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RESUMO

As atividades realizadas compreenderam a producdo de cDNA utilizando primer anti-
senso e RNA purificado, amplificacdo do gene codificador da proteina 25K do Cole latent
virus (CoLV25K), purificacdo do fragmento amplificado, ligacdo em vetor de multiplicagéo
pGEM-T, transformacdo em células competentes de Escherichia coli linhagem TOP 10,
purificacdo do vetor, digestdo enzimatica com as enzimas Bam HI e Hind 111, subclonagem no
vetor de expressdo pET28a, transformacdo em células competentes de E. coli linhagem BL21-
RIL, sequenciamento do gene no vetor de expressao e expressdo da proteina a 37 °C . Quando
expressa a 37 °C, a proteina, de 25 kDa, foi encontrada em sua totalidade nos corpos de
inclusdo. Dessa forma, a proteina foi purificada sob condicdo desnaturante (utilizando 8 M de
uréia) e submetida a dialise para seu reenovelamento. Apds o reenovelamento, a proteina foi
concentrada para aproximadamente 3 mg/mL e foram realizadas medidas de dicroismo
circular, para verificar o seu contetdo de estrutura secundaria, e o espalhamento dindmico de
luz, para estimar a distribuicdo de tamanho das populacfes de particulas que estdo presentes
na solugdo. Os dados da deconvolucdo do experimento de dicroismo circular indicam um
percentual de 40-46% a-hélice, 12-14% folha-p, 15-22% voltas e 24-28% de outras estruturas,
indicando que a proteina estd estruturada; e os dados do espalhamento dinamico de luz
mostraram que a proteina encontra-se estavel, monodispersa, mas apresenta um complexo de
particulas que deve ser removido para que fique nas condi¢des ideais de cristalizacdo. Foram
utilizadas também outras técnicas para tentar alcancar a solubilidade da proteina expressa:
abaixando a temperatura de expresséo para 18 °C, utilizando meio de cultura auto-indutivo e
utilizando o método do stress osmatico e choque térmico. Os experimentos para obtengdo da

proteina na forma sollvel ndo obtiveram sucesso.

Palavras-chave: clonagem; Carlavirus; expressdo; reenovelamento; dicroismo circular;

espalhamento dinamico de luz.



ABSTRACT

The experiments performed were, the production of cDNA using anti-sense primers
and purified RNA, amplification of the gene encoding the 25K protein of Cole latent virus
(CoLV25K), purification of the amplified fragment, cloning in multiplication vector pGEM-T
for cell transformation into competent Escherichia coli strain TOP 10, vector purification,
enzymatic digestion using the enzymes Bam HI and Hind 111, subcloning in expression vector
pET28a, transformation into competent cells of E. coli strain BL21-RIL, sequencing of the
gene cloned into the expression vector and protein expression at 37 °C. When expressed at 37
°C, the protein with a molecular mass of 25 kDa was detected in inclusion bodies. Thus, the
protein was purified under denaturing conditions (using 8 M urea) and subjected to dialysis
to stimulate refolding. After refolding, the protein was concentrated to approximately 3 mg /
mL and the circular dichroism assay was performed to verify the content of secondary
structure, and dynamic light scattering, to estimate the size distribution of particle
populations which are present in solution. The data from the deconvolution of circular
dichroism experiments indicate a percentage of 40-46% a-helix, 12-14% p-sheet, 15-22%
turns and 24-28% of other structures, indicating a structured protein; and the data of the
dynamic light scattering showed that the protein is stable, monodispersive, but forms a large
complex of particles which must be separated to before crystallization experiments. Other
techniques were used to solubilize the expressed protein: lowering the temperature of
expression to 18 °C, using the method of auto-induction and the method of osmotic stress and
heat shock. However, these experiments were not successful in obtaining the protein in a

soluble form.

Keywords: cloning; Carlavirus; expression; refolding; circular dichroism; dynamic light

scattering,.
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Introducéo

1.1. Caracteristicas gerais dos fitovirus

Dentre os fitopatdgenos, 0s virus sao 0s Unicos que ndo apresentam células
nem metabolismo proprio, portanto, dependem da célula hospedeira para executar as
funcdes vitais. S&o compostos por &cido nucléico (RNA ou DNA) envolto por uma capa
de proteinas (capsideo). Alguns virus de plantas possuem lipidios, glicoproteinas e até
membranas como constituintes (AGRIOS, 1988).

Em geral, os virus de plantas sdo alongados ou icosaédricos (isométricos),
mas também, existem virus com formato baciliforme ou sem forma definida. O tamanho
dos virus varia de cerca de 20 nm a 300 nm para virus isométricos e complexos e 3-25
nm em didmetro e 200 - 2000 nm em comprimento, para os virus alongados. Nas células
infectadas, em muitos casos, podem-se ver agregados de enormes quantidades de
particulas denominados inclusdes citoplasmaticas (FIELDS et al, 1996).

Para realizar uma infeccdo sisttmica na planta hospedeira, os fitovirus
precisam superar diversas barreiras. Eles devem entrar na célula através de um
ferimento ou inoculagdo por vetores, iniciar a multiplicacdo, translocar para as células
vizinhas (movimento célula-a-célula) e finalmente para as outras partes da planta
(movimento a longa distancia).

Durante os processos de infecgéo, transporte e multiplicacdo das particulas
pela planta, as proteinas virais exercem papel fundamental. Teoricamente, um virus de
planta necessita de apenas trés proteinas para completar seu ciclo de vida: uma replicase
(Rep), uma proteina de movimento célula-a-célula (MP) e uma proteina capsidial (CP).
Porém, alguns virus podem sintetizar proteinas com outras funcdes como: fatores de
transmissao por vetores ou proteases.

Alguns virus de planta possuem a funcdo de movimento distribuida a trés
proteinas, todas essenciais para 0 movimento, codificadas pelo chamado bloco triplo de
genes (“triple gene block” — TGB). A acumulagéo de sequéncias gendmicas publicadas
revelaram a presenca do TGB nos géneros Carlavirus, Potexvirus, Allexivirus,
Foveavirus, Hordeivirus, Benyvirus, Pomovirus e Pecluvirus (MOROZOV &
SOLVYEYV, 2003).
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1.2. Cole latent virus

O Cole latent virus (CoLV) é um fitovirus do género Carlavirus, que
apresenta particulas filamentosas com cerca de 650 nm de comprimento e RNA
genémico de 8,3 kb envolto por moléculas de proteina capsidial com cerca de 34 kDa.
Algumas espécies do género Carlavirus também podem apresentar RNA subgendmico
de 2,1-3,3kb e 1,3-1,6 kb (FOSTER & MILLS, 1990).

Figura 1. Micrografia eletrnica

mostrando particulas virais alongadas do
Cole latent virus.

O RNA gendmico dos carlavirus contém seis cadeias abertas de leitura
(Open Reading Frame-ORFs). A ORF1 codifica um polipeptideo com funcao de metil-
transferase, protease, helicase e RNA polimerase dependente de RNA. As ORFs 2,3e 4
formam um bloco triplo de genes (25K, 12K, 17K) relacionado a0 movimento do virus
célula a célula. A ORF5 codifica a proteina capsidial e a regido seguinte codifica uma

proteina rica em cisteina cuja funcdo ainda néo foi determinada.

Figura 2. Organizagdo gendmica do RNA dos carlavirus. Cada ORF esta representada

por um retangulo. O tamanho das proteinas em kDa esta indicado por K e 0s nomes aparecem

sobre/sob cada gene.
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Cole latent virus (CoLV) foi encontrado pela primeira vez em couve
(Brassica oleracea L. var. acephala) no Brasil, Estado de Sdo Paulo (A.S. COSTA,
dados ndo publicados). O virus é transmitido mecanicamente e de maneira nao
persistente por afideo da espécie Myzus persicae (MELLO, 1980). Evidéncias
moleculares foram obtidas por Belintani et al (2002) contribuindo para o
reconhecimento do CoLV como uma espécie distinta dentro do género Carlavirus. O
RNA genémico do CoLV ¢ poliadenilado mas ndo foi detectado RNA subgendmico no
RNA total extraido de particulas do CoLV. No entanto, dois RNAs subgenémicos (2,6 e
1,3 kb) e trés RNAs de fita dupla (8.3, 2.6 e 1.3 kb) sdo produzidos em plantas
infectadas pelo CoLV.

