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I.INTRODUCAO

I.1. ESTRUTURA E FUNCAO DE FOSFOLIPASES A, (PLA,s)

As fosfolipases A, (PLA;s) (E.C.3.1.1.4) sdao enzimas pequenas € estaveis
que catalisam a hidrolise da ligagdo éster na posi¢ao sn-2 de um fosfolipidio,
liberando acidos graxos e lisofosfolipidios (Hanahan, D.J., 1971; Dennis, E.A.,

1983) de acordo com o esquema mostrado na figura 1.
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Figura 1: Sitios de acdo das fosfolipases. R e R” referem-se aos icidos graxos nas
posicdes sn-1 e sn-2 dos fosfolipidios numerados estereoespecificamente. X refere-se
aos grupos polares, sendo que os mais comuns siio a colina, a etanolamina, a serina, o

inositol e o glicerol.




Este grande grupo de proteinas possui aspectos funcionais distintos, ou
seja, manifestam alta atividade funcional para os lipidios em agregados
micelares e lamelares, em membranas ou ainda, em interfaces dgua-lipidio
(Ramirez, F. & Jain, M.K., 1991) e apresentam o ion célcio (Ca2+), como um
requerimento essencial para a catalise, mesmo encontrando-se fracamente
ligado (K4 >10" M) (Dennis, E.A., 1983; Scott, D.L. et al., 1992; Scott, D.L

& Sigler, P.B., 1994).

As PLA,s encontram-se amplamente distribuidas na natureza, tanto
intra como extracelularmente. Apresentam um alto grau de homologia e estdo
divididas basicamente em quatro grupos com base na homologia das
sequéncias dos aminoacidos (Renetseder, R. et al., 1985; Heinrikson, R.L. et
al., 1977 apud Dennis, E.A., 1994; Heinrikson, R.L., 1991). Todas estas

proteinas contém entre 119 e 143 aminoacidos e um peso molecular variando

entre 12 kD e 15kD (Scott, D.L & Sigler, P.B., 1994). As enzimas do grupo I

sdo abundantes em venenos de serpentes Elapidae e Hydrophydae e em
pancreas de mamiferos. As proteinas do grupo II estdo presentes em venenos
de serpentes de Crotalidae e Viperidae e se encontram em uma variedade de
tipos celulares, incluindo plaquetas, mucosa gastrica e endotélio vascular.
Estdo envolvidas ainda em varios processos celulares, como a mudanga

fosfolipidica para manter a integridade estrutural da membrana celular, e a




liberag@o de acido aracddnico. O acido aracdonico estd presente num passo
intermediario da sintese de prostaglandinas, leucotrianos e tromboxanas,
relacionados com a iniciagdo e a propagagdo de processos inflamatérios (Van
den Bosch, H., 1980 apud Van den Bosch, H. et al., 1993; Kudo, I. et al.,
1993; Dennis, E.A., 1994). As PLA,s do grupo IIlI incluem enzimas de
venenos evolutivamente divergentes, presentes em venenos de abelhas (4dpis
mellifera) e lagartos. O grupo IV apresenta enzimas identificadas em uma
variedade de células; com caracteristicas distintas das demais. Incluem PLA,s
intracelulares de peso molecular 85 kD, dependentes de Cat que, neste caso,
€ especifico para o acido aracdonico (Mayer, R.J. & Marshall, L.A., 1993;

Dennis, E.A., 1994). Recentemente, um novo grupo foi proposto (grupo V), e

r . 2+ . .
esta representado pelas PLA,s intracelulares Ca” -independentes, enzimas

estas purificadas do miocardio canino (Wolf, R.A. & Gross, R.W., 1985;
Hazen, S.L. et al., 1990 apud Dennis, E.A., 1994). As sequéncias destas
PLA,s fornecem diferengas Unicas, distinguindo-as daquelas do grupo IV
(Dennis, E.A., 1994). A Tabela 1 compara as caracteristicas basicas de cada

um destes grupos.




Tabela 1: Grupos de Fospolipases A,. Os grupos I, II e III bem como os subgrupos, sio

definidos por diferengas secquenciais, ¢ o grupo IV apresenta uma scquéncia distinta.

Localiza¢ao Peso Nivel de

Molecular |Requerimento

(kD) de Ca**

Grupo I
A. Venenos de Elapidae e

Hydrophydae. Extracelular

B. Suco pancreatico humano

e de porco.

Grupo II:

Venenos de Crotalidae Intracelular
Viperidae,  plaquetas e
liquido sinovial humanos. Extracelular

Grupo III:

Venenos de abelhas Extracelular

lagartos
Grupo IV:

Inflamagdes, rim de rato Intracelular

plaquetas humanas

Grupo V:

Miocardio canino € humano Intracelular Ausente




Com relagdo a atividade catalitica, um grande nimero de PLA,s dos
grupos I e II exibem agdo farmacolédgica e, de acordo com os efeitos
fisiopatoldgicos que induzem, podem ser distribuidas em dois grandes grupos.
O primeiro deles esté representado pelos venenos de Elapidae e Hydrophydae
e sdo altamente neurotoxicos, causando paralisia flacida e podendo também
levar a morte por paralisia respiratoria. Os venenos de Crotalidae e Viperidae
caracterizam o segundo grupo e induzem efeitos sistémicos locais, incluindo
hemorragia, necrose, edema e alteragdes na coagulagdo do sangue, no entanto,
ndo causam efeitos neurotéxicos pronunciados, tais como a hipotonia
muscular, a paralisia flacida da face, do pescogo, membros, tronco, laringe,
faringe e musculos do sistema respiratorio (Ohsaka, A., 1979). A base

estrutural destas propriedades ndo s@o conhecidas.

I.2. AS PLA,;s DOS GRUPOSIE I

As sequéncias de aminoacidos de um grande nimero de PLA,s dos

grupos I e II, estdo disponiveis no banco de dados de sequéncias de proteinas

(SwissProt and BrooKhaven Protein Databases). A figura 2 evidencia um

alinhamento das sequéncias de aminoacidos de algumas fosfolipases.




Figura 2: Alinhamento de sequéncias de aminoacidos de PLA;s. As PLA;s correspondentes a subfamilia Lys-49 estiio em negrito.
Nota: as posicdes dos residuos envolvidos na formacio de pontes dissulfeto, caracteristicas dos grupos I e II e representadas respectivamente pelos
residuos Cys-11 e Cys-77 ( ® ) e Cys-51 e Cys-133 ( * ) estdio evidenciadas. Os residuos caracteristicos da subfamilia Lys-49 também sio mostrados

(m).
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ABREVIATURAS UTILIZADAS NA FIGURA 2

Pa21 LATSE: PLA, (isoenzima I) de Laticauda semifasciata.

Pa22_ LATCO: PLA, (isoenzima II) de Laticauda colubrina.

Pa2H_LATCO: PLA, (homéloga [ - PLH-1) de Laticauda colubrina.
Pa2A_PSEPO: PLA, de Pseudechis porphyriacus.

Pa29 PSEAU: PLA, (isoenzima PA-9C) de Pseudechis australis.

Pa21_OXYSC: PLA, (cadeia o da taipoxina) de Oxyuranus scutellatus scutellatus.
Pa21_PIG: PLA, (isoenzima precursora maior) de Sus scrofa.

Pa2 BOVIN: PLA, (isoenzima precursora) de Bos taurus.

Pa2_HORSE: PLA, de Equus caballus.

Pa26_BUNFA: PLA, (isoenzima VI - toxina V1) de Bungarus fasciatus.

Pa2 NAJPA: PLA, (nigexina) de Naja pallida.

Pa22 NAJME: PLA, (isoenzima DE-11) de Naja melanoleuca.

Pa2M_HUMAN: PLA, (enzima precursora associada a membrana) de Homo sapiens.
Pa2M_RAT: PLA, (enzima precursora associada a membrana) de Ratus norvegicus.
Pa2B_CRODU: PLA, (enzima precursora CB1- cadeia basica da crotoxina) de Crotalus durissus
terrificus.

Pa2N_CROSS: PLA, de Crotalus scutulatus scutulatus.

Pa21_AGKHP: PLA,; acidica de Agkistrodon halys pallas.

Pa2Y_ TRIFL: PLA, (isoenzima PL-X") de Trimeresurus flavoviridis.
Pa21_TRIGA: PLA, (isoenzima I) de Trimeresurus gramineus.

Pa22 AGKHA: PLA,acidica de Agkistrodon halys blomhoffi.

Pa24_VIPRF: PLA, precursora RV-4 de Vipera russelli formosensis.
Pa21_ERIMA: PLA, (isoenzima PLA,) de Eristocophis macmahoni.

Pa2_CERCE: PLA,de Cerastes cerastes.

Pa2_BITCA: PLA, (caudoxina) de Bitis caudalis.

Pa2B_TRIMU: PLA, bésica (TMV-K49) de Trimeresurus mucrosquamatus.
Pa2B_TRIFL: PLA, (precursora bésica) de Trimeresurus flavoviridis.

Pa22 BOTAS: PLA, homologa (mtx I1) de Bothrops asper.

Pa2H_AGKPI: PLA, homologa (App-K49) de Agkistrodon piscivorus piscivorus.

BtxtxI: PLA; homéloga de Bothrops jararacussu.

B. Godmani: PLA, homdloga de Bothrops godmani.




As PLA,s dos grupos I e II foram comparadas de acordo com a
numerag¢do de homologia padrdo representada pela PLA, pancredtica bovina e
apresentam certas particularidades estruturais que as caracterizam
distintamente, entre elas, as diferengas relacionadas com as posigdes das
pontes dissulfeto. O grupo I apresenta uma ponte dissulfeto entre os residuos

Cys-11 e Cys-77 que, no entanto, esta ausente no grupo II, possuindo uma

ligagdo alternativa entre os residuos Cys-51 e Cys-133. O grupo I ainda

apresenta na regido compreendida entre os residuos 52 a 65, uma insergdo de
2 a 3 aminoacidos denominada alga elapidica. Nas PLA,s do grupo I
presentes no pancreas de mamiferos, esta extensdo é de 5 aminoacidos e ¢é
denominada alga pancreatica. Estas algas estdo ausentes nas PLA,s do grupo
II porém, apresentam uma extensdo de 5 a 7 aminoacidos na regido C-
terminal, que se liga a proteina através da ponte dissulfeto entre os residuos
Cys-51 e Cys-133 mencionada acima (Arni, R.K. & Ward, R.J., 1996) (Figura
2). No estado cristalino, tanto o grupo I como o grupo II possui uma estrutura
com 50% de a-hélice e 10% de B-folha pregueada (Scott, D.L. et al., 1992;

Arni, R.K. & Ward, R.J., 1996).

O residuo de acido aspartico (ou aspartato) na posigdo 49 (Asp-49), que
¢ absolutamente conservado nas PLA,s cataliticamente ativas, desempenha

uma func¢éo central na catalise. Este contribui com dois atomos de oxigénios




carboxilados para a formagdo da armadilha de ligagdo de calcio, caracterizada
ainda pela presen¢a de trés atomos de oxigénio da cadeia principal da
proteina (regido envolvendo os residuos 25 a 33 da alga de ligagdo de calcio)
e duas moléculas de 4dgua estruturalmente conservadas, completando assim a
coordenacgdo da esfera do ion célcio e formando uma bipirdmide pentagonal
(Liu, S.Y., 1990 apud Scott, D.L., 1992). Analises por cristalografia de raio-X

da PLA, bovina mostraram que na regido da alga de liga¢do de calcio, o ion

Ca®" se encontra ligado aos grupos carbonis dos residuos Tyr-28, Gly-30 e

Gly-32 (Francis, B. et al., 1991) (Figura 3a), sendo que os residuos de glicina
conferem a esta regido a flexibilidade conformacional necessaria para que os
trés atomos de oxigénio da cadeia principal contribuam para a estabilizagdo

do ion calcio.




