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RESUMO

O principal objetivo do trabalho foi isolar as regides estruturais dos genes sod
correspondentes as ORFs CV0867 (sodB2) e CV2504 (sodB1) de C. violaceum e expressa-
las em células de Escherichia coli portando os genes sod, para avaliar o incremento da
atividade de SOD nas células recombinantes submetidas a condigoes de estresse oxidativo. O
gene sodB1 foi isolado via PCR, utilizando iniciadores especificos, e clonado em vetor
pGEM®-T Easy. Para sodB2, ndo conseguiu-se otimizar a reagdo de amplificagdo. Com o
intuito de obter um vetor para expressdo heterdloga regulada de SOD foram tracadas
estratégias para a construcdo de vetores com expressdo controlada por um promotor
estericamente regulado - s7p. O gene sodB1 foi entdo subclonado nos vetores pCR4-SRP e
pUC-SRP, derivados de pCR*4-TOPO" e pUC72, respectivamente, ambos desenvolvidos a
partir deste trabalho. No entanto, ndo foi possivel a obtencdo de clones recombinantes.
Apesar de SOD ndo ser uma proteina toxica para a célula, testou-se a hipdtese de que a
superexpressdo desta proteina seria a causa da letalidade dos clones recombinantes. Assim,
foram clonados os genes amy e pfu em pUC-SRP. Porém, mais uma vez ndo foram obtidos
clones portando os genes de interesse. Conclui-se entdo que os mecanismos de expressao do
vetor pUC-SRP, bem como de pCR4-SRP, devem ter ocasionado efeitos deletérios as células
hospedeiras, e que alteragdes na sua estrutura devem ser feitas no sentido de minimizar os
niveis de expressdo heterologa, reduzindo assim o risco de produ¢do de toxicidade para os

clones.
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ABSTRACT

The main objective of this work was to isolate the ORFs CV0867 (sodB2) e CV2504
(sodB1) of C. violaceum and induce their expression in Escherichia coli cells harboring sod
genes, to evaluate the increase in SOD activity in the recombinant cells exposed to oxidative
stress conditions. The sodB1 gene was isolated by PCR, using specific primers, and cloned
into pPGEM®-T Easy vector. The amplification reaction could not be optimized for the second
set of primers, specific for sodB2 gene. In an attempt to obtain a vector suitable for the
regulated heterologous expression of SOD, some strategies were proposed for the
construction of vectors with expression under the control of a sterically repressed promoter —
srp. The sodB1 gene was then subcloned into vectors pCR4-SRP and pUC-SRP, derived from
pCR®4-TOPO® e pUC?72, respectively, both developed during this project. However, the
obtaining of recombinant clones was not possible. Despite the fact that SOD is not a toxic
protein for the cell, we tested the hypothesis of the lethality of recombinant clones caused by
the overexpression of SOD. Thus, amy and pfu genes were cloned into pUC-SRP, although
the clones harboring the gene of interest could not be obtained. We concluded that the
expression mechanisms of pUC-SRP and pCR4-SRP vectors may have caused deletery
effects to the host cells, and that modifications in their structure should be made for the

minimizing of heterologous expression levels, reducing the risk oftoxicity for the clones.
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1- INTRODUCAO

1.1- Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum (Neisseriaceae) ¢ uma [-proteobactéria saprofita
Gram-negativa e aerdbica facultativa. Ocasionalmente, pode atuar como um patdgeno
oportunista em animais, incluindo o homem, causando septicemia fatal e lesdes na pele com
abcessos no figado e pulmao (Chattopadhyay et al., 2002). Domina uma variedade de
ecossistemas em regides tropicais e subtropicais e, no Brasil, ¢ encontrada amplamente
distribuida nos solos dos bancos de areia e nas dguas do Rio Negro, na regido amazonica
(Duran e Menck, 2001).

Foi observada pela primeira vez em 1867 por Boisbaudran em preparacdes de flor de
arroz. No entanto, o autor somente publicou cientificamente suas observagoes em 1882, um
ano ap6s um outro cientista, Bergonzini, té-la descrito (Bergonzini, 1881; Boisbaudran, 1882;
apud Duran e Menck, 2001).

A mais notavel caracteristica desta bactéria ¢ a producdo de um pigmento violeta
chamado violaceina (figura 1). A produgdo de violaceina em C. violaceum ¢ induzida por
N-homoserinas lactonas acetiladas, que tém sido descritas como reguladores genéticos em
varias bactérias Gram-negativas, em um sistema denominado quorum sensing
(Andrighetti-Frohner et al., 2003). O papel biolégico deste pigmento na bactéria permanece
desconhecido, no entanto, diversos experimentos evidenciaram suas atividades antibidtica
(Duran et al., 1983), antichagasica (Duran et al., 1989), antileishmanica (Leon et al., 2001) e

antitumoral (Melo et al., 2000).



Figura 1 — Aspecto de Chromobacterium violaceum
ATCC 12472 cultivada in vitro, em placa
contendo meio LB so6lido (fonte: Marcia
Neiva). A cor violeta caracteristica deve-
se a producdo do pigmento violaceina.