1.3. Producao de proteinas durante a replicacéo viral

Muitas proteinas codificadas pelos RNAs virais, sejam proteinas capsidiais
ou proteinas ndo estruturais, acumulam-se na célula como "corpos de inclusdo™ ou
“viroplasmas’ tanto no citoplasma como no nucleo.

Quando as proteinas virais se acumulam nas células como corpos de
inclusdo ha a possibilidade de as mesmas serem purificadas por métodos bioguimicos, a
partir de extratos das folhas das plantas infectadas como ocorre, por exemplo, com 0s
potyvirus (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). Por outro lado, quando as proteinas nao
estruturais (e mesmo as particulas virais) sdo sintetizadas em tecidos especificos da
hospedeira (floema, por exemplo) e em baixas concentracdes, tais metodos mostram-se
ineficientes e alternativas devem ser buscadas. Uma estratégia alternativa que vem
sendo utilizada ultimamente para estes casos € a expressao de tais proteinas, sejam
estruturais ou ndo, em Escherichia coli e que, ap6s purificacdo, podem ser utilizadas

para a producdo de antissoros especificos e para estudos de gendmica estrutural.

1.4. Expressao de proteinas heterologas em bactérias

Nas Ultimas duas décadas, sistemas de expressdo de proteinas em
procariotos, particularmente em Escherichia coli, tém sido explorados para a producéo,
em escala industrial, de uma variedade de proteinas (PANDA, 2003). As células
procaridticas (Escherichia coli) sdo normalmente preferidas para a expressao de
proteinas heter6logas pelo fato de oferecerem algumas vantagens como (1) fonte de
carbono de baixo custo para o crescimento, (2) rapido acumulo de biomassa, (3)

possibilidade de uso em processo de fermentacdo com alta densidade de células e (4)
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possibilidade de producdo de proteinas em larga escala. Entretanto, a falta de
componentes para modificacdes pos-traducdo e a producdo de proteinas inativas devido
a formacdo de corpos de inclusdo, oferecem um significante desafio no uso destes
sistemas de expressao.

Um grande ndmero de protocolos esta a disposi¢do, os quais descrevem
varias estratégias para a conversdo de proteinas inativas, expressas como corpos de
inclusdo insoluveis, em fragbes soluveis e biologicamente ativas (SAHDEV et al,
2008). De modo geral, estas estratégias podem ser subdivididas em trés grupos: (1)
aquelas em que os fatores que influenciam a formacdo da fracdo insollvel sdo
modificados, (2) aquelas onde as proteinas expressas sdo renaturadas a partir dos corpos
de incluséo e (3) aguelas em que a proteina de interesse € expressa na forma soltvel
através da producdo de proteinas fusionadas. Sabe-se que a purificacdo de proteinas
expressas de forma sollvel pode ser feita em menor tempo, com baixos custos e com
menos prejuizos a integridade das proteinas, em comparacdo com a purificacdo e
renaturacdo a partir dos corpos de inclusdo. Assim, muito tem sido feito no sentido de
obter metodologias que possibilitem e otimizem a expressdo de proteinas soltveis. Uma
das estratégias mais conhecidas para producdo de proteinas recombinantes sollveis € a
expressdo a baixas temperaturas (SCHEIN, 1989). Sabe-se que as interagoes
hidrofébicas que levam a formacdo dos agregados protéicos sdao altamente favorecidas
pelas altas temperaturas (KIEFHABER et al, 1991). Além disso, baixas temperaturas
inibem a producéo de “heat shock” proteases e aumentam a producéo de chaperonas
(FERRER et al, 2004).

Quando nenhuma das estratégias é eficiente e, as proteinas continuam
presentes apenas nos corpos de inclusdo, inevitavelmente, as metodologias envolvendo
0 uso de agentes desnaturantes passam a ser utilizadas.

Altos niveis de expressdo de proteinas recombinantes em E. coli em geral
resultam no acimulo dessas proteinas in vivo como agregados insoliveis (KANE &
HARTLEY, 1988; FAHNERT et al, 2004). Em geral, os corpos de incluséo séo
solubilizados pelo uso de altas concentracdes de agentes desnaturantes tais como uréia e
cloridrato de guanidina (CLARCK, 1998; LILIE et al, 1998). A solubilizacdo das
proteinas dos corpos de inclusdo por agentes desnaturantes resulta na perda da estrutura
secundaria levando a exposicdo da superficie hidrofobica (DILL & SHORTLE, 1991).
Tal perda da estrutura secundéria durante a solubilizacdo e a interagdo entre as

moléculas proteicas desnaturadas durante a renaturacédo, resultam na agregacdo dessas
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moléculas e sdo consideradas como a principal razdo para 0 baixo rendimento de
proteinas biologicamente ativas a partir dos corpos de inclusdo, muitas vezes atingindo
apenas 15-25% da producdo total de proteinas (DATAR et al, 1993). Assim sendo, 0
maior desafio nesta area tem sido converter eficientemente estas proteinas insollveis e
inativas em produtos soltveis e corretamente enovelados (CLARCK, 2003; PANDA,
2003).

As maiores vantagens associadas com a formacdo dos corpos de inclusdo
sdo (1) a expressdo de altos niveis de proteina, cerca de 30% das proteinas totais da
célula, (2) a facil purificacdo devido ao tamanho e densidade quando comparados com
os componentes celulares, (3) menor degradacdo da proteina expressada, (4) resisténcia
ao ataque proteolitico por proteases celulares e (5) homogeneidade da proteina de
interesse. Por essas razfes, as proteinas recombinantes expressas em corpos de inclusao
em E. coli tém sido largamente utilizadas na producdo comercial de proteinas (WALSH,
2003).

H& dois importantes aspectos a serem considerados na recuperacdo de
proteinas biologicamente ativas a partir dos corpos de inclusdo: a solubilizacdo dos
agregados protéicos e a renaturagdo da proteina solubilizada em uma forma
biologicamente ativa. A renaturacdo das proteinas obtidas em estado desnaturante, a
partir de corpos de inclusdo, € um processo laborioso que requer muitas etapas
operacionais e, na maioria das vezes, resulta em recuperacdo muito pequena de proteina
renaturada.

A recuperacdo de proteinas biologicamente ativas a partir de corpos de
inclusdo envolve quatro etapas: (1) isolamento dos corpos de inclusdo a partir de células
de E. coli, (2) solubilizacdo dos agregados de proteinas, (3) renaturacdo e (4)
purificacdo da proteina solubilizada. Dentre estas etapas, a solubilizacdo e a renaturacdo
sd0 as cruciais para a alta recuperacdo de proteinas biologicamente ativas. Os corpos de
inclusdo sdo geralmente separados dos demais componentes celulares usando-se
centrifugacdo de baixa rotagcdo ap6s a lise das células bacterianas. Agregados semi-
puros juntos com contaminantes sdo entdo solubilizados usando-se agentes
desnaturantes em altas concentracGes (6-8 M), tais como uréia ou cloridrato de
guanidina (LILIE et al, 1998, CLARK, 2003, VALLEJO & RINAS, 2004). Uma vez
solubilizadas, as proteinas sdo entdo renaturadas ao estado nativo através da remogéo do
agente desnaturante na presenca de agentes oxidantes (FISCHER et al, 1993).



18

Véarios métodos tém sido descritos para a renaturacdo das proteinas
recombinantes desnaturadas, como a diluicdo e a dialise (TSUMOTO et al, 2003,
MIDDELBERG, 2004; VALLEJO & RINAS, 2004; SINGH & PANDA, 2005).
Diluicdo da proteina solubilizada diretamente no tampédo de renaturacdo ¢ o método
mais comumente utilizado para a renaturacdo em pequena escala de proteinas
recombinantes. Diferentes métodos de dialise e diluicdo junto com a utilizacdo de
aditivos tém sido descritos para uma melhor renaturacdo de proteinas (TSUMOTO et al,
2003). Por outro lado, processos de renaturacdo em pulsos (BUSWELL et al, 2002),
cromatografia de exclusdo molecular (BATAS & CHAUDHURI, 1996) e cromatografia
de afinidade por ions metalicos imobilizados (LI et al, 2004; ABE et al, 2009) tém sido
também bastante utilizadas. Estes processos envolvem essencialmente a separacdo fisica
das moléculas protéicas parcialmente renaturadas durante a troca do tampdo, o que
ajuda na reducdo das interacBes proteina-proteina, diminuindo a agregacdo das
moléculas e melhorando a recuperacgdo de proteinas biologicamente ativas.