Figura 3: Representacao da (a) alca de ligacao de calcio de uma PLA; cataliticamente
ativa (PLA, de Naja naja naja). O ion cilcio, representado por uma esfera, esta
localizado centralmente formando as seguintes ligacdes: com o oxigénio do grupo
carbonil do residuo Asp-49 (D49), com 3 atomos de oxigénio da cadeia principal e
com 2 moléculas de agua. (b) A mesma regido é mostrada para uma PLA;
cataliticamente inativa representada pela miotoxina Il de Bothrops asper. O grupo -
amino da Lys-49 ocupa a posiciio do ion caicio, formando duas ligacdes com os datomos
de oxigénio dos grupos carbonis e uma ligacio com uma unica molécula de agua.

(Figura gentilmente cedida por Arni, R.K. ¢ Ward, R.J.).

Os residuos incluidos no dominio de liga¢ao de calcio das PLA,s Asp-49
sdo altamente conservados (Armni, R.K. & Ward, R.J., 1996). A armadilha

catalitica forma-se através de ligagdes de hidrogénio e também apresenta

residuos invaridveis caracterizados pela His-48, Tyr-52, Tyr-73 e Asp-99
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(Scott, D.L. et al., 1990). Foi sugerido através de estudos mutacionais, que a
fungdo primaéria destas tirosinas € fornecer suporte estrutural para o sitio ativo

(Scott, D.L. et al., 1992; Scott, D.L. & Siegler, P.B., 1994).

I.3. A SUBFAMILIA DE PLA,s Lys-49

As PLA,s miotoxicas danificam musculos e encontram-se presentes em
uma variedade de venenos de serpentes. Sdo PLA,s que além de
miotoxicidade, podem exercer outras atividades farmacologicas, como por
exemplo, os efeitos anticoagulante, neurotdxico, cardiotéxico e inflamatério
(Chang, C.C., 1979; Harris, J.B. et al., 1980; Rosenberg, P., 1990 apud Diaz,
C., 1991). Varias PLA,s miotoxicas foram isoladas de venenos de espécies
Bothrops. Algumas s@o ativas enzimaticamente, como a miotoxina I de
Bothrops asper, miotoxina III de Bothrops asper e miotoxina de Bothrops
atrox. Ha ainda um grupo de miotoxinas que perderam ou possuem atividade
fosfolipasica extremamente baixa. Este grupo consiste da botropstoxina I de
Bothrops jararacussu, miotoxina basica de Bothrops nummifer, miotoxina I
de Bothrops moojeni e miotoxina II de Bothrops asper. As sequéncias de

varias proteinas estdo contidas em bancos de dados e sdo objeto de intensa




investigagdo. O alinhamento de todas as sequéncias disponiveis de PLA,s
revelaram que nas PLA,s dos venenos de serpentes dos grupos I e II, o
residuo aspartato na posi¢do 49 (Asp-49), que se pensava ser invariavel, esta
trocado por um residuo lisina (Lys-49) (Francis, B. et al., 1991; Rufini, S. et

al., 1992).

Determinagdes recentes das estruturas de raios-X da PLA, Lys-49 da
miotoxina II de Bothrops asper (Arni, R. K. et al., 1995a) e de Agkistrodon
piscivorus piscivorus (Scott, D.L. et al., 1992) mostraram que o grupo o-
amino da Lys-49 ocupa o sitio de ligagdo de calcio, resultando na perda da
atividade catalitica nestas fosfolipases (Figura 3b). Embora inativos
cataliticamente, apresentam atividade citolitica (Lomonte, B. ef al., 1994) e
destroem a integridade dos lipossomos de membranas sintéticas por um
processo independente de célcio (Rufini, S. ef al., 1992). A perda ou redugdo
da atividade fosfolipasica na miotoxina II pode ser devida a presenga de
asparagina (Asp) na posig¢ao 28, leucina (Leu) na posi¢do 32 e lisina (Lys) na
posigdo 49. Nas proteinas que expressam atividade fosfolipasica A,, estas
posigdes altamente conservadas, sdo ocupadas pela tirosina, glicina e
aspartato, respectivamente (Francis, B. ef al., 1991). A miotoxina II de

Bothrops asper, ¢ uma PLA, Lys-49 com atividade catalitica extremamente

baixa (0,2 umol. acidos graxos.mg'l.min'l) (Diaz,.C. et al., 1991). As




mutagdes sitio-dirigidas em PLA, de porco indicam que a substituigdo Asp-

49-Lys que mimetiza a mudanga observada na proteina do veneno de cobra,

reduziu a atividade especifica por um fator de 25.000 vezes (Van den Bergh,

A. et al., 1988; Van den Bergh, A. et al., 1989).
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II. OBJETIVOS

O alto grau de homologia sequencial apresentado pelas PLA,s
distinguindo-as em grupos especificos, bem como o fato de que algumas
modificag¢des residuais em posi¢des especificas estdo intimamente ligadas a
sua atividade funcional, € que motivaram o trabalho em questdo, cujas

propostas sdo as seguintes:

1) Avaliagdo dos efeitos das mutagdes pontuais especificas das PLA,s
Lys-49, através da analise das seqiiéncias de aminoacidos de varias PLA,s

dos grupos I ell e,

2) Estabelecimento de um sistema de expressdo para a botropstoxina I

de Bothrops jararacussu, uma PLA,-Lys-49 utilizando a linhagem de

expressdo E.coli BL21(DE3)[pLysS].
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III. ANALISE COMPARATIVA DAS
SEQUENCIAS DE PLA,s Lys-49

I11.1. MATERIAL E METODOS

Com o objetivo de avaliarmos os efeitos das mutagdes pontuais
especificas nas PLA,s Lys-49 foi realizada a andlise de 76 sequéncias de
PLA,s dos grupos I e II, contidas em bancos de dados de proteinas (SwissProt
and BrooKhaven Protein Databases). Esta pesquisa computacional foi feita
com a utilizagdo do programa PILEUP de agrupamento de programas GCG,
sendo posteriormente analisado através do programa MDSA (Multi
Dimensional Sequence Analysis) (Ward, R. J. & Casari, G. - EMBL, nfo
publicado). Este Gltimo programa utiliza o método de comparagdo algoritmica
multidimensional para um grupo de sequéncias, de acordo com os residuos de
aminoacidos conservados neste grupo. O programa possibilita ainda a

identificagdo de aminoécidos especificos para um grupo ou para uma familia




de proteinas. A variabilidade existente no alinhamento das sub-familias dos
grupos I e II para cada posigdo de aminoacido, em cada uma das regides
definidas, também foi avaliado. Para esta finalidade foi desenvolvido em
nosso laboratério, um programa estatistico (Ward, R.J., 1995 - ndo publicado)
denominado “ANPOS” (ANalise de POSig¢do), cuja fungdo consiste em
analisar a quantidade presente de cada tipo de aminoacido numa determinada
posicdo, dentro das sequéncias presentes no alinhamento. Pudemos assim,
analisar tanto quantitativamente, como qualitativamente, a variabilidade

residual existente no alinhamento das PLA,s estudadas.

II1.2. RESULTADOS

Os aminoacidos caracteristicos da subfamilia Lys-49 (Alves, A.R. et

al., 1995) foram determinados (tabela 2) e esta analise forneceu fundamentos

basicos para a correlagdo da presenga destes residuos com a fungdo

desempenhada.




Tabela 2. Aminodicidos caracteristicos para a subfamilia de PLA,s Lys-49.

Subfamilia Lys-49
Residuos Leu-5
Glu-12
Asn-28
Lys-49
Lys-53
Lys-71
Trp-77
Lys-80
Glu-87
Val-102
Leu-106

Através do programa MOLSCRIPT (Kraulis, P. J., 1991), foram
geradas imagens da estrutura da miotoxina II de Bothrops asper (Arni, R.K.
et al., 1995a), tanto na forma monomérica como na forma dimérica. Pudemos
observar e definir algumas regiGes na proteina, tais como o centro
hidrofdbico, o sitio de ligagdo de calcio, os residuos da superficie da proteina
envolvidos com o contato de membrana e a regido de interface do dimero

(Figura 4). Os residuos envolvidos nas pontes de hidrogénio entre as duas

moléculas da proteina (distidncia compreendida entre 2,5 A e 3,5 A) (Baker,

E.N., 1984), e que conferem estabilidade a esta conformacgéao, sdao o Glu(E)12,

o Trp(W)77 e a Lys(K)80 (Figura 5).
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Figura 4: Bothrops asper na forma monomérica. Alguns residuos especificos da
subfamilia Lys-49, estiio evidenciados na figura, tais como os residuos Leu-5 (L5), Glu-
12 (E12), Asn-28 (N28), Lys49 (K49), Lys-53 (K53) e Trp-77 (W77). As regiocs

caracterizadas para a proteina também sio mostradas.
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Figura 5: Miotoxina II de Bothrops asper, cvidenciando os residuos Glu-12 (E12), Trp-

77 (W77) e Lys 80 (K80), envolvidos na formagio das pontes de hidrogénio ¢

responsaveis pela manutengiio ¢ estabiliza¢iao da forma dimérica.
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A utilizagdo do programa estatistico “ANPOS” possibilitou varios tipos

de analises que permitiram a determinagdo da variabilidade existente no
alinhamento das sub-familias dos grupos I e II, para cada posi¢do de
aminodcido em cada uma das regides definidas. Aliado ao programa
MOLSCRIPT, a estrutura da proteina utilizada como modelo pdde ser
visualizada e pudemos observar 4 regides distintas (Figuras 4 e 5). A
utilizag@o conjunta destes dois programas possibilitou ainda a caracterizagido
das propriedades predominantes dos aminoacidos presentes em cada uma das
regides definidas. Foi realizada também uma andlise subjetiva do tamanho
destes residuos, numa tentativa de podermos correlacionar o espago ocupado

por este, com o espago deixado livre para a entrada do célcio (Tabela 3).

A analise dos residuos de aminoacidos presentes nas 4 regides definidas,

forneceu os seguintes dados:

1. Centro hidrofébico: os residuos caracteristicos desta regido sdo bem
conservados para as subfamilias de PLA,s dos grupos I e II (esta ocorréncia €
bem normal para as familias de proteinas). As PLA,s Lys-49 apresentam
diferengas nas posi¢des 5, 102 e 106. Os residuos Leu-5, Val-102 e Leu-106
sdo exclusivos para a subfamilia Lys-49; sendo que as demais PLA,s também

apresentam os residuos Phe-5, Ala-102 e Phe-106 bem conservados (Figura 6).
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Com relagdao ao tamanho e propriedade destes residuos, também existe uma

forte conservagao destas caracteristicas dentro dos grupos analisados.

2. Ligacao de calcio: a visualizagdo da estrutura da proteina através do
programa MOLSCRIPT mostrou que esta regido, representada pelos residuos

de aminoacidos das posigdes 18 a 33, apresenta uma alga localizada na

superficie da proteina, e caracteriza-se por apresentar predominantemente,

propriedade hidrofilica bem conservada (Figura 7) e variabilidade no tamanho
residual (Tabela 3). Os residuos de aminoacidos Asn-28, Leu-32 e Lys-49 sdo
exclusivos da sub-familia de PLA,s Lys-49, e estdo envolvidos com a auséncia
de catalise (Francis, B. et al., 1991). O papel da Asn-28 nesta atividade ainda

nao € conhecido.
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Tabela 3. Andlise da propriedade ¢ do tamanho residual predominantes para
as 3 regides designadas. Os residuos marcados (*) estdo representados na figura 4.
Legenda: HFI=hidrofilicidade; HFO=hidrofobicidade; M=mistura de propriedades; p=

residuo pequeno; g= residuo grande; v=tamanho variado (pe g ).

REGIAO POSICAO PROPRIEDADE TAMANHO

Centro 5% HFO

hidrofébico 8 HFO
9 HFO

83 HFO
HFO

<|l G 8 W T W @ < 0

Ligagio de Ca”

<

<

-

Superficie de

contato

Interface

dimérica
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Figura 6: Frequéncia de aminodcidos nas posicdes 5, 102 e 106 dos grupos I e II de PLA,s e PLA,s Lys-49.