Devido a presenca de varios genes de interesse médico, industrial e agrondmico
previamente identificados, comprovando seu grande potencial biotecnoldgico, e da
simplicidade relativa de seu genoma, C. violaceum foi escolhida como o primeiro organismo
a ter seu genoma inteiramente seqiienciado pela Rede Nacional do Projeto Genoma Brasileiro
(Vasconcelos et al., 2003).

Foram seqiienciados um total de 4.751.080 pb e encontradas 4.431 ORFs (open reading
frames ou quadros deleitura aberta), o que representa 89 % do genoma. Uma ORF constitui o
trecho entre o codon de iniciagdo da sintese protéica e um dos trés codons para a sua
terminacdo e que determina a seqiiéncia de aminoacidos do peptideo final, produto do gene
(Torres et al., 2000). A atribuicdo funcional provavel de cada ORF foi realizada, fornecendo
uma rica fonte de provaveis genes a serem exaustivamente estudados nos préximos anos.

A andlise do genoma de C. violaceum proporcionou inferéncias importantes sobre sua
adaptagdo fisiologica a habitats tropicais aquaticos e terrestres, suas propriedades como

patogeno oportunista, e suas potenciais aplicacdes biotecnologicas e farmacoldgicas



(Stephens, 2004). Duas ORFs que provavelmente codificam para a superdxido dismutase,
uma enzima que atua contra o estresse gerado pelo metabolismo aerdbico, podem fornecer

subsidios que complementem tais inferéncias e constituem o objeto de estudo deste trabalho.

1.2-  Espécies Reativas de Oxigénio

O acumulo do oxigénio (O,) na atmosfera da Terra hé cerca de 1,8 bilhdes de anos
propiciou o surgimento dos primeiros organismos aerobicos. Desde entdo, a respiracao
aerdbica difundiu-se, dominando os sistemas bioldgicos, e restringindo seres microscopicos
sensiveis a nichos anaerobicos remanescentes (Fridovich, 1998). Apesar de representar um
componente chave para a evolug¢ao dos seres vivos, o O, também pode ser uma toxina letal
(Benzie, 2000). Este ¢ um grande paradoxo inerente avida aerdbica.

Durante a respiragdo celular, ocorre a redu¢do do oxigénio molecular a dagua,
produzindo energia em forma de ATP (equagdo 1). A partir desse processo e de outros que
contam com a participacdo do oxigénio, sdo formadas moléculas intermediarias com
propriedades altamente oxidativas denominadas espécies reativas de oxigénio (ROS, do

inglés reactive oxygen species) (Fridovich, 1995; McCord, 2000).

CeHi2Os + 60, ———pp 6CO, + 6H,O + 38ATP (equagdo I)

Em concentragdes fisiologicas as ROS geradas em organismos aerobicos sdo benéficas
e estdo envolvidas em vias de sinaliza¢do celular (Williams e Kwon, 2004) e defesa contra
microrganismos patogénicos invasores (Finkel, 2003). Entretanto, um desequilibrio na sua
concentragdo pode contribuir para o desenvolvimento de varias doencas como cancer
(Pelicano et al., 2004), Alzheimer (Zhu et al., 2004), diabetes (Sydow e Miinzel, 2003),

arteriosclerose (Yokoyama, 2004), hipertensdo (Lassegue e Griendlingref, 2004), hepatite



(Loguercio e Federico, 2003), processos inflamatérios (Fubini e Hubbard, 2003), entre
outros. Adicionalmente, o circulo vicioso criado pelas ROS ao degradar componentes
celulares e aumentar a sensibilidade do organismo ao estresse oxidativo, contribui

diretamente para o envelhecimento (Dufour eLarsson, 2004).

As principais formas de ROS sdo o anion superoxido (O.[), o perdxido de hidrogénio

(H20,), o radical hidroxil (OHD! e o oxigénio singlet (‘O,). Todas, em diferentes magnitudes,
provocam oxidacao de lipideos, DNA e proteinas, resultando em mutacao, dano e morte

celular (Imlay, 2003).

1.2.1- Anion Superéxido

A reducdo univalente do O, gera a primeira ROS a ser formada durante o metabolismo

aerobico, o O,[] num processo que pode ocorrer tanto espontaneamente quanto por acao
enzimatica (Fridovich, 1997).

Apesar de o O,[Jser suficientemente reativo para causar danos as células, seu poder
oxidativo ¢ reduzido em virtude da sua carga negativa (Fridovich, 1989). Diversos
mecanismos pelos quais esta espécie reativa contribui para a formagao de agentes oxidativos
mais potentes ja foram descritos. Um dos mecanismos principais, conhecido como reagao de
Haber-Weiss (equagdo 2), leva a formagdo mediada por ferro do radical altamente toxico
hidroxil (Keyer et al., 1995; Liochev e Fridovich, 2002):

Fe
0,01+ H,0, — ¥ 0O, + OHO+ OH  (equacdo 2)

Assim, o O[] contribui de forma indireta, porém de maneira fundamental, para a

toxicidade celular aerdbica, gerando espécies de O, mais reativas.