A producdo de proteinas em Escherichia coli geneticamente modificadas
tem permitido a obtencdo de proteinas para caracterizacdo bioquimica, producdo de
anticorpos, determinagdo da estrutura tridimensional, entre outros (RUCKER et al,
2001). Além disso, a expressdo de proteinas heter6logas em fusdo com cauda de
histidina tem possibilitado a obtencdo de proteinas com alto grau de pureza para ensaios
cristalogréaficos, necessarios para a compreensdo da estrutura e funcao da proteina alvo
(SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

2. Justificativa

Importantes contribui¢cdes quanto a caracterizagdo molecular dos virus de plantas
tém sido feitas citando-se, como exemplos, 0 sequenciamento dos RNAs, a deteccdo dos
RNAs subgenémicos e a determinacdo da estratégia para expressdao do genoma do virus.
Entretanto, muitos aspectos a respeito do ciclo de multiplicacdo desses virus e da funcéo de
algumas proteinas ndo sdo conhecidos. Analises estruturais por cristalografia de raios-X, que
pudessem fornecer dados sobre a estrutura das particulas virais e de outras proteinas nao
estruturais, sdo praticamente inexistentes. Nesse sentido, a cristalizacdo e a determinacao das
estruturas cristalograficas de proteinas da capa viral purificadas (ndo como particulas) e de
proteinas ndo estruturais (helicases, polimerases, movimento, transmissao por vetores, etc)

poderiam fornecer dados no nivel de &tomos que pudessem permitir a postulacdo de modelos
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para explicar seus possiveis mecanismos e fungbes no ciclo de multiplicacdo viral. Além
disso, devido a funcdo de movimento ser distribuida em trés proteinas codificadas pelo
chamado bloco triplo de genes, muitas atividades destas proteinas no movimento célula-a-
célula ainda serem desconhecidas e estas proteinas serem consideradas dificeis de serem
expressas, 0s carlavirus tornam-se um atrativo modelo para a investigacdo do processo de

movimento.

3. Objetivos

O objetivo principal deste projeto de mestrado foi a producdo de uma proteina do
Cole latent virus em estado nativo, a partir de expressdo em Escherichia coli, com o
desenvolvimento de metodologia para a expressdo, purificacdo, reenovelamento,
caracterizagdo espectroscopica e cristalizacdo da proteina. A disponibilidade de cristais
servird como ponto de partida para a determinacdo de suas estruturas tridimensionais numa
etapa posterior, que podera contribuir para melhorar o entendimento sobre seus mecanismos e
modos de funcionamento.

Foi estudada a proteina 25K de 25 kDa, presente no bloco triplo de genes, que
esta envolvido no movimento viral entre células (espalhamento do virus a curta distancia na

planta).

4. Material e métodos

4.1. Producéo de cDNA

Um oligonucleotideo anti-senso (5'- AAG CTT CCG CTG CCA ATA GA-
3') foi desenhado utilizando-se o programa “Primer 3.0 a partir de sequéncias do
genoma viral depositadas no Genbank. O RNA viral purificado e o oligonucleotideo
anti-senso foram desnaturados por aquecimento a 94 °C por 10 min e imediatamente
resfriados em gelo, e, em seguida os demais componentes foram adicionados. A reacéo
teve volume total de 20 pL, consistindo de: 50 mM Tris pH 8,3; 75 mM KCI; 10 mM
DTT; 0,1 mM cada dCTP, dGTP, dATP, dTTP; 0,4 uM do oligonucleotideo, 2 unidades
de inibidor de RNAse; 1ug RNA viral e 40 unidades de Transcriptase Reversa
“Superscript 11" (Invitrogen). A reacdo foi incubada por 2 h a 42°C.
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4.2. Amplificacdo por PCR

Para a amplificacdo por PCR, foram utilizados o oligonucleotideo anti-senso
descrito no item 4.1 e o oligonucleotideo senso (5’'- GGA TCC GAT GTG TTA GTG
AAT TTG - 3"), que também foi desenhado utilizando-se o programa “Primer 3.0" a
partir de sequéncias do genoma viral depositadas no Genbank. A mistura da reagédo (25
uL) consistiu de: 20 mM Tris pH 9,5; 50 mM KCI; 5,0 mM MgCl,; 0,2 mM cada dCTP,
dGTP, dATP, dTTP; 1 uL de cDNA,; 150 ng de cada oligonucleotideo e 3 unidades de
Taq polimerase (Fermentas). A mistura foi colocada em termociclador (Mastercycler
personal, Eppendorf) programado para desnaturacédo inicial a 94 °C por 4 min, seguida
de 30 ciclos a 94 °C por 1 min, 45 °C por 1 min e 72 °C por 2 min, com uma extensdo

final a 72 °C por 10 min.

4.3. Purificacéo do fragmento amplificado

Uma aliquota do produto da reacdo de PCR foi submetida a eletroforese em
gel de agarose a 1% em tampao TAE (Tris 0,04 M; acetato de sodio 0,02 M; EDTA
0,001 M pH 8,3). A banda referente ao fragmento amplificado foi excisada do gel com
lamina (tipo gilete) e purificada com o “DNA Extraction Kit” (Fermentas), seguindo-se
as orientacbes do fabricante. O DNA foi quantificado em gel de agarose a 1%

utilizando-se “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen) como marcador.

4.4. Ligacao do fragmento amplificado em vetor para multiplicacdo (pGEM)

Para esta ligagdo foi utilizado o “pGEM — T Easy Vector System |”
seguindo-se as orientagdes do fabricante (Promega). A reacdo foi submetida a 4 °C por
16 h.

4.5. Transformacao em célula competente (Escherichia coli - TOP 10)

Apbs a reacdo de ligacdo, o vetor recombinante foi transformado em E. coli
linhagem TOP 10, utilizando-se 50 pL de células competentes e 5 uL da reacdo de
ligagdo. Essa mistura permaneceu no gelo durante 1 hora e, entdo, submetida ao choque
de temperatura a 42 °C por 1 min e 2 min no gelo. Em seguida foram adicionados 250
uL de meio liquido SOC (meio SOB + 200 mM de glicose) e as bactérias foram
submetidas a regeneracdo (1 hora a 37 °C com agitacdo a 250 RPM). Posteriormente, as

bactérias foram plaqueadas em meio solido seletivo (LB + ampicilina 100 ug/mL),
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contendo ainda 40 pL de X-Gal 20 mg/mL (5-bromo-4-cloro-3-indolyl--D-
Galactopyranoside) e as colbnias brancas testadas para comprovar a existéncia do
inserto através de PCR. As col6nias que apresentaram o inserto foram inoculadas em
tubos individuais de 7 mL de meio liquido seletivo (LB + ampicilina 100 pg/mL) sob

agitacdo e aeracdo constantes a 37 °C para posterior extracdo do DNA plasmidial.

4.6. Purificacdo do plasmideo recombinante
O DNA plasmidial foi purificado utilizando-se o “Genelet Plasmid
Miniprep Kit”, seguindo-se as orientacbes do fabricante (Fermentas). O DNA

plasmidial foi eluido em 50 pL de &gua.

4.7. Digestao enzimatica com Bam HI e Hind 111 (Promega)

Para cada 1 ng de DNA foram utilizadas 10 unidades (1 pL) de cada
enzima. A reacdo de digestdo de 50 uL consistiu de: 25 uL de vetor (125 ng/uL), 3 uL
de cada enzima, 5 uL de tampdo E 10X, 5,0 uL de BSA 10X e 9 uL de 4gua. O produto
da reacdo foi submetido a temperatura de 37 °C por 2h e a 65 °C por 15 min. Em
seguida, a mistura foi submetida a eletroforese em gel de agarose e a banda referente ao
fragmento extraida conforme o item 4.3. Posteriormente, 0 DNA foi quantificado em
gel de agarose a 1% utilizando-se “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen) como

marcador.

4.8. Digestao enzimatica e defosforilagdo do vetor de expressédo

O vetor de expressdo pET 28a foi digerido seguindo os passos descritos no
item anterior. Em seguida, o vetor digerido foi defosforilado utilizando-se a enzima
CIAP (Fosfatase alcalina de intestino de bezerro) (Invitrogen), 5 unidades de enzima
para cada 1 ug de DNA. A mistura foi submetida a 37°C por 30 min. e a 75 °C por 10
min. Posteriormente, 0 DNA foi quantificado em gel de agarose a 1% utilizando-se

“Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen) como marcador.