Legenda: p.(posi¢do); g.(grupo); sf(subfamilia).
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Figura 7: Frequéncia de aminoacidos nas posicdes 28, 32 e 49 dos grupos I e Il de PLA,s e PLA,s Lys-49.
Legenda: p.(posi¢do); g.(grupo); sf(subfamilia).
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Tabela 4. Distincias das pontes de hidrogénio entre os residuos envolvidos na
dimeriza¢io da molécula. Legenda: NZ= Nitrogénio zeta (£); NE1= Nitrogénio epsilon-1
(€); OE1=Oxigénio epsilon-1 (g); O.,= Oxigénio da cadeia principal.

DOADOR RECEPTOR
RESIDUO ATOMO RESIDUO ATOMO DISTANCIA (&)

I11.3. ANALISE DOS RESULTADOS

As PLA,s, enzimas isoladas de um grande numero de fontes,
apresentam um alto grau de homologia na sequéncia de aminoacidos. O

alinhamento destas seqiiéncias mostra que todas as PLA,s cataliticamente

AYA
AVAVA

cm 1 2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1e¢ 17 18



ativas apresentam o acido aspartico na posi¢do 49 (Asp-49) e, este residuo,

apresenta-se como requerimento absoluto para a ligagdo do ion calcio, cofator
essencial para a atividade enzimatica. As PLA,s-Lys-49 apresentam uma
alteragdo nesta posi¢do, sendo que a substitui¢do do acido aspartico pela
lisina leva estas PLA,s a danificar membranas bioldgicas por um mecanismo
independente de calcio, sendo que a base estrutural para este mecanismo

permanece desconhecida.

A identificagdo das mudangas residuais envolvidas diretamente com
determinadas regides que caracterizam as estruturas das proteinas envolvidas
no presente estudo, forneceram um forte subsidio para a compreensdo da
relacdo entre a estrutura e fungdo desempenhada pelos grupos de PLA,s

envolvidos.

As diferengas estruturais que estas PLA,s apresentam, mostram a
importancia da identificagdo dos residuos envolvidos na atividade funcional
da proteina e os resultados do estudo apresentado mostrou que os residuos
especificos para a subfamilia de PLA,s Lys-49 ndo estdo distribuidos
aleatoriamente na proteina (Figuras 4 e 5 e Tabelas 2 e 3). A distribuigdo
residual encontra-se fortemente relacionada com regides caracteristicas da

proteina, envolvidas direta ou indiretamente com a atividade funcional.
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O estudo computacional dos residuos caracteristicos ou exclusivos de
uma determinada proteina, fornecem um embasamento para experimentos de
mutagénese, pois possibilita um grande nimero de informagdes para
posteriores mudangas residuais. Podemos assim, baseados nas evidéncias
fornecidas pelo estudo da variabilidade residual para cada posi¢do da
sequéncia de aminoécidos, conhecer as mutagdes que ocorrem normalmente

na natureza e, a viabilidade ou ndo de tal ocorréncia.

A figura 6 mostra a frequéncia de todos os aminoécidos presentes na

regido do centro hidrofobico. Na maioria das PLA,s cataliticamente ativas, os
residuos fenilalanina na posi¢do 5 (Phe-5), alanina na posig¢do 102 (Ala-102)
e fenilalanina na posigdo 106 (Phe-106) sdo altamente conservados,
aparecendo com alta frequéncia nestas posi¢Ges. Entretanto, nas PLA,s Lys-
49, estes residuos estdo trocados pela leucina-5 (Leu-5), valina-102 (Val-102)
e leucina-106 (Leu-106). A mudanga no volume dos residuos envolvidos no

centro hidrofébico das proteinas, podem desestabilizar sua estrutura nativa.

Como ja citado, a miotoxina II de B.asper forma uma estrutura
homodimérica em solugdo. Através da anélise dos residuos caracteristicos da
interface dimérica, representados por Glu-12, Trp-77 e Lys-80 (Figura 5)

pudemos observar que estes residuos sao conservados entre as fosfolipases da
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subfamilia Lys-49. No entanto, dentre as PLA,s Lys-49 representadas pelas

espécies Bothrops asper, Bothrops jararacussu, Bothrops nummifer,
Bothrops godmani e Agkistrodon piscivorus piscivorus, somente as trés

primeiras citadas apresentam estruturas homodiméricas.

Dois residuos especificos (Asn-28 e Lys-49) também foram
descobertos na regido do sitio de ligagdo do célcio. A figura 3a mostra a
coordenagd@o do ion calcio com os grupos carbonis dos residuos da cadeia
principal e com o residuo Asp-49. A figura 3b mostra o efeito da substituigdo
nesta posi¢ao pelo residuo Lys-49. O volume ocupado pelo ion célcio é entdo
ocupado pelo grupo delta-amino da lisina. Como resultado, o céalcio ¢ incapaz
de ligar-se, resultando na perda da atividade catalitica. A presen¢a da Asn-28
ainda permanece obscura, pois nenhuma atividade funcional foi estabelecida

para este residuo.
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IV. A BOTROPSTOXINA 1 (Btxtx I) DE
Bothrops jararacussu: UM MODELO DA
SUBFAMILIA DE PLA,s Lys-49

A Botropstoxina I (Btxtx I) € uma proteina de carater basico que foi
isolada do veneno da serpente brasileira Bothrops jararacussu. A sequéncia
nucleotidica de 363 pares de base (pb) codifica uma proteina de cadeia
simples com 121 residuos de aminoacidos. Apresenta um peso molecular de
13667 e 14 residuos de cisteina, correspondendo a formagdo de 7 pontes
dissulfeto (Cintra, A.C.O. et al, 1993; Ward, R.J. et al., 1995). A sequéncia
de aminoacidos da Btxtx I € altamente homoéloga a miotoxina II de Bothrops
asper, mostrando 97,5% de identidade, incluindo o residuo Lys-49 (de acordo

com a numeragdo de homologia padrdo comparada a PLA, pancredtica

bovina) (Renetseder, R. et al., 1985; Ward, R.J. et al., 1995).

Esta proteina, como naturalmente ocorre com as PLA,s homdlogas em

que o residuo Asp-49 esta trocado pela lisina (Lys) (Homsi-Brandenburgo,
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M.L. et al., 1988; Francis, B. et al., 1991; Ward, R.J. et al., 1995), apresenta
uma potente atividade miotoxica, embora nio mostre nenhuma atividade
catalitica detectavel de uma fosfolipase PLA,. Apesar da falta de atividade

fosfolipasica, a Btxtx I conserva os residuos His-48 e Asp-99 (Giglio, J.R. et

al., 1993), ambos envolvidos no mecanismo catalitico proposto para esta

atividade (van den Berg, A. et al., 1988). A Btxtx I também apresenta o grupo
d-amino da Lys-49 ocupando o sitio de ligagdo de calcio, fato este que leva a
perda da atividade catalitica (Arni, R.K. et al., 1995a). A Btxtx I de Bothrops
jararacussu recentemente cristalizada (Arni, R.XK et al., 1995b), mostrou em
suas analises iniciais, intera¢cdes diméricas similares a estrutura da miotoxina
II (Arni, RK. et al., 1995a). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos
das PLA,s Lys-49 Btxtx I, miotoxina II de Bothrops asper e Agkistrodon
piscivorus piscivorus, mostrou que estas trés proteinas apresentam, além da
presenga do residuo Lys-49, a conservagdo dos residuos Glu-12, Trp-77 ¢
Lys-80 envolvidos nas pontes de hidrogénio na interface dimérica (Arni, R.K.

et al., 1995a).

Buscando o entendimento do mecanismo de agdo da Btxtx I é que
utilizamos as técnicas de Biologia Molecular para o estabelecimento de um
sistema de expressdao em Escherichia coli para a proteina Btxtx I, em sua

forma nativa.
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IV.1. EXPRESSAO DE PLA,s RECOMBINANTES

O entendimento da relagdo entre estrutura e fungdo das proteinas € uma
das metas atuais da biologia. Nos ultimos anos, a tecnologia de DNA

recombinante representou uma poderosa ferrramenta neste sentido.

Consideraveis conhecimentos foram acumulados através dos anos,

concernentes a genética e fisiologia da bactéria E.coli, tornando-a o
hospedeiro preferencial para a expressdo de proteinas. O desenvolvimento de
sistemas de vetores projetados, forneceram vantagens aos sistemas de
expressdo baseados na E.coli, incluindo a gerag@o de biomassa adequada para
altas taxas de crescimento celular, tornando-a um sistema potencial para a
produgdo de grandes quantidades de polipeptidios recombinantes por litro de
meio de cultura (Marston, F.A.O., 1986 e Varadarajan, R., et al., 1985 apud

P. de Geus, C.J, 1987).

As primeiras aplicagdes da técnica de mutagénese sitio-dirigida
buscando o entendimento da relagdo entre estrutura e funcdo em PLA,s
(Dennis, E.A., 1983; Waite, M., 1987 e Volwerk, J.J. & de Haas, G.H., 1982,
apud Noel, J.P., 1991), foram dificultadas pelos baixos niveis de expressao

de proteina recombinante. O primeiro relato acerca da construgdo, sintese e
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busca de uma fﬁyesséo em alto nivel em E.coli, foi feito por Noel e Tsai em

1989 (apud Noel, J.P., 1991) para um gene da proPLA, pancreatica bovina.

Vérios problemas surgiram com os sistemas de expressdo para PLA,s
de pancreas porcino em E.coli (De Geus, P. et al., 1987 e Deng, T., 1990),
entre eles estdo a regulagdo do sistema de expressao escolhido (Rosenberg,
A.H. et al., 1983) e a eventual letalidade deste produto génico, fator crucial
para a obtencao de altos niveis de expressdao em larga escala. Varios sistemas
foram descritos com o intuito de sanar estes problemas, no entanto, a solugdo

definitiva ainda ndo havia sido encontrada.

O sistema de expressao pJPNPLA2, por exemplo, possibilitou a
constru¢do e a sintese de um gene codificador para a proPLA, pancreatica
bovina em fusdo com a sequéncia sinal representada pelo gene ompA
(Movva, N.R. et al. apud 1980; Deng, T. et al., 1990). Obteve-se assim,
niveis de expressdo superiores em E.coli, mas ndo solucionou os problemas
relacionados com a regulagdo e a letalidade do produto de fusdo a célula. O
gene ompA-proPLA, foi entdo inserido em vetores de expressdo que
apresentavam promotores do fago A (Rosenberg, A.H. et al.,, 1983).
Entretanto, este sistema apresentou uma expressdo da proteina a nivel basal e,

este produto se apresentava letal a célula. Esta letalidade poderia ser
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explicada pela preseZu;a do peptidio sinal Omp A, que ndo € clivado em

algumas das proteinas expressas e pode inserir-se dentro da membrana
interna da bactéria, afetando assim a fung¢do normal da membrana (Deng, T.

et al., 1990).

Buscando a construgdo de um vetor de expressdo que permitisse a
sintese e a secre¢do em FE.coli, tanto de proPLA, como de PLA, bovina
pancreatica em altos niveis (Deng, T. et al., 1990), foi desenvolvido
recentemente por Studier e colaboradores (1987), um conjunto de vetores de
expressdo denominados vetores pET (a série pET - plasmidios para expressdao
pela 77 RNA polimerase). Estes vetores possibilitariam a clonagem e
expressdo de DNAs alvos sobre controle do promotor forte e altamente
regulado do gene /0 do fago T7 (Rosenberg, A.H. et al., 1987; Deng, T. et

al., 1990).

