mostram a formacgéo de uma estrutura em forma de garra de
caranguejo (Zhang et al., 1999).

O sitio ativo da RNA polimerase, o qual é determinante tanto para
ligacdo a fita de DNA quanto a formagdo do RNA durante a transcricdo, € formado
pelas subunidades maiores 3 e ’ (Korzheva et al., 2000).

Para a RNA polimerase iniciar a transcricdo em um promotor particular,
esta deve inicialmente interagir com uma subunidade o, para formar a holoenzima (Eo).
A subunidade o possui trés funcbes principais: garantir o reconhecimento das
sequéncias especificas do promotor, posicionar a RNA polimerase holoenzima no
promotor alvo e facilitar a separacdo das fitas de DNA préximo ao sitio inicial de

transcricao (Wosten, 1998).
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Figura 01 — A | Um modelo baseado em estudos de cristalografia do docking inicial da
RNA polimerase holoenzima a uma regido promotora do DNA. As fitas de DNA séo
mostradas em verde, com as regides -10 e -35 destacadas em amarelo e as regides -10
estendida e elemento UP em vermelho. A RNA polimerase esta ilustrada com as
subunidades B e B’ coloridas em azul claro e rosa, respectivamente. aNTD estdo
coloridos em cinza e os diferentes dominios de ¢ em vermelho. As esferas cinzas
denominadas | e Il representam os dominios aCTD que se ligam ao promotor. B |
Desenho ilustrativo e simplificado do modelo apresentado em A. Adaptado de Browning
e Busby (2004).



1.2 Promotores Procariotos

Promotores sdo sequéncias de DNA que controlam a transcri¢do de todos
0s genes. O inicio da transcricdo requer a interacdo da RNA polimerase com a
sequéncia promotora e a consequente formacdo de um complexo de abertura, na qual o
DNA dupla fita proximo ao inicio do ponto de transcri¢do é separado (Dehaseth et al.,
1998).

A sintese da cadeia de RNA inicia, a partir da fita de DNA molde, com a
formagdo da primeira ligacdo fosfodiester entre o nucleotideo trifosfato iniciador e o
adjacente. Apds esta fase de iniciacdo, a RNA polimerase é movimentada para o
complexo de elongacdo, o qual é responsavel pela extensdo da cadeia de RNA. O passo
principal na iniciacdo € o reconhecimento do promotor pela RNA polimerase, e também
diferentes sequéncias especificas de DNA que auxiliam neste processo (Busby e
Ebright, 1994).

Quatro diferentes regides especificas de DNA foram identificadas. As
duas principais sdo o hexamero -10 e 0 hexadmero -35, os quais estdo localizados 10 e 35
pares de bases upstream, respectivamente, do sitio inicial de transcricdo. As regides -10
promotoras sdo reconhecidas pelo dominio 2 da subunidade sigma da RNA polimerase.
Similarmente, as regides -35 promotoras sdo reconhecidas pelo dominio 4 da
subunidade sigma da RNA polimerase (Browning e Busby, 2004).

Os dois outros dominios de DNA importantes sdo os dominios -10
estendidos e o elemento UP. O dominio de DNA -10 estendido € um motivo de 3 a 4
pares de bases, localizado imediatamente “upstream” ao hexamero -10, o qual é
reconhecido pelo dominio 3 da subunidade sigma da RNA polimerase (Murakami et al.,
2002). O elemento UP é uma sequéncia de aproximadamente 20 pares de bases,
localizado upstream do hexamero -35, o qual é reconhecido pelo dominio C-terminal
das subunidades alfa da RNA polimerase (Ross et al., 2001). Portanto, juntas, as regides
-10, -35, -10 estendido e UP especificam o inicio da ligacdo da RNA polimerase ao
promotor, conforme ilustrado na figura 01, entretanto, a contribuicdo relativa de cada

elemento difere de promotor para promotor (Browning e Busby, 2004).



Apos a ligacdo inicial da RNA polimerase, as fitas de DNA na posicao
aproximada -10 até a +2, imediatamente downstream ao ponto de inicio da transcricao,
sdo separadas para a formacdo da bolha de transcricdo e consequente geracdo do
complexo aberto, conforme figura 02 (Tsujikawa et al., 2002). Basicamente, 0s
principais passos que sofrem regulacéo sdo: a ligacdo inicial da RNA polimerase para
gerar o complexo fechado, a isomerizag&o para 0 complexo aberto e 0s passos iniciais
para a sintese da cadeia do RNA.

Elongacdo

Figura 02 — O caminho da inicia¢do da transcricdo em promotores bacterianos. A RNA
polimerase (R) interage com o promotor (P) para a formacdo de um complexo fechado
(RP¢). A linha pontilhada mostra a regido do promotor que estd ligada a RNA
polimerase holoenzima. A dupla fita de DNA é separada ao redor do sitio inicial de
transcricao, representado por uma bolha, para a formacdo do complexo aberto (Rp,). O
complexo de iniciacdo é formado (RPjni) e a sintese da cadeia de RNA comeca com a
formacdo de uma ligagdo fosfodiester entre o primeiro e o nucleotideo adjacente. A
elongacéo € o estgio final e 0 comprimento da cadeia de RNA aumenta, ilustrado pela
linha vermelha. Adaptado de Browning e Busby (2004).




O ponto crucial, quando € considerada a regulacdo génica bacteriana, € o
entendimento de que a RNA polimerase na célula é fornecida de maneira limitada. Boa
parte da RNA polimerase ativa € enderecada para a transcri¢do de genes que codificam
RNAs) estaveis que séo necessarios para a tradugéo. De maneira similar, uma parte da
RNA polimerase estd ligada de maneira ndo produtiva ao DNA celular. Portanto, a
quantidade de RNA polimerase livre que esta disponivel para transcrever os 4.000-
5.000 genes € limitada (Ishihama, 2000).

Adicionalmente, o fornecimento dos fatores sigmas é limitado, e
portanto, ha uma intensa competicdo entre os diferentes promotores pela RNA

polimerase holoenzima (Browning e Busby, 2004).

Cinco mecanismos moleculares distintos parecem garantir a distribuicéo
prudente da RNA polimerase entre os promotores em competicdo. Estes envolvem
sequéncias de DNA promotoras, fatores o, ligantes de pequena massa molecular, fatores
de transcricdo e estrutura cromossomal bacteriana dobrada. Cada mecanismo permite
variacdo no nivel de expressdo dos genes, conhecido como sintonia fina (Browning e
Busby, 2004).

1.2.1 Sequéncias Promotoras

Nas células bacterianas, a RNA polimerase é deparada com um arranjo
de aproximadamente 2.000 sequéncias promotoras, e a diferenca entre essas sequéncias
atua como um poderoso direcionador na distribuicdo desigual da RNA polimerase entre
as diferentes unidades de transcricdo. E sabido que dominios de DNA com sequéncias
préximas a consenso funcionam mais eficientemente. A observacdo de que
aproximadamente todos os promotores possuem sequéncias nao consenso, revela que a
atividade de cada promotor na célula é balanceada contra os outros promotores. Muitos
promotores fortes bacterianos tém elementos UP efetivos, e estes parecem funcionar

simplesmente pela ligagdo a RNA polimerase aCTD() (Gourse et al., 2000).

1.2.2 Ligantes de Pequena Massa Molecular



Ligantes de pequena massa molecular fornecem um mecanismo
alternativo pela qual a RNA polimerase pode responder de maneira rapida e eficiente ao
meio ambiente. O melhor exemplo é a guanosina tetrafosfato (ppGpp), a qual é
sintetizada quando a disponibilidade de aminoacido é restringida para a extensdo da
traducédo (Chatterji e Ojha, 2001).

A ppGpp atua na desestabilizacdo dos complexos abertos dos promotores
que controlam a sintese de maquinaria para tradugdo (Barker et al., 2001). Na verdade,
embora a interagdo da ppGpp com a RNA polimerase ndo € promotor especifica, a
inibicdo ppGpp dependente somente ocorre nos promotores que formam complexos
abertos instaveis. Tais promotores, tipicamente possuem sequéncias pequenas ricas em
GC perto da posigdo +1, e controlam muitos dos genes que codificam os produtos que
sd0 necessarios para a traducdo. Estes promotores também séo incapazes de funcionar
bem em baixas concentra¢fes do nucleotideo de iniciacdo, usualmente ATP (Gaal et al.,
1997).

Tem sido proposto que a ppGpp controla a expressao da maquinaria de
traducdo em resposta a uma escassez de nutrientes repentina, enquanto que a
disponibilidade de ATP controla a expressdo em resposta a taxa de crescimento
(Schneider et al., 2003).

Muitos destes promotores recrutam a RNA polimerase muito
eficientemente e, potencialmente, podem iniciar a transcricdio em taxas elevadas.
Entretanto, para atingir estas taxas, o complexo aberto deve ser estabilizado e isto
requer maior concentragdo de ATP e menor concentragdo de ppGpp (Browning e
Busby, 2004).

1.2.3 Fatores de Transcricdo

O genoma da E. coli contem mais de 300 genes que codificam proteinas
que podem se ligar aos promotores para uma regulacdo positiva ou negativa da
transcricdo (Perez-Rueda e Collado-Vides, 2000). Até entdo, aproximadamente metade
destas tiveram suas funcdes verificadas experimentalmente. A maioria destas proteinas
liga-se especificamente ao DNA, e isso garante que suas agdes sejam direcionadas para

promotores especificos. Algumas destas proteinas controlam grande nimero de genes,



enquanto outras controlam apenas um ou dois genes. Estima-se que sete fatores de
transcri¢cdo controlam (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL e Lrp) 50% de todos os genes
regulaveis, enquanto que aproximadamente 60 fatores de transcrigdo controlam somente

um unico promotor (Martinez-Antonio e Collado-Vides, 2003).

Fatores de transcricdo bacterianos podem ser agrupados em diferentes
familias, baseado na andlise de suas sequéncias. Dezenas de familias ja foram
identificadas, as melhores caracterizadas sdo os da familia Lacl, AraC, LysR, CRP e
OmpR (Browning e Busby, 2004).

Fatores de transcricdo acoplam a expressdo dos genes aos sinais
ambientais, e eles devem ser regulados tanto pelo controle de sua atividade ou pelo
controle de sua expressdo. Diferentes mecanismos sdo usados para tal fim. Primeiro: a
afinidade dos fatores de transcricdo para se ligar ao DNA pode ser modulada pelos
ligantes de pequena massa molecular, a concentracdo destes flutua em resposta a
disponibilidade de nutrientes ou ao estresse. Segundo: a atividade de alguns fatores de
transcricdo € modulada por modificacbes covalentes. Terceiro: a concentracdo de
alguns fatores de transcri¢cdo na célula controla suas respectivas atividades. Quarto: o
sequestro de fatores de transcricdo por proteinas regulatérias, através de ligacOes
(Browning e Bushy, 2004).

Quando um fator de transcri¢do se liga ao promotor, este pode ativar ou
reprimir o inicio da transcri¢do. Alguns fatores de transcri¢do funcionam somente como
ativadores ou repressores, enquanto outros podem funcionar das duas formas,
dependendo do promotor alvo (Perez-Rueda e Collado-Vides, 2000). Ativadores
melhoram o desempenho de um promotor através do aumento da afinidade deste pela
RNA polimerase, conforme exposto na figura 03. Repressores dificultam a aproximacao

da RNA polimerase ao sitio promotor, conforme figura 04.



A Ativacdo Classe |

Figura 03 — A figura ilustra a organizagdo da RNA polimerase e subunidades ativadoras
durante o processo de ativacdo no promotor. Muitos ativadores funcionam como
dimeros, aqui representados. A | Ativacdo classe I. O ativador é ligado a um sitio
upstream e interage com aCTD da RNA polimerase, e desta forma recrutando a
polimerase para o promotor. B | Ativacéo classe Il. O ativador se liga a uma regido alvo,
adjacente a regido -35 do promotor, e o ativador ligado interage com o dominio 4 do
fator sigma 70. C | Ativacdo através da mudanca conformacional. O ativador, ilustrado
em azul, se liga na regido espacadora e realinha as regides -10 e -35 para que a RNA
polimerase possa se ligar ao promotor. Esta ativagdo ocorre nos casos em que O
espacamento entre as regides -35 e -10 ndo é 6timo para a ligagdo da RNA polimerase.
Adaptado de Browning e Busby (2004).




A Repressao por Impedimento Estérico

Repressor +1

B Repressao por Looping
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Repressor
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C Repressao pela Modulagdo da Proteina Ativadora

Repressor Ativador

Figura 04 — Mecanismos de repressdao. A | Repressdo por impedimento estérico. O
repressor se liga ao promotor e bloqueia o reconhecimento do promotor pela RNA
polimerase holoenzima. B | Repressdo por looping. Repressores se ligam a regides
distais e interagem entre si, formando um looping e impedindo a aproximagdo da RNA
polimerase holoenzima. C | Repressdo pela modulacdo da proteina ativadora. O
repressor se liga ao ativador e bloqueia o seu reconhecimento pela RNA polimerase
holoenzima. Adaptado de Browning e Busbhy (2004).

1.2.4 Regibes Cromossomais Superenoveladas

Cromossomos bacterianos sdo altamente compactados na forma de
superenovelamento e interacfes com proteinas e RNA. Em E. coli diversas proteinas
estdo envolvidas nesta compactacdo, incluindo Fis (factor for inversion stimulation),




IHF (integration host factor), H-NS e HU (“histone-like nucleoid-structuring proteins )
(Azam e Ishihama, 1999).