4.9. Ligacdo do DNA em vetor de expressao
Vetor e fragmentos digeridos com as mesmas enzimas foram ligados

utilizando-se T4 DNA Ligase (Promega), conforme instrucdes do fabricante.
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4.10. Digestao enzimatica com Bam HI e Hind 111 (Promega)

O vetor de expressao pET 28a recombinante foi digerido seguindo 0s passos
descritos no item 4.7 para verificar, em gel nativo de agarose a 1%, a liberacdo do
fragmento de interesse.

4.11. Transformacgdo em celula competente

O vetor recombinante pET 28a foi transformado em linhagem BL21-RIL de
E. coli competente utilizando-se 50 pL de células competentes e 1 uL de amostra de
plasmideo. Essa mistura permaneceu no gelo durante 1 h e, entdo, foi submetida ao
choque de temperatura a 42 °C por 1 min e 2 min no gelo. Em seguida foram adicionados
250 uL de meio liquido SOC (meio SOB + 200 mM de glicose) e as bactérias foram
submetidas a regeneracdo (1 h a 37 °C com agitacdo a 250 RPM). Posteriormente, as
bactérias foram plaqueadas em meio solido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol, 30
e 34 ug/mL, respectivamente). As colonias foram testadas por PCR e uma das col6nias
positivas foi inoculada em tubos individuais de 7 mL de meio liquido seletivo (LB +
canamicina e cloranfenicol, 30 e 34 pg/mL, respectivamente) sob agitacdo e aeragéo

constantes a 37 °C para posterior extracdo do DNA plasmidial.

4.12. Sequenciamento do gene em vetor de expressao pET28a

O DNA plasmidial purificado foi sequenciado pela técnica de reacdo de
terminacdo em cadeia, utilizando-se o sequenciador automatico “ABI 377 DNA
Sequencer” (Laboratorio de Estudos Genémicos, IBILCE/UNESP — S&o José do Rio
Preto, SP) e o “ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit” (Applied Biosystems), seguindo-se as orienta¢des do fabricante.

O sequenciamento do vetor de expressao foi realizado nos dois sentidos de
leitura (senso e anti-senso) com 4 repeticdes, utilizando os oligonucleotideos senso e
anti-senso descritos nos itens 4.1 e 4.2 e as sequéncias obtidas foram alinhadas
utilizando-se o programa Multalin. A sequéncia consenso foi comparada com a
sequéncia do gene codificador da 25K, obtida por Belintani et al, no laboratério de
Fitovirologia (dados ndo publicados), para confirmacgéo da insercdo do gene da 25K no
vetor de expressdao pET28a e com as sequéncias depositadas no GenBank, para

verificacdo de similaridade com virus do mesmo género.
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A seqliiéncia de aminoacidos deduzida foi determinada pelo programa
Translate (http://www.expasy.org/tolls/dna/html) e a estimativa da massa molecular
feita pelo programa ExXPASy Proteomics Server, disponivel no site
http://bo.expasy.org/tools/protparam.html.

Apds o seqlienciamento, a coldnia positiva foi utilizada para o pré-inoculo

nos testes de expressao.

4.13. Testes de expressao
Inicialmente 700 uL do pré—indculo foram transferidos para cada novo tubo
contendo 7 mL de meio liquido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol, 30 e 34
ug/mL, respectivamente). Os tubos foram mantidos sob agitacdo e aeracdo a 37 °C até
atingirem a OD (densidade dptica) ideal. A OD foi determinada através da leitura da
amostra em espectrofotometro. A indugdo da expressdao foi feita com diferentes
concentracdes de IPTG (0,1, 0,5 e 1 mM de IPTG). Foram coletadas amostras apos 30

min, 2 h e 4 h da inducao.

4.14. Expressao da proteina recombinante a 37 °C

Apds a constatacdo da expressao nos testes iniciais, a expressao foi
realizada em maior escala visando a obtencdo de proteinas para purificacao.
Inicialmente 10 mL de pré-indculo foram transferidos para um novo tubo contendo 1 L
de meio liquido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol 30 e 34 ug/mL,
respectivamente). O tubo foi mantido sob agitagdo e aeragdo a 37 °C até atingirem a OD
ideal, determinada por leitura da amostra em espectrofotdmetro. A inducdo de expressao
foi feita com IPTG 1 mM por 4 h. Em seguida, o meio foi centrifugado por 20 min a
8.000 xg e 4 °C. O “pellet” foi ressuspendido em 30 mL de tampé&o de lise (100 mM
fosfato de sodio 300 mM NaCl, 20 mM B- mercaptoetanol, 1% Triton X-100, 1%
Tween 20). A solucdo foi submetida a pulsos de 15 s a 300 W em sonicador para lise
celular. Esta amostra foi centrifugada por 30 min a 6.000xg a 4 °C. A fase aquosa foi
coletada e utilizada para a purificacdo da proteina de interesse. O corpo de incluséo foi
lavado com o tampédo de lise, deoxicolato de sodio 2% e agua. A cada lavagem, a
amostra foi submetida a pulsos em sonicador e centrifugada a 8000xg por 20 min e,
apos a ultima centrifugacdo, a amostra foi entdo utilizada para a purificacdo da proteina
de interesse.
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4.15. “Western- blot”

Aliquotas contendo o extrato de células antes e apds a inducdo com IPTG e
a proteina recombinante purificada conforme o item 4.16 foram misturadas com tampéo
de amostra (1:1) e aplicadas em gel SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em um eletrotransferidor (Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell Bio-Rad) operando sob voltagem constante (100V) por 3 horas.

O tampédo de transferéncia utilizado foi o Tris-Glicina (Tris 0,025 M,
Glicina 0,192 M) contendo metanol 20%. A membrana foi incubada com antissoro
monoclonal Anti-polihistidina (produzido em camundongo; Sigma) e antissoro anti-1gG
de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) diluido 1:30.000 e a
deteccdo da reacdo antigeno/anticorpo foi feita com mistura de BCIP/NBT (*5-bromo-
4chloro-3-indolyl-phosphate/nitro-blue tetrazolium”) até o aparecimento do resultado
da reagdo (cor azul purpura).

4.16. Purificacdo e reenovelamento da proteina recombinante expressa a 37 °C

A purificacdo do sobrenadante foi feita utilizando tampdes para purificacdo
sob condigdes nativas, em coluna de afinidade utilizando resina de niquel (Ni Sepharose
High Performance) conforme instru¢bes do fabricante (GE Healthcare). A eluigdo foi
feita em tampdo 20 mM Fosfato de sodio, 0,5 M NaCl e 500 mM imidazol, pH 8. A
purificacdo do corpo de inclusao foi feita com tampdes para purificacdo sob condicbes
desnaturantes, em coluna de afinidade utilizando resina de niquel conforme instrucdes
do fabricante. A eluicéo foi feita em tamp&o 100 mM Fosfato de sddio, 10 mM Tris e 8
M de uréia, pH 4,5.

A fim de encontrar a melhor condicdo de reenovelamento, aliquotas de 1
mL da proteina purificada, na concentracdo 0,1 mg/mL, foram dialisadas, em duas
etapas de 24 horas cada, sob agitacdo e a 20 °C, contra os diferentes tampdes de

reenovelamento listados a seguir:

Tampdo 1. 30 mM acetato de sédio pH 5.5, 100 mM NaCl, 1 mM de DTT, 1 mM
EDTA, 500 mM L-Arginina, 20% de glicerol;

Tampédo 2: 30 mM acetato de sédio pH 5.5, 30 mM NaCl e 1% glicerol,

Tampédo 3: 50 mM Tris pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM Glutationa Reduzida, 1 mM
EDTA, 500 mM L-Arginina, 20 % glicerol;
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Tampao 4: 50 mM Tris pH 7.0, 200 MM NaCl, 1 mM DTT, 1 M NDBS sulfobetaina;
Tampao 5: 50 mM Tris pH 7.0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 M NDBS sulfobetaina,
10 % glicerol;

Tampao 6: 30 mM fosfato de sddio pH 7.5, 200 mM NaCl e 20% glicerol.

Apds os testes, a proteina foi coletada e centrifugada a 10.000xg por 10
minutos a 5 °C. Amostras do precipitado, ressupendido em igual volume (1 mL) de
tampdo de amostra, e do sobrenadante foram aplicadas em gel SDS a 12%, que
evidenciou a melhor condicao de reenovelamento.

Apo6s encontrar a melhor condicdo de reenovelamento, foi feita uma nova
purificacdo e toda a proteina eluida foi utilizada para o experimento de reenovelamento,
que consistiu de 2 etapas de 24 horas cada, sob agitacdo e a 20 °C, em que 20 mL da
solugdo contendo a proteina purificada foi dialisada contra 1 L de tamp&o contendo 30
mM acetato de sodio pH 5.5, 30 mM NaCl e 1% glicerol (Tampéo 2).