1.3- Superoxido Dismutases

A evolucdo de organismos aerobicos capazes de sobreviver em ambientes ricos em
oxigénio requer um sistema de defesa efetivo contra as ROS. As superoxido dismutases
(SOD, EC 1.15.1.1) sao metaloenzimas que catalisam a dismutagdo de radicais superdxido
em peroxido de hidrogénio e oxigénio (equacao 3), representando assim um dos principais
mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo celular (Hassan, 1988):

[SOD]
0,0+ 0,0+ 2H —— P H,0, + O, (equagio 3)

Devido a sua propriedade de catalisar a primeira etapa de uma série de reagdes que

previnem o acumulo de ROS gerados pela reducdo do oxigénio molecular, as SODs

desempenham um papel fundamental na manutencdo da integridade da célula e de seus
constituintes durante o metabolismo aerdbico. A remocdo do O, bloqueia reacdes
secundarias que podem levar a formacao do OHL{Fridovich, 1995; Anderson, 1996).

A partir de um estudo sobre a redugdo do citocromo ¢ pela xantina oxidase, McCord e

Fridovich (1968) propuseram a a¢do de um agente intermediario na dismutagdo do O.[] Um
ano depois, os mesmos cientistas descreveram o isolamento da superdxido dismutase,
relacionando-a com duas outras proteinas identificadas anteriormente, porém sem atividade
enzimatica, a hemocupreinae a eritrocupreina (McCord e Fridovich, 1969).

Desde entdo, SODs diméricas, triméricas e tetraméricas tém sido isoladas dos mais
diversos organismos e caracterizadas molecularmente. Diferentes tipos enzimaticos podem
ser identificados de acordo com o ion metalico presente no seu sitio ativo (Fridovich, 1998).
A superoxido dismutase dependente de cobre e zinco (Cu/Zn-SOD, codificada pelo gene
sodC) foi a primeira destas enzimas a ser caracterizada (McCord e Fridovich, 1969) e ¢ um

homodimero que contém um Cu?* e um Zn*" no sitio ativo de cada subunidade. Pode ser



encontrada nos espagos intracelulares do citoplasma de eucariotos, no periplasma de bactérias
Gram-negativas, nos plastideos de plantas e nos espacos extracelulares de mamiferos
(superoxido dismutase extracelular, EC-SOD) (Fridovich, 1998). Foi identificada em
Escherichia coli somente em 1994, por Benov e Fridovich. Normalmente apresenta
sensibilidade a H,O, e cianeto de potassio (KCN). Sdo altamente conservadas, exibindo
estruturas similares em plantas, fungos, passaros e mamiferos, ndo apresentando, no entanto,
similaridade com as outras classes de SOD (Michalski, 1996; Zelko et al., 2002).

A superoxido dismutase dependente de manganés (Mn-SOD, codificada por sodA) foi
isolada pela primeira vez de E. coli (Keele et al., 1970). Pode ser encontrada em bactérias e
eucariotos, sendo que nestes ultimos ¢ inicialmente sintetizada contendo um peptideo lider, o
qual direciona essa enzima para a mitocondria (Zelko et al., 2002). Pode ser inibida por
dodecil sulfato de sodio (SDS).

Yost e Fridovich (1973) foram os primeiros a isolar uma superdxido dismutase
dependente de ferro (Fe-SOD, codificada por sodB), a partir de células de E. coli. Pode ser
encontrada em bactérias, cloroplastos de plantas e em alguns protozoarios (Miller, 2001).
Normalmente ¢ inibida por H,O,. Estruturalmente andlogas, Fe-SODs e Mn-SODs
apresentam alta similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e compartilham estruturas
conformacionais comparaveis (Michalski, 1996). Algumas SODs denominadas cambialisticas
podem ser ativadas tanto por Fe quanto por Mn no seu stio ativo (Fridovich, 1998). Acredita-
se que as Mn-SODs protegem a célula do estresse oxidativo endégeno enquanto que as Fe-
SODs sao expressas constitutivamente, conferindo resisténcia ao estresse oxidativo

ambiental, em virtude da sua localizagao periplasmatica (Miller, 2001).

1.4- Expressao Heterologa Bacteriana



A produgdo em um organismo de proteinas originarias de um organismo distinto ¢
denominada expressdo heterdloga. Varios sistemas de expressdo tém sido relatados, tais
como: bactérias (Roberto et al., 2004), leveduras (Andrade et al., 2000), cultura de células
vegetais (Yazawa et al., 2004) e animais (Wu et al., 2004), além de plantas (Kitashiba et al.,
2004) e animais transgéniccs (Son et al., 2003).

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli (Enterobacteriaceae) permanece como um
sistema atrativo para a producdo de proteinas heterdlogas devido a sua alta taxa de
crescimento em meios de cultura de baixo custo. Outras caracteristicas favoraveis sdo o
extenso conhecimento adquirido sobre a genética e biologia molecular desse organismo e a
disponibilidade de uma ampla variedade de vetores de clonagem e linhagens hospedeiras
apropriadas para a expressao heterologa (Baneyx, 1999).

Virios s3o os fatores que podem afetar a produgdo de proteinas recombinantes em E.
coli: a linhagem bacteriana empregada, o nimero de cdpias plasmidiais, a escolha do
antibiotico apropriado para selecdo dos clones, a for¢a do promotor, a eficiéncia dos
terminadores de transcri¢do, a estabilidade do RNA mensageiro, a estrutura do sitio de
ligacdo ao ribossomo, e condicdes de cultivo, tais como temperatura, pH, caracteristicas

nutricionais € meio de cultura (Jana e Deb, 2005; Sorensen e Mortensen, 2005).