Essas entdo denominadas proteinas nucledides sdo abundantes na célula,
embora a concentragdo de algumas, como a Fis, flutuem drasticamente dependendo das
condicdes de crescimento. Embora a maioria dessas proteinas se ligue ao DNA de
maneira ndo especifica, algumas ligam com baixa especificidade e acabam ocupando
sitios especificos que estdo distribuidos por todo o cromossomo. A ligacdo dessas
proteinas nucledides ao DNA e a consequente dobra do cromossomo bacteriano deve
afetar a distribuicdo da RNA polimerase entre os promotores (Browning e Busby,
2004).

1.3 Fatores Sigma

Fatores sigma sdo proteinas que regulam a transcricdo em bactérias, e 0s

mesmos podem ser ativados em diferentes condigdes ambientais.

A RNA polimerase holoenzima é formada por um nicleo de quatro
subunidades principais (opp'®) complexada com uma subunidade sigma o (Mooney,
Darst et al., 2005). O componente sigma desempenha um papel crucial no

reconhecimento do promotor e inicio da transcri¢do (Ishihama, 2000).

Os fatores sigmas bacterianos variam em tamanho em uma faixa
aproximada de 20 a 70 kDa. Embora muitas bactérias contenham mdultiplos fatores
sigma, tipicamente um unico fator é responsavel pela maioria da transcri¢ao na célula e,
portanto, fundamental para sua sobrevivéncia. Este geralmente é denominado como
primario ou fator sigma principal. Outros fatores sigmas que controlam funcbes
especializadas sdo considerados fatores sigmas alternativos. No geral, cada fator sigma
confere a RNA polimerase holoenzima seletividade distinta aos promotores (Helmann,
2001).

Em E. coli, a maioria dos promotores de genes housekeeping séo
reconhecidos por fatores ¢’°, enquanto que promotores de regulons especificos como 0s
de fase estaciondria e resposta ao estresse sdo reconhecidos por fatores sigma

alternativos (Gruber e Gross, 2003).
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Os fatores sigma bacterianos possuem no minimo quatro funcdes
bioquimicas distintas. Primeira, eles sdo determinantes para o reconhecimento da
sequéncia do promotor e interagem diretamente com este. Segunda, todos os fatores
sigma devem reconhecer e se ligar ao complexo proteico da RNA polimerase para
permitir a montagem da holoenzima. Terceira, fatores sigma permitem que a RNA
polimerase se associe estreita e especificamente com a regido do DNA fita simples,
gerada durante o processo de separacdo das fitas e formacéo da bolha de transcricéo.
Quarta, fatores sigma fornecem um sitio de contato para algumas proteinas de ativacao
(Helmann, 2001).

Baseado nos critérios funcionais e estruturais, os diferentes fatores
sigmas encontrados em bactéria podem ser agrupados em duas familias distintas: ¢’ e
o>* (Buck et al., 2000). A familia >* néo compartilha nenhuma homologia de sequéncia
com a familia ¢’°, e também utiliza um processo distinto na formacéo do complexo de
transcricdo. Enquanto a holoenzima Ec’® conduz este processo por si s, a holoenzima

Ec>* requer ATP e um enhancer para auxili4-la (Gruber e Gross, 2003).

A Escherichia coli possui seis fatores sigmas pertencentes a familia ™,
sendo eles: 6" (6°, RpoD), 6** (¢, RpoH), 6** (o5, RpoE), 6°® (¢", FliA), ¢ (Fecl) e
6°® (6>, RpoS), cada qual transcrevendo um grupo especifico de genes (Gruber e Gross,
2003), conforme tabela 01.

Tabela 01 — Fatores sigma em Escherichia coli, adaptado de Helmann (2001).

Organismo Fator Sigma Gene Funcao
E. coli 6" (o") RpoE Heat Shock extremo, estresse periplasmico
6°® (c") FIliA Mobilidade flagelar
6% (oM RpoH Heat Shock
6> (c°) RpoS Adaptacdes a fase estacionéria
> (oV) RpoN Genes regulados por nitrogénio
6% (c°) RpoD Genes Housekeeping
id Fecl Captacéo de citrato férrico.

1.3.1 Fator sigma 38/ (S) (6¢®/ 6°) ou RpoS
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Sigma 38 (6® / ¢°) ou RpoS é uma subunidade sigma da RNA
polimerase em E. coli, codificada a partir do gene RpoS na fase estacionaria tardia. E o
regulador primario dos genes de fase estacionaria. Esta proteina € induzida e pode
substituir parcialmente o fator sigma 70 (c'°) em diferentes condicdes de estresse. Em
funcdo de seu papel crucial na fase estacionaria de crescimento bacteriano ou sob
condicBes de estresse, também € conhecido como fator sigma(S) (Hengge-Aronis,
2002).

O fator sigma (S) é visto como um regulador mestre de resposta ao
estresse geral, o qual é disparado por diferentes sinais indutores e frequentemente
acompanhado por uma reducdo ou até mesmo uma Ssuspensdo no crescimento
bacteriano. Isto permite as células a habilidade de sobreviver ao presente estresse, assim
como outros ainda ndo deparados. Isto esta em evidente contraste com a resposta ao
estresse especifico, o qual é disparado por um unico sinal o que resulta na inducéo de
proteinas, as quais permitem que as células resistam a tal situacdo, somente. Enquanto
que esta resposta especifica tende a eliminar o agente causador e/ou mediar o reparo ao
dano celular ocorrido, a resposta ao estresse geral confere as células ampla resisténcia,
de uma maneira tal que o dano é evitado, ao invés da necessidade de ser reparado
(Hengge-Aronis, 2002).

1.3.2 Regulacéo da Expresséo do fator sigma (S)

O fator sigma (S) controla positivamente aproximadamente 500 genes,
isto é, aproximadamente 10% dos genes presentes no genoma da E. coli (Weber et al.,
2005). Quando as células de E. coli crescem rapidamente em meio complexo, o fator ¢°
é expresso em uma taxa basal, porém é dificilmente detectado devido a eficiéncia da
degradacdo proteolitica. Entretanto, quando as células entram na fase pds exponencial e
finalmente na fase estaciondria, reduzem sucessivamente a taxa de crescimento devido

S acumula

ao aumento da limitagdo de nutriente. Neste momento, o fator o
continuamente e compete com o fator vegetativo ¢’® e outros fatores sigma pelo nucleo
da enzima RNA polimerase, para reprogramar o padrdo global de expressdo génica

(Hengge, 2009).

O actimulo do fator ¢° e a inducdo dos genes o> dependentes é baseado

em um complexo mecanismo regulatorio que opera em diferentes niveis: (i) ativacao da
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transcricdo do gene RpoS, o qual requer a alarmona de estresse geral ppGpp, (ii)
ativacdo da traducdo RpoS, o qual envolve o rearranjo estrutural do mRNA do gene
RpoS, a RNA-chaperona Hfqg e diversos outros SRNA) reguladores; (iii) reducéo da
protedlise do fator ¢° e (iv) diversos outros fatores que auxiliam a formacdo c>~RNA

polimerase holoenzima (Ec®) como o fator anti-o°

Rsd e ppGpp. Este enorme
complexo, assim como uma resposta regulatéria em sintonia fina tem consequéncias
fisiol6gicas importantes, incluindo resisténcia a estresse multiplos, uma mudanca para o
metabolismo de manutencdo, morfologia alterada e inducdo de fungdes que permitem

adesdo e formacao de biofilme (Hengge, 2009).

1.3.3 Estrutura Dominio dos Fatores Sigma

Membros da familia 6’® geralmente possuem quatro regides definidas de
sequéncia de aminoacidos altamente conservada, separada por regifes menos

conservadas, conforme ilustrado na figura 05 (Helmann, 2001).

— / / AN

2.1 2.2 2.3 2.3 4.1 4.2

Ligacdo ao nlcleo Hélice 14 Reconhecimento-35 Ativador

Figura 05 — Mapa genérico de estrutura/funcdo para membros da familia sigma 70. A
sequéncia proteica € representada por uma barra, da regido amino terminal (esquerda)
para a carboxi terminal (direita). A sequéncia de aminodcido €é divida em quatro regifes
conservadas. Aminoacidos importantes para o reconhecimento da regido -10 e abertura
das fitas do promotor estdo em uma alfa-hélice (hélice 14), adaptado de Helmann
(2001).

A regido amino terminal (regido 1) atua como um regulador alostérico da
funcdo do fator sigma. Quando o fator sigma esta livre em solugdo, a regido 1 parece
mascarar os dominios de ligagdo ao DNA e desta forma previne & associa¢do do fator
sigma ao DNA. Quando o fator sigma se liga ao nicleo da enzima RNA polimerase, a
regido 1 muda de conformacdo de maneira que as superficies de interacdo com o DNA

ficam expostas. A regido 1 pode também ter um papel nas mudangas conformacionais
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subsequentes, durante o processo de inicio da transcricdo. A regido 1 ndo é essencial
para a funcdo dos membros da familia sigma 70 e, na verdade, ndo estd presente na
maioria dos fatores sigma alternativos (Helmann, 2001).

Os dois dominios mais conservados dos membros da familia sigma 70
correspondem a regido conservada central 2 e a regido carboxi terminal 4. Esses
dominios sdo separados pela regido 3, a qual € menos conservada e algumas vezes
ausente. A regido 2, por conveniéncia foi dividida em 4 sub-regiGes, é responsavel pelo
reconhecimento e separacdo das fitas da regido -10, além de possuir determinantes
chaves para ligacéo do fator sigma ao nucleo da RNA polimerase. A regido 4 reconhece
a regido -35 do promotor e é posicionada proximo a este, com uma superficie disponivel

para interagdo com proteinas ativadoras da transcri¢do (Helmann, 2001).

1.4 Expressdo de Proteinas Recombinantes

A expressdo de proteinas recombinantes tem revolucionado todos os
aspectos das ciéncias bioldgicas. Mais significativamente, tem expandido drasticamente
0 numero de proteinas que podem ser investigadas tanto biogquimicamente e
estruturalmente. Antigamente, a producao de proteinas era dominio de especialistas, por
exemplo, a purificacdo de fontes naturais (plantas, coelhos, bovinos) era geralmente
dificil e demorada. Entretanto, a disponibilidade de novos sistemas comerciais para
expressao de proteinas recombinantes, combinado com o avanco de técnicas de
purificacdo proteica tem tornado a producdo de proteinas recombinantes predominante

nas ciéncias biomédicas e bioldgicas (Francis e Page, 2010).

Notavelmente, 31 proteinas recombinantes foram aprovadas nos Estados
Unidos e Unido Europeia para uso terapéutico entre 2003 e 2006, destacando a
importancia da expressao heteréloga de proteinas na pesquisa biofarmacéutica (Walsh,
2006).

A medida que o nimero de proteinas recombinantes produzidas aumenta,
também aumenta a avaliacdo das dificuldades e limitacGes inerentes ao processo.
Apesar do desenvolvimento de multiplos sistemas de expressdo recombinantes néo
bacterianos nas Gltimas trés décadas (levedura, baculovirus, células mamiferas, entre
outros), a E. coli ainda é a hospedeira preferida para expressdao de proteinas
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recombinantes (Yin et al., 2007). O racional é claro: a E. coli é facil de manipular
geneticamente, o seu cultivo é de baixo custo e a expressdo é rapida. Além disso, possuli
beneficios significativos sobre outros sistemas de expressao, incluindo custo, facilidade

de uso e escalonamento (Francis e Page, 2010).

Por outro lado, existem também algumas desvantagens no uso da E. coli
como uma hospedeira para expressdo. Em contraste aos sistemas eucaridticos, a
transcricdo e a traducdo sdo rapidas e estreitamente acopladas. Proteinas eucaridticas
necessitam, geralmente, de tempo longo e/ou a assisténcia de chaperonas para auxiliar
no enovelamento de seu estado nativo. Esta expressdo rapida e em grande quantidade
frequentemente leva a um enovelamento parcial, ndo enovelamento, enovelamento

incorreto e proteinas insollveis (Oberg et al., 1994).

Além disso, a insolubilidade ndo esta restrita as proteinas heterélogas,
pois muitas proteinas bacterianas também ndo podem ser produzidas na forma solGvel
quando superexpressas em E. coli (Vincentelli et al., 2003). Também, o ambiente
redutor no citoplasma bacteriano faz com que a producao eficiente de pontes dissulfeto
em proteinas seja um desafio (Bessette et al., 1999). Finalmente, a E. coli ndo possui a
maquinaria requerida para efetuar modificacdes pds-traducionais, a exemplo da
glicosilacdo, que pode ser critica para a formacdo da proteina ativa e devidamente
enovelada (Zhang et al., 2004).

1.5 Vetores Plasmidiais de Expressao

Plasmideos sdo moléculas circulares de DNA, relativamente pequenas
qguando comparadas ao cromossomo da célula hospedeira. Plasmideos sdo elementos
genéticos extracromossomais, que no geral ndo sdo essenciais para a sobrevivéncia da
bactéria, entretanto, conferem vantagens peculiares (como resisténcia a antibioticos)
para 0 organismo. Para engenharia genética, plasmideos de ocorréncia natural tém sido
modificados extensivamente para producdo de vetores com as caracteristicas desejadas.
Na nomenclatura de plasmideos, o “p” & utilizado para designar plasmideo, o qual é
usualmente seguido pelas iniciais dos pesquisadores ou instituicbes de pesquisas que
isolaram ou construiram o plasmideo. Ademais, nimeros podem ser adicionados a

nomenclatura para classificar plasmideos de uma mesma familia (Nicholl, 2008).
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Um plasmideo importante na histéria da manipulacdo genética é o
pBR322, ilustrado na figura 06, o qual foi desenvolvido por Francisco Bolivar e seus
colegas, BR refere-se aos pesquisadores “Bolivar” e “Rodriguez”. A construgdo do
pBR322 envolveu diversas manipulacdes, a partir de um plasmideo natural de
resisténcia a drogas denominado ColE1, para obter os diversos elementos chaves de
DNA juntos (Nicholl, 2008).