Apos a didlise, a amostra contendo a proteina purificada foi concentrada em
dispositivos de ultrafiltracdo AMICON (3.000 Da) conforme instrucGes do fabricante

(Millipore) a uma rotacdo de 4.000xg a 10 °C e utilizada para Dicroismo Circular.

4.17. Dicroismo Circular

Os espectros de Dicroismo Circular (CD) foram obtidos utilizando um
espectropolarimetro Jasco 710, operando a 25 °C. A concentracdo de proteina utilizada
nas medidas de CD foi de 3.0 mg/mL em tamp&o contendo 30 mM de acetato de sodio,
30 mM de NaCl e 1% de glicerol, pH 5.5 , utilizando uma cubeta de 0.05 mm de
caminho 6ptico. Cada espectro representa uma media de 3 acumulagdes coletados na
faixa de comprimentos de onda entre 195 a 255 nm, com um “step size” 0.2 nm, a uma
velocidade de 50 nm/min, e uma largura de banda de 1 nm. A linha de base foi corrigida
pela subtracdo do espectro do tampdo obtido em idénticas condi¢des. Os resultados
foram convertidos em elipticidade em unidades de mg/mL, [®] (deg cm? decagrama™),
e a estrutura secundéria foi analisada com o programa CDPro.

4.18. Espalhamento Dinamico de Luz (Dynamic Light Scattering — DLS)
A concentracdo de proteina utilizada nas medidas de DLS foi de 3.0 mg/mL

em tampédo contendo 30 mM de acetato de sodio, 30 mM de NaCl e 1% de glicerol, pH
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5.5. As medidas de DLS foram realizadas utilizando-se o equipamento SpectroLIGHT
500 system, Molecular Dimensions, UK, portando um controlador de temperatura, em
comprimento de onda de 781,2 nm e angulo de detec¢do do espalhamento de 90° . O
programa usado para a execuc¢do das medidas do raio hidrodindmico foi 0 CONTIN.
Antes do experimento, a amostra foi centrifugada a 15000xg por 10 min e a 10°C, a fim

de remover possiveis particulas em suspensao.

4.19. Testes de solubilizacao

4.19.1. Expressdo a 18 °C e purificacdo da proteina recombinante

Inicialmente 25 mL de pré-in6culo foram transferidos para um novo
tubo contendo 250 mL de meio liquido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol
30 e 34 ug/mL, respectivamente). O tubo foi mantido sob agitacdo e aeracdo a 18
°C até atingir a OD ideal. A inducdo de expressdo foi feita com IPTG 1 mM
“overnight” . Em seguida, o meio foi centrifugado por 30 min a 6.000xg e 4 °C. O
“pellet” foi ressuspendido em 20 mL de tampé&o de lise (50 mM tampao fosfato de
sodio, 200 mM NaCl, ImM PMSF, pH 8). A solucgéo foi submetida a pulsos de 15
s a 300 W em sonicador para lise celular. Esta amostra foi centrifugada por 30
min a 6.000xg a 4 °C. A fase aquosa foi coletada e utilizada para a purificacdo da
proteina de interesse e uma aliquota do corpo de inclusdo foi coletada para analise
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

A purificagdo foi feita em coluna de afinidade utilizando resina de
niquel (Ni Sepharose High Performance) conforme instrugdes do fabricante (GE
Healthcare). A eluicdo foi feita em tampéao 20 mM fosfato de sodio, 0,5 M NaCl e
500 mM imidazol, pH 7.4.

4.19.2. Teste de expressao em meio auto-indutivo

Inicialmente 25 mL de pré-indculo foram transferidos para um novo
tubo contendo 250 mL de meio auto-indutivo (ZYM-5052), que consiste de meio
LB + canamicina e cloranfenicol 30 e 34 pg/mL, respectivamente + meio M
(NagHPO,4 25 mM, KH,PO4 25 mM, NH,Cl 50 mM, Na,SO; 5 mM, MgSO,
2mM) + meio 5052 (0,5% glicerol, 0,05% glicose, 0,2% a-lactose), contendo 50

ug/mL, de acordo com Studier, 2005. O tubo foi mantido sob agitagéo e aeragéo a
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18 °C por 48 horas. Em seguida, o meio foi centrifugado por 30 min a 6.000xg e
4°C. O “pellet” foi ressuspendido em 20 mL de tampéo de lise (50 mM tampéo
fosfato, 200 MM NaCl, 1 mM PMSF, pH 8). A solucdo foi submetida a pulsos de
15 s a 300 W em sonicador para lise celular. Esta amostra foi centrifugada por 30
min a 6.000xg a 4 °C. A fase aquosa foi coletada e utilizada para a purificacdo da
proteina de interesse e uma aliquota do corpo de inclusao foi coletada para analise
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

A purificacdo foi feita em coluna de afinidade utilizando resina de
niquel (Ni Sepharose High Performance) conforme instru¢bes do fabricante (GE
Healthcare). A eluigdo foi feita em tampéao 20 mM fosfato de sodio, 0,5 M NaCl e
500 mM imidazol, pH 7.4.

4.19.3. “ Stress” osmotico e choque térmico

Inicialmente 25 mL de pré-indculo foram transferidos para um novo
tubo contendo 250 mL de meio liquido seletivo (LB + canamicina e cloranfenicol
30 e 34 ug/mL, respectivamente), contendo 0,5M NaCl e 1mM betaina. O tubo foi
mantido sob agitacdo e aeracdo a 37 °C até atingir a OD ideal. Para o choque
térmico, o tubo foi submetido a temperatura de 47 °C por 20 minutos (contados a
partir do momento em que o meio de cultura atingiu esta temperatura).
Posteriormente, o tubo foi transferido para outro shaker, a 18 °C, e a indugéo da
expressao foi feita com 1mM IPTG “overnight”. Em seguida, o meio foi
centrifugado por 30 min a 6.000xg e 4 °C. O “pellet” foi ressuspendido em 20 mL
de tampéo de lise (50 mM tampéo fosfato, 200 mM NaCl, 1mM PMSF, pH 8). A
solucdo foi submetida a pulsos de 15 s a 300 W em sonicador para lise celular.
Esta amostra foi centrifugada por 30 min a 6.000xg a 4 °C. A fase aquosa foi
coletada e utilizada para a purificacdo da proteina de interesse e uma aliquota do
corpo de inclusdo foi coletada para andlise em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE).

A purificagdo foi feita em coluna de afinidade utilizando resina de
niquel (Ni Sepharose High Performance) conforme instrucbes do fabricante (GE
Healthcare). A eluicéo foi feita em tamp&o contendo 20 mM fosfato de sddio, 0,5
M NaCl e 500 mM imidazol, pH 7.4.
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4.19.4. “Western-blot”

Aliguotas contendo a fase aquosa e o corpo de inclusdo dos itens
4.19.1, 4.19.2 e 4.19.3 foram misturadas com tampao de amostra (1:1) e aplicadas
em gel SDS-PAGE. As proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em um eletrotransferidor (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer
Cell Bio-Rad) operando sob voltagem constante (100V) por 3 horas.

O tampdo de transferéncia utilizado foi o Tris-Glicina (Tris 0,025 M,
Glicina 0,192 M) contendo metanol 20%. A membrana foi incubada com
antissoro monoclonal Anti-polihistidina (produzido em camundongo; Sigma) e
antissoro anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma)
diluido 1:30.000 e a deteccdo da reacdo antigeno/anticorpo foi feita com mistura
de BCIP/NBT (“5-bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate/nitro-blue tetrazolium™)

até o aparecimento do resultado da reag&o (cor azul parpura).

4.20. Andlise eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%
Os experimentos tiveram suas andlises feitas por eletroforese, feita em gel

desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo Laemmli (1970). As proteinas
foram desnaturadas por fervura (3min a 100 °C) em tampéo de amostra (Tris HCI 0,125
M pH 6,8, contendo SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol
1 mM). As amostras foram centrifugadas por 5 min a 16.000xg e 10 uL do sobrenadante
de cada amostra foram aplicados no gel. A eletroforese foi conduzida por 90 min a 100 V
em aparelho Hoefer mini VE Amersham Biosciences GE. Os géis foram fixados e
corados em mistura contendo metanol, agua, acido acético (50:50:10) e Comassie Blue

0,25% por 3 h e descorados com metanol e agua (1:1) por 18 h.