1.4.1- Vetores de Expressao

Genes de origem exdgena podem ser expressos em células de E. coli por meio da sua
integracdo ao DNA cromossdmico ou pelo uso devetores de expressao.

A construcdo de um plasmideo para expressdo requer varios elementos cuja

configuracdo deve ser precisamente considerada para assegurar a obtencdo de niveis



satisfatorios da proteina recombinante com atividade biologica desejada. A figura 2 mostra a

estrutura geral de um vetor para expressao em E. coli.
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Figura 2 — Representag@o esquematica dos principais elementos presentes em um vetor de expressio
procariotica: gene regulador (R), promotor (P), sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS),
regido de Shine-Dalgarno (SD), terminador de transcricdo (TT), gene de resisténcia a
antibiotico (Amp®) e origem de replicagdo (Ori) (fonte: Jana e Derb, 2005).

O promotor deve estar posicionado de 10 a 100 pb acima do sitio de ligagdo ao
ribossomo (ribosome binding site, RBS), estando sob o controle de um gene regulatorio
presente no proprio vetor ou integrado ao cromossomo bacteriano. Além disso, ¢ importante
que o promotor seja forte, apresente baixo nivel de expressdo basal (seja altamente
regulavel), possa ser tranferido com facilidade para outras linhagens de E. coli, e que sua
induc¢do seja simples e de baixo custo (Jana e Derb, 2005).

O sitio de Shine-Dalgarno (SD), no interior do RBS, deve estar posicionado de 5 a 13
pb do codon de inicio da transcricdo, sendo complementar a extremidade 3” do 16S rRNA.
Adicionalmente, um vetor de expressdo procaridtico requer uma origem de replicagdo, um
gene marcador de sele¢do, uma regido de terminagdo de transcrigdo eficiente € um gene que

facilite a regulagdo estringente da atividade promotora (Makrides, 1996).

1.4.2- Expressao Heterologa Bacteriana de SOD



A andlise da expressdo heterologa de genes sod em E. coli e a caracterizagdo da
atividade enzimatica de seus produtos recombinantes trouxeram grandes contribui¢des para a
elucidagdo do mecanismo geral de protecao celular antioxidativa, além da obtengdo de
enzimas para fins médicos e biotecnologicos.

Uma das abordagens utilizadas nestes estudos consiste na indug¢do da tolerancia ao
estresse oxidativo em linhagens bacterianas que contenham mutagdes deletérias para genes
sod (sod). Esta indugdo ¢ obtida por meio da clonagem de genes sod exdgenos € a sua
expressdo heterologa em uma hospedeira mutante sod. Paramchuk et al. (1997), Odberg-
Ferragut et al. (2000) e Schott e Vasta (2003) verificaram a complementacdo da atividade
SOD em linhagens de E. coli sensiveis ao crescimento em condigdes aerdbicas a partir da
expressao de genes para Fe-SODs exogenos isolados dos protozodrios patogénicos
Leishmania chagasi, Toxoplasma gondii e Perkinsus marinus, respectivamente..

De maneira semelhante, SODs recombinantes de origem bacteriana conferiram
protecdo a células de E. coli sensiveis ao estresse oxidativo: Mn-SOD do agente etioldgico do
cancro cutaneo Haemophilus ducreyi (San Mateo et al., 1998); Fe-SOD atipica de
Sinorhizobium meliloti (Santos et al., 1999); SOD cambialistica (com preferéncia por Mn) de
Rhodobacter capsulatus (Tabares et al., 2003); Mn-SOD da produtora de acido latico
Streptococcus thermophilus (Andrus et al., 2003); sdo alguns exemplos.

Por outro lado, muitos trabalhos descrevem a expressdo de SODs recombinantes em
linhagens de E. coli que preservam seus trés tipos de SODs enddgenas: SOD cambialistica da
hipertermofila Pyrobaculum calidifontis (Amo et al., 2003); Cu/Zn-SOD da bactéria
causadora da colera Vibrio cholerae (Gabbianelli et al., 2004); Fe-SOD da cianobactéria
Synechocystis sp. (Bhattacharya et al., 2004); dentre outros. Neste tipo de abordagem ¢

avaliado o incremento da tolerancia ao estresse oxidativo nas células hospedeiras.



1.5- Objetivos

1.5.1- Objetivo Geral
» Isolar as regides estruturais dos genes sod correspondentes as ORFs CV0867 e

CV2504 de C. violaceum e expressa-las em E. coli.

1.5.2- Objetivos Especificos
e Obter as regides gé€nicas correspondentes as ORFs CV0867 ¢ CV2504 via PCR,
utilizando iniciadores especificos, e clond-las em vetor de clonagem,;

*  Construir um vetor de expressao regulada paraa producao de SOD recombinante.
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2- MATERIALE METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Tecnologias de DNA do Centro

de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

2.1- Linhagens Bacterianas e Meios de Cultura

A linhagem de Chromobacterium violaceum utilizada para o isolamento dos genes sodB
foi a linhagem ATCC 12472 (American Type Culture Collection), a qual teve seu genoma
seqiienciado pelo Projeto Genoma Nacional. As células de Escherichia coli utilizadas como

hospedeiras paraa clonagem estdo listadas na tabela 1.