Puul
Psil

pBR322
4363 bp

EcoRI

Sall

Figura 06 — Mapa plasmidial do pBR322. Regifes importantes destacadas sdo 0s genes
de resisténcia para ampicilina e tetraciclina (Ap") e (Tc') e a origem de replicacéo (ori).

Um vetor de expressdao deve conter todas as sequéncias de DNA
especificas que irdo direcionar a transcrigdo e traducdo do gene alvo (Studier e Moffatt,
1986). Estes elementos incluem origens de replicacdo, promotores, sequéncias
reguladoras, Shine-Dalgarno (RBS), polylinkers, terminadores de transcri¢do, gene

repérter, entre outros.

1.5.1 Origem de Replicagdo

A origem de replicacdo de um vetor é o sitio onde a replicacéo € iniciada.
Também determina o nimero de cdpias de um vetor na hospedeira. O numero de copias
para vetores plasmidiais comuns em E. coli varia de baixo (2 a 20) a alto (20 a 40).

Tipicamente, plasmideos com alto nimero de coOpias sdo desejaveis para expressao
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proteica em E. coli, pois resultam em um maximo rendimento proteico para um

determinado volume de cultura (Huang et al., 1994).

1.5.2 Promotores

Promotores sdo elementos de um vetor que podem ter um profundo
efeito na forca e duracdo da transcri¢do, e consequentemente, no rendimento proteico. A
sintese de mRNA inicia quando a RNA polimerase se liga a sequéncia promotora |,
adjacente ao gene alvo. Um promotor efetivo para expressdo heterdloga de proteinas em
E. coli possui trés caracteristicas fundamentais. Primeiro, deve ser forte, resultando
numa expressao robusta do gene alvo (tipicamente 10% a 50% do total de proteinas
celular). Segundo, deve apresentar baixa atividade de transcricdo basal para prevenir
transcricdo indesejada antes da inducdo. Terceiro, a inducdo deve ser simples e barata
(Francis e Page, 2010).

Na selecdo de um sistema promotor, a natureza da proteina alvo deve ser
considerada. Se a proteina alvo for toxica, como por exemplo, uma ribonuclease, deve
se considerar o uso de um sistema promotor com baixissima expressdo basal, como o
promotor araBAD (Lee et al., 1987). Alternativamente, para um maximo rendimento
proteico, um promotor forte deve ser selecionado, como o T7 ou tac. Finalmente, para
proteinas propensas a formar agregados, um promotor cold-shock, na qual a expressédo é
conduzida em baixas temperaturas, deve ser testado. Os quatro promotores mais
amplamente utilizados sdo: promotor T7, promotor araBAD, promotores hibridos e

promotor cspA (Francis e Page, 2010).

1.5.2.1 Promotor T7

O promotor do bacteriéfago T7 é atualmente o promotor mais comum
utilizado em E. coli. A expressao génica é direcionada pela T7 RNA polimerase (do
bacteriofago T7), a qual transcreve cinco vezes mais rapido que a RNA polimerase
bacteriana (Studier et al., 1990). A E. coli ndo possui esta enzima, a polimerase deve ser
disponibilizada a célula via um plasmideo induzivel, ou mais frequentemente, utilizando

uma linhagem de E. coli que contenha cdpia cromossomal do gene da T7 RNA
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polimerase, introduzida via um fago Lambda lisogénico — DE3 (Studier e Moffatt,
1986).

Na auséncia de um indutor, a T7 RNA polimerase, esta sob controle do
promotor lacUV5, e portanto, 0 gene de interesse ndo serd transcrito (Studier et al.,
1990). Apos adicdo do analogo ndo hidrolisavel da lactose, IPTG (isopropiltio-RR-
galactosideo), a T7 RNA polimerase € transcrita e sintetizada. A T7 RNA polimerase
inicia entdo a transcricdo do gene alvo pela ligacdo especifica ao promotor especifico
(Francis e Page, 2010).

1.5.2.2 Promotor araBAD

O promotor arabinose é um promotor forte, que diferentemente do
promotor T7, praticamente ndo possui atividade de transcricdo basal. Portanto, €
vantajoso para a expressdo de proteinas altamente toxicas. O agente indutor para este
promotor ¢é a L-arabinose (Lee et al., 1987). Na auséncia da L-arabinose, a transcrigdo e
excepcionalmente baixa, e se necessario, pode ser ainda mais suprimida pela adicdo de
glicose (Miyada et al., 1984).

O nivel de expressdo proteica aumenta linearmente com o aumento da
concentracdo de L-arabinose. Isto permite controlar a nivel de expressdo sobre uma
vasta gama de concentracdo do indutor, o que pode ser importante na tentativa de
maximizar o rendimento da expressao (alta concentracdo de L-arabinose) ou aumentar o
rendimento de proteina solGvel (baixa concentracdo de L-arabinose). E importante
lembrar que embora este sistema possa eficientemente reprimir a expressao génica, 0
nivel de repressdo nunca € zero e a eficiéncia de repressdo € gene dependente (Guzman
etal., 1995).

Finalmente, estudos que compararam diretamente o rendimento proteico
entre os promotores araBAD e T7, mostraram que promotores T7 geralmente

apresentam um desempenho superior (Goulding e Perry, 2003).

1.5.2.3 Promotores hibridos (promotores trc e tac)
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Os promotores trc e tac sdo hibridos de promotores de ocorréncia
natural, consistindo da regido -35 do promotor trp e a regido -10 do promotor lacUV5
(De Boer et al., 1983) (Amann et al., 1983). A Unica diferenca entre esses dois sistemas
€ 0 espacamento entre as sequéncias consenso -35 e -10, com separacdo de 16pb e 17pb

de separacao nos promotores tac e trc, respectivamente (Brosius et al., 1985).

A expressdo € induzida com IPTG. Trc e tac sdo considerados
promotores fortes, o promotor trc possui aproximadamente 90% da atividade do
promotor tac. Ambos expressam de 15% a 30% do total proteico celular. Em funcéo de
sua expressdo basal, podem ser problematicos para expressao de proteinas que sdo

toxicas para a célula (Brosius et al., 1985).

1.5.2.4 Promotor cspA

Quando ocorre um decréscimo na temperatura de crescimento, de 37°C
para 10°C, a maquinaria celular bacteriana é amplamente dedicada para a producao de

13 proteinas cold shock (Jones et al., 1987).

Apo6s 90 minutos, a principal proteina cold-shock, CspA, representa 13%
do total de proteina celular (Goldstein et al., 1990). Em funcdo disso, o promotor cspA
tem sido usado para a expressdo de proteinas em baixas temperaturas. Para este sistema,
a inducdo ocorre simplesmente pela mudanca de temperatura da cultura bacteriana de
37°C para uma faixa entre 10°C e 25°C (Vasina e Baneyx, 1996).

Ademais, por causa da expressao ser conduzida em baixas temperaturas,
0 sistema possui 0 beneficio adicional de promover a expressdo sollvel de proteinas

predispostas a formar agregados (Vasina e Baneyx, 1996).

Uma desvantagem é que o promotor cold shock ndo é completamente
reprimido em temperaturas superiores a de indugdo, o que pode resultar em uma
expressao basal da proteina alvo (Qing et al., 2004). Finalmente, os niveis de expressdo
usando o promotor cSpA sdo tipicamente menores do que 0s vistos no promotor T7
(Francis e Page, 2010).
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1.5.3 Sequéncia Shine-Dalgarno

A sequéncia Shine-Dalgarno (RBS — “Ribossome Binding Site”) ¢é a
regido onde o ribossomo se liga a0 mMRNA para iniciar a traducdo. O mRNA bacteriano
ndo possui o “cap” 5’ para sinalizar o ribossomo onde se encontra o cédon de inicio da
traducdo, ao invés disto, cada mRNA bacteriano possui um sitio de ligacdo especifico
para o Ribossomo (RBS), também denominado de sequéncia Shine-Dalgarno, que esta
localizado alguns nucleotideos upstream ao codon de inicio de traducdo, AUG. Esta
sequéncia nucleotidica estabelece um pareamento de bases com a subunidade
ribossomal menor, 16S rRNA, para posicionar o codon de inicio (AUG) no ribossomo.
Uma série de fatores de iniciacdo da traducdo orquestra esta interagcdo, assim como a
subsequente montagem da subunidade ribossomal maior, para completar o ribossomo
(Alberts et al., 2002).

1.5.4 Sitio Multiplo de Clonagem (“Polylinker”)

Vetores plasmidiais podem ser construidos com um polylinker, ou seja,
uma sequéncia sintética de sitio multiplo de clonagem que contém uma coOpia de
diversos sitios de restricdo, conforme ilustrado na figura 07. Quando um vetor é tratado
com uma determinada enzima de restricdo que identifica a sequéncia de reconhecimento
no polylinker, ocorre o corte, podendo gerar extremidades abruptas ou coesivas. Na
presenca de DNA ligase, os fragmentos de DNA produzidos com a mesma enzima de

restricdo poderao ser inseridos no plasmideo (Lodish et al., 2000).

Sacl Smal Xbal Pstl Hindll

GAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTT

EcoRl Kpnl BamHI Sall Sphl

Figura 07 — Sequéncia de um polylinker. Sdo comumente utilizados para construir
plasmideos recombinantes, os quais carregam fragmentos de DNA exdgenos. Adaptado
de Lodish et al. ( 2000).

1.5.5 Terminador de Transcrigdo
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A transcricdo em E. coli é terminada através de dois mecanismos
distintos. Um depende da proteina hexamerica helicase denominada rho, a qual se liga
ao mRNA nascente no complexo de transcricdo, causando a interrupcdo através da
ruptura do complexo formado. O outro mecanismo € denominado de terminacao
intrinseca, a qual ocorre em sitios especificos e que dependem somente dos sinais
codificados na fita de DNA molde, conforme figura 08. Terminadores intrinsecos
codificam para uma estrutura em forma de grampo, estavel, seguido de uma sequéncia
de residuos de uridina na extremidade 3’ do RNA formado. A estrutura em grampo tem
um papel central na liberacdo do mRNA transcrito da RNA polimerase nas regides de

terminacdo intrinseca da fita de DNA molde (Wilson e VVon Hippel, 1995).

A Terminagdo mediada porrho B Terminagdo intrinseca
Bolha de transcrigdo Bolha de transcricdo
DNA fita complementar RNA polimerase DNA fita complementar RNA polimerase
‘ : .* [ ‘ \
: : rUTP-dATP
rho k ! J—“—'—‘-i hybrid
../}_ --h*b-..'/ \'ll . an -
| ey | i 5 |
\\ <V Hibrido DNA fita molde . Grampo DNA fita molde
b Sl ]
RNA transcrito RNA transcrito
5

Figura 08 — A — Terminacdo da transcricdo mediada pela proteina rho. Esta proteina se
liga a0 mMRNA nascente até o ponto de desestabilizacdo do complexo de transcricdo B -
Estrutura em grampo do mecanismo de terminacdo intrinseca da transcri¢ao, seguido de
uma sequéncia de residuos de rUTP que formam uma ligacdo fraca com os residuos
dATP() no hibrido RNA-DNA. Esta interagdo provoca uma parada no complexo de
transcricdo, enquanto ocorre a formacédo do grampo. Adaptado de Greive e VVon Hippel
(2005).

1.5.6 Gene Reporter

O termo gene reporter é usado para definir um gene com um fenotipo
facilmente mensuravel. Genes reporteres codificam proteinas que possuam atividade
enzimatica Unica ou que possam ser facilmente distinguidas de uma mistura de

proteinas intra ou extracelulares (Alam e Cook, 1990). Geralmente, 0s genes reporteres
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sdo selecionados em funcdo de sua sensibilidade, ampla faixa de atuacdo, conveniéncia
e confiabilidade no ensaio (Wood, 1995).

1.5.6.1 Proteina Verde Fluorescente (Green Fluorescent Protein — GFP)

A proteina verde fluorescente, também denominada de GFP, foi
descoberta por Shimomura et al (Shimomura et al., 1962). Esta proteina foi inicialmente

isolada da 4gua viva Aequorea victoria.

A GFP é uma proteina autofluorescente, e, portanto, ndo requer a
presenca de nenhum cofator ou substrato para a emissédo de luz verde quando excitada
(Naylor, 1999). E composta de 238 residuos de aminoacidos, possui o formato de um
barril, e o fluor6foro é formado pelos residuos 65, 66 e 67, a saber Ser-Tyr-Gly, na
proteina nativa, resultando na formacdo do p-hidroxibenzilidenoimidazolinona (Tsien,

1998), conforme figura 09.
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Figura 09 — Reacdes pds-traducionais e estrutura representativa do fluoroforo da GFP. A
| Estrutura em barril beta da GFP, ilustrando a posicdo do fluor6foro na proteina e o
estado de pré-ciclizacdo. B | Biossintese do fluoréforo, a conjugacdo do elétron n esta
representada pelo sombreado verde. Adaptado de Pakhomov e Martynov (2008).
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Tem a forma de um barril beta, com onze fitas, e uma estrutura em alfa
hélice que passa no meio do cilindro, conforme figura 10. O fluoroforo esté ligado na
alfa hélice e alocado quase que perfeitamente no centro do cilindro, também
denominado de “B-can” (Tsien, 1998). Ademais, a formacao do fluor6foro na proteina

verde fluorescente depende do correto enovelamento proteico (Waldo et al., 1999).