5. Resultados e discussao

5.1. Amplificagéo do gene de interesse, clonagem e sequenciamento

O produto da reacdo de PCR, amplificado com os oligonucleotideos
especificos, foi analisado em gel nativo de agarose a 1%, apresentando Unica banda de
aproximadamente 725 pb correspondente ao fragmento de tamanho esperado para o
possivel gene codificador da proteina (Figura 3- A). O fragmento amplificado foi
purificado e ligado ao vetor pGEM.
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A digestdo do vetor recombinante pGEM com as enzimas Bam HI e Hind 111
liberou o fragmento clonado de 725 pb, conforme esperado. O fragmento foi purificado
e utilizado na reacdo de ligacdo ao vetor pET 28a.

A digestédo do vetor recombinante pET 28a com as enzimas Bam HI e Hind
Il liberou o fragmento clonado de 725 pb, conforme esperado (Figura 3- C),

confirmando a insercdo do gene de interesse no vetor de expressao.

V4

Figura 3. Gel nativo de agarose a 1% evidenciando em A: fragmento de 725 pares de bases amplificado por PCR; B:
vetor pET28a ligado ao fragmento, antes da digestdo enzimatica; C: digestdo enzimatica do vetor pET28a com
liberacdo de fragmento. Fragmento referente ao DNA plasmidial na parte superior do gel e fragmento liberado de
aproximadamente 725 pb (seta). (M) Marcador molecular GeneRuler 100pb DNA Ladder (Fermentas).

A sequéncia obtida a partir do sequenciamento automatizado do gene
codificador da proteina 25K do Cole latent virus apresentou 725 nucleotideos e 230

aminoéacidos deduzidos (Figura 4).
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AtgpgcagcagoCatcatCcatcatCatcafagocagoggocctggtgoccgCcyocggCagoccat
M|G 5 5|H H H H H H 5 5 &6 L ¥V P E G 5 H

atggctagcatgactggtggacagcaaatgggtcgcfgatccgatgtgttagtgaatttg
M &2 5§ M T 6 & @ ¢ M 6 R |6 5 DO ¥V L WV N L

cttgttgaatcttogttocactocgtcatcactoctagattggagoctaccgattgttgtgoat
L v E 858 5 F T B H H 5 R L E L P I ¥V W H
tgogtgoctggtgotggygaaaacgaccttgataagaaagotgatagaacgagattogege
c v p 6 A GG K T T L I BER EKE L I E E D 5 E
ttocgtggcatataccgocaggtgttgcagaccaaccgagottaagogggaattggattoga
F v A Y T A 6 ¥V A D @ P 5 L 5 G N W I E
aagtgggagggtocaagataccagtggcaagttgttgatcatagacgaatacacgcacttyg
K W E & ¢ b T 5 66 K L L I I Db E ¥ T H L
gagaagctccocctgaagoatttgotgtgttoggtgatocogatoccaatcaggagocaggtgta
E K L P E A F A VvV F 6 I P I O 5 G & G V
gtaattccagcagatttocagttgogacatotogaggcgttttggtagtgoctactgogagyg
vy I p A D F 5 €C DD I &5 BE R F G 5§ & T & G
ctattgagggagttgggttgyaacgttgaggcgtcagggocaagacgtocgtgcaggtgtot
L L R E L 6 W N ¥V E A 5§ & Q D ¥V W Q WV 5
gatattttcacagoctgagoccgagtggtgtgatogtgtactttgaagaagagotgggttgt

r I F T A& E P &5 G ¥ I ¥ ¥ F E E E ¥V G C
ttgttgcgtagacactgogtggaggocttaccatctaaacgaaattactggocaaaacgtac
L L R R H C vV E A Y H L W E I T G E T ¥
aaggcagtgacttttgtgacatctgagaatagooccaaccatcaatcogoctgotgottte
K A VvV T F v T 5 E W & P T I H P P & A F
caatgottaacacggocacacgacgtcactocatatottgtgtoctaatgocacttacace
g ¢ L T R H T T 5 L H I L C P H & T ¥ T
tccgoctgactacacgaagacfctattggocagoggaagott

5 A - L H E D|5 I & 5 G 5

Figura 4. Seqiiéncia de nucleotideos (acima) e aminoacidos deduzidos (abaixo) correspondentes ao
gene da 25K do CoLV. . O destaque em roxo mostra o start-codon; em azul, a cauda de histidina; em
vermelho, o oligonucleotideo senso (CoLV25KF), iniciando com o sitio de restricdo para BamHI
(GGATCC); em amarelo, o stop-cddon; e em verde, o oligonucleotideo anti-senso (CoLV25KR),

terminando com o sitio de restricdo para Hindlll (AAGCTT).

A sequéncia foi entdo comparada com a sequéncia do gene codificador da
25K, obtida por Belintani et al (dados ndo publicados) apresentando 100% de
similaridade entre os genes (Figura 5). Além disso, a sequéncia demonstrou alta
similaridade (74%) com o virus Potato virus M (AF023877), do género Carlavirus, cuja
sequéncia encontra-se depositada no GenBank. A estimativa da massa molecular feita
pelo programa ExXPASyY Proteomics Server foi de aproximadamente 29 kDa ( 25kDa
referentes a CoLV25K e o restante referente a cauda de histidina e parte do vetor). Apos
ter sido confirmada a insercdo do gene de interesse, 0s testes de expressdo foram

iniciados.
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GGATCCGATGTRTTAGTGARTT TRCTTRTTGRATCTTCGTTCACTCGTCATCACTCTAGAT TGGAGC TACCGATTGTTRTGCATTGCGTRCCTGATGCTGAGARRACGACCTTGATARGARAGL TGATAG
GGATCCGATGTRTTAGTGAATT TGCTTRTTGRATCTTCGTTCACTCGTCATCACTCTAGRT TGGAGC TACCGATTGT TRTGCATTGCGTGCCTGGTGCTGAGARRACGACC T TGATARGARRGCTGATAG
GGATCCGATGTGTTAGTGAATTTGCTTRTTGRATCTTCGTTCACTCGTCATCACTCTAGRT TGGAGC TACCGATTGTTGTGCATTGCGTGCCTGATGCTGAGARRACGACCTTGATAAGARRGCTGATAG
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| |
ARCGAGATTCGCGCTTCGTGGCATATACCGCAGETGT TGCAGACCAACCERGCT TAAGCGGGAAT TGGAT TCGARAGTGGGAGGGTCAAGATACCAGTGGCARGTTGT TGATCATAGRCGARTACACGCA
AACGAGATTCGCGCTTCATRGCATATACCGCAGRTGT TGCAGRCCARCCGAGCTTARGCGRGARTTGGAT TCGARAGTGGGAGGGTCAAGRTACCAGTGGCARGTTGT TGATCATAGACGRARTACACGCA
ARCGAGRTTCGCGCTTCGTGGECATATACCGCAGRTGTTGCAGRCCARCCGAGCTTARGCGGGRATTGGAT TCGAAAGTGGGAGGETCAAGATACCAGTEGCARGT TGT TEATCATAGACGARTACACGCA
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CTTGGAGAAGCTCCCTGRRGCATTTGCTGTGTTCGGTGATCCGATCCAATCAGGAGCAGGTGTAGTARTTCCAGCAGAT TTCAGT TGCGACATCTCGAGGCGT TTTGGTAGTGCTACTGCGEEGCTATTG
CTTRGRAGAAGCTCCCTRRARGCATTTRCTRTRTTCGGTGATCCGATCCAATCAGGAGCAGGTGTAGTARTTCCAGCAGATTTCAGT TGCGACATCTCGAGGCGT TTTRRTAGTGCTACTRCAREGCTAT TG
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AGGGAGT TRGGTTGGAACGTTGAGGCRTCARGGCARGACGTCGTGCAGRTGTCTGATATTTTCACAGCTGAGCCGAGTRGTGTGATCGTRTACTTTGARGARGAGRTGRGT TRTTTRTTRCGTARACACT
AGGGAGTTGGGTTGEARCGTTGAGGCGTCAGRGCAAGACGTCETGCAGRTGTCTGATATTTTCACAGCTGAGCCGAGTGGTGTGATCGTRTACTTTGARGARGAGGTGGET TRTTTGTTGCGTARRCACT
AGGGAGT TRGGTTGGAACGTTGAGGCGTCAGGGCARGACGTCGTGCAGGTGTCTGATATTTTCACAGCTGAGCCGAGTGGTGTGATCGTGTACTTTGAAGAAGAGRTGEGT TRTTTRT TGCGTARACACT
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GCGTGRAGECTTACCATCTARACGARATTACTGRCARRACGTACARGGCAGTGACTTTTGTGACATC TGAGARTAGCCCAACCATCARTCCGCCTRCTRCTTTCCARTGCTTAACACGGCACACGACGTC
GCOTGGAGGCTTACCATCTARACGARATTACTGRCARRACGTACARGGCAGTGACTTTTGTGACATC TGAGAATAGCCCAACCATCARTCCGCCTRCTGCTTTCCARTGCTTAACACGGECACACGACGTC
GCGTGGAGGCTTACCATCTARACGARATTACTGGCARRACGTACARGGCAGTGACTTTTGTGACATC TGAGAATAGCCCAACCATCARTCCGCCTRCTGCTTTCCARTGCTTARCACGGECACACGACGTC
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| |
ACTCCATATCTTGTGTCCTAATGCCACTTACACCTCCRCCTGRCTACACGRARGACTCTATTGGCAGCGRRAGCTT
ACTCCATATCTTRTGTCCTARTGCCACTTACACCTCCRCCTGRCTACACGAAGRCTCTATTGGCAGCGRAAGLTT
ACTCCATATCTTGTGTCCTARTGCCACTTACACCTCCGCCTGACTACACGARGACTCTATTGECAGCGRARGCTT

Figura 5.

Comparagdo da sequéncia do gene codificador da 25K obtida neste trabalho (A) com a sequéncia obtida por

Belintani et al (B), mostrando 100 % de similaridade entre os genes.

5.2. Resultados referentes a expresséo feita a 37 °C

5.2.1. Expressao e purificagdo

Corpos de inclusdo formados a altas temperaturas tém propriedades
similares aos corpos de inclusdo normalmente descritos que contém,
principalmente, proteinas recombinantes desnaturadas e sdo quase completamente
insollveis em solucbes aquosas com detergentes suaves ou baixas concentracfes
de agentes desnaturantes (PETERNEL et al, 2008a,b). Embora a expressdo de
proteinas na forma de corpos de inclusdo seja frequentemente considerada
indesejavel, sua formacao pode ser vantajosa, pois 0 seu isolamento do agregado
celular ¢ uma forma conveniente e efetiva de purificar a proteina de interesse
(SINGH & PANDA, 2005).

O processo de purificagdo a partir do sobrenadante em resina de
niquel, com expresséo feita a 37 °C, ndo possibilitou a obtencdo da proteina de

interesse, de aproximadamente 29 kDa, conforme esperado (Figura 6). Ja a
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purificacdo a partir do corpo de inclusdo possibilitou a obtencdo da proteina de
interesse com baixa concentracdo de contaminantes, como pode ser visto na
Figura 7. A lavagem do corpo de inclusdo com deoxicolato de s6dio 2% (dados
ndo amostrados) e a etapa de lavagem do processo de purificagdo, com tampao
100 mM fosfato de sodio, 10 mM Tris e 8 M uréia pH 7,5, mostraram-se

eficientes na eliminag@o de contaminantes.

Figura 6. SDS-PAGE a 12% mostrando a purificacdo a partir do sobrenadante, com
expressdo feita a 37 °C. (M) Marcador para proteinas, Unstained Protein Molecular Weight
Marker (Fermentas). (A) Amostra coletada durante a lavagem da resina no processo de
purificacdo. (B, C, D, E, F) Amostras referentes a fraces das elui¢des. (G) Amostra de

resina coletada apés a etapa de eluicéo.
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Figura 7. SDS-PAGE a 12% mostrando a purificacdo do corpo de inclusdo, com expressdo
feita a 37 °C. (M) marcador molecular Dalton Mark V1I-L (Sigma). Extrato de células: (A)
antes da indugdo com IPTG, (B) ap6s 4 horas de inducdo da expressdo com 1 mM de IPTG.
(C) Amostra coletada durante a lavagem da resina no processo de purificacéo. (D, E, F, G, H)

Amostras referentes a fragdes das eluigdes.

5.2.2. “Western-Blot”

A proteina presente no corpo de inclusdo apés 4 horas de expressao e
a proteina purificada foram detectadas pelo anticorpo. Além disso, ndo foi
detectada a proteina antes da inducdo com 1 mM de IPTG. Dessa forma, conclui-
se que a proteina detectada € a de interesse, uma vez que a proteina expressa
possui cauda de histidina e é detectada pelo anticorpo monoclonal anti-histidina,

conforme pode ser observado na figura 8.
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Figura 8. I. SDS-PAGE a 12% mostrando expressao em E. coli e purificacdo da CoLV25K usando coluna de niquel.
(M) Marcador molecular Dalton Mark VII-L (Sigma). Extrato de células: (A) antes da indugdo com IPTG, (B) ap6s 4
horas da indugdo da expressdéo com 1 mM IPTG, (C) CoLV25K purificada com massa molecular estimada de
aproximadamente 29 kDa. 1. “Western-blot” de gel com as mesmas amostras utilizadas no gel I, usando anticorpo
monoclonal anti-histidina. (M) marcador molecular BenchMark prestained ladder (Invitrogen). Extrato de células: (D)
antes da indugdo com IPTG, (E) apds 4 horas da indugdo da expressdo com 1 mM IPTG, (F) CoLV25K purificada com
massa molecular estimada de aproximadamente 29 kDa.

5.2.3. Reenovelamento da proteina recombinante

Apbs a confirmacdo da identidade da proteina por “western-blot”,
foram feitos alguns testes a fim de encontrar o tampdo ideal para a proteina
purificada. As proteinas frequentemente apresentam propriedades fisicas e
quimicas diferentes e, portanto, as condic¢des ideais de estabilizacdo para uma
dada proteina ndo sdo iguais para todas as proteinas. Assim, triagens empiricas
devem ser realizadas para que seja encontrada a condicdo ideal para determinada
proteina. Portanto, ndo existe um tampdao universal para o reenovelamento, é
necessario testar diferentes condi¢des e limitar o que é mais eficiente para cada
proteina (YASUDA et al, 1998). A melhor forma de reenovelamento ndo pode ser
deduzida com base em propriedades moleculares das proteinas. O procedimento
adequado deve ser determinado caso a caso (RUDOLPH & LILIE, 1996).

Podemos observar na figura 9 que a melhor condigdo de
reenovelamento para a proteina foi com o uso do tampao 2, no qual a maior parte
da proteina encontra-se concentrada no sobrenadante. Pode ser observado também

que a proteina precipitou completamente em dialise contra tampdes 3, 4, 5 e 6. No
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tampdo 1, mesmo que a proteina esteja presente na fracdo soluvel, grande parte
dela foi encontrada no precipitado.

Apbs ser encontrado o tampao de reenovelamento ideal para a
proteina, 20 mL da proteina purificada foi dialisada contra o tampdo 2 e,
posteriormente, concentrada para aproximadamente 3 mg/mL para a realizacdo do

Dicroismo Circular.

Figura 9. SDS- PAGE a 12% mostrando o experimento de reenovelamento da proteina
recombinante. (M) Marcador molecular BenchMark prestained ladder (Invitrogen), (A e B)
respectivamente, precipitado (p) e sobrenadante (sn) do experimento utilizando o tampdo 1 , (C e
D) respectivamente, p e sn do experimento utilizando o tampéo 2, (E e F) respectivamente, p e sn
do experimento utilizando o tampéo 3, (G e H) respectivamente, p e sn do experimento utilizando
o tampdo 4, (I e J) respectivamente, p e sn do experimento utilizando o tampédo 5, (K e L)

respectivamente, p e sn do experimento utilizando o tampéo 6.

5.2.4. Dicroismo Circular

Desde 1960 a espectroscopia por dicroismo circular tem sido utilizada
como metodologia altamente eficiente para a determinacao dos diferentes tipos de
estruturas secundarias em proteinas e polipeptideos. Quando tais moléculas
interagem com a luz ultravioleta provocam uma alteragdo nessa luz incidente e
seu espectro reflete a porcentagem de cada tipo de estrutura (WHITMORE &
WALLACE, 2007).
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Os espectros do dicroismo circular foram registrados em aparelho
Jasco, de 190 a 260 nm, para estimar o conteudo de estrutura secundaria e a
qualidade da proteina. Tendo em vista que os resultados fornecidos pelos métodos
utilizados pelos programas SELCON3, CDSSTR, e CONTINL s&o similares, os
valores apresentados relativos as fracfes de estrutura secundaria da proteina
refletem as médias dos resultados obtidos com os trés programas. A deconvolucao
do espectro mostrou que a estrutura secundaria continha (40-46%) a-hélice, (12-
14%) folha-B, (15-22%) voltas e (24-28%) outras. Dessa forma, os resultados
indicam que a CoLV25K possui estrutura secundaria e é adequada para os estudos
estruturais. O resultado da deconvolugédo pode ser observado na figura 10.
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Figura 10. Espectro do dicroismo circular da CoLV25K. A conformacédo da proteina consiste em (40-
46%) a-hélice, (12-14%) folha-B, (15-22%) voltas e (24-28%) outras.

5.2.5. Espalhamento Dinamico de Luz (DLYS)
Recentemente, esta técnica ndo-destrutiva tem obtido popularidade

por explorar algumas propriedades, como tamanho e forma, de moléculas em
solucdo (MURPHY, 1997). O DLS é uma técnica que mede a distribuicdo radial
da solucdo medida e é muito usada como diagndstico para determinar se uma
amostra de proteina é adequada para cristalizacdo pelo fornecimento de
informacdes sobre a distribuicdo de tamanhos e estado de agregacdo da proteina

em solugdo. Essas informagdes sdo importantes, pois estdo relacionadas ao
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processo de cristalizagdo, ja que quanto mais homogénea (monodispersa) estiver a
amostra, maior é a probabilidade de nucleacdo e crescimento dos cristais.

O experimento de DLS mostrou que a CoLV25K apresenta-se estavel,
monodispersa e homogénea, mas forma complexos de particulas de até 100 nm
(Figura 11), que devem ser separados para que a proteina fique nas condicdes
ideais para cristalizacdo. A fim de separar este complexo de particulas, alteractes
no pH, nas concentracbes de sal e glicerol, além da adi¢do de diferentes
detergentes e de B-ciclodextrina, conforme descrito por Bajorunaite et al (2009),
terdo que ser feitas no tampdo usado no reenovelamento e concentragdo da

proteina.

Figura 11. Gréafico bidimensional de DLS mostrando a distribui¢do radial da particula em
funcéo do tempo. A abundéncia relativa de cada fragdo radial é representada em uma escala de

cor : vermelho é o maior e azul é o menor.

5.3. Resultados dos testes de solubilizacdo da proteina

A literatura descreve muitos métodos para o redirecionamento das proteinas
dos corpos de inclusdo para a fragdo citoplasmatica solivel. Em geral, eles podem ser
divididos em procedimentos onde a proteina é reenovelada a partir dos corpos de incluséo,

e procedimentos onde a estratégia de expressdo € modificada para obtencao de proteinas
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soliveis (SORENSEN & MORTENSEN, 2005). Em E. coli, diversas estratégias tém sido
exploradas para otimizar a producdo de proteinas sollveis. Em geral, a inducdo da
expressao génica em baixas temperaturas aumenta a solubilidade das proteinas e minimiza
a formacdo de corpos de inclusdo (VERA et al, 2007). Sendo assim, é possivel, em alguns
casos, aumentar a solubilidade da proteina de interesse reduzindo a temperatura de cultivo,
uma vez que a taxa metabdlica das bactérias € reduzida (SCHEIN & NOTEBORN, 1988).

5.3.1. Expressdo a 18 °C e purificacdo da proteina recombinante

Conforme evidenciado na figura 12, no teste feito a 18 °C, a
purificagdo a partir do sobrenadante néo possibilitou concluir que a proteina de
interesse estava presente na fracao soltvel. Por isso, as amostras contendo o corpo

de inclusdo e o sobrenadante foram submetidas ao “western-blot”.

Figura 12. SDS-PAGE a 12% mostrando a purificacdo a partir do sobrenadante em

resina de niquel, com expressdo feita a 18°C.(M) Marcador para proteinas, Unstained
Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). (A) Corpo de inclusdo. (B)
Sobrenadante. (C) Amostra coletada durante a lavagem da resina no processo de
purificacdo. (D, E, F) Amostras referentes a fragBes das eluicdes. (G) Amostra coletada

da resina apos etapa de eluigo.

5.3.2. Teste de expressdo em meio auto-indutivo
Outra estratégia de expressao testada a fim de obter a proteina soltvel

foi o teste de expressao em meio auto-indutivo que, além de ser feito em baixa
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temperatura, ndo utiliza IPTG para inducao da expressdo. A auto-indugédo permite
um “screening” eficiente de muitos clones em paralelo para expressdo e
solubilidade, a medida que as culturas tém que ser inoculadas e crescer até a
saturacdo, e tém como produto final muito mais proteinas do que as obtidas pela
inducdo convencional com IPTG (STUDIER, 2005).

Conforme pode ser observado na figura 13, ndo foi possivel concluir
se houve a producdo de proteinas sollveis e, por isso, as amostras contendo o

corpo de inclusdo e o sobrenadante foram submetidas ao “western-blot”.

Figura 13. SDS-PAGE a 12% mostrando a purificacdo a partir do sobrenadante em
resina de niquel, com auto-inducdo da expressdo. (M) Marcador para proteinas,
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). (A) Corpo de incluséo. (B)
Sobrenadante. (C) Amostra coletada durante a lavagem da resina no processo de
purificacdo. (D, E, F) Amostras referentes a fraces das eluigdes. (G) Amostra coletada

da resina ap6s etapa de elui¢do

5.3.3. “ Stress” osmético e choque térmico

De acordo com Oganesyan et al, 2007, uma estratégia para aumentar o
nivel de expressdo de proteinas recombinantes numa forma nativa soltvel é
aumentar a concentracdo celular de osmolitos e de chaperonas. Isto pode ser

alcancado pelo crescimento das células bacterianas na presenca de alta
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concentracdo de sal, sorbitol e betaina, assim como as expondo ao choque
térmico. O choque térmico induz a producdo de chaperonas que, por sua vez,
ativam o processo de enovelamento e previne a agregacdo de proteinas,
aumentando a solubilidade da proteina recombinante.

Conforme evidenciado na figura 14, assim como nos testes dos itens
anteriores, a purificacdo do sobrenadante ndo possibilitou concluir se houve a
obtencdo de uma proteina de interesse e, entdo, as amostras contendo o corpo de

inclusdo e o sobrenadante foram também submetidas ao “western-blot”.

Figura 14. SDS-PAGE a 12% mostrando a purificacdo a partir do sobrenadante em
resina de niquel, ap6s expressdo com o método de choque térmico. (M) Marcador para
proteinas, Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas). (A) Corpo de
inclusdo. (B) Sobrenadante. (C) Amostra coletada durante a lavagem da resina no
processo de purificacdo. (D, E, F) Amostras referentes a fracGes das elui¢des. (G)

Amostra coletada da resina apds etapa de eluicao.

5.3.4. “Western-Blot”

A proteina de interesse ndo foi detectada pelo anticorpo anti-histidina
no sobrenadante de nenhum dos testes acima, no entanto, foi detectada a sua
presenca nos corpos de inclusdo. Dessa forma, conclui-se que ela foi expressa,
mas ndo fica presente na fragdo soltvel utilizando os testes de solubilidade feitos,
conforme pode ser observado na figura 15.
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Figura 15. “Western-blot” utilizando anticorpo monoclonal anti-histidina. (M) marcador
molecular Prestained Molecular Weight Marker (Sigma). (A) Amostra contendo o corpo de
inclusdo do teste de “stress” osmdtico e choque térmico. (B) Amostra contendo o
sobrenadante do teste de “stress” osmdtico e choque térmico. (C) Amostra contendo o
corpo de inclusdo da expressdo feita a 18 °C. (D) Amostra contendo o sobrenadante de
expressdo feita a 18 °C. (E) Amostra contendo o corpo de inclusdo de expressdo em meio
auto-indutivo. (F) Amostra contendo o sobrenadante de expressao em meio auto-indutivo.

6. Conclusao

A proteina pode ser recuperada em grandes quantidades e alto grau de pureza dos
corpos de inclusdo utilizando agentes desnaturantes e, posteriormente, reenovelada com baixo
grau de precipitacdo. Os resultados do dicroismo circular (CD) e do espalhamento dindmico
de luz (DLS) permitiram concluir que a proteina reenovelada possui estrutura secundaria e
esta estavel, monodispersa e homogénea, mas forma um complexo de particulas que deve ser

separado para que fique nas condicdes ideais de cristalizacao.
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