Tabela 1 — Linhagens de E. coli utilizadas no trabalho, comseus respectivos genotipos.

Linhagem Genotipo Referéncia (Fonte)

F' proAB" lacl"AM15 zzf::Tn5(Kan')/®80d/lacZAM15
DHSoF'1Q  A(lacZYA-argF)U169 endAl recAl hsdR17 (i’ m") Jessee e Blodgett

deoR thi-1 supE44 A- gyrA96 relAl (1988)
GM48 dam-  F LAM- dam-3 dcm-6 thr-1 leuB6 ara-14 tonA31 Marinus (1973)

lacY1 tsx-78 ginV44(Am) galK2(Oc) galT22 thi-1
F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15

TOP10 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK Invitrogen

rpsL (Str') endA1 nupG
XL1 Blue  recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac  Bullock et al. (1987)

[F" proAB lacl*ZAMI15 Tn10 (Tet")]

Todas as culturas bacterianas foram mantidas no laboratorio em glicerol 25 % a -80 °C.
Durante os experimentos foram feitos cultivos em meios Luria-Bertani (LB), contendo ou

ndo antibidticos apropriados, a 37 °C.

2.2- Isolamento dos Genes Codificadores para SODs de C. violaceum
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2.2.1- Identificacdo das ORFs

As ORFs dos possiveis genes tiveram suas seqii€éncias identificadas no Instituto Virtual
de Pesquisa Genomica, onde estao depositados os resultados de anotagdo do Projeto Genoma
Nacional (http://www.brgene.Incc.br/violaceum). Foram selecionadas duas ORFs
correspondentes ao gene sodB. A primeira delas, CV0867 (sodB2), possui 702 pb e codifica
para uma proteina Fe-SOD composta por 234 aminoacidos, com massa molecular de
25.524,58 Da e pl 7,01. A ORF CV2504 (sodB1) possui 576 pb e seu suposto produto
protéico Fe-SOD ¢ composto por 192 aminoacidos, massa molecular de 21.589,99 Da e pl

5,86.

2.2.2- Desenho dos OligonucleotideosIniciadores

Oligonucleotideos iniciadores ou primers, necessarios para a amplificacdo dos
segmentos de DNA correspondentes as ORFs, foram desenhados a partir das regides
localizadas nas extremidades das seqiiéncias selecionadas. Um sitio para a enzima de
restricdo Ndel (ca]tatg) foi incluido na extremidade 5° do iniciador forward e um sitio para a
enzima Hindlll (a]agctt) foi incluido na extremidade 5° do iniciador reverse, inserindo-os nas

extremidades 5’ e 3°, respectivamente, das seqiiéncias génicas amplificadas (tabela 2).
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Tabela 2 - Oligonucleotideos sintetizados para amplificar as regides géncias correspondentes
as ORFs CV0867 e CV2504, apresentando sitios para as endonucleases Ndel

ou Hindlll nas suas extremidades.

Oligonucleotideos Seqiiéncia 5'—3" Sitio de Tamanho
restricio* (bases)
sodB1 Forward ggaattccatatggaacacaactgcctgaactge Ndel 35
sodB1 Reverse CC@Vg_;tE caggcgaagttcttggccacg Hindlll 30
sodB2 Forward ggaattccatatgccegaccegacgee Ndel 28
sodB2 Reverse cgeaaggttcaggcecttcaggttgcgctg Hindlll 29

. . A4 . ~ e .~
(*) as chaves indicam a localizagdo dos sitios de restricao

2.2.3- Extracio de DNA Cromossomal

O DNA cromossomal de C. violaceum foi extraido pelo método Fenol/Cloroférmio
(Sambrook et al., 1989), que consiste na remocao de proteinas contaminantes mediada por
fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico e precipitacio do DNA por etanol. As amostras foram
entdo submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8 % a 80 volts, coradas com brometo de
etideo, visualizadas sob luz ultra-violeta e fotodocumentadas. A concentracdo do DNA foi
estimada a partir da comparacdo da intensidade das bandas correspondentes ao material

extraido com bandas de 10, 50 e 100 ng de DNAde fago A (Invitrogen).

2.2.4- Amplificacio das ORFs

A amplificacdo dos segmentos de DNA correspondentes as ORFs ocorreu via Reagdo
em Cadeia da Polimerase — PCR (Saiki et al., 1988), utilizando os iniciadores previamente
sintetizados. As condicdes para a amplificagdo foram: 10 ng de DNA, tampao 1X, 0,25 mM
de dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 5 uM de cada iniciador, 1,5 U de 7aqg DNA polimerase e 4gua

deionizada esterilizada em quantidade suficiente paraum volume total de 25 pL.
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O programa de PCR utilizado em termociclador Mastercyler Gradient (Eppendorf) era
composto pelos seguintes passos: desnaturagao inicial (A) de 95 °C por 2 min; seguida de
ciclo de 35 vezes (B) com um passo de desnaturagao (B1) de 95 °C por 1 min, anelamento
dos iniciadores (B2) com temperaturas variando entre 50 ¢ 60 °C por 40 s e um passo de
extensao das fitas (B3) de 72 °C por 2 min; além de um passo de extensao final (C) de 72 °C
por 5 min.

