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Resumo

Lacerda-Alves J. Clonagem, expresséo e caracterizacdo de um inibidor de agregacéao
plaguetaria proveniente dos complexos salivares de sanguessugas Haementeria
depressa. [dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo; 2011.

Animais hematéfagos possuem em sua saliva substancias que permitem a fluidez do
sangue, para o sucesso de sua alimentacdo. Com isso, tém sido descritos diversos
componentes com atividades nos diferentes processos hemostéticos (coagulacao,
fibrindlise e agregacao plaqguetaria). O complexo salivar da sanguessuga Haementeria
depressa vem sendo estudado através de bioquimica classica e andlises transcriptémica
e protedbmica deste tecido determinaram o perfil dos transcritos e das proteinas
produzidas. Dentre os transcritos mais abundantes foram encontrados trés clones
(HO6A09, HOBA02 e LO2F02) que apresentaram 45%, 87% e 94% de similaridade ao
LAPP, um inibidor de agregacéo plaquetaria da sanguessuga Haementeria officinalli, A
producdo destes componentes pelo tecido foi confirmada pela anéalise protedmica. O
LAPP é um inibidor que age pela via do colageno e possui cerca de 13 kDa e pl de 4,0
e inibe a ligacdo da plagueta ao colageno tanto pelo epitopo do FVW quanto pelo
dominio a2B1. Assim, o objetivo do presente trabalho foi clonar, expressar e caracterizar
a proteina recombinante ativa a partir do clone HO6A09 para estudos de atividade desta
molécula. Para obter a proteina recombinante de interesse, inicialmente a clonagem do
transcrito foi realizada com sucesso em vetor pAE, porém, a expressao em sistema
procarioto apresentou alguns obstaculos ja que a molécula nao tinha atividade. Uma
nova estratégia foi proposta, sendo realizada clonagem em vetor pPIC9K e expressao
em sistema eucaridtico (leveduras Pichia pastoris - GS115). Apos a utilizacdo de
diferentes metodologias para estabelecimento das melhores condi¢cdes para expressao
neste sistema, foi eleito o protocolo onde a proteina recombinante era expressa a 28 °C,
sob agitagdo de 260 rpm, e indugdo por 0,5% de Metanol a cada 24h, durante 72h de
expressao. A molécula recombinante expressa e secretada foi submetida a diferentes
metodologias para purificacdo, assim, determinou-se que a estratégia utilizada que
melhor isolou a proteina foi a submissdo do sobrenadante da expressdo a didlise e
concentracdo em sistema de ultrafiltracdo (Amicon 5 kDa — Millipore) seguida de uma
cromatografia de gel filtracdo em Superdex 75 (GE), sistema FPLC, com coleta
fracionada. Ensaios de agregacdo plaquetaria confirmaram a atividade inibitéria da
proteina recombinante tanto em sangue total como em PRP (plasma rico em plaqueta) e
plagueta lavada, especificamente quando o agonista era o colageno, apresentando IC50
para PRP e plagueta lavada de 20 e 712 ng, respectivamente. Ensaios por citometria de
fluxo indicaram que a proteina recombinante, diferente do LAPP, age na inibicdo da
agregacdo plaquetaria induzida por colageno, pela ligagdo a subunidade Iba do
complexo GPIb-1X-V, complexo este que usa o FVW como ponte entre a plaqueta e o
colageno, firmando assim a interagdo da plagueta ao subendotélio e posterior
agregacao. Desta forma, o presente trabalho caracteriza o primeiro inibidor
recombinante de agregacdo plaquetaria pela via do colageno proveniente de
sanguessugas Haementeria depressa, e comprova que apesar de apresentar 45% de
similaridade estrutural ao LAPP é um inibidor com caracteristicas funcionais diferentes,
e com grande potencial a ser estudado.

Palavras chave: Inibidor agregacdo plaquetaria. Sanguessuga. Expressdo em Pichia
pastoris. Proteina recombinante.



Abstract

Lacerda-Alves J. Cloning, expression and characterization of a platelet aggregation
inhibitor from Haementeria depressa leech salivary complexes. [Masters thesis
(Biotechnology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo; 2011.

Hematophagous animals have in their saliva substances that maintain the blood fluidity
to the success of their feeding. Therefore, components have been described by their
activities in the hemostatic processes (coagulation, fibrinolysis and platelet
aggregation).The salivary complex of Haementaria depressa leech has been studied by
classical biochemical and transcriptomic and proteomic analysis of this tissue determined
the profile of transcripts and proteins produced by it. Among the most abundant
transcripts were found three clones (HO6A09, HO6A02 e LO2F02) that showed 45%, 87%
e 94% of similarity to LAPP, an inhibitor of platelet aggregation from Haementeria
officinallis, the components production was confirmed by proteomic analysis. LAPP is a
inhibitor that acts by collagen pathway and has around 13 kDa and pl of 4.0, and inhibits
the binding of platelet to collagen by both the epitope domain of VWF as the a2p1.
Thereby, the aim of this study was to clone, express and characterize the active
recombinant protein from the clone HO6A09 for studies of activity of this molecule. To
obtain the recombinant protein initially cloning of transcript was successfully performed in
pAE vector, however, the protein expressed in prokaryotic system presented some
obstacles not presenting activity. A new strategy was proposed, being held in pPIC9K
vector and expression in eukaryotic system - yeast Pichia pastoris (GS115). After using
different methodologies to establish the best conditions for expression in this system,
was elected the protocol that the recombinant protein was expressed in 28 °C, under
agitation of 260 rpm, and 0.5% methanol induction every 24 hours during 72 hours of
expression. The recombinant molecule was expressed in soluble portion and was
subjected to differents methods for purification, so it was determined that the best
strategy to isolation of the protein was the concentration and dialysis of the expression
supernatant by ultrafiltration system (Amicon 5 kDa — Millipore) followed by gel filtration
chromatography on Superdex 75 (GE), using FPLC system. Tests confirmed the platelet
aggregation inhibitory activity of the recombinant protein in whole blood, PRP (platelet
rich plasma) and in washed platelets, specifically when the agonist was collagen, with
IC50 to PRP and washed platelet of 20 and 712 ng, respectively. Assays by flow
cytometry indicated that the recombinant protein, different from LAPP, acts to inhibit
platelet aggregation induced by collagen, by the binding to the Iba subunit of the GPIb-
IX-V complex, this complex uses the VWF as a bridge between the platelet and collagen,
thus firming the interaction of the subendothelium and subsequent platelet aggregation.
Thus, this study characterized the first recombinant inhibitor of platelet aggregation
through collagen pathway from Haementeria depressa leeches, and proves that despite
having 45% structural similarity to the LAPP is an inhibitor with different functional
characteristics, and with great potential to be studied.

Keywords: Platelet aggregation inhibitor. Leeches. Pichia pastoris expression.
Recombinant protein
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IPTG Isopropiltio-B-D-galactosideo

kDa Kilo Dalton

LAPP Leech Antiplatelet protein precursor

LMW Low molecular weight

pb Pares de Base

PCR Reacao da Polimerase em Cadeia

PE Ficoeritrina

pH Potencial hidrogenidnico

pl Ponto Isoelétrico

PPP Plasma pobre em plaquetas

PRP Plasma rico em plaquetas

SDS Sodium Duodecyl Sulfate

SDS-PAGE Sodium Duodecyl Sulfate — Polyacrilamide Gel Eletrophoresis
SFB Soro Fetal Bovino

TAE Tris, acetato, EDTA

TFA Acido trifluoroacético

TBS Salina Tris-tamponada

TBS-T Salina Tris-tamponada com tween
uv Ultravioleta

\Y Volts
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1 INTRODUCAO

1.1 Hemostasia

O processo de hemostasia € definido como um conjunto de mecanismos
fisiolégicos e bioquimicos utilizados pelo organismo para manter o sangue fluido no
interior dos vasos, impedindo a formacao de trombos e desencadeando uma série
de reacdes que resultam no fechamento de lesdes na parede vascular, impedindo
uma hemorragia e promovendo a manutencdo de um equilibrio (Gallin e Snyderman,
1999; Verrastro, 1999; Cotran; 2000). Os vertebrados possuem mecanismos
eficientes para evitar a perda de sangue provocada pela lesdo vascular. Os
principais mecanismos utilizados para o controle da hemostasia no individuo séo a
vasoconstriccdo local, adesdo de plaguetas ao subendotélio, formacdo de
agregados plaquetarios, coagulacao e fibrindlise (Vermylen, 1978; Garcia-Navarro,
2005).

No caso de injuria do vaso sanguineo, um tampao é formado sobre a
superficie danificada do endotélio vascular, a hemostasia primaria é realizada por
uma combinacdo dos processos de vasoconstriccdo, adesdo e agregacao
plaguetéaria, ativando os fatores de coagulacdo presentes no plasma na forma de
zimogénios, que convertem o proximo precursor na sua forma ativa (Mann, 1999).
Esse processo mantém a integridade do sistema circulatério, minimizando a perda
sanguinea, mantendo o equilibrio e promovendo a restauracdo da arquitetura normal
do vaso (Adams et al., 2007).

Na hemostasia priméaria ap0s a lesdo endotelial a matriz colagena e as
proteinas subendoteliais ficam expostas, nesse local os receptores de membrana
das plaquetas se ligam, resultando na adesado plaquetéaria, tendo como principal
componente para a ligacdo o Fator Von Willebrand (FvW). Multiplos agonistas séo
gerados nesse momento, eles induzem a ativacdo plaquetéria, ocasionando
alteracdes nos receptores da glicoproteina (GP) llb/llla e levando a um estado de
receptividade a ligacdo do fibrinogénio. Nessa fase, as plaquetas se encontram
definitivamente ativadas. Em seguida, inicia-se 0 processo de agregacao
plaguetaria, com a ligagdo multipla e cruzada do fibrinogénio aos receptores GP
lIb/llla (Figura 1) (Kossler, 2009).
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Plaguetas na Hemostasia
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Figura 1. Papel das plaguetas no processo hemostatico. Adeséo, ativagdo e agregacao
plaquetaria
Fonte: Kumar e Hermann, 1997, adaptado.

O que hoje chamamos de hemostasia secundaria foi proposto no ano de 1960
como o conhecido modelo da cascata da coagulacdo didaticamente representada
por duas vias, a extrinseca (rdpida) e a intrinseca (lenta). Hoje, porém, ja se tem
conhecimento que as duas vias nao funcionam independentemente e em paralelo,
como se imaginava (Hoffman e Monroe, 2007). O novo modelo do processo de
coagulacdo esta dividido em trés fases: iniciagdo, propagacdo e formacdo do

coagulo (Figura 2).
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de Fibrina
wawiniombossaivercom Refrago =ej Fragmentos de Fibrina
Fase de Iniciaggdo =~ Fase de Propagacgao I Formag&o do Codagulo ]

Figura 2. Representacdo esquematica da coagulacdo sanguinea. Papel das plaguetas no processo
hemostatico.
Fonte: Adaptado de Bayer Shering Pharma AG, 2008.
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A fase de iniciagdo se da apds o dano vascular, onde as células liberam o
Fator Tecidual (FT) e este se complexa com o Fator VIl (FVII) ativando-o, seguido da
ativacdo de outros fatores. O complexo TF - FVlla, na presenca de calcio, ativa os
FIX e FX (Broze, 1995). O FXIl € entdo ativado pela calicreina e converte o FXI em
FXla. A resposta do ativador do FXI da inicio a formagdo do complexo-tenase, que
consiste dos FIXa, FVllla e fosfolipideos, que por sua vez promove a ativacdo do FX
em FXa. O complexo protrombinase ativado (que envolve o FXa e co-fatores) é
responsavel durante a fase de propagacdo, pela conversdo de protrombina na
enzima multifuncional trombina (Hoffman e Monroe, 2007).

A trombina faz a conversdo do fibrinogénio (proteina soluvel) em fibrina
(estruturas insolaveis). O FXIII ativado pela trombina estabiliza o coagulo ao se ligar
a fibrina que capta e retém componentes celulares do coagulo (plaguetas e/ ou
glébulos vermelhos (Colman et al., 2006).

Para equilibrio da hemostasia a dissolu¢do do coagulo de fibrina é acarretada
pelo processo denominado fibrindlise. O plasminogénio plasmatico é o precursor da
plasmina, essa conversdao é feita pela liberacdo do ativador tecidual de
plasminogénio (t-PA) presente no endotélio. No processo fibrinolitico, a plasmina,
tem acdo proteolitica capaz de clivar véarios fatores de coagulacdo, inclusive o
fibrinogénio. A atividade proteolitica da plasmina sobre a fibrina ou fibrinogénio leva

a dissolucéo do coagulo (Colman et al., 2006).

1.2 Plaquetas e glicoproteinas de membrana

As plaquetas sédo fragmentos citoplasmaticos anucleados em forma discoéide
presentes no sangue, produzidos a partir de megacariocitos na medula 6ssea. Das
plaguetas presentes no organismo, 70% sao encontradas circulantes no sistema
sanguineo e os outros 30% encontram-se no baco. Apds aproximadamente dez dias
na circulacdo sanguinea, as plaquetas séo retiradas pelas células reticuloendoteliais
do baco e do figado (Schulze e Shivdasani, 2005).

As plaquetas possuem uma estrutura discoide complexa, sendo divididas em

quatro zonas (Figura 3).
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Figura 3. Plaqueta: Zonas e principais estruturas.
Fonte: Castro et al., 2006

A) Zona Periférica: esta zona compreende as membranas internas e
externas, que sao ricas em glicoproteinas que agem como alvos para a reacdo de
adesdo e receptores desencadeando a agregacao plaquetéria, e os fosfolipidios
utiizados como substratos para a producdo de acido araquidénico e
consequentemente de tromboxano A2 (TXA2) que € um potente agonista da
agregacdao plaquetéaria. Esta presente também na zona periférica o sistema canicular
aberto (SCA), onde através dele ocorrem as trocas de moléculas com o meio
externo, incluindo a significativa liberacdo de moléculas apés a ativacao plaquetéaria
(Hartwig, 2002).

B) Zona Sol-Gel: se encontra abaixo da zona periférica € composta pelo
citoesqueleto, que sustenta a forma discoide da plaqueta e que no evento de
ativacdo plaquetaria parece orientar a centralizacdo dos granulos para a liberacédo
pelo sistema canicular, e pelo sistema contratil, que sob ativacdo orienta a mudanca
da forma discoide, prolongamento dos pseuddpodes, contracdo interna e liberacao
dos constituintes granulares (Hartwig, 2002).

C) Zona de organelas: constituida pelos granulos alfa, granulos densos e
componentes celulares. Os granulos alfa contém proteinas adesivas, como fator de
Von Willebrand (FVW), trombospondina, vitronectina, fator de crescimento derivado

de plaquetas, fator IV plaquetério, fatores da coagulagéo (ex: fator Xl) e inibidor do
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ativador plasminogénio. Os granulos densos contém trifosfato de adenosina (ATP),
difosfato de adenosina (ADP), serotonina, calcio e componentes celulares, tais como
lisossomos e mitocondria, que além de conter ATP e ADP também participam dos
processos metabdlicos da plaqueta e armazenam enzimas e outras moléculas
criticas para a fungéo plaquetéria (Hartwig, 2002; Flaumenhaft, 2003).

D) Sistema membranar: inclui o sistema tubular denso, onde se encontra o
calcio utilizado para desencadear 0s eventos contrateis e os sistemas enzimaticos,
envolvidos na producao de sintese de prostaglandinas (Hartwig, 2002).

As plaquetas tém um papel fundamental no controle na hemostasia, elas
participam do processo hemostatico aderindo-se a superficie subendotelial exposta
por meio da ligacdo das glicoproteinas da sua membrana, tendo como participante
indispensavel uma proteina plasmatica, o FYW, entre outros receptores, secretando
constituintes indispensaveis a hemostasia e formando um agregado plaquetario
como pode ser visualizado na figura 4 (Jackson et al., 2000; Castro et al., 2006).

: Vasoconstriccao Adesao
'\ N PA‘"?!.‘ .‘h}. .\. -
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Figura 4. Participacdo das plaguetas no processo de hemostasia durante a formacdo do tampao.
(A) processo de injuria (lesao) com exposi¢do de agonistas plaquetarios; (B) adesdo das
plaguetas ao subendotélio; (C) mudanca de forma da plaqueta com secre¢do dos
granulos; (D) ligacdo plaqueta/plaqueta; (E) deposito da fibrina sobre o tampao
plagquetério.

Fonte: Castro et al., 2006.

A camada mais externa da plaqueta, o glicocélice, é rica em glicoproteinas,
contendo mais de 100 proteinas que sdo responsaveis pelo controle da funcéo

plagquetaria incluindo ativacdo plaquetaria, adesividade, sinalizacdo inter e
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intracelular e agregacao para adsor¢cdo e concentracdo dos fatores plasmaticos,
acelerando a coagulagdo, resultando na formacdo de fibrina responsavel pela
hemostasia secundaria, que reforcara o tampao plaquetario (Valentin e Newman,
1994; Castro et al., 2006).

Na década de 70 definiu-se a existéncia de trés glicoproteinas na membrana
plaguetaria denominadas GP 1, Il e Ill (Phillips, 1972; Nachman e Ferris, 1972,
Nurden e Caen, 1975), em ordem decrescente de massa molecular, utilizando
técnicas de baixo poder de resolucdo. Posteriormente, com técnicas mais
avancadas, outras glicoproteinas foram descritas (Nurden, 1994).

De forma geral as glicoproteinas da membrana plaquetaria pertencem a cinco
familias distintas: glicoproteinas ricas em leucinas, familia das integrinas, familia das
imunoglobulinas; familia das selectinas e a familia dos receptores com dominios
transmembranicos (Nurden, 1994).

A familia das integrinas compreende o0s receptores conhecidos como
antigenos VLA (very late antigens) e os receptores de citoadesdo que incluem o
complexo llb/llla e o receptor para vitronectina (VnR) (Tabela 1). Esses antigenos
foram descritos inicialmente em linfocitos T (Hemler et al., 1985; Arnaout, 1990). As
plaguetas contém os VLA-2, VLA-5 e VLA-6 (Hemler et al., 1988).

Tabela 1 - Receptores de adesédo plaquetaria humana.

Receptores glicoprotéicos Subunidades CD

GP lIb/llla GP IIb/ (a2b)  CD41
GPllla (B3) CD61
GPla/lla (a21) GPla (a2) CD49b
GPlla (B1) CD29
GPIb/IXIV GPlba CD42b
GPIb CD42¢c
GPIX CD42a
GPV cb42d
GPVI GPVI -

GPIV GPIV CD36
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O complexo glicoproteico Ib-1X-V pertence a familia de glicoproteinas ricas em
leucinas e € o receptor responsavel pela adesdo das plaguetas ndo ativadas ao
FVW, ligado ao subendotélio dos vasos lesados. Este complexo é formado por 4
cadeias: GPlba (CD42b, 150 kDa) e GPIbB (CD42c, 27 kDa) ligadas por ponte
dissulfeto; GPIX (CD42a, 22 kDa) ligada por interagdo n&o covalente forte ao
heterodimero GPIb na razdo 1:1 e a GPV (CD42d, 82 kDa) ligada por interacdo nao
covalente fraca ao heterodimero GPIb na razdo 1.2 (GPV: GPIb), como pode ser
visualizado na Figura 5. Todas as cadeias do complexo GPIlb-IX-V possuem
repeticdes ricas em leucinas (Ruggeri, 1991; Roth, 1991; Kobe e Deisenhofer, 1994,
Clemetson e Clemetson, 1995; Andrews et al., 1997; Lopez et al., 1998; Bernedt et
al., 2001; Ware e Ruggeri, 2001).
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! Y |
i
| ] 1

\ :'..!'..

| i1 [
& \

i 45 kDa | Sitio de ligacdo
! para o Fv\W
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Citoesqueleto
ABP-2B0

Figura 5. Esquema do complexo GPIb-IX-V indicando a interacdo das subunidades na formacéo do
complexo
Fonte: Adaptado de Ware e Ruggeri, 2001.

A integrina a2p1 (GP la/lla, VLA-2, representadas pelos anticorpos CD49b e
CD29, respectivamente) € um receptor universal para o colageno tipo | e esta
presentes em leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais e células carcinomatosas

(Pischel et al., 1988). Colageno dos tipos I, Ill, IV, V, VIe laminina também se


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ware%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ruggeri%20ZM%22%5BAuthor%5D
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ligam a este receptor de maneira dose-dependente. Este complexo se liga ao
colageno fibrilar desencadeando a ativacdo e secrecdo plaquetéaria. Essa integrina é
um heterodimero formado por uma subunidade o que possui 0 dominio I, que possui
homologia com o dominio A do FVYW e com proteinas da matriz cartilaginosa,
sugerindo sua associacdo com a ligacdo ao colageno (Roth, 1991; Kamata et al.,
1994). A expresséao desta integrina em relagcéo as outras varia em até uma ordem de
magnitude, correlacionada positivamente com a rapidez na fase inicial da adesao
das plaquetas ao colageno e mesmo em estado de baixa afinidade é capaz de
mediar a adesao plaquetéaria ao colageno (Ruggeri e Mendolicchio, 2007).

A Glicoproteina lllb, também conhecida por GPIV (CD36), € a principal
proteina encontrada na membrana plaquetaria, representando entre 10-15% das
proteinas totais. E expressa por diversos tipos celulares como megacariocitos,
mondacitos, reticuldcitos, eritrocitos fetais e células endoteliais microvasculares. Esta
glicoproteina medeia a interacdo da plaqueta com colageno, porém, foi descrito que
células deficientes dessa glicoproteina tiveram a mesma capacidade de ligacdo com
colageno e trombospondina (Sugiyama et al.,1987; Nieswandt e Watson, 2003).

A Glicoproteina VI é expressa apenas em plaquetas e megacariocitos descrita
como um receptor plaquetario para o colageno. Faz parte da superfamilia das
imunoglobulinas que contem dois dominios C2 tipo imunoglobulina. Esta
glicoproteina é considerada indispensavel para a interagdo do colageno com as
plaguetas e sugere-se que esteja ativa somente com colageno fibrilar e ndo com
colageno solavel (Moroi et al., 1989). A interacdo da GPVI com o colageno durante
a adesao plaquetéaria leva a uma cascata que culmina com o aumento do calcio
citoplasmatico e a consequente mudanca do citoesqueleto, que, por sua vez, leva a
mudanca conformacional do complexo GPIIb/Illa (Surin, 2008).

O complexo GPIIb/llla (também conhecido como allbf3) € um heterodimero
formado pelas unidades oy (GPlIb - CD41b) e B3 (GPllla — CD61) das integrinas.
Estas subunidades séo sintetizadas de forma separadas e sdo complexadas no
interior do reticulo endoplasmatico. A ativacdo plaquetaria causa uma mudanca
conformacional nesse complexo, tornando-o apto a se ligar a diferentes compostos,
como o fibrinogénio, o FVW, a fibronectina, e o vitronectina. Funcionando, assim,

como receptor dependente de ativagdo que reconhece determinadas sequéncias de
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aminoacidos que apresentam propriedades adesivas encontrado em numerosas
proteinas adesivas (Phillips et al., 1988).

A P-selectina (CD62P) € um membro da familia das selectinas € uma
glicoproteina de membrana encontrada tanto nos granulos alfa das plaquetas como
nos corpusculos de Weibel-Palade das células endoteliais. Essas moléculas contém
um dominio N-terminal semelhantes a lectina, um dominio semelhante ao fator de
crescimento epidérmico, um numero variavel de repeticbes de consenso de uma
sequéncia encontrada nas proteinas reguladoras do sistema complemento, um
dominio transmembrana e uma curta cauda citoplasméatica. Ap6s a ativacéo celular
por agonistas, como a trombina, histamina e ionoforo de célcio, a P-selectina é
rapidamente redistribuida para a superficie celular, ligando-se a estruturas
expressas nos neutréfilos e mondcitos por meio de um mecanismo dependente de
calcio, semelhante ao da lectina. Assim, a P-selectina medeia as interacdes entre
plagueta-plaqueta, plaqueta-subendotélio e com leucdcitos (Blann e Lip, 1997,
Michelson e Furman, 1999; Venturinelli et al., 2006).

A ativacdo e agregacao plaquetaria ndo ocorre em condi¢cdes normais nos
vasos sanguineos. Porém, diante de uma lesdo na parede vascular, ha exposicdo do
tecido subendotelial, e consegientemente dos ligantes fibronectina, laminina,
coldgeno e FYW que entram em contato com o0 sangue e fatores que impedem a
ativacdo plaquetaria, como Oxido Nitrico (NO) e prostaglandinas (PGI2), deixam de
ser produzidos (Jackson et al., 2000).

O modelo de adesao sugere que esta ocorra pela interacdo das plaquetas
circulantes ao FVW ligado ao colageno e através da glicoproteina GPIb-IX-V. A
estabilizacdo do processo é mediada pelo FVW, glicoproteina adesiva que permite
as plaquetas manterem-se aderidas a parede vascular mesmo sujeitas a forgas
contrarias do limem vascular. O FYW forma uma ponte entre as fibras de colageno
da parede vascular e receptores situados nas glicoproteinas GPIb-1X-V. Seguido de
sua ligacdo por meio do complexo GPIb-1X-V, a plaqueta se liga ao colageno por
meio da integrina a2B1, firmando assim, a adesdo. Apos a estabilizacdo da adeséo,
a glicoproteina GPVI interage com o colageno, realizando assim a mediacdo da
adesdo, e inicia a ativacdo e agregacdo plaquetaria com as superficies
trombogénicas (Hickey et al., 1989; Ruggeri, 1991; Sixma et al., 1997; Barnes et al.,
1998; Santoro, 1999).
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Como mencionado o colageno ligado ao FvW interage com as plaquetas
através do complexo GPIb-1X-V e a integrina a231, porém, isso ocorre de diferentes
formas dependendo da tensdo de cisalhamento. Em alta tensdo de cisalhamento
ocorre a interacdo ao colageno - FvW atravésdo complexo GPIb-I1X-V e,
posteriormente, € ativado pela ligacdo ao GPVI sob fluxo. Por outro lado, em
condi¢gdes de baixo cisalhamento a ligagdo ocorre pela integrina a231 seguida pela
ligacdo ao receptor GPVI, e ativacdo. GPIV e GPIb-IX-V podem se ligar ao colageno
sem prévia ativacdo, enquanto albB3 e a2B1 requerem algum nivel de ativacao
antes de expor os sitios de ligagdo ao FVYW e colageno (Surin, 2008).

O evento de ativacdo leva as plaquetas a mudancas significativas em sua
forma. Ocorre a ativagao da integrina allbf3 que permite a interacdo plaqueta-
plaqueta pela ligacédo do fibrinogénio com as integrinas allbp3 ativadas, sinalizando
para a formacdo de agregados mais estaveis que formam o tampéao plaquetario no
local da ruptura do vaso. A membrana também produz pseuddpodes alongados que
tornam as plaquetas extremamente adesivas. Liberam agonistas secundarios como
ADP, TXA2, serotonina, proteinas envolvidas na adesdo como fibrinogénio e P-
selectina, ap0s sua ativacdo. O evento seguinte é a adesao de novas plaquetas ao
local da injaria seguido da agregacdo. A acdo das plaquetas, juntamente com a
ativacdo da cascata de coagulacdo e conseqientemente formacdo do coagulo de
fibrina, € responsavel por cessar a hemorragia (Schimitz et al., 1998; Kamiguti,
2005).

1.3 Plaquetas e doencgas tromboemboliticas

As plaquetas desempenham um papel importante nas doencgas
tromboembdlicas e a terapia antiplaquetaria assim continua a ser crucial no
tratamento e profilaxia. Embora a formagcdo do tampéao controlada seja necessaria
para a prevencao da perda excessiva de sangue e para promover a cicatrizacao de
feridas, véarias condi¢cbes patoldégicas podem resultar na formagdo de trombos
oclusivos levando a complicacfes clinicas graves, incluindo infarto do miocardio e
acidente vascular cerebral isquémico (De Meyer et al., 2008).

Esta bem estabelecido que a formacdo de trombo rico em plaquetas
desempenha um papel importante no aparecimento e progressao da hipertenséo



29

arterial e disturbios trombaticos e, portanto, que a terapia antiplaquetéaria é a base do
tratamento e profilaxia. Considerando o processo normal das plaquetas na
hemostasia, onde estas formam agregado sobre a lesdo no vaso sanguineo, ocorre
a adesado de plaquetas na superficie do endotélio em lesbes, quando ocorre a
ruptura das placas ateroscleroticas, este evento também pode conduzir a formagao
de um tampéo plaquetério oclusivo. Além disso, o papel fisiopatologico de plaquetas

na aterosclerose esta bem estabelecido (Langer e Gawaz, 2008).

1.4 Drogas que interferem na atividade plaquetéaria

As vias de adesao plaquetaria vinculadas ao coladgeno podem ser importantes
para o desenvolvimento de farmacos antiagregantes plaguetarios, especialmente
devido ao baixo numero de possiveis interacdes por essa via ja descritas (De Meyer
et al., 2008).

Além disso, a necessidade especifica da interacdo GPIb-IX-V - FYW em
condicBes de alto cisalhamento pode fazer do sistema arterial um alvo sem interferir
no sistema venoso, 0 que provavelmente reduz riscos de problemas com
sangramento, sendo este o efeito colateral mais importante no momento de uso da
drogas antiagregantes. (Vanhoorelbeke et al., 2003)

Observando a ultima década, nota-se que houve um grande progresso no
desenvolvimento de drogas antitromboéticas, que podem ser classificadas em 3
categorias principais: anticoagulantes, antiplaquetérios e tromboliticos. O aumento
no entendimento do processo trombolitico e desordens vasculares ajudaram os
pesquisadores a apontar caminhos singulares envolvendo sistemas de coagulagéo,
trombolitico, fibrinolitico além dos sistemas envolvendo integrinas. Tradicionalmente
Aspirina e a Heparina nédo fracionada sdo usadas em casos de infarto do miocardio.
No entanto, novos agentes antiplaquetarios tais como, Clopidogrel, inibidores de
glicoproteina llb/llla, Heparina de baixa massa molecular, além de inibidores de
trombina e varios outros agentes tém sido introduzidos na clinica (Chakrabarti e Das,
2007).

Hoje drogas antiplaquetarias como a aspirina, Tienopiridinas e Clopidrogel
sao utilizadas na prevencao de eventos vasculares em pacientes. Essas drogas
diminuem a agregacdo plaquetéria por vias diferentes, a Aspirina inibe a formacgéo
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do tromboxano A2, e a Tienopiridina inibe um receptor de ADP (P2Y12) (Drouet et
al., 2010).

Drogas que interferem na adesdo de plaquetas teriam a vantagem adicional
de reduzir a ativacdo plaquetaria e a secrecdo de outros fatores, que podem ser
benéficas na prevencdo da constricdo. Varios antagonistas de adeséo de plaquetas
tém sido descritos, bloqueando a funcdo de um GPIlb, GPVI ou a integrina o231,
fortemente envolvidos na adesao (Vanhoorelbeke et al., 2003).

A aterosclerose é um exemplo de doenca ligada diretamente com a plaqueta,
pois esta afeta a circulagdo coronaria, cerebral e periférica onde ocorrem processos
inflamatorios em grande parte pelo acumulo de lipidios. Sendo a plagueta um
mediador fundamental ndo sé da coagulacdo, mais também de varias respostas
como a endotelial, imunoldgica e tromboética, é considerada assim uma pecga-chave

na iniciacéo, progressao, e controle da aterostrombose (Buch et al., 2010).

1.5 Hematofagia e sanguessugas

A hematofagia esta presente em mais de 14 mil espécies de artropodes,
sanguessugas, nematdides e mamiferos. Para o sucesso em sua alimentagéo, o0s
animais precisam bloquear as defesas hemostaticas do hospedeiro produzindo
antagonistas que serdo injetadas através da saliva. De acordo com a teoria
evolutiva, a hematofagia tem origem polifilética, onde esses animais desenvolveram
um grande repertorio de substancias capazes de interferir em diferentes etapas do
mecanismo de coagulacdo sanguinea e fibrinGlise como adaptacbes ao meio,
resultando em uma convergéncia evolutiva (Ribeiro, 1995; Koh e Kini , 2009).

Existem diferentes grupos de animais hematéfagos; no filo dos mamiferos
encontramos 0s morcegos vampiros (Desmodus rotundus), dentro do grande grupo
dos artrépodes temos diversos mosquitos, moscas, barbeiros e carrapatos. No filo
Nematodeo encontramos 0s vermes ancilostomas, responsaveis pela doenca
conhecida como amareldo e no filo Annelida encontramos as sanguessugas
(Ciprandi et al., 2003).

Aproximadamente 75% das espécies de sanguessugas sao hematéfagas e

muitas delas podem ingerir de duas a trés vezes o valor de sua propria massa
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corpérea em sangue, em uma Unica refeicdo. Esse material pode levar até seis
meses para ser digerido e uma refeicdo pode ser armazenada por até um ano e
meio (Villee et al., 1988).

A espécie de sanguessugas Haementeria depressa (H. depressa), indicada
na figura 06, é principalmente encontrada na regido sul do Brasil, em acgudes e rios
de curso lento, sempre em locais em que gados e equinos utilizam para saciar a

sede, animais que costumam ser seus hospedeiros preferenciais.

Figura 6. (A) Espécime de Haementeria depressa; (B) Disseccdo do complexo salivar de H.
depressa (gp: glandula posterior; ga: glandula anterior; pb: probéscide).
Fonte: Faria, 2004.

As sanguessugas sao classificadas no Filo Annelida, por ter seu corpo
composto de muitos segmentos ou metameros, e classificada na classe Hirudinea,
no qual temos o grupo composto de sanguessuga, com as caracteristicas marcantes
da classe como corpo pigmentado, ventosa posterior grande e frequentemente uma
menor na extremidade anterior, 34 segmentos subdivididos, mondicas (presenca dos
orgaos sexuais dos dois sexos), celoma preenchido por tecido conjuntivo e
musculos, ovos usualmente em casulo, sem larvas, presenca em agua doce ou

salgada ou na terra, apresentando cerca de 500 espécies (Storer, 2003).
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Dentro da classe Hirudinea, temos trés ordens: Acanthobdellida, que nao
possuem ventosas na por¢do anterior, probdscide (apéndice alongado do canal
alimenta) ou mandibula, dois pares de cerdas em cada um dos segmentos -1V,
encontrado na Sibéria, RuUssia e Finlandia. As sanguessugas da ordem
Gnathobdellida ndo possuem proboscide e usualmente com trés mandibulas
quitinosas e sangue vermelho, inclui a maioria das sanguessugas, e tem como
exemplo a Hirudo medicinalis. E a ordem Rhynchobdellida, possui uma probdscide

protactil, auséncia de mandibulas e sangue incolor (Storer, 2003).

A sanguessuga H. depressa € classificada dentro dessa ultima ordem (Figura
07), na familia Glossiphonia, caracterizada por serem predadoras e ectoparasitas no

género Haementeria (Storer, 2003).

Reino Animalia
Filo Annelida
Classe Hirudinea
Ordem Rhynchobdellida
Familia Glossiphonia
Subfamilia Haementeriinae
Género Haementeria

Espécie Haementeria depressa

Figura 07. Classificagdo sistematica da sanguessuga Haementeria depressa
Fonte: Ruppert, 1996.

As sanguessugas, assim como outros organismos hematéfagos, possuem em
sua saliva um extenso repertorio de fatores bioquimicos capazes de agir para
manuten¢do do sangue ingerido no estado liquido, substancias capazes de interferir
no mecanismo da coagulacdo sangiinea e agregacdo plaquetaria, tornando o
sangue incoagulavel, processo este indispensavel para beneficio de sua
alimentagao.

Algumas substancias provenientes destes animais e que interferem na
coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetaria e/ou fibrindlise tém sido

caracterizadas ao longo dos anos (Tabela 2) (Tuszynski et al., 1987; Condra et al.,
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1989; Chudzinski-Tavassi et al., 1998; Faria et al., 1999; Salzet, 2001; Chudzinski-
Tavassi et al., 2003). A figura 8 demonstra as diferentes vias do Sistema
Hemostatico e alguns pontos onde componentes provenientes de sanguessugas tém

seu papel definido através de estudos e caracterizacfes de atividade.
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Tabela 2 - Substéncias provenientes de sanguessugas, a¢fes bioldgicas.

Sanguessuga

Hirudo medicinalis
(mandibulada)

Hirudo nipponia
(mandibulada)

Hirudinaria manillensis
(mandibulada)

Hirudo sylvestris
(mandibulada)
Whitmania endulate
(mandibulada)
Macrobdella decora
(mandibulada)

Haementeria officinalis
(proboscide)

Haementeria ghilianii
(proboscide)

Placobdella ornata
(probdscide)

Theromyzon tessulatum
(proboscide)

Haementeria depressa
(proboscide)

Limnatis nilotica
(probdscide)

Substancia

Calina
(Munro et al., 1991)
Hirudina
(Markwardt, 1957)
Bdelina
(Krejci e Fritz, 1976;)
Bdelestasina
(Moser et al., 1998)

Destabilase
(Baskowa e Nikonov, 1985)
LDTI
(Sommerhoff et al., 1994)

Hirustasina
(Sollner et al., 1994)

HmIL-16
(Croq et al., 2010)

Granulina
(Hong e Kang, 1999)

Guamerina I
(Jung et al., 1995)

Piguamerina
(Kim e Kang, 1998)

Bufrudina
(Electricwala et al., 1991)

Hirullin
(Steiner, et al., 1992)

Haemadina
(Strube et al., 1993)

Guamerina II
(Kim et al., 1996)

Decorsina
(Mazur et al., 1991; Krezel et al.,2000)

Antistasina
(Tuszynski et al., 1987)

LAPP
(Connolly et al.,1992)

Ghilanten
(Blankenship et al., 1990)
Hementina
(Swadesh et al., 1990)
Tridegina
(Seale et al., 1997)
Ornatina
(Mazur et al., 1991)
Citina
(Chopin et al., 1997)

Tessulina
(Chopin et al., 1998B)

Therina
(Chopin et al., 1998A)

Theromina
(Salzet et al., 2000)

Therostasina
(Chopin et al., 2000)

Lefaxin
(Faria et al., 1999)

Hementerina
(Chudzinski-Tavassi et al., 1998; 2003)

Fasin
(Bruin et al., 2005)

Acao Biologica
Inibidor de agregacdo plaquetaria
Inibidor de trombina
Inibidor de tripsina e plasmina
Inibidor de tripsina e plasmina
Fibrinolitico
Inibidor de tripsina e quimotripsina
Inibidor de trombina, quimotripsina, tripsina, catepsina G e
calicreina
Homologa a Interleucia 16 humana
Inibidor de trombina
Inibidor de elastase
Inibidor de calicreina e tripsina
Inibidor de trombina

Inibidor de trombina
Inibidor de trombina
Inibidor de elastase
Inibidor de agregagdo plaquetaria (via GPIIb/IIIa)
Inibidor de FXa
Inibidor de agregagdo plaquetaria

(via colageno)
Inibidor de FXa

Fibrino(geno)litico
Inibidor de FXIIIa
Inibidor de agregagdo plaquetaria (via GPIIb/IIIa)
Inibidor de quimotripsina
Inibidor de quimotripsina e tripsina
Inibidor de tripsina
Inibidor de trombina
Inibidor de FXa
Inibidor de FXa
Fibrino(geno)litico e inibidor de agregagao plaquetaria (via

nitridérgica)
Inibidor de FXa

Fonte: Faria, 2004 atualizada.
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Figura 8. Moléculas provenientes de sanguessugas e sua a¢ao no sistema Hemostatico

Fonte: Adaptado de Faria, 2004.
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1.6 Estudos com Haementeria depressa

Estudos com diversos hematdéfagos mostram um grande numero de
anticoagulantes e inibidores de plaquetas avaliados in vivo, tanto em testes de
estagios de desenvolvimento pré-clinico como clinico. A especificidade e poténcia
Unica desses antitrombdticos provenientes de parasitas, faz deles produtos com
grande promessa no tratamento de uma variedade de doencas humanas incluindo
as doencas do coragao, infarto e cancer (Ledizet et al., 2005).

No caso das sanguessugas H. depressa, foram purificadas e caracterizadas
duas proteinas nativas provenientes de seus complexos salivares (Figura 06B), por
técnicas de bioquimica classica, sendo elas: um inibidor de FXa denominado Lefaxin
(Leech factor Xa inhibitor) (Faria, 1999; Faria et al., 1999); uma metaloproteinase
denominada Hementerina com acgé&o fibrino(geno)litica (Chudzinski-Tavassi et al.,
1998) e inibidora da agregacao plaquetéaria pela via nitridérgica (Chudzinski-Tavassi
et al., 2003).

Sabe-se por estudos prévios (dados ndo publicados), que o extrato bruto dos
complexos salivares de H.depressa possui atividade inibitéria na agregacao
plaguetaria quando esta é induzida por diferentes agonistas. No entanto, o Unico
inibidor de agregacéao plaquetéaria descrito para esta sanguessuga foi a Hementerina,
gue por sua vez age pela via nitridérgica (Chudzinski-Tavassi et al., 2003), porém a
agregacao plaquetaria induzida por diferentes agonistas d& indicios de que devam
existir demais substancias que inibam este sistema também por outras vias.

Além disso, analisando o rico perfil de compostos com provavel envolvimento
na alimentagcdo do hematofago apresentado na andlise transcriptdmica dos
complexos salivares de sanguessugas H.depressa (Tabela 3), acredita-se que o
animal deva se servir de alguns mecanismos para promover com Sucesso sua
alimentacdo a base de sangue de seus hospedeiros sem que 0 mesmo coagule
durante o processo, cercando-se assim de diferentes estratégias para manutencao

da fluidez sanguiinea.
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Tabela 3 - Lista dos clones completos na biblioteca com provéavel envolvimento no processo de alimentagdo de sanguessugas H. depressa.
Circulados em vermelho estdo os transcritos similares ao LAPP da H. officinallis

Familia Clone@Cluster Identificagdo por melhor alinhamentoem NR T O" N°de acesso em e Identificacdo de dominio em CDD e MM® PST MM  pl
# database * / [Organismo] NR database®  value ® ¢ value © 0
1 HO6A09@HDEP0059¢c  leech antiplatelet prot prec [Haementeria officinalis] S pir||A42435 1e-023 smart90473, subfamily of APPLE 0.001 15.2 21 128 3.96
HO06A02@HDEP0318s  leech antiplatelet prot prec [Haementeria officinalis] S pir||A42435 4e-074 domaine 157 21 134 394
LO2F02@HDEP0545s  leech antiplatelet prot prec [Haementeria officinalis] S pir||A42435 3e-048 15.7 21 134  4.09
2 HO01D09@HDEP0121s theromacin [Theromyzon tessulatum] S gb|AAR12065.1| 3e-017 9.7 21 86 9.77
HO5B07@HDEP0285s  theromacin [Theromyzon tessulatum] S gb|AAR12065.1| 7e-026  pfam03259, Roadblock/LC7 domain 3e-05 10.9 22 85 8.99
H10A03@HDEP0385s  theromacin [Theromyzon tessulatum] S gb|AAR12065.1| 2e-026 10.8 22 85 8.49
H11FO6@HDEP0458s  theromacin [Theromyzon tessulatum] S gb|AAR12065.1| 7e-026 111 23 86 9.77
3 HO06BO3@HDEPQ060c  tridegin [Haementeria ghilianii] S 2e-034 949 18 749 6.74
H11FO5@HDEP0457s  tridegin [Haementeria ghilianii] S 1e-034 9.36 17 7.49 6.74
LO01B11@HDEP496s tridegin [Haementeria ghilianii] S 2e-034 9.49 18 7.49 6.74
LO1B12@HDEP497s tridegin [Haementeria ghilianii] S 1e-028 1012 18 8.11 5.70
L01C01@HDEP498s tridegin [Haementeria ghilianii] S 1e-033 9.39 17 7.49 6.74
4 HO1CO09@HDEPO007c therostasin precursor [Theromyzon tessulatum] S Sp|QINBWA4| 1e-030 24 116 474
5 HO6FO5@HDEP0338s  protease inhibitor [Arabidopsis thaliana] (¢} ref[NP_030435.1| 8e-012  pfam00280, potato_inhibit 2e-16 9.7 20 7.6 9.01
6 L02B10@HDEP0022c  hypothetical protein [Streptomyces avermitilis ] (¢} ref[NP_823881.1| 4e-021 1515 20 132 94
7 H10CO07@HDEP0031c  myohemerythrin [Theromyzon tessulatum] S splQIGYZ9| 2e-034  pfam01814, Hemerythrin 2e-20 13.0 - 13.0 5.58
LO1DO5@HDEP0098c  myohemerythrin [Theromyzon tessulatum] S sp|QIGYZ9| 3e-033  pfam01814, Hemerythrin 3e-28 13.8 - 13.8 6.00
HO04G06@HDEP0269s  myohemerythrin [Theromyzon tessulatum] S SplQIGYZ9| 8e-032  pfam01814, Hemerythrin 3e-22 12.6 - 12.6 8.84
HO5G04@HDEP0312s  myohemerythrin [Theromyzon tessulatum] S SplQIGYZ9| 1le-034  pfam01814, Hemerythrin Te-26 15.7 16  14.0 6.03
H11BO6@HDEP0435s  myohemerythrin [Theromyzon tessulatum] S SplQIGYZ9| 6e-036  pfam01814, Hemerythrin 6e-29 13.9 - 13.9 5.80
H11C02@HDEP0438s  myohemerythrin [Theromyzon tessulatum] S splQIGYZ9| 1e-035  pfam01814, Hemerythrin 5e-29 13.9 - 13.9 6.00

Fonte: Faria, 2004
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A partir da analise transcriptdmica dos componentes dos complexos salivares
de H. depressa, foi construido um banco de EST (expressed sequence tags),
pioneiro para este tecido de sanguessugas, a partir do qual cerca de 900 seqiéncias
foram depositadas no dbEST do GenBank (CN807918 a CN807028) (Faria et al.,
2005). Através desta andlise verificou-se que 10,6% dos transcritos apresentam a
sequéncia do peptideo sinal o que possivelmente correspondem as proteinas
secretadas para saliva. Entre estes transcritos cerca de 10% sao isoformas similares
a uma proteina denominada LAPP (Connolly et al., 1992), com variacdo de 45% a
94% na similaridade com este agente antiplaguetario, suas massas moleculares e
pls preditos sdo préximos aos do proprio LAPP (Figura 9). Além disso, tais
sequéncias estdo entre as mais abundantes na biblioteca de cDNA do tecido do
complexo salivar da sanguessuga (Tabela 4), demonstrando sua grande importancia
no processo de alimentacdo do hematoéfago.

Paralelamente a andlise transcriptdmica dos complexos salivares desta
sanguessuga, uma analise protedmica foi estabelecida com o objetivo de analisar
spots exclusivos dos complexos salivares da sanguessuga em questdao comparados
ao tecido muscular da ventosa do animal. Através desta analise comparativa entre
tecidos, dentre outros importantes resultados, confirmou-se a presenca das
isoformas similares ao LAPP em 3 spots exclusivos a saliva, apresentando a mesma

faixa de massa molecular e pl (Ricci-da-Silva et al., 2005).

\:
LAPPHofficinalis 01 MNSFLFSLACSLLVAIPAISAQDEDAG-GAGDETSEG-EDTTGSDETPSTGGGGDGGNEE
LO2F02 HDEP0545s 01 ....... Fv.o.....o... Veooo.. ——== . . ALLLGUWNL Lo (G
HO6AO2 HDEP0318s 01 ....... Fv.o....o... Voo, G---D....NA..G..N...... T..o.... [C
HO6A09 HDEP0059c 01 ...... Y.L....LVA.V.R....EE.GESEET.G..D.P.PP. .DGGEPPASPP.....

LAPPHofficinalis 59 TITAGNGDCWSKRPGWKLPDNLLTKTEFTSVDECRKMCEESAVEPSCYILQINTETNECY

LO2F02_HDEP0545s D e e e e e e e e e e Al
HO6A02_ HDEP0318s S K.o.o.o.. A
HO6A09 HDEP0059c 61 —-——--- SS..... R.DL.FDESI.KDSGT...E..K.K.L.---NDR.AVI.V.DSNKK. .
LAPPHofficinalis 119 RNNEGDVTWSSLQYDQPNVVQWHLHACSK---- 147
LO2F02 HDEP0545s . --—- 145
HO6AO2 HDEP0318s 118 e e NRKNW 150
HO6A09 HDEP0059c 113 IYP-A.AD.G.V.QGSTGYT.Y.I...Q--—-- 139

Figura 9. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos deduzida dos clones completos similares em
94, 87 e 45% de similaridade ao inibidor de agregacdo plaquetaria com o LAPP de
Haementeria officinalis. Os aas idénticos estdo representados por “ . ” e as diferencas
digitadas. As cisteinas conservadas estdo sublinhadas. A seta indica o local de clivagem
para liberagdo do peptideo sinal tanto no LAPP quanto nos clones conforme predicao do
programa SignalP.
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Tabela 4 - Lista dos clones mais abundantes presentes no transcriptoma do complexo salivar de sanguessugas H. depressa. Em amarelo estdo destacados
os transcritos com potencial envolvimento no processo de alimentacdo do animal, que possuem o peptideo sinal (SIG); circulados em vermelho
estao destacado os transcritos similares ao LAPP da H. officinallis

Grupo N° de N° de Identficacao provavel por similaridade usando BlastX - NR N° de acesso no B Similaridade por dominio
o clusters ESTs database® [Organismo] banco de dados ~ &Value (Rpsblast em CDD database®) e-value®  SignalP*
1 19 28 carbonic anhydrase -related [Arabidopsis thaliana] ref[NP_172285.1| 7e-007  pfam00194, Eukaryotic-type carbonic anhydrase ~ 6e-08 SIG
2 4 20 tropomyosin [Mizuhopecten yessoensis] dbj|BAB17858.1| 6e-069  pfam00261, Tropomyosin 2e-39 NoSIG
B 12 17 myohemerythrin (MHR) [Theromyzon tessulatum] SplQIGYZ9| 2e-034  pfam01814, Hemerythrin 2e-20 SIGS
4 2 17 cyclophilin Ovcyp-2 [Onchocerca volvulus] gb|JAAC47233.1| 7e-065  pfam00160, Pro_isomerase, Cyclophilin type le-59 NoSIG
5 8 9 LAPP - leech antiplatelet prot prec [Haementeria officinalis] pir||A42435 1le-023 SIG
6° 5 8 tridegin [Haementeria ghilianii] 2e-034 SIG
7 3 8 alpha-1 tubulin [Hirudo medicinalis] gb|AABQ7727.1| 0.0 pfam03953, Tubulin_C le-49 NoSIG
8 1 7 hypothetical protein [Streptomyces avermitilis ] ref[NP_823881.1| 4e-021 SIG
9 1 7 troponin | (29.8 kD) [Caenorhabditis elegans] refNP_507250.1|]  4e-028  pfam00992, Troponin 3e-06 NoSIG
10 3 6 receptor of activated protein kinase C [Biomphalaria glabrata] sp|Q93134| 6e-076 NoORF
11 1 6 60S ribosomal protein L7 [Argopecten irradians] gb|AAN05591.1| 1e-068  pfam00327, Ribosomal protein L30p/L7e 2e-14 NoSIG
12 1 5 nucleoside-diphosphate kinase [Bos taurus] sp|P52174| 1le-058  pfam00334, Nucleoside diphosphate kinase 1e-63 NoSIG
13 1 5 60S ribosomal protein L39 [Branchiostoma belcheri] gb|AAN52382.1| 1e-020  pfam00832, Ribosomal_L39 3e-14 NoSIG
14 1 5 60S ribosomal protein L5 [Gallus gallus] sp|P22451| 5e-095  pfam00861, Ribosomal L18p/L5e 6e-34 NoSIG
15 4 4 theromacin [Theromyzon tessulatum] gb|JAAR12065.1| 3e-017 SIG
16 B 4 therostasin precursor [Theromyzon tessulatum] Sp|QINBWA4| 1e-030 SIG
17 1 4 40S ribosomal protein S4 [Gallus gallus ] sp|P47836| e-121 pfam00900, Ribosomal_S4e 2e-14 NoSIG
18 1 4 cytosolic malate dehydrogenase A [Danio rerio] gb|AAO26199.1| e-113 pfam00056, lactate/malate dehydrogenase le-28 NoORF
19 1 4 hypothetical protein [Anopheles gambiae] ref XP_306301.1| 1e-013 NoORF
20 1 4 60S ribossomal protein L10 [Lumbricus rubellus] gb|CF839177.1| 1e-086  pfam00687, Ribosomal protein L1p/L10e 6e-21 NoSIG

Fonte: Faria, 2004.
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1.7 LAPP - Leech Antiplatelet protein precursor e transcritos similares ao
LAPP em H. depressa

O LAPP ¢ um inibidor de agregacao plaquetaria que age pela via do colageno
gue foi encontrado no complexo salivar da sanguessuga Haementeria officinallis. Os
primeiros estudos com o LAPP mostraram que esta proteina nativa tinha atividade
inibitéria sobre a agregacao plaquetéaria induzida por coladgeno com o valor de IC50
em aproximadamente em 60 mM em plaqueta lavada e os testes realizados que o
extrato glandular inibiu a agregagao com todos agonistas utilizados, com excecéo da
trombina (Connolly et al., 1992; Keller et al., 1992).

Observaram que durante a ativacao plaquetaria o LAPP inibiu a liberacdo de
ATP nas plaguetas de uma forma dose dependente, tendo maior eficacia em
bloquear a secrecdo em PRP (Plasma rico em plaquetas) do que em plaqueta
lavada (Connolly et al., 1992).

A molécula recombinante LAPP (rLAPP) foi expressa em leveduras e
verificou-se que ela é capaz de inibir a adeséo de plaquetas via colageno do tipo I, llI
e IV com valores de IC50 na ordem de 70, 600, e 90 nmol/L, respectivamente. O
rLAPP mostrou-se um potente inibidor de adeséo plaquetaria tanto em condicdes
estaticas como em fluxo, capaz de ligar-se ao colageno inibindo a sua ligacdo ao
FVW (Van Zanten et al., 1995).

Foi demonstrado também que o rLAPP previne ndo so6 a ligacdo do FVW ao
colageno como também a ligagdo do dominio a,l do receptor plaguetario a2B1 ao
colageno tipo | humano com IC50 de 5 ug/mL, assim criou-se a hipotese de que a
ligacdo do rLAPP ao colageno ocorre de forma a inibir tanto sua ligagdo ao FvW
quanto a este dominio, j& que ambos epitopos possuem posicdes diferentes, porém
préximas na molécula (Schaffer et al., 1993; Depraetere et al., 1999).

As divergéncias nas caracteristicas estruturais primaria dos transcritos
presentes no cDNA dos complexos salivares de H.depressa, comparadas as do
antiagregante de H. officinalis em diferentes niveis de similaridade, nos levam a
sugerir que estes possam apresentar mecanismos de acgédo diferentes no sistema
hemostético, provavelmente ainda na agregacdo plaquetaria, o que podera ser
analisado através de estudos de atividade (Faria et al., 2005).

Dentre as isoformas encontradas nos complexos salivares da sanguessuga

em questdo, aquela com menor similaridade ao LAPP (45%), denominada de
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HO6A09, ainda apresenta todas as cisteinas conservadas (Figura 9) e estrutura
tridimensional predita semelhante ao rLAPP, apresentando forma caracteristica com
5 folhas B e 1 a hélice (Figura 10). Tal molécula torna-se um alvo promissor para

estudos de caracterizagcdo com importancia médico-cientifica.

H06A09

rLAPP C

Figura 10. Estruturas terciarias. (A) Estrutura terciaria do rLAPP (inibidor de agregacéo plaquetéaria
proveniente da sanguessuga H. officinalis); (B) Predicdo da estrutura terciaria da
proteina proveniente do clone HO6A09, da sanguessuga H. depressa. Fonte: Faria,
2004.

1.8 Expresséo em sistema Procarioto

A historia da biotecnologia moderna se iniciou com o desenvolvimento da
Penicilina na primeira metade do século XX. A partir de entdo 0s processos
biotecnolégicos sdo utilizados na produgdo de vitaminas, horménios, antibidticos,
vacinas, enzimas e medicamentos (Vaz, 2007). O primeiro anticoagulante e umas
das primeiras drogas assim obtidas ainda em uso difundido € a Heparina, esta foi
descoberta em 1916 por Jay MclLean, estudante no segundo ano de medicina, e
William Henry Howell, um fisiologista (Wardrop e Keeling, 2008).

Grande parte das proteinas utilizadas para finalidade terapéutica apresentam
estruturas complexas, em geral associadas a modificagbes pos traducionais.
Quando a obtencédo de proteinas por meios diferentes da extracdo direta da fonte
biolégica, essas proteinas (ou outra moléculas bioativas) sdo conhecidas como
biofarmacos (Walsh, 2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wardrop%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Keeling%20D%22%5BAuthor%5D
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A Escherichia coli, uma bactéria gram negativa, € utilizada para a producao
de proteinas recombinantes, sendo de facil manipulagéo, rapida e barata. Essas
vantagens e as riquezas do conhecimento bioquimico e genético desse organismo
possibilitam a producdo econdmica de proteinas sensiveis, como a insulina e fator
de crescimento bovino (Swartz, 2001).

Dentre os diversos sistemas de expressao, esse sistema procarioto continua
sendo vantajoso, devido ao seu crescimento rapido, os conhecimentos do
microorganismo, disponibilidade de inUmeros vetores disponiveis e cepas mutantes,
como indicado na tabela 5 (Baneyx, 1999).

Este sistema apresenta algumas desvantagens como 0S processos pos-
traducionais, podendo a proteina heteréloga ndo ter a conformacao tridimensional
correta e auséncia de glicosilacdo e formacao de corpusculos de inclusdo, quando
ocorre alto nivel de expressdo citoplasméatica e devido a pequena quantidade de
chaperonas no citoplasma (Schmidt, 2004).

A formacdo de corpusculos de inclusdo pode ter vantagens, devido a
facilidade de purificacdo, alto grau de pureza e concentracdo da proteina e protecdo
contra proteases, porém muitas vezes pode ocorrer perda da sua atividade
bioldgica, prejuizo na integridade protéica e baixo rendimento e maior custo devido a
renaturacao (Tan et al., 2002; Baneyx, 1999).



Tabela 5 - Linhagens de Escherichia coli utilizadas para expresséo de proteinas recombinantes

Mutante em trxB facilita a formacgé&o de pontes de dissulfeto

AD494 K-12 :
no citoplasma.
BL21 B834 Deficiente nas proteases lon e ompT.
BL21 trxB BL21 Mutante em trxB f.acmtg a formacéo de pontes de dissulfeto
no citoplasma; Deficiente nas proteases lon e ompT
BL21 Aumenta a expressao de proteinas eucariéticas que contém
BL21 cédons raramente utilizados em E. coli: AGG, AGA, AUA,
CodonPlus-RIL CUA,; Deficiente nas proteases lon e ompT.
BL21 Aumenta a expressao de proteinas eucarioticas que contém
BL21 c6dons raramente utilizados em E. coli: AGG, AGA, CCC;
CodonPlus-RP Deficiente nas proteases lon e ompT.
BLR BL21 Mutante em raca estabiliza repeticdes em série; Deficiente
nas proteases lon e ompT
B834 B Auxotréfica para Met, marcacéo de metioninas por S*°.
ca1 BL21 Mutante concebido para a expresséo de proteinas de
membrana.
c43 BL21 Duplo mutante concebido para a expressao de proteinas de
membrana
HMS174 K-12 Mutante em recA; Resisténcia a rifampina.
IM 83 K-12 Utilizavel para o dlreC|or_1amento de proteinas para o
periplasma.
Origami K-12 Mutante em trxB e gor faqlllta S|gn|f|cat|_vamente a formacéo
de pontes de dissulfeto no citoplasma.
Mutante em trxB e gor facilita significativamente a formacao
Origami B BL21 de pontes de dissulfeto no citoplasma; Deficiente nas
proteases lon e ompT
Aumenta a expresséo de proteinas eucarioticas que contém
Rosetta BL21 cbédons raramente utilizados em E. coli: AUA, AGG, AGA,
CGG, CUA, CCC e GGA, Deficiente nas proteases lon e
ompT.
Aumenta a expressédo de proteinas eucaridticas que contém
cédons raramente utilizados em E. coli: AUA, AGG, AGA,
Rosetta-Gami BL21 CGG, CUA, CCC e GGA,; Deficiente nas proteases lon e
ompT; Mutante em trxB e gor facilita significativamente a
formacao de pontes de dissulfeto no citoplasma.
Rosetta-Gami B BL21 Combina caracteristicas-chave das linhagens BL21, Origami

e Rosetta.

Fonte: Adaptado de Terpe, 2006.
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O vetor pAE (Figura 11) tem sido uma alternativa bastante utilizada na
producdo de diversas proteinas recombinantes como Lopap (Reis et al., 2006),
Losac (Alvarez-Flores et al., 2011), Amblyomin (Batista et al., 2008) e Insularina
(Neves et al., 2004). A clonagem neste vetor acarreta na expressao de uma proteina
com 6 residuos de histidinas na porgcdo N-terminal. Esse vetor oferece resisténcia a
Ampicilina e tem funcionamento similar ao sistema operon lac, onde um inibidor
(IPTG, molécula similar a lactose) se liga ao repressor, liberando a transcricdo do

gene de interesse (Ramos et al., 2001).

. EcoR |
b\ BamH | \ Hind 1l

RBS
B CCCTTGGAATTGCCCCNCATGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACAT

6xHis Xhol _BamHI Xhol Psil Kpnl Eco RI
ATGCATCACCATCACCATCACCTCGAGGGATCCCGACCTCGAGATCTGCAGCTGGTACCATGGAATTCGAA
Met His His His His His His Leu Glu Gly Ser Asp Leuw Glu Ile Cys Ser Trp Tyr His Gly Ile_ Arg Ser
Bglll Pvull Neol BstBI

Hind IIT
GCTTGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTCGAGCAATAACTAG
Leu Ile Arg Leu Leu Thr Lys Pro Glu Arg Lys Leu Ser Trp Leu Lau Pro Pro Leu Ser Asn Asn Stop

CATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCT GAAAGGAGGAACTATATCCGGAT

Figura 11. Mapa do vetor de expressdo pAE
Fonte: Ramos et al., 2001 e Junqueira-De-Azevedo et al., 2001.
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1.9 Expresséo em Sistema Heterdlogo

Os fungos sao utilizados pelo homem desde longa data, dentre eles as
leveduras (fungos unicelulares) que tem grande conotagdo na industria, sendo
utilizadas desde processos fermentativos, como a panificacdo e producéo de etanol
(Kingsman e Kingsman, 1998)

A levedura Saccharomyces cerevisiae, jA bem caracterizada e amplamente
utilizada em diversos processos biotecnologicos, também tem sido utilizada em
sistemas de expressdo de proteinas recombinante, possuindo vantagens tanto do
sistema procarioto (facil manipulacéo, crescimento rapido, genética molecular bem
caracterizada) quanto o sistema eucarioto (realizagdo de processamentos e
modificacdes pds-traducionais) (Romanos et al., 1992; Cereginho e Gregg, 1999).

Entretanto, uma limitacdo encontrada neste sistema é a hiperglicosilacdo de
determinadas proteinas a serem secretadas durante a expressado, podendo ser um
grande problema em casos de proteinas com finalidade terapéutica a serem
injetaveis, pois podem causar reagdes imunogénicas em seres humanos (Gurkan e
Ellar, 2005). Uma alternativa para contornar este problema vem sendo o uso da
levedura metilotrofica Pichia pastoris.

A Pichia possui vantagens em comparagdo ao Saccharomyces como, por
exemplo, a sua preferéncia por um crescimento respiratorio, sendo um fraco
fermentador. Em culturas de alta densidade celular o etanol, produto dos
fermentadores, pode chegar a altos niveis sendo téxico para a célula, limitando seu
crescimento e producédo da proteina heteréloga (Cregg e Cereguino, 2001).

Dentre os grupos de leveduras que sao capazes de metabolizar o metanol,
apenas algumas sao capacitadas de utilizar o metanol como Unica fonte de carbono,
(metilotréfica). Esta caracteristica foi amplamente explorada nas décadas de 60-70 e
dentre as leveduras metilotréficas estava a Pichia pastoris, que hiperexpressa a
enzima alcool oxidase (Cregg et al., 2000).

A enzima élcool oxidase (AOX) é a primeira enzima a agir na chamada “via
metabdlica do metanol” (Figura 12), sendo responsavel pela oxidacdo do metanol
(CH30H) gerando formaldeido (HCOH) e peréxido de hidrogénio (H20,). A producéo
desta enzima, em Pichia pastoris, é efetuada pelos genes AOX1 e AOX2, onde a
transcricdo do primeiro gene é fortemente induzida pelo metanol enquanto o

segundo é fracamente expresso (Cereghino e Cregg, 2000).
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Figura 12. Via metabdlica do metanol em Pichia pastoris. (1) reacdo da enzima &lcool oxidase
representada na reacdo de oxidagc&do do metanol
Fonte: Cereghino e Cregg, 2000.

A Picha pastoris é uma das quatro linhagens de leveduras que podem
metabolizar o metanol, e a producdo de proteina recombinante utilizando esse
organismo tem algumas vantagens, como o fato dessa levedura secretar poucas
proteinas nativas levando a uma purificacdo da proteina heterdloga mais facilitada
quando utilizando um vetor para secrecao (Cregg et al., 1993).

Esse organismo possui uma via eucaridtica de secre¢cdo promovendo
modificacdes poOs- traducionais, como formacdo de pontes dissulfeto, O-, N-,
processamento de seqiéncia sinal e glicosilacdo (Hohemblum et al.,, 2004). A
glicosilagéo feita por essa linhagem se aproxima muito aos mamiferos com adi¢é@o
de aproximadamente 8 a 14 residuos de manose em cadeias de oligossacarideos
(Grinna e Tschoop, 1989), diferente de S. cerevisiae que pode hiperglicosilar
proteinas adicionando até 40 residuos de manose (Innis, 1989). Além de ter a
vantagem de poder converter de 30 a 40% do seu peso em proteina, sendo assim
classificada no status GRAS (Ratner, 1989).

A proteina heter6loga produzida neste sistema pode permanecer intracelular
ou ser secretada, quando secretada se torna mais vantajosa devido a caracteristica
da Pichia secretar poucas proteinas nativas. O mais utilizado s&o vetores de
expressao que traduz proteinas com um peptideo sinal que direciona a proteina para

essa via. Esse é o fator a, um peptideo de 85 aminoacidos proveniente da S.
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cerevisiae, onde este € clivado por uma peptidase-sinal na membrana de reticulo
(Daly e Hearn, 2005).

Para insercdo do transcrito no genoma fungico alguns vetores plasmidiais
podem ser utilizados. Tais vetores sao linearizados e podem através do processo de
transformacao ser incorporados ao genoma da levedura.

O vetor de clonagem e expressao pPICO9K é um vetor bifuncional (“shuttle
vector’) de E. coli e P. pastoris (Figura 13) contém marcadores de selegcdo
apropriados para cada um dos hospedeiros: 25 partes corresponde as sequéncias
necessarias para seu emprego em E. coli (do plasmideo pBR322), gene para
resisténcia a ampicilina (AmpR), origem de replicagédo (ColE1) e sitios de clonagem;
e, parte corresponde ao gene HIS4 de P. pastoris, que codifica a enzima histidinol
desidrogenase (marcador para selecdo de transformantes His+, possibilitando a
complementacdo génica da cepa GS115 (que é his4). O vetor, ainda, carrega a
sequéncia sinal nativa do gene MF alfa de S. cerevisiae, para a secrecdo da
proteina heterdloga (HIGGINS e CREGG, 1998). O vetor pPIC9K possui, ainda, o
gene bacteriano que confere resisténcia a kanamicina (KanR) e que em P. pastoris

confere resisténcia ao antibiotico G418R (gentamicina) (Invitrogen, 2008).

Comments for pPIC9K:
9276 nucleotides

5" AOXT promoter fragment: bases 1-948
5" AOXT primer site: bases 855-875
a-Factor secretion signal(s): bases 949-1218
a-Factor primer site: bases 1152-1172
Multiple Cloning Site: bases 1192-1241
3" AOXT primer site: bases 1327-1347
3" AOXT transcription

termination (TT): bases 1253-1586
HIS4 ORF: bases 4514-1980
Kanamyecin resistance gene: bases 5743-4928
3" AOXT fragment: bases 6122-6879
pBR322 origin: bases 7961-7288
Ampicillin resistance gene: bases 8966-8106

Figura 13. Mapa do vetor de expressdo pPIC9K
Fonte: Invitrogen, 2008.

O sistema de expressdao em Pichia pastoris, por oferecer economia, ser de
facil manipulagdo e produzir altos niveis de expressdo com maior proximidade

estrutural por suas vantagens de modificacbes pos traducionais, € também uma
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Otima opcao para a producdo de possiveis moléculas recombinantes com foco para
futura producéo de farmacos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi clonar e expressar o transcrito HO6A09
proveniente da biblioteca de cDNA dos complexos salivares de sanguessugas H.
depressa e obter a molécula recombinante em sua forma ativa. Isolar a molécula e

caracteriza-la estrutural e funcionalmente.
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3 MATERIAIS E METODOS

Estdo demonstrados a seguir todos os esfor¢cos reunidos para obtencdo da
molécula recombinante. Para tanto, a figura 14 resume os passos utilizados para
cada estratégia mencionada, e subseqientemente os Materiais e Métodos estarao

descritos.

RESUMO DA METODOLOGIA UTILIZADA PARA OBTENCAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

HO06A09_pGEM11Zf
Biblioteca de cDNA dos complexos salivares

l

PCR com primers especificos

/ N

Subclonagem no vetor Subclonagem no vetor
de expressio pAE de expressio pPIC9K

N v

Confirmacéao da seqiiéncia

v N

Padronizacao da expressao Padronizagao da expressao protéica:
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Figura 14. Resumo das Estratégias para obtencdo das moléculas recombinantes,
exemplificado para o clone HO6A09.
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3.1 Obtencé&o do Transcrito de Interesse

3.1.1 Clone eleito para expressao

O clone eleito para estudo vem sendo mantido acondicionado em placas de 96
pocos mantenedoras da biblioteca de cDNA dos complexos salivares da
sanguessuga Haementeria depressa, utilizada previamente para obteng&o do perfil
de ESTs (Faria et al., 2005), o acondicionamento é feito em freezer a -80°C (Thermo
Forma -86C Ult Freezer).

Os transcritos da biblioteca de cDNA est&o inseridos em vetor pPGEM11Zf, a partir
do qual foi dado inicio aos procedimentos realizados a seguir. O mapa do vetor
pPpGEM11Zf e os pontos de clivagem de enzimas de restricdo se encontram na figura
15.
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Figura 15. Mapa do vetor pGEM® -117f (Promega).

O transcrito HO6A09 _pGEM11Zf, com 572 pares de bases, eleito para realizacéao
deste trabalho, assim como os demais clones similares ao inibidor de agregacao
plaquetaria havia sido previamente sequenciado, o que facilitou a analise de
restricio de enzimas e o desenho dos oligonucleotideos especificos para a

clonagem descrita neste trabalho.
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3.1.2 Anédlise do mapa de restricao do clone

Para tracar a estratégia de clonagem do transcrito de interesse foi realizada uma
analise do mapa de restricdo da seqUéncia do cDNA de interesse através do
software Webcutter 2.0, copyright 1997 Max Heiman (Max, 2008).

3.1.3 Inéculo do clone eleito

O clone foi inoculado em 7 mL de meio de cultura 2xYT (Tabela 6) contendo
ampicilina (100 pg/mL), em frasco de 50 mL aerado, sob agitagéo a 250 rpm a 37 °C
por cerca de 18 horas em agitador orbital (Thermo — Electrom Corporation; modelo
480).

Tabela 6 - Reagentes para o preparo dos meios de cultura para bactérias

Reagentes Meio 2xYT Meio 2xYT Agar Meio LB Meio LB Agar
Triptona 169 169 10g 10g
Extrato de Levedura 10g 10g 5g 5¢
NaCl 59 50 10g 10g
Agar - 159 - 15¢
H,O milli-Q gsp 1L 1L 1L 1L

3.1.4 Miniprep - Extragdo do DNA plasmidial bacteriano

Para extracdo do DNA plasmidial, apds o in6culo, estes foram submetidos ao
protocolo de miniprep - extragdo do DNA plasmidial (neste caso, contendo o inserto
de interesse) da bactéria. Tal procedimento foi realizado utilizando o Kit de miniprep
utilizando coluna de silica Concert Rapid Plasmid — Promega (Promega S.A.,

Madison,Wi, EUA), conforme instru¢bes do manual do fabricante.

O DNA foi eluido da coluna, pela adicdo de 100 puL de agua estéril seguido de
centrifugacéo por mais 1 minuto nas mesmas condi¢des. Uma aliquota de 4ul deste
material foi analisada em gel de agarose 1% corada com brometo de Etidio e o
restante estocado a -20 °C.
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3.1.5 Eletroforese em Gel de Agarose

A eletroforese em gel de agarose é realizada para visualizacdo da molécula
de DNA de interesse, onde utilizamos géis com concentracdes que variaram de 0,8
a 1%, de acordo com o tamanho do DNA submetido a eletroforese, em tampéao TAE
1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 10 mM; pH 8.0) contendo Brometo de Etidio (10
mg/mL). As amostras foram preparadas através da adicdo de azul de bromofenol
0,25% (p/v), Xileno cianol 0,25% (p/v) e glicerol 30% (p/v). O gel foi submetido a 160
mA de corrente e 100 Volts por aproximadamente 40 minutos, apds migracao era
analisado em transluminador de luz UV (Fotodyne — UV21), onde o DNA corado pelo

Brometo de Etidio era visualizado de forma luminescente alaranjada.

3.1.6 Eluicdo de DNA do Gel de Agarose

Para eluicdo da molécula de DNA foi utilizado o kit “Concert Gel Extraction
Systems” -Life Technologies (Promega). O processo de eluicdo da correspondente

ao DNA de interesse foi realizado conforme descrito no manual do fabricante.

Como etapa final do procedimento o DNA foi eluido da coluna pela adicédo de
50 pyL da agua livre de nuclease, sendo incubado a temperatura ambiente e

centrifugado por 1 minuto a 14.000 rpm e estocado a -20 °C.

3.1.7 Quantificagcdo de DNA

Para estimar a concentracdo de DNA da amostra, esta era diluida em H,O
milli-Q, homogeneizada, transferida para cubeta de quartzo e submetida para leitura
de densidade o6ptica em comprimentos de onda de 260 nm (DOyg) € 280 nm
(DOygp), assim poderiamos além de quantificar também estimar a contaminagcédo com
proteinas e calcular o grau de pureza da amostra avaliando o resultado da fragcéo
DO,60/DO2go (quanto mais proximo de 2,0 a amostra esta mais livre de proteinas).
As leituras de densidade Optica foram realizadas em espectrofotobmetro Ultrospec
2000 (Pharmacia Biotech).
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Consideramos para cada unidade de DO,5, uma estimativa de concentragao
de 50 pg/mL de DNA. Assim, a seguinte equacao para se estimar a concentracao de

DNA da amostra foi utilizada: [DNA] mg/mL = DOy x 50 x fator de diluicéo

3.1.8 Sequenciamento de DNA

Os seguenciamentos obtidos durante o projeto foram realizados no Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan, utilizando o método da terminacéo de cadeia por
dideoxinucleotideos (dNTPs) (Sanger et al., 1977), utilizando-se dNTPs marcados
com diferentes fluoréforos. Os dNTPs, ddNTPs marcados e a Taq Polimerase
utilizados séo reagentes do kit Ready Reaction kit (Applied Biosystems) e a reacao

foi preparada da seguinte forma:

A cada 200ng de DNA foram acrescidos de 2 uL de Big Dye (Applied
Biosystems), 1 uL de primer (especifico para cada sequenciamento) (1,6pmol final
por reacao), 6 UL de Tampéao Save Money (Tris 200 mM pH 9, 0 e 5 mM de MgCl,) e
agua livre de DNases gsp 20 uL. Esta reacdo foi submetida a termociclagem padréo
[95 °C por 4 min; 96 °C por 30 s + 50 °C por 15 s + 60 °C por 4 minutos (40 ciclos); 4
°C].

ApOs a reacado, foi feita uma precipitacdo alcodlica do produto da
termociclagem que foi entdo ressuspendido em 20 uL de tampéo de aplica¢éo do gel
de sequenciamento (formamida HiDi) (Applied Biosystems), seguidos de uma reacao
de desnaturagdo a 96 °C por 4 minutos e incubagdo imediata no gelo. O
sequenciamento foi realizado no sequenciador ABI 3100 da Applied Biosystem,

seguindo instru¢des detalhadas do fabricante.

3.1.9 Preparo de Bactérias Calcio-Competentes
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As células competentes foram produzidas de acordo com Lenderberg e
Cohen (1974) e Morrison (1977). Para o preparo de bactéria competente DH5q,
BL21DE3, Rosetta-Gami e Origami, uma coldnia foi repicada em 3 mL de meio
liquido 2xYT e incubou-se overnight sob agitacdo (250rpm) a 37 °C. Foram
adicionados 100 pL da cultura em 50 mL de meio 2xYT e incubou-se sob agitacéao a
37 °C por tempo necessario até atingir uma DOssorm = 0,5 — 0,6 (periodo de
crescimento exponencial) entre 2 e 3 horas. O frasco foi transferido imediatamente
para o gelo.

Foram adicionados 0,5 mL de MgCl, 1M e em seguida transferido para um
tubo de polipropileno de 50 mL (previamente gelado). Permanecendo em repouso no
gelo por 15 minutos e em seguida submetido a centrifugacdo a 3.000 rpm, 12
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as bactérias (localizadas no pellet)
foram ressuspensas gentilmente em 10 mL de solugcdo RF-I (Tabela 07), deixadas
em repouso por 15 minutos no gelo, e novamente submetidos a centrifugacdo a
3.000 rpm por 12 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em 2 mL de solucdo RF-Il (Tabela 07), aliquotas de 100 pL foram

congeladas imediatamente a -80 °C.

Tabela 7 - Reagentes para o preparo das solu¢cfes RF-I e RF-II

RF-I: pH 5,8 (acertar com &cido acético, estéril por filtracao)

KCI 1M 10 mL
MnCl, 1M 5 mL
Acetato de Potassio 0,5 M pH6,9 6 mL
CaCl, 1M 1mL
Glicerol 87% 17,24 mL
Agua gsp 100 mL

RF-II: pH 6,8 (acertar com NaOH, estéril por filtracéo)

KCl 1M 200 pL
Na-MOPs 0,5M pH7,0 200 pL
CaCl, 1M 1,5mL
Glicerol 87% 3,44 mL

Agua gsp 20 mL




56

3.1.10 Transformacao da bactéria com o plasmideo

Para transformacéo bacteriana com o plasmideo utilizamos o protocolo para
bactérias calcio-competentes por choque térmico, de acordo com Sambrook et
al.,1989. Para tanto, utilizou-se estoques de bactérias competentes previamente

preparadas.

Para este procedimento iniciou-se com a retirada de 100 pL da bactéria
competente do freezer -80 e incubacdo por 15 minutos em gelo; apds este periodo
adicionou-se cerca de 75 ng do DNA de interesse e incubou-se em gelo por 30
minutos. A bactéria foi entdo submetida a choque térmico através da incubacédo por
2 minutos a 42 °C, seguida de retorno ao gelo por mais 3 a 5 minutos. Apds este
procedimento, 300 pL de meio de cultura 2xYT foram adicionados as bactérias que
permaneceram sob agitacdo a 250 rpm, a 37 °C, por 1 hora.

Apés o crescimento, diferentes volumes (70ul, 150uL) do inéculo foram
plagueados em meio 2xYT-Agar contendo ampicilina (100 mg/mL) e incubados por
cerca de 20 horas a 37 °C. As coldnias crescidas apds este periodo continham o

plasmideo de interesse.

3.2 Clonagem em Sistema Procarioto

Para determinar as enzimas a serem utilizadas na clonagem dos insertos com
a analise dos sitios de restricdo, considerou-se 0 mapa do vetor de expressao pAE,

eleito por sua propriedade de acrescentar 6 residuos de histidinas a porcdo N-

terminal da proteina de interesse, fator que auxiliaria na purificacdo da mesma.

3.2.1 Desenho de primers

Com a sequéncia do clone HO6A09 pGEM11Zf obtida previamente da
biblioteca de cDNA (Faria, 2005) depositada no GeneBank, desenhamos
oligonucleotideos especificos para regiao 5’ do transcrito a inserir sitios especificos
para posterior clonagem em vetor de expressao, conforme exemplificado na tabela
08, e dois primers universais denominados SP6 e T7 que sdo complementares a

regioes dos vetores utilizados.
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Tabela 8 - Primers utilizados para clonagem em E. coli

Nome Sequéncia
NT-HO6A09 5 GGA TCC CAG GAT GAG GAAGAG 3
BamHlI
SP6 5 ATT TAG GTGACACTATAG Z
T7 Reverse 5 TAATACGACTCACTATAG GG Z

3.2.2 PCR - Reacédo de Polimerase em Cadeia

O clone, apds plagqueamento em 2xYT-Agar contendo ampicilina, foi
novamente inoculado e submetido a protocolo de miniprep e o material proveniente
da miniprep foi utilizado como DNA molde para uma reacédo de PCR utilizando como
oligonucleotideos o primer direto e o primer reverso SP6 realizadas de acordo com
Saiki et al. (1985) e Mezei e Storts (1994) (Tabela 08).

Para reacdo de PCR com volume total de 50 uL foram utilizados de 0,5 pL
(~15 ng) de DNA molde, 5 pL de tampao 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8.4, KCI 500
mM), 2 uL MgCl, 50 mM, 1 pL de dNTP (10 mM), 1 uL do primer SP6 (20 pmol)
(BioNEER, Séo Paulo, SP, Brasil), 1 uL do primer NT-HO6A09 (20 pmol) (BioNEER)
e 2 Unidades de Tag DNA Polimerase platinum - Invitrogen. As condi¢cbes de
ciclagem incluiram uma desnaturacao por 5 minutos a 94 °C, seguindo de 40 ciclos
de 45 segundos para a temperatura de abertura das fitas (94 °C), 45 segundos para
o anelamento dos primers e dois minutos para acao intensa da enzima Polimerase
(72 °C); apos os ciclos, incubou-se por 5 minutos a 72 °C seguidos de manutencao a
4 °C (Master cycler personal - Eppendorf) até momento de uso ou -20 °C para
estocagem. O esquema geral da reacéo pode ser visualizado na figura 16.
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PCR - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
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Figura 16. Condic¢des de ciclagem para amplificacdo do clone HO6A09.

Todo o produto da reacdo de PCR (50 uL) foi submetido a eletroforese em gel
de agarose 1% corada com brometo de Etidio e apés visualizacdo a banda de
interesse foi recortada do gel com auxilio de uma lamina de bisturi estéril e

purificada em microcoluna de silica.

3.2.3 Digestédo Enzimatica do Inserto HO6A09 e vetor pAE

Tanto o inserto proveniente da eluicdo do gel do produto de PCR quanto o
vetor pAE vazio foram digeridos com as enzimas Hind Il e BamH | - Life

Technologies (Promega®) utilizando para tanto o seguinte protocolo.

O inserto e o vetor pAE (30 pL) foram eluido do gel e incubados
separadamente com 4 yuL do Tampao, 3 pL de agua livre de nuclease e 3 pL de uma
das enzimas (3 unidades) por 3 horas a 37 °C. Apés este periodo retirou-se uma
aliquota de 3 pL desta primeira digestdo e deu-se inicio a segunda digestao
adicionado-se 3 pL da segunda enzima (3 unidades) aos 37 UL provenientes da
primeira digestdo, incubou-se por mais 2 horas a 37 °C em termo-bloco - Digital
Heatblock (VWR Scientific, ATI Orion, EUA ). Uma aliquota do inserto e o vetor nao

digeridos, uma aliquota referente a primeira digestdo e o material digerido com as
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duas enzimas foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corado com
brometo de Etidio. As bandas correspondentes ao pAE e ao inserto digerido com as
duas enzimas foram recortadas do gel e eluidas. A quantificacdo do DNA foi

realizada.

3.2.4 Ligacéao do inserto ao vetor pAE

Com o vetor pAE e o inserto referente a sequiéncia de interesse digerida com
as mesmas enzimas de restricdo formaram-se dois sitios de ligagdo em comum
entre eles possibilitando sua ligacdo na direcao correta de interesse. A ligacao do
inserto ao vetor foi realizada da seguinte forma: incubou-se a mesma concentracao
em molaridade do vetor e do inserto (2,63 mM) com 5 pL da enzima T4 DNA Ligase
(2,5 unidades) em 2 pL de tampé&o 10x contendo ATP (Tris-HCI 300 mM pH 7.8,
MgCl, 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10 mM) e &gua livre de DNase gsp 20 pL por 18
horas entre 4 — 8 °C.

O produto da ligacao foi utilizado para transformacao de bactérias DH5a calcio-
competentes por choque-térmico e plagueado em meio 2xYT/Agar/ampicilina, para
selecionar as colbnias positivas. A partir do indculo feito das coldnias crescidas em

2xYT/ampicilina, foi realizada a miniprep.

3.2.5 Confirmacao da sequéncia e transformacéao

O material proveniente da clonagem em pAE (HO6A09 pAE) teve sua
sequéncia confirmada por sequenciamento de DNA. E ap6s a confirmacdo da
sequéncia, o HO6A09_pAE, foi utilizado para transformacdo de bactérias E. coli da
linhagem BL21 (DE3) calcio-competentes. Esta linhagem é recomendada para
expressdo de proteinas, devido a auséncia da protease lon, que foi perdida

naturalmente e codificada para ser deficiente para a protease Omp T.
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3.3 Expresséao da Proteina Recombinante — Sistema Procarioto

O cultivo do clone HO6A09 pAE em cepa bacteriana E. coli BL21(DE3)
competente iniciou-se através de um pré-inéculo cultivado em 5 mL de meio 2xYT
contendo ampicilina (100 pg/mL) em tubo conico 50 mL, sob temperatura de 37 °C e
agitacéo de 250 rpm.

Apoés aproximadamente 17 horas de cultivo, o pré-inoculo foi diluido em 100
mL de meio 2xYT—Amp em erlenmeyer de 1L e seu crescimento foi acompanhado
por leitura em espectrofotdbmetro até chegar a uma DOgoo entre 0,5 e 0,6.

Quando a cultura bacteriana atingiu a DOgoo esperada colheu-se uma amostra
de 1 mL (TO) para verificacdo da expressao protéica basal e entdo foi feita a inducéo
da transcricdo do DNA plasmidial pela adicdo de IPTG (concentracdes variadas
entre 0,1 mM e 10 mM), foram testadas também inducfes contendo ou néo glicose
na concentracdo de 20 mM final.

A inducéo por IPTG (com ou sem glicose) perdurou por trés horas quando
uma nova amostra de 1 mL foi retirada (T3). O restante da cultura foi centrifugado
(3200 g, 15 minutos, temperatura ambiente). Uma amostra do sobrenadante foi
retirada (S0). As células isoladas foram lavadas com solugéo salina (NaCl 150 mM),
e a centrifugacdo foi realizada novamente nas mesmas condicbes. As células
obtidas (pellet) foram mantidas a -20 °C até serem submetidas ao processo de lise
no dia seguinte.

Para o processo da lise, as células encontradas no pellet foram ressuspensas
em 2 mL tampéao de lise (Na,HPO, 50 mM; NaCl 300 mM; Imidazol 10mM Triton
X100 1% v/v), dispersas com auxilio de um sonicador (Branson Sonifier 450)
utilizando os seguintes parametros do aparelho: amplitude: 7; tempo: 1 minuto;
pulso: continuo e rompidas por 6 ciclos adicionais nas mesmas condi¢cfes. A fracao
soluvel (S1) e insoluvel, decorrente do processo da lise, foram obtidas por
centrifugacéo (20.198g, 15 minutos a 4°C), sendo o0 S1 o sobrenadante desta etapa.

O precipitado foi lavado com 1,5 mL de agua destilada, reunido em um Unico
tubo e novamente centrifugado (20.198 x g, 15 minutos a 4 °C). O precipitado
(corpusculos de inclusdo) foi lavado e ressuspenso em 5 mL de tampéo de
solubilizacdo (Tris 100 mM; NaCl 0,5 M; Uréia 8 M; B-mercaptoetanol 10 mM) e
incubado a temperatura ambiente (18-23 graus) durante 16-20 horas sob leve
agitacdo. Apds este periodo, o material insollvel visivel foi removido por
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centrifugacéo (3.220g, 15 minutos a 4 °C). O material solubilizado desta etapa foi
denominado S2, o insoluvel foi acrescido de 3 mL de tampéo de solubilizacdo e
novamente mantido nas mesmas condicbes, o novo material solubilizado foi
denominado entéo S3.

Todas as etapas do processo de expressao TO, T3, SO, S1, S2 e S3 foram
armazenados a -20°C. Uma amostra de cada fracdo (20ul) foi submetida em SDS-
PAGE.

3.3.1 SDS-PAGE

O protocolo de SDS-PAGE utilizado no projeto foi seguido de acordo com o
método descrito por Laemmili (1970) com alterac¢des, utilizando o sistema Mini-VE
(Hoefer SE 600 — Pharmacia). Os géis de corrida foram preparados nas
concentracbes de 125 e 15%. O gel de empilhamento foi preparado na
concentracéo de 5%

Para aplicacdo das amostras utilizou-se Tampéao de Aplicacdo com reducao
(Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8; SDS 0,14M; Glicerol 20% v/v; B-Mercaptoetanol 2% v/v;
Azul de Bromofenol 0,03 mM) na proporgédo de 1:1 com as amostras. A corrida
eletroforética foi realizada através de corrente fixa em 17 mA para cada gel de 5 mL
de volume, a temperatura ambiente durante um periodo aproximado de 2 horas.
Como padrdo de massa molecular no gel utilizou-se o Kit de calibracdo LMW para
SDS-PAGE (Amersham Biosciences), que apresenta as seguintes proteinas com
massas moleculares pré-definidas: fosforilase b — 97 kDa; albumina — 66 kDa;
ovalbumina — 45 kDa; anidrase carbonica — 30 kDa, SBTI - 20,1kDa e a-lactalbumina
-14,4 kDa.

Apbs a migracao eletroforética, o gel foi corado por Coomassie Brilliant Blue R
250 (Weber e Osborn, 1969) ou por AgNO3 (Morrisey, 1981).



62

3.3.2 Western Blotting

Apés a separacdo em SDS-PAGE, foi realizado a eletrotransferéncia das
proteinas do gel para uma membrana de PVDF segundo TOWBIN et al. (1979). Esta
se da deixando em intimo contato o gel e a membrana de PVDF em um sistema de
eletroforese proprio para transferéncia, no qual a corrente elétrica passa na
horizontal.

Essa transferéncia ocorre em aproximadamente 20 horas, submersa em
tampao de transferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Etanol 15%) em 80 mA e 250
V.

Apos a transferéncia, a membrana secou em fluxo Ilaminar por
aproximadamente trés horas. Os espacos que nao continham proteinas foram
preenchidos com solucdo de bloqueio (5% leite desnatado em TBS-T) incubando a
membrana por 1 hora.

A seguir a membrana foi incubada com anticorpo primario (6X His monoclonal
Antibody - Clontech) por uma hora, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-T
(0,05% Tween 20 em TBS) e incubada com o anticorpo secundario conjugado com
Fosfatase alcalina (Phosphatase laber affinity perifer - KPL) por mais uma hora. O
processo de lavagem foi repetido por mais 3 vezes com TBS-T e uma vez com TBS
(Tris 200 mM, NaCl 1,5 mM). A membrana foi incubada com solucédo reveladora
(anti-mouse, conjugado com Fosfatase alcalina) até que a banda de interesse fosse
revelada. Posteriormente a membrana foi lavada com agua-Milli-Q e seca no fluxo

laminar.

3.3.3 Purificacdo da proteina de interesse - Cromatografia por Afinidade

Segundo a analise do gel de eletroforese das diferentes etapas de expressao
da proteina de interesse, elegeu-se a fracdo para ser submetida ao processo de
purificagéo.

Como mencionado anteriormente, 0 pAE expressa a proteina de interesse em
fusao 6 residuos de histidinas na regido N-Terminal, denominada His-Tag.

A proteina recombinante em fusdo com a His-Tag facilita o processo de
purificacdo, pois apresenta alta especificidade de ligagdo com metal imobilizado. Na

coluna de Niquel-Sepharose, os ions metalicos sdo imobilizados por um agente
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quelante capaz de disponibilizar o metal para a ligagdo com a proteina como
demonstrado na figura 17.
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Figura 17. Interacao entre residuos vizinhos da cauda His-Tag e a matriz de Niquel-Sepharose. O
quelante acido nitrilotriacético (em vermelho) coordena-se com quatros das seis ligagdes
no Niquel. Os dois sitios livres interagem com o0s anéis Imidazol da cauda de histidina
das proteinas recombinantes (em azul) (Qiagen).

Uma coluna de cerca de 4 mL de resina IMAC-Sepharose (GE) foi montada
em seringa de 10 mL, a resina estava previamente mantida em Etanol 20% a 4 °C. A
coluna foi inicialmente lavada com 5 volumes de coluna (5V) de agua milli-Q e em
seguida foi carregada com 3V de solugdo de NiSO4, 300 mM, permanecendo em
repouso por cerca de 1 hora sendo em seguida carregada com mais 3V desta
mesma solucdo. Apds estar carregada com niquel a resina foi lavada com agua Milli-
Q (cerca de 5V) permanecendo pronta para o0 uso.

A coluna de Ni-Sepharose foi conectada a uma bomba peristéltica (Pump-P1
Pharmacia) e entdo equilibrada com 5V de Tampéao A (Tris 100 mM pH 8,0; NaCl
300 mM; Imidazol 6 mM) em fluxo de 0,5 mL/min. Mantendo o mesmo fluxo a coluna
foi carregada com 2 mL da Fracdo S1 tendo imediatamente dado inicio & coleta das
fracbes (amostras de 0,5 mL/tubo; 1 tubo/min). ApoOs esta etapa a coluna foi
submetida inicialmente a lavagem com 3V de tamp&o B (Tamp&o A contendo 60 mM
de Imidazol), seguido de 3V de tampéao C (Tampéao A contendo 400 mM de Imidazol)
e mais 4V de tampéao D (tampao A contendo 800 mM de Imidazol). Em todas estas
etapas o fluxo foi mantido em 0,5 mL/min com fragcdes 0,5 mL sendo coletadas e

enumeradas. As analises foram realizadas por SDS-PAGE.



64

3.4 Clonagem - Sistema Eucarioto

A clonagem do inserto de interesse ao vetor de expressdo em sistema
eucarioto seguiu 0s mesmos parametros que a clonagem em vetor para sistema
procarioto. Considerou-se também a andlise do mapa de restricdo e os sitios do
vetor de expresséao, neste caso, o pPIC9K.

Para obtermos a construcdo do vetor HO6A09 pPIC9k partimos do clone
proveniente da Biblioteca de cDNA dos complexos salivares das sanguessugas H.
depressa. A partir destes clones, utilizando-se oligonucleotideos especificos (Tabela
9) foram realizadas reacdes de PCR e os produtos amplificados foram digeridos com
as enzimas de restricdo “EcoRI e Notl”, assim como o vetor pPIC9K. Apds digestdo
o fragmento e o vetor foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1%,
eluidos e entdo submetidos a uma reacdo de ligacdo em presenca da enzima T4
DNA-ligase para obtencdo da contrucdo do clone HO6A09 pPIC9K conforme

exemplificado na figura 18.

Tabela 9 - Primers utilizados para a PCR do clone HO6A09 para clonagem em Pichia pastoris.

5GGATCCGAATTCCAGGATGAGGAAGAGGGGY

Foward
BamHI EcoRlI
HO6A09
Reverse 5AAGCTTGCGGCCGCTTATTGGCAAGCATGAATATGA3Z
Hindlll Notl
Foward 5 -GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’
AOX

Reverse 5-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3
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HO6A09
pPICOK — HOBA09_pPICIK

Figura 18. Esquema de construcéo do recombinante HO6A09 pPICOK.

O produto da ligacdo foi submetido a uma transformacao por choque-térmico
em bactérias céalcio-competentes DH5a e plaqueados em meio 2xYT/Agar/ampicilina
a 37°C overnight, devido a resisténcia conferida pelo vetor contra esse antibidtico
para selecionar as colonias positivas.

As colbnias crescidas em meio 2xYT/agar foram, entdo, submetidas a reacao
em cadeia da Polimerase utilizando os oligonucleotideos 5’A0X e 3’AOX para uma
segunda confirmacéo das col6nias positivamente transformadas.

Na reacdo de PCR com volume total de 50 uL foram utilizados de 0,5 pL (~15
ng) de DNA molde (dgua mais col6nia), 5 puL de buffer 10X (Tris-HCI 200 mM pH8.4,
KCI 500 mM) , 2 uL MgCl; 50 mM, 1 pL de dNTP (10 mM), 1 uL do primer AOX 3’
(20 pmol) (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil), 1 uL do primer AOX 5 (20 pmol)
(Invitrogen) e 2 Unidades de Taq DNA Polimerase platinum (Invitrogen, Brasil). As
condicbes de ciclagem para confirmar a presenca do fragmento de interesse
incluiram uma desnaturacéo por 5 minutos a 94 °C, seguindo-se de 25 ciclos de 30
segundos para a temperatura de abertura das fitas (94 °C), 30 segundos para o
anelamento dos primers a 50 °C e um minuto para extensdo da enzima Polimerase
(72 °C), apos os ciclos, incubou-se por 5 minutos a 72 °C seguidos de manutencao a
4 °C - Master cycler personal ( Eppendorf, Sdo Paulo, SP, Brasil).Os produtos foram
analisados em gel de agarose 1%.

Foram selecionados cinco transformantes positivos que foram preparados

para a transformacéo de leveduras Pichia pastoris linhagem GS115.
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3.4.1 Preparo do DNA recombinante para transformacgéo da Pichia pastoris

A transformacdo em Pichia pastoris € realizada pela incorporacdo do DNA
plasmidial linearizado ao DNA gendmico da levedura, portanto, inicialmente deve
haver um preparo que consiste na obtencdo de maior quantidade do plasmideo por
indculo, crescimento e miniprep, seguidos da linearizagdo com uma enzima de
restricdo. Através da analise do mapa de restricdo e do mapa do vetor pPIC9K
algumas possibilidades para linearizacdo poderiam ser utilizadas, decidiu-se pela
enzima Sacl. Apds obtencdo de maior quantidade de DNA plasmidial, precipitou-se
da seguinte forma: adicionando 10% de acetato de sodio 3M pH5,2, agitando
vigorosamente, adicionando-se mais 3 volumes de Etanol absoluto e novamente
agitando vigorosamente, centrifugando por 15 minutos, 13000 rpm a temperatura
ambiente e descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se 250-500 pL (300 pL) de
Etanol 70% seguido de centrifugacao por mais 5 minutos, 13000 rpm a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco por aproximadamente 20
minutos em estufa a 37 °C, o pellet seco foi ressuspenso em 10 L de agua estéril.

A linhagem da levedura Pichia pastoris eleita para utilizacdo no procedimento
foi a GS115 (his4), patenteada pela Invitrogen, esta linhagem possui mutagcdo no
gene histidinol desidrogenase (his4), o que as impede de sintetizar o amino&cido

histidina.

3.4.2 Transformacgéo de Pichia pastoris

Apés a obtencdo de grande quantidade de plasmideo linearizado e
precipitado, foi feita a transformacdo em Pichia pastoris — GS115. Essa
transformacao consistiu em adicionar o DNA precipitado e aproximadamente 80 pL
de levedura competente preparada em uma cubeta propria para eletroporacao (0,2
cm - Biorad) mantida previamente no gelo, que recebeu em seguida um pulso de 1,5
kV com capacitancia de 25 uF em eletroporador (Gene Pulser Il - Biorad). Apés este
procedimento foi adicionado 1 mL de Sorbitol 1M estéril e gelado. O material foi
retirado da cubeta e plaqueado em placas MD (1,34% YNB; 4x10°% biotina; 2%
dextrose, 1,5% Agar), as placas foram mantidas por aproximadamente 48 h a 30 °C,

para visualizacao do crescimento das colonias.
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Ap6s o crescimento das colbnias, uma reacdo de PCR utilizando
oligonucleotideos AOX foi realizada para confirmacao dos clones positivos para dar-

se prosseguimento ao protocolo de expressao.

3.5 Expressao da Proteina Recombinante — Sistema Eucarioto

Para padronizacdo do melhor protocolo de expressao foi realizada uma busca
de melhores condicdes, para tanto, foram utilizadas diferentes condicbes como
meios de cultura, concentracdo do indutor, tempo e temperatura de crescimento e
inducgéo de expressao.

O crescimento da coldnia contendo o clone HO6A09 pPIC9K em Pichia
pastoris-GS115, iniciou-se através de um pré-inéculo cultivado em 5 mL de meio
BMGY (Tabela 10) em tubo cbnico 50 mL, sob temperatura de 28 °C e agitacao de
350 rpm por aproximadamente dois dias. ApGs esse periodo foi preparado o lote
semente, assim a cada expressao protéica utilizou-se a mesma coldnia. Aliquotas do
lote semente foram feitas utilizando-se 200 pL de Sorbitol 1 M estéril e 200 uL do

pré-indculo, estes foram armazenados a -80 °C.

Tabela 10 - Reagentes para o preparo dos meios de cultura para levedura

Reagentes Meio BMGY Meio BMG
Extrato de Levedura 1% -
Peptona 2% -
Fosfato de Potassio pH7,0 100 mM 100 mM
YNB 1,34% 1,34%
Biotina 4x10™ % 4x10™ %
Glicerol ou Metanol 1% / 0,5% 1% / 0,5%

Para o pré in6culo da expressao, utilizou-se os 400 uL do lote semente em 50
mL de meio BMGY em um erlenmeyer de 500 mL, nas mesmas condi¢bes
anteriores, até que atingissem uma DOgoo 3,0 em cerca de 24 horas.

Apos o crescimento, todo o pré inéculo foi transferido para um erlenmeyer de
1L e adicionado mais 50 mL de meio BMGY ou BMG (100 mM fosfato de potassio
pH 6,0, 1.34% YNB, 4x10°% biotina, 1% glicerol ou diferentes concentracdes de
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metanol), algumas condicbes de crescimento foram testadas (diferentes
temperaturas (28 a 30 °C); diferentes rota¢cfes para agitacao (260-350 rpm).

Ambos os meios de cultura para crescimento da levedura continham glicerol
que é utilizado como fonte de carbono para alimentagcdo do microorganismo, sua
presenca € medida periodicamente durante a fase de crescimento da levedura
(Sistema enzimatico para determinacdo das Triglicérides no plasma ou soro —
Triglicérides Enzimatico Liquido - @Doles), ap6s a finalizacdo dos niveis de glicerol
do meio adicionou-se metanol passando da fase de crescimento para a fase de
inducdo protéica, este indutor foi testado em diferentes concentragcbes 0,5% - 2%
(500 pL). O Metanol além de também ser fonte de carbono é capaz de induzir a
expressao protéica ja que promove a ativacao dos Genes AOX (Figura 12), para sua
metabolizacdo. Neste momento colheu-se amostras de 1 mL (TO) para verificacao
da expresséo protéica basal.

A cultura foi alimentada a cada 24 horas com as taxas de metanol
determinadas e eram colhidas amostras de 1 mL da cultura para verificar andamento
da expressdo. Outro fator que foi variado foi tempo de inducdo com metanol (24 a
120 h) para determinar-se o melhor protocolo para padronizacéo.

Apbs o periodo de expresséo, a cultura foi centrifugada 1500 g, 20 minutos a
4 °C. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi armazenado em freezer -80 °C

para aguardar o processo de purificacao.

3.5.1 Precipitacdo protéica por metanol/cloroférmio

Este protocolo foi utilizado para melhor visualizagéo do perfil de expressao em
SDS-PAGE (metodologia descrita no item 3.3.1) de acordo com Wessel e Fligge,
1984. As amostras colhidas periodicamente durante a expressdo protéica foram
precipitadas utilizando metanol e cloroférmio. Em um tubo coénico foi adicionado a
amostra quatro vezes o seu volume de metanol e submetida a forte agitacdo por
aproximadamente trinta segundos. Foi adicionado mais um volume de cloroférmio e
submeteu-se a agitacdo vigorosa nas mesmas condi¢cdes, adicionou-se entdo trés
volumes de agua agitando-se novamente. Centrifugou-se por 5 minutos a 4000 g, a
4 °C, seguidos da remocdo da parte superior aquosa com auxilio da pipeta.
Adicionou-se quatro volumes de metanol seguidos de forte agitacdo. Centrifugou-se
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novamente nas mesmas condi¢cbes. Ao final removeu-se o maximo de liquido
cuidadosamente (sem tocar no pellet), a amostra foi entdo seca no vapor de N, ou
estufa e ressuspensa com tampéao de amostra para aplicacdo em SDS-PAGE.

Nos itens subsequientes estardo relatadas as diferentes estratégias tracadas
para busca das melhores condi¢cdes para purificacdo da proteina expressa em

P.pastoris.

3.5.2 Quantificacao protéica

Para estimar a concentracdo protéica utilizamos dois distintos métodos
dependendo da etapa.

A técnica utilizada durante os processos de purificacdo foi o de leitura em
densidade 6ptica em comprimento de onda de 280 nm (DO,gg), assumindo-se a
estimativa de um valor de 1,0 mg/mL de proteina para solu¢cdes que apresentem
leitura de absorbancia de 1,0. Este método é baseado no fato que a absor¢do nesse
comprimento de onda e em 280 mm devido a diversos aminoacidos (fenilalanina,
cisteina, cistina, metionina, triptofano, histidina e tirosina) que contém anéis
aromaticos (Stoscheck, 1990).

A determinacdo quantitativa de proteinas utilizada durante os ensaios de
atividade e caracterizacéo foi o desenvolvido por Bradford, em 1976, onde se utiliza
uma curva sérica de albumina bovina como padréo e leitura em densidade Gptica em
comprimento de onda de 595 mm, devido a interacdo do corante BG-250 com
cadeias laterais dosa aminoacidos basicos ou aromaticos ocorrendo um
deslocamento do corante para a forma anidnica, que é absorvido neste comprimento

de onda (Bradford, 1976).

3.6  Estratégias para Purificagcdo da Proteina recombinante
As amostras colhidas periodicamente durante a expressado protéica foram
preparadas de acordo com o protocolo de precipitacdo com metanol/cloroformio e

posteriormente aplicado em SDS-PAGE 12,5%.

3.6.1 Concentracéo e dialise por ultrafiltracdo tangencial
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ApOGs a expressdo, o sobrenadante foi concentrado e dialisado utilizando o
sistema de ultrafiltracdo Ultra-Amicon (Millipore) com poro de 5 kDa, seguindo
centrifugacdes sucessivas conforme o manual do fabricante.

Nesta fase foi testada também com sistema de ultrafiltracdo a primeira
estratégia para isolamento da proteina recombinante, na qual o Sobrenadante da
expressao concentrado em Ultra-Amicon de 5 kDa foi filtrado em membrana com
poros de 30 kDa (Ultra-Amicon- Millipore). A separacéao foi obtida pela centrifugacéo
a 4.000 rpm, a 4 °C durante quinze a vinte minutos. O material filtrado foi novamente
concentrado em Ultra-Amicon de 5 kDa e o resultado visualizado em SDS-PAGE.

3.6.2 Liofilizacao

A liofilizacdo foi uma alternativa para concentracao das amostras em algumas
fases do trabalho. O material previamente mantido em freezer -80 °C foi submetido
ao processo de liofilizacdo por aproximadamente 18 horas. Este procedimento foi
realizado no LETA (Laboratério Especial de Toxinologia Aplicada) do Instituto

Butantan.

3.6.3 Precipitacdo com sulfato de Aménio - salting out

O sobrenadante da expresséao foi submetido a precipitacao fracionada com o
sal nas concentracfes de 5 - 50%. Apds a adicao da solucéo saturada de sulfato de
amonio, a amostra foi incubada a aproximadamente 16 °C em duas diferentes
condicdes: com agitacdo e sem agitacdo por 18 horas. Apos a incubacgdo, a amostra
foi centrifugada a 10.000 g por 15 minutos a 4 °C e a analise do resultado foi
visualizado em gel de SDS-PAGE com as amostras dialisadas.

3.6.4 Cromatografia em Gel Filtracao

Como estratégias de gel filtracdo foram utilizadas duas resinas, Superdex 200
e Superdex 75 (GE Healthcare, Sao Paulo, SP, Brasil), ambas eram acopladas no
sistema FPLC - FPLC System (Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). As

amostras aplicadas eram provenientes da concentragdo por Ultra-Amicon,
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centrifugadas por 10 minutos a 14 000 rpm e a coluna previamente equilibrada com
dois volumes do tampao (50 mM fosfato de potassio pH 6,0; 150mM NacCl, pH 7,0).
A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente, sendo as fracdes, incubadas
em gelo apos sua coleta.

As cromatografias utilizando as colunas Superdex 200 e coluna Superdex 75
tiveram um fluxo de 0,5 mL/min. A eluigdo protéica foi monitorada através da leitura
de Azso.

As massas moleculares dos picos coletados das corridas de gel filtracdo
puderam ser estimadas usando padrdo protéico previamente cromatografado:
Dextran Blue - 2000 kDa; Lisozima - 14,3 kDa; Tripsinogénio - 24 kDa; Ovoalbumina
- 45 kDa.

A cromatografia em Superdex 75 teve diferentes estratégias de coleta de

picos testadas, estas estratégias estardo melhor explicadas nos Resultados.

3.6.5 Cromatografia em Troca I6nica

Foi utilizada a resina Mono Q (Pharmacia-Biotech) em coluna de 1 mL. A
coluna foi acoplada no sistema FPLC. A cromatografia foi realizada a temperatura
ambiente, com fluxo de 1 mL/min, sendo as fra¢cfes, incubadas em gelo apos sua
coleta e a elui¢ao protéica foi monitorada através da leitura de Azgo.

As amostras aplicadas nesta etapa foram provenientes da concentracdo por
Ultra-Amicon, centrifugadas por 10 minutos a 14000 rpm e a coluna previamente
equilibrada com dois volumes do tampao A (Tris 20 mM pH7,0), a eluicdo das
amostras foram feitas com gradiente linear de NaCl (0 - 1M) a 0,5 mL/min por 50
minutos e as frgbes correspondentes 0s picos incubados em gelo logo apoés a coleta

manual.

3.6.6 Cromatografia em Fase Reversa

A fracdo com atividade proveniente da cromatografia em gel filtracdo em
Superdex 75 foi submetida a cromatografia em fase reversa C-18 em sistema HPLC.
A eluicdo protéica foi monitorada através da leitura em Ajis, Axoo € Azgo. ApOS a

coleta as amostras foram mantidas em gelo.
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A coluna foi carregada com 250 pg da amostra. Um gradiente linear de
solvente A (Acido trifluoroacético TFA 0,1% em agua) e solvente B (Acetonitrila 90%
viv + 10% solvente A) foi utilizado. O gradiente foi estabelecido entre 0 e 100% do
solvente B por 20 minutos e os picos eluidos a 1 mL/min foram coletados

manualmente.

3.6.7 Cromatografia de Afinidade — Heparina-Sepharose

A fracdo com atividade proveniente da cromatografia em gel filtracdo em
Superdex 75 foi submetida a cromatografia de afinidade em resina Heparina-
Sepharose, sistema FPLC, onde foi monitorada através da leitura em Ago.

A coluna foi carregada com 200 pL da amostra (200 pug) em tampéao A (Tris 20
mM, pH7,0) e um gradiente linear entre 0 e 100% de tampéao B (Tris 20 mM, NacCl
1M, pH7,0) foi utilizado por 55 minutos e os picos eluidos no fluxo de 0,3 mL/min

foram coletados manualmente. Apds a coleta as amostras foram mantidas em gelo.

3.7 Sequenciamento do N-terminal

Para o sequenciamento da proteina de interesse, a banda protéica foi
recortada do gel de SDS-PAGE e eluida. Uma amostra de 500 puL da expresséo
finalizada foi precipitada por metanol/cloroférmio e submetida e eletroforese
unidimensional em gel de SDS-PAGE 15%. Apds a separacao, a borda da raia onde
a amostra foi corrida foi recorada e corada por prata para saber exatamente a
localizagéo da banda de interesse. A banda foi recortada, macerada e incubada em
NaCl 10 mM por 2 horas em agitacdo para eluicdo da proteina de interesse.

Com a amostra eluida, esta foi submetida a uma cromatografia de fase
reversa (Coluna C-18) acoplada ao sistema HPLC (Shimadzu 20A — Diode Array
Detector) para purificacdo e certificacdo da retirada de sal antes de ser submetido ao
seguenciamento.

O sequenciamento do N-terminal foi determinado pela degradacdo de Edman
utilizando o sequenciador de Proteinas (Shimadzu PPSQ-21). Este ensaio foi

realizado no Laboratorio de Sequenciamento Multiusuario do Instituto Butantan.
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3.8 Deglicosilagdo da Proteina Recombinante

Um total de 20 pg da proteina recombinante expressa em Pichia foi incubada
incialmente com um tampao de desnaturacédo 10X (SDS 0,5% DTT 0,4M) e por dez
minutos a 100 °C. Apdés o aquecimento, foi adicionado Tampéo de reacdo 10X
(Citrato de Sédio 0,5 M, pH 5,5) e 3 puL da enzima Endo H; (®BioLabs 1.000,000
U/mL) e incubado por 3 horas a 37 °C. ApGs a reacéo, foi adicionado tampao de
amostra e esta foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE 15% e corado por

AgNO3; como descrito anteriormente.
3.9 Atividade em Testes de Agregacao Plaquetaria

Os testes foram realizados com amostras das diferentes etapas de purificagao
utilizando sangue total, PRP (plasma rico em plaguetas) ou plaquetas lavadas. Para
tais ensaios foi obtida a aprovacio da Comissdo de Etica Humana (Parecer
886/CEP).

Para utilizacdo de sangue total, foi coletado sangue venoso humano de
doadores saudaveis (9 mL), em tubo plastico contendo 1 mL de Citrato de sodio
3,8%, e levemente agitado. Para os ensaios, 500 ul do sangue coletados acrescidos
de 500 ul de salina, foram pré-incubados em diferentes tempos (10 e 30 minutos)
com diferentes concentracdes da proteina recombinante (15 e 30 pg/teste). Apos
esse periodo, a agregacéo foi induzida com o colageno como agonista.

Para ensaios com PRP foi coletado sangue venoso humano de doadores
normais (9 mL), em tubo plastico contendo 1 mL de Citrato de sédio 3,8 %,
centrifugado durante 15 minutos a 1000 rpm em temperatura ambiente sem tampa
para a obtencdo do PRP. O PRP foi separado e o sangue novamente centrifugado
(3500 rpm, 15 minutos) para obtencdo de PPP (plasma pobre em plaguetas), onde
ambos séo lidos em contador de células (Advia 60) e usados para a diluigdo do PRP
ajustando-o para uma concentracao de 300 x 10° plaquetas/L. Para os ensaios de
agregacéo, 500 pl desta solucéo de PRP foram pré-incubados por 10 minutos a 37
°C. Apos este periodo, a agregacao foi induzida com a adicdo do agonista na
presenca e auséncia da proteina recombinante. Os agonistas utilizados foram
Colageno (2,5 pg/mL), ADP (0,75 puM), Acido Araquidénico (1 mM) e Ristocetina
(Img/mL).
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Para testes com plaquetas lavadas, as mesmas foram obtidas a partir do PRP
e para cada 9 mL de PRP foi adicionado 1 mL de EDTA 2% e centrifugado durante
15 minutos, 2000 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso lentamente em 10 mL de tampéo de lavagem (NaCl 140 mM,
NaHCO3; 10 mM, KCI 2,5 mM, Na;HPO, 0,49 mM, MgCl, 1 mM, Citrato de Sédio 2
2mM, BSA 52,23 mM, dissolvidos em 100 mL de H,O, pH ajustado para 6,5 com
HCIl) e submetido a centrifugacdo novamente nas mesmas condi¢coes. O
procedimento com o tampdo de lavagem foi realizado uma segunda vez e o
sobrenadante novamente descartado e o pellet foi ressuspenso cuidadosamente em
2 mL de tampéao Tyrode (CaCl, 1 mM, NaCl 134 mM, NaHCO3; 12 mM, KCI 2,9 mM,
Na;HPO, 0,34 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 10 mM pH ajustado para 7,4 com HCI)
contendo glicose 1%, e a concentracdo de plaquetas ajustada para 300 x 10°
plaquetas/L. Para os ensaios de agregacéao, 500 pl de solucdo de plaquetas lavadas
foram pré-incubados por 10 minutos a 37 °C. Apés este periodo, a agregacéao foi
induzida com 0s agonista na presenca e auséncia da proteina recombinante. Nos
ensaios com plaquetas lavadas foram utilizados: Colageno (2,5 upg/mL), ADP
(0,75uM), Acido Araquiddnico (1 mM), Ristocetina (0,5 mg/mL) e Trombina (1 U/mL)
COmo agonistas.

O agregometro (Chrono-Log) foi previamente calibrado para 100% de
transmitancia com a solucdo de PPP em ensaios com PRP e Tyrode para ensaios

com plaqueta lavada.

3.10 Atividade sobre receptores plaquetéarios - Citometria de Fluxo

A metodologia para estudos de receptores plaquetéarios por citometria de fluxo
em plaguetas lavadas foi seguida conforme a descrita por Shattil et al. (1987) e
Warketin et al. (1990), sob condicdes de minima ativacdo. Os testes foram
realizados com 20 ul do PRP e 20 pul de plaquetas lavadas (protocolo citado acima),
estes foram pré-incubados com a proteina recombinante por 30 minutos a
temperatura ambiente, apos esse periodo 40 ul de tampdao fosfato salina (PBS) com
Soro Fetal Bovino (SFB) 10% e 2,5 ul de concentragfes saturantes de anticorpos
monoclonais FITC ou PE - conjugados (BD) foram adicionados e incubados por 30

minutos a temperatura ambiente no escuro. ApoOs esse periodo, 300 ul de
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paraformaldeido 1% foi adicionado e os tubos submetidos a citometria de fluxo. Foi
utilizado o citometro Guava Modelo Easycyte (GE).

Para tal metodologia a solucdo de plaquetas suspensas marcadas com 0S
fluoréforos conjugados com FITC e PE passam através de uma camara que contém
um foco de lazer a uma velocidade de 1.000 & 10.000 células por minuto. Apos a
ativacdo fluorescente até o comprimento de onda de excitacdo, um detector
processa a fluorescéncia emitida e as propriedades de luz de cada célula séo
medidas (Michelson et al., 1996)

Os resultados gerados foram referentes a 10.000 eventos, e como controle de
inespecificidade foi utilizado um anticorpo monoclonal irrelevante (isotipo). Os

receptores plaguetarios foram marcados com 0s seguintes anticorpos monoclonais:

e Isotipo FITC/PE

e CD42b-FITC para GPIb

e CD49b-FITC para oz (02p1)

e CD29-PE para B1 (02p1)

e CD41a-FITC para GPlIb

e CD62P-FITC para P-selectina
e CD36 — FITC para GPIV

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos, comparando o grupo das
amostras incubadas e néo incubadas com a proteina de interesse foi utilizado o

teste — t, assumindo o nivel de significancia de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sistema procarioto
4.1.1 Mapa de restricdo do clone HO6A09
A sequéncia do clone HO6A09 foi submetida ao programa Webcutter 2.0, e
assim obtivemos o seu Mapa de Restricdo o qual define as enzimas de restricao

capazes e ndo capazes de clivar a sequéncia de interesse. O Mapa de Restric&o -
HO6A09- esta apresentado na Figura 19.

Mapa de Restri¢cao do clone HO6A09
455 pares de base (pb)

BsaHI
Earl BbiII
Eaml11041 HinlI

caggatgaggaagaggggggtgagtctgaggaaacgacgggagaaggagatgaaccgacgccaccatcagatgat bp
gtcctactccttctcccecccactcagactecctttgetgecctettectctacttggetgeggtggtagtctacta 1 - 75
Ksp6321I Mspl7I
Hsp921I
AcylI

BseRI
ggaggagaaccaccagcgtcccctcecctggtggcaacgaagaatcaagecgattgttggtcggaaagaaaagatttg bp
cctcctecttggtggtcgcaggggaggaccaccgttgettecttagttcgetaacaaccagectttecttttctaaac 76 - 150

BsaMI
AcsI BsmI Xbal
aaatttgatgaatctatactgaaagatagcggcacaacttctgttgaagaatgcaaaaagaaatgtctagaaaac bp
tttaaactacttagatatgactttctatcgccgtgttgaagacaacttcttacgtttttctttacagatecttttg 151 - 225
ApolI Mval269I

HindII
Bcgl Hpal
gataggtgtgctgttattcaggttaacgattcaaacaaaaaatgttacatctatcctgctgatgctgactggggt bp
ctatccacacgacaataagtccaattgctaagtttgttttttacaatgtagataggacgactacgactgacccca 226 - 300
HincII

Ms1lI
tcggttcaacaaggttcaactggatacacgcaatatcatattcatgcttgccaataattcaacaacaaaaactgg bp
agccaagttgttccaagttgacctatgtgcgttatagtataagtacgaacggttattaagttgttgtttttgace 301 - 375

AcsI
tcgatcatgtatattaaatataatctggctttgtaaagatacagtaaaaatttgattctaatacaagcatttaat bp
agctagtacatataatttatattagaccgaaacatttctatgtcatttttaaactaagattatgttcgtaaatta 376 - 450

ApolI

gccat bp
cggta 451 - 455

Figura 19. Mapa de Restricdo do transcrito HO6A09
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Na Figura 20 podemos observar todas as endonucleases que nao séao
capazes de digerir a sequéncia do nosso clone de interesse, assim, decidimos por
utilizar as enzimas Hind Ill e BamH | para o clone HO6A09 na estratégia de

clonagem em vetor pAE e que se encontram em destaque.

Endonucleases que nao digerem a seqiiéncia de interesse:

AatI, AatII, Accll3I, Accl6I, Acc65I, AccBlI, AccB7I, AccBSI, Accl, AccIII,
AcINI, AfeI, Af1II, Af1III, AgeI, AhdI, Alw21I, Alw44I, AlwNI, Ama87I,
AocI, Aorb51HI, Apal, Apall, AscI, Asel, AsnI, Asp/700I, Asp718I, AspEI,

AspHI, AspI, AtsI, Aval, AviII, AvrII, BalI, BamHIl, BanI, BanII, BanIII,
BbeI, BbrPI, BbsI, Bbul, Bbvl12I, Bbvl16II, BclI, BcoI, BfrI, BglI, BglII,
BlnI, BlpI, BpiI, BpmI, Bpull02I, Bpuld4I, BpuAI, Bsaz29I, BsaAI, BsaBI,

Bsal, BsaOI, BsaWI, BscI, Bsell8I, Bse2l1lI, Bse8I, BseAI, BseCI, BsePI,

BsgI, Bsh1285I, Bshl1365I, BshNI, BsiEI, BsiHKAI, BsiI, BsiMI, BsiWI, BsmBI,
BsoBI, Bspl06I, Bspll9I, Bspl20I, Bspl3I, Bspl407I, Bspl43II, Bspl720I,
Bspl9I, Bsp68I, BspCI, BspDI, BspEI, BspHI, BspLUllI, BspMI, BspTI, BspXI,
BsrBI, BsrBRI, BsrDI, BsrFI, BsrGI, BssAI, BssHII, BssSI, BssT1lI, Bstl11071,
Bst98I, BstBI, BstD102I, BstDSI, BstEII, BstH2I, BstI, BstMCI, BstPI, BstSFI,
BstSNI, BstX2I, BstXI, BstYI, BstZI, BsulbI, Bsu36I, CciNI, CelII, CfrlOI,
Cfr421, Cfr91I, CfriI, Clal, Cpol, Cspd45I, CspIl, CvnI, Dral, DralII, DraIlIlI,
DrdI, Dsal, EaeI, Eagl, Eamll05I, Ecll1l36II, EclHKI, EclXI, Ecol05I, Ecol30I,
Ecol471I, Eco24I, Eco255I, Eco31I, Eco32I, Eco47III, Ecob52I, Eco57I, Eco64lI,
Eco72I, Eco81I, Eco88I, Eco91I, EcoICRI, EcoNI, Eco01l09I, Eco065I, EcoRI,
EcoRV, EcoT14I, EcoT22I, EheI, ErhI, Espl396I, Esp3I, FauNDI, FbaI, FrioOI,
FseI, FspI, Gsul, HaeII,Hindlll, XKasI, Kpn2I, KpnI, Ksp22I, KspI, LspI,

MamI, MfeI, Mf1I, MluI, M1uNI, Mphl103I, MroI, MroNI, MscI, MspAlI, MspCI,
MunI, NaeI, NarI, NcoI, NdeI, NgoAIV, NgoMI, NheI, NotI, Nrul, NsiI, NspBII,
NspI, NspV, PacI, Pael, PaeR7I, Pf1231I, Pf1MI, PinAI, Plel9I, PmaCI, Pme55TI,
PmeI, PmlI, PpulOI, PpuMI, PshAI, PshBI, Pspl24BI, Pspl406I, PspbII, PspAI,
PspALI, PspEI, PsplLI, PspOMI, PstI, PstNHI, Pvul, PvulIl, RcaIl, RsrII, SacI,
SacII, Sall, SapI, SbfI, Scal, SexAI, SfcI, Sfil, Sfr2741, Sfr303I, Sful,
SgfI, SgrAI, Smal, SmiI, SnaBI, Spel, SphI, SplI, SrfI, Sse8387I, SseBI,
SspBI, SspI, SstI, SstII, Stul, StyI, SunI, Swal, TthlllI, Van91I, Vha4d64l,
VneI, VspI, XcmI, XhoI, XhoII, XmaI, XmaIII, XmnI, Zsp2I

Figura 20. Enzimas de restricdo que nao clivam a sequiéncia do clone HO6A09. As enzimas eleitas
para utilizagdo na clonagem em vetor pAE encontram-se em destaque.
Fonte: Max, 2008.

A estratégia de clonagem foi definida e esta resumidamente apresentada na

figura 21.
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Figura 21. Estratégia para clonagem do transcrito HO6A09 em vetor pAE.
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Como proposta inicial do trabalho decidiu-se expressar a proteina de

interesse em sistema procarioto E. coli, a seguir estardo demonstrados os resultados

obtidos durante estas etapas.
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4.1.2 Miniprep do HO6A09_pGEM11Zf

Pode-se visualizar na figura 22 o resultado da purificacdo do isolamento do
plamideo HO6A09 pGEM11Zf proveniente da biblioteca de cDNA.

4361 pb. |

2322 p.b.
2027 p.b. — |

564 p.b.

Figura 22. Miniprep — HO6A09 pGEM 11zf — Eletroforese em gel de Agarose 1% corado com
Brometo de Etidio: (1) padrédo 2 DNA/Hind Il com os fragmentos indicados na figura. As
minipreps dos clones de interesse se encontram nas colunas 3, 4,5 e 6.

4.1.3 PCR do HO6A09 com oligonucleotideos NT-HO6A09 e SP6

Para confirmacdo de que o plasmideo extraido pela miniprep continha o
inserto esperado foi realizado uma PCR com os oligonucleotideos direcionados. A
figura 23 apresenta a amplificacdo de um inserto de cerca de 500pb proveniente da

PCR realizada com os oligonucleotideos NT-HO6A09 e SP6, como esperdvamos.
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4361 p.b.

2322 p.b.
2027 p.b.

Inserto amplificado

564 p b
B (~500 pb)

Figura 23. PCR do clone eleito — Eletroforese em gel de Agarose 1% corado com Brometo de Etidio:
(1) padrdo a2 DNA/Hind 1ll com os fragmentos indicados na figura. (2) Produto de PCR
(~500pb); (3) controle negativo da PCR.

4.1.4 Digestdo Enzimética do Inserto HO6A09 e do vetor pAE

Tanto o vetor pAE quanto o produto da amplificacdo do PCR referente ao
clone HO6A09 foram submetidos a digestdo enzimatica com as enzimas de restricao:
Hindlll e BamHI. As Figuras 24 e 25 apresentam o resultado em gel de agarose 1%

das digestdes do vetor (pAE) e do inserto (HO6A09), respectivamente.
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Figura 24. Digestdo do plasmideo pAE — Eletroforese em gel de Agarose 1% corado com Brometo
de Etidio: (1) pAE néo digerido; (2) pAE digerido com Hind IlI; (4) pAE digerido com Hind
Il e BamHlI; (6) padrdo a DNA/Hind Il com os fragmentos indicados na figura.

Figura 25. Digestdo do clone eleito HO6A09 — Eletroforese em gel de Agarose 1% corado com
Brometo de Etidio: (1) inserto ndo digerido; (2) inserto digerido com Hind IlII; (3) padréo a
DNA/Hind IlI; (5) inserto digerido com Hind Il e BamH I.



82

4.1.5 Ligacao do inserto ao vetor pAE

O material obtido da digestdo do plasmideo e do inserto foram submetidos a
reacdo de ligacdo e esta foi confirmada a partir do plagueamento apos

transformacao de bactérias DH5a em meio solido 2xYT-Agar/ampicilina.

Na teoria apenas os clones com a ligacdo correta deveriam apresentar
colénias crescidas na placa contendo o antibidtico ampicilina. No entanto, apds o
crescimento das bactérias em meio sélido 2xYT/amp, 08 colonias foram

selecionadas e submetidas a reacdo de PCR para confirmacdo das col6nias

positivas e o produto de amplificacdo da PCR pode ser visualizado na Figura 26.

Figura 26. PCR de 8 coldnias selecionadas da placa de transformacéo. Eletroforese em gel de
Agarose 1% corado com Brometo de Etidio: (1) Padrdo de massa molecular A DNA/Hind IlI
com valores indicados na figura; (2 — 9) PCR dos Inéculo.

Conforme podemos notar na Figura 26, das 08 coldnias selecionadas, apenas
as col6nias aplicadas nos pocos 2, 5, 6, 8 e 9 tiveram a amplificagédo do produto do
tamanho esperado. Dessas colonias positivas foram eleitas 4, que por sua vez foram

submetidas a miniprep com resultado visualizavel na Figura 27.
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Figura 27. Miniprep de colbnias positivas eleitas para PCR - Eletroforese em gel de Agarose 1%
corado com Brometo de Etidio. (1) Padrdo de massa molecular A DNA/Hind Il com valores
indicados na figura; (2-5) Miniprep das coldnias.

4.1.6 Confirmacéo da seqiéncia do HO6A09 pAE

bY

Os quatro clones foram submetidos a reacdo de sequenciamento e todos
obtiveram sequéncias de boa qualidade condizentes ao seqienciamento anterior
(Faria et al., 2005). Demos entdo continuidade na etapa de expressao protéica com

um destes clones.

4.1.7 Expressao da Proteina Recombinante

A expressdo da proteina recombinante foi feita a partir do pré-indculo das
colénias (HO6A09_pAE) resultantes da transformacédo de células de E.coli, linhagem
BL21D3.

Apbs o processo de crescimento, inducdo da expresséo, rompimento celular e
solubilizagdo dos corpusculos de inclusdo as amostras foram submetidas & SDS-
PAGE 12,5% com reducédo, corada com Coomassie-Blue, visualizada na figura 28.
Em destaque na Figura 28 esta marcada uma banda protéica com massa molecular
aproximada a esperada (~13 kDa) encontrada na fracdo soluvel (S1) do

procedimento de lise celular.
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Figura 28. Etapas de expressdo da proteina em E. coli linhagem BL21D3 — Eletroforese em gel de
SDS-PAGE 12,5% corado com coomassie-blue: (1) cultura antes da indugdo génica (T0);
(2) pellet com trés horas de inducdo (T3); (3) sobrenadante com trés horas de indugéo
(S0); (4) pellet lisado (S1); (5 e 6) pellets solubilizados (S2 e S3 respectivamente); (7)
Padréo de massa molecular indicados ao lado.

4.1.8 Etapa de Purificacao

Para termos a certeza de qual fragdo continha a a proteina de interesse em
fusdo com a His-Tag, realizamos dois procedimentos, um western blotting com o
anticorpo anti-His-Tag, e submetemos a cromatografia em Ni-Sepharose o material

proveniente da fracdo soltvel S1 (apresentado no poco 4 da figura 27).

A eluicdo da proteina da cromatografia em Ni-Sepharose foi realizada com
tampdes contendo diferentes concentracdes de Imidazol (60 mM, 400 mM e 800
mM) e fragcbes de 0,5 mL foram coletadas. ApOs a coleta das fragbes, algumas
amostras foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 15 % em condi¢des

redutoras e o gel foi corado por AgNOs.

A Figura 29 apresenta o perfil de fragbes eluidos com 60 mM e 400 mM de
Imidazol, um outro gel foi realizado apenas com amostras eluidas com 800 mM, mas
como n&o apresentou nenhuma banda corada por AgNOs; dados ndo mostrado.
Nesta figura podemos visualizar que existe mais de uma banda protéica sendo
eluida com 400 mM de Imidazol (colunas 11 a 15), sendo que a banda majoritaria
apresenta aproximadamente 20 kDa (indicada pela seta), diferente do esperado (~13
kDa).
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Figura 29. Etapas de purificacdo da proteina em coluna de Niquel-Sepharose — Eletroforese em gel
de SDS-PAGE 15% corado com AgNOs. (1) Padrdo de massa molecular com valores em
kDa indicados ao lado; (2) pellet lisado (S1) antes da cromatografia, (3-10) as fracdes 8,
11, 14, 17, 20, 23, 26 e 29 eluidas com 60 mM de Imidazol; (11-15) fracdes 38, 41, 44,
47 e 50 eluidas com 400 mM de Imidazol.

Ainda com a esperanca de encontrarmos um melhor protocolo para
expressdo da proteina com a linhagem bacteriana BL21(DE3) tentamos também,

dentre outras, as seguintes alternativas:

4.1.9 Alternativas para obtencédo da molécula de interesse

4.1.9.1 Diferentes concentracfes de IPTG

Busca por diferentes concentragcbes de IPTG variando de 0,1 mM a 10 mM
gue poderiam estar afetando no nivel de expressao protéica (Sambrook et al., 1989).

A Figura 30 demonstra um exemplo de perfil obtido em SDS-PAGE da
metodologia de expressao com 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 5 mM e 10 mM de IPTG,
como podemos visualizar aparentemente uma banda menor que 13 kDa esperado
foi visualizado nas concentracdes de 0,5, 1 e 2 mM de IPTG. No entanto, quando
realizamos western blotting utilizando anticorpo anti-His-tag n&o obtivemos

visualizacédo de banda revelada como o esperado (dados ndo mostrados).
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Figura 30. Expressdo de HO6A09 _pAE em linhagem BL21(DE3) induzidos por 3 horas com
diferentes concentra¢ces de IPTG — Eletroforese em gel de SDS-PAGE 15% corado com
Coomassie Blue: (1) Padrdo de massa molecular com valores em kDa indicados ao lado;
(2) pellet celular antes da inducdo por IPTG (T0); (3) pellet celular com 0,5 mM IPTG; (4)
pellet celular com 1mM IPTG; (5) pellet celular com 2 mM IPTG; (6) pellet celular com 5
mM IPTG; (7) pellet celular com 10 mM IPTG.

4.1.9.2 Diferentes concentragdes de glicose

Adic&o de 10 ou 20 mM de glicose ao meio de cultura, que por experiéncia
em nosso Laboratério, ainda com esta linhagem bacteriana, tal componente foi
capaz de melhorar a taxa de expressdo de algumas proteinas (dados né&o
publicados).

Como pode ser observado na Figura 31 ndo houve alteracdo significativa da
expressao protéica com as concentracdes de glicose adicionadas ao meio de cultura
quando este foi induzido com 2 mM de IPTG durante 3 horas, a auséncia de

expressao foi também confirmada por Western blotting (dados ndo mostrados).
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Figura 31. Expressdo de HO6A09_pAE em linhagem BL21(DE3) induzidos por 3 horas com 2 mM de
IPTG em presenca de glicose — Eletroforese em gel de SDS-PAGE 15% corado por
Coomassie Blue: (1) padrdo de massa molecular com valores indicados ao lado; (2) pellet
celular antes da inducéo por IPTG (TO); (3 e 4) pellet celular com inducdo de 2 mM de
IPTG; (5) pellet celular apés inducdo 2 mM de IPTG e presenca de 10 mM de glicose; (6)
pellet celular ap6s indugdo com 2 mM de IPTG em presenca de 20 mM de glicose.

4.1.9.3 Diferentes periodos de inducao

Como alternativa de busca de um protocolo ideal para obtencdo da proteina
de interesse foi também realizada a expressdo em diferentes tempos de inducao
com 2 mM de IPTG. O perfil desta expressédo nos tempos de induc¢éo 0,5; 1; 1,5; 2; 3
e 4 horas ndo esta apresentado aqui. No entanto, foi verificado que a expressédo em
BL21(DE3) quando induzido por 2 mM de IPTG durante 3 horas, era possivel
visualizar uma banda de cerca de 13 kDa em SDS-PAGE 0 que mais uma vez nos
encorajou a realizar a analise por Western blotting, tentativa essa mais uma vez
infrutifera (dados ndo mostrados).

Como exemplificado acima foram feitas inUmeras tentativas de expressao em
BL21(DE3) com diferentes protocolos que resultaram na ndo confirmacdo da
expressao da proteina detectavel pelo anticorpo anti-His-Tag, cabe ressaltar que
todos os experimentos de Western blotting aqui realizados tinham como um controle
positivo de expressdo uma proteina expressa habitualmente por nosso grupo de
pesquisa, denominada rLosac (Alvarez-Flores et al., 2006) que é expresso em
grande quantidade em linhagem BL21(DE3) o qual sempre confirmou a eficiéncia do

teste.
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No entanto, para confirmar essa auséncia de resultados positivos por Western
blotting decidimos padronizar conforme os resultados obtidos por SDS-PAGE a
expressao nesta linhagem de bactérias com 2 mM de IPTG e 3 horas de inducéo, ja
que eram os perfis que podiamos ao menos analisar a presenca de uma banda do
tamanho esperado. Assim, partimos para o protocolo de lise celular, utilizando para
tanto, o protocolo por sonicacdo das células. Esse material, apés lise celular, foi
tratado para obtermos as fracdes presentes do corpusculo de inclusdo e material
soluvel que, por sua vez, foram analisados tanto em SDS-PAGE, quanto por analise
de atividade direta sobre plaquetas.

A figura 32 apresenta o perfil em SDS-PAGE de uma expressdo do clone
HO6A09 pAE em BL21 (DE3) utilizando o protocolo de induc¢do por 3 horas com 2

mM de IPTG, além das fracdes apos lise celular e solubilizacéo.
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Figura 32. Diferentes etapas de expressao de proteinas apos 3 horas de indugdo com 2 mM de IPTG
em linhagem BL21(D3) — Eletroforese em gel de SDS-PAGE 12,5% corado com
coomassie-blue: (1) padrdo de massa molecular com valores indicados ao lado; (2) pellet
da cultura antes da inducdo com IPTG (T0); (3) pellet com trés horas de inducéo (T3); (4)
pellet apos lise celular por sonicacao; (5) pellet solubilizado.

Intrigados com os resultados do ndo reconhecimento pelo anticorpo Anti-His-
Tag, nos foi relatado por alguns pesquisadores do Instituto Butantan (Informacéo
verbal) que algumas vezes, de maneira ndo muito comprovada, a expresséo

protéica pode estar acontecendo de uma forma que a molécula apresente uma
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conformacéao tal que o anticorpo néo a reconheca, apesar do fato de sabermos que
em condi¢Bes desnaturantes, proprias para o protocolo de eletroforese e blotting, a
molécula esteja desenovelada o que facilitaria o reconhecimento, mesmo assim,
decidimos supor que o protocolo de western blotting ndo estaria sendo eficiente no
reconhecimento desta molécula e partimos para testar sua possivel atividade sobre
agregacdao plaquetéria.

Para testar a atividade destas amostras fizemos um teste de agregacéao
plaguetaria em PRP (Plasma Rico em Plaquetas) utilizando colageno (2 pg/mL)
como agonista, ja que o LAPP, proteina qual a molécula expressa apresenta
similaridade é capaz de inibir (Connolly et al., 1992). Testamos tanto o material
presente nos corpusculos de inclusdo ap6s solubilizacdo como o da fracdo soluvel
apos lise celular, no entanto, ndo obtivemos atividade da proteina em nenhumas das
fracOes testadas e, portanto, ndo estamos apresentando este perfil grafico de
atividade.

Todas essas tentativas realizadas em E. coli BL21(DE3), foram as executadas
ja que esta linhagem é muito utilizada por nosso grupo por ser de facil crescimento,
de alto nivel de expressao protéica e facil indugcdo. As cepas do tipo BL21(DE3)
apresentam mutacbes nos genes que codificam as proteases OmpT e lon que
interferem no isolamento de proteases recombinantes intactas, incrementando assim
a estabilidade protéica. As cepas DE3, em geral, apresentam no genoma uma cépia
da T7 RNA Polimerase controlada pelo promotor lacUV5 (passivel de ser induzida
por IPTG) e que foi introduzida com ajuda do fago DE3. Assim, as DE3 sao
utilizadas para expresséo de genes controlados pelo promotor T7.
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4.1.9.4 Diferentes linhagens bacterianas

Assim, sentimos necessidade de testar outras estratégias, para tanto nos
valemos de mais dois sistemas de expressdo utilizando as seguintes linhagens
alternativas da bactéria E. coli: Origami (DE3) pLys; e Rosetta-Gami B (DE3).

A Origami (DE3) pLys (Novagen), por exemplo, é uma cepa de E. coli
derivada de K-12 que possui mutacdes nos genes tioredoxina redutase (trxB) e
glutationa redutase (gor), o que torna o ambiente citoplasmatico destas bactérias
menos redutor e, portanto favoravel a formacédo de pontes de dissulfeto (Eser et al.,
2009), o que nos atraiu por sabermos que na estrutura da nossa proteina existem 6
cisteinas. Esta cepa também carrega uma mutacao no gene lacZY o que permite o
controle da expressao.

A cepa Rosetta-Gami B (Novagen) combina as caracteristicas da BL21,
Origami e Rosetta, aumentando a expressao de proteinas eucaridticas e a formacéao
de pontes de dissulfeto no citoplasma bacteriano, assim as proteinas podem ser
obtidas na fracdo soluvel (S1). Além dessas caracteristicas esta cepa expressa seis
tRNAs pouco usais que facilitam a expressdo de genes que codificam codons
raramente usados em E. coli, que poderia estar sendo o nosso problema na
expresséo em BL21(DE3).

A figura 33 apresenta um exemplo da expressao das diversas tentativas com
as cepas citadas e esta figura em questdo demonstra o perfil de expressdao com 3
horas de indugdo com 2 mM de IPTG em linhagem Rosetta-Gami (DE3), este
material também foi submetido a andlise por western blotting onde mais uma vez
nao tivemos revelacdo de nenhuma banda nas fracbes estudadas. Tanto em
linhagem Origami quanto Rosetta-Gami fizemos as mesmas tentativas de alteracao
de protocolo de expressdo como os aqui demonstrados para BL21(DE3), onde eram
variadas as concentracdes do indutor de expressao (IPTG), em presenca e auséncia
de glicose no meio de cultura e também com variagbes maiores no tempo de
inducdo, variando de 3 a 72 horas de inducdo, ja que para estas linhagens
trabalhdvamos em temperaturas mais amenas (20 °C) e seria esperado um
crescimento celular mais lento e consequente expressdo. A seguir estardo
demonstrados alguns exemplos de perfis em SDS-PAGE obtidos com alguns
protocolos, no entanto, para nossa infelicidade nenhum deles foi capaz expressar

uma banda protéica reconhecivel pelo anticorpo Anti-His-Tag, nem tampouco que
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apresentasse atividade sobre plaguetas dentro dos protocolos estudados, o que
dificultou o trabalho, e nos desanimou nos estudos com expressdo em sistema

procarioto.
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Figura 33. Diferentes etapas de expressédo de proteinas em linhagem Rosetta-Gami — Eletroforese
me gel de SDS-PAGE 15% corado com coomassie-blue: (1) pellet celular antes da
inducdo com IPTG (TO0); (2) pellet apés 3 horas de indugéo (T3); (3) sobrenadante apés 3
horas de inducéo; (4) fragdo solavel; (5) fracdo solubilizada a partir do corpusculo de
incluséo; (6) padrdao de massa molecular com valores indicados ao lado.

Apesar destes problemas encontrados aqui com a expressdo em sistema
procarioto, em especial em E.coli, cabe mencionar que insistimos no mesmo ja que
além de ser habitual a utilizacdo destes protocolos sempre apresentaram boas taxas
de expressdo de diversas moléculas estudadas por nosso grupo (rAmblyomin
(Batista et al., 2010), rLosac (Alvarez-Flores et al., 2006), rLopap (Reis et al., 2006),
além do que, este sistema seria uma alternativa que proporcionaria baixos custos,
especialmente no caso de um possivel futuro escalonamento (Yin et al., 2007).

Contudo todas as alternativas utilizadas para a obtengdo da molécula
recombinante em E.coli foram inconclusivas, e apesar de em alguns protocolos
visualizarmos em SDS-PAGE bandas do tamanho esperado, os ensaios em western
blotting e atividade sobre plaquetas nunca foram positivos, porém, ainda restava a
duvida de que talvez a proteina estivesse sendo expressa em conformacao tal que
dificultasse sua confirmacdo, ou ainda, que sua atividade fosse diferente da
esperada. Assim, optamos pela alteracdo da estratégia para obtencdo da molécula e
partimos em busca de uma nova clonagem para expressdo em organismos

eucariotos (Pichia pastoris).
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4.2  Sistema Eucarioto — Clonagem e expressao

4.2.1 Clonagem do transcrito HO6A09 em pPIC9K

Apés andlise do mapa de restricdio do HO6A09 e mapa do vetor pPIC9K
iniciamos o processo de clonagem por reacbes de PCR com oligonucleotideos
especificos e desenhados com sitios de restricdo direcionados para a clonagem. Na
figura 34 temos o resultado da reacdo de PCR realizada com os oligonucleotideos
especificos em gel de agarose 1%, onde podemos visualizar as bandas de
aproximadamente 500 pares de bases, correspondente ao clone HO6A09, a banda

correspondente ao inserto foi recortada do gel, eluida e purificada.

Figura 34. PCR dos clones eleitos - Eletroforese em gel de Agarose 1% corado com Brometo de
Etidio. (1) Padrao de massa molecular 1kb DNA Ladder (Promega) com valores
indicados na figura; (2) PCR do clone HO6A09.
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4.2.2 Digestdo Enzimética do Inserto HO6A09 e do vetor pPICI9K

ApoOs a obtencéo do produto de PCR purificado do gel de agarose, deu-se inicio
aos processos de digestdo enzimatica tanto dos produtos de PCR, quanto do
plasmideo pPIC9K.

As enzimas Notl e EcoRI foram utilizadas para realizar a digestdo tanto do
produto de PCR quanto do vetor pPIC9K. A figura 35 indica essa segunda etapa da

digestao enzimatica de inserto e vetor.

Figura 35. Digestdo do produto de PCR do clone HO6A09 e do vetor pPIC9K - Gel de Agarose 1%
corado com Brometo de Etidio. (1) Padrdo de massa molecular (250, 500 (altura da banda
de interesse), 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000 e 10000 pares
de bases); (2) Digestdo do produto de PCR do inserto HO6A09 com as enzimas Notl e
EcoRl; (3) Digestéo do vetor pPIC9K com as enzimas Notl e EcoRl.

4.2.3 Ligacao do inserto ao vetor pPIC9K

Apobs eluicdo das bandas da digestdo do gel o produto foi ligado por cerca de
20 horas e utilizado para transformacdo em bactérias competentes DH5a para
obtencdo de uma maior quantidade do plasmideo. ApOs o crescimento das colbnias,
e certificacdo por PCR de colonia selecionamos aquela que melhor reproduziu o
PCR, obteve-se maior quantidade do plasmideo recombinante HO6A09 pPIC9K,
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seguido da linearizacdo e transformacédo de Pichia pastoris, linhagem GS115 por
eletroporagéo.

As placas MD com as colonias positivas para a transformacéo de P. pastoris
tiveram suas col6nias certificadas por PCR, como indicado na figura 36.

E possivel visualizar que das 14 col6nias selecionas para a reagdo de PCR
com os primers Aox, apenas duas ndo apresentavam o inserto esperado. Destas,
selecionamos as cinco primeiras para fazer uma expressdo em peguena escala e
ver qual expressaria melhor a proteina de interesse. E podemos observar que a

primeira teve uma banda com um pouco mais de defini¢ao.
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Figura 36. PCR de colbnia transformadas por eletroporagdo com plasmideo HO6A09 pPIC9K em
Pichia pastoris, linhagem GS115 — Eletroforese em gel de Agarose 1% corado com
Brometo de Etidio. (1) Padrdo de massa molecular (250, 500, 750, 1000, 1500, 2000,
2500, 3000, 4000, 5000, 6000, 8000 e 10000 pares de bases); (2-16) PCR das diversas
colbnias.

4.2.4 Expressao do vetor HO6A09 pPIC9K em Pichia pastoris linhagem GS115

Antes de iniciar a producédo de proteina de interesse no sistema heterélogo,
foi feita uma otimizacdo das condicOes de expressdo como meio de cultura, tempo
de expressao, concentracdo do indutor metanol, concentracao celular entre outros
fatores, pois além da obtenc¢éo de altas concentracdes de proteinas para o estudo, a
reducdo do custo de producdo do inibidor através de otimizacdo € uma etapa

fundamental para uma futura aplicacdo do produto.
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As primeiras condi¢cdes a serem determinadas foram o melhor tempo de
expressédo e os dois diferentes meios de cultura BMGY e BMG, que se trata de
meios com diferentes concentracfes e qualidades de nutrientes para o0 organismo
em questdo, sendo o BMGY um meio mais completo e o BMG um meio mais
escasso, porém que promove a obtencdo de um sobrenadante mais limpo de
contaminantes.

A figura 37 demonstra o perfil em SDS-PAGE da expressédo de uma col6nia
eleita, em meios BMGY e BMG, em diferentes tempos de inducdo por Metanol,
comparadas com o controle negativo de expressdo de uma colbnia de GS115
transformada com um vetor pPIC9K vazio (sem presenca do inserto HO6A09).
Podemos perceber que aparentemente a expressdo em meio BMGY mostrou-se
mais eficiente e apresenta a expressdo de bandas ndo expressas pelo plasmideo

vazio (controle negativo).

Figura 37: Diferentes tempos de expresséo com dois meios de cultura diferentes de uma col6nia

pPIC9K_HO6A09 em P. pastoris GS115 comparado a expressdo do pPICI9K vazio
(controle negativo) - Eletroforese em gel de SDS-PAGE 15% corado com AgNOs:
Painel A: Expressdo em meio de cultura BMG (1) padrdo de massa molecular com
valores indicados na figura; (2) expressdo da coldnia 1 no tempo de inducéo 0 h; (3)
expressdo da colénia 1 no tempo de inducdo 24 h; (4) expresséo da colénia 1 no tempo
de inducéo 48 h; (5) expressédo da colbnia 1 no tempo de inducao 72 h; (6) marcador de
massa molecular; (7, 8, 9 e 10) expressfes de colbnia controle negativo transformada
com o pPICIK vazio nas horas 0, 24, 48 e 72 h, respectivamente. Painel B: Expressao
em meio de cultura BMGY (1) padréo de massa molecular com valores indicados na
figura; (2) expresséo da colbnia 1 no tempo de indug&o O h; (3) expresséo da colbnia 1
no tempo de indugéo 24 h; (4) expressdo da colénia 1 no tempo de inducdo 48 h; (5)
expressédo da coldnia 1 no tempo de indugéo 72 h; (6) marcador de massa molecular; (7,
8, 9 e 10) expressbes de colbnia controle negativo transformada com o pPIC9K vazio
nas horas 0, 24, 48 e 72 h, respectivamente.



96

Curva de Crescimento em meio BMGY e BMG
14 - R
12 A +—BMGY B-BMG
£10 -
S 81
2 6 *
o 4, |
a) 4 =
2 =
0 ! T T T 1
0 20 40 60 80
Tempo (horas)

Figura 38. Curva de crescimento durante o periodo de expressédo protéica com meio BMG e BMGY.

Apesar destas bandas ndo apresentarem a massa molecular esperada,
consideramos que sistemas de expressao em organismos eucariontes sao capazes
de promover a glicosilacdo de proteinas, e neste caso, existe a possibilidade de que
a nossa molécula esteja sendo glicosilada, ja que possui um sitio para N-
glicosilacdo. O provavel sitio de glicosilacdo foi estimado através do programa

Prosite (Hulo et al., 2006) e esta apresentado na figura 39.

v
MNSFLFYLLCSLLLVAPVIRAQDEEEGGET SETET 33
TGEGDEPTPPSDDGGEPPASPPGGNEESSDCWS 66
ERKDLKFDESILEKDSGTTSVEECKEKKCLENDRTC 99
AVIQVNDSNKTIKLC IYPADADWGSVQQGSTGYTQOQ 132
Y HI HA C Q Stop 139

Figura 39. Sequéncia deduzida de aminoacidos do cDNA de HO6A09. O peptideo sinal predito esta
indicado em vermelho e o sitio de glicosilacédo esta indicado em azul. A seta indica o sitio
de processamento do peptideo sinal. Os nimeros a direita indicam o total de amino&cidos
apresentados em cada linha.

Sabe-se que proteinas recombinantes podem apresentar diferentes padrbes
de glicosilagcdo com cadeias oligossacaridicas de diversos tamanhos, constituidas
principalmente por residuos de manose (Macauley-Patrick et al., 2005). Isto pode

resultar na alteracdo da massa molecular da proteina, observando-se, em muitos



97

casos, diferentes bandas protéicas no perfil eletroforético (Porres et al., 2002).
Discutiremos posteriormente o tratamento da amostra com a enzima deglicosilase

endo H.

Como no caso de expressdao em vetor pPICO9K ndo apresentarmos a fusao
com uma cauda de histidina e ndo possuimos nenhum anticorpo que reconheca a
proteina sendo expressa neste sistema, ndo tivemos a possibilidade de avaliar pela
metodologia de western blotting. Logo, ao analisarmos a Figura 36 verificamos que o
sobrenadante celular da cultura em meio BMGY apds 72 horas de expressao se
mostrou mais eficiente, assim, partimos deste material para busca do melhor critério

de purificagao.

Durante a otimizacdo da expressdo, a concentracdo de metanol e a
densidade celular também foram avaliados. A utilizacdo de altas concentracdes de
metanol em uma cultura de baixa densidade celular pode levar a um efeito téxico
para as células, prejudicando assim, o bom rendimento da expressdo, e até a
prépria estabilidade da proteina. Por outro lado, o emprego de baixas concentracdes
de metanol em uma cultura de alta densidade celular pode ndo ser suficiente para
promover a expressao significativa da proteina de interesse; consequentemente, a
concentracdo 6tima de metanol para expressao em diferentes densidades celulares
e para cada proteina expressa, necessita ser avaliada (Damaso et al., 2004).
Verificamos em nossos ensaios que a concentracdo de indutor mais eficiente para
expressao protéica era de 0,5% de metanol. Variantes de temperatura e agitacao
também foram buscadas e concluimos que a melhor condigdo para expressdo da
proteina era inducdo com 0,5% de metanol, agitacdo a 260 rmp, a 28 °C em meio
BMGY.

4.3 Estratégias para purificacdo da proteina expressa

Tracamos diversos caminhos para obtencdo do isolamento da proteina
recombinante estudada no presente trabalho. O fluxograma das estratégias

adotadas para a purificagdo pode ser visualizado na figura 40.
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ESTRATEGIAS DE PURIFICACAO
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Figura 40. Estratégias de purificacdo adotadas para proteina expressédo em Sistema Pichia pastoris.

4.3.1 Concentracéo e Dialise

O passo inicial para purificacdo da amostra proveniente do sobrenadante
celular expresso em 72 horas de expressdo com 0,5% de metanol em meio BMGY,
a 28 °C e sob agitacdo de 260 rpm foi a concentracéo e didlise em membranas de

ultrafiltracdo tangencial Amicon 5 kDa (Millipore).

A partir deste uma nova filtragéo foi testada realizada em ultra-filtro com corte
de 30 kDa, onde era esperado obter a separacdo do material de acordo com a

massa molecular da membrana, eliminando contaminantes maiores que 30 kDa.

Era esperado que a proteina permanecesse no material retido na membrana
de 5 kDa e no material ndo retido pela membrana de 30 kDa, ja que por SDS-PAGE

a proteina estimada apresenta cerca de 20 kDa. Como podemos visualizar na figura
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41, houve retencdo da proteina de interesse na membrana de 30 kDa, concluimos

que este ndo seria um bom método para darmos continuidade.
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Figura 41. Etapas de purificacdo por Ultra-filtracdo - Eletroforese em gel de SDS-PAGE 12,5%
corado por prata: . (1) Padrdo de massa molecular (97, 66, 45, 30, 20 1 14 kDa); (2)
sobrenadante da expresséo; (3) material retido pela membrana Ultra-filtracdo de 30 kDa,;
(4) material eluido pela membrana de 30 kDa.

No decorrer do desenvolvimento deste trabalho percebemos que o processo
de ultrafiltracdo era uma metodologia que gerava um custo alto na aquisicdo das
sensiveis membranas, além do tempo de centrifugacdes, sendo assim decidimos
testar também o processo de liofilizagdo para otimizar o tempo e diminuir os gastos.
Para verificar se esta metodologia, além de eficiente, ndo alterava a atividade da
molécula, testes de agregacdo plaguetaria foram realizados com as amostras que
foram submetidas ou ndo, a esta metodologia e verificamos que se tratava de uma
metodologia viavel e a mesma foi empregada no decorrer do trabalho em

substituicao da ultrafiltracdo tangencial em Amicon 5 kDa (dados ndo mostrados).

4.3.2 Precipitagdo com Sulfato de Amdénio — salting out

A precipitacdo com sulfato de aménio faz a separacdo de proteinas através
da conversdo de seu estado soluvel para o insolavel através da adicdo de solugéo

salina saturada. Este ensaio foi realizado por ter a capacidade de separar proteinas
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de acordo com a concentracdo de sal do meio, além de ser um método barato e
simples para inicio do processo de purificacdo. Caso tivéssemos um resultado no
qual grande parte das demais proteinas presentes na amostra fosse precipitada e
assim separada da proteina de interesse prosseguiriamos a partir deste passo.

Inicialmente realizamos precipitagbes com apenas 5% de saturacdo com e
sem agitacdo, com controles negativos, onde amostras foram submetidas as
mesmas condi¢cdes (agitacdo e temperatura); porém como pode ser observada na
figura 42, nenhuma diferenca pode ser notada no perfil protéico, indicando, inclusive,
gue as condi¢des de agitacdo e incubacdo em camara fria ndo alteravam o perfil da
proteina de interesse quando comparada com a amostra mantida a — 20 °C.

30
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Figura 42. Precipitadas com sulfato de Aménio ((NH,4),SO,) - Eletroforese em gel de SDS-PAGE
12,5% corado por prata : (1) Sobrenadante da Expressédo mantido a — 20°C; (2) Padrédo de
massa molecular; (3) Sobrenadante da Expressdo mantido a 4 °C; (4) Sobrenadante da
Expressdo submetido a Salting out com agitacdo a 4 °C; (5) Sobrenadante da Expressao
submetido a salting out sem agitacéo a 4 °C; (6) Padrdo de massa molecular com valores
indicado na figura.

Apés a confirmagdo de que as condi¢cdes em que a precipitacdo € realizada
aparentemente nao alteram/degradam a banda de interesse, 0 passo seguinte foi a
realizar a precipitacdo com diferentes concentragcdes de saturacao.

Foi testado dois diferentes protocolos, onde a precipitacdo foi realizada
overnight com e sem agitagcdo na camara fria. Na figura 43 podemos observar o
resultado das precipitacdes feito com concentragdes que variaram de 5 a 50% de
saturacao, incubados sem agitacdo (A) e com agitacdo (B). Onde nao pudemos

observar diferencas no padrdo protéico da amostra que considerassemos
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importantes num processo de purificagdo, o que nos levou a concluir que este
método nado seria utilizado para padronizacdo da purificagdo da proteina de

interesse.
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Figura 43. Precipitagdo do sobrenadante da expressdo com sulfato de Amobnia ((NH4).SO,)
em diferentes concentracdes com e sem agitacdo — Eletroforese em gel de SDS-
PAGE 15% corado com AgNOs: A: Precipitacdo com sulfato de Aménia Sem
Aqgitacdo (1) padrdo de massa molecular com valores indicados na figura; (2)
expressédo precipitada com 5% de (NH,4),SOy; (3) expressao precipitada com 10%
de (NH,4),SO,; (4) expressao precipitada com 20% de (NH,),SO,; (5) expresséo
precipitada com 30% de (NH4),SO,; (6) expressdo precipitada com 40% de
(NH,),S0y; (7) expressdo precipitada com 50% de (NH,;),SO,4. B: Precipitacdo
com sulfato de Amdnia Com Agitacdo (1) padrdo de massa molecular com valores
indicados na figura; (2) expressdo precipitada com 5% de (NH,),SOy4; (3)
expressdo precipitada com 10% de (NH,).SO,; (4) expressdo precipitada com
20% de (NH4),SO,4 (5) expressdo precipitada com 30% de (NH4),SO,4 (6)
expresséo precipitada com 40% de (NH,),SO,4; (7) expressdo precipitada com
50% de (NH4)2804

4.3.3 Cromatografia de Trocaiénica—Mono Q

A proxima estratégia utilizada foi a tentativa da purificagdo por Troca-I6nica.
Para tanto escolhemos a resina Mono-Q, no qual a amostra aplicada foi o material

concentrado em Amicon (5 kDa).

Como é possivel visualizarmos bandas expressas no plasmideo recombinante
gue nado estdo presentes no perfil de SDS-PAGE do plasmideo vazio, decidimos
realizar a cromatografia de troca i6nica também de forma comparativa com a

purificacdo da expressdo do material proveniente do plasmideo vazio. Quando
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observamos o perfil em A280 do processo cromatografico demonstrado na Figura
44, verificamos que por volta de 800 mM de NaCl existe um pico protéico (pico 1X)
que esta sendo eluido do material proveniente da expressdao do vetor
HO6A09 pPICIK (B) que ndo aparece na purificacdo da expressdo do pPIC9K vazio
(A). Os picos protéicos de ambas as corridas forma analisados por eletroferese em
gel de SDS-PAGE foi observado que, infelizmente esta ndo foi uma metodologia
eficiente e que o pico diferenciado ndo condizia com a proteina recombinante

esperada, tratando-se provavelmente de um artefato.
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Figura 44. Troca l6nica — Mono Q - Perfis Cromatograficos utilizando sobrenadantes das expressoes
com pPIC9K vazio (A) e pPIC9K_HO06A09 (B). Em A temos 1,36 mg de proteina total do
sobrenadante da cultura de pPIC9K vazio ap6s 72 horas de indugdo com Metanol pés
didlise; Em B temos 1,09 mg de proteina do sobrenadante da cultura de
HOB6A09 pPIC9K apdés 72 horas de indugdo com Metanol pds didlise. A cromatografia foi
realizada a temperatura ambiente, sendo as fragBes incubadas em gelo apés a coleta,
gradiente linear de 0 a 100 % de tampéao B com fluxo de 0,5 mL/min.
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4.3.4 Cromatografia em Gel filtragcdo — Superdex 200

Apesar de conhecidamente saber que a gel filtragcdo ndo é um processo
rotineiramente utilizado para dar inicio a estratégias de purificagcdo protéica,
analisando o perfil eletroforético das bandas protéicas do material expresso,
dialisado e concentrado em Amicon (Figura 41) consideramos que seria uma
alternativa viavel ja que existiam bandas localizadas principalmente acima dos 45
kDa e a banda do nosso interesse proxima a 20kDa, assim, a primeira alternativa de
Gel Filtracdo que utilizamos foi a resina Superdex 200 (GE Healthcare) em sistema
FPLC, no entanto, o perfil de eluicdo em A280 ndo mostrou-se satisfatorio, ja que
Nao conseguimos separar picos protéicos definidos por esta estratégia, como pode
ser visualizado na figura 45. As fracdes protéicas foram analisadas por SDS-PAGE,
nos certificando ndo ser este um bom processo para dar inicio a purificacéo, ja que
conforme pudemos notar (dados ndo mostrados) houve um arraste de proteinas de

diferentes massas moleculares prejudicando o processo.
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Figura 45. Gel filtracdo em Superdex 200 - Perfil Cromatografico: Amostra aplicada 200 pg do
sobrenadante da cultura de pPIC9K _HO6A09 apds 72 horas de indugdo com Metanol pos
didlise em tampdao de eluicdo. A coleta foi realizada a temperatura ambiente, seguido de
incubacéo em gelo, fluxo de 0,5 mL/min do tampé&o de eluicéo.
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4.3.5 Cromatografia em Gel filtragcdo — Superdex 75 — (Estratégia de coleta 1)

Uma outra alternativa para a busca de um método para purificacdo da
proteina de interesse foi novamente a cromatografia em gel filtracdo, desta vez em
resina Superdex 75, sistema FPLC. A amostra aplicada era proveniente do material
dialisado e concentrado em Amicon. (5 kDa). O perfil cromatografico da corrida
aparentemente era desanimador por ndo apresentar definicdo de varios picos
protéicos (Figura 46), como estd demonstrada na figura, a coleta das fracbes foi
realizada por uma estratégia na qual todo principal pico protéico (fracdo 3) foi
coletado de uma s6 vez, ap0s a analise por perfil eletroforético (figura 47),
concluimos gue este seria uma alternativa valida a ser utilizada para purificacdo da

proteina de interesse.

Na e Y ~"
Fracéo 1 Fracdo 2 Fracéo 3 Fracédo 4
Figura 46. Gel filtragdo Superdex 75 - Perfil Cromatografico - Estratégia 1 de coleta dos picos —
Amostra aplicada 200 pg do sobrenadante da cultura de pPIC9K_ HO6A09 apds 72 horas
de indugéo com Metanol, concentracao em Ultra-Amicon de 5 kDa e dialise em tampéo de
eluicdo. A coleta foi realizada a temperatura ambiente, seguido de incubacdo em gelo,
fluxo de 0,5 mL/min do tamp&o de eluicdo com duragdo de 60 minutos.
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Figura 47. Perfil das fragGes coletados da cromatografia em gel filtracdo — Superdex 75 - Eletroforese
em gel de SDS-PAGE 12,5% corado com prata: (1) Padrdo de massa molecular com
valores indicados na figura; (2) fragdo 1 coletado; (3) fracdo 2 coletado; (4) fracdo 3

coletado; (5) fracdo 4 coletado.
No decorrer da busca pelo melhor processo de purificacdo da proteina
recombinante, foram realizado testes para comprovacédo da atividade da mesma em
agregacao plaquetaria. ApGs a cromatografia em Superdex 75 testamos as amostras

utilizando inicialmente apenas o sangue total e como agonista, o colageno.

A figura 48 apresenta os resultados deste teste tendo sido as amostras
incubadas em dois tempos com duas concentracfes diferentes da proteina semi-
purificada referente a fracdo 3 representado na figura 46. Podemos visualizar que
nos dois tempos de incubacdo houve uma inibicdo de cerca de 20-25% quando
utiizamos 30 pg de amostra comparados ao controle (salina); porém quando

utilizamos 15 pg da amostra a inibigéo foi pouco notada.
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Figura 48. Teste de inibicdo de agregacéo plaquetaria com a proteina recombinante semi-purificada
em sangue total induzida por Colageno. Em A o controle (azul), 15 pg da proteina
(vermelho) e 30 pug da proteina (preto), incubados a 37 °C por 10 minutos. Em B o
controle (azul), 15 pg da proteina (vermelho) e 30 pg da proteina (preto), incubados a 37
°C por 30 minutos.

Este teste, apesar de preliminar nos confirmou estarmos trabalhando com a
proteina recombinante de interesse ja que a mesma apresentou atividade inibitéria
de agregacao plaquetaria, que apesar de baixa era esperada. Assim, continuamos a

busca pela metodologia mais apropriada de purificacao.

4.3.6 Cromatografia em fase Reversa — C-18

Keller et al. (1992) quando trabalharam com a proteina nativa - LAPP e com a
proteina recombinante - rLAPP obtiveram sucesso na purificacdo concentrando-as
em ultrafiltracdo tangencial com poro de 10 kDa seguindo por cromatografia de
afinidade em coluna heparina-agarose, gel filtracdo em coluna Superose 12 (FPLC),

microconcentracao entre 10 kDa e 30 kDa e cromatografia em fase reversa (C18)
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em sistema FPLC e assim manteve a atividade inibitéria da molécula sobre
plaguetas. Assim, optamos por submeter a amostra proveniente da gel filtracdo em

Superdex 75 a uma fase reversa em resina C18.

Logo, a fracdo 3 proveniente da cromatografia em Superdex 75 foi dialisada,
concentrada e submetida a cromatografia em resina C18 em sistema FPLC, como
visualizado na figura 49. O processo cromatografico foi constituido de 5 minutos em
tampéo A (0,1% TFA), de 5 a 25 minutos gradiente de 0 a 100% de tampéao B (90 %
Acetonitrila e 0,1% TFA), e de 25 a 27 minutos em tampé&o B, e de 27 a 30 minutos
gradiente de B diminuindo de 100 para 0%, e de 30 a 40 minutos apenas tampao A.

) PDA Multi 2
al
] j,/“r \
750 / \
1 ‘f \
] | ‘ﬂl
500 ¢ |
] f |
] | \
250-] f \ I
] | \ f
\ Iy
R [ . —
0__/‘”\ —_— — \_7/ ~ |
1 |
|
.
5 10 15 20 25 30 35 40

min

Figura 49. Fase reversa (C-18) — Perfil cromatografico do material proveniente da cromatografia em
Superdex 75 - fracdo 3 (300 pg). A seta indica o pico da proteina de interesse, que é
eluido & uma concentracdo 70% do tampéo B (90 % Acetonitrila e 0,1% TFA). A coleta
foi realizada em gelo, fluxo de 1 mL/min com duracdo de 40 minutos.

Os picos coletados na corrida em C18 foram concentrados e o perfil da
cromatografia submetido a SDS-PAGE 12,5% e pode ser visualizado na figura 50.
Podemos observar uma banda aparentemente pura sendo eluida com 70% do

gradiente com tampédo B (90% de Acetonitrila e 0,1% TFA) referente ao pico em

destaque na figura 49.
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Figura 50. Perfil de fragBes coletadas da cromatografia em fase reversa - Eletroforese em gel de
SDS-PAGE 12,5% corado com AgNOs;: (1) Padrdo de massa molecular com valores
indicados na figura; (2) material de entrada na C18 (fracdo 3da Superdex 75); (3) fracdes
coletadas de 12,5 a 15 minutos; (4) fracdes coletadas de 15 a 17,5 minutos; (5) fracdes
coletadas de 17,5 minutos ao fim do pico (6) pico coletado aos 19 minutos; (7) pico
coletado de 23 a 24 minutos.

Esta técnica se mostrou muito eficiente para a purificacdo da banda protéica
gue esperavamos, assim, o proximo passo foi confirmar se esta técnica seria
eficiente através do teste de inibicdo de agregacéo plaquetaria com a amostra.

Desta vez os testes foram realizados utilizando plasma rico em plaquetas
(PRP) com o agonista Colageno, e seu resultado esta apresentado na figura 51. Se
observarmos a figura podemos notar que 30 pg da amostra proveniente da
cromatografia em gel filtragcdo (representado na cor preta) apresentou,
diferentemente de quando testada em sangue total (Figura 48), uma inibic&o
significativa de cerca de 45% quando comparado ao controle; por outro lado, o
material submetido a fase reversa em C18, referente a banda de massa molecular
aparentemente pura, ndo apresentou alteracdo no teste de agregacao plaguetaria.
Neste ensaio as amostras (30 pg) foram incubadas a temperatura ambiente por 30

minutos antes da inducéo de agregacéo pelo colageno.
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Figura 51. Atividade da proteina em duas fases de purificacdo sobre a agregacéo plaquetaria — Teste
realizado com PRP induzida por colageno. Em Azul temos o controle realizado com salina,
em preto teste realizado com 30 pg do fracdo 3 da cromatografia em gel filtracdo e em
vermelho o teste realizado com 30 pg do material purificado da fase reversa C18.

O processo de purificacdo em fase reversa que utiliza Acetonitrila e TFA na
composicdo do tampao eluente, em geral, € uma técnica em que muitas proteinas
perdem sua atividade, devido ao baixo valor do pH proporcionado pelas Acetonitrila
e TFA e a alta pressdo da cromatografia. Assim, fomos em busca de um outro
método de purificacdo que fosse menos agressivo para a manutencao da atividade
da proteina em questao.

Por outro lado, o material proveniente da cromatografia em fase reversa foi
submetido a sequenciamento para confirmacdo do N-terminal, estes resultados

estardo descritos a seguir.
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4.3.7 Cromatografia em Gel filtragcdo — Superdex 75 — (Estratégia de coleta 2)

Outra estratégia foi testar algumas formas de coleta do pico principal (fracéao
3) da cromatografia de Gel filtracdo em Superdex 75 (Figura 52) ja que tratava-se de
um perfil em forma de “morro” o que caracteriza a presenca de mais de uma proteina
sendo eluida em tempos proximos, assim, alteramos para uma coleta diferenciada
da subida, do topo e da descida do pico, denominando-os de frac6es 3A, 3B e 3C,

respectivamente.

w
o

Figura 52. Gel filtracdo — coluna Superdex 75 - Perfil Cromatografico do material concentrado da
expressdo — Estratégia 2 de coleta dos picos: (fracdo 3 coletada em trés fases). A coleta
foi realizada a temperatura ambiente, seguido de incubacao em gelo, fluxo de 0,5 mL/min
do tampéo de eluicdo com duragdo de 55 minutos.

Através de andlise em SDS-PAGE (figura 53) e teste de atividade sobre
plaguetas demonstramos que a proteina de interesse era coletada na subida do pico
(fracéao 3A).
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Figura 53. Perfil das 3 fragcdes provenientes Superdex 75 (Estratégia de coleta 2) - Eletroforese em
gel de SDS-PAGE 12,5% corado com AgNO3: (1) Padrdo de massa molecular com valores
indicados na figura; (2) 10 ug fracdo 3A; (3) 10 ug fracdo 3B; (4) 10 ug fracdo 3B.

A terceira tentativa ainda com a cromatografia de Gel filtracdo em Superdex
75 foi onde a fragdo 3 era coletada a cada 1mL tendo sido subdividido em 8
diferentes fragbes. O perfil protéico dos picos com indicio de presenca protéica pode
ser visualizado na figura 54.
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Figura 54. Perfil da fragdo 3 da Superdex 75 em coleta a cada mL - Eletroforese em gel de SDS-
PAGE 12,5% corado com AgNOg;: (1) Padrdo de massa molecular com valores indicados
na figura; (2) fragédo 3.1; (3) frac@o 3.2; (4) frac@o 3.3 (5) fracdo 3.4; (6) fracdo 3.5, (7)
fracdo 3.6; (8) fracdo 3.7; (9) fragdo 3.8; (10) sobrenadante da expressédo (material de
entrada).
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As fragbes denominadas 3.4 e 3.5 desta coleta a cada mL foram unidas e na
Figura 55 esta apresentado o perfil eletroforético final da amostra.

Uma andlise importante a ser comentada é que se compararmos o perfil
protéico nos SDS-PAGE demonstrados na Figura 54 e da Figura 55, sdo perfis
obtidos de diferentes estratégias de coleta da cromatografia de gel filtracdo
Superdex 75, mas que teoricamente deveriam estar demonstrando o isolamento de
uma banda que inicialmente esperavamos possuir cerca de 20 kDa, no entanto, na
Figura 55 podemos perceber que juntamente com a banda de 20 kDa temos uma
importante banda protéica préxima aos 13 kDa, massa molecular esperada para a
proteina recombinante sem glicosilacdo. A hipétese que sugerimos aqui € que como
em cada uma dessas cromatografias 0 material utilizado era proveniente de um lote
de expresséo diferente, provavelmente em um destes lotes de expressao houve uma
producdo da proteina na forma deglicosilada, o que ndo acontecia nos lotes
anteriores, porém, esta hipétese ainda precisa ser confirmada.

A amostra da estratégia de coleta a cada mL (fracbes 3.4 e 3.5 reunidas) foi
utilizada nos ensaios de agregacdo plaquetaria apresentados a seguir, e o perfil

protéico final pode ser observado na Figura 55.
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Figura 55. Perfil protéico da reuni@o das fragBes 3.4 e 3.5 coletadas da Superdex 75 - Eletroforese
em gel de SDS-PAGE 12,5% corado com AgNOs;: (1) Padréo de massa molecular com
valores indicados na figura; (2) 10 pg fracbes 4 e 5.
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4.3.8 Cromatografia de Afinidade — Heparina-Sepharose

Considerando o conhecimento prévio de que a purificacdo do LAPP era
realizada submetendo inicialmente o extrato bruto dos complexos salivares da
sanguessuga H.officinalis a uma Heparina-sepharose, decidimos submeter a fracéo
3A da estratégia de coleta fracionada (Figura 52), a cromatografia de afinidade nesta
resina [Heparina—Sepharose CL6B (GE)]. O perfil cromatografico pode ser
visualizado na figura 56, com presenca de dois picos principais, sendo um deles néo

retido e outro eluido com cerca de 500 mM de NacCl.

Figura 56. Perfil Cromatografico em Heparina Sepharose CL6B - Amostra inicial: 150 pg da fragao 3A
da Superdex 75. A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente, sendo as fracdes
coletados incubados em gelo, fluxo linear de 0 a 100 % de tampé&o B com fluxo de 0,3

mL/Min, com duragéo de 60 minutos.

bY

Os picos protéicos foram submetidos a SDS-PAGE, a partir do qual
concluimos que este néo seria um bom método de purificagéo, ja que houve grande
perda de material e a amostra estava espalhada entre os picos (dados néo

mostrados).
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Levando em conta que a purificacdo do LAPP era realizada submetendo o
extrato bruto dos complexos salivares daquela sanguessuga a Heparina-sepharose,
seguida da exclusdo por massa molecular em Superose 12 e por cromatografia em
fase reversa (C-18) testamos formas similares para a purificacdo do nosso inibidor
recombinante, porém, se tivéssemos utilizado como primeira estratégia a
cromatografia de afinidade em Heparina-Sepharose talvez esta teria sido uma
melhor alternativa, no entanto, por questdes de programacao sO obtivemos a resina
a tempo de realizar este teste conforme mencionado na descricdo do trabalho,
contudo, ainda pretendemos realizar esta sequiéncia de cromatografias (1°. Heparina
Sepharose — 2°. Superdex 75).

4.4 Rendimento protéico

Como o objetivo principal deste trabalho era a obtencdo da proteina
recombinante com atividade e mais pura possivel, como relatado, para isso foram
utilizadas inUmeras estratégias de purificacdo, definimos que a melhor estratégia por
fim seria a coleta fracionada a cada mL em Cromatografia de gel filtracdo Superdex
75 com amostra proveniente da ultrafiltracdo tangencial em Amicon 5 kDa. Assim, 0s
calculos de rendimento protéico final do processo foram realizados em cima desta
estratégia. Durante o desenvolvimento das diferentes etapas do trabalho duas
técnicas eram utilizadas para dosagem protéica, absorbancia em 280 nm e Método
de Bradford (Bradford, 1976; Stoscheck, 1990). Devemos considerar que as
dosagens protéicas de etapas iniciais ndo poderiam ser estritamente consideradas
como reais ja que o meio de cultura possui uma grande presenca de agucares,
lipideos, etc. que interferem grandemente na analise, portanto, ndo apresentamos
agui uma tabela de purificacdo, o que seria o ideal. No entanto, considerando o
meétodo de cromatografia de gel filtracdo temos que o rendimento protéico final de
um processo completo de expresséo do clone HO6A09_pPICIK apds purificagéo foi

de aproximadamente 10 pug/mL.



115

4.5 Sequenciamento do N-terminal

Como mencionado anteriormente, apesar do material submetido ao processo
de Cromatografia de Fase Reversa em C18 ter perdido atividade, esta amostra foi
direcionada para obtencdo do sequenciamento do N-terminal. Assim, a banda
protéica recortada e eluida do gel de SDS-PAGE (Figura 47) foi preparada para
retirada do sal e de possiveis contaminantes. A amostra foi entdo submetida ao
sequenciamento por degradagao de Edman, do qual foi obtido o seguinte resultado:
EAEAYVQDEE.

Na clonagem em vetor pPIC9K, a sequéncia do transcrito HO6A09 foi
realizada entre os sitios de restricdo EcoRI e Notl. Como pode ser visualizado na
figura 57, temos um esquema da clonagem com foco na regido 5, onde devido o
fator de secrecdo alfa do plasmideo pPIC9K, alguns aminoacidos séo inseridos na
porcao N-terminal da proteina expressa.

Contudo, o seguenciamento confirma 6 aminoacidos introduzidos pelo vetor
(EAEAYV) e 4 aminoé&cidos da traducdo do préprio transcrito HO6A09 (QDEE), nos
certificando de estarmos trabalhando com a proteina recombinante de interesse.

. HOGA09 Gene |
I 1
E A E A ¥ ¥V 0 D E E G G I H A C [u] *
GAG GCT GAA GCT TAC GTA CAG GAT GAG GAA GGG GGT ... ATT CAT GCT TGC CAA TGA ... G
CAT GTC CTA CTC CTT CCC CCA ... TAA GTA CGA ACG GTT ACT ... C TTA AG
Eco RI Not |

Figura 57. Esquema da clonagem do transcrito HO6A09 em vetor pPIC9K entre sitios Eco Rl e Not I,
com aminoacidos deduzidos nas por¢cdes N e C-terminal da molécula expressa: A regiao
em cinza apresenta os aminoacidos introduzidos pelo vetor na por¢cdo N-terminal da
proteina.
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4.6 Deglicosilacdo da Proteina recombinante

Como mencionado anteriormente, proteinas expressas em sistema
eucariotico (P.pastoris) podem sofrer glicosilacao, a proteina proveniente da etapa
de cromatografia em gel filtracdo Superdex 75 — ‘coleta a cada mL’ foi submetida a
reacdo de deglicosilacdo utilizando a enzima Endo H. Esta deglicosilase tem por
caracteristica clivar a ligacao das longas cadeias de manose. Além disso, a predicao
por bioinformatica de estrutura primaria da proteina traduzida pelo clone nos
apontava uma proteina com aproximadamente 13 kDa, A figura 37 apresentada
anteriormente demonstra que, pela analise em Programa Prosite (Hulo et al., 2006),
a sequéncia de proteina predita para o transcrito HO6A09 tinha um sitio potencial de
N-glicosilagédo (NDS).

Como foi visto, na maior parte das expressfes da proteina, esta era expressa
com cerca de 20 kDa. No entanto, decidimos que a reacdo de deglicosilacdo seria
realizada com a amostra que apresentava duas bandas, proveniente da Superdex
75 ‘coleta a cada mL’, com as bandas de 20 kDa e ~13 kDa (pogo 2 - Figura 55).
Apoés a reacdo de deglicosilacdo apenas a banda de ~13 kDa (poc¢o 3 - Figura 58)
estava presente, demonstrando que a proteina em estado deglisosilado realmente
apresenta cerca de 13 kDa. Tais analises nos confirmam o padrdo de N-glicosilacdo

esperado.
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Figura 58. Deglicosilagdo da proteina recombinante. Eletroforese em gel de SDS-PAGE 15% corado
por prata: (1) Padrdo de massa molecular; (2) 10 pg da Amostra 3.4/3.5 proveniente da
Superdex 75 ‘coleta a cada mL’; (3) 10 pg da Amostra 3.4/3.5 proveniente da Superdex 75
‘coleta a cada mL deglicosilada’; (4) Padrdo de massa molecular.

4.7 Atividade sobre Agregacao plaguetéria

4.7.1 Atividade sobre Agregacao plaquetéria induzida por colageno

Devido a similaridade com a proteina LAPP, um inibidor de agregacao
plaguetaria que atua pela via do colageno, era esperado que a proteina
recombinante, foco do presente estudo, agisse pela mesma via. Com testes iniciais
da expressao em Pichia pastoris constatamos estar trabalhando com um inibidor de
agregacgao plaquetaria que em testes em PRP e sangue total apresentou inibigcéo
quando a inducdo da agregacdo era feita por colageno. Estdo apresentados a
seguir resultados da atividade da proteina recombinante obtida apds processo de

purificacdo em Superdex 75 ‘coleta a cada mL’.
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471.1 Ensaios com PRP

Testes de agregacdo plaquetaria com PRP (Plasma Rico em Plaquetas)
utilizando o colageno como agonista na presenca de diferentes concentracdes da
proteina recombinante para obtencdo da Curva Dose Resposta foi realizado e pode

ser visualizado na figura 59. Com essa curva foi determinando o IC50 da proteina
recombinante nestas condi¢des de ensaio.
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Figura 59. Acdo da proteina recombinante sobre agregacdo plaquetaria em PRP induzida por
colageno. 500 puL de PRP pré-incubados por 10 minutos a 37 °C utilizando 2,5 pg/mL de
colageno; (m) teste de agregacao controle utilizando apenas colageno como agonista, (m)
0, 016 pg da proteina recombinante e (m) 0,020 pg da proteina recombinante .

Como pode ser visualizado, os testes com diversas concentragbes da
proteina foram realizados e a partir destes o IC50 da proteina foi estimado em 20ng

[2,8nM considerando a massa molecular de 13 kDa e 2 nM considerando 20 kDa].
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Em estudos com a proteina LAPP nativa e recombinante os autores nao relatam o
IC50 para testes em PRP (Connolly et al., 1992).

4.7.1.2 Ensaios com Plaqueta Lavada

Testes de agregacdo com plaqueta lavada nos mostram a acgao direta da
molécula na plaqueta sem a presenca de fatores que possam interferir ou auxiliar no
mecanismo da substancia estudada.

Os testes foram realizados com plaquetas lavadas na concentracdo de
300.10° plaquetas/L utilizando o coldgeno como agonista na presenca de diferentes
concentracfes da proteina recombinante.

Percent
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Figura 60. Agdo da proteina recombinante sobre agregacdo plaquetaria em Plagueta Lavada
induzida por colageno. 500 uL de PRP pré-incubados por 10 minutos a 37 °C utilizando
2,5 pg/mL de colageno; (m) teste de agregacéo controle utilizando apenas colageno como

agonista, (m) 0,04 ug da proteina recombinante, (m) 0,42 ug da proteina recombinante e ( )
0,33 ug da proteina recombinante.
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Como pode ser visualizado na Figura 60, os testes com diversas
concentracfes da proteina em plaqueta lavada ndo demonstraram exatamente uma
curva de dose resposta. Os valores na faixa dos 330, 420ng apresentavam perfis
semelhantes, para nos aproximarmos dos 50% de inibigcdo diversos testes foram
realizados, através dos quais o IC50 da proteina foi determinado em
aproximadamente 712 ng, [101 nM considerando massa molecular de 13 kDa e 71,2
nM considerando 20 kDa], nestas condigbes de ensaio. Descricbes sobre o LAPP
nativo e o rLAPP mostram que estes, em ensaios de agregacao plaguetaria com
plagueta lavada induzida por colageno, apresentam IC50 de 60 nM e 100 nM
(Connolly et al., 1992), respectivamente, estes resultados nos mostram que estamos
trabalhando com uma molécula que, além de apresentar 45% de similaridade com o
LAPP, tem uma atividade inibitéria na mesma ordem de grandeza que o inibidor da
sanguessuga H. officinalis em ensaios com plaquetas lavadas.

Ao compararmos a atividade inibitoria sobre plaquetas em PRP e Plagueta
Lavada temos os valores de IC50 de 20 e 720 ng, respectivamente, 0 que nos revela
uma necessidade 36 vezes maior da presenca de proteina em Plagueta Lavada para
gue a inibicdo de 50% ocorra. Com isso, podemos sugerir que provavelmente deva
existir algum fator presente no PRP que auxilie na atividade do inibidor
recombinante. Esse mesmo perfil de maior atividade em PRP guando comparado
com plaqueta lavada foi observado quando estudaram a atividade biolégica do LAPP
(Connolly et al., 1992).

4.7.2 Atividade sobre Agregacdo plaquetaria induzida por outros

agonistas

Testes de agregacao plaquetéria utilizando outros agonistas foram realizados
para averiguar se a proteina tinha atividade inibitéria por outra via além da via do

colageno.
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4.7.2.1 Ensaios com PRP

Teste de agregacéao plaquetéria feita em PRP utilizando os diversos agonistas
na presenca de altas doses da proteina recombinante (30 pg) nas condicdes
descritas anteriormente. Elegemos esta concentracdo do inibidor j& que € o valor
capaz de inibir a agregacdo em cerca 100 % quando o colageno € o agonista. Os

resultados podem ser visualizados na figura 61.

Os agonistas utilizados nesse ensaio foram o Colageno (como controle
positivo), o ADP, o Acido Araquidonico e a Ristocetina. Como podemos observar na
Figura 61, nos testes com os demais agonistas observamos que nao houve inibigao
na presenca da proteina recombinante, no teste controle positivo com o colageno
confirmamos que cerca de 100 % da agregacdo na presenca da proteina

recombinante foi inibida.
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Figura 61. Acao da proteina recombinante sobre agregacdo plaquetaria em PRP induzida pelos
agonistas colageno, ADP, Acido Araquidonico e Ristocetina . 500 uL da PRP pré-
incubados por 10 minutos a 37 °C; (m) teste de agregacdo controle utilizando apenas o
agonista representado, e (m) teste de agregagdo utilizando 30 pg da proteina
recombinante.



123

4.7.2.2 Ensaios com Plaqueta Lavada

Teste de agregacdo plaquetaria feita em plaqueta lavada nas condicfes
descritas anteriormente, onde foram utilizados os diversos agonistas na presenca de
800 pg da proteina recombinante. Neste ensaio foram utilizados além do colageno,
ADP, Acido Araquiddnico e Ristocetina e trombina. Da mesma forma elegemos esta
concentracdo do inibidor jA que é o valor capaz de inibir a agregacdo em cerca
100% quando o colageno é o agonista em plaqueta lavada. Os resultados podem

ser visualizados na figura 62.

Podemos observar na Figura 62, que da mesma forma que nos testes
realizados em PRP, a proteina teve acao inibitéria apenas quando utilizado o

colageno como agonista.

Vale ressaltar que o controle sem a presenca da proteina recombinante dos
testes com ADP, Acido Araquidonico e Ristocetina n&o atingiram 100 % de
agregacdo, porém, apesar desse valor, 0 ensaio na presenca da proteina
recombinante teve o mesmo padréo, sugerindo que a presenca da nossa molécula

nao interfere na atividade agregante junto aos demais agonistas testados.

Estes resultados em conjunto nos levam a concluir que, assim como o LAPP,
a nossa proteina recombinante tem atividade inibitéria apenas pela via do colageno,
e que apresenta IC50 de 2,8 e 101 nM (considerando a massa molecular de 13 kDa)
em PRP e plaqueta lavada, respectivamente, sendo um valor maior que o IC50 do
LAPP nativo (60 nM) em plagueta lavada e proximo do rLAPP expresso em
Saccharomyces cerevisiae BJ1995 (100 nM).
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Figura 62. Acdo da proteina recombinante sobre agregacdo plaquetaria em Plaqueta Lavada
induzida pelos agonistas colageno, ADP, Acido Araquidénico ,Ristocetina e Trombina .
500 pL da PRP pré-incubados por 10 minutos a 37 °C; (m) teste de agregacado controle
utilizando apenas o agonista representado, e (m) teste de agregacao utilizando 800 pg da
proteina recombinante.
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4.8 Estudos de acédo sobre receptores plaquetarios — Citometria de Fluxo

Em todos os ensaios de citometria de fluxo foram usadas plaguetas na
concentracdo de 300 x 10° plaquetas/L e analisados 10.000 eventos. O método

estatistico aplicado para analise dos resultados foi o "t-student”.

Utilizando a citometria de fluxo, observamos a interacdo da proteina

recombinante com alguns receptores presentes na membrana plaquetaria.

A interacdo do inibidor de agregacdo com os receptores plaguetarios GPlba
(complexo GP 1b-1X-V), a2B1, GPIIb (allbp3), GPIV e P-selectina induzida por
trombina foram analisadas pela marcacdo dos mesmos com anticorpos monoclonais
especificos CD42b, CD49b(a;) e CD29(B;); CD4la, CD36 e CD62P,

respectivamente.

4.8.1 Integrina epf1 (GPla/lla)

A integrina a,B; € formada por uma subunidade a (CD49) onde ocorre a
ligacdo com o colageno, e a subunidade B (CD29). Esta é receptor universal para
colageno do tipo I.

Ensaios de citometria com marcacdo das subunidades a, e [; foram
realizados com PRP e com plaqueta lavada. Os graficos da populacédo de plaquetas
marcadas com IgG, controle e incubadas com a proteina podem se visualizadas na
figura 63 e na tabela 11, onde esta demonstrada a acdo da proteina recombinante

sobre essa subunidade.
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Plagueta Lavada PRP

Figura 63. Acdo da proteina recombinante sobre as subunidades a, e 3; da integrina a21. Nos

ensaios estes foram pré-incubados por 30 minutos, & temperatura ambiente com a
proteina recombinante na concentracgao final de 800ng, adicionadas de Soro Fetal Bovino
10% e concentragfes saturantes do anticorpo monoclonal CD49 FITC-conjugado e CD 29
PE - Conjugado. Controle isotipo (m), Controle CD49 e CD29 (=) e Plagueta incubada com
Amostra (m). Amostras submetidas a citometria de fluxo apds 30 minutos de incubacéo a
temperatura ambiente na auséncia de luz.
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Tabela 11 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia dos anticorpos com as subunidades da
Integrina a2B1na presenga de auséncia da proteina recombinante.

Plagueta Lavada PRP
Amostra Controle Amostra Controle
+ + + +
cD49-q2  009%53  621x45  581+72  575+58
P=0,363 P= 0,429
+ + + +
CD29 - B1 1351+27,1  127+27,7  134,2+188 140,9+23]1

P=0,019 P=0,331

Observando os graficos podemos notar que ndo houve deslocamento visivel
das populacdes controle e das populagdes incubadas com a amostra. Analisando os
dados da tabela 11 podemos observar que a proteina recombinante realmente nao
interfere nessa subunidade, pois observando os valores de média e desvio padréao
vemos que valores de controle e da amostra sdo muito proximos, com confiabilidade

confirmada pelo teste T.

Através deste ensaio podemos concluir que diferentemente do LAPP a
molécula alvo do nosso estudo, apesar de apresentar similaridade estrutural de 45%
e ser também um inibidor pela via do colageno, ndo age no dominio a2l da integrina
a2p31.

4.8.2 GPIIb/llla (CD41a), GPIV (CD36) e P-selectina (CD62P)

A glicoproteina lIb/llla € um heterodimero calcio-dependente que na mudanca
para o estado ativo da plaqueta estes se tornam ativos possibilitando a agregacgao

entre as plaquetas.

A GPIV é a principal proteina encontrada na superficie da membrana
plaquetaria e expressa por outras células e faz a interacdo da plaqueta com

colageno.

P-selectina, que fica armazenada intracelularmente nos granulos alfa e nos
corpusculos de Weibel-Palade, durante a ativacdo plaquetaria é rapidamente
redistribuida para a superficie celular, e faz a mediacdo das interacdes entre

plaguetas e células endoteliais com leucdcitos. Para sua externalizacdo na
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membrana plaquetaria durante os ensaios foi necessaria sua ativacdo com adicédo
de trombina, o que se fosse realizado em PRP iria induzir a agregagao por outra via.

As marcac0Oes foram realizadas também utilizando PRP e plaqueta lavada. O
grafico da populacdo de IgG, controle e incubadas com a proteina pode ser
visualizados na figura 64. Na tabela 12 temos os valores da interferéncia da proteina
recombinante sobre as proteinas de membrana na citometria de fluxo, marcada

pelos anticorpos CD41a, CD36 e CD62P conjugados com FITC.
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Plagueta Lavada PRP

CD41a

CD36

CD62P

Figura 64. Agdo da Proteina recombinante sobre a subunidade Ilb do complexo GPIIb/llla, GPIV
(CD36) e P-Selectina (CD62P). Nos ensaios estes foram pré-incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente com a proteina recombinante na concentracdo final de 800ng,
adicionadas de Soro Fetal Bovino 10% e concentracdes saturantes do anticorpo
monoclonal CD49 FITC-conjugado e CD 29 PE - Conjugado. Controle isotipo (m),Controle
CD41a, CD36 e CD62P (m) e Plaguetas incubadas com Amostra (m). Amostras submetidas
a citometria de fluxo apés 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente na auséncia
de luz.
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Tabela 12 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia dos anticorpos CD41a, CD36 e CD62P na
presenca de auséncia da proteina recombinante.

Plagueta Lavada PRP
Amostra Controle Amostra Controle
+ + + +
CD4la 72,7+ 27,9 75,3+ 23,3 58,4+ 10,3 67,5+ 17,0
P=0,67 P=10,34
CD36 83,3+ 34,3 03,0+ 41,2 72,6+ 225 75,9+ 26,2
P=0,539 P= 0,059
CD62P 126,2 +113,8 99,0+ 55,3
P=0,521

Como podemos observar na figura 64 nao observamos diferenca aparente no
deslocamento de transluminescéncia das populacdes incubadas com a proteina
recombinante e o controle com CD41A e CD62P. O ensaio com CD36 em plaqueta
lavada apresentou um deslocamento aparente, no qual houve uma diminuicdo de
pouco mais de 10% na presenca da proteina recombinante (tabela 12), porém,
esses dados através da analise estatistica ndo apresentaram uma diferenca

significativa.

4.8.3 Complexo GPIb-IX-V

O complexo GPIb-IX-V é formado por 4 subunidades e é responsavel pela
ligacdo da plagueta ao coldgeno subendotelial através do FvW. O modelo de adeséo
sugere que este seja o0 primeiro complexo a se ligar e firmar essa adeséo,
possibilitando as ligagdes com as outras moléculas. A subunidade a (CD42a) tem o
sitio de ligacdo para o FVW, e através desta subunidade, observa-se interferéncia
direta da ligagcao GPIb-IX-V ao FVW.



131

A marcacdo da subunidade Iba foi realizada utilizando também PRP e
plagueta lavada. Os gréficos da populacdo de IgG, controle e incubadas com a
proteina podem ser visualizados na figura 65. Os valores de transluminescéncia

podem ser visualizados na tabela 13.

Plagueta Lavada PRP

CD42a [ d

Figura 65. Acao da Proteina recombinante sobre a subunidade Iba do complexo GPIb-IX-V. Nos
ensaios estes foram pré-incubadas por 30 minutos, a temperatura ambiente com a
proteina recombinante na concentragcdo final de 800ng e, adicionadas de Soro Fetal
Bovino 10% e concentrac¢des saturantes do anticorpo monoclonal CD42b FITC-conjugado.
Controle isotipo (m), Controle CD42b (=) e Plaqueta incubada com Amostra (m). Amostras
submetidas a citometria de fluxo ap6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente
na auséncia de luz.

Tabela 13 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia dos anticorpos CD42a na presenca de
auséncia da proteina recombinante.

Plaqueta Lavada PRP
Amostra Controle Amostra Controle

51,3+ 24,7 153,7+ 60,5 66,1 + 24,8 135,9 + 26,2
P=0,062 P=0,017

CD42a
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A proteina recombinante, como pode ver visualizado na Figura 65 e na Tabela
13, interferiu significativamente na interagdo da glicoproteina Iba do complexo GPIb-
IX-V com seu anticorpo especifico, diminuindo a transluminescéncia em relacéo ao
controle

Isso nos faz sugerir que o inibidor possivelmente esteja acoplado ao sitio de
ligacdo onde o anticorpo especifico se liga, que € regiao receptora para ligagdo do
FVW e trombina.

Podemos notar que o deslocamento foi maior em plaqueta lavada em
comparacao com PRP, porém estatisticamente a confiabilidade dos testes € maior
em PRP (0,017) do que em plaqueta lavada (0,062).

Uma das formas da plaqueta se ligar ao colageno € pela via do complexo
GPIb-IX-V, onde este se liga ao FYW que se liga ao colageno pelo dominio a,l. O
LAPP age se ligando ao dominio a;l do colageno, impedindo assim o FVW de se
ligar, ja a proteina recombinante alvo deste estudo se liga a subunidade Iba do
complexo GPIb-IX-V, impedindo que o FVW se ligue.

Temos como perspectiva realizar estes testes com o dominio lalla do
coldgeno como o LAPP. Supondo que nosso inibidor tenha o potencial de se ligar
tanto no dominio a;l do colageno quanto na subunidade Iba do complexo GPIb-IX-V,
impediria, assim, a ligacdo de outra plaqueta ao sitio de colageno e bloquearia a
plagueta de se ligar ao FVW.

Considerando esta suposicdo, e como este complexo plaquetario, além de ter
sitio para ligacdo ao FVW também tem sitio de ligacdo para trombina, nos testes que
realizamos com a trombina como agonista poderiamos esperar que haveria alguma
inibicdo, no entanto, vale ressaltar que a trombina também ativa a plaqueta pelos
receptores PAR1 e PAR2, assim, mesmo se o sitio de ligacdo pelo complexo
estivesse bloqueado, a trombina poderia estar ativando a plaqueta pelos outros
receptores.

Hoje se sabe que a exposi¢do da plagueta ao coldgeno, é essencial para uma
firme adesdo da plaqueta, pois a partir desta firme adesao, a plaqueta é ativada,
dando continuidade para formacdo do trombo hemostatico. A primeira molécula a
fazer ligacdo é o complexo GPIb-1X-I, provavelmente junto com a integrina a2p1 e
GPVI. Porém, se a ligagdo de GPIb-IX-V nao for consolidada, a ligacdo da integrina
a2p1 e GPVI ficam comprometidas. (Ruggeri, 2007)
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A ativacdo plaquetéaria induzida por colageno pode ser dividida em trés etapas
principais: (1) interacdo das plaquetas com o complexo formado entre o colageno e
o FYW, que leva ao aumento do Ca?* intracelular; (2) liberacdo do contetdo granular
(granulos densos e granulos alfa); (3) exposicao e ativacdo do receptor GPlIb-llla
(integrina allbpB3), levando a ativacdo das plaquetas adjacentes para formacéo do
trombo plaquetéario (Surin et al., 2007).

Sabe-se que o LAPP atua tanto na ligacdo do coldgeno ao FVW quanto no
receptor o,f1, além disso, tal molécula foi estudada na deposicéo de plaquetas em
superficies ricas em colageno sob condi¢des de fluxo. O rLAPP é capaz de inibir a
adesao de plaquetas no colageno tipo I, lll e IV e inibe parcialmente colageno tipo
VI, inibindo de forma dose-dependente a ligacdo de FvW para o colageno tipo lll.
Outro estudo com o rLAPP demonstrou que o mesmo causa uma inibicdo
pronunciada da deposicdo de plaquetas em placas aterosclerdtica das artérias
coronarias humanas, por outro lado, ndo apresentou efeitos sobre as matrizes de
culturas de HUVECs (células endoteliais da veia umbilical). Van Zanten et al. (1995)
concluem neste mesmo trabalho que o rLAPP € um inibidor potente adesdo de
plaguetas, com alta taxa de cisalhamento, que se liga ao colageno e trabalha
inibindo a sua ligacdo ao FYW. Deste modo, no nosso estudo da inicio para estudos
futuros, como por exemplo, a investigacdo da acdo da proteina recombinante em
outros tipos celulares com matriz rica em colageno; além disso, estudos com 0s
diferentes tipos de colageno também poderao ser focalizados.

Como mencionamos entdo, podemos concluir que o inibidor foco do nosso
estudo, age por uma via diferente da via de acdo do LAPP. Sabe-se que apenas
apos a firme ligagdo do complexo GPIb-I1X-V ao coldgeno as outras moléculas de
adesao como a,B;, GPVI fazem as ligacdes de adesdo. E poderiamos sugerir que a
proteina recombinante expressa pelo clone HO6A09 seria um eficiente inibidor
comparado com o LAPP, por inibir o complexo GPIb-IX-V, uma via que precisa estar
bem estabilizada para dar seqiéncia aos seguintes eventos, como a ligacdo da
integrina a2B1. Por outro lado, como ambos sao inibidores com IC50 préximos (em
torno de 100nM para plaqueta lavada) ndo podemos mencionar diferencas entre a
poténcia na atividade inibitoria sobre a agregacao plaquetaria.

J& que temos em maos um novo inibidor de agregacao plaquetaria pela via do
colageno é importante ressaltar o fato de que este agonista plaquetario € o

componente mais trombogénico da matriz subendotelial, como ja descrito ele se liga
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a seus receptores especificos na superficie plaquetaria, GPVI e GPla-lla (integrina
a2P1) para promover a adesdo, ativacdo e agregacao plaquetaria no local da leséo
vascular. No entanto, como descrevemos em todo o contexto do trabalho a interagéao
das plaguetas com o colageno é bem mais complexa do que uma simples interacéo
ligante-receptor fazendo também com que nossa molécula tenha um vasto campo
de acles a ser investigado (Surin et al., 2007).

Por outro lado, pensando na biologia do parasita de onde esta molécula é
proveniente, um outro enfoque e que precisamos discutir também para as demais
isoformas encontradas na biblioteca de cDNA dos complexos salivares de
sanguessugas H.depressa, € 0 seu papel na alimentagcdo do animal, ou seja, nao
podemos deixar de levar em consideracdo que estas moléculas se encontram
nativas nos complexos salivares de sanguessugas, e estes parasitas necessitam de
substancias que promovam a fluidez do sangue para o sucesso de sua alimentacao.
Nesta mesma sanguessuga ja foi descoberta outra molécula com acdo em
plaguetas, denominada Hementerina, que por sua vez age em plaquetas pela via
nitridérgica (Chudzinski-Tavassi et al., 2003), foi descrito também um inibidor de FXa
da coagulacdo sanguinea denominado Lefaxin (Faria et al., 1999) e através de
analises protebmica e transcriptobmica dos complexos salivares pudemos mapear
varias outras potenciais moléculas com papel na hemostasia (Faria et al., 2005;
Ricci-Silva et al.,, 2005), assim, fica claro que estes parasitas possuem um
verdadeiro arsenal que os armam contra a coagulacdo do sangue do hospedeiro do
gual se alimentam, e seria de grande importancia para a compreensao da biologia
do parasita descrevermos os papéis de cada uma das substancias ali presentes.

De uma forma geral, foi visto que o extrato bruto salivar € capaz de inibir a
agregacdo plaquetaria por diversos agonistas, com excecdo da trombina. Isso
mostra que diversos mecanismos estdo envolvidos para a manutencdo do sangue
fluido em sua alimentacéo, e a molécula descrita no presente trabalho € mais uma
peca nesse arsenal.

A proposta inicial do trabalho n&o era trivial ja que se tratava de uma molécula
completamente nova e que apesar de alguma similaridade estrutural com uma
molécula ja descrita na literatura, nada mais sabiamos a seu respeito. Quando
buscamos moléculas em bibliotecas de cDNAs devemos considerar que apesar de
ser uma fonte abundante para novas descobertas, a Unica informacdo que

conhecemos a respeito das proteinas ali representadas pelo cDNA, é sua sequéncia
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de aminoacidos predita, e que se trata de um universo a ser descoberto, o que
reforcou o desafio de caracterizar uma nova molécula principalmente
funcionalmente.

O fato de termos obtido, através da expressado heteréloga, uma molécula com
atividade, e termos conseguido iniciar sua caracterizagdo funcional, além de
obviamente nos fazer alcancar nossos objetivos iniciais, enaltece o trabalho, ja que
precisamos ressaltar a importancia na descoberta de agentes antiplaquetéarios para
estudos que futuramente poderdo visar a clinica médica, pois plaquetas estdo
diretamente envolvidas em diversas patologias importantes, sejam estas sindromes
ou quadros trombdticos graves como a trombose arterial, por exemplo (Gregg e
Glodschimidt-Clermont, 2003).

Além disso, hoje, cada vez mais se busca tratamentos especificos para cada
doenca. Como citado anteriormente drogas antiplaquetarias como a aspirina,
Tienopiridinas e Clopidrogel s&o rotineiramente utilizadas na prevengao de eventos
vasculares em pacientes. (Drouet et al., 2010).

Por outro lado, mas também considerando que cada vez mais a ciéncia tem
visionado o estudo de moléculas com potencial terapéutico, uma vez que, até o
momento nenhum farmaco utilizado na terapia antiplaquetaria mostrou-se
suficientemente potente, seguro e ativo para a prevencdo da trombose arterial, e
mesmo 0s mais comumente utilizados, como o &cido acetilsalicilico (AAS),
Clopidogrel, Tirofibano ainda apresentam uma ou mais limitacBes, que incluem:
pouca eficacia, risco significativo de hemorragias, irritabilidade gastrica, resisténcia
ao farmaco ou a via de administracdo exclusivamente parenteral (Hamilton, 2008),
estas e muitas outras dificuldades encontradas no estudo de antiplaquetarios que
promovam um controle efetivo dos eventos vasculares, reforcam a importancia de
estudos como 0 nosso que vao em busca, através da biodiversidade brasileira, de
compostos que possam ser estudados no desenvolvimento de novos agentes
antiplaquetarios, tornando-os promissores.

Outro fator que favorece o presente estudo é que o processo de producdo do
inibidor utilizando o sistema Pichia pastoris é aceitavel, ndo apenas pela industria
farmacéutica, mais também segue técnicas atuais da literatura mundial, onde se
observa utilizagdo crescente de sistema eucariético para obtencdo de proteinas
recombinantes. Os medicamentos obtidos por meios biotecnoldgicos estdo cada vez

mais sendo utilizados na clinica médica e conseqientemente cresce a cada ano o
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investimento mundial na produgéo e comercializagdo desses medicamentos. E como
ja foi citado anteriormente uma grande vantagem dos sistemas eucariotos sobre a
obtencdo em sistemas procariotos sdo as modificacdes pds traducionais e estrutura
terciaria que em geral € mais similar com a proteina nativa, se esta vem de
organismos eucariéticos, como € o0 caso do nosso inibidor (Schmidt, 2004;
Macauley-Patrick et al., 2005).

Assim, de modo geral, temos em m&os uma nova molécula inibidora de
agregacao plaquetéaria que age inibindo pela via do colageno através de sua ligacéao
ao receptor Iba, trata-se de uma molécula diferente das demais descritas até o
momento, mesmo com sua similaridade estrutural em 45% quando comparada ao
LAPP. E pelos inimeros motivos discutidos até agora, estamos com 0 presente
trabalho abrindo um leque de novas investigacbes a serem realizadas com esta

promissora substancia.
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5 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nos permitem concluir que:

A clonagem do transcrito HO6A09 em vetor pAE foi bem sucedida, porém a
expressao em diferentes linhagens de E. coli, ndo acarretaram a obtencao de

uma molécula recombinante com atividade;

O transcrito HO6A09 foi clonado em pPIC9K e expresso em P. pastoris
linhagem GS115, a expresséo foi melhor sucedida em meio de cultura BMGY,
com inducéo de 0,5% de metanol a cada 24 h por um total de 72 h, a 28 °C

com agitacédo a 260 rpm;

O melhor método de purificacdo da proteina recombinante ativa, avaliado no
estudo, foi a dialise e concentracdo por ultrafiltracdo tangencial em Amicon 5
kDa seguido de cromatografia de gel filtracdo em Superdex 75 com coletada
fracionada a cada mL do pico principal protéico;

A proteina recombinante obtida apresentou niveis de glicosilacdo que
acarretaram a presenca de banda protéica em SDS-PAGE de cerca de 20
kDa que quando deglicosilada migrava para cerca de 13 kDa, dependendo do
lote de expressdo uma banda de cerca de 13 kDa também era expressa,
sugerimos que talvez a proteina estivesse sendo expressa das duas formas,

glicosilada (~20 kDa) e néao glicosilada (~13 kDa);

O N-terminal da proteina recombinante foi obtido confirmando a expressao
correta e parte da estrutura primaria predita para a traducdo dos nucleotideos
do clone HO6AQ9;

A proteina apresentou atividade inibitéria sobre plaquetas induzidas pela via
do colageno, tanto sobre PRP quanto em plaqueta lavada com IC50 de 2,8

nM e 101 nM, respectivamente;
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Ensaios em citometria de fluxo mostraram que a molécula recombinante age
sobre a subunidade Ibo do complexo GPIb-IX-V, e provavelmente, deva
acarretar na inibicdo da agregacéao por inibir a adeséao via ligacédo de colageno

ao FvW.
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