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RESUMO

Uma ADAM ¢é uma proteina com aproximadamente 750 aminoacidos de
comprimento e com multidominios, que incluem o pré-dominio, o dominio
metaloprotease, o dominio desintegrina, o dominio rico em cisteina, o dominio
semelhante a fator de crescimento epidermal (EGF-like), a regido transmembranica
e a cauda citoplasmatica. A proteina ADAM23 (MDC3), dentro do seu dominio
metaloprotease, ndo possui o sitio ativo de aminoacidos para a ligagéo de zinco, o
qual é critico para a atividade proteasica. E altamente expressa no encéfalo, mas é
detectada apenas fracamente ou ndo detectada em outros tecidos. Neste trabalho
foram expressos satisfatoriamente os dominios recombinantes da proteina ADAM23
desintegrina e metaloprotease+desintegrina fusionados a GST em bactérias E. coli
cepa DH5a, mas s6 foi possivel purificar a proteina recombinante GST-desintegrina.
Ja a proteina recombinante 6-His-desintegrina+rico em cisteina foi expressa mais
significativamente em bactérias E. coli cepa BL21(DE3)STAR em comparacao com a
cepa BL21(DE3)pLysS, e sua purificacdo ocorreu de forma apropriada. A
imunizacdo de camundongos Balb/c com a proteina recombinante GST-desintegrina
ndao mostrou-se satisfatoria, enquanto a imunizacao com a proteina recombinante 6-
His-desintegrina+rico em cisteina levou a producdo de anticorpos policlonais
especificos para ADAM23. Foi realizada uma fusdo entre os esplendécitos de
camundongo imunizado e células de mieloma, levando a obtencao de hibridomas.
Apenas um hibridoma demonstrou-se secretor de anticorpos monoclonais
especificos para ADAM23, entretanto ndo apresentou estabilidade compativel com a
producéo ilimitada e reprodutivel de anticorpos monoclonais.

Palavras-chave: ADAM23, proteinas recombinantes, anticorpos policlonais,
hibridomas, anticorpos monoclonais.



ABSTRACT

An ADAM protein have about 750 aminoacids of length and contains multidomains,
which includes the prodomain, the metalloprotease domain, the disintegrin domain,
the cystein rich domain, the epidermal growth factor like domain (EGF-like), the
transmembranic region and the cytoplasmic tail. The ADAM23 (MDC3) protein does
not contain the zinc-binding motif within the metalloprotease domain, which is critical
for the protease activity. ADAM23 is highly expressed in the brain, but is weakly or
not detected in other tissues. At the present work, the recombinat domains disintegrin
and metalloprotease+disintegrin of the ADAM23 protein, fused to GST, were well
expressed in E. coli DH5a, but only the GST-disintegrin protein could be purified. The
recombinant protein 6-His-disintegrin+cystein rich was more expressed in E. coli
BL21(DE3)STAR than in BL21(DE3)pLysS, and the purification occurred
appropriately. The Balb/c mice immunization with the GST-disintegrin protein did not
occurred satisfactorily, while the immunization with 6-His-disintegrin+cystein rich lead
to the production of polyclonal antibodies specific for ADAM23. A fusion between the
splenic cells from the immunized mice and the mieloma cells was performed to obtain
hybridomas. Only one hybridoma secreted monoclonal antibodies specific for
ADAM23, however this hybridoma was not compatible to the ilimited and
reproducible production of monoclonal antibodies, because of its instability.

Key words: ADAM23, recombinant proteins, polyclonal antibodies, hybridomas,
monoclonal antibodies.
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1. INTRODUCAO

1.1. A FAMILIA DE PROTEINAS ADAM

Uma ADAM é uma proteina com aproximadamente 750 aminoacidos de
comprimento e com multidominios, que incluem o pré-dominio, o dominio
metaloprotease, o dominio desintegrina, o dominio rico em cisteina, o dominio
semelhante a fator de crescimento epidermal (EGF-like), a regido transmembranica
e a cauda citoplasmatica (PRIMAKOFF e MYLES, 2000) (Figura 1). Os cDNAs
codificantes dos membros desta recém-descoberta familia de proteinas de superficie
sao referidos como ADAMSs devido aos dominios estruturais chave dessas proteinas:
desintegrina e metaloprotease (A Desintegrin And Metalloprotease domain)
(WOLFSBERG et al, 1995).

Membrana
Plasmatica

FIGURA 1 — MODELO ESQUEMATICO DOS DOMiINIOS ENCONTRADOS NAS PROTEINAS DA
FAMILIA ADAM.

De N-terminal para C-terminal: PD: pré-dominio; MP: dominio metaloprotease; D: dominio
desintegrina; RC: dominio rico em cisteina; EGD: dominio semelhante a fator de crescimento
epidermal; TM: regido transmembranica; CC: cauda citoplasmatica. FONTE: adaptado de WHITE,
20083.

As ADAMs surgem como reguladoras chave na superficie celular. Elas
podem influenciar interacbées célula-célula e podem influenciar interagdes célula-
matriz pela clivagem e remodelamento de proteinas da MEC e, possivelmente, pela

interacdo com moléculas de adesao da matriz (WHITE, 2003).



1.1.1. Pré-dominio

Um processo de ativacdo dependente de protease tipo furina € comum a
todas as metaloproteases, incluindo as ADAMs, o qual consiste na clivagem e
remogdo do pro-dominio pela furina, ativando o dominio metaloprotease. Essa
clivagem ocorre durante a passagem das proteases desde o Golgi até a membrana
e pode ser blogueada por inibidores da via secretéria (NOVAK, 2004). Para
examinar o processamento de ADAM28 na via secretéria, experimentos pulso-caca
foram realizados com células COS-7 transientemente transfectadas com ADAM28
full-length. Os resultados obtidos sugerem que, como outras ADAMs, ADAM28 é
processada depois da passagem através do compartimento medial de Golgi e que a
atividade catalitica de ADAM28 tem papel na sua prépria maturagdo, mais
provavelmente pela remocao autocatalitica do pré-dominio (HOWARD et al, 2000).
O pro-dominio da proteina ADAM12, por sua vez, permanece associado nao-
covalentemente com a enzima madura, ou seja, apds sua clivagem, sob condicdes
fisiolégicas e in vitro (SORENSEN et al., 2008). Além disso, a ADAM12 foi
demonstrada possuir um dominio chamado interruptor molecular, formado pelo pro-
dominio e pelo dominio metaloprotease, regulado por heparan sulfato e heparina
exégenos, mas também por proteoglicanos enddégenos de superficie. As funcdes
cataliticas de ADAM12 seriam reguladas por esse interruptor (SORENSEN et al.,
2008).

1.1.2. Dominio Metaloprotease

ADAMs e SVMPs (snake venom metalloproteases) compartiiham uma
sequéncia extensa no sitio catalitico: HEXGHXXGXXHD. Analises estruturais
sugerem que as trés histidinas ligam a zinco, a segunda glicina permite um giro, e o
acido glutamico € o residuo catalitico (WOLFSBERG et al, 1995). Algumas SVMPs e
ADAMs foram demonstradas clivar (in vitro) moléculas de matriz extracelular assim
como proteinas de superficie celular. Além disso, como todas as metaloproteases
dependentes de Zn?*, as proteases ADAMs sdo inibidas por EGTA e o-fenantrolina,
reagentes que quelam fons Zn?". Fungbes genéticas propostas para proteases
ADAMs incluem a degradacao de matriz, a migracao celular e o shedding localizado
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de varias proteinas, incluindo citocinas e fatores de crescimento, ou precursores
ancorados na membrana (BLACK e WHITE, 1998). ADAM17 (TACE: TNFa
converting enzime), ADAM10 (Kuzbanian) e ADAM9 (MDC9) sao trés
metaloproteases ADAM para as quais uma funcao foi encontrada e que atuam como
“sheddases” (PRIMAKOFF e MYLES, 2000).

As metaloproteases sdo englobadas em quatro subgrupos, dependendo de
seus dominios estruturais (NOVAK, 2004). As metaloproteases de matriz (MMPs)
sao enzimas secretadas, as quais possuem um dominio hemopexina em sua regiao
C-terminal e um peptideo sinal de aproximadamente 22 aminoacidos na regiao N-
terminal. Metaloproteases ligadas a matriz (MT-MMPs) diferem das MMPs por
possuirem um dominio transmembrana € uma pequena cauda citoplasmatica. Essas
proteinas estdo dessa forma ancoradas a membrana plasmatica. ADAM
(metaloproteses com um dominio desintegrina) e ADAMTS (proteinas ADAM com
um ou mais dominios trombospondina) sdo proteinas que possuem uma estrutura
similar as MMPs e as MT-MMPs, mas diferem dessas por ndao possuirem um
dominio hemopexina e por possirem um dominio desintegrina seguido de um
dominio rico em cisteina. Proteinas ADAMTS ndo possuem um dominio
transmembrana, mas estado ligadas a membrana com o auxilio de um ou muitos
motivos trombospondina. Seus genes, embora agrupados, estdo espalhados por
muitos cromossomos (NOVAK, 2004).

Candidatos potenciais para substrato da ADAM10 em sua atividade
proteolitica incluem, mais notavelmente, Notch e ligantes do receptor EGF, além de
muitos outros (YANG et al, 2006). Kuzbanian (ADAM10) é também uma “sheddase”
que foi encontrada como liberadora de uma forma soluvel de Delta, um ligante de
Notch. Kuzbanian pode também clivar Notch, mas esta clivagem nao resulta na
liberacdo do dominio extracelular de Notch. No processo de neurogénese, varias
células da vizinhanca possuem o potencial para se diferenciarem em células
neuronais, mas relativamente poucas o fazem. Essas poucas células inibem a
diferenciacdo neuronal das células ao redor através de um processo chamado
“inibicao lateral”, que € mediado pelo receptor de superficie Notch e pelo seu ligante
Delta soluvel. As células que carregam o gene de ADAM10 mutante ndo recebem o
sinal inibitério e diferenciam-se em células neuronais excessivas (PRIMAKOFF e
MYLES, 2000). ADAM10 foi também demonstrada processar algumas efrinas.
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ADAM17 foi identificada como uma protease que cliva especificamente o
precursor de TNF, o qual possui um papel chave na mobilizacdo das defesas do
hospedeiro, mas pode causar danos severos quando produzido em excesso ou em
contextos autoimunes. O TNF é traduzido como uma proteina transmembrana de
26kDa. Uma clivagem proteolitica especifica no dominio extracelular libera uma
forma soluvel de 17kDa. ADAM17 foi purificada baseada na sua habilidade de clivar
a forma inteira do TNF, assim como o peptideo representando o sitio de
processamento (BLACK e WHITE, 1998). Em fibroblastos, ADAM17 foi identificada
como uma candidata para a clivagem extracelular N-terminal do TGFa, enquanto
outra enzima nao identificada é responsavel pelo processamento C-terminal. TGFa
no SNC é produzido por astrdcitos e neurénios como uma pré-proteina ligada a
membrana plasmatica que requer a clivagem em ambas as por¢oes N- e C-terminal
para ser funcional. In vitro, ADAM17 também pode clivar Notch1. A proteina APP
(precursor da proteina amildide), a qual tem um papel importante na promocao da
proliferacdo de células embrionarias, pode ser processada por ADAM9, 10 e 17
(YANG et al, 2006). Camundongos nocautes para TACE (ou células do camundongo
nocaute) sdo inaptos a clivar o receptor TNF, a molécula de adesao L-selectina e o
precursor de proteina amiléide (APP), sugerindo que TACE é uma secretase com
multiplos substratos (PRIMAKOFF e MYLES, 2000).

O ativador de plasminogénio urokinase (uPA) é uma serino-protease
responsavel pela ativagcdo de plasminogénio primario e que estd envolvido em
processos de remodelamento de tecidos. O uPA é composto por trés dominios:
fragmento amino-terminal (ATF), kringle (K) e fragmento carboxi-terminal (CTF),
cada um deles é distinto e biologicamente ativo. Bakken e colaboradores (2009)
demonstraram que ATF pode induzir fortemente a migracao de VSMCs (células de
musculo liso vascular humanas) independente de plasmina in vitro. Essa migracao
pode ser bloqueada pela inibicdo de EGFR, e a incubacao com siRNA de ADAM9 e
ADAM10 reduziu significantemente a ativacdo de EGFR em resposta a ATF.
Portanto, esse estudo demonstra que ATF requer EGFR para a migragédo celular.
Além disso, demonstraram que essa resposta é mediada por GBy (proteinas G) e
por ADAM9 e ADAM10 (BAKKEN et al. 2009).

Alguns estudos demonstram o envolvimento das metaloproteases ADAM
com o cancer (MURPHY, 2009). ADAM9, por exemplo, é expressa por

miofibroblastos estromais de figado, particularmente aqueles situados préximos a
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fronte invasiva. ADAM17 € superexpressa em carcinoma de c6lon humano primario,
sem dizer respeito ao estagio tumoral e o estado de diferenciacdo. Em modelos
murinos de tumores de mama, préstata e colon, ADAM12 foi localizada em uma
subpopulacao de células estromais positivas para a-actina de muasculo liso que eram
adjacentes a células epiteliais tumorais. ADAM12 €& essencial para o
desenvolvimento e progressao tumoral no modelo murino de cancer de prostata. Ela
também foi descrita como uma candidata a oncogene numa analise mutacional em
cancer de mama. Mutuamente, a super-regulacdo de ADAM15 em células tumorais
foi descrita em adenocarcinomas agressivos, € deve ter um papel regulatério
essencial na progressao metastatica em ambos os canceres de prostata e de mama
(MURPHY, 2009).

1.1.3. Dominio Desintegrina

Em algumas ADAMSs, incluindo as ADAMs 2, 3, 4, 5, 11, 22 e 23, a
sequéncia catalitica classica no dominio metaloprotease esta ausente, sugerindo
que elas estao principalmente envolvidas em sinalizacdo direta célula-célula pela
ligacao a outras proteinas, por exemplo, através de seu dominio desintegrina (YANG
et al2006).

ADAMs sao as unicas entre as proteinas de superficie celular contendo um
dominio desintegrina (WHITE, 2003). Este dominio possui alta homologia com a
sequéncia de peptideos de uma classe de desintegrinas sollUveis presentes em
veneno de serpente (SVMPs) (PRIMAKOFF e MYLES, 2000). Estas SVMPs séo
chamadas desintegrinas pois interagem com integrinas através de seu loop de
desintegrina, formado por uma sequéncia de 13 aminoacidos que contém uma
sequéncia de ligacao a integrina (RGD) no topo. Os loops de desintegrina de todas
as ADAMs e P-1lIl SVMPs (formadas pelo processamento proteolitico de P-1l SVMPs)
contém uma cisteina extra em comparacdo com aqueles de P-Il SVMPs. Esta
cisteina, que prové ao dominio semelhante a desintegrina um numero incomum de
cisteinas, deve ser livre ou formar uma ponte dissulfeto com uma cisteina do
dominio rico em cisteina, o qual também contém um numero incomum de cisteinas
(WOLFSBERG et al, 1995). Em cultura, dominios desintegrina de ADAM podem

interagir com integrinas em células vizinhas, mas ainda ndo é sabido se elas podem
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interagir com integrinas na mesma célula. Enquanto algumas interagdes entre
ADAMs e desintegrinas requerem ativacdo da integrina, outras nao necessitam
(WHITE, 20083).

As proteinas codificadas por ADAMs 1 e 2, fertilinas a e B, sdo encontradas
como um heterodimero de superficie de espermatozdide. Ambas as proteinas séao
sintetizadas no testiculo como precursoras e sao processadas proteoliticamente
durante o desenvolvimento do espermatozéide. O heterodimero de fertilina a/f esta
envolvido na ligacdo e na fusdo do espermatozdide ao 6vulo. O complexo o/
compartilha caracteristicas com certas proteinas de fusdo virais, e peptideos
analogos ao dominio desintegrina da fertilina B inibem a ligagdo e a fusdo do
espermatozoide ao 6vulo (WOLFSBERG et al, 1995). A clonagem de cDNAs
codificando as subunidades das fertilinas revelaram a presenca de um suposto
dominio desintegrina na subunidade B e um suposto peptideo de fusdo na
subunidade a. Isto levou a hipotese de que a fertilina se liga a uma integrina na
superficie do 6vulo via dominio desintegrina da sua subunidade B e que entdo a
subunidade a medeia a unido das membranas plasmaticas opostas (HUOVILA et al.,
1996). A primeira interacdo ADAM-integrina suspeitada foi entre o heterodimero
ADAM1/2 de espermatozéide e uma integrina de 6vulo (WHITE, 2003). Foi também
descrito que a regidao transmembrana da proteina ADAM1 é capaz de formar
oligbmeros, principalmente homotrimeros (GAN et al., 2007). E possivel que a forma
estrutural homotrimérica de ADAM1 esteja presente durante a interacdo do
espermatozoide com o 6vulo. Alternativamente, a oligomerizagdo de ADAM1 pode
ser importante para regular as atividades de ADAM1 em outros tecidos, ja que ela é
também expressa em menores niveis em uma variedade de tecidos como cérebro,
coracao, rins, figado, pulmdes, musculo esquelético, baco e ovario (GAN et al.,
2007).

Metargidina (ADAM15) humana é a unica ADAM identificada até agora
contendo uma sequéncia RGD dentro de seu dominio desintegrina. Zhang e
colaboradores (1998) demonstraram, utilizando ensaios de adesdao e afinidade
cromatografica, que o dominio desintegrina recombinante da ADAM15 fusionado a
GST especificamente interage com a integrina avp3. A interacdo entre o dominio
desintegrina recombinante e a integrina av33 é dependente do tripeptideo RGD no
sitio hipotético de ligacao a integrina (ZHANG et al., 1998).
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Em 1999, Nath e colaboradores, utilizando a proteina metargidina fusionada
a Fc humana além de uma combinacdo de ensaios bioquimicos e com anticorpos
blogueantes, demonstraram que metargidina pode se ligar a av3 em células U937
(linhagem celular de mondcito) e a a5p1 em células MOLT-4 (linhagem de célula T).
De fato, foi demonstrado que a ligacdo é dependente de RGD, sugerindo que a
metargidina pode funcionar como uma molécula de adesao celular via seu dominio
desintegrina. Evidéncia direta para a especificidade dessas interacdes foi obtida por
ensaios de adesao em fase-solida. Portanto, a ligacdo em ambas as linhagens
celulares foi mediada, pelo menos em parte, pelo dominio desintegrina da
metargidina, ja que peptideos sintéticos baseados na sequéncia RGD bloquearam
completamente a ligacao celular (NATH et al, 1999).

A ADAM15 nao € expressa in vivo em vasos normais, mas é regulada em
lesdes de aterosclerose, onde muitos macréfagos estdo presentes. E possivel que a
ADAM15 ativada em células endoteliais interaja com avB3 em leucécitos durante a
aterogénese através da exposicdo do seu dominio desintegrina. Foi demonstrado
que a integrina avB3 esta envolvida na progressdao do melanoma e na inducéo de
nova vascularizacao por células tumorais. Antagonistas de avB3 promovem a
reducdo tumoral pela inducdo da apoptose de vasos sanguineos angiogénicos. E
possivel que a MDC-15 ativada e a avB3 em células endoteliais interajam uma com
a outra, levando a agregacao homotipica de células endoteliais durante a
angiogénese (ZHANG et al, 1998).

Eto e colaboradores (2000) demonstraram que a integrina a9B1 reconhece o
dominio desintegrina da ADAM15 numa maneira independente de RGD. Foi
demonstrado que a sequéncia requerida para a interacdo entre a ADAM15 e esta
integrina € a sequéncia RXsDLPEF presente no dominio desintegrina da ADAM15.
Estes residuos sdo conservados entre os dominios desintegrina de quase todas as
ADAMs de mamiferos, exceto para ADAM10, que tem a sequéncia RXsAREGI, e
ADAM17, que tem a sequéncia QX;KGVSY, nesta regido. Portanto, hipotetizaram
que a integrina a9B1 € um receptor comum para muitos, se nao todos, dominios
desintegrina de ADAMs com esta sequéncia. Encontraram que células CHO
expressando a9 aderem a dominios desintegrina das ADAMs 1, 2, 3 e 9 assim como
ao de ADAM15 utilizado como controle positivo. Essas células ndo aderiram
significantemente aos dominios desintegrina das ADAMs 10 ou 17. Esses resultados
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indicam que a9p1 deve ser um receptor comum aos dominios desintegrina de
ADAMs com sequéncias semelhantes a RX¢cDLPEF (ETO et al, 2002).

1.1.4. Dominio Rico em cisteina

Foi demonstrado que células mesenquimais aderiram a ADAM12
apresentando uma morfologia espalhada e achatada (IBA et al., 2000), padrao esse
de adesado celular também observado quando as células foram plagueadas em
laminina ou fibronectina. As células aderiram eficientemente a uma proteina
recombinante contendo os dominios desintegrina e rico em cisteina de ADAM12
(rADAM12-DC), mas o espalhamento celular pareceu menos eficiente que sobre
uma outra proteina recombinante contendo apenas o dominio rico em cisteina
(rADAM12-cys). As células mesenquimais totalmente espalhadas formaram adesdes
focais e continham um elaborado citoesqueleto de actina quando plaqueadas em
rADAM12-cys. Além disso, a adesdo de células mesenquimais a rADAM12-cys e
rADAM12-DC foi criticamente dependente do heparan sulfato de superficie celular e
os resultados obtidos indicaram sindecan-4 como um potencial receptor de adesao
para rADAM12-cys (IBA et al., 2000). Portanto, o dominio rico em cisteina da
ADAM12 da suporte a adesao celular mediada por sindecam.

Integrinas e sindecans cooperam com a estimulacédo da ligacao de células a
proteinas da MEC, portanto a habilidade de ADAMs interagirem com integrinas,
sindecans e proteinas da MEC sugere que as ADAMs poderiam ter papéis-chave na
modulacdo de interacbes célula-matriz (WHITE, 2003). ADAMs, integrinas e
sindecans poderiam cooperar em cis para modular a funcdo de protease das
ADAMs. Interacbes entre o dominio desintegrina de uma ADAM com integrinas e
interacdes entre o dominio rico em cisteina com sindecans poderiam também ajudar
a liberar a integrina e o sindecam de suas interagdes com uma proteina da matriz
extracelular e posicionar o dominio protease para clivar alguma proteina da MEC
(WHITE, 20083).
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1.1.5. Cauda Citoplasmatica

ADAMs possuem caudas citoplasmaticas incomuns, muitas ricas em prolina,
serina, acido glutamico e/ou lisina. As caudas das ADAMs poderiam estar envolvidas
em oligomerizagcdo ou, talvez, em sinalizacado (WOLFSBERG et al, 1995). A
habilidade de uma ADAM de liberar um substrato poderia ser modulada por
fosforilagdo ou pela ligacao de proteinas acessorias as suas caudas citoplasmaticas.
As modificacbées da cauda citoplasmatica de uma ADAM poderiam afetar sua
expressdao na superficie celular, localizagdo em um dominio especifico de
membrana, associagdo com outras proteinas de superficie, estabilidade, ou sua
habilidade de clivar substratos especificos em resposta a estimulos especificos
(WHITE, 2003). A cauda citoplasmatica de algumas das ADAMs contém sitios de
ligagdo SH3 os quais podem interagir com e potencialmente ativar dominio SH3
contendo moléculas de sinalizagcdo como src e grb (YANG et al, 2006).

1.1.6. ADAMs expressas no Sistema Nervoso

A expressao de algumas ADAMs é detectada em encéfalo de mamiferos
(NOVAK, 2004). ADAMS8, além de ser expressa em macrofagos e células B, é
expressa em neurdnios, astrocitos e oligodendrécitos, no encéfalo e na medula
espinhal; sua principal fungdo deve residir na regulacédo das respostas imunes e
inflamatérias pela regulacdo da infiltracdo de leucécitos e do shedding de L-
selectina. Embora a ADAM9 seja amplamente expressa e esteja presente em
encéfalo, camundongos deficientes em ADAM9 desenvolvem-se em adultos inférteis
sem maiores anormalidades. Portanto isto sugere que outros membros da familia
ADAM podem substitui-la funcionalmente (NOVAK, 2004).

No embrido de camundongo, a proteina ADAM10 é expressa principalmente
em precursores neurais simpatoadrenais e olfatérios. J& ADAM15 é expressa em
neurdnios do neocértex, do hipocampo, do corpo caloso e no plexo cordide, nos
neurdnios granulares do cerebelo e nas células Purkinje, e nos neurdnios motores
na medula espinhal. Células de Schwann purificadas e astrécitos também
expressam ADAM15 (NOVAK, 2004). A expressdao de ADAM19 na embriogénese de

camundongo pode ser encontrada no ganglio cranio-facial e dorso-basal e nos
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cérneos ventrais da medula espinhal. A expressdao de ADAM19 foi também
identificada como um marcador de diferenciagdo de células dendriticas (NOVAK,
2004).

ADAM22 parece ser expressa exclusivamente no encéfalo. O gene para
ADAM23, localizado no cromossomo 2q33, é predominantemente expresso no
encéfalo, com alguma expressao também no coracdo € no muasculo esquelético
(NOVAK, 2004). A expressdao de ADAM11 estd associada com o desenvolvimento
do SNP (sistema nervosa periférico) em mamiferos, mas o gene de ADAM11 de
mamifero demonstra um padrdo de expressdao embrional espalhado, incluindo o
SNC (sistema nervoso central) em desenvolvimento e alguns tecidos ndo-neuronais.
No SNC adulto, o gene de ADAM11 foi expresso em campos neuronais em todos o0s
niveis do eixo neural (RYBNIKOVA et al., 2002).

Durante o desenvolvimento do embrido de galinha, foi analisada a expresséo
de membros da familia ADAM (LIN et al., 2008). Detectaram que ADAM9 € expressa
em vasos sanguineos, no plexo coréide, por partes do neuroepitélio e em regides da
substancia cinzenta em diferenciacao, sugerindo que ADAM9 desempenha mdltiplas
funcbes desconhecidas durante o desenvolvimento cerebral. Também
demonstraram que ADAM10 é principalmente expressa pelos vasos sanguineos em
desenvolvimento assim como em regides restritas do neuroepitélio e na substancia
cinzenta em diferenciagdo. Ja a proteina ADAM12 é expressa em regides restritas
do neuroepitélio, sugerindo um papel na regionalizagdo cerebral. Especialmente
impressionante é a sua expressao altamente restrita em poucas estruturas da

substancia cinzenta (LIN et al., 2008).

1.2. A PROTEINA ADAM23

Sagane e colaboradores (1998) clonaram dois novos cDNAs provenientes
de encéfalo humano. Analises das sequéncias de aminoacidos deduzidas revelaram
que ambos possuem estruturas tipicas de desintegrinas celulares e exibem alta
similaridade de sequéncia com a proteina humana MDC/ADAM11. Estes cDNAs
foram denominados MDC2/ADAM22 e MDC3/ADAM23. O cDNA predito para a
MDCS3 humana codifica uma proteina de 832 aminoacidos, incluindo um dominio

hidrofébico transmembranico e oito sitios potenciais de N-glicosilacdo. Como outras
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desintegrinas celulares, MDC2 e MDC3 tém multiplos dominios estruturais incluindo
um pro-dominio, um dominio semelhante a metaloprotease, um semelhante a
desintegrina, um rico em cisteina, um semelhante a fator de crescimento epidermal,
um dominio transmembranico e um dominio citoplasmatico. Dentro do dominio
metaloprotease, ambas as MDCs 2 e 3 ndo possuem o sitio ativo de aminoacidos
HEXXHXXGXXH para a ligagdo de zinco, o qual € critico para a atividade proteésica
(SAGANE et al, 1998).

Em 2004, Sun e colaboradores clonaram dois novos cDNAs de ADAM23. A
sequéncia de aminoacidos deduzida de um desses cDNAs, com aproximadamente
250pb, demonstrou uma estrutura de dominio conservada consistindo de um
peptideo-sinal, um pré-dominio, um dominio metaloprotease, um dominio
desintegrina e um dominio rico em cisteina, mas detectaram a auséncia do dominio
transmembrana. Portanto, a proteina resultante deve ser uma forma secretada.
Designaram este novo clone como ADAM23y. O quadro de leitura da ADAM23y
muda depois do dominio rico em cisteina comparado a ADAM23a (MDC3/ADAM23
clonada por SAGANE et al, 1998). ADAM23a e ADAM23y compartilham a mesma
regidao 3’-UTR, mas as sequéncias de aminoacidos para a cauda citoplasmatica sdo
diferentes. Encontraram ambos os transcritos expressos em encéfalo de embrides e
de adultos. Para o fragmento clonado de 350bp (tamanho correspondente ao da
ADAM23 clonada por Sagane), duas sequéncias diferentes foram obtidas. Uma
delas € consistente com a de ADAM23a, a outra tem 91pb diferentes no sitio
divergente, e foi denominada ADAM23B. Os 91 nucleotideos divergentes codificam
para o dominio transmembrana que, portanto, em ADAM23B sao diferentes dos de
ADAM23a. ADAM23a e ADAM23B3 compartiiham 54% de similaridade na regiao
transmembrana. Considerando a significante similaridade entre a ADAM23a, B e v,
todas os trés cDNAs devem representar transcritos diferentes do mesmo gene mais
do que genes paralogos diferentes (SUN et al, 2004).

Goldsmith e colaboradores (2004) descreveram que um anticorpo anti
dominio desintegrina de ADAM23 (aDis) reconhece uma banda de
aproximadamente 70kDa em trés regides diferentes do encéfalo (bulbo, cerebelo e
cértex), que esta ausente em todos os outros tecidos testados ( figado, rim, musculo
esquelético, coracdo e pulmao). Confirmaram que células granulares cerebelares
(CGCs) expressam a proteina ADAM23 in vitro por RT-PCR, imunocitoquimica e

immunoblotting e encontraram que, sob condi¢cbes redutoras, aDis incubado com
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lisado de encéfalo reage fortemente com uma proteina de aproximadamente 70kDa
e também com uma proteina menos abundante cuja massa é de aproximadamente
100kDa. Esses dados sugerem que CGCs provavelmente expressam duas formas
de ADAM23. Como a ADAM23 contém uma sequéncia RRKR de reconhecimento
pela pro-proteina convertase (PC) entre seu pro-dominio e seu dominio
metaloprotease, o grupo hipotetizou que a banda de 100kDa representaria a forma
imatura longa da proteina, enquanto a banda de 70kDa corresponderia a forma
madura de ADAM23, na qual o pr6-dominio esta ausente. Demonstraram de forma
consistente que d-RVKR-CMK, um peptideo inibidor de enzimas do tipo furina,
induziu uma diminui¢ao significante na quantidade de ADAM23 de 70kDa presente
em CGC, o que sugere que a ADAM23 de 100kDa é clivada por furina, ou enzima
relacionada, e que a geracdo da proteina ADAM23 contendo o dominio
citoplasmatico, mas sem o pré-dominio, € uma conseqiéncia deste evento de
processamento. Também obtiveram resultados que suportam a hipotese de que
ambas as formas nao processada e processada de ADAM23 sao glicosiladas
(GOLDSMITH et al 2004).

As trés ADAMs 11, 22 e 23 sdo altamente expressas no encéfalo, mas séo
detectadas apenas fracamente ou ndo detectadas em outros tecidos (SAGANE et al,
1998). Foi demonstrado que ADAM23 é extensivamente expressa por todo o
encéfalo de rato e pode ser detectada em niveis particularmente altos em regides
especificas. Dentro do hipocampo, por exemplo, ADAM23 parece ser expressa nos
campos CA1 e CAS3, assim como em neurOnios piramidais. No cerebelo, é
observada forte marcacdo em células Purkinje. Além disso, transcritos de ADAM23
sao igualmente distribuidos através de todas as camadas do cértex cerebral
(GOLDSMITH et al 2004).

Baseados na expressdo de um gene repoérter substituindo o gene de
ADAM23, Mitchell e colaboradores (2001) demonstraram que ADAM23 é altamente
expressa em células Purkinje no cerebelo e no ganglio basal de camundongo. Além
disso, demonstraram que a auséncia de ADAM23 causa tremores severos € ataxia
nos camundongos homozigotos para a substituicdo, os quais morriam duas
semanas apés o nascimento (MITCHELL et al. 2001). Leighton e colaboradores
(2001) demonstraram, com uma técnica semelhante, a forte expressdo de ADAM23
no estriado do encéfalo de camundongo.
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Lin e colaboradores (2008) revelaram os padrdes complexos de expressao
das duas ADAMs 22 e 23 no encéfalo em desenvolvimento de galinha. Ambas as
ADAMs sao expressas em regides restritas do neuroepitélio, e seus padrées de
expressdao no neuroepitélio e na substéncia cinzenta diferem entre si, mas se
sobrepdem parcialmente. Em algumas estruturas cerebrais, como por exemplo a
glandula pineal e o plexo corbide, o padrdao de expressdo das duas ADAMs é
oposto. Esses resultados sugerem que as duas ADAMs, apesar de suas sequéncias
nucleotidicas proximamente homoélogas, possuem papéis distintos nas diferentes
estruturas cerebrais (LIN et al., 2008).

Cal e colaboradores (2000) descreveram que ADAM23 interage
especificamente com a integrina avp3. A especificidade da interacao entre ADAM23
e av3 foi confirmada por ensaios de ligacao direta utilizando proteinas purificadas.
Células aderentes a ADAM23 demonstram diferengas na morfologia quando
comparadas com aquelas aderidas a proteinas caracteristicas da matriz extracelular
como fibronectina. Essas diferencas incluem a presenca de pequenas projecées em
células crescendo sobre ADAM23 assim como uma organizagao distinta de
filamentos de actina (CAL et al, 2000).

Foi também demonstrado que a ADAM23 nao somente tem papel na
diferenciacdo de células neurais, mas também tem papel na determinacdo do
destino celular. ADAM23 esta provavelmente envolvida na formagcdo de neuritos e
esta assimetricamente distribuida na parte proximal de neuritos (SUN et al, 2007).

A proteina LGI1 (Leucine-rich glioma inactivated 1) de camundongo foi
descrita como uma ligante especifica de ADAM11, ADAM22 e ADAM23, e a
interacdo mais forte foi observada entre LGI1 e ADAM23 (SAGANE et al., 2008).
Houve uma interacdo moderada para ADAM22 e uma interacdo mais fraca com
ADAM11. A proteina LGI4 é outra ligante para estas ADAMs. Quando comparada a
interacdo entre LGl4 e ADAM22, ADAM23 ou ADAM11, a interacdo mais forte foi
observada com ADAM22, mas houve também uma interacdo moderada com
ADAM11 e ADAM23, o que sugere que LGI4 interage ndo somente com ADAM22,
mas também com ADAM11 e ADAM23 (SAGANE et al, 2008). Ozkaynak e
colaboradores (2010) descreveram que LGl4 e ADAM22 sao expressas em células
de Schwann assim como em neurénios sensoriais € que LGI4 liga-se diretamente a
ADAM22 sem a necessidade de fatores adicionais associados a membrana.

Demonstraram que as células de Schwann sao a principal fonte de LGl4 no nervo
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em desenvolvimento, que ADAM22 ¢é necessdria nos axbnios e revelaram um novo
eixo de sinalizacao paracrina na mielinizacdo de nervos periféricos no qual LGI1
secretada por células de Schwann age através da ligagdo com ADAM22 axonal para
dirigir a diferenciacao de células de Schwann (OZKAYNAK et al., 2010).

Em 2009, Owuor e colaboradores investigaram a funcao de LGI1 através de
uma procura imparcial ampla no genoma por sitios de ligacao de superficie celular, e
identificaram ADAM23, o que valida a nocao de que a familia ADAM23/22/11 é o
sitio primario da agdo de LGI1. Encontraram que LGI1 aumenta o crescimento de
neuritos em um mecanismo dependente de ADAM23 in vivo e in vitro. Além disso,
camundongos com auséncia de ADAM23 exibem atividade epilética e camundongos
heterozigotos para esta mutacdo em ADAM23 possuem um percentual de epilepsia
diminuido em relagdo aos nocautes. Postularam que uma mutagdo em LGI1 resulta
numa diminuigdo da fungdo de ADAM23 e num circuito cerebral alterado que
sustenta a propensao a epilepsia em individuos com ADPEAF (autosomal dominant
partial epilepsy with auditory features) (OWUOR et al., 2009).

A Proteina Prion Celular (PrP°) foi caracterizada recentemente pelo nosso
grupo como um novo parceiro molecular para ADAM23 através de ensaios de pull-
down e co-imunoprecipitacdo, os quais demonstraram uma interacao fisica entre
ADAM23 e PrP° enddgena ou recombinante. Ensaios de ligagéo in vitro sugeriram
gue o dominio desintegrina de ADAM23 ¢ capaz de interagir diretamente com PrP°
(COSTA et al., 2009).

Foram encontradas evidéncias para a regulacdo negativa epigenética do
gene de ADAM23 em alguns tipos de cancer, como cancer de mama (COSTA et al.,
2004), cancer gastrico (TAKADA et al., 2005) e cancer colorretal (CHOI et al., 2009).
Metilagdo aberrante foi verificada em 69,2% dos casos de tumores de mama
primarios analisados. Esses resultados sugerem que ADAM23 deve ser regulada
negativamente durante a progressdo do cancer de mama, ja que a expressao de
ADAM23 foi detectada no tecido normal, mas nao pbéde ser detectada ou foi
detectada em niveis menores em 66,7% das linhagens celulares tumorais
examinadas (COSTA et al., 2004). Takada e colaboradores (2005) observaram a
delecdo homozigota de ADAM23 em céanceres gastricos primarios, apesar de
infreqliente. Entretanto, a expressao desse gene também foi perdida na maioria das
linhagens celulares de cancer gastrico sem a perda homozigota, embora houvesse

expressdo de mRNA de ADAM23 no estbmago normal. Esses resultados sugerem
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que a inativacdo de ADAM23 epigenética ou geneticamente deve estar relacionada
com carcinogénese gastrica (TAKADA et al., 2005). Choi e colaboradores (2009),
por sua vez, analisaram a expressdao de ADAM23 em linhagens celulares de cancer
colorretal e examinaram o estado de metilacao do DNA em tecidos com este tipo de
cancer e seus tecidos normais correspondentes. Encontraram que ADAM23 foi
silenciado aberrantemente ou expresso em niveis muito baixos em 88% das
linhagens celulares de cancer colorretal. Analise por MSP (PCR metilacéo-
especifica) demonstrou que o gene de ADAM23 estava metilado em 91% das
linhagens celulares de cancer colorretal, e a expressao atenuada de ADAM23 deve
estar relacionada com a hipermetilagao de sua regiao promotora (CHOI et al., 2009).

A possibilidade de que a interacdo entre ADAM23 e a integrina av33 poderia
modular negativamente a ativacdo da integrina avB3 durante a progressao
metastatica foi investigada por Verbisck e colaboradores (2009). Demonstraram que
a diminuicdo da expressao de ADAM23 aumentou a ativagcao da integrina av33 e
células que sofreram knockdown desta proteina apresentaram aumento na migracao
e na adesao a ligantes classicos da integrina av3. A auséncia da expressao de
ADAM23 também aumentou a interrupcdo de células tumorais pulmonares em
camundongos imunodeficientes. Os resultados obtidos ddo suporte a um papel
funcional de ADAM23 durante a progressdo metastatica através da modulacéo
negativa da ativacao da integrina av3 (VERBISCK et al., 2009).

Foi demonstrado, através de ensaios de microarranjo e PCR em tempo real,
que ADAM23 ¢ altamente expressa em células endoteliais provenientes de tecidos
neoplasicos (carcinomas de ovario e de rim) quando comparada com a sua
expressdo em células endoteliais de tecidos ndo neoplasicos (glandulas adrenais e
pele) (GHILARDI et al., 2008). Os resultados obtidos também demonstraram que
ADAM23 nao € expressa nas células tumorais analisadas. Esses resultados
sugerem que esta proteina deve ser importante para a formagao de novos vasos
sanguineos no interior do tumor (GHILARDI et al., 2008).

Utilizando a tecnologia do microarranjo, Djouad e colaboradores (2007)
investigaram o perfil de expressao génica de células tronco mesenquimais (MSCs)
humanas derivadas de medula 6ssea por 21 dias, antes e depois de sua
diferenciacdo em condrécitos. Entdo investigaram se tais genes devem ser
modulados durante o curso da condrogénese e se tém papel no processo de

diferenciacdo. Constataram que ADAM23, dentre outras proteinas da familia ADAM,
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€ expressa em MSCs e que ha aumento de sua expressao nos estagios tardios da
condrogénese. Portanto, ADAM23 deve estar envolvida na comunicagédo das células
tronco mesenquimais com componentes da matriz extracelular durante o processo
de condrogénese (DJOUAD et al., 2007).
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OBJETIVOS

Expressar e purificar diferentes dominios de ADAM23 em sistema heter6logo
recombinante de E. coll

Imunizar camundongos BALB/C com as proteinas purificadas;

Testar os soros dos camundongos imunizados quanto a producdo de
anticorpos policlonais especificos para ADAM23;

Produzir anticorpos monoclonais anti-ADAM23 através da fusdo de células de

baco dos camundongos hiperimunes com células de mieloma.
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3. JUSTIFICATIVAS

A proteina ADAM23 foi descrita recentemente na literatura e pouco ainda se
sabe a respeito de suas funcbes. Sua importdncia € notada pela sua ampla
distribuicdo no Sistema Nervoso Central, pelo fato de que camundongos nocautes
para esta proteina ndo sobrevivem mais do que duas semanas apdés 0 nascimento
(MITCHELL et al., 2001) e pelo alto grau de conservacao desta proteina entre as
espécies. Ainda sdo necessarias investigacoes a respeito dos possiveis parceiros
moleculares desta proteina para que sejam elucidados os seus mecanismos de
acao. Além disso, dados a respeito da localizacdo subcelular desta molécula ainda
necessitam ser esclarecidos.

Devido a sua descricdo recente, ainda ha poucas ferramentas disponiveis
para o estudo de ADAM23. Portanto, é necessaria a construcao de ferramentas que
possam reconhecer ou mimetizar a proteina ADAM23 em diversas abordagens
bioquimicas e de funcionalidade biolégica. Proteinas recombinantes com diversos
dominios desta proteina podem mimetizar as fun¢des da proteina como um todo e
desvendar as funcdes especificas de cada dominio. Anticorpos policlonais e
monoclonais, por sua vez, sdo ferramentas imunoquimicas de bastante utilidade em
abordagens bioquimicas devido a sua alta especificidade de ligacdo a proteina de

interesse.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO DOS VETORES

Os trés vetores utilizados neste trabalho, contendo os insertos codificantes
para os dominios desintegrina, metaloprotease+desintegrina e desintegrina+rico em
cisteina da proteina ADAM23 humana, foram costruidos pela aluna de doutorado
Michele Dietrich Moura Costa (dados em preparacao).

4.2. EXPRESSAO E PURIFICAGAO DE DOMINIOS RECOMBINANTES DA

PROTEINA ADAM23

A producdo de proteinas recombinantes em sistema heterdlogo
recombinante de E. colifoi realizada como descrito por Sambrook et al. (2001).

4.2.1. GST-Desintegrina recombinante

Bactérias eletrocompetentes E. coli (Sambrook et al., 2001), cepa DH5aq,
recebiam aproximadamente 25ng de plasmideo pGEX2T com construgcdo que
codifica para o dominio desintegrina da proteina ADAM23 humana. As bactérias
eram submetidas a uma diferenca de potencial de 1.40 kV para a introdugao do DNA
na célula (eletroporacao). As células eram entao recuperadas em 1ml de meio 2X
YT (5g/I NaCl; 10g/l extrato de levedura; 16g/I triptona, pH 7,0) por 1h a 37°C.
Subsequentemente, a cultura era plaqueada em meio sélido (2XYT-Agar com 17¢/I
de agar) contendo antibidtico ampicilina na concentracdo de 100ug/ml para
selecionar as bactérias transformadas com o plasmideo de interesse, ja que este
prové a bactéria resisténcia a esta droga.

Colbnias selecionadas provenientes do plagueamento eram inoculadas em
2ml de meio 2XYT/Amp e cultivadas durante 16 horas a 37°C. Esta cultura saturada
era submetida a diluicdo de 1:50 em 10 ml de meio 2XYT/Amp (pré-indculo) e
agitacao constante a 37°C para crescimento até fase exponencial. Ao atingir a
absorbancia de aproximadamente 0,6 a 600nm, 0,1mM de IPTG (isopropil-B-D-
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tiogalactosideo) era adicionado para a inducdo da expressdao da proteina
recombinante, processo denominado de “mini-expressao”. A inducao transcorria a
37°C por 2h. As bactérias eram coletadas por centrifugacdo a 4000xg por 10
minutos a 4°C e o precipitado entdo era ressuspendido em 100ul de tampao de
amostra redutor duas vezes (62mM Tris-HCI pH 6.8, 2% de SDS, 40% glicerol, 0,2%
azul de bromofenol e 200mM B-Mercaptoetanol), submetido a SDS-PAGE 10%
(LAEMMLI, 1970) e corado com azul de Coomassie para verificagdo dos clones de
alta expresséo.

Clones com alta taxa de expressao dos dominios recombinantes da proteina
ADAM23 eram expandidos em meio de cultura liquido, sob agitacdo, a 37°C.
Quando as culturas atingissem a absorbancia desejada (aproximadamente 0,6),
eram submetidas a inducao com 0,1mM de IPTG por 2h, etapa esta denominada de
“expressao em larga escala”.

As bactérias eram novamente sedimentadas por centrifugacédo a 4000xg por
10 minutos, o precipitado ressuspendido em tampao de lise nativa gelado (PBS,
2mM PMSF, 1mg/ml de lisosima), em banho de gelo, e em seguida feita a lise
mecanica (1000psi) em prensa de French. O lisado resultante era entdo centrifugado
a 10000xg por 30 minutos a 4°C e a fragao soluvel era filtrada em membrana de
0,8um. Tween 20 era adicinado na concentragao final de 0,5%. A mistura era entao
incubada por 30 minutos, sob agitacao a 4°C, com 200uL de matriz cromatogréfica
de glutathiona-sepharose 4B (Amersham Biosciences), previamente equilibrada com
PBS acrescido de Triton X-100 (concentracdo final igual a do tampao utilizado para
lisar as bactérias). Em seguida, a matriz era recuperada por centrifugacao (5000
rpm) e ocorria uma seqiéncia de seis lavagens com PBS gelado. A proteina ligada
na resina era eluida com tampao de glutationa reduzida (10mM de glutationa
reduzida em 50mM de Tris-HCI pH 8,0) em cinco fracbes de 200uL. As fragbes
eluidas eram submetidas a dialise contra 6L de PBS a 4°C para a retirada da
glutationa livre. A concentracdo da proteina apdés a didlise era mensurada pelo
método de Bradford (1976).
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4.2.2. GST-metaloprotease+desintegrina

Para expressar os dominios metaloprotease + desintegrina, bactérias
eletrocompetentes E. coli (Sambrook et al., 2001), cepa DH5a, recebiam
aproximadamente 25ng de plasmideo pGEX2T com construgao que codifica para os
dominios metaloprotease e desintegrina da proteina ADAM23 humana. A
eletroporacéo ocorria como descrito acima, assim como a recuperagao em meio
2XYT e o subseqliente plaqueamento em meio soélido (2XYT/amp) para a selecao
das bactérias transformadas com o plasmideo de interesse.

As colbnias selecionadas também eram submetidas aos métodos descritos
anteriormente para induzi-las a expressar a proteina recombinante no processo de
mini-expressao. As bactérias eram subsequentemente coletadas por centrifugacao a
4000xg por 10 minutos a 4°C e o precipitado entdo era ressuspendido submetido a
SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970), assim como descrito acima, e corado com azul
de Coomassie para verificacdo dos clones de alta expressdo. Estes eram
expandidos em meio de cultura liquido, sob agitacdo, a 37°C. A inducédo da
expressdo desta proteina recombinante ocorreu em duas diferentes absorbancias,
uma correspondente a fase de crescimento exponencial (aproximadamente 0,6) e
outra correspondente a fase estacionaria (0,9).

As bactérias eram novamente sedimentadas por centrifugacdo a 4000xg por
10 minutos, o precipitado ressuspendido em tampao de lise nativa gelado (PBS,
2mM PMSF, 1mg/ml de lisosima, 2% de Tween 20), em banho de gelo, e em
seguida feita a lise mecéanica (1000psi) em prensa de French. O lisado resultante era
entdo centrifugado a 9000xg por 30 minutos a 4°C e a fracao soluvel era filtrada em
membrana de 0,8um. Este sobrenadante entdo era incubado por 16 horas, sob
agitacao a 4°C, com 200uL de matriz cromatografica de glutathiona-sepharose 4B
(Amersham Biosciences), previamente equilibrada com PBS acrescido de 2% de
Tween 20. Em seguida, a matriz era recuperada por centrifugacdo (5000rpm),
ocorria uma sequiéncia de seis lavagens com PBS gelado e a proteina ligada na
resina era eluida com tampao de glutationa reduzida (10mM de glutationa reduzida
em 50mM de Tris-HCI pH 8,0) em cinco fragées de 200uL. As fragdes eluidas eram
submetidas a dialise contra 6L de PBS a 4°C e a sua concentracdo era mensurada
pelo método de Bradford (1976).
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4.2.3. 6-His-Desintegrina+Rico em Cisteina

4.2.3.1. Bactérias BL21 (DE3) pLys S

Para expressar os dominios desintegrina + rico em cisteina, bactérias
eletrocompetentes E. coli (Sambrook et al.,, 2001), cepa BL21 (DE3) pLys S,
recebiam aproximadamente 25ng de plasmideo pET28a com construgcdo que
codifica para os dominios desintegrina e rico em cisteina da proteina ADAM23
humana. A eletroporacdo ocorria como descrito anteriormente. A recuperacéo
transcorria em meio LB (10mg/ml triptona, 5mg/ml extrato de levedura, 10mg/ml
NaCl) e o subsequente plaqueamento era em meio sélido LB com antibidticos
Kanamicina (30ug/ml) e Cloranfenicol (34ug/ml) para a selecdo das bactérias
transformadas com o plasmideo de interesse (plasmideo confere resisténcia a
Kanamicina e a bactéria possui resisténcia ao Cloranfenicol).

As colbnias selecionadas eram inoculadas em 2ml de meio LB/Kan+Clor e
cultivadas durante 16 horas a 37°C; eram submetidas a diluicado de 1:50 em 10ml de
meio LB/Kan+Clor (pré-in6culo) e a agitacao constante a 37°C para crescimento até
fase exponencial (absorbancia de aproximadamente 0,6 a 600nm); e eram induzidas
a expressar a proteina recombinante com 1mM de IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactosideo) a 37°C por 3h (mini-expressao). As bactérias eram coletadas por
centrifugagdo a 5000xg por 15 minutos a 4°C e o precipitado entdo era
ressuspendido e submetido a SDS-PAGE 10%, assim como descrito acima, e
corado com azul de Coomassie para verificacdo dos clones de alta expressao.

Os clones com alta taxa de expressao da proteina de interesse eram
expandidos em meio de cultura liquido, sob agitagdo, a 37°C. Quando as culturas
atingissem a absorbancia desejada (aproximadamente 0,6), eram submetidas a

inducao com 1TmM de IPTG por 4h a 24°C (expressao em larga escala).

4.2.3.1.1 Purificagao sob condigbes nativas

As bactérias eram novamente sedimentadas por centrifugagdo a 5000xg por
15 minutos, o precipitado ressuspendido em tampao de lise nativa (50mM NaH2PO,,
500mM NaCl, 2mM PMSF, pH 8.0), em banho de gelo, e em seguida feita a lise

mecanica (1000psi) em prensa de French. O lisado resultante era entdo centrifugado
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a 3000xg por 15 minutos a 4°C e a fragdo soluvel era filtrada em membrana de
0,8um. Este sobrenadante entédo era incubado por 1 hora, sob agitacdo, com 750uL
de matriz cromatogréfica de Ni-NTA Agarose (Qiagen), previamente equilibrada com
o tampao de lise nativa. Em seguida, a matriz era recuperada em um aparato para
formar uma coluna e ocorria uma seqiéncia de cinco lavagens com tampao de lise
nativa mais 40mM de imidazol (analogo a histidina). A proteina ligada na resina era
eluida com tampao de eluicdo (tampao de lise nativa mais 250mM de imidazol). Para
melhorar a qualidade da purificacdo, foi também realizada a eluicdo com
concentragdes crescentes de imidazol. As fragdes eluidas eram submetidas a didlise
contra 6L de PBS a 4°C para a retirada do imidazol. A concentragdo da proteina

apods a didlise era mensurada pelo método de Bradford (1976).

4.2.3.1.2 Purificagao sob condigdes hibridas

O precipitado obtido a partir da centrifugacao a qual foi submetido o lisado
de bactérias era ressolubilizado com tampao 6M de hidrocloreto de guanidina,
500mM de NaCl, 20mM de fosfato de sddio, pH 7,8, sob agitacdo por 10min em
temperatura ambiente. Ocorria, entdo, uma centrifugacao da solugéo ressolubilizada
por 15min a 3000xg. O sobrenadante obtido era incubado com 750uL de matriz
cromatografica de Ni-NTA Agarose (Qiagen), previamente equilibrada com tampéao
8M de uréia, 20mM de fosfato de sédio, 500mM de NaCl, pH 7,8, por 30min, sob
agitacao, em temperatura ambiente. A matriz cromatografica era submetida a duas
lavagens com o mesmo tampao 8M de uréia, 20mM de tampao fosfato, 500mM de
NaCl, pH 7,8, a outras duas lavagens com tampao 8M de uréia, 20mM de tampao
fosfato, 500mM de NaCl, pH 6,0 e a quatro lavagens com tampao 50mM NaH,POQOy,,
500mM NaCl, pH 8.0, 40mM de imidazol (tampao de lise nativa). A eluicdo da
proteina ligada a matriz cromatografica era realizada com o mesmo tampao de lise
nativa, mais 250mM de imidazol, e as fragdes eluidas eram também submetidas a
SDS-PAGE, a didlise e a mensuracdo da concentracdo pelo método de Bradford
(1976).
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4.2.3.2. Bactérias BL21 (DE3) STAR

Da mesma forma que as bactérias da linhagem BL21 (DE3) pLys S,
bactérias eletrocompetentes da cepa BL21 (DE3) STAR recebiam
aproximadamente 25ng de plasmideo pET28a com construcdo que codifica para os
dominios desintegrina e rico em cisteina da proteina ADAM23 humana e sofriam
eletroporacao. A recuperagdo também transcorria em meio LB (10mg/ml triptona,
5mg/ml extrato de levedura, 10mg/ml NaCl) e o subseqliente plaqueamento era em
meio solido LB somente com o antibiético Kanamicina (30ug/ml), pois esta cepa nao
possui resiténcia a antibiético algum.

As colbnias selecionadas sofriam o0 mesmo processo descrito anteriormente
para selecionar os clones com maior taxa de expressdao da proteina 6-His-
Desintegrina+Rico em cisteina, os quais eram submetidos a expressao em maior
escala para a purificacdo da proteina.

As bactérias, sedimentadas por centrifugacdo apds a expressao induzida por
1mM de IPTG (que transcorria por 3h a 37°C), eram também ressuspendidas em
tampao de lise nativa (50mM NaH>PO,, 500mM NaCl, 2mM PMSF, pH 8.0), e
submetidas a lise mecéanica (1000psi) em prensa de French. O protocolo utilizado a
seguir foi adaptado de Patra e colaboradores (2000). O lisado resultante era
centrifugado a 8000rpm por 15min a 4°C. O precipitado (corpos de inclusdo) era
entdo submetido a lavagem com 8ml de tampao 50mM tris-HCI, 5mM EDTA, pH 8, a
8 ciclos de sonicacdo de 30s e a centrifugacdo a 9000xg por 30min a 4°C. O
precipitado resultante era lavado novamente com o mesmo tampao com 1% de
Triton X-100, sonicado e centrifugado como descrito anteriormente para a obtencao
de um precipitado com menor teor de proteinas contaminantes, o qual era
ressolubilizado em 5ml de tampao 250mM NaH.PO,, 2,5M NaCl, 2M uréia, 10%
glicerol, 5% sucrose, 2mM PMSF, pH 12,5 e permanecia sob agitacdo a 4°C. Agua
ultrapura (5ml) era adicionada a cada 20min sobre a amostra ressolubilizada, que
permanecia sob agitacdo, até dilui-la 5 vezes em relacao ao volume inicial (volume
final: 25ml). O pH da solucao diluida era entdo ajustado para pH 8. A solucao era
entdo centrifugada a 3000xg por 15min e o sobrenadante era entao filtrado em filtro
de 0,45um (PATRA et al., 2000).
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O sobrenadante filtrado era entdo incubado com resina de Ni-NTA Agarose
(Qiagen), previamente equilibrada com o tampao de lise nativa, por 1h a 20°C sob
agitacdo. A matriz era entdo recuperada em aparato para formar uma coluna, onde
ocorria uma sequéncia de cinco lavagens com tampao de lise nativa mais 40mM de
imidazol. A proteina ligada na resina era eluida com tampao de eluicdo (tampao de
lise nativa com 250mM de imidazol). As fragdes eluidas eram analisadas por SDS-
PAGE e posteriormente submetidas a dialise contra 6L de PBS a 4°C. A
concentracdo da proteina apds a didlise era mensurada pelo método de Bradford
(1976).

4.3. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS

Os procedimentos que utilizam animais realizados neste trabalho estdo de
acordo com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e exigéncias estabelecidas em “Guide for the Care
and Use of Experimental Animal (Canadian Council on Animal Care), e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da

Universidade Federal do Parana, certificado n?214.

4.3.1. Imunizagao com GST-Desintegrina recombinante

Dois camundongos Balb/c foram submetidos a 3 imunizagbes com a
proteina recombinante GST-desintegrina. Na primeira imunizagcao foram inoculados
em cada camundongo, pela via intra-peritoneal, 10ug da proteina recombinante e
16l de hidréxido de aluminio (1mg no total) diluidos em PBS (tampao fosfato)
totalizando um volume de solugéo hidrofilica de 100uL, e mais 100uL de adjuvante
completo de Freund, levando a um volume final de 200uL de emulsdo agua em o6leo.
Na segunda e na terceira imunizacao, que foram efetuadas 14 e 28 dias apds a
primeira, respectivamente, foram inoculados em cada camundongo 10ug de GST-
desintegrina recombinante e 16uL de hidréxido de aluminio diluidos em PBS para
100uL, mais 100ul de o6leo mineral. Sete dias apds a Ultima imunizacdo os

camundongos foram sangrados através da extremidade da cauda. Os soros obtidos
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apdés o sangramento foram testados, em diversas diluicées, através de ensaios

immunoblot.

4.3.2. Imunizagado com 6-His-Desintegrina+Rico em Cisteina recombinante

Cinco camundongos Balb/c foram submetidos a 3 imunizagdes com a
proteina recombinante 6-His-Desintegrina+Rico em Cisteina. Na primeira
imunizacao foram inoculados em cada camundongo, pela via intra-peritoneal, 50ug
da proteina recombinante e 16l de hidréxido de aluminio (1mg no total) diluidos em
PBS (tampao fosfato) totalizando um volume de solugao hidrofilica de 100uL, e mais
100uL de adjuvante completo de Freund, levando a um volume final de 200uL de
emulsdo agua em 6leo. Na segunda e na terceira imunizacao, que foram efetuadas
14 e 28 dias apdés a primeira, respectivamente, foram inoculados em cada
camundongo 50ug da proteina recombinante e 16uL de hidroxido de aluminio
diluidos em PBS para 100uL, mais 100ul de 6leo mineral. Quatorze dias apés a
altima imunizacdo os camundongos foram sangrados através da extremidade da
cauda. Os soros obtidos ap6s o sangramento foram testados, em diversas diluicoes,

através de ensaios immunoblot.

4.4. ENSAIOS DE IMMUNOBLOT

Ensaios de immunoblot foram realizados para testar os soros dos
camundongos imunizados e os sobrenadantes dos hibridomas. O immunoblot
consistia em submeter a separacao eletroforética extrato de células HEK 293T
transfectadas com plasmideo pcDNA que codifica para a proteina HA-ADAM23, em
gel com 12% de poliacrilamida e SDS (SDS-PAGE). Apo6s a corrida, os géis eram
submetidos a eletro-transferéncia para membrana de nitrocelulose. Essas
membranas, por sua vez, eram bloqueadas durante 1h em solugcdo de TBST
(tampao tris) com 5% de leite em pd desnatado (TBST-leite). Apds o bloqueio, eram
adicionados os soros dos camundongos a serem testados, submetidos a diversas
diluicbes, ou os sobrenadantes das culturas dos hibridomas, os quais eram
incubados na membrana por aproximadamente 16h a 4°C. As membranas eram

entdo submetidas a cinco lavagens com TBST 0,05%. O anticorpo secundario, anti-
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lgG de camundongo com enzima peroxidase conjugada, era incubado por 1h na
diluicao de 1:3000 em TBST-leite a 20°C. As membranas eram submetidas a mais
cinco lavagens com TBST 0,05% e a reagdo era evidenciada utilizando substrato
quimioluminescente (West Pico, PIERCE CO.) sobre a membrana, a qual era
exposta a um filme para raios-X (Kodak). Os mesmos métodos eram utilizados para
as células 293T transfectadas com plasmideo pcDNA vazio, as quais eram utilizadas

como controle negativo para as reagdes de immunoblot.

4.5. ENSAIOS DE ELISA (ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) DE

CAPTURA DE ANTICORPOS

Para analisar quais eram os hibridomas secretores de anticorpos, ensaios de
ELISA de captura de anticorpo foram empregados. Cada poco da placa de ELISA
era sensibilizada com 0,1ug da proteina recombinante 6-His-Desintegrina+Rico em
cisteina (antigeno) em 50uL de tampao carbonato 50mM pH 9,7 a 4°C por
aproximadamente 16 horas. Subsequentemente, ocorria uma lavagem com solucéo
de PBST 0,05%. A placa era entdo bloqueada por 1h a 37°C com 200uL da solucéo
de bloqueio PBS-BSA 1%. Ap6s o descarte da solucdo de bloqueio, 100uL dos
sobrenadantes dos hibridomas a serem testados eram adicionados a cada poc¢o da
placa de ELISA e incubados por 2 horas a 37°C. Em seguida, a placa era lavada
com PBST 0,05%, e em cada pocgo era incubada 100uL da solucao de anticorpo
secundario, anti-lgG de camundongo conjugado a enzima peroxidase (1:5000) em
solucao de PBS-BSA 0,1%, por 45 minutos a 37°C. Novamente a placa era lavada e
entdo adicionava-se a cada poc¢o 100uL da solucédo de revelagdo: tampao citrato
(50mM fosfato dissddico monoacido, 24mM acido citrico, pH 5,2), OPD (o-
fenildiamina) (0,2mg/mL de tampao citrato) e perdxido de hidrogénio 30% (2 puL/mL
de tampao citrato). Apés 15 min de incubacao no escuro, em temperatura ambiente,
a revelacao era interrompida com 50uL de solugcédo de &cido sulfurico 2M por poco,

possibilitando a leitura em leitor de microplacas com filtro de 490nm.



35

4.6. EXPERIMENTO DE FUSAO PARA A OBTENGAO DE HIBRIDOMAS

4.6.1. Cultivo de células de mieloma

Células de mieloma da linhagem P3X63Ag8.653 foram cultivadas em meio
de cultura RPMI com 10% SFB (soro fetal bovino), 2mM de glutamina e 0,04mg/mL
de garamicina até a obtencdo de uma quantidade adequada de células para a
obtencdo de hibridomas. Para a certificacdo de que essas células ndo eram
resistentes ao meio de cultura de selecao (meio HAT), foi realizado um cultivo das
mesmas em meio HAT onde foi verificada 100% de morte celular (dados nao
mostrados).

4.6.2. Obtengao das células do animal imunizado (linfécitos B)

O camundongo M099, previamente imunizado com a proteina recombinante
6-His-Desintegrina+Rico em cisteina e cujo soro foi testado quanto a secrecao de
anticorpos especificos anti-ADAM23, foi imunizado com a mesma proteina pela via
intra-venosa (Ultima imunizagdo). A imunizagdo intra-venosa foi realizada
aproximadamente 2 meses apo6s a ultima imunizagdo intra-peritoneal, e foram
inoculados por esta via 10ug da proteina recombinante diluida em solugcéo de PBS.

Trés dias apds imunizagdo intra-venosa, o animal foi sangrado para a
obtencdo dos anticorpos policlonais, que seriam posteriormente utilizados como
controle positivo para os testes imunolégicos com os hibridomas obtidos.

Imediatamente apds a sangria, o camundongo foi sacrificado e seu bago
(6rgao linfoide) foi retirado e mergulhado em meio RPMI com 0,04mg/mL de
Garamicina, sem soro. Duas laminas foram utilizadas para dissociar as células da
“capsula” do 6rgao. Os grumos de células foram desfeitos com o auxilio de uma
pipeta Pasteur e o meio de cultura contendo as células do bago foi filtrado com filtro
de nylon.

O meio filtrado repleto de células foi entdo centrifugado por 10 minutos a
400xg. O sobrenadante foi entdo descartado e o precipitado, com as células, foi

desfeito. A lise de heritrocitos foi realizada com a adicao de 5mL de uma solucao de
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cloreto de aménio (165mM), aguardando-se 5 minutos, com as células em banho de
gelo, para que a lise ocorresse com sucesso. Adicionou-se 25mL de meio RPMI sem
soro para posterior centrifugacdo a 400xg por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi ressuspendido em meio RPMI sem soro e novamente
centrifugado. Esse ultimo passo foi novamente repetido para que a retirada total da
solucao de lise de eritrécitos.

Ao final da ultima centrifugagéo o sobrenadante foi novamente descartado e
o precipitado foi ressuspendido em 20mL de meio RPMI sem soro para a contagem

do numero total de células obtidas do baco.

4.6.3. Reacéo de fusao

As células de mieloma e as células do baco foram unidas em um mesmo
frasco com RPMI sem soro, numa proporcao de 5 células de bago para 1 célula de
mieloma. Essa mistura de células foi centrifugada a 400xg por 10 minutos. O
sobrenadante foi totalmente retirado e o precipitado de células foi desfeito com
batidas no fundo do frasco.

O frasco com as células foi entdo colocado em banho-maria, a
aproximadamente 37°C (dentro do fluxo laminar), e 1mL da solucdao de PEG
(polietilenoglicol) foi gotejada, durante 2 min, enquanto o frasco era submetido a
movimentos circulares. Em seguida, 1mL de meio RPMI sem soro foi adicionado
durante 1 min, 0 que se repetiu mais uma vez. Entdo, foram adicionados mais 7mL
de meio durante o periodo de 2 min. Essa solucéo foi centrifugada a 400xg por 5
min.

O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido em meio
RPMI 20% SFB, 2mM de glutamina, 0,04mg/mL de garamicina e 50 unidades/mL de
estreptomicina/penicilina de forma que houvesse 2,5x10° células por mL de meio. O
volume final obtido foi distribuido em 3 placas de cultura de 96 pocos, de forma que

cada poco recebesse 100uL da solugao de células.
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4.6.4. Manutencao das células apés a fusao

Vinte e quatro horas apo6s a fusdo foi adicionado as células o meio de
selecao RPMI-HAT 20% SFB, 2mM de glutamina, 0,04mg/mL de garamicina e 50
unidades/mL de estreptomicina/penicilina. O meio de cultura era trocado de 48 em
48 horas, de forma que por mais 4 trocas o meio de selecdo continuou sendo
adicionado.

A partir da 52 troca 0 meio adicionado nao era mais o meio de selegdo, mas
sim o meio RPMI-HT 20% SFB, 2mM de glutamina, 0,04mg/mL de garamicina 50
unidades/mL de estreptomicina/penicilina, e permaneceu assim por 5 trocas
consecutivas de meio. Dai por diante o meio de cultura adicionado era o meio de
cultura RPMI 20% SFB, 2mM de glutamina, 0,04mg/mL de garamicina e 50
unidades/mL de estreptomicina/penicilina.

As células eram frequentemente verificadas quanto ao crescimento, e os
pogos com 80% de confluéncia celular ou mais eram submetidos a testes para a

verificagcdo da producéo ou nao de anticorpos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

As proteinas recombinantes produzidas neste trabalho estdo ilustradas na

figura 2.
SS PD MP D RC EGF TM CC
(a) N2 | l [ [ [ ] J-coon

GST MP D
(b) NH2] [ [I-cooH  — ~6okDa

GST D
(c) N2 I COOH  —» ~30kDa

6-His D RC

(@) vz - (I ook —» ~s00a

FIGURA 2 - MODELO ESQUEMATICO DA PROTEINA ADAM23 E DAS PROTEINAS
RECOMBINANTES OBTIDAS NO PRESENTE TRABALHO (Adaptado de HUOVILA et al., 1996).
(a): Proteina ADAM23 inteira. (b): Proteina recombinante GST-metaloprotease+desintegrina
produzida a partir de plasmideo pGEX2T e seu peso molecular aproximado. (c): Proteina
recombinante GST-desintegrina produzida também a partir de pGEX2T e seu respectivo peso
molecular esperado. (d): Proteina recombinante 6-His-desintegrina+rico em cisteina produzida a
partir de plasmideo pET28a e seu peso molecular aproximado. SS: sequéncia-sinal. PD: pr6-dominio.
MP: dominio metaloprotease. D: dominio desintegrina. RC: dominio rico em cisteina. EGF: dominio
semelhante a fator de crescimento epidermal. TM: regido transmembrana. CC: cauda citoplasmatica.
GST: proteina de fusdo GST (Glutathione S-transferase).

5.1. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-

DESINTEGRINA

A transformacao das bactérias eletrocompetentes DH5a com o plasmideo
pGEX2T que possui a construgdo do dominio desintegrina (figura 2, (¢)) ocorreu de
forma satisfatoria. O resultado da mini-expressdo da proteina recombinante GST-
desintegrina € apresentado na figura 3 onde pode ser observada uma banda de
expressdo predominante, se ndo restrita, nas colénias que foram submetidas a
inducao de expressao com IPTG. O padrao eletroforético de migracdo da banda de
expressao Unica € compativel com a massa molecular esperada para a proteina de
fusédo (30kDa).
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Col. 1 Col. 2 Col. 3 Col. 4
NI IND NI IND NI IND NI IND

« GST-
desintegrina

FIGURA 3 - MINI-EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-DESINTEGRINA.

As bactérias transformadas com o vetor pGEX2T-GST-desintegrina foram induzidas a expressar a
proteina recombinante com 0,1mM de IPTG. NI: precipitado de bactérias anteriormente a indugao
com IPTG (ndo induzidas). IND: precipitado de bactérias apds 2h de indugdo com IPTG a 37°C. A
seta indica a banda correspondente a proteina de interesse. Col. 1-4: colonias 1-4.

A coldénia com maior nivel de expressdao em cada mini-expressao era
escolhida para o procedimento de expressdao em larga escala e purificagdo. Como
observado na figura 4, a purificacdo da proteina recombinante GST-desintegrina era
eficaz, pois os eluatos possuem uma banda unica, com o perfil eletroforético

esperado para essa proteina, e alta concentragao final.
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FIGURA 4 - EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-
DESINTEGRINA.

Perfil eletroforético de diferentes amostras coletadas durante o processo de purificagao da proteina
recombinante GST-desintegrina. (a): gel com as seguintes amostras: bactérias nao induzidas com
IPTG (NI), bactérias induzidas por 3h a 24°C com 0,1mM de IPTG (IND), o produto da lise das
bactérias (LIS), por¢éo do lisado que nao se ligou a resina (NL), por¢éo do lisado que foi precipitada
(PR), porgao coletada da lavagem com tampao PBS gelado (LAV), resina (RES), eluato 1 (E1) e
proteina recombinante GST (GST). (b): gel com os eluatos 2 a 9 (E2-9). Pode-se observar uma
banda Unica nos eluatos, de aproximadamente 30KDa, indicada pela seta. PM: marcador de massa
molecular.

Decidiu-se entdo utilizar a proteina recombinante purificada para a

imunizacdo de camundongos e para possiveis ensaios bioquimicos.

5.2. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-

METALOPROTEASE+DESINTEGRINA

A transformacao das bactérias DH5a com o plasmideo pGEX2T, que possui
a construcao para os dominios metaloprotease e desintegrina (figura 2, (b)) , ocorreu
adequadamente. O gel apresentado na figura 5 corresponde a mini-expressao da
proteina recombinante GST- metaloprotease+desintegrina e apresenta uma banda
correspondente ao perfil eletroforético esperado para essa proteina (60kDa) em
todas as colbnias induzidas a expressao com IPTG, banda essa que se sobressai
em relacao as outras devido a sua quase total auséncia nas mesmas colbénias antes
de induzidas (figura 5). Isso indica que a transformagao ocorreu de forma correta,

que a colbénia transformada expressa a proteina de forma especifica e que a



41
proteina expressa provavelmente é a desejada uma vez que possui padrao de

migracao eletroforético coerente ao esperado.

Col1 Col 2 Col 3 Col 4
PM NI IND NI IND NI IND NI IND

97KDa—} :
: ' < GST-
! ' i ' metalo+des
| - EE— - -
»

30KDa—phun

& - ' -

FIGURA 5 - MINI-EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-
METALOPROTEASE+DESINTEGRINA.

Colbnias de bactérias transformadas com plasmideo de interesse foram induzidas com 0,1mM de
IPTG a expressarem a proteina recombinante GST-metaloprotease+desintegrina. NI: bactérias antes
da indugao da expressao com IPTG. IND: bactérias apés a indugédo com o IPTG. Col 1-4: colbnias 1-
4. PM: marcador de massa molecular. A seta indica a banda correspondente ao esperado para a
proteina recombinante GST-metaloprotease+desintegrina.

Novamente, a colénia com maior nivel de expressao era a escolhida para a
expressdo da proteina recombinante em maior escala. Inicialmente, a absorbancia
escolhida para o inicio da inducao era de aproximadamente 0,6 a 600nm, e a
expressdo induzida por 3h a 24°C. Como observado na figura 6, a maior parte da
proteina expressa pela bactéria permanecia no precipitado do lisado da bactéria, o
que indica que a proteina esta insolUvel em corpos de inclusdo (SINGH; PANDA,
2005). Além disso, uma concentracdo muito baixa de proteina era purificada devido

a baixa disponibilidade de proteina soluvel para se ligar a resina.
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FIGURA 6 - EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-
METALOPROTEASE+DESINTEGRINA.

Bactérias nao induzidas com IPTG (NI), bactérias induzidas por 3h a 24°C com 0,1mM de IPTG ap6s
atingir a absorbancia de aproximadamente 0,6 (IND), por¢do do lisado que foi precipitada (PRE),
porcao do lisado que nao se ligou a resina (NL), por¢do coletada da lavagem com tampao PBS

gelado (LAV), resina (RES) e eluatos 1-3 (E1-3). O asterisco indica a banda correspondente a
proteina GST-metaloprotease+desintegrina purificada. PM: marcador de massa molecular.

Para aumentar a solubilidade da proteina, decidimos por iniciar a inducao da
sua expressao durante a fase estacionaria de crescimento das bactérias, como
descrito por Flick e colaboradores, 2004. Portanto, a inducéao iniciava-se a partir da
absorbancia 0,9 e seguia por 3h a 24°C. Como observado na figura 7, houve um
pequeno aumento na concentracdo de proteina purificada, mas a maior parte da
proteina expressa continua em corpos de inclusdo. Além disso, pode-se observar a
presenca de bandas de massa molecular maior que o da proteina desejada nos
eluatos, o que indica a presenca de proteinas contaminantes co-purificadas. A
presenca destes contaminantes prejudica a imunizacdo, levando a uma baixa
producao de imunoglobulinas especificas para o antigeno de interesse, uma vez que
as proteinas contaminantes sao produtos enddgenos de bactéria e normalmente
muito mais antigénicos que as proteinas recombinantes de interesse (as quais sao
de mamiferos). No caso da proteina ADAM23, a sua sequéncia bastante conservada
entre as espécies de mamiferos, como observado pelo alto grau de identidade entre
ADAM23 de Mus musculus e de Homo sapiens (figura 8), torna-a relativamente
pouco imunogénica quando comparada aos contaminantes acima citados. Portanto,
decidiu-se por nao utilizar esta proteina para a imunizacdo dos animais, apesar
desta construcao produzir uma proteina recombinante maior que a construgcao GST-

desintegrina e, consequentemente, ser mais imunogénica.
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FIGURA 7 - EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE GST-
METALOPROTEASE+DESINTEGRINA.

Perfil eletroforético de diferentes amostras coletadas durante o processo de purificagao da proteina
recombinante GST-metaloprotease+desintegrina. Bactérias ndo induzidas com IPTG (NI), bactérias
induzidas por 3h a 24°C com 0,1mM de IPTG apds crescimento até fase estacionaria (IND), por¢éao
do lisado que foi precipitada (PRE), porgéao do lisado que ndo se ligou a resina (nao ligado — NL) e
eluatos 1-3 (E1-3). O asterisco indica a banda correspondente a proteina GST-
metaloprotease+desintegrina purificada. PM: peso molecular.

Outro problema enfrentado com esta proteina recombinante é sua baixa
concentracdo apos a purificacdo e sua grande tendéncia de precipitacao, a qual foi
observada em todas as etapas de producdo da proteina: a proteina expressa
permaneceu em corpos de inclusdo e apos a purificacdo da pequena fragao soluvel
houve precipitagdo durante e apds a dialise, além de esta tendéncia ter sido
observada quando as amostras dialisadas foram centrifugados em tubos AMICON
(Milipore Co) com membranas semi-permeaveis para concentrar as fragdes
purificadas. Apo6s esta centrifugacdo, a qual levou a diminuicdo do volume da
amostra purificada, e ao contrario do que se esperava, a tomada da concentracao
protéica demonstrou uma diminuicdo na quantidade de proteina soluvel nesta

amostra, portanto um indicio de que parte da proteina precipitou.
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ADRM23_ Mus HEPPGSISRRPTLTGCSLFGASCGPGRCPAG—-—-FPVPARAPPCRLLLVLLLLEFRLATSS 56
ADAM23 Homo HMEPPGSS5RQPPLAGCSLAGRSCGPORGPAGSVEPASAPARTPPCRLLLVLLLLFPLARSS &0
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ADAM23 Homo YINQDSESPYHVLDTKARHQOKHNKAVHLAQASFQIEAFGSKFILDLILNNGLLSSDYVE 173
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ADRM23_ Mus IHYEDGEQMYSKEGGEHCYYHGSIRGVEDSRVALSTCHNGLHGMFEDDTFVYMIEPLELTDD 236
ADAM23 Homo IHYENGEPQYSKEGGEHCYYHGSIRGVREDSEVALSTCHNGLHGMFEDDTFVYMIEPLELVHD 239
LDAM23 Mus EXSTGRPHIIQKTLAGRYSKQMENLSTDGSDQWPFLLPELQWLRRRKRAVHNPSRGVFEE. 236
LDAM23 Homo EXSTGRPHIIQKTLAGRY SKQMENLTMERGDOWEFLSE LQWLKRRKRAVNEPSRGIFEE! 293
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ADAM23 Mus YLELMIVNDHKTYFKHRSSHAHTNNFAKSVVNLVDSIYREQLNTRVVLVAVEIWIEKDHL 356
ADAM23 Homo YLELMIVNDHKTYEKHRSSHAHTNNFAKSVVNLVDSIYREQLNTRVVLVAVEIWIEKDQL 359
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ADRM23_ Mus DITINPVOMLHDFSKYRQRIKQHADAVHLISRVIFHYKRSSLIYFGGVCSRIRGVGVNEY 416
ADAM23 Homo DITTHPVOMLHEFSKYRQRIKQHADAVHLISRVIFHYKRSSLSYFGGVCSRTRGVGVNEY 419
LDAM23 Mus GLPMAVAQVLSQSLAQNLGIQWEPSSREPKCECIESWGGCIMEETGVSHSRKFSECSILE 476
LDAM23 Homo GLPMAVAQVLSQSLAONLGIQWE PSSREPECDCTESWGGCIMEETGVSHSRKFSKCSILE 479
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ADAM23 Mus YRDFLORGGGACLFNRPTRLFEPTECGHNGYVEAGEECDCGFHVECYGVCCRECSLINGAH 536
ADAM23_ Homo YRDFLORGGGACLFNRPTRLFEPTECGHGYVEAGEECDCGFHVECYGLCCRECSLENGAH 539

ldentidade: 4b.5%

LDAM23 Mus CEDGPCCHNNT SCLEQSRGYECRDAVNSCDITEYCTGDSERCFPNLHEQDETY SCNQNQGRC 596
ADAM23 Homo CEDGPCCHNNT SCLEQPRGYECRDAVNECDITEYCTGDSGRCFPNLHEQDETACNQNQGRC 599
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LDAM23 Mus YHNGECKTRDNQCOY INGTKAAGSDEFCYEKLNTEGTEEGNCGEDGDEWIPCSKHDVFCGE 656
ADAM23 Homo YNGECEIRDNQCOY INGTKAAGSDEFCYEELNIEGTERGNCGEDGDENIQCSEHDVECGE 659
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ADAM23 Mus LLCTNLTRAPRIGQLOGEIIPT SFYHQGRVIDCSGAHVVLDDDTDVGYYEDGTPCGESMM 716
ADAM23_ Homo LLCTNLTRAPRIGQLOGEIIPT SFYHOGRVIDCSGAHVVLDDDTDVGYYEDGTPCGESMM 718

Identidade: 98,3%

LDAM23 Mus CLDEECLOIQALNMSSCPLDSRGEVCSGHGVCSNEATCICDFTWAGTDCSIRDEFVRNENE 776

ADAM23 Homo CLDRECLOIQALNMSSCPLDSKEGEVCSGHGVCSNEATCICDFTWAGTDCSIRDEFVRNLHE 779
L T T T T e

LDAM23 Mus PEDEGPEGPSATNLIIGSIAGAILVAATVLGGTGNGFENVERRRFDPFTQQGPI 8239

ADAM23 Homo PEDEGPEGPSATNLIIGSIAGAILVAAIVLGGIGWGEFENVERRRFDPTQQGPI E832
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FIGURA 8 — ALINHAMENTO PROTEICO DE ADAM23 DE MUS MUSCULUS E DE HOMO
SAPIENS.

As sequéncias inteiras possuem identidade de 94%. A sequéncia do dominio metaloprotease esta
assinalada em vermelho e apresenta identidade de 97%. Em azul, a sequéncia do dominio
desintegrina esta evidenciada, a qual apresenta 96,5% de identidade. A sequéncia do dominio rico
em cisteina esta evidenciada em rosa e apresenta identidade de 98,3%. Portanto, a proteina
ADAM23 é bastante conservada entre essas espécies de mamiferos. As sequéncias foram retiradas
do banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) e alinhadas pelo
programa online ClustalW.
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5.3. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS BALB/C COM A PROTEINA
RECOMBINANTE GST-DESINTEGRINA E ANALISE DA PRODUGAO DE

ANTICORPOS POLICLONAIS

A proteina GST-desintegrina foi utilizada como antigeno para induzir a
producdo de anticorpos policlonais em camundongos Balb/c de forma que as
imunoglobulinas produzidas reconhecam especificamente a proteina ADAM23
humana. O soro dos animais imunizados foi coletado sete dias apds a ultima
imunizagdo e a reatividade destes soros foi analisada por immunoblot, como
apresentado na figura 9. O soro do camundongo M104 reage positivamente com o
extrato de células HEK 293T transfectadas com plasmideo pcDNA com inserto
codificante da proteina ADMA23 humana inteira, mais uma sequéncia de
aminoacidos correspondentes a hemaglutinina (HA) (COSTA et al., 2009; CAL et al.,
2000). Pode-se observar também que uma das bandas com a qual o soro reage é
correspondente a massa molecular da banda observada no controle positivo
(anticorpo anti-HA) que sabidamente reage com a sequéncia da hemaglutinina (HA).
Além disso, 0 soro nao reage com as células transfectadas com o plasmideo vazio,
as quais nao expressam concentracdes significantes de ADAM23 enddgena e, por
isso, sao utilizadas como controle negativo. Esses resultados indicam a
especificidade dos anticorpos presentes no soro do animal M104, o que demonstra
que a proteina ADAM23 é de fato imunogénica. Entretanto, a concentracdo de
anticorpos presentes neste soro que reagem com a proteina em questao é baixa, ja
que ha reatividade significativa apenas na diluicio do soro de 1:300. Em
contrapartida, este soro reage mais efetivamente com a proteina recombinante GST
sozinha (dados ndo mostrados). Isso se deve ao fato de a porcado GST da proteina
GST-desintegrina ser mais imunogénica que a porcao desintegrina, ja que a proteina
GST é proveniente de Schistosoma japonicum e pouco conservada entre as
espécies, enquanto a sequéncia humana de ADAM23 é bastante conservada entre
mamiferos (exemplificado na figura 8). Outra desvantagem é o tamanho dos
peptideos, pois o polipeptideo GST e o polipeptideo desintegrina possuem
praticamente 0 mesmo tamanho. Isso leva a uma resposta imunol6gica preferencial

contra o antigeno proveniente do protozoario.
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FIGURA 9 - TESTE DE /IMMUNOBLOT PARA VERIFICAR A REATIVIDADE DOS SOROS DOS
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM A PROTEINA RECOMBINANTE GST-DESINTEGRINA.
Soros provenientes dos camundongos M104 e do camundongo M105 foram submetidos a diluigbes
seriadas de 1:300, 1:600 e 1:1200 e foram incubados em membranas contendo extrato de células
HEK 293T super-expressando HA-ADAM23. Os controles negativos 1 ¢ 2 (C- 1 e C- 2)
correspondem aos soros dos camundongos M104 e M105, respectivamente, incubados na diluigéo de
1:300 com membrana contendo extrato de células HEK 293T transfectadas com plasmideo vazio. O
controle positivo (C+) corresponde a anticorpo monoclonal anti-HA (ZYMED — Invitrogen) incubado
com membrana contendo extrato de célula HEK 293T super-expressando HA-ADAM23. A seta indica
a banda de massa molecular correspondente a do controle positivo, portanto o soro do camundongo
M104 reage especificamente com a proteina HA-ADAM23.

Por esses motivos, decidiu-se por nao utilizar o camundongo em questao
para a realizacao da fusao, pois a grande reatividade do soro contra a proteina GST
indica que ha predominancia de células B secretoras de anticorpos anti-GST e isso
levaria a uma diminuicao consideravel da probabilidade de obtencdo de um
hibridoma secretor de anticorpo especifico para o0 dominio desintegrina de ADAM23

humana apos a fusado destas células com células de mieloma.

5.4. EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 6-HIS-

DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA

5.4.1. Bactérias BL21 (DE3) pLys S

Devido aos problemas enfrentados com a purificacdo da proteina GST-
metaloprotease+desintegrina e com a imunizacdo dos camundongos com a proteina
GST-desintegrina, optamos por utilizar a construgao com os dominios Desintegrina e

Rico em Cisteina (menos hidrofobicos que o Metaloprotease) em plasmideo pET. O
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plasmideo pET confere a proteina recombinante uma cauda de 6 histidinas, a qual
possui baixa imunogenicidade, além de permitir a purificacdo da proteina
recombinante sob condigbes nativas e desnaturantes (solubilizacdo de corpos de
inclusao).

A expressao da proteina recombinante 6-His-Desintegrina+Rico em Cisteina
em BL21 pLys S nado ocorreu de maneira satisfatoria, j& que a concentracao da

proteina recombinante apds indugdo com IPTG era praticamente imperceptivel no
gel correspondente a mini-expressao (figura 10).
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FIGURA 10 - MINI-EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO
EM CISTEINA EM BL21 (DE3) PLYS S.

PM: peso molecular. NI: extrato de bactérias antes da inducao com 1mM de IPTG. IND: extrato de
bactérias ap6s 3h de indu¢do com IPTG. Col 1-4: coldnias 1-4. Nao é possivel verificar uma banda
de aproximadamente 30kDa predominantemente expressa nas coldnias induzidas com IPTG.

Apesar da baixa taxa de expressdo verificada na mini-expressao, foi
decidido realizar a expressao em larga escala. A purificacao ocorreu através de dois
métodos: purificacao sob condigdes hibridas e purificacdo sob condigdes nativas.

Um problema enfrentado com a purificacdo sob condicbes nativas é a
presenca de proteinas contaminantes co-purificadas com a proteina de interesse,

mesmo apos lavagens repetidas com tampao de lise nativa com 40mM de imidazol
(figura 11).
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FIGURA 11 - PURIFICAQAO DA PROTEINA 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA
ATRAVES DE CONDICOES NATIVAS.

(a): PM: massa molecular. NlI: extrato de bactérias antes da indugdo com IPTG. IND: extrato de
bactérias apds indugdo com IPTG. NL: porgao do lisado néo ligado a resina. Lav 1-5: lavagens 1-5
com tampao de lise nativa mais 40mM de imidazol. Prec.: por¢ao do lisado que foi precipitada. (b):
PM: peso molecular. E 1-10: fracdes eluidas com tampéao de lise nativa mais 250mM de imidazol.
Prec.: porcao do lisado que foi precipitada. Como observado em (a) as lavagens nao retiram todos os
contaminantes, que permanecem em (b) nos eluatos, j& que ndo é obtida uma banda Unica nas
fragbes purificadas. A seta indica a banda correspondente a proteina de interesse.

Na figura 12 pode-se observar a diferenca entre a purificacdo sob condigdes
nativas e a purificacdo sob condicdes hibridas (a qual utiliza o precipitado resultando
do extrato de bactérias lisadas, ou seja, os corpos de inclusdo). Em condicoes
nativas observa-se, como citado acima, a presenca de proteinas contaminantes co-
purificadas com a proteina de interesse, as quais podem prejudicar a imunizagao de
animais e ensaios funcionais utilizando a proteina recombinante. Ja sob condicdes
hibridas a proteina de interesse apresenta-se pura em todas as fragdes. Portanto, a
proteina recombinante obtida sob essas condi¢des foi inicialmente a escolhida para

a imunizacao dos animais (coelhos e camundongos).
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FIGURA 12 - COMPARACAO ENTRE PURIFICACAO SOB CONDICOES NATIVAS OU HiBRIDAS.
PM: massa molecular. E1 e E2 nativa: fragées 1 e 2 eluidas com 250mM de imidazol sob condi¢des
nativas. E 1-6 hibrida: fragcdes 1-6 eluidas com 250mM de imidazol sob condi¢des hibridas. Prec.:
porcao do lisado (lise nativa) que foi precipitada. Como observado, a purificagdo sob condigdes
hibridas foi mais eficaz que a sob condi¢gdes nativas, j& que é observada uma banda Unica nas
fragbes obtidas sob condigdes hibridas enquanto ha contaminantes na purificagdo sob condigdes
nativas.

Entretanto, a proteina obtida desta forma sofre processos de desnaturacao
com 6M de hidrocloreto de guanidina (para ressolubilizar os corpos de inclusao) e
com 8M de uréia, e é levada a renaturar-se com lavagens seguidas com tampao de
lise nativa. Este processo de desnaturagao e renaturacao rapidos podem levar a um
enovelamento incorreto da proteina, a qual, portanto, precipita. Isso prejudica o
processo de purificagdo, jA& que a proteina precipita enquanto ainda esta ligada a
resina, o que impede que ela seja eluida pelo tampéao com imidazol. Além disso, a
proteina que foi desligada da resina (eluida) pode apresentar uma conformacéo final
diferente da proteina in vivo, devido a desnaturacao e renaturagcdo rapidas, o que
pode prejudicar os ensaios realizados com a proteina recombinante. Por esse
motivo houve a necessidade de aperfeicoar a purificacdo da proteina sob condigdes
nativas.

Para tanto, foi utilizado o método de purificacdo com concentracdes
crescentes de imidazol. Este método leva em consideragao que diferentes proteinas
possuem diferente afinidade pela resina de niquel e, portanto, sdo eluidas com
diferentes concentracdes do imidazol. Como observado na figura 13, a proteina de
interesse possui maior afinidade pela matriz cromatografica que a maioria das
proteinas contaminantes, as quais foram eluidas com concentragdes menores de
imidazol. J& a proteina 6-His-Desintegrina+Rico em Cisteina aparece nas elui¢cdes
com concentracbes acima ou igual a 150mM de imidazol e, embora em uma

concentracdo aparentemente baixa, encontra-se mais pura que nas purificacdes
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anteriores. Entretanto, a proteina obtida através deste método nao pode ser utilizada

nas imunizagdes devido a persisténcia de contaminantes co-purificados.
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FIGURA 13 - PURIFICACAO DE 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA SOB CONDICOES
NATIVAS E COM CONCENTRACOES CRESCENTES DE IMIDAZOL.

(a): PM: padrao de massa molecular. NL: porgao do lisado nao ligada a resina. Lav: lavagem. E1 e
E5: fracOes eluidas com 50mM de imidazol. E7 e E9: fragdes eluidas com 60mM de imidazol. E12 e
E14: fragbes eluidas com 70mM de imidazol. (b): PM: peso molecular. E17 e E19: fragdes eluidas
com 80mM de imidazol. E22 e E24: fragdes eluidas com 90mM de imidazol. E27 e E29: fragbes
eluidas com 100mM de imidazol. E32 e E34: fracdes eluidas com 150mM de imidazol. E38: fracao
eluida com 200mM de imidazol. Como pode-se observar em (a) e (b), até a fragdo 29 (100mM de
imidazol) ndo é observada a presenga da proteina desejada, a qual esta presente a partir da fragao
32 (indicada pela seta). Isto indica que a proteina de interesse tem mais afinidade pela resina Ni-NTA
que as proteinas contaminantes.

Embora a proteina de interesse tenha sido purificada sob condicdes
hibridas, a concentracao final de proteina recombinante obtida era sempre muito
baixa: em média 0,06ug/ul de proteina pura. Esta baixa concentracdo de proteina
era resultado de dois fatores: da baixa expressao da proteina pela cepa de bactéria
utilizada e da grande quantidade de proteina que permanecia ligada a resina apés a
eluicdo devido a sua precipitacdo, principalmente na purificacdo sob condicdes

hibridas (resultados ndo mostrados).
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5.4.2. Bactérias BL21 (DE3) STAR

Para solucionar o problema da baixa expressao da proteina recombinante 6-
His-Desintegrina+Rico em Cisteina, outra cepa de bactéria foi utilizada: BL21 (DE3)
STAR. Essa cepa tem por caracteristica a auséncia da expressdo de RNAses e
proteases, as quais estao presentes na cepa BL21 (DE3) pLys S e podem degradar
o RNA ou a proteina produzidos pelo plasmidio inserido na bactéria.

A mini-expressao foi realizada da mesma forma que em BL21 (DE3) pLys S

e o resultado pode ser observado na figura 14.

Col1 Col 2 Col 3 Col 4
PM NI IND NI IND NI IND NI IND

97KDa — u ==
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45KDa — —_—— -— .
30KDa —» —

20.1KDa —»

T ‘ ' = ' =

FIGURA 14 - MINI-EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO
EM CISTEINA EM BL21(DE3)STAR.

PM: peso molecular. NI: precipitado de bactérias ndo induzidas a expressdo com IPTG. IND:
precipitado de bactérias induzidas a expressdao com 1mM de IPTG. Col 1-4: colbnias 1 a 4. Os
asteriscos vermelhos indicam a banda da proteina expressa somente nas col6nias induzidas com
IPTG, a qual apresenta o peso molecular predito para a proteina de interesse (aproximadamente
30kDa).

Como observado com a figura 15, houve uma expressao satisfatéria da
proteina nesta cepa. Portanto o problema da baixa expressao foi solucionado.

A proteina expressa por esta cepa foi encontrada predominantemente no
precipitado obtido do lisado destas bactérias e ndo na sua porcao soluvel (dados
ndao mostrados), portanto a purificacdo da proteina recombinante foi realizada a
partir dos corpos de incluséo.

Para resolver o problema da precipitacdo da proteina durante a purificacao,
outro método de ressolubilizagao do precipitado de bactérias (corpos de incluséo) foi
utilizado. Algumas das vantagens de se utilizar os corpos de inclusdo para a

purificacdo da proteina de interesse € que nessas fracdes a proteina permanece
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protegida de degradacdo e ha menos proteinas contaminantes, o que reduz a
probabilidade de co-purificdo de outras proteinas (SINGH; PANDA, 2005). Esta
probabilidade pode ser reduzida ainda mais se o0s corpos de inclusao sao lavados
sequencialmente. Singh e Panda (2005) sugerem a utilizacdo de formas de
desnaturagcao mais brandas para ressolubilizar os corpos de inclusao: uma menor
concentracdo de agente caotropico (2M de uréia ao invés de 8M de uréia ou de 6M
de hidrocloreto de guanidina), contrabalancada pela utilizagdao de um pH mais
alcalino (pH12,5 ao invés de pH8,0). Logo apds a ressolubilizacdo sob essas
condicdes ocorreu a diluicao da solucao em agua ultrapura (solucao foi diluida cinco
vezes) para que fosse diminuida a concentragao de uréia antes de a proteina ter se
ligado a resina, evitando a sua precipitacdo durante as etapas de lavagem. Além
disso, apés a diluicao o pH foi ajustado para 8,0, para que a afinidade da proteina a

resina nao fosse afetada. O resultado do método pode ser observado na figura 15.
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FIGURA 15 - PURIF[CA(;AO DE 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA A PARTIR DE
CORPOS DE INCLUSAO DE BL21(DE3)STAR.

(a) Prec: precipitado. NL: nao ligado (porgéo do extrato ressolubilizado que nao ligou-se a resina.
Res: resina de Ni-NTA ap0s eluigédo. Lav 1 e 4: lavagens 1 e 4. E 1-4: eluatos 1 a 4 (com 250mM de
imidazol). (b) E 5-15: eluatos 5 a 15. PM: peso molecular. As setas indicam a banda correspondente
a proteina purificada.

Como observado, os eluatos resultantes desta purificagcdo estdo tdo puros
quanto os eluatos provenientes da purificacdo sob condi¢cbées hibridas (figura 12).
Embora ainda tenha permanecido bastante proteina ligada a resina, a concentragao

final de proteina eluida nesta purificacao foi melhor: 0,1ug/ul.
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Para aumentar a quantidade de proteina eluida da resina (diminuir a
precipitacao) o extrato foi incubado com o dobro do volume da resina e o volume
final de tampao utilizado para ressolubilizar os corpos de inclusdo foi 0 dobro do
utilizado anteriormente, resultando numa solubilizacdo mais eficaz. O resultado
desta purificacdo esta representado na figura 16. A concentracao final de proteina
obtida nesta purificacao foi de 0,4 ug/ul e nao foi observada precipitacao de proteina
na resina (a precipitacdo pode ser observada com a mudanca de coloracdo da

resina de niquel: a resina que antes era azul adquire um tom marrom-avermelhado).

PM E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E10
97kDa—

G6kDa—»>

45kDa—

30kDa—>"

20.1kDa—>

144kDa—»
FIGURA 16 - PURIF[CA(;AO DE 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA A PARTIR DE
CORPOS DE INCLUSAO EM BL21 (DE3) STAR.
E 1-10: eluatos 1 a 10 (com 250mM de imidazol). PM: peso molecular. A seta indica a banda
correspondente a proteina purificada. A concentragao final da proteina obtida foi de 0,4 pg/ul.

5.5. IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS BALB/C COM A PROTEINA
RECOMBINANTE 6-HIS-DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA E ANALISE

DA PRODUGCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Cinco camundongos Balb/c, denominados M098, M099, M100, M101 e
M103, foram imunizados com a proteina recombinante 6-His-Desintegrina+Rico em
cisteina. O soro dos animais imunizados foi coletado quatorze dias apds a ultima
imunizacdo e a reatividade destes soros foi testada através de um ensaio de
immunoblot (figura 17). O soro do camundongo MO099 € o Unico a reagir
especificamente com uma banda Unica cujo perfil de corrida eletroforética é
correspondente ao da proteina HA-ADAM23 em extrato de células HEK 293T
transfectadas com plasmideo pcDNA contendo inserto codificante da proteina
ADAM23 humana inteira. Além disso, este soro ndo reage com as células
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transfectadas com o plasmideo vazio, utilizadas como controle negativo, o que
indica a especificidade dos anticorpos presentes neste soro, o0 qual possui
reatividade detectavel até a diluicao de 1:400 (asterisco vermelho na figura 17, (a)).
Embora os soros M098 e M101 possuam também uma reatividade detectavel com
uma banda Unica, esta banda possui uma massa molecular diferente da proteina da
desejavel. Portanto, o camundongo M099 foi o escolhido para os experimentos de

fusdo para a producao de anticorpos monoclonais.
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FIGURA 17: IMMUNOBLOT PARA VERIFICAR A REATIVIDADE DOS SOROS DOS
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM A PROTEINA RECOMBINANTE 6-HIS-
DESINTEGRINA+RICO EM CISTEINA.

(a) Membranas eletrotransferidas com extrato de células HEK 293T super-expressando HA-ADAM23
foram incubadas com os soros provenientes dos camundongos M098, M099, M100, M101 e M103
submetidos a diluicdes seriadas de 1:200, 1:400 ou 1:800, com soro de camundongo Balb/c nao
imunizado (controle negativo: C-) e com anticorpo monoclonal anti-HA (ZYMED - Invitrogen)
incubado na diluicdo 1:1000 (C+: controle positivo). (b) Membranas eletrotransferidas com extrato de
células HEK 293T transfectadas com plasmideo pcDNA vazio foram incubadas com os soros dos
camudongos M098, M099, M100, M101 e M103 e com soro de camundongo nao imunizado (NI). A
seta em (a) indica a banda de massa molecular correspondente a da proteina HA-ADAM23
(aproximadamente 90kDa) a qual esta ausente em (b), o que evidencia que o soro do camundongo
MO099 contém anticorpos policlonais que reagem especificamente com a proteina ADAM23. Obs.: nao
houve reagao do anticorpo utilizado como controle positivo (C+) em (a).

5.6. OBTENCAO DE HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICORPOS

MONOCLONAIS ANTI-ADAM23

Ap6s a verificagdo do camundongo com resposta imune positiva para
ADAM23, o mesmo foi submetido a imunizacao intra-venosa. Trés dias apds esta

imunizacéo, o bago do camundongo M099 foi utilizado para a obtencao de linfocitos
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B secretores de anticorpos especificos para a proteina ADAM23, os quais foram
fusionados com células de mieloma da linhagem P3X63Ag8.653. Os hibridomas
resultantes da fusao foram plaqueados em 3 placas de 96 pocos, denominadas P1,
P2 e P3. Duas semanas apos a fusdo ja era possivel observar nestas placas de
cultura dos hibridomas pocos os quais continham confluéncia celular maior que 80%,
células essas sobreviventes ao meio de selecdao HAT, o que as caracteriza como
hibridomas. Portanto, iniciaram-se os testes para selecionar os clones secretores de
anticorpos monoclonais.

Inicialmente foram realizados ensaios de ELISA com o sobrenadante das
células oriundas da fusao. A figura 18 contém graficos correspondentes a 3 ensaios
de ELISA independentes. Os clones P1C9 e P2A12 em (a), P2B11 em (b) e P2A11
em (c) responderam positivamente a proteina recombinante nestes ensaios e,
portanto, foram expandidos e retestados em ensaios de ELISA subseqlentes. Além

disso, todos foram submetidos a diluicdo limitante.
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FIGURA 18 - ENSAIOS DE ELISA COM OS SOBRENADANTES DAS CULTURAS DOS
HIBRIDOMAS.

Os trés graficos sdo correspondentes a trés ensaios de ELISA independentes. Cntrl negativo:
controle negativo — sobrenadante da cultura de células ndo secretoras de anticorpos. Cntrl positivo:
controle positivo — soro do camundongo M099 contendo anticorpos policlonais anti-ADAM23 na
diluicdo de 1:400. Os hibridomas testados estao identificados pelo nimero da placa (P1, P2 ou P3) e
pela posi¢cdo do pogo correspondente (A-H, 1-12). Os retangulos vermelhos estdo destacando os
clones considerados positivos nestes ensaios. Em (a) os clones P1C9 e P2A12 tiveram uma
reatividade significativa e, por isso, foram expandidos e retestados. Em (b) o clone P2B11 reagiu
positivamente e o clone P2A12, retestado neste ensaio, foi novamente positivo. Em (¢) o clone
P2A11 reagiu significativamente e, por isso, foi considerado positivo para a produgdo de anticorpos
monoclonais anti-ADAM23.

Para a confirmagcao da especificidade destes anticorpos, os mesmos foram
testados através de ensaios de immunoblot (figura 19). O sobrenadante do clone
2A12 reagiu positivamente com membrana contendo extrato de células 293T
transfectadas com plasmideo contendo inserto para HA-ADAM23 (293T-HA-
ADAM23), mas o perfil eletroforético da banda obtida ndo corresponde ao da
proteina HA-ADAM23 (indicado pelo controle positivo a-HA). Além disso, 0 mesmo
reage com membrana contendo extrato de células 293T transfectadas com
plasmideo sem o inserto para HA-ADAM23 (293T-pCDNA), a qual corresponde ao

controle negativo da reacdo, o que é mais um indicio de que este ndo reage
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especificamente com a proteina ADAM23. O sobrenadante do clone 2B11, por sua
vez, reagiu positivamente com uma banda com o perfil eletroforético desejado

(indicado pela seta) e ndo reage com a membrana utilizada como controle positivo.

293T-HA-ADAM23 293T-pCDNA
a-HA M0ZO 1CO 2A12  2B11 2A11 2A11__ 2B11 2A12 M099
. - ‘\ | .
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FIGURA 19 - ENSAIO DE /IMMUNOBLOT PARA TESTAR SOBRENADANTES DE CULTURAS DE
HIBRIDOMAS.

Porcao a esquerda: Membranas contendo extrato de células 293T transfectadas com plasmideo
contendo inserto para HA-ADAM23 (293T-HA-ADAM23) foram incubadas com anticorpo anti-HA
(Zymed — INVITROGEN) (a-HA: controle positivo na diluicdo 1:1000), com soro hiper-imune
proveniente do camundongo M099 na diluigdo 1:400 e com os sobrenadantes da cultura dos clones
1C9, 2A12, 2B11 e 2A11 respectivamente. A seta indica o clone 2B11 reagindo positivamente com
uma banda Unica com perfil eletroforético semelhante a da proteina presente no controle positivo a-
HA, indicando que o clone 2B11 produz anticorpos monoclonais especificos para a proteina HA-
ADAM23. Porcdo a direita: Membranas contendo extrato de células 293T transfectadas com
plasmideo sem o inserto para HA-ADAM23 (293T-pCDNA) foram incubadas com os clones 2A11,
2B11 e 2A12, respectivamente, e com o soro hiper-imune do camundongo M099. O clone 2B11 nao
reagiu com este controle negativo, o que € mais um indicio da especificidade deste anticorpo
monoclonal.

Os clones que reagiram negativamente neste ensaio de immunoblot também
deixaram de responder nos ensaios de ELISA subsequentes, portanto foram
descartados. Além disso, os clones oriundos das diluicdes limitantes também
responderam negativamente.

O clone 2B11, devido a sua resposta positiva no ensaio de immunoblot e
em ensaios de ELISA subseqiientes, foi submetido a congelamento,
descongelamento e a testes subsequentes de ELISA e de immunoblot. De forma
inesperada, os clones provindos da diluicdo limitante e os clones ndo submetidos a
tal demonstraram-se clones instaveis, ou seja, deixaram de secretar o anticorpo de
interesse, o que foi verificado em ensaios de ELISA e de immunoblot subsequentes.
O mesmo ocorreu com as células que sofreram congelamento e descongelamento,
portanto nao foi possivel obter um clone estavel secretor de anticorpos monoclonais
anti-ADAM23 a partir desta fusao.
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O fenémeno de perda de producao de anticorpos pelos hibridomas é comum
nos estagios iniciais de crescimento dos hibridomas devido a sua tendéncia de
perder cromossomos (ETHAN e LERNER, 1981). Além disso, fatores como taxa de
crescimento, porcentagem de soro no meio de cultura, estresse celular e
concentracbes de substratos como glicose e glutamina foram demonstrados
influenciar positivamente ou negativamente a producao de anticorpos dependendo
das linhagens celulares obtidas (PORTNER e SCHAFER, 1996). Portanto, ha
fatores no meio de cultura que influenciam a expressao génica destes hibridomas
durante seu crescimento, expansdo e diluicdo limitante, os quais terdo efeitos
diferenciados dependendo da célula de hibridoma obtida, tornando o processo de
estabilizacdo de producao de anticorpos monoclonais intrinseco ao clone obtido e,

por isso, bastante dificil de controlar.
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6. CONCLUSOES

A proteina recombinante GST-desintegrina foi expressa em sistema
heterdlogo de E. coli e purificada de forma satisfatéria e em altas concentracoes;

A imunizacdo de animais com a proteina GST-desintegrina ndo ocorreu
como desejado, pois, apesar dos camundongos responderem a proteina de
interesse, houve uma resposta muito mais significativa a regido GST, o que
prejudicaria a producdo de anticorpos monoclonais, no caso da selecdo de
hibridomas secretores de anticorpos monoclonais;

Nao foi possivel obter quantidades adequadas da proteina recombinante
GST-metaloprotease+desintegrina, pois praticamente toda a proteina expressa pela
bactéria permaneceu em corpos de inclusdo, e a pequena porcdo de proteina
soluvel purificada precipitou nas fases seguintes de dialise ou quando submetida a
um concentrador;

A proteina recombinante 6-His-Desintegrina+rico em cisteina é expressa em
maiores quantidades nas bactérias E. coli da cepa BL21(DE3)STAR quando
comparada a cepa BL21(DE3)pLysS, sendo que em ambas ela permanece em
corpos de inclusao;

A purificacdo da proteina 6-His-Desintegrina+rico em cisteina é mais
eficiente pelo método de Singh e Panda (2005) do que pelos métodos de purificacdo
sob condi¢des nativas ou hibridas, pois as concentracdes de proteina purificada pelo
primeiro método sao maiores em compara¢ao com os outros métodos citados;

A imunizacdo de camundongos com a proteina recombinante 6-His-
desintegrina+rico em cisteina levou a producao de anticorpos policlonais especificos
para a proteina ADAM23 em apenas um camundongo, do qual foi retirado o bago
para a realizagdo da fusdo com células de mieloma;

A fuséo dos linfécitos B provenientes do camundongo imunizado com as
células de mieloma ocorreu satisfatoriamente, levando a obtencado de hibridomas,
dentre os quais apenas um produziu anticorpos monoclonais especificos para a
proteina ADAM23, o qual posteriormente mostrou-se instavel e parou de secretar
anticorpos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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