Apds a amplificagdo, as amostras foram analisadas em gel de agarose 1,0 % quanto a

qualidade dareagao, especificidade dos miciadores e integridade do DNA.

2.2.5- Transformacao e Clonagem Bacteriana

Os produtos de PCR foram ligados a um vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega),
um plasmideo linear que possui em cada uma de suas extremidades uma timina livre
complementar a adenina inserida pela 7ag DNA no final de cada produto de amplificacdo
(figura 3). O sistema de ligacdo continha 5 pl de tampao da DNA Ligase, 25 ng do
plasmideo, 25 ng do inserto, 3 U de T4 DNA ligase (Fermentas), e agua deionizada
esterilizada para um volume final de 10 pL. A reagdo de ligacao foi incubada a 16 °C por 3
horas.

Para a transformagdo genética, as células competentes de E. coli XL1 Blue foram
submetidas a eletroporagdo (Cymbalyuk et al., 1988) em um aparelho do tipo Electroporator
2510 (Eppendorf). A eletroporagdo consiste na inducdo de uma corrente elétrica de alta
voltagem que atravessa uma suspensao bacteriana por mili segundos, criando poros na parede
e membrana celular, possibilitando assim a passagem do DNA exo6geno para dentro da célula
(Neumann et al., 1982). Clones transformantes foram selecionados em meio LB na presenga

de ampicilina (200 pg/mL).
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Figura 3 — Mapa do vetor pGEM®-T Easy. Em destaque sdo mostrados:
seqiiéncias de anclamento dos iniciadores MI13, sitios de
restri¢do, origens de replicagdo, genes marcadores de selecdo e
regido promotora (fonte: http://www.promega.com).

2.2.6- Extracao, Analise de Restri¢io e Seqiienciamento dos Plasmideos Recombinantes

Os plasmideos recombinantes foram extraidos pelo método de lise alcalina (Birnboim e
Doly, 1979), utilizando kit FlexiPrep (Amersham Biosciences, GE Healthcare). Apos a
extracdo foram submetidos a digestdo com as endonucleases de restrigdo Ndel e Hindlll e
analisados em gel de agarose 0,8 % para a confirmacao do tamanho dos fragmentos obtidos.
A reagdo de digestdo continha: tampao R 1X (Fermentas), 500 ng de plasmideo, 5 U de cada
enzima, ¢ agua deionizada esterilizada para um volume final de 10 pL. O sistema de digestao
foi incubado por 1 h a37 °C.

Para a amplificacdo do inserto clonado foram utilizados os iniciadores M13 forward
5’-GTAAAACGACGGCCAG3> e MIl13 reverse 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
(Invitrogen). O seqiienciamento dos plasmideos recombinantes foi feito pelo método de

terminagdo de cadeia (Sanger, 1977) com o uso do kit DYEnamic™ ETdye terminator em
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seqiienciador automatico de DNA MegaBACE™ 1000 (Amersham Biosciences, GE
Healthcare). A qualidade da seqiiéncia obtida foi validada por meio da andlise no programa
Phred (Ewing et al., 1998). As seqiiéncias foram entdo submetidas a comparagao com o

GenBank (NCBI) por meio do programa Blastn (Altschul ez al., 1990).

2.3- Construcao de Vetores de Expressao

Para a construcdo de um vetor de expressao apropriado para a producdo de SOD em
células de E. coli, foram tragadas trés estratégias distintas a saber:

(2.3.1) Eliminagao de um sitio para Ndel no vetor pKEN1;

(2.3.2) Construgdo de um vetor derivado de pCR*4-TOPO® com promotor srp;

(2.3.3) Construgao de um vetor derivado depUC72 com promotor s7p.

2.3.1- Elimina¢io de um Sitio para Ndel no Vetor pKEN1

A primeira estratégia adotada para a constru¢ao de um vetor para expressao de SOD foi
baseada em um trabalho de Ezaz-Nikpay et al. (1994), os quais construiram um vetor de
expressao altamente regulada denominado pKEN1 (figura 4). Este ¢ derivado do plasmideo
pBS+ com a inser¢do de um promotor reprimido estericamente (srp), que contém entre as
regides —10 e —35 o sitio operador do operon lac (lac O). Essa constru¢do permite que a
proteina repressora de lac interfira estericamente com a RNA polimerase, evitando assim a
formacdo de complexos transcricionais que podem se formar mesmo quando o operon

encontra-se reprimido em condigdes normais.

16



bla
(Amp)

KEN1

1531 bp) ucs [ EcoRl
Hendd 1)

colE1 ori

Figura 4 — Mapa do vetor de expressio pKENI.
Em destaque sdo mostrados: sitios de
clonagem (MCS), promotor srp,
marcador de sele¢do (gene de
resisténcia a ampicilina), origens de
replicagdo e terminador de transcrigdo
rrnB T1T2 (fonte: Ezaz-Nikpay et al.,
1994).