IV.1.1. OS VETORES DE EXPRESSAO pET

Muitos plasmidios estaveis, com alto nimero de copias foram

descritos, assim como muitos promotores fortes para a RNA polimerase de
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7

E.coli. A RNA polimerase do bacteriofago T7, ou T7 RNA polimerase, por

exemplo, apresenta propriedades muito atrativas para os sistemas de
expressdao em E.coli. A T7 RNA polimerase apresenta uma alta seletividade
para seus proprios promotores e este fato direciona todo o processo de
transcrigao e replicagdo para o DNA do bacteriéfago T7 durante a infec¢do. A
eficiéncia desse processo de infec¢do é dada pela alta seletividade e atividade
da T7 RNA polimerase, que reconhece os promotores que ocorrem no DNA
do bacteriofago T7, mas ndo reconhece aqueles no DNA hospedeiro. A RNA
polimerase do DNA hospedeiro € ainda inativada por outros proteinas T7,
direcionando toda a transcri¢gdo para o DNA T7. Esta atividade de transcrigdo
somente pode ser inibida pela lisozima T7, uma proteina de 150 aminoacidos
(Dunn, J.J. & Studier, F.W., 1983), que além de cortar a camada
peptideoglicana da parede celular de E.coli, também forma um complexo
especifico com a T7 RNA polimerase, inibindo a transcri¢do (Moffatt, B.A.
& Studier, F.W., 1987). A T7 RNA polimerase, que direciona a transcrig¢do a
partir dos promotores T7 do bacteriéfago T7, induzem somente a produgio de
RNAms correspondentes aos genes localizados abaixo (“downstream”) do
promotor T7. Além de caracterizar-se por apresentar a capacidade de fazer
transcritos completos de qualquer DNA que seja colocado sob controle de um

promotor T7, apresenta-se como uma enzima muito ativa, elongando cadeias
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cinco vezes mais rapidamente que as RNA polimerases de E.coli (Studier,

F.W. & Moffatt, B.A., 1986).

Os vetores de expressdo pET (plasmidios para expressdo pela 77 RNA
polimerase) (Studier, F.W. & Moffatt, B.A., 1987) permitem a clonagem de
DNAs alvos em sitios onde seriam mininamente transcritos pela RNA
polimerase de E.coli, mas seletivamente e ativamente transcritos pela T7
RNA polimerase. A transcrigdo nestes vetores € controlada pelo forte
promotor @10 para T7 RNA polimerase e, em alguns casos, pelo terminador
de transcrigdo T¢. O promotor @10 refere-se ao promotor para T7 RNA
polimerase que precede o gene /0 do fago T7 e, To refere-se ao terminador
de transcrigdo que segue o gene /0, sendo o responsavel por uma eficiente
terminagdo de transcri¢do pela T7 RNA polimerase, tanto in vivo como in

vitro (Studier, F.W. et al., 1990).

IV.1.2. O VETOR DE EXPRESSAQO pTM2-2

O vetor utilizado para a expressio da PLA, em cultura de

E.coli BL21(DE3)[pLysS] foi o pTM2-2, um vetor derivado da série de
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vetores de expressao pET. Contém 2800 pares de base (pb) e apresenta entre
outras caracteristicas, uma transcri¢do eficiente assegurada pelo promotor T7,
a presenga da sequéncia sinal de E.coli OmpA, direcionando a secregio da
proteina no espago periplasmico e as estruturas “stem-and-loop” 3’ + 5’, que

fornecem estabilidade ao RNAm. Contém ainda uma insergdo de 9 pares de

base (pb) entre o sitio de restrigdo Xba I e a regido Shine-Dalgarno (SD) e,

uma inser¢do na regido multipla de clonagem, criando o sitio Nhe I entre os

sitios Nco I e EcoR I.

Utilizando o vetor de expressdo pTM2-2 foi montado o sistema de

expressdo para a Btxtx I em E.coli.
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V. MATERIAL E METODOS

V.1. MANUTENCAO DAS CULTURAS DE E. coli.

As culturas contendo os vetores pTM2-2 e pT7T3 com Btxtx I (clone 13)
e as linhagens de E.coli BL21(DE3)[pLysS], DH5a ¢ HMS 174 foram
armazenadas em pequenas aliquotas em nitrogénio liquido e freezer -80°C na
presenga de 8% de glicerol. O plaqueamento se deu em placas LB-agar (Meio
Luria-Bertani - Maniatis, 1989) com adig¢do do antibiético apropriado, no caso,
a ampicilina (100pug/ml) e incubadas a 37°C. As culturas foram crescidas sob

agitagdo constante a 37°C (GALLENKAMP Orbital Incubator Cooled).

O emprego de cada uma destas linhagens, bem como dos vetores
utilizados, encontram-se no esquema a seguir (Figura 8), que evidencia as
estratégias utilizadas para a obteng@o de um sistema de expressdo para a Btxtx

I em sua forma selvagem.
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ESTRATEGIAS DE CLONAGEM E EXPRESSAO

PREPARACAO DO VETOR PREPARACAO DO INSERTO

pTM2-2 pT7T3+BTX I
2 | \2
Extra¢dao de DNA | . Extragdo de DNA
| 2 | y
' Digestao HinD I1I/Nhe T PCR
J f i »L
' Purificagdo (~2000 pb) | ' Klenow DNA polimerase
i i 5 ' J
Defosforilagdo | Digestdo HinD III/Nhe I
| \
. Purificagdo (~370 pb) _|

|

_,“JGAcAO‘e_____;

\’
Transformacio em DHSa

\2

Selegdo de clones
X

Mini-estragdes de DNA — verificag@o da construgdo correta
(digestao HinD I11/Nhe I)

| SEQUENCIAMENTO)|

Transformacio em HMS 174 |
i ;

EXPRESSAO DA Transformag¢do em BL21(DE3)|pLysS] ‘
PROTEINA \
RECOMBINANTEQM | Culturas submetidas a ativa¢ido com IPTG |

l |
~ PAGE-SDS 15%

Figura 8. Estratégias utilizadas para a clonagem do gene da Btxtx I (B7TX I) no vetor de

expressio pTM2-2, utilizando a linhagem de expressio de E.coli BL21(DE3)[pLysS].
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V.2. PREPARACAO DO VETOR DE EXPRESSAO pTM2-2

O vetor pTM2-2 caracterizado, € 0s passos necessarios para a

preparagdo da clonagem, se encontram no esquema representado pela figura 9:

ACGAGGmmm TGGCTAGC GAATTCCAAGCTTG
SD OmpA Nhel  EcoRI Hind I

2
Digestdao HinD III/Nhe I
(8U, 7h, 37°C)
s
Purificagdo ( ~2000 bp)
(Kit PurePrep Pharmacia)

\J

Fosforilagao

Figura 9: Estratégia de clonagem utilizada para o vetor de expressio pTM2-2.
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V.2.1. Extraciao de DNA

Os plasmidios foram obtidos de 500 ml de culturas bacteriais em meio
LB contendo ampicilina (100 pg/ml), e lisadas por lise alcalina (Maniatis,
1989), seguida de tratamento com Proteinase K (50 pg/ml - Pharmacia) e

RNAse (100 pg/ml - Pharmacia) (anexo A). A separagdo foi realizada na

coluna de filtracdo de gel C15/70 (Pharmacia), empacotada com a resina

Sephacryl S1000 (Pharmacia) e equilibrada com tampédo TE (Tris.EDTA) pH

8,0 a temperatura ambiente (aproximadamente 400 ml com um fluxo de 1
ml/min.). O volume da amostra de DNA foi de 500 pl, sendo este
ressuspendido também em TE. As fragdes de pico foram coletadas (FracSil
100 - Pharmacia) em intervalos de 5 minutos. O DNA foi entfo separado, de
acordo com o seu tamanho e a sua conformagdo, ou seja, houve a separagio
das formas distintas de DNA, caracterizadas pelo DNA linearizado, DNA
circular e DNA super-helicoidal (Figura 10); os DNAs de maior tamanho e
em sua forma relaxada migram mais rapidamente na coluna, enquanto o DNA

na forma superhelicoidal migra mais vagarosamente.
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Figura 10: Cromatograma obtido de filtragio em gel com a resina Sephacryl S1000

(Pharmacia), obtido apés extragio de DNA do pTM2-2. Legenda: C- DNA circular; SC:

DNA super-helicoidal ("supercoil"). Tampdo de eluigdo: 0,5 M TE pH 8,0.
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Este procedimento permitiu a obtengdo de um rendimento satisfatorio
com relacdo a forma superhelicoidal. As fragdes coletadas foram concentradas
por preciptagdo, sendo que para cada 5 ml de amostra, foi adicionado 1,625
ml de 5 M NaCl (cloreto de sédio), 0,5 ml de 200 mM Na,Ac (acetato de
sodio) pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto. O pellet de DNA foi
recuperado por centrifugagdo a aproximadamente 13000 g por 15 minutos a

4°C em Sorval RC 5B Plus (rotor SS34). Este foi lavado com etanol 70% e

repetido o passo da centrifugagdo. O DNA preciptado (pellet) foi séco e

ressuspendido em 500-1000 pl de TE pH 8,0. O resultado desse procedimento

foi visualizado em gel de agarose (Figura 11).

1 2 3 45 678 9 10111213 14 15

Figura 11: Analise das frac¢oes obtidas da purificacio do DNA de pTM2-2, resultante
da filtragdo em gel com a resina Sephacryl S1000, através de gel de agarose 1,5%.
Linhas 1-4: DNA circular; linhas 5-9: DNA superhelicoidal, sendo que a linha 9

evidencia uma fracio isolada de DNA nesta forma; linhas 10-15, fracoes de RNA.
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V.2.2. Digestao do vetor com enzimas de restri¢io

A seguir, o vetor de expressdo pTM2-2 foi submetido as digestGes
enzimaticas, onde foram utilizadas 8 U dasHinD III (15U/ul-Pharmacia) e
Nhe I (6U/ul-Pharmacia). As digestdes forneceram extremidades coesivas
para a ligagdo posterior com o gene da BTX I, tratado com estas mesmas
enzimas. As digestdes do vetor e do fragmento utilizaram aproximadamente 3
unidades de enzima para cada pg de DNA, 1% do volume total da digestdo do
tampao One-phor-all plus e d4gua milliQ autoclavada para completar o volume
pretendido. As enzimas utilizadas sdo da Pharmacia. Todas as digestdes
foram feitas em banho-maria (EV Lab EV:015) a 37°C e as enzimas HinD III

e Nhe I foram inativadas a 65°C por 20 minutos.

V.2.3. Purifica¢do do vetor

O vetor pTM2-2 foi purificado de géis de agarose com a utilizagdo do

kit Sephaglas® Band Prep da Pharmacia (anexo B). O kit Sephaglas® Band

Prep da Pharmacia foi projetado para uma purificagio de DNA presente em
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solu¢do ou para uma rapida extragdo de bandas individuais de DNA em géis
de agarose apos eletroforese. Este método utiliza o Sephaglas®Band Prep, que
¢ uma matriz feita de vidro, sendo que o sal caotrdpico necessario para a
ligagdo, desnatura a proteina e dissolve a agarose; o DNA pode assim se ligar
seletivamente e ser eluido em um tamp@o de baixa forga idnica. Os métodos
utilizados para o uso do vidro empregam o percloreto de sédio e o iodeto de
s6dio, sendo este Ultimo, o sal presente no Sephaglas® Band Prep,

dissolvendo os pedagos de agarose mais rapidamente que o percloreto de

sodio. O kit Sephaglas® Band Prep da Pharmacia possibilita um rendimento

de 50-75% para fragmentos de DNA de aproximadamente 200 pares de base
a 10 kb, sendo que o DNA resultante € vidvel para manipulagdes enzimaticas

subsequentes.

V.2.4. Fosforila¢ao do vetor

Somente o vetor foi submetido ao tratamento com a fosfatase alcalina
(Maniatis, 1989), antes da reagdo de ligagdo. A fosfatase (Pharmacia - 1U/pl)

foi utilizada para catalisar a remogao do residuo de fosfato-5’ do fragmento
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de DNA, prevenindo assim a recircularizagdo do vetor. Esta reagdo ocorre

como exemplificado abaixo:

5 fosfat. lcali s
5 pDNA osfatase alcalina S OHDNA

A fosfatase alcalina foi diluida 20 vezes e utilizamos para a reagdo
aproximadamente 0,1U/ul de DNA, 1% do volume da reag@o de tampao One-
phor-all mais a quantidade necessaria de agua milliQ autoclavada. A enzima
foi incubada em banho-maria a 37°C por 30 minutos e inativada a 85°C por

15 minutos, seguido de um descanso de 20 minutos a temperatura ambiente.
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V.3. PREPARACAO DO INSERTO DA BTX I: A PCR DA BTX 1

A construgdo apresentando o cDNA codificador da Btxtx I (BTX I)
contendo 363 pares de base e incluida no vetor de clonagem pT7T3 foi
submetida a reagdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) juntamente com
oligonucleotidios incorporando sitios de restrigdo para Nhe I e HinD III no N-
e C-terminal, respectivamente. Em adi¢do, o oligonucleotidio C-terminal
introduziu um cédon de terminagdo (“stop codon) na sequéncia da BT.X 1. O
produto da PCR foi purificado de gel de agarose (Kit PurePrep Pharmacia) e
apos digestdo com as enzimas de restricdo Nhe I e HinD III (segdo V.2.2) foi

ligado ao vetor de expressdo pTM2-2 preparado com estas mesmas enzimas.