Figura 10 — A | Estrutura em barril beta da GFP. B | Topologia da GFP. As folhas betas
estdo ilustradas pelas setas verdes; as alfa hélices sdo indicadas pelos cilindros azuis; a
localizacdo do fluordforo é ilustrada pelo quadrado amarelo, na alfa hélice de maior
comprimento; as setas pretas destacam os contatos entre as folhas betas ndo continuas na
estrutura nativa. Adaptado de Ugrinov e Clark (2010).

O gene da GFP foi clonado em 1991, e diversos GFP mutantes estéo
disponiveis, os quais exibem propriedades de fluorescéncia melhoradas em relacdo a
GFP selvagem. Ademais, a GFP tem sido usada na mensuracdo da expressao génica,
marcacdo de células e estudos de localizacdo de proteinas marcadas (Welsh e Kay,
1997).

A GFP possui dois picos de excitacdo, um em 395 nm (pico maior) e o
outro em 475 nm, e um pico de emissdao em 509 nm com um pequeno ombro em 540

nm, conforme figura 11 (Cubitt et al.,1995).
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Figura 11 — Perfis espectrais de absorcao e emissdo da GFP wild type. Adaptado de Day
e Davidson (2009).

As variantes da GFP podem ser divididas em sete classes, baseado no
componente distintivo de seus fluordforos: classe 1, mistura de fenol neutro e fenolato
anionico; classe 2, anion fenolato; classe 3, fenol neutro; classe 4, anion fenolato com
sistema de empilhamento dos elétrons ; classe 5, indol; classe 6, imidazol; classe 7,
fenil. Classes 1 a 4 s&o derivacBes com uma Tyr na posi¢do 66, enquanto que as classes

5 a 7 possuem respectivamente Trp, His e Phe nesta mesma posicdo (Tsien, 1998).
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2 JUSTIFICATIVA

Os principais promotores usados em larga escala para produgdo de
proteinas recombinantes utilizam inducdo térmica ou indutores quimicos como o IPTG
(Loewen, Hu et al., 1998). A utilizacdo do IPTG para producdo em larga escala ndo é
desejavel, por causa do seu custo e toxidade (Figge et al., 1988)

A desvantagem dos promotores termosensiveis é que a inducao termal
pode induzir também a producdo de proteinas heat-shock, incluindo certas proteases que
podem acentuar a degradacdo proteica. Por essa razdo, promotores induzidos por
condicBGes metabolicas, como por exemplo: pH, osmolaridade, nivel de oxigénio e fase
estaciondria de crescimento sdo desejaveis (Miksch et al., 2005).

Promotores baseados em reguladores metabdlicos de fase estacionaria
representam uma classe de promotores controlados metabolicamente e que podem ser
explorados para o design de vetores de expressao.

A produgdo de proteinas heter6logas em fase estacionaria de crescimento
bacteriano poderia aumentar o nivel de expressdo das proteinas com as estruturas
tridimensionais corretas e solGveis, uma vez que se respeitaria a temperatura fisiologica
bacteriana, porém a sintese proteica ocorreria num momento onde haveria nas células

um maior nivel de chaperonas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Desenvolver vetores de expressdo que possuam promotores que sejam
regulados pelo fator sigma S, com o objetivo de avaliar o perfil de expressdo de

proteinas recombinantes em Escherichia coli.

3.2 Objetivos Especificos

e Prospeccdo na literatura de sequéncias nucleotidicas de promotores com
afinidade pelo fator sigma S.

e Design e sintese quimica de cassetes de expressdo, contendo promotores
com afinidade pelo fator sigma S.

e Design e sintese quimica de um polylinker.

e Design e sintese do gene da proteina verde fluorescente (GFP) para ser
utilizada com um gene reporter.

e Modificacdes no vetor pUN para a construcao de um novo vetor.

e Avaliacdo do perfil de expressdo e solubilidade da GFP nos vetores

construidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens de E. coli

Todas as linhagens celulares empregadas nesta pesquisa, relacionadas na

tabela 02, foram estocadas a -80° C em meio LB, contendo 25% de glicerol.

Tabela 02 - Linhagens e gendtipos de E.coli utilizados no presente estudo.

Bactéria Linhagem Genotipo Utilizacao
EndAl, recAl,

E.coli DHS5aF’1Q hsdR17, Clonagem
SupE44,gyrA96, thi- Expresséo
1,relA1,AlacU169
F- ompT gal dcm lon Clonagem

E.coli BI21 (DE3)pLysS hsdSB (rB mB-) Expressdo

MDE3) pLysS (cmR)

4.2 Reagentes

Os reagentes utilizados para o preparo das solucGes foram de grau
analitico e compativel com o trabalho de biologia molecular. A agua utilizada foi tratada
por 0SMose reversa.

Quando necessario as solucdes foram esterilizadas a 120°C por 15

minutos.

4.3 Meios de cultura

A linhagem de E. coli foi cultivada em meio Luria Bertani (LB) liquido

e/ou sélido. As composicOes destes meios estdo descritas na tabela 03.

Tabela 03 - Meios de cultura utilizados e suas respectivas composigoes.

Meio Composicao

Triptona 10g\L

LB (Luria Bertani) liquido Extrato de levedura 05g\L
NaCl 5g\L
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Triptona 10g\L

LB (Luria Bertani) sélido Extrato de levedura 05g\L
NaCl 5g\L
Agar 15g\L

4.4 Marcadores moleculares

O marcador para peso molecular de DNA utilizado neste estudo foi 0 1kb
Gene Ruler ™ da Fermentas. Para o peso molecular de proteina foi utilizado o Page

Ruler ™ Fermentas.

45 Plasmideos

45.1 Plasmideo pUN

O vetor pUN foi construido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Tecnologia de DNA/CAM/UFAM, o qual é oriundo do vetor pUC18. Para a construcao
deste vetor foram utilizados dois primers, os quais foram desenhados para se ligarem as
regides adjacentes ao sitio maltiplo de clonagem (MCS) e ao lacZ, em sentidos opostos,
conforme figura 12. Desta forma, a PCR amplificaria a maior parte do plasmideo com
excecao das regides lacZ e MCS.

Eco01091 2674 Pfol 46 £B§tAPl 179

Aatll 2617 ' | = pz
Sspl 2501 \ /el 235

| dsant 650
" sapl 683

Afllll, Psel 806

\
\Cail 1217

Figura 12 - Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pUC18. As linhas
tracejadas em amarelo indicam a posi¢do aproximada dos primers utilizados para a
construgéo do pUN.
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Cada primer continha um sitio de Notl em sua sequéncia, portanto, apos
a reacdo em cadeia da polimerase, o amplicon formado possuia um sitio de Notl em
cada extremidade. O amplicon foi tratado com Notl e posteriormente incubado com T4

DNA ligase para a formacao do plasmideo pUN, conforme figura 13.

Mcel 185
1 Marl 227
4 v LI f
L ', / Motl 247
O Y / Pwll 281
. s .
‘\_,.-]‘l"l.." ‘{/I,/
. 23004 ot T
~ . \. = ) e Z'\'\: T . . r
. SREIT AN o Y
- amp prom 300bp *» -

~
V. 2000bp

-
A00bp =

pU N 500k ':':
2336pb s0DLp _

T00bp -

pBR322 origin\ .
BOObp
T,

' .
» S00bp

& 1albp
a
};

1000bp
1200bp 1100bp v
'

1300bp

Bgll 1470

Figura 13 - Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pUN. Destaque para a
origem de replicacdo, gene de resisténcia a insulina, sitios de restricdo Ndel e Notl

(dados ndo publicados).

4.5.2 Plasmideo pGS-21la

O plasmideo pGS-21a é um plasmideo comercial, produzido pela
empresa GenScript, conforme o mapa plasmidial apresentado na figura 14. O grupo de
pesquisa do Laboratorio de Tecnologia de DNA/CAM/UFAM inseriu o0 gene da GFP
nesse vetor de expressdo, o qual foi denominado para este trabalho de pGS21aG
(pGS21a+GFP). Este plasmideo, contendo o gene da GFP, foi utilizado como um

padréo de comparagdo para a avaliacdo da expresséo proteica.
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Promotor T7

(His )

GST
Enterokinase

lac | Neo |
EcoR V
BamH |
EcoR |
pGS‘21 a gafl:ll
a
(6169 bp) Hind 11l
Ori Not |
Xho |

(His )

Terminador T7

Ampicilina |

\

f1 on

TAA CTT TAA GAA GGA GAT ATA CAT ATG TCT GGT TCT CAT CAT CAT C-AT CAT CAT AGC AGC GGT
Met Ser Gly Ser His His Hss His Hs Hs Ser Ser Gly

3 CTG GGC CAC ACA GGC CAT AGA TCT GGT ACC
Met Ser Ser Asp Leu Gly His Thr Gy His Arg Ser Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys

00 EcoR V BamH|  EcoR Sacl Sa Hind Il Not Xho|
GCC ATG GCT GAT ATC GGA TCC GAATTC GAG CTC GTC GAC AAG CTT GCG GCC GCACTC GAG
Aa Met Ala Asp lle Gly Ser Glu Phe Glu Leu Val Asp Lys Leu Ala Ala Ala Lleu Gl

His-tag
CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA GAT CCG GCT GCT AAC AAA GCC CGA AAG GAAGCTGAGTTG
His His His His His His
Terminador T7

GCT GCT GCC ACC GCT GAG CAA TAA CTA GCA TAA CCC CTT GGG GCC TCT AAA CGG G

A TTA
VUL LI OO0 OL v "'\/‘\/\‘VO\JJiCJ.‘J

AR COTTITTT,
AGG GG B &)

Figura 14 - Representacdo esquematica do mapa fisico do vetor pGS-21a e do seu sitio
maltiplo de clonagem.

4.6 Design e Sintese do Polylinker A

O polylinker A foi desenhado e construido, a partir de dois

oligonucleotideos, conforme ilustrado na tabela 04, para formar um dimero com
extremidades coesivas.

Tabela 04 — Identificacdo e sequéncia dos nucleotideos

Identificacdo Sequéncia 5° -> 3’
JPLF GGCCGCAGATCTTTAATTAAGATATCA
JPLR GGCCTGATATCTTAATTAAAGATCTGC

Este polylinker contém duas extremidades coesivas e compativeis com

extremidades de Notl, entretanto, uma das extremidades reconstitui o sitio de
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reconhecimento para Notl, enquanto a outra destrdi o sitio de reconhecimento. Na parte
interna do polylinker, foram projetados trés sitios para as seguintes enzimas de restri¢éo:
Balll, Pacl e EcoRV, conforme figura 15.

Bglll EcoRV

’_l_\ '_l_\

BEEEEE ' »  c T AREERHER: A A7 cH
BEcr-cARNEEEEE -~ ~ -HEEEE
| J | Y J L J

Notl Pacl *Notl

Figura 15 — Polylinker A, construido com extremidades coesivas e seus respectivos
sitios de restricdo. *Notl ndo reconstroi o sitio de reconhecimento para a enzima Notl.

4.7 Design dos Cassetes de expressao.

Os cassetes de expressdo foram desenhados para conter os seguintes
elementos: regido promotora para fator sigma (S), Shine-Dalgarno, polylinker B, stop
codon, terminador de transcricdo do operon triptofano e em cada extremidade do

cassete, sitios de Notl e Bglll.

Foram construidos trés cassetes de expressdo, utilizando a estrutura
basica de elementos apresentada na figura 16 e com as respectivas sequéncias
nucleotidicas detalhadas na tabela 05.

A diferenca entre os trés cassetes de expressdo estd na sequéncia da
regido promotora. Para a escolha da regido promotora utilizou-se como referéncia o
trabalho denominado “The sequence upstream of the -10 consensus sequence modulates
the strength and induction time of stationary-phase promoters in Escherichia coli”
(Miksch et al, 2005), o qual descreve sequéncias promotoras com atividades na fase

estacionaria.
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Stop codon

Term. Transc. Op. Trp.

Bglil, Not!

Shine-Dalgarno-ATG

+1, 42 Polylinker B

Promotor

Notl, Bglll

Ncol BamHI PspOMI

: v : o : v
AI‘II.GAATTCI‘I.IIAAGCTTI‘lccCGGG

BERARL T 7 A A cERENEE T c A BEBc s

EcoRl Hindlll Smal

Figura 16 — llustra o desenho geral dos cassetes de expressdo e 0s respectivos elementos
identificados

Tabela 05 — Sequéncia nucleotidica dos cassetes de expressao. As cores possuem
correlagdo com os elementos indicados na figura 16.

Cassete | Sequéncia de DNA 5’-> 3’
ACGCGGCCGCAGATCTTCTTGTCAAATTCTTAAATTTGTGCTATACTGTATCGATTCTAG

K26 AAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACCATGGAATTCGGATCCA

AGCTTGGGCCCGGGTAACTGACCTAGGGAAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTITITA
AGAGATCTGCGGCCGCAC

ACGCGGCCGCAGATCTTCTCGGCAGATACCATATTATCGGCTATACTGTATCGATTCTA
K53 GAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACCATGGAATTCGGATCC
AAGCTTGGGCCCGGGTAACTGACCTAGGGAAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTT

AAGAGATCTGCGGCCGCAC

ACGCGGCCGCAGATCTTCTTGTCAAATTCCCTGTTATCTGCTATACTGTATCGATTCTAG
JKES AAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGACCATGGAATTCGGATCCA
AGCTTGGGCCCGGGTAACTGACCTAGGGAAGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTA

AGAGATCTGCGGCCGCAC
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Os cassetes de expressdo denominados JK26 e JK53 utilizam regides
promotoras descritas na literatura anteriormente citada. J& o cassete JKFS foi desenhado
para este trabalho e ndo existe na literatura cientifica. Este foi construido com base em
informacdes de sequéncias conservadas e que apresentavam maior afinidade pelo fator

sigma S, frente ao fator sigma 70.

4.8 Design do Gene da GFP

Para o presente trabalho utilizou-se o gene mutante da GFP, pertencente
a classe 1 e denominado cycle 3. Esta variante melhora o enovelamento proteico a 37°C,
reduz a formacdo de agregados em altas concentragdes e aumenta a difusdo da proteina
dentro da célula (Tsien, 1998).

A sequéncia do gene da GFP cycle 3 foi obtida do banco de dados ENA —
European Nucleotide Archive, disponivel no sitio eletrénico do Instituto Europeu de
Bioinformética (EBI).

A sequéncia do gene da GFP obtida do banco de dados possui seis sitios
de restricdo de interesse para a construcdo genética do vetor deste trabalho, a saber
Hindlll, Ndel, Xhol, BamHI e Sall, conforme tabela 06.

Tabela 06 — Sequéncia nucleotidica da proteina verde fluorescente, variante 'cycle 3',
obtida do European Nucleotide Archive.

Sitio de Sequéncia do gene, 5’-> 3’
Restricao

ATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATTCTTGTTGAATTA
GATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATG
CTACATACGGARAGETTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCC
ATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGCTTTTCCCGTTATCCG
GA AAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCCCGAAGGTTATGTACA
GGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCA
AGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAAAAGGTATTGATTTTAAAG
AAGATGGAAACATTCTCGGACACAAAGTEGAGTACAACTATAACTCACACAATGTAT
ACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAAGCTAACTTCAAAATTCGCCAC
AACATTGAAGATGGATEEGTTCAACTAGCAGACCATTATCAACAAAATACTCCAATT
GGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGICGACACAATCTGCCCTTT
Sall CGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCT

GCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTACAAATAA

Estes sitios de restricdo foram modificados e anulados, entretanto, sem

modificar os respectivos aminoacidos durante a transcricdo. Para tal fim, apds
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identificacdo da sequéncia de codons do gene, 0s que continham os sitios de restricao

descritos anteriormente foram substituidos por codons alternativos para 0 mesmo

aminoacido. A maior parte dos codons modificados foram otimizados para preferenciais

da hospedeira E. coli, conforme ilustrado na tabela 07.

Tabela 07 — Modificacdo dos cddons da GFP para eliminacdo dos sitios de restricdo de

interesse, conforme indicados.

Enzima Cdédons Originais

Codons Modificados

A—
4

Hindlll

E_r
[-

—
—
=

Xhol 1 |

—
d—
-

:
1

Sall

-

e

Ademais, foram desenhados sitios de restri¢cdo das enzimas EcoRI e Ndel

na extremidade 5’ do gene da GFP e sitios de Hindlll, BamHI e Notl na extremidade 3°,

conforme ilustrado na tabela 08.
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Tabela 08 — Desenho da sequéncia codificadora da GFP, modificada, contendo os sitios

de restricdo descritos em cada extremidade.

Sitio de
Restricao

CATATGGCTAGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAATT

CTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGG
GTGAAGGTGATGCTACATACGGAAAACTTACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGA
Sequéncia AAACTACCTGTTCCATGGCCAACACTTGTCACTACTTTCTCTTATGGTGTTCAATGC
5->3% TTTTCCCGTTATCCGGATCACATGAAACGGCATGACTTTTTCAAGAGTGCCATGCC
CGAAGGTTATGTACAGGAACGCACTATATCTTTCAAAGATGACGGGAACTACAAG
ACGCGTGCTGAAGTCAAGTTTGAAGGTGATACCCTTGTTAATCGTATCGAGTTAA
AAGGTATTGATTTTAAAGAAGATGGAAACATTCTCGGACACAAACTGGAGTACAA
CTATAACTCACACAATGTATACATCACGGCAGACAAACAAAAGAATGGAATCAAA
GCTAACTTCAAAATTCGCCACAACATTGAAGATGGCTCCGTTCAACTAGCAGACCA
TTATCAACAAAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATT
ACCTGTCTACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAACGAAAAGCGTGACCACATG
GTCCTTCTTGAGTTTGTAACTGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAGCTCTA

CAAATA GGATC

Sitio de
Restricao

AG

4.9 Sintese Quimica dos Cassetes de Expressao e do Gene da GFP

Os cassetes de expresséo e o gene da GFP foram sintetizados e clonados

dentro do sitio de restricio EcoRV, do vetor pBluescript Il SK, desprovido do sitio

mutiplo de clonagem. Estes materiais foram fornecidos pela empresa GenOne

Biotechnologies.
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Figura 17 — Vetores comerciais contendo os cassetes de expressdo e o gene da GFP
desenhados para este trabalho.
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4.10 Modificacdo do Plasmidio pUN

4.10.1 Preparo de células E.coli eletrocompetentes

Para esta etapa foram cultivadas células de E. coli, comerciais e
eletrocompetentes, DH5aF 1Q (Invitrogen) e BL21(DE3)pLysS (Promega). Para isso,
uma Unica colénia da bactéria foi inoculada em 20 mL de meio LB e a cultura foi
incubada com agitacdo de 150 rpm a 37 °C, durante 16h. Foi inoculada 1 mL dessa
cultura em 300 mL de meio LB (sem antibidticos) e mantido em constante agitacdo até
ser atingida a O.Dggo 0.5. O frasco foi esfriado em gelo durante 1 hora e a cultura
dividida em tubos de 50 mL que foram centrifugados a 3.500 g durante 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas gentilmente até
dissolver o pellet em 10 mL de glicerol 10% estéril e gelado. Uma nova centrifugacdo
foi realizada a 3.500 g por 8 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido novamente em 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. Estas etapas
foram repetidas mais 4 vezes. Ao final o pellet foi ressuspendido em 15 mL de glicerol
10% gelado e estéril, centrifugado e ressuspendido em 1 mL de glicerol 10% gelado e
estéril. As células eletrocompetentes foram aliquotadas em 100 uL, e estocadas em

freezer a -80 °C.
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4.10.2 Transformacéo da hospedeira

A transformagdo por eletroporagcdo ocorre por meio de descargas elétricas
de alta voltagem que atravessam uma suspensdo bacteriana por milisegundos, criando
poros na parede e na membrana celular, possibilitando a entrada do DNA exdgeno para
dentro da célula hospedeira.

Uma aliquota de solucéo contendo o plasmideo recombinante de interesse
(1uL+50ng) foi misturada a 100 puL de células eletrocompetentes e transferidos para a
cubeta de eletroporacdo (2mm). Foi aplicado um pulso elétrico de 1900 Volts em
aparelho de eletroporagdo (Mod. Eletroporador 2510 Eppendorf). Imediatamente apds o
pulso, foi adicionado 1000 pL. de meio LB na cubeta, revigorando as células
transformadas. As amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C com agitacao (150 rpm).
Em seguida, aliquotas foram plaqueadas em placas de Petri com meio LB-agar contendo
o antibiotico ampicilina (200pg/mL). Ao final do plaqueamento, as placas de Petri

foram incubadas invertidas a 37°C durante 16 h.

4.10.3 Eliminacéo do sitio de restricdo Ndel do vetor pUN

O vetor pUN foi submetido a digestdo enziméatica com Ndel, para
avaliacdo da presenga deste sitio. As condicdes reacionais estdo ilustradas na tabela 09,
apéndice A.

O material digerido foi aplicado em um gel de agarose para avalia¢do do
perfil eletroforético frente a um controle, conforme figura 19.

Apb6s a digestdo enzimatica com Ndel, o plasmideo linearizado foi
tratado com T4 DNA polimerase para formacdo de extremidades abruptas, conforme
disposto na tabela 10, apéndice A. Posteriormente, o vetor linearizado foi incubado com
T4 DNA ligase, ligando as extremidades abruptas e tornando o vetor circular, conforme
ilustrado na figura 20 e segundo as condig¢des dispostas na tabela 11, apéndice A.

Apos as modificacbes anteriormente descritas no vetor, o qual passou a
se denominar pUNA, este foi internalizado na célula hospedeira, linhagem DH5aF’1Q,
através da técnica de eletroporacdo, para fins de clonagem do plasmideo. Depois de
plaqueadas, seis col6nias foram selecionadas para extracdo plasmidial, conforme

ilustrado na figura 21.
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Os plasmideos foram entdo incubados com Ndel, para avaliacdo da

destruicdo ou ndo do sitio de Ndel.

4.11 Construcdo dos Plasmideos Recombinantes p26, p53 e pFS

4.11.1 Insercéo do polylinker A no vetor pUNA

Os dois oligonucleotideos sintetizados foram dissolvidos em Tris-HCI
2mM, pH 8, em tubos separados. Ambos oligonucleotideos foram incubados sob um
gradiente térmico de resfriamento (80°C - > 37°C), usando uma taxa de resfriamento
lenta, favorecendo desta maneira, o correto pareamento do dimero formado.

O dimero formado, correspondente ao polylinker A, ja purificado, foi
inserido no vetor pUNA, utilizando o sitio de restricdo Notl.

O sistema de ligacdo foi realizado na proporcéo de 1:10 (vetor:inserto),
conforme reacdo enzimatica descrita na tabela 12, apéndice A. Nos ensaios de ligacao
utilizou-se enzima T4 DNA ligase, proveniente da empresa New England Biolabs Inc.
O sistema foi incubado durante 16h. O produto da ligacédo foi introduzido em células E.
coli DH5aF’1Q por eletroporagéo.

Apo6s transformacdo e crescimento bacteriano efetuou-se a purificagdo
plasmidial. Os plasmideos foram digeridos com as enzimas presentes no polylinker,

conforme indicado na figura 23, para a confirmacéo da insercéo do polylinker.

4.11.2 Linearizacao e defosforilacdo do vetor pUNA

O vetor pUNA foi incubado com Notl, para sua linearizacdo, de acordo
com as condicBes reacionais ilustradas na tabela 14, apéndice A. Apo6s digestdo
enzimatica e inativacao térmica da enzima (65°C/15 min), foi corrido um gel de agarose
0,8% para purificagdo do vetor linearizado, conforme figura 25.

Posteriormente, o vetor linearizado foi tratado com a enzima SAP
(Shrimp Alkaline Phosphatase) para defosforilagdo das extremidades 5°, de acordo com

as condic¢0es reacionais ilustradas na tabela 15, apéndice A, e desta maneira aumentar a
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eficiéncia de ligacdo dos cassetes de expressdo nas extremidades coesivas compativeis

com Notl.

4.11.3 Insercao dos cassetes de expressdo no vetor pUNA

Os cassetes de expresséo, clonados no vetor pBSK, foram encaminhados
adsorvidos em um pequeno pedaco de papel seco. Os papéis foram cortados e inseridos
em tubos eppendorfs, separadamente, ao qual foram entdo adicionados 20 uL de agua

ultra pura, estéril, em cada tubo, para extracdo plasmidial.

Utilizou-se 2 pL de cada solugdo contendo os respectivos plasmideos
para transformacéo em E. coli. Apos transformacao e crescimento bacteriano efetuou-se
a purificacdo plasmidial. Os plasmideos foram digeridos com Notl, conforme tabela 13,

apéndice A, para a liberacdo dos cassetes de expressao.

Os fragmentos de DNA correspondentes aos cassetes de expressao JK26,
JK53 e JKFS, ja purificados, foram clonados no polylinker A, utilizando o sitio de
restricdo Notl, de acordo com as condi¢6es reacionais ilustradas na tabela 16, apéndice
A.

O sistema de ligacdo foi realizado na proporgdo de 1:3 (vetor/inserto).
Nos ensaios de ligacdo utilizou-se a enzima T4 DNA ligase, proveniente da empresa
New England Biolabs Inc. O sistema foi incubado durante 16h. O produto da ligacdo foi
introduzido em células E. coli DH5aF"1Q, por eletroporagéo.

Apoés transformacdo e crescimento, os plasmideos foram extraidos e
incubados com Notl, para confirmacdo da ligacdo, de acordo com as condi¢bes
reacionais dispostas na tabela 17, apéndice A.

Os vetores resultantes passaram a se denominar p26, p53 e pFS.

4.11.4 Digestdo e purificagdo da sequéncia codificadora da GFP

O plasmideo contendo a sequéncia codificadora da GFP foi encaminhado
adsorvido em um pequeno pedaco de papel seco. O papel foi cortado e inserido em um
tubo eppendorf, ao qual foram entdo adicionados 20 uL de agua ultra pura, estéril, para

extracao plasmidial.
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Utilizou-se 2 pL da solucdo contendo os respectivos plasmideos
(principio transformante) para transformacdo em E. coli. Ap6s transformacdo e
crescimento bacteriano efetuou-se a purificagdo plasmidial. Os plasmideos foram
digeridos com Ndel e BamHI, conforme tabela 18, apéndice A, para a liberacdo do gene
da GFP.

Apbs digestdo com as enzimas Ndel e BamHI e separacdo das bandas no
gel de agarose, o fragmento correspondente ao gene da GFP foi purificado utilizando o
kit de purificacdo GEilustra.

4.11.5 Insercdo do gene da GFP nos vetores p26, p53 e pFS

Os vetores entdo construidos, a saber p26, p53 e pFS foram incubados
com Ndel e BamHI. Ap0s digestdo, os vetores foram aplicados em um gel de agarose
para separacao das bandas e posterior purificacdo do plasmideo linearizado.

O fragmento de DNA correspondente ao gene da GFP, ja purificado, foi
inserido no polylinker B, presente nos cassetes de expressdo dos vetores p26, p53 e pFS
utilizando os sitios de restricdo Ndel e BamHI, conforme as condices ilustradas na
tabela 19, apéndice A..

O sistema de ligacdo foi realizado na propor¢do de 1:3 (vetor/inserto).
Nos ensaios de ligacdo utilizou-se enzima T4 DNA ligase, proveniente da empresa New
England Biolabs Inc. O sistema foi incubado durante 16h. O produto da ligacdo foi
introduzido em células E. coli DH5aF"1Q por eletroporagéo.

Apbs a ligacdo da sequéncia codificadora da GFP aos vetores p26, p53 e

PFS estes passaram a se denominar p26G, p53G e pFSG.

4.11.6 Identificacdo do gene da proteina verde fluorescente (GFP) nos plasmideos

recombinantes por analise de restri¢ao

Apo6s o procedimento de transformacgdo bacteriana dos plasmideos
recombinantes p26, p53 e pFS foi realizado o crescimento celular bacteriano para cada
experimento. Inoculou-se uma colbnia bacteriana de cada clone recombinante,

resultante da transformagdo, em meio LB liquido durante 16 h. Foi realizado

40



posteriormente a extracdo do DNA plasmidial, utilizando-se o Kit llustra plasmid Prep
Mini Spin (GE Healthcare), seguindo suas especifica¢fes. Os plasmideos extraidos
foram analisados por digestdo dupla com enzimas Ndel e BamHI (New England
Biolabs) para a confirmacdo da presenca do inserto nos plasmideos descritos

anteriormente.

4.11.7 Transformacdo em E. coli DH5aF’IQ com o0s plasmideos recombinantes
p26G, p53G e pFSG

Para a expressdo do gene da GFP presente nos plasmideos recombinantes
p26G, p53G e pFSG foi necessério inicialmente inseri-los, por eletroporacdo, em
células eletrocompetentes para a expressdo. Foi utilizado a linhagem bacteriana

DH50F’IQ para expressdo dos plasmideos construidos.

4.12 Expressao da proteina recombinante

Os vetores construidos contendo o gene da GFP e denominados de p26G,
p53G e pFSG foram introduzidos em células de E. coli, linhagem DH50F’IQ por
eletroporacdo. ApoOs plagueamento, uma colbnia de cada sistema recombinante foi
inoculada em 5 mL de meio LB liquido, contendo 100 pg/mL de ampicilina, para
crescimento durante 16 horas. Apds o periodo de crescimento anteriormente
mencionado, foram aliquotados 1,5 mL de cada material e inoculado em 150 mL de
meio LB liquido, contendo 100 pug/mL de ampicilina.

Como padrdo de comparacdo, utilizou-se o clone recombinante
BL21(DE3)pLysS + pGS21aG, desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Tecnologia de DNA/CAM/UFAM, o qual utiliza o vetor comercial de expressdo
pGS2la ao qual foi inserido o gene da GFP, e aqui denominado de pGS2laG
(pGS21a+GFP).

Foram aliquotados 4 mL de cada experimento, de hora em hora, durante
as primeiras doze horas e posteriormente em 22h, 28h, 36h e 48h de crescimento, para a

realizacéo do ensaio de fluorescéncia.

41



.

o .,
— — .
//--.. o TN :
E:-‘—/// — —
A . - |
Uma colonia 19 |
isolada {3/ ‘

A =
/\7 1% do cultivo
o

Inéculo (:- >
372C — 150 rpm \——::-a
16h Indugdo, Absgqp,m= 0,7, 3h

3729C, 150 rpm, 48h

Figura 18 - Esquema ilustrando a metodologia de expressao

4.12.1 Obtencao dos extratos de proteinas, sollveis e insolaveis.

Para obtencdo dos extratos totais utilizou-se 1,5 mL de cada cultivo,
aliquotados em diferentes intervalos de tempo, conforme o experimento anteriormente
descrito. Estes materiais foram submetidos a centrifugagéo, 12.000 x g / 1 min / 4 °C.
Apos a formacdo do pellet, este foi ressuspendido em 1000 pl de tampédo TE (20 mM
Tris-HCI pH 7.5; EDTA 5mM), utilizando-se o vértex. Foram adicionados 10 pl de
lisozima (20mg/ml) e a mistura incubada durante 10 minutos a 20°C. A amostra foi
transferida ao gelo e submetida a trés ciclos ultrassom. Apds este procedimento foram
adicionados 4 pl de triton X-100 10% (v/v). As preparacfes foram centrifugadas a
12.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante corresponde a fracdo de proteinas
sollveis e o sedimento as insolGveis. Para analise das fracGes em gel de poliacrilamida
sob condi¢des desnaturantes, a fracdo sollvel foi coletada e estocada a -20 °C e a fracdo
insolavel foi ressuspendida em 400ul de tampéo TE e 4 pl de triton X- 100.
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4.13 Avaliacdo da Expressao

4.13.1 Espectroscopia de fluorescéncia

Para a medida da fluorescéncia, as amostras aliquotadas nos intervalos
descritos na secdo 4.11 foram aplicadas em microplacas de fundo preto e tampa
transparente. Para a leitura de cada aliquota foi preparada uma sextuplicata, aplicando-
se 250 pL por poco da microplaca.

Como controle, utilizou-se o clone recombinante de E. coli contendo o
plasmideo pUNA (DH50F’IQ + pUNA). As leituras obtidas do controle foram
descontadas dos valores obtidos dos demais experimentos.

A fluorescéncia foi medida utilizando o equipamento SPECTRAmax
GEMINI XS Spectrofluorometer, Molecular Devices. As amostras foram excitadas a
395nm e a leitura da emissdo foi feita a 509nm. O valor de fluorescéncia para cada

ponto amostrado foi tomado como a média de seis leituras.

4.13.2 Andlise da proteina recombinante em gel de SDS-PAGE

A proteina recombinante solGvel e insolivel foi analisada por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli
(1970). As amostras solGveis e insollveis da proteina recombinante foram
ressuspendidas em 20 pL de tampédo de amostra de eletroforese 1X para SDS-PAGE
(200 Mm Tris pH 6.8; 0.1% de azul de bromofenol p/v; 4% SDS v/v; B-mercaptoetanol;
20% glicerol v/v ) e as amostras foram fervidas em banho maria durante 5 minutos e
imediatamente incubadas em gelo até a aplicacdo no gel. As amostras foram aplicadas
em um sistema de gel concentrador de 5% e separador 15%. A eletroforese foi realizada
durante 2 horas a uma voltagem de 150 V. Apos a eletroforese as proteinas desnaturadas

foram coradas com a solugéo de Azul Brilhante de Coomassie.

4.13.3 Visualizagdo da proteina verde fluorescente sob luz ultravioleta

Para a visualizacdo direta da fluorescéncia da proteina verde fluorescente

foi utilizada uma lampada ultravioleta com emissdo em 365 nm. Em ambiente escuro, as
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colbnias recombinantes presentes nas placas de petri e os géis de proteina (nédo
desnaturante) foram excitados a 365nm, sendo a fluorescéncia emitida facilmente

detectada a olho nu.

4.13.4 Coloragéo de proteinas por Azul Brilhante de Coomassie G250

Apbs a eletroforese o gel foi incubado por 16h, em uma solucdo de
Coomassie blue coloidal que tem a capacidade de detectar proteinas e constituida de
0,1% de Coomassie G250 p/v, acido fosforico 2% v/v, sulfato de aménio 10% p/v e
metanol 20% v/v. Apds o periodo de incubacdo o gel foi imerso em &gua ultra pura para
perder o excesso de corante até atingir um contraste desejado para capturar a imagem

via scanner.

4.13.5 Microscopia de fluorescéncia

Apo6s 48h de crescimento em meio liquido, conforme descrito da na
secdo 4.12, uma aliquota de cada experimento foi levada ao microscépio 6ptico de
fluorescéncia para observacdo da distribuicdo da proteina verde fluorescente no

citoplasma bacteriano, assim como a morfologia de cada clone recombinante.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Eliminacédo do sitio de restricdo Ndel do vetor pUN

A figura 19a ilustra o perfil eletroforético do vetor pUN, com o intuito de
avaliar o peso molecular aproximado. Na primeira raia estd o marcador de peso
molecular e nas raias seguintes, uma duplicata da amostra do referido plasmideo. Pode-
se observar na segunda e terceira raia as duas formas plasmidiais, sendo a inferior a
superenovelada e a superior a circular relaxada.

Na figura 19b, o vetor pUN foi tratado com a enzima de restricdo Ndel.

A segunda raia refere-se ao controle e a terceira ao material submetido a digestdo
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enzimatica. Através da observacao da altura relativa das bandas, pode se confirmar que
o plasmideo foi linearizado, quando tratado com Ndel.

Vetor pUN

Vet
1Kb Am 2 Am 2 1Kb

pUN pUN+Ndel

Figura 19 — Perfil eletroforético do vetor pUN em gel de agarose 0,8%, revelacdo com
brometo de etideo. Figura (A) ilustra duas amostras em duplicata do vetor pUN. Figura

(B) ilustra a digestdo enzimética, utilizando Ndel, e consequente abertura do vetor
pUN.

Assim, o plasmideo linearizado foi tratado com T4 DNA polimerase para
formacgédo de extremidades abruptas e posteriormente incubado com T4 DNA ligase,
para tornar o vetor circular, conforme ilustrado na figura 20. Apo6s as modificacdes

anteriormente descritas no vetor, este passou a se denominar pUNA.
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l T4 DNA Ligase

Vetor pUNA

Figura 20 — llustracdo das etapas para destruicdo do sitio de Ndel no vetor pUN e
posterior circularizacdo do plasmideo modificado, o qual passou a se denominar pUNA.

Seis colonias foram selecionadas para a extragcdo plasmidial, conforme
ilustrado na figura 21. Nesta foto é possivel analisar o perfil eletroforético dos materiais

extraidos frente ao marcador molecular.

Colonias DH5aF 1Q Transformadas

Ladder l
1Kb
b | 2 3 4 5 6

Figura 21 — Perfil eletroforético dos plasmideos extraidos dos clones DH5aF’1Q),
transformadas com o vetor pUNA, utilizando kit Illustra GE® PCR DNA and Gel Band
Purification.

A. partir da andlise de trés clones tratados com a endonuclease Ndel, a
construcdo do vetor pUNA foi confirmada, conforme figura 22. Na segunda canaleta,
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colbnia 1, é possivel verificar que o sitio de Ndel ndo foi eliminado, porém, na quarta e
sexta canaleta, colbnias 2 e 3, pode-se verificar que houve destrui¢do parcial dos sitios
de Ndel, Nestas raias, a banda superior indica presenga do sitio de restricdo e a banda

inferior demonstra a eliminacéo.

Colonial Colonia 2 Colonia 3

R

(-) Ndel (-) Ndel (-) Ndel

Figura 22 — Perfil eletroforético dos plasmideos extraidos dos clones recombinantes
contendo o vetor pUNA, incubado com enzima de restricdo Ndel. O controle negativo é
representado por (-).

5.2 Insercédo do Polylinker A no Vetor pUNA

Para confirmacdo da insercdo do polylinker A no vetor pUNA, este foi
incubado com as respectivas endonucleases para 0s sitios projetados. ApoOs
transformac&o e crescimento bacteriano efetuou-se a purificagcdo plasmidial. Conforme
indicado na figura 23, a primeira raia trata-se do controle e as demais s&o os resultados
da digestdo do vetor pUNA com as enzimas Notl, Bglll, Pacl e EcoRV. E possivel
perceber que, em razdo da altura relativa das bandas frente ao controle, houve digestao
enzimatica e linearizacdo plasmidial, confirmando, desta forma, a insercdo do polylinker
A no vetor pUNA.
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pUNA pUNA pUNA pUNA pUNA
) Notl Bglll Pacl EcoRV

A

Figura 23 — Perfil eletroforético da digestdo enzimatica do vetor pUNA para
confirmacdo da insercdo do polylinker, utilizando as enzimas Notl, Bglll, Pacl e
EcoRV. O controle negativo é representado por (-). Gel de agarose 0,8%, brometo de
etidio 0,01%, 30 minutos de corrida, 100 V.

5.3 Digestdo e Purificacdo dos Cassetes de Expressao

Os cassetes de expressdo foram tratados conforme descrito na secéo
4.11.3. Através da analise da figura 24, evidencia-se a liberacdo de um fragmento com
aproximadamente 200pb, nas canaletas 2,3 e 4, que correspondem, respectivamente, aos
cassetes de expressao Jk26, Jk53 e JKFS.

Ladder pBSK pBSK pBSK
1KB Jk26 Jk53 JKFS

UGS

L — —— v

.

ol | B L

250 —

Figura 24 — Perfil eletroforético da digestdo dos vetores pBSK contendo os cassetes
JK26, JK53 e JKFS, utilizando Notl. O controle negativo é representado por (-). As setas
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indicam os fragmentos correspondem aos cassetes de expressdo. Gel de agarose 2%,
brometo de etidio 0,01%, 20 minutos de corrida, 100V.

5.4 Linearizacdo e Defosforilacdo do Vetor pUNA

O vetor pUNA foi incubado com Notl, para sua linearizacdo, de acordo
com as condicOes reacionais ilustradas na tabela 14, apéndice A. Apos digestdo
enzimatica e inativagdo térmica da enzima (65°C/15 min), pode-se observar na figura 25
que o vetor foi linearizado, haja vista o perfil de migracao plasmidial frente ao controle.

Ap0bs purificacdo da banda, o material foi tratado com a enzima SAP.

Figura 25 — Perfil eletroforético da digestdo do vetor pUNA, utilizando a enzima Notl. O
controle negativo é representado por (-). Gel de agarose 0,8%, brometo de etidio 0,01%,
40 minutos de corrida, 100V.

5.5 Ligacao dos Cassetes de Expressao no Vetor pUNA

Os cassetes de expressédo foram inseridos conforme descrito na secéo
4.11.3. Para confirmagéo da ligacdo, utilizando a enzima Notl, a figura 26 ilustra o
resultado da digestdo, para cada sistema de ligagdo. Os fragmentos indicados pelas setas
correspondem aos cassetes de expressdo, liberados ap6s a digestdo enzimatica, e desta

forma, confirmando a ligagao do inserto.
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1KB Jk26 JK53 JKFS Controle

e S

Figura 26 — Perfil eletroforético da digestdo dos vetores pUNA-JK26, pUNA-JK53 e
pUNA-JKFS, utilizando Notl, para confirmacdo da insercdo dos cassetes de expressao.
Gel de agarose 1%, brometo de etidio 0,01%, 40 minutos de corrida, 100 V.

A partir da ligacdo dos cassetes de expressdo no vetor pUNA, estes

vetores passaram a se denominar p26, p53 e pFS.

5.6 Digestao e Purificacdo da Sequéncia Codificadora da GFP

A figura 27 ilustra o perfil eletroforético da digestdo do vetor pBSK-GFP
frente ao seu respectivo controle. A primeira canaleta ilustra o marcador de peso
molecular, a segunda o vetor pBSK contendo a sequéncia codificadora da GFP e a
terceira o resultado da digestdo enzimatica do referido vetor, utilizando as enzimas Ndel
e BamHI. O fragmento de DNA indicado pela seta, resultado da digestdo enzimatica,
juntamente com a distancia relativa de migracdo eletroforética deste inserto frente ao
marcador molécular, confirma a liberacdo da sequencia codificadora da GFP, a qual

possui aproximadamente 720 pb.
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Ladder pPBSK-GFP
1KB

Figura 27 — Perfil eletroforético da digestdo do vetor pBSK-GFP contendo o gene da
GFP, utilizando Ndel e BamHI. O controle negativo é representado por (-). A seta
indica o fragmento correspondente ao gene da GFP. Gel de agarose 1%, brometo de
etidio 0,01%, 20 minutos de corrida, 100V.

Apos digestdo com as enzimas Ndel e BamHI e separacdo das bandas no
gel de agarose, o fragmento indicado pela seta foi purificado.

5.7 Introducéo da Sequéncia Codificadora da GFP nos Cassetes de Expressao

O resultado dos procedimentos realizados nas se¢fes 4.11.5 e 4.11.6 esta
ilustrado na figura 28, confirmando a ligacdo do gene da GFP aos vetores construidos.
As setas, ilustradas nas canaletas 3,4 e 5, indicam a liberacdo de um fragmento de
aproximadamente 750 pb, quando da dupla digestdo dos vetores p26G, p53G e pFSG
com as enzimas Ndel e BamHI. Resultado este, que confirma a proposta de construcéo

deste trabalho. A sequéncia codificadora da GFP possui aproximadamente 720 pb.
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Figura 28 — Perfil eletroforético da digestdo dupla dos vetores p26G, p53G e pFSG
utilizando Ndel e BamHI. O controle negativo € representado por (-). O inserto liberado
corresponde ao gene da GFP. Gel de agarose 0,8%, brometo de etidio 0,01%, 40
minutos de corrida, 100V.

A fim de ratificar os resultados anteriores, na figura 29 é possivel
confirmar a ligacdo do gene da GFP aos cassetes de expressao. Nesta figura pode-se
observar a liberacdo de um fragmento que corresponde ao conjunto cassete de expressao
+ sequéncia codificadora da GFP, o qual possui aproximadamente 900 pb. As setas
indicam a liberagdo de fragmentos de DNA, nas raias 2, 3 e 4, com pesos moleculares
proximos a 1000pb, que representam o resultado da digestdo dos vetores p26G, p53G e

pFSG com a enzima Notl.
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pFSG
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Figura 29 - Digestdo dos vetores p26G, p53G e pFSG utilizando Notl. O inserto
liberado corresponde ao conjunto cassete de expressdo + GFP. O controle negativo é
representado por (-). Gel de agarose 0,8%, brometo de etidio 0,01%, 40 minutos de
corrida, 100V

5.8 Mapa Fisico dos Plasmideos Recombinantes Construidos

Ao término das construcbes, os plasmideos p26G, p53G e pFSG
apresentam as configuracdes ilustradas nos mapas vetoriais da figura 30. O vetor p26G
representa 0s elementos basicos que sdo comuns aos demais, a diferenca estd na

sequéncia nucleotidica de cada promotor.
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Term. Transc.
Polylinker A

Figura 30 — Mapa fisico plasmidial para todos os vetores construidos, aqui representado
pelo vetor p26G.

5.9 Perfil de Crescimento Bacteriano e Expressao da GFP

Como padrdo de comparagdo, utilizou-se o clone recombinante
BL21(DE3)pLysS + pGS21aG, desenvolvido pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Tecnologia de DNA/CAM/UFAM, o qual utiliza o vetor comercial de expressdo
pGS2la ao qual foi inserido o gene da GFP, e aqui denominado de pGS21aG
(pGS21a+GFP).

A figura 31 ilustra os frascos de erlenmeyer ao final do experimento,

contendo os experimentos anteriormente descritos.
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DH5aF’IQ DH5aF'IQ DH5aF'IQ DHSaF'IQ  BL21(DE3)plysS
+ + + + +
pUN p26G p53G pFSG pGS21aG

Figura 31 — Frascos de erlenmeyer visualizados ao final do experimento, para cada
clone recombinante indicado. A — Luz visivel. B — Luz ultravioleta, 365nm.

Quando visualizados sob luz ultravioleta (365nm), os clones
recombinantes DHS50F’1Q+p26G e DHS5aF’IQ+p53G, visualmente, sdo 0s que

apresentam maior intensidade de fluorescéncia, quando comparados aos demais.
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Figura 32 — Curva de crescimento bacteriano e fluorescéncia em funcdo do tempo para o
clone recombinante DH5aF’IQ + pUNA. A coluna da esquerda representa a
fluorescéncia emitida em URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia). A coluna da direita
representa a densidade 6tica bacteriana (ODggo). (F) = Fluorescéncia.

A figura 32 ilustra o perfil do crescimento bacteriano do clone
recombinante DH5aF’IQ + pUNA, o qual foi utilizado como controle do experimento.
Durante o tempo de experimento a densidade ética varia de 0 a 2,9, enquanto que a
fluorescéncia emitida varia de aproximadamente 1100 a 1200 URF (Unidade Relativa
de Fluorescéncia).

Os valores de fluorescéncia obtidos para este controle foram tomados

como baseline e descontados dos valores obtidos para os demais experimentos.
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Figura 33 - Curva de crescimento bacteriano e fluorescéncia em fungéo do tempo para o
clone recombinante DH5aF’IQ + p26G. A coluna da esquerda representa a fluorescéncia
emitida em URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia). A coluna da direita representa a
densidade otica bacteriana (ODgqo). (F) = Fluorescéncia.

A figura 33 ilustra o perfil do crescimento bacteriano do clone
recombinante DH5aF’1Q + p26G. Durante o tempo de experimento a densidade dtica
varia de 0 a 3,7, enquanto que a fluorescéncia emitida varia de aproximadamente 800 a
62000 URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia).
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Figura 34 - Curva de crescimento bacteriano e fluorescéncia em funcéo do tempo para o
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clone recombinante DH5aF’1Q + p53G. A coluna da esquerda representa a fluorescéncia
emitida em URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia). A coluna da direita representa a
densidade 6tica bacteriana (ODgqo). (F) = Fluorescéncia.

A figura 34 ilustra o perfil do crescimento bacteriano do clone
recombinante DH5aF’1IQ + p53G. Durante o tempo de experimento a densidade dtica
varia de 0 a 3,5, enquanto que a fluorescéncia emitida varia de aproximadamente 860 a
56000 URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia).
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Figura 35 - Curva de crescimento bacteriano e fluorescéncia em funcdo do tempo para o
clone recombinante DH5aF’IQ + pFSG. A coluna da esquerda representa a
fluorescéncia emitida em URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia). A coluna da direita
representa a densidade Otica bacteriana (ODgoo). (F) = Fluorescéncia.

A figura 35 ilustra o perfil do crescimento bacteriano do clone
recombinante DH50F’1Q + pFSG. Durante o tempo de experimento a densidade Otica
varia de 0 a 3,3, enquanto que a fluorescéncia emitida varia de aproximadamente 870 a
20600 URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia).
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Figura 36 - Curva de crescimento bacteriano e fluorescéncia em funcdo do tempo para o
clone recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS21aG. A coluna da esquerda representa a
fluorescéncia emitida em URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia). A coluna da direita
representa a densidade Otica bacteriana (ODgqo). (F) = Fluorescéncia

A figura 36 ilustra o perfil do crescimento bacteriano do clone
recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS2laG. Durante o tempo de experimento a
densidade oOtica varia de 0,1 a 4,5, enquanto que a fluorescéncia emitida varia de
aproximadamente 114 a 17100 URF (Unidade Relativa de Fluorescéncia).
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Figura 37 - Curvas de fluorescéncias em funcdo do tempo dos clones recombinantes,
sobrepostas. A coluna da esquerda representa a fluorescéncia emitida em URF (Unidade
Relativa de Fluorescéncia). (F) = Fluorescéncia

A figura 37 ilustra o perfil de fluorescéncia emitida ao longo do tempo
para os clones recombinantes descritos anteriormente. De uma maneira geral, os clones
recombinates DH5aF’1Q + p26G ¢ DH50F’IQ + p53G apresentam uma fluorescéncia
trés vezes maior, ao final do experimento, do que os clones recombinantes DH5aF’1Q +
pFSG e BL21(DE3)pLysS + pGS21aG.
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Figura 38 - Curvas de crescimento bacteriano em funcdo do tempo dos clones
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recombinantes, sobrepostas. A coluna da direita representa a densidade 6tica bacteriana
(ODsoo).

A figura 38 descreve as curvas dos crescimentos bacterianos em funcéo
do tempo para os clones recombinantes em tela. Os dados foram obtidos através da
leitura da densidade oOtica, medida em 600nm. De acordo com o gréafico, o clone
recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS21aG apresenta a maior taxa de crescimento ao
longo do tempo e o clone recombinante DH5aF’1Q + pFSG apresenta a menor taxa de
crescimento, comparativamente.

Tendo em vista os dados publicados no trabalho de Miksch e
colaboradores, 2005, estudo o qual serviu de referéncia para a sequéncia das regides
promotoras desta dissertacdo, e considerando a mesma metodologia para 0 ensaio de
fluorescéncia, pode se observar algumas diferengas importantes, quando comparados 0s
resultados:

e Densidade dptica (ODgoo) — No trabalho de referéncia a ODggo
atinge o valor de 1,0 entre 4 e 5 horas. No presente trabalho, o
mesmo valor € observado entre 9 e 12 horas de crescimento
bacteriano, aproximadamente. Estes dados denotam um
crescimento lento.

e Emissdo de fluorescéncia — No trabalho de referéncia, nos
graficos apresentados, os valores de fluorescéncia se tornam
constantes entre 9 e 12 horas. No presente trabalho, os valores de
fluorescéncia comecam a atingir um platé apés 36 horas de

cultivo.

5.10 Analise da Expressédo Heterdloga da Proteina GFP em E.coli em Meio
Liquido

A expressdo da proteina recombinante verde fluorescente pode ser
observada na figura 39, a qual possui massa molecular de aproximadamente 26,8 kDa,
conforme o calculo tedrico de massa molecular a partir da sequéncia de 239 residuos de
aminoacidos do gene da GFP, o qual é de 26.867,22 Da. Além disso, 0 marcador de
peso molecular corrobora a massa molecular aproximada do produto de expressao. Na

mesma figura é possivel observar que o clone recombinante DH50F’1Q + pUNA, o qual
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é utilizado como controle, apresenta uma expressao basal de proteinas na regido de 28
kDa.

Ainda no mesmo gel, pode-se observar o perfil de expressao da proteina
verde fluorescente para os clones recombinantes desenvolvidos neste trabalho, em
diferentes tempos do experimento desenvolvido na secdo 5.11. A figura 40 ilustra o
mesmo gel, visualizado sob luz ultravioleta (365nm) previamente a coloracdo com o

azul de comassie.

5
Ladder DH5aFIQ

Fomentas ¥ DH5aFIQ + p26G DH5aF'IQ + p53G DH5aF'IQ +pFSG

sm1811 pU i A |
48h 4h 28h 48h 4h 28h 48h

4h 28h 48h

SIS cet— C— —
—_— -
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Figura 39 - Perfil eletroforético das proteinas produzidas pelos clones recombinantes
indicados em cada figura. Aliquotas dos tempos 4h, 28h e 48h de cada experimento.
Revelacdo com azul de comassie.
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Figura 40 - Perfil eletroforético das proteinas produzidas pelos clones recombinantes
indicados em cada figura. Aliquotas dos tempos 4h, 28h e 48h de experimento, para
cada experimento. Visualizac¢do sob luz ultravioleta, 365nm.
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As amostras do final do experimento, tempo 48h, foram comparadas
lado-a-lado para a avaliacdo do perfil eletroforético, figura 41. Para fins de comparagéo
utilizou-se o clone recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS21aG, o qual possui um

promotor forte (promotor T7).

BL21(DE3)
pLysS

BL21(DE3)
plysS
+

Ladder DH5aF’1Q DH5aF’IQ DH5aF’'IQ DH5aF’1Q
Fermentas + + + +
sm181l1 PUN p26G p53G pFSG

Ladder DH5aFIQ DH5aFIQ DHSaFIQ DH5aFIQ
Fermentas 22 + + +
sm1811 PUN p26G p53G pFSG

A s b

+
pGS21aG pGS21aG

e

Figura 41 - Perfil eletroforético das proteinas produzidas pelos clones recombinantes
indicados em cada figura, apos 48h de crescimento. A — Gel corado com azul de
comassie. B — Gel visualizado sob luz ultravioleta (365nm), previamente a coloracao
com o azul de comassie.

Pode-se observar que os clones recombinantes DH5aF’IQ + p26G e
DHS5aF’IQ + p53G sdo os que apresentam a maior quantidade de proteina expressa,
sendo que o clone que contém o vetor p26G expressa mais GFP que o p53G. O clone
recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS21aG apresenta uma boa expressdo proteica,
entretanto, quando se observa o produto da expressao sob luz ultravioleta fica evidente
que a formacdo do fluoroforo estd prejudicada, o qual é formado pelo rearranjo dos
aminoacidos Ser®-Tyr®®-Gly®’. Este resultado pode ser um reflexo do enovelamento

incorreto da proteina, durante sua expressao.
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Figura 42 - Perfil eletroforético das proteinas produzidas pelos clones recombinantes
indicados em cada figura, apds 48h de crescimento. A — Gel corado com azul de
comassie. B — Gel visualizado sob luz ultravioleta (365nm), previamente a coloracéo
com o azul de comassie.

Ap0s obtencdo dos extratos de proteinas, estes foram separadas em
fracdes soluveis e insolaveis, conforme ilustrado e descrito na figura 42. O gel em

guestdo contém as aliquotas do tempo final de cada experimento, tempo 48h.

Observa-se no mesmo gel que os clones recombinantes produzidos neste
trabalho, contendo os vetores p26G, p53G e pFSG, e o clone recombinante controle
apresentam uma banda na regido de aproximadamente 27 kDa, tanto na fracdo soltvel

como na insoluvel quando o gel é corado com o azul de coomassie. Entretanto, quando
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observa-se o0 gel sob luz ultravioleta, fica evidente que a correta formacéo do fluoréforo
na proteina verde fluorescente esté relacionada a fragdo proteica soltvel, enquanto que
mal pode-se observar fluorescéncia na fracdo insolGvel. Por outro lado, o clone
recombinante utilizado como controle, BL21(DE3)pLysS + pGS21aG, apresenta uma
fraca fluorescéncia na fracdo soltvel e praticamente nenhuma fluorescéncia na fracdo

insolUvel.

Em consonéncia com os demais dados anteriores, o clone recombinante
DH5aF’IQ + p26G ¢ o que apresenta maior intensidade de fluorescéncia na fracdo
solavel, seguido do clone recombinante DH5aF’1Q + p53G e por ultimo o DH5aF’IQ +
pFSG.

5.11 Microscopia de Fluorescéncia

Na figura 43 observa-se em A o0 clone recombinante DH50F’IQ +
pUNA, o qual foi utilizado como controle para este experimento, e em B o clone
recombinante DH5aF’IQ + p26G. Fica evidente que a distribuigdo da proteina verde
fluorescente encontra-se dispersa por todo o citoplasma. Ademais, o clone que possui 0
vetor p26G possui alteracdo de forma e alongamento citoplasmatico, quando comparado
ao controle.
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Figura 43 — Microfotografia ética e de fluorescéncia. Imagens obtidas utilizando lente
objetiva de 100X e oOleo de imersdo. A - Clone recombinante DH50F’IQ + pUNA
(controle), observado com fonte de luz branca. B — Clone recombinante DH5aF’1Q +
p26G, observado com fonte de luz ultravioleta e conjunto de filtros para visualizacéo da
fluorescéncia da GFP.
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A figura 44 compara a forma bacteriana e a distribuicdo da proteina
verde fluorescente no citoplasma do clone recombinante DH50F’IQ + p53G frente ao
clone recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS21aG, o qual utiliza um vetor comercial

que possui um promotor T7.

Figura 44 - Microscopia Optica de fluorescéncia. Imagens obtidas utilizando lente
objetiva de 100X e 6leo de imersédo, observadas com fonte de luz ultravioleta e conjunto
de filtros para visualizacdo da fluorescéncia da GFP. A - Clone recombinante
BL21(DE3)pLysS + pGS21aG. B — Clone recombinante DH5aF’1Q + pS3G.

Todos os clones recombinantes, a saber DH5aF’1Q + p26G, DH50F’1Q
+ p53G e DH50F’1Q + pFSG apresentaram alteragdo de forma, tornando-se muito mais

longos que o clone recombinante BL21(DE3)pLysS + pGS21aG.

Este fendmeno de plasticidade morfoldgica é também denominado de
filamentacdo. Este processo esta relacionado com a sobrevivéncia bacteriana quando
exposta a ambientes/situacbes estressantes. Especificamente, é o resultado do
crescimento bacteriano concomitante com a auséncia de divisdo celular, que resulta em
um organismo alongado que possui multiplas copias cromossomais. Geralmente, 0s
fatores que levam a filamentacdo incluem mudancas metabdlicas, dano ao DNA
e alteracdo na estequiometria dos componentes da divisdo celular (Justice, Hunstad et
al., 2008).

Ainda neste sentido, os vetores p26, p53 e pFS foram clonados com a
sequéncia codificadora da ACP (bp-Ketoacyl-ACP reductase), uma enzima da via dos

acidos graxos, do Plasmodium falciparum, agente causador da malaria (Karmodiya,
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Srivastav et al., 2005). Nesses experimentos também foram observados a filamentagéo
da E. coli, durante a expressdo da proteina recombinante. Desta maneira, pode-se
evidenciar que os vetores de expressao construidos neste trabalho possuem relacéo

direta com o processo de filamentacdo bacteriana.

Além disso, a filamentacdo pode ser decorrente de um desequilibrio
estequiométrico dos fatores de transcri¢do, especialmente o fator sigma S, que esta
sendo recrutado / demandado pelos promotores desenhados para os vetores de expressao
aqui desenvolvidos. Este desequilibrio do fator sigma S deve afetar a resposta ao

estresse geral e a regulacéo dos genes de fase estacionaria.

Esta plasticidade morfologica confere a bactéria maior capacidade de

armazenamento da proteina recombinante expressa.
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6

CONCLUSOES

Foi possivel validar experimentalmente todos os elementos que foram
desenhados in silico para a construcdo dos vetores de expressao
propostos neste trabalho.

Os promotores aqui descritos para fase estacionaria apresentaram uma
expresséo tardia em nossos experimentos.

Quando se analisa o perfil de crescimento bacteriano dos clones
recombinantes propostos neste trabalho frente ao controle e o padrédo
comercial, observa-se que os clones de E. coli contendo os plasmideos
desenvolvidos apresentam uma taxa de crescimento mais lenta.
Analisando o perfil de expressdo da proteina verde fluorescente ao
termino do experimento, descrito na secdo material e métodos, pode-se
concluir que os clones que possuem 0s vetores p26 e p53 expressam a
proteina recombinante com a formacdo correta do fluor6foro, em uma
proporcéo trés vezes maior que o padrdo comercial, o qual utiliza um
promotor forte (promotor T7).

Analisando o gel de proteinas revelado com o corante azul de coomassie,
pode-se concluir que os clones contendo o0s vetores p26 e p53
apresentam a maior quantidade de proteina recombinante expressa.
Quando estas proteinas, presentes no gel, sdo analisados sob luz
ultravioleta pode-se confirmar a correta formacéo dos fluoro6foros

O clone que possui o vetor comercial (pGS21a) apresenta uma expressao
proteica da GFP proporcionalmente inferior a quantidade expressa pelos
vetores p26 e p53, quando o gel de proteinas é corado com coomassie
blue. Entretanto, quando o mesmo gel é analisado sob luz ultravioleta,
percebe-se que a formacdo do fluor6foro estd prejudicada, sendo a
proporcéo de fluorescéncia ainda menor, quando comparada aos demais
vetores.

Ao analisar os clones recombinantes no microscopio de fluorescéncia,
observa-se que os clones que possuem o0s vetores p26, p53 e pFS
apresentam um alongamento (filamentagéo), resultando em um tamanho
celular muito maior que o controle e o clone recombinante que possui o
vetor pGS21a.
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8 APENDICE A

Tabela 09 — Descri¢do da rea¢do enzimética e condi¢fes reacionais para
avaliacdo da presenca do sitio de Ndel no vetor pUN.

Reacdo Enzimética

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUN (200ng) 2 uL

BSA 10X (1pg/ pL) luL

Ndel (20U/ pL) 1L 37°C 1 h 30 min
Tampéo NEB3 10X 1uL

H.0 5puL

Volume Total 10 pL

Tabela 10 — Descricdo da reacdo enzimatica e condi¢des reacionais para
eliminag&o do sitio de Ndel no vetor pUN.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUN (200ng) luL

Tampdo NEB2 10X 1uL

dNTP(S) 25mM 2 uL 12°C 0,5h
T4 DNA Pol 3U/ uL 1uL

H,0 5uL

Volume Total 10 pL

Tabela 11 — Descricdo da reacdo enzimatica e condicGes reacionais para
ligacdo das extremidades do vetor pUN, apds modificacGes.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUN (100ng) luL

T4 DNA Ligase (20U/uL) 0,5 uL

Tampao Ligase 10X 0,5 uL 16°C 16 h
H.O 3uL

Volume Total 5uL

Tabela 12 — Descricdo da reacdo enzimatica e condi¢des reacionais para insercdo

do polylinker A no vetor pUNA.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUNA (100 ng) luL

Polylinker A (1 ug) 3uL 16°C 16 h
T4 DNA Ligase (20U/ pL) 0,5 uL

Tampéo Ligase 10X 0,5uL




H,0 5 L

Volume Total 10 pL

Tabela 13 - Descri¢do da reacdo enzimatica e condic¢Bes reacionais para
digestdo dos cassetes de expressao sintetizados.
Reacdo Enzimatica ‘

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pBSK (400ng) 2 uL

BSA 10X (Llug/ pL) luL

Notl (10U/ pL) 1uL 37°C 2h
Tampdo NEB3 10X 1uL

H,0 5uL

Volume Total 10 pL

Tabela 14 - Descricdo da reacdo enzimatica e condicBes reacionais para
linearizagdo do vetor pUNA, utilizando a enzima Notl.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUNA (200ng) 2uL

BSA 10X (1ug/ pL) 1uL

Notl (10U/ pL) luL 37°C 2h
Tampdo NEB3 10X luL

H0 5uL

Volume Total 10 uL

Tabela 15 - Descricdo da reacdo enzimatica e condicdes reacionais para
defosforilacdo das extremidades 5° do vetor pUNA.

Reacao Enzimética

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUNA linear (100ng) 1L

SAP (1U/ L) 1puL

Tampao SAP 10X 2 uL 37°C 1h
H,O 16 uL

Volume Total 20 uL

Tabela 16 - Descricdo da reacdo enzimatica e condicdes reacionais para
insercdo do cassete de expressdo no vetor pUNA.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUNA linear (100ng) luL 16°C 16 h
Cassete de expressao (300ng) 3uL
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T4 DNA Ligase (20U/ uL) 1uL
Tampdo T4 10X 1yl
H,0 4uL
Volume Total 10 uL

Tabela 17 - Descri¢do da reacdo enzimatica e condic¢Bes reacionais para
avaliacdo da insercdo dos cassetes de expresséo.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pUNA+K7s (200ng) 2uL

BSA 10X (lug/ pL) luL

Notl (10U/ pL) luL 37°C 2h
Tampéo NEB3 10X luL

H,0 5uL

Volume Total 10 uL

Tabela 18 - Descricao da reacdo enzimatica e condicdes reacionais para
digestdo da sequéncia codificadora da GFP

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor pBSK-GFP (200ng) 2L

BSA 10X (Llug/uL) 1uL

Ndel (20U/pL) 1uL

BamHI (20U/uL) Tul 37°C 2h
Tampédo NEB4 10X 1L

H,0 4 uL

Volume Total 10 pL

Tabela 19 - Descricdo da reacdo enzimatica e condicBes reacionais para insercao

da sequéncia codificadora da GFP nos vetores p26, p53 e pFS.

Reacdo Enzimatica

Reagentes Volume Temperatura Tempo
Vetor p26/p53/pFS linear (100ng) 1uL

Gene da GFP (300ng) 3uL

T4 DNA Ligase (20U/HL) 1L 16°C 16 h
Tampdo T4 10X 1luL

H,0 4 uL

Volume Total 10 L
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