A versdao de pKENI disponivel em nosso laboratorio possuia um inserto de cerca de
750 pb correspondente ao gene reporter gfp (codificador da proteina verde fluorescente -
GFP), clonado entre os sitios EcoRI e Hindl1l. Para utilizar pPKEN1 como vetor de expressao
para SOD de C. violaceum seria necessario primeiramente eliminar um sitio de restri¢ao para
Ndel na posi¢do 185 do plasmideo sem, contudo, alterar a seqiiéncia de nucleotideos de um
outro sitio Ndel localizado junto ao inicio da traducdo de gfp. Se o procedimento fOsse
realizado com sucesso, teriamos a possibilidade de identificar os plasmideos recombinantes
que ndo contivessem a construgdo de interesse por meio da visualizagdo da fluorescéncia
emitida pelos clones quando expogos a luz ultravioleta, apos termos clonado um inserto entre
os sitios de Ndel e Hindlll. Neste caso, o gene gfp ndo seria alterado, ja que o sitio de Ndel
resultante estaria localizado ap6s o final do gene, onde esta o sitio de HindlIl. Por outro lado,
se o sitio de Ndel no inicio da traducdo de gfp f6sse mantido, e o outro eliminado, quando um
inserto qualquer fosse clonado no vetor, gfp seria liberado e assim ndo seria possivel

visualizar a emissao de fluorescéncia caracteristica.
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Dessa forma, foi proposta a utilizagdo do fragmento maior da DNA Polimerase I, o
fragmento Klenow, para preencher o “espago” deixado pela digestdo com Ndel em apenas um
dos sitios presentes no plasmideo, de modo que quando as extremidades preenchidas fossem
religadas, o sitio seria desfeito (figura 5).

Para a obtengdo de corte para apenas um sitio de Ndel, foi realizado um teste de
digestdo com diferentes concentragdes da enzima em dois periodos de incubagdo, 30 min e
120 min a 37 °C, com o intuito de verificar as melhores condigdes de digestdo parcial de
pKEN1-GFP. Apds a digestdao parcial de 1 pg do plasmideo, a banda correspondente a
presenga de apenas um corte no DNA foi purificada do gel de agarose 0,8 %. Para preencher
as extremidades coesivas deixadas pela endonuclease, o vetor linearizado foi tratado com 5 U
da enzima Klenow num sistema de volume total de 40 pL, contendo ainda tampao 1X, dNTP
0,3 mM e 4gua deionizada esterilizada. O sistema foi incubado nas seguintes condigdes: (A)
16 °C por 30 min; (B) 20 °C por 30 min; e (C) 65 °C por 15 min A auto-liga¢ao do plasmideo
foi feita com 5 U de T4 DNA ligase, num sistema incubado por 16 a 18 horas a 16 °C. Em
seguida, o sistema de ligagao foi precipitado, utilizando NaCl 3 M, 2,5 V de etanol absoluto e
2 pg de glicogénio; e clonado em células eletrocompetentes de XL1 Blue sensiveis a

ampicilina.

18



catatg

gtatac

catatg

gtatac
¢Nde1 (digestao parcial)

catatg

tatg ca

ac gtatac gtat

¢ Klenow

catatg

tatg cata

atac gtatac gtat

¢ DNA ligase

catatatg

gtatatac

catatg

gtatac

Figura 5 — Estratégia para a elimina¢do de um sitio para Ndel do vetor
pKEN1-GFP.
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Apods a digestdo parcial do plasmideo com Ndel, somente um dos sitios originaria
extremidades colantes, que seriam preenchidas por meio da a¢do da Klenow (nucleotideos
inseridos destacados em negrito). A auto-ligagao do produto obtido resultaria na obtencgao de

um vetor com apenas um sitio para Ndel.

2.3.2- Construcio de um Vetor Derivado de pCR®*4-TOPO® com Promotor srp

A segunda estratégia teve como objetivo inserir no vetor de clonagem pCR*4-TOPO"
(Invitrogen), um oligonucleotideo de 100 pb obtido por sintese quimica que continha o
promotor srp (Ezaz-Nikpay et al., 1994), uma regido rica em A-T capaz de aumentar a taxa
de transcrigdo (UP element), uma seqiiéncia de Shine-Dalgarno (SD) e alguns sitios de

restricdo de interesse (figura6).

(A) 5’ ggaattcaaaatattgacatigtgagcggataacaatataatgtgttctagaaataattttgtttaactttaag 3’
(B) 5’ ggaattccatatgtatatctccttcttaaagttaaaacaaaattatttctagaacacattatattgttateege3’

promotor srp

(C)  EcoRI — —" ~  Xbal Ndel EcoRI
UP L35 lacO  }10 SD atg

Figura 6 — Oligonucleotideo SRP. Em destaque sdo mostradas as fitas sense (A) e anti-sense (B) do
oligonucleotideo SRP (em negrito, a regido complementar de 50 pb), além de um esquema
evidenciando seus componentes (C): sitios de restricdo, UP element, regido operadora (lac O)
localizada entre as regides -35 e -10 do promotor /ac, regido de Shine-Dalgarno (SD) e sitio de
inicio de tradugdo (atg) localizado no interior do sitio para a enzima Ndel.

Depois de sintetizadas, as duas fitas do oligonucleotideo foram aneladas a partir de uma
regido complementar de 50 pb, numa reacdo contendo 100 pmoles de cada fita, ANTP 0,6
mM e agua deionizada esterilizada para um volume total de 50 pL. O sistema de anelamento

foi incubado nas seguintes condigdes: (A) 92 °C por 3 min, (B) 50 °C por 2 min, (C) 40 °C
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por 10 min, (D) 35 °C por 10 min, e (E) 28 °C por 10 min. Para o preenchimento das
extremidades coesivas foram acrescentados 10 U de fragmento Klenow e tampao 1X,
resultando num volume final de 60 pL. A incubagao do sistema deu-se a (A) 16 °C por 30
min, (B) 20 °C por 30 min, e (C) 65 °C por 15 min.