Os passos relacionados com a amplificagdo da BTX I através da PCR
bem como os passos subsequentes estdo especificados na figura 12. Esta
mostra a sequéncia da B7X I (em negrito) juntamente com a sequéncia do
vetor pT7T3. As substitui¢gdes de base bem como as modificagdes adequadas
para as inserg¢des estdo indicadas pelas linhas verticais e as extremidades N- e
C-terminais da Btxtx I madura sdo indicadas pelas letras em italico. As
sequéncias dos oligonucleotidios N- e C-terminal (BTX-N e BTX-C,

respectivamente) estdo localizados abaixo e acima da sequéncia do vetor.
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HinD III
(oligo BTX-C) 3° GCGGACGATTCGAATGGCTCGAG 5°

N 5

57 CCCCAATTCAGCCTGTTGGAGCTCCC GCCGACGCCTGCAAGGTACCGAGCTC 3~
3 GGGGTTAAGTCGGACAACCTCGAGGG CGGCTGCGGACGTTCCATGGCTCGAG 5°

il &
5°CCCCAAGCTAGCCTGTTGGAGCTC 3° (oligo BTX-N)
Nhe |

PCR
(15 ciclos: 94°C - 2'; 65°C - 1'; 72°C - 4)

()

Tratamento com Klenow DNA polymerase

\

Purificagdo (~370 bp)
(Kit PurePrep Pharmacia)

Figura 12: Estratégia de clonagem envolvendo a utiliza¢io da reacio em cadeia da

polimerase (PCR) para a BTX L.

V.3.1. Reac¢io em Cadeia da Polimerase (PCR)

O programa utilizado na reagdo de PCR (MJ Research MiniCycler® -

PTC 150) esta representado na tabela 5. Foram feitos 15 ciclos das etapas 2 a

4. A etapa 5 tem sua importdncia na elongagdo da cadeia, ou seja, na

complementagdo final da extremidade 5'.
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Duracio Temperatura (°C)

2 minutos 94

1 minuto 94

1 minuto 65

4 minutos 72

10 minutos ' 72

Tabela 5. Programa utilizado na reagio de PCR para a amplificagiio do gene da BTX

I de Bothrops jararacussu.

O protocolo utilizado na reagdo de amplificagdo foi o seguinte:

Tampdo 10XPCR*' 8ul

dNTPs (Pharmacia-100 mM)

Oligo BTX-N (Gibco) (10 pmol)

Oligo BTX-C (Gibco) (10 pmol)

pT7T3 + BTX I 2ul  (para 50ng do vetor com BTX I)
H,0 19ul

Tag DNA polimerase*2 20l (2,5 U de enzima)

Nota: *' :500 mM KCl, 200 mM Tris pH8,0, 25 mM MgCl,,

*2. A Tag DNA polimerase foi diluida vinte vezes.
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V.3.2. Tratamento com a FPLCpure® Klenow DNA polimerase I

O fragmento amplificado através da PCR, foi tratado com o fragmento
Klenow DNA polimerase I (Pharmacia) para a adigdo de nucleotideos na

extremidade 5’ elongada, garantindo assim, a complementa¢do nucleotidica

das extremidades do material amplificado (Maniatis, 1989) e a formagio de

extremidades nao coesivas.

A reagdo apresentando um volume de 25pul seguiu o protocolo abaixo:

produto amplificado por PCR
10X Tampao Nick Translation*
4 mM de dNTP (Pharmacia)
H,0 (MilliQ)

2 ul de Klenow (9U/ul)

A reacgdo foi incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente e foi

inativada com a adigdo de 1 pl de EDTA pH 8,0 (Maniatis, 1989).
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10 X Tampdo Nick Translation: 0,5 M Tris.HCI pH 7,5

0,1 M MgSO,
1 mM DTT

500ug/ml BSA (opcional)

O DNA amplificado foi digerido e purificado como descrito

anteriormente (se¢des V.2.2 e V.2.3., respectivamente).

AYA
AVAYEY

2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o .17

18



VL. LIGACAO DOS DNAS

VIL.1. METODOLOGIA E RESULTADOS

O fragmento amplificado por PCR e digerido com as enzimas de
restricdo Nhe I e HinD III,I foi ligado ao vetor fosforilado. As condig¢des
basicas utilizadas para as reagdes de ligagdo estdo resumidas na tabela 6, e se

deram a 16°C por 8 horas.

Reacio Ligacao (ul) Controle negativo (ul)

Tampdo 5X *° 4 4
pTM2-2  *° 5 5

Fragmento *” 5 0
Ligase (5U/ul) * 1 1
H,O 10 15
Volume final 25 25

Tabela 6. Condicdes utilizadas para as reacdes de ligagio, realizadas a 16°C por 8
horas. Nota:  *': 10X Tampdo Ligase: 200 mM Tris.Cl pH 7,6, 50 mM MgCl,, 500
pg/ml BSA (soroalbumina - Pharmacia); *2 . preparagio do pTM2-2: item 1; *’ : preparagfio

do fragmento: item 2; **. T4 DNA Ligase (Pharmacia): diluida 5X.
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VII. SELECAO DE CLONES

VIL1. METODOLOGIA E RESULTADOS

A selegd@o do clone contendo a construgdo do vetor de expressdo pTM2-
2+BTX I foi feita, através da utilizagdo da linhagem de E.coli DHS5a
(supE44AlacU169(p80lacZAMI5)hsdR1TrecAl endAlgyrA96thi-1relAl),
caracterizada por apresentar uma alta eficiéncia de transformagdo. Apos a
transformagdo (anexos Cl e C2), foram feitas mini extragdes de DNA
através de lise bacterial por aquecimento. Neste método, denominado STET,
as culturas foram crescidas com ampicilina (100 pg/ml) durante
aproximadamente 12 horas. Posteriormente foram centrifugadas (Centrifuge
5415 C eppendorf) a aproximadamente 672 g por 5 minutos. O material
obtido foi entdo ressuspenso em 300 pl STET (STET: Sacarose 8%; 50mM
EDTA; 50mM Tris.Cl pH 8,0 e Triton X-100 0,1%), com a adigdo de 6 ul de
lisozima (10 mg/ml) e incubados por 15 minutos. Seguiu-se um aquecimento

de 90 segundos a uma temperatura de 42-45°C e uma centrifugagio a
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aproximadamente 672 g, por 5-10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para tubos novos, onde foi adicionado 12 pl de CTAB 5% (Sigma), seguido
de uma centrifuga¢do imediata por 10 minutos a aproximadamente 672 g. O
sobrenadante foi descartado. O pellet obtido (DNA preciptado) foi
ressuspenso em 300 pl de NaCl 1,2M, onde foi adicionado 10% do volume

(30 pl) de acetato de sédio 2M pH 5,2. Foi adicionado 750 pl de etanol, e

seguiu-se uma centrifugagdo de 15 minutos a aproximadamente 672 g. O

pellet de DNA foi lavado com etanol 70% e ressuspenso em 20 ul de TE

(Tampao de eluigdao: 10 mM de Tris.HCI pH 8,0, 1 mM EDTA).

As amostras de DNA foram submetidas a um tratamento de digestio
conjunta HinD III/Nhe I para verificagio da inser¢do correta, pois, os
oligonucleotidios degenerados utilizados na reagdo de PCR do fragmento a
ser clonado, foram criados para inserir um sitio de restrigdo HinD III no C-
terminal, e um sitio Nhe I no N-terminal. Na Figura 13 temos a anélise dessa
transformagao, onde podemos verificar na linha 1, o vetor de expressio
pTM2-2 nio submetido a digestdo; nas linhas 2 e 3 temos o vetor linearizado
pelas digestdes com HinD III e Nhe I, respectivamente, evidenciando a
presenga desses sitios; a linha 4 evidencia o resultado da construgdo propria,

com o isolamento do gene clonado, apds digestdo dupla com as referidas
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enzimas; na linha 5 tem-se o controle negativo dessa construgdo, ou seja, o

vetor sem o inserto e, a linha 6, o marcador A HinD III.

Figura 13: Anilise da transformaciio da construciio do vetor de expressao da BTX I
realizada na linhagem DHSc. Linha 1: PTM2-2 ; linhas 2 e 3: pTM2-2 digerido com
Hind III e Nhe I, respectivamente; linha 4: pTM2-2 com digestio dupla HinD
ITI/Nhe I, evidenciando a construgio propria com a liberagio da BTX I; linha 5:

pTM2-2 sem o inserto (BTX I) e, linha 6: marcador A HinD III.

A construgdo final, correspondente ao vetor de expressdo pTM2-
2+BTX I, foi sequenciada pelo método de terminagdo de cadeia mediado por

dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977 apud Maniatis, 1989), no entanto, a

sequéncia de DNA obtida ndo correspondia a da BTX I. Através de uma

pesquisa na homologia de seqtiéncias de DNA no banco de dados GenBank
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usando o programa FASTA, foi identificada a sequéncia de um fragmento
correspondente a ORF 949 da linhagem de ZE.coli. Como nossos
procedimentos contaram com a utilizagdo de varias linhagens de E.coli,
houve uma contaminagdo do plasmidio pT7T3+BTX I com o DNA

cromossomal da referida bactéria.

Devido aos problemas encontrados com a técnica de mutagénese por
PCR, foi utilizada uma estratégia alternativa usando a eliminag¢do de sitios
tnicos (ESU) para gerar a construgdo necessaria para a expressao da B7TX /

em E.coli.

MUTAGENESE SIiTIO-DIRIGIDA PARA ELIMINACAO DE
SITIOS UNICOS

A técnica de Mutagénese ESU fornece uma alta eficiéncia de
mutagénese e utiliza dois oligonucleotidios. O oligonucleotidio mutagénico
introduz uma mutagdo alvo dentro de uma sequéncia definida do DNA
plasmidico e, o oligonucleotidio de selegdo torna-o resistente a digestdes
especificas, fornecendo uma possibilidade de selegdo (Figura 14). O

oligonucleotidio ESU selecionado (Sca I/Mlu I) contém 28 bases e converte o

AYA
AVAVEY

2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o .17

18



sitio de restrigdo Sca I no sitio de restricio Mlu I e apresenta a seguinte

sequéncia: 5°-Pd[CTG TGA CTG GTG ACG CGT CAA CCA AGT CJ-3’.

plasmidio com
sitio de restrigio
anico (4) e sitio
alvo (X)

J plasmidio desnaturado e

anelamento dos "primers"”
primer selecionado / s ’/ plasmidio
(USE) nmtante
primer nmtagérico
2

l transformagio em

hinhagem de E.coli

: 3o do
T4 DNA polimerase e
T4 DNA Ligase DNA plasmidico

o 28

plasnud.l.o parental plasmidio
nutante

I incubar com:

selecionada

digestio

enzimatica

/- 0=0 0

l digest3o com enzma ’ segando ciclo de

E.coli muzs
plasmidio parental ~ plasmidio e recuperagiodo  Pplasmidio plasmidio
linearizado rmtante DNA plasmidico parental rmtante

Figural4. Diagrama da mutagénese sitio-dirigida, utilizando
primers U.S.E.

A técnica de ESU permite a introdugdo também, de multiplas mutagdes
em uma mesma reagdo, através da utilizagdo de varios oligonucleotidios
mutagénicos. Os oligonucleotidios BTXC2 e BTXN2 foram utilizados com o
objetivo de introduzir os sitios de restrigdo para as enzimas HinD III e Nhe I
respectivamente e estabelecer um cédon de terminagdo (ATT) na extremidade

C-terminal, como mostrado na figura 15.

57

g"A
AVAVEY

2 3 4 5 6 if unespw 13 14 15 1¢ 17

18



(@)
pT7T3

5/ GGATCCCCAATTCAGCCTGTTTGAGCTCGGGARAA 37
3’ CCTAGGGGTTAAGTCGGACAAACTCGAGCCCTTTT 5'

5’ GGATCCCCAAGCTAGCCTGTTTGAGCTCGGGAAAA 3’ (BTXN2)
Nhe I

(b)

BTX

5/ AAAGGCCGACGCCTGCAAGGTACCGAGCTCGAATTCCC 37
3’ TTTCCGGCTGCGGACGTTCCATGGCTCGAGCTTAAGGG 5

L

5° GCCGACGCCTGCTAAGCTTACCGAGCTCGAATTCCC Sid
HinD, IIL (BTXC2)

Figura 15. Estratégia utilizada na reacio de mutagénese sitio-dirigida para a
inserciio dos sitios de restricio Nhe I (a: oligo BTXN2) e HinD III (b: oligo BTXC2)

e codon de terminacéo (b: em azul).

O plasmidio pT7T3+B7X I dupla-fita foi primeiramente desnaturado por
aquecimento e os dois oligonucleotidios mutagénicos, juntamente com o
oligonucleotidio de sele¢do, foram anelados simultaneamente em uma mesma
fita do DNA plasmidico circular simples-fita. Estes oligonucleotidios foram
incorporados e, uma nova fita de DNA foi sintetizada pela T4 DNA
polimerase, sendo que aproximadamente 90% dos plasmidios mutados

conterdo ambas mutagdes direcionadas. O DNA plasmidico mutado foi entdo
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tratado com a enzima de restrigdo cujo sitio de reconhecimento foi eliminado
pelo oligonucleotidio de sele¢gdo ESU, ou seja, o sitio Sca I e, a mistura de
DNAs ndo digeridos mutados (na forma circular) e ndo-mutados (na forma
linear), foram usados para transformar uma linhagem de E.coli defectiva de
reparo (mutS), no caso, a linhagem de E.coli NM522[mutS](anexo C2).

Posteriormente, seguiu-se uma extra¢do de DNA plasmidico, uma nova

digestdo com a enzima de selegdo Sca I e uma segunda transformagdo em

E.coli NM522[mutS]. O DNA plasmidico mutado foi submetido a digestdes

enzimaticas para verificagdo da construgao correta.

A figura 16 apresenta a analise da reagdo de mutagénese sitio-dirigida
submetida a amplificacdo, onde podemos verificar na linha 1, o vetor
pT7T3+BTX I ndo submetido a mutagénese digerido com HinD III, que foi
usado como controle, mostrando a presenga de um sitio de restrigdo HinD III
na regido do polilynker. Na linha 2, o plasmidio submetido a mutagénese
digerido com a enzima Nhe I e apresentando linearizagdo. Na linha 3, o vetor
submetido a mutagénese digerido com a enzima HinD III. Neste caso, ocorre
a liberagdo de um fragmento de BTX I juntamente com a presenga de
aproximadamente 35 pares de base em decorréncia da criagdo, através da
mutagénese, de mais um sitio de restrigdo HinD III na extremidade C-

terminal da BTX /. Na linha 4 houve uma digestdo conjunta com as enzimas
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HinD III/Nhe I, havendo a liberagdo de uma fragmento um pouco menor do
que o presente na linha 3 e comprovando o resultado positivo para a reagdo
envolvendo os oligonucleotidios BTXC2 e BTXN2, para a inclusido destes
referidos sitios. A linha 5 apresenta a digestdo do vetor com a enzima Sca I,

evidenciando o resultado da mutagénese utilizando o oligonucleotidio USE,

ou seja, este sitio perdeu sua especificidade apos a reagdo citada. Na linha 6,

temos o pT7T3+BT7X I digerido com a enzima Mlu I, onde podemos
comprovar o resultado da mutagénese para a extingdo do sitio Sca I e criagio

do sitio Mlu I através da linearizagdo do referido vetor.
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Figura 16. Analise da reaciio de mutagénese sitio-dirigida, submetida a amplifica¢io
(PCR). Linha 1: pT7T3 + BTX I linhas 2 a 6: pT7T3 + BTX I digerido com as
enzimas Nhe, HinD III; Nhe I/HInD III, Sca I e Mlu I, respectivamente.

O material referente a linha 4 da figura 16, ou seja, submetido a digestao
dupla Nhe I/ HinD III, correspondente a construgdo final, foi subclonado no
vetor de expressao PTM2-2 (pTM2-2+B7X I) e sequenciado novamente pelo
método de terminagao de cadeia mediado por dideoxinucleotidos (Sanger et al.,

1977 apud Maniatis, 1989).

A figura 17 evidencia o resultado destas citagdes, sendo que, apds esta

confirmagdo, o material foi utilizado para a transformagdo em DHS5a,

seguindo-se mini extragdes de DNA.
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Construcio final: vetor de expressio pTM2-2 + BTX I

2

OmpA BTX I (Met-Ala) pTM2-2

Q A M AS L A C ¥
CAGGCCATGGCTAGCCTG GCCTGCTAAGCTTA
GTCCGGTACCGATCGGAC CGGACGATTCGAAT

Nhe 1 HinD 111

Figura 17: Construcio final do vetor de expressio pTM2-2 + BTX I apresentando a
inser¢io dos sitios de restri¢io Nhe I e HinD III, um cédon de termina¢io (stop codon)

(*) na extremidade C-terminal.
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VIII. EXPRESSAO DA PROTEINA

A utilizagdo de sistemas de expressdo induziveis, sdo muito
convenientes para a obtengdo de expressdo de produtos de genes de interesse,
em niveis altos. A maior limitagdo para a obten¢do do produto génico é com
relagdo a capacidade da célula manter e expressar os genes cujo produto é
toxico. Quando os vetores pET sdo usados para a expressdo de genes alvos
nas linhagens BL21(DE3), o repressor /ac atua tanto para reprimir a
transcri¢cdo do gene da T7 RNA polimerase pela RNA polimerase de E.coli,
como para bloquear a transcrigdo do gene alvo, por qualquer outra T7 RNA
polimerase que seja produzida. Esta dupla repressao, reduz significantemente
a expressdao basal do gene de interesse na célula ndo induzida, no entanto,
afeta minimamente o nivel de expressdo sobre indugdo. A utilizagdo da
linhagem hospedeira de E.coli HMS 174 (recAlhsdRrif *) para a clonagem
inicial, € devida ao fato de que esta linhagem, além de apresentar a mutagdo
recAl, que ¢ defectiva de recombinagdo, possibilita a propagag¢do dos
plasmidios nesta linhagem, na forma monomérica e, a expressdo de DNA

alvo é minima na auséncia de T7 RNA polimerase. A BL21 nao ¢ apropriada
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s s e . = . . n .
para a clonagem inicial porque é recA’ e apresenta baixa eficiéncia de

transformagéo, sendo que os liségenos DE ndo podem ser usados, devido aos
problemas relacionados com a expressdo de genes alvos, por pequenas

quantidades de T7 RNA polimerase presente na célula ndo induzida.

Para que a proteina fosse produzida, foi necessario primeiramente, que
o plasmidio recombinante pTM2-2 contendo o gene codificador da Btxtx I
(BTX I) fosse primeiramente transferido para a linhagem hospedeira de E.coli
HMS 174 (recAlhsdRrif ). Ap6s a estabilizagdo do referido plasmidio, o
DNA de interesse foi introduzido na linhagem BL21(DE3)
(hsdSgal(\clts857ind1 Sam7nin5lacUV5-T7genel). Estes  hospedeiros
lisdgenos do fago DE3, sdo os hospedeiros mais utilizados para a expressdo
de genes de interesse. Sdo derivados do fago A e caracterizam-se por
apresentar a regido de imunidade do fago 21, carregando também um
fragmento de DNA contendo o gene /acl, o promotor /lacUV5 e o gene para
T7 RNA polimerase (Studier, F.W. & Moftatt, B.A., 1986). Uma vez que este
lisbgeno DE3 € formado, o tunico promotor conhecido para dirigir a
transcricdo do gene T7 RNA polimerase ¢ o promotor lacUV5, que €
induzivel pelo isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), ativando a T7
RNA polimerase que, por sua vez, transcreve entdo o gene de interesse. No

entanto, o que ocorre, ¢ que mesmo na auséncia de IPTG, ocorre alguma
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expressdo da T7 RNA polimerase do promotor /acUVS5 nestes lisdgenos e a
toxicidade dos produtos do gene clonado pode ser suficiente para prevenir o
estabelecimento de plasmidios nos liségenos ADE3 na E.coli, mesmo que esta
expressao seja a niveis basais,. Este motivo levou a utilizagdo de vetores que
contenham o promotor T7 lac (Studier, F.W. & Dubendorff, J.W., 1988
(trabalho ndo publicado) apud Studier, F.W. et al., 1990), caracterizado por
apresentar o promotor T7 sob controle do repressor lac (lacl), através da
insercdo da sequéncia operadora lac apds (“downstream”) a sequéncia
promotora T7. Na presenga de niveis apropriados do repressor lac (lacl), a
redugdo da transcri¢do do promotor T7 lac pode ser normalizada pela adigdo
de IPTG. Quando estes vetores sdo usados para expressar determinados

genes, O repressor /ac atua tanto no promotor /acUVS5 do cromossomo

hospedeiro, reprimindo a transcrigdo do gene da T7 RNA polimerase pela

polimerase hospedeira, como para o promotor T7/ac do vetor, bloqueando a
transcricdo do gene de interesse por alguma T7 RNA polimerase que tenha

sido produzida.

Um caminho que fornece estabilidade adicional para a expressdo de
genes de interesse, ¢ utilizar linhagens hospedeiras contendo um plasmidio
compativel que forneca uma pequena quantidade da lisozima T7, um inibidor

natural da T7 RNA polimerase (Moffatt, B.A. & Studier, F.W., 1987; Studier,
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F.W., 1991). A lisozima T7 ¢ uma proteina bifuncional: ela corta uma ligagdo
especifica na camada peptideoglicana da parede celular de E.coli (Inouye, M.
et al., 1973), e liga-se a T7 RNA polimerase, inibindo a transcrigdo. Quando
produzida pelo gene clonado, altos niveis da lisozima T7 podem ser
relativamente tolerados pela E.coli, aparentemente devido a incapacidade da
proteina passar através da membrana interna para reagir com a camada
peptideoglicana. A lisozima T7 € fornecida a célula através de um clone do
gene da lisozima T7 no sitio BamH I do pACYC184 (Chang, A.C.Y. &
Cohen, S.N., 1978). O fragmento clonado (10.665-11.296 pares de bases de

T7 DNA) (Dunn, J.J. & Studier, F.W., 1983) também contém o promotor

#3,8 para a T7 RNA polimerase imediatamente apds o gene da lisozima. O
plasmidio contendo esta orientagdo de fragmento, de maneira que o gene da
lisozima € expresso do promotor tet de pACYC184, é denominado pLysE e

as células carregando este plasmidio acumulam niveis substanciais de

lisozima. Um plasmidio contendo este fragmento na orientagdo oposta €

referido como um pLysS e as células carregando este plasmidio, acumulam
niveis baixissimos de lisozima. Estes plasmidios conferem resisténcia ao
antibiotico cloranfenicol. A presenga tanto de pLysS como de pLysE
aumentam a tolerancia da BL21(DE3) para plasmidios contendo insertos

tOX1cos.

AYA
AVAYEY

3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 16 17 18



O DNA do clone selecionado em DHS5a (construgdes proprias: vetor

pTM2-2 + fragmento de BTX [) foi transformado na linhagem

BL21(DE3)[pLysS] e langado posteriormente em meio de cultura (2 ml de

LB) contendo antibioéticos apropriados (ampicilina 100 pg/ul e cloranfenicol
10 pg/ul), MgCl, (10 mM) e glicose (20 mM). Apés atingirem a fase log de
crescimento bacteriano (ODssp= 0,8-0,9), foram submetidos a ativagdo com
IPTG (anexo D), induzindo assim o promotor lacUVS5 do lisdgeno DE3
formado e, consequentemente, a transcrigdo do gene de interesse pela T7
RNA polimerase. Um pequeno volume dessa amostra, foi corrido em gel de
poliacrilamida PAGE-SDS 15% (anexo E). A figura 18 evidencia a expressdo
do gene da BTX I clonado no vetor pTMN2-2, como também a melhora de
expressdo da proteina em questdo, apos 5 horas de ativagdo com o IPTG (250
uM). Devido ao alto contetido de pontes dissulfeto apresentado pela proteina,
esta apresenta uma certa insolubilidade levando a formagdo de agregados e,
consequentemente, de corpos de inclusdo. Estes corpos de inclusdo puderam
ser obtidos através da lise das bactérias em 100 mM de Tris. pH 8,0, 10 mM
de EDTA, 0,5% de Triton X-100, juntamente com sonica¢do. Devido ao seu
alto peso molecular, os corpos de inclusdo podem ser facilmente separados

através de centrifugacdo (12000 g, 10 minutos) e repeticdo do processo de

AYA
AVAVA

2 3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 1o .17

18



sonica¢do no material preciptado obtido. Uma amostra foi aplicada no gel de

poliacrilamida PAGE-SDS.

Figura 18: Anilise da expressiio da BTX I em gel de poliacrilamida PAGE-SDS 15%.
Linha 1: pTM2-2-BTX I, sem ativaciio com IPTG; linha 2: pTM2-2- BTX I, induzido
com IPTG (250 uM) apés S horas; linha 3: BTX I extraida de corpos de inclusdo;
linha 4: 0 mesmo material, no dobro do volume; linha S: marcador: citocromo-C,

apresentando uma banda de 12,4 kD.

VIIL1. DISCUSSAO

Foram feitos basicamente dois procedimentos de mutagénese sitio-

dirigida para a obtengdo da construgdo correta do vetor de expressdo
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contendo a sequéncia codificadora da Btxtx I. O primeiro deles, contou com a
utilizagdo da reagdo de PCR para amplificagdo e mutagénese do fragmento.
No entanto, apesar desta técnica oferecer vantagens com relagdo a rapidez e
simplicidade para ser executada em laboratdrio, oferece desvantagens quanto
a fidelidade de atividade da Taq DNA polimerase que acaba amplificando
inespecificamente, inclusive contaminantes. Este fato ocorreu em nosso caso,
onde houve a amplificagdo de um fragmento de DNA cromossomal
correspondente @ ORF 949 da linhagem de E.coli, resultante de uma
contaminagdo ocorrida no material a ser processado. Assim, uma nova
estratégia foi utilizada, sendo que a denominagdo ESU refere-se precisamente

a funcdo desempenhada, ou seja, a eliminagdo de sitios Unicos no DNA

plasmidico através de oligonucleotidios especificos. Esta técnica forneceu o

resultado desejado e obtivemos a construgdo correta do pTM2-2 + BTX I.

O sistema de expressdo para a Btxtx I (pTM2-2-BTX I) foi estabelecido,
mostrando forte expressdo apds inducdo com IPTG (250 pM). Estes
resultados se encontram coerentes com o trabalho de Deng, T. et al. (1990)
para a expressdo da PLA, pancreatica bovina. Neste, foi utilizado o vetor de
expressdo pTO-N, que apresenta o forte promotor T7 altamente regulado, a
sequéncia ompA Shine-Dalgarno, seguida pela sequéncia OmpA, a regido de

clonagem e o peptidio sinal OmpA. Assim como o pTM2-2, os RNAms
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produzidos pelo vetor sdo protegidos pelas estruturas secundarias de ambas
extremidades dos RNAms. Podemos inferir que estas caracteristicas sdo
essenciais no vetor de expressdo utilizado para a obten¢do de expressdo de

proteinas toxicas.

Um outro ponto muito importante que merece ser discutido é com
relagdo a banda evidenciada no gel de poliacrilamida referente a expressdo da
proteina (Figura 8, linha 2). A proteina recombinante expressa apresenta um
peso molecular de 13,7 kD sendo que o peso molecular esperado, de acordo
com célculos relativos a sua sequéncia de aminoacidos, que corresponde a
13,8 kD. A comprovagdo desta correta explanagdo vem do fato de que a
construgdo do pTM2-2 com BTX I apresenta a inclusdo de 21 aminoacidos
referentes a sequéncia sinal de Omp A (PM=2,4 kD) e, a migragdo da BTX [
+ sequéncia sinal, ou BTX [ ndo processada, corresponderia a uma banda de
aproximadamente 16 kD, que, como evidenciado no gel, se encontra ausente.

Este resultado demonstra, portanto, que a proteina recombinante foi

processada corretamente, ou seja, a sequéncia sinal Omp A caracterizada por

um peso molecular de 2,4 kD, responsavel pelo direcionamento da proteina

no espacgo periplasmico, foi corretamente clivada pelas proteases enddgenas.
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A E.coli é um hospedeiro incompativel para a expressio de muitas

proteinas eucaridticas, em particular, para as proteinas toxicas. O uso da

linhagem BL21(DE3)[pLysS] conjuntamente com o vetor pTM2-2, em nosso

caso, permitiu a expressdo da proteina no espago periplasmico da bactéria.
Entretanto, a proteina que estd presente em corpos de inclusdo, necessita de
solubilizagdo em altas concentragdes de uréia (8 M) e posteriormente, de um
redobramento para a formagdo da proteina nativa. A expressdo da BTX [
recombinante representa uma etapa fundamental na montagem de um sistema
de mutagénese de proteina, garantindo consequentemente, uma nova
possibilidade de entendimento da relagdo entre sua estrutura e a fung@o

desempenhada.
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IX. CONCLUSAO

O presente estudo levou as seguintes conclusdes:

1. A analise comparativa das seqiiéncias de fosfolipases agrupadas em
bancos de dados de proteinas possibilitou a identificagdo de residuos de
aminoacidos caracteristicos para a subfamilia de PLA2s Lys-49, sendo que

esta distribui¢do ndo ocorre aleatoriamente.

2. A localizagdo destes residuos de aminodcidos levou a identificagdo
de quatro (4) regides, representadas pelo centro hidrofébico, pela ligagdo de
calcio, pela superficie de contato da proteina com a membrana plasmatica e

pela interface dimérica.

3. A utilizagdo das técnicas de mutagénese sitio-dirigida para
eliminagdo de sitios Unicos (ESU) aliada a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), possibilitou o estabelecimento de um sistema de expressdo para a
proteina Btxtx I através da utilizagdo do vetor de expressdo pTM2-2 contendo

o inserto correspondente ao gene da BTX /. A linhagem de expressdo utilizada
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foi a E.coli BL21(DE3)[pLysS], sendo que um alto nivel de expressio foi

conseguido, apds cinco horas de ativagdo com 250 uM de IPTG.
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X. RESUMO

As fosfolipases A, (PLA,s) (E.C.3.1.1.4) sdo enzimas pequenas e

estaveis que catalisam a hidrélise da ligagdo éster na posigdo sn-2 de um
fosfolipidio. Estdo distribuidas em uma grande variedade de tecidos, podendo
ser encontradas tanto intracelularmente como extracelularmente. O alto grau
de homologia das seqiiéncias de aminoacidos apresentado pelas PLA,s,
permite a sua classificagdo em dois grupos, bem como a identificagdo de

posigdes especificas envolvidas em sua atividade funcional.

Os propdsitos do presente estudo foram avaliar os efeitos das mutagdes
pontuais especificas das PLA,s Lys-49 através da analise das seqiiéncias de
aminoacidos de varias PLA,s dos grupos I, II e PLA,s Lys-49, como também
estabelecer um sistema de expressdo para a botropstoxina I (Btxtx I) de
Bothrops jararacussu, uma PLA, Lys-49 na linhagem de E.coli

BL21(DE3)[pLysS].
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O estudo computacional comparativo, realizado em 76 seqiiéncias de
PLA,s contidas em bancos de dados de proteinas, através do programa
estatistico ANPOS, permitiu a identificagdo de residuos caracteristicos da
subfamilia de PLA,s Lys-49 e mostrou que estes residuos ndo estdo

distribuidos aleatoriamente na proteina. O programa MOLSCRIPT permitiu a

visualizagdo da distribuigdo destes residuos e a caracterizagdo de quatro

regides na estrutura da proteina (centro hidrofébico, ligagdo de calcio,

superficie de contato e interface dimérica).

O gene da BTX I foi subclonado no vetor de expressdo pTM2-2 através
da utilizagdo da técnica de PCR, possibilitando a criag@o de sitios de restrigdo
para as enzimas HinD IIl e Nhe I. Apos transformagdo na linhagem de E.coli
BL21(DE3)[pLysS], foram obtidos altos niveis de expressdo da proteina

recombinante apos 5 horas de indugdo com IPTG (250 uM).

As conclusdes obtidas indicam que de acordo com o estudo
computacional desenvolvido, a distribuigdo dos residuos de aminoacidos
estdo relacionados com regides caracteristicas da proteina, envolvidas direta
ou indiretamente com sua atividade funcional. A utilizagdo das técnicas de

mutagénese sitio-dirigida aliada a (PCR) para a expressdo da Btxtx I
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representa uma importante ferramenta para a compreensdo da relagdo entre

estrutura e fungdo de proteinas.
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XI. SUMMARY

Phospholipases A, (PLA,) are small, stable proteins wich catalyse the

hydrolysis of fatty acid ester bonds at the sn-2 position of phospholipids. The
enzymes are distribuited in a wide variety of tissues and are localized both
intracellularly and extracellularly. The high degreee homology of aminoacid
sequence show by PLA,s allows them to be classified into two groups, and
permits the identification of specific positions involved with functional

activity.

The aim of the present study was to evaluate the effects of site-specific
mutations on the PLA,s Lys-49 through aminoacid sequence analysis all of
groups I, IT and PLA,s Lys-49, and in addition establish an expression system

a PLA, Lys-49 into the E.coli BL21(DE3)[pLysS] using the bothropstoxin I

from the venom Bothrops jararacussu as a model system.

A comparative study of 76 PLA,s in the protein database with the

statistical analysis program ANPOS identified the characteristic residues of
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the subfamily Lys-49. The program MOLSCRIPT permitted visualization of

the distribuition of these residues and the characterization of four regions

(hydrophobic core, calcium binding, contact surface and dimeric interface).

The BTX I gene was subcloned into expression vector pTM2-2 using
PCR to generate restriction sites for the enzymes Nhe I and HinD III. After
transformation of E.coli host BL21(DE3)[pLysS], high levels of recombinant

protein were expressed after five (5) hours of induction with IPTG (250 uM).
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XII. ANEXOS

A- EXTRACAO DE DNA POR LISE ALCALINA (Maniatis, 1989)

1- Transferir uma coldnia bacterial em 500 ml de meio LB (Luria-
Bertani) contendo ampicilina (100 pg/ml). Incubar a cultura durante a noite a
37°C com agitagdo vigorosa.

2- Centrifugar a cultura a aproximadamente 3323 g por 10 minutos a
4°C em Sorval RC 5B Plus (rotor SS34).

3- Remover o meio por aspiragdo, deixando o preciptado bacterial
(pellet) secar quanto possivel.

4- Ressuspender o pellet bacterial obtido em 1,5% do volume com a
Solugdo I. Adicionar 1 ml da solugdo de lisozima (Sigma) (10 mg/ml em
10mM de Tris.Cl pH 8,0).

5- Adicionar 1,5 volumes da Solugéo II recém-preparada. Inverter o tubo
fechado gentilmente por vérias vezes e depois estocd-lo a temperatura
ambiente por 5-10 minutos.

6- Adicionar 2 volumes de Solugdo III. Inverter o tubo fechado

gentilmente por varias vezes e depois estoca-lo em gelo por 10 minutos.
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7- Centrifugar o lisado bacterial a aproximadamente 13000 g por 15
minutos a 4°C. Transferir o sobrenadante para um novo tubo. Adicionar 2
vezes o volume total de isopropanol, misturar e estocar a temperatura
ambiente por 15 minutos.

8- Centrifugar a aproximadamente 26500 g por 10 minutos a 4°C.

9- Lavar o pellet com etanol 70%. Repetir o passo 8, e entdo permitir
que o pellet de acido nucléico seque no ar por aproximadamente 10 minutos.

10- Redissolver o acido nucléico em 1,5 ml de TE (Tris.EDTA)(Sigma)
pH 8,0.

11- Tratamento com Proteinase K (Pharmacia)(50ug/ml). A Proteinase

K reage na seguinte solugdo: 10 mM Tris.HCI pH 8,0, 5 mM EDTA, SDS 1%

(Sigma). Incubar a 45°C por 10 horas e inativar com 100uM de

PMSF(Sigma).
12- Incubar entio com RNAse (Pharmacia)(100pg/ml) a 45°C, por 30

minutos.

Solugao I: 50 mM glicose
25 mM Tris.Cl (ph 8.0)
10 mM EDTA (ph 8.0)

Esta solugdo pode ser autoclavada por 15 minutos ou filtrada em filtro

estéril Millipore 0.22 pm.
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Solugéo II: 0,2 N NaOH (recém-diluido de um estoque 10N)
1% SDS

Solugio III: Acetato de potassio SM  60ml

Acido acético glacial 11,5 ml

H,0 28,5 ml

A solugdo resultante ¢ 3M com respeito ao potassio, € SM com respeito

ao acetato.
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B- PURIFICACAO

O métodos utilizado para a obtengdo da banda de interesse para a

clonagem foi o seguinte:

Sephaglas © Band Prep Kit ( Pharmacia )

1- Pesar um tubo (eppendorf) .

2- Cortar a banda de interesse com material estéril.

3- Colocar no tubo eppendorf pesado e pesa-lo novamente para subtrair
o peso do tubo sozinho e determinar o atual peso do fragmento de agarose. Se
o peso for menor que 250 mg, proceder como descrito abaixo, caso contrario,
aumentar os volumes dos reagentes proporcionalmente.

4- Adicionar 250 ng de Gel Solubilizador, e agitar o tubo (Agitador de
tubos FANEM Mod.251) vigorosamente. Incubar a 60°C por 5-10 minutos ou
até que a agarose dissolva.

5- Agitar o tubo reservatério do Sephaglas BP para formar uma
suspensdo uniforme. Adicionar 5 pl dessa suspensdo ao gel dissolvido e
agitar gentilmente. Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente, agitando

gentilmente a cada minuto para ressuspender o Sephaglas.
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6- Centrifugar por 30 segundos em microcentrifuga e cuidadosamente
remover o sobrenadante, sem destruir o pellet de Sephaglas.

7- Adicionar 40 pl de Tampao de Lavagem ao pellet formado e pipetar
varias vezes para ressuspendé-lo. Proceder como no passo 6 e repetir o passo

7 em sua totalidade até completar trés lavagens.

8- Agitar o tubo para dispersar o pellet de Sephaglas. Inverter o tubo e

permitir sua secagem ao ar por 10 minutos.

9- Adicionar 20 pl de tampdo de eluigdo, agitando gentilmente para,
ressuspender o pellet e incubar por 5 minutos a temperatura ambiente com
agitagdo periddica. Centrifugar por 1 minuto. Remover o sobrcnadante e
transferi-lo para um tubo limpo. O DNA eluido pode ser estocado a -20°C se

necessario.

Reagentes:

Sephaglas BP: 20% (m/v) de Sephaglas BP suspenso em solugdo
aquosa.

Gel solubilizador: solugdo tampao contendo Nal.

Tampdo de lavagem: 20 mM de Tris.HCI (pH 8,0), ImM EDTA, 0,1
mM NacCl e etanol.

Tampao de eluigdo: 10 mM de Tris.HCI (pH 8,0), 1| mM EDTA.
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C- TRANSFORMACAO

Cl1-Transformacdao Padrdo

1- Fazer um pré-indculo com a linhagem de E.coli de interesse em 2 ml
de meio SOB (Maniatis, 1989).

2- Inocular a cultura obtida em um volume maior de meio, incubar a

37°C com agitagdo vigorosa até um crescimento de 4-7 X 107 células

viaveis/ml.

3- Coletar a cultura em tubos de centrifuga ou tubos Falcon e deixar em
gelo por 10-15 minutos.

4- Centrifugar a aproximadamente 600 g por 12-15 minutos a 4°C. Secar
o pellet invertendo o tubo.

5- Ressuspender as células em 1/3 do volume de cultura de TFB
(Tampdo de Transformagdo Padrdo) por agitagdo moderada. Incubar em gelo
por 10-15 minutos.

6- Proceder como no passo 4.

7- Ressuspender as células em TFB a 1/12,5 do volume original.

8- Adicionar a solugdo DMSO/DTT a 3,5% (v/v) no centro da suspensio

celular e agitar o tubo cuidadosamente. Incubar em gelo por 10 minutos.
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9- Adicionar uma segunda aliquota de DMSO/DTT como no passo
acima. Incubar em gelo 10-20 minutos.

10- Pipetar 210 ul dessa solugdo em um novo tubo e adicionar a solugdo °
de DNA (volume menor que 20 pl). Agitar e incubar em gelo por 20-40
minutos.

11- Fazer o choque térmico nas células por 90 segundos a 42°C e

retornar os tubos em gelo por 2 minutos. Adicionar 800 pl de meio SOC

(Maniatis, 1989) em cada tubo. Incubar a 37°C com agitagdo moderada por

30-60 minutos e plaquear.

1)TFB:

Concentragio final

KClI (ultrapuro) 7,4 g/l 100 mM
MnCl.4H,0 8,9 g/l 45 mM
CaCl,.2H,0 1,5 g/l 10 mM
HACoCl; 0,8 g/l 3 mM
K-MES 20 ml dc estoque 0,5M (pH6,3) 10 mM

2) Solug¢io DMSO/DTT (DnD):

Quantidade/10ml Concentraciio final
DTT 1,53 g 1M

DMSO 9 ml 90%(v/v)

Acetato de Potassio 100 pl de estoque IM (pH 7,5) 10 mM

AYA
AVAVA

3 4 5 6 if unespwl 12 13 14 15 16 17 18



Nota: Filtrar a solugdo DTT em filtro Millipore 0,22um. A solugdo DnD

ndo precisa ser esterilizada por filtragdo se a solugdo estoque de acetato de

potassio for estéril.

C2- Transformacdo Rapida

1. Retirar varias colOnias diretamente de uma placa-agar.

2. Dispersar as colonias em 200 pl de tampdo de transformagdo padrio
(TFB) por vigorosa agitag@o ou por pipetagdes repetidas.

3. Incubar as células em gelo por 10 minutos.

4. Adicionar a solug@o de DNA (10-200 ng), misturar e incubar em gelo
por 10 minutos.

5. Fazer choque témico das células a 37°C-42°C por 90 segundos.

6. Plaquear varias fragdes (por exemplo, 1%, 5%, 25%) em meio seletivo

apropriado.
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D- ATIVACAO COM IPTG

1. Inocular as colonias de interesse em 2-2,5 ml de meio de cultura LB
contendo o antibidtico necessario, glicose (20 mM) e MgCl, (10mM) até
atingir ODs;5, de 0,8-0,9.

2. Dividir o volume das culturas em dois tubos, separando assim o
material controle e o material que sera ativado com 10ul de IPTG (0,25mM).

3. Coletar amostras apés 2 horas (100 pl) e apés 3 horas (100 pl),
processando-as imediatamente da seguinte maneira: centrifugar o material
com o objetivo de concentrd-lo em um pellet (preciptado); descartar o

sobrenadante e ressuspender o pellet em 50 pl de tampdo de amostra. Estocar

a -20°C até a checagem em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS).
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E- GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE-SDS)

O gel de poliacrilamida 15% utilizado, segue o protocolo contendo as

seguintes solugdes estoque:

1) Acrilamida (30%)

Para um volume de 100 ml: 30g de acrilamida

0,8g de bis-acrilamida

2) Tampao de corrida do gel (100 ml)

18,7g Tris 1,5 M Tris.Cl pH 8,8
0,4g SDS 0,4% SDS

Acertar o pH para 8,8 com HCI.

3) Tampio do gel de empacotamento (100 ml)

6,06g Tris 0,5M Tris-HCI pH 6,8
0,4g SDS 0,4% de SDS

Acertar o pH para 6,8 com HC].
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Solug¢do para o gel de corrida (gel de acrilamida 15%-60 ml)

30 ml da solugdo estoque de acrilamida 15%
15 ml do tampao de corrida (0,375M Tris.HCI pH 8,8, 0,1% SDS)
11,66 ml de 4gua

300 pl de persulfato de amoénio 10% (APS 10%)
40 ul TEMED

-Polimerizar

4) Tampao de sobreposi¢ao (por gel)

2 ml de tampao de corrida do gel pH 8,8

6 ml de agua

Soluc¢iio para o gel de empacotamento (10 ml-5% acrilamida)

1,65 ml do estoque de acrilamida

2,5 ml do tampao de empacotamento
5,75 ml de agua

0,1 ml de APS 10%

7 ul de TEMED

Tampao para cletroforese (por litro)

3,03 g de Tris 0,025M Tris
14,41 g de Glicina 0,192M Glicina
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1 g. de SDS 0,1% SDS

Fazer esta solugdo para um volume de 1 litro, com um pH final de 8,3.

O gel deve ser eletroforisado a 30 mA, até que o corante azul de

bromofenol esteja a 1 cm do final do gel (aproximadamente 4 horas). (Cuba

utilizada: BioRad Mod. Mini PROTEAN © 11 Cell; fonte: Power PAC 3000
BioRad).

Tampiao de amostra

0,0625M de Tris.Cl pH6,8 Sml de Tris 0,125M pH6,8
2-10% de SDS 2-10 ml de SDS 10%

10% de glicerol 1 ml de glicerol

5% de mercaptoetanol 0,5 ml de mercaptoetanol

0,001% de azul de bromofenol 0,1% - dilui¢do de 100X

Apds a corrida, os géis foram submetidos a coloragdo em prata, cujo

protocolo se encontra a seguir.
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COLORACAO EM PRATA

A. Solugdes estoque:

1) Fixador:

30% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de acido acético.

2) Tampaio Tiossulfato (Redutor)

Para 300 ml de etanol, adicionar 650 ml de agua e 2,5 ml de acetato de
sodio 4M.

Ajustar o pH para 6,0 com acido acético glacial, e completar para um
volume de 1 litro. Estocar a 4°C.

Imediatamente antes do uso, adicionar 100 mg de tiossulfato para 100

ml de tampao tiossulfato.

3) Nitrato de Prata

Adicionar 0,1 % (m/v) de AgNO; em H,O; adicionar diretamente na
solugdo 25ul/100ml de solugdo de formamida (37% - Merck), imediatamente

antes do uso.
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4) Revelador

2,5% (m/v) Na,CO;5 50ul/100 ml de formamida.

O revelador deve ser feito antes do uso, mas uma solugdo estoque de

)

12,5% de Na,CO; pode ser guardada a temperatura ambiente.

B) Coloragio:

1. Incubar o gel no fixador por 15minutos. Repetir esta operagdo por 2
vezes.

2. Colocar a solugdo redutora e incubar por 30 minutos.

3. Lavar em H,0, 3 vezes por 30 minutos cada uma.

4. Colocar a solugdo de AgNO; e incubar por 30 minutos.

5. Lavar o gel rapidamente em H,O e passar para o revelador.

6. Parar a reagdo com a adigdo de acido acético glacial em uma
concentragdo final de aproximadamente 1% ( 0,5ml/50ml ). Misturar por 5
minutos.

8. Lavar em H,0, 3 vezes por 5 minutos cada uma.
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