O oligonucleotideo dupla-fita obtido (denominado SRP) foi entdo submetido a um
tratamento com 5 U de 7ag DNA polimerase, durante 10 min a 72 °C, para a adi¢do de
desoxiadenosina trifosfato em suas extremidades 3’. Este passo foi necessario porque o vetor
pCR*4-TOPO" (figura 7) é um plasmideo linear que, assim como o pGEM®-T Easy, possui
em suas extremidades timinas livres prontas para se ligarem a produtos de PCR. O
oligonucleotideo SRP foi entdo purificado a partir de gel de agarose 1,0 % e incubado na
presenca de solugdo salina 4X durante 20 min a temperatura ambiente, juntamente com o
vetor, para a reagdo de clonagem conforme especificagdes do fabricante. O sistema de ligacao
foi entdo utilizado para transformar células de E. coli TOP10 eletrocompetentes selecionadas

em meio contendo 200 pg/mLde ampicilina.
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Figura 7 — Mapa do vetor pCR®™-TOPO® (Invitrogen). Em destaque sdo
mostrados: origem de replicagdo, promotor e genes marcadores de
selecdo. Em destaque, sitio de clonagem multipla e regido de
anelamento dos iniciadores M13 e T3 (fonte:
http//www.invitrogen.com).

Para a confirmagdo da clonagem, alguns clones transformantes foram submetidos a
PCR a partir de colonia utilizando iniciadores M13 forward e reverse, cujas sequéncias ja
foram apresentadas anteriormente. O produto de PCR esperado deveria apresentar um
tamanho de aproximadamente 250 pb quando analisado em gel de agarose 1,0 %.

Os plasmideos recombinantes pCR4-SRP foram extraidos e digeridos com Ndel e

EcoRI (g|aattc) para a visualizacdo da liberacao de inserto em gel de agarose 1,0 %.
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2.3.3- Construcio de um Vetor Derivado de pUC72 com Promotor srp

De maneira semelhante, o oligonucleotideo descrito no item 2.3.2 também foi inserido
no vetor de clonagem pUC72 (2683 pb),derivado de pUC18.

A fase inicial do experimento, que consistia no anelamento das fitas e preenchimento
com Klenow foi i1déntica a do item 2.3.2. No entanto, apds a obtencao do oligonucleotideo
dupla-fita SRP, este foi digerido com EcoRI e Ndel, assim como o vetor pUC72. Os produtos
da digestdo foram purificados a partir de gel de agarose 1,0 % com o uso do kit GFX PCR
BandPrep (Amersham Biosciences, GE Healthcare) e ligados com T4 DNA ligase. O produto
ligado pUC-SRP foi precipitado e clonado em células TOP10 eletrocompetentes, sensiveis a

ampicilina. Abaixo o sitio de clonagem multipla de pUC72:

EcoRI BamHI Bglll Ndel Ncol Hindlll
A~

— A A
5’ tgaattcgagctcggtacccggggacctcagatetcatatggecatggaagetgg 3’

A confirmagdo da clonagem foi realizada também de maneira semelhante ao item
anterior: PCR de coldnia utilizando iniciadores M 13, extragao dos plasmideos recombinantes

pUC-SRP e digestao com Ndel e EcoRlI.

2.4- Subclonagem em Vetores de Expressao

Ap0s a obtencdo dos vetores de expressdo, procedeu-se a subclonagem do gene sodB1
e, em alguns casos, de outros genes utilizados como controle para a verificagdo da expressao
heterdloga.

Para a liberagdo de sodB1, os plasmideos recombinantes pG-SOD foram submetidos a

digestdo primeiramente com Ndel e logo em seguida com Nofl (gc|ggeege) (item 2.4.1) ou
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entdo digestdo dupla com Ndel e Hindlll (itens 2.4.2 e 2.4.3) para posterior subclonagem
junto aos sitios respectivos do vetor de expressdo, previamente digerido com as mesmas
enzimas. Inserto e vetor foram entdo purificados do gel de agarose 0,8 %, ligados com T4
DNA ligase e precipitados.

Para todos os casos descritos a seguir, os clones transformantes foram selecionados em

meio LB contendo 200 pg/mL de ampicilina.

2.4.1- Subclonagem de sodB1 em pCR4-SRP para expressao heterdloga

O sistema de ligagao pCR4-SRP+SOD foi inserido em células eletrocompetentes de E.
coli DH5aF1Q, as quais apresentam gene que codifica para proteina repressora do promotor
lac. Dessa forma, a expressdao de SOD poderia ser inibida, diminuindo o risco de qualquer
efeito deletério para a célula.

Os clones transformantes foram repicados para placas contendo meio LB acrescido
somente de 200 pg/mL de ampicilina e placas contendo meio LB acrescido de 200 pg/mL de
ampicilina mais 2 mM de IPTG (isopropil-f-D-tiogalactopiranosideo). O IPTG € um analogo
da lactose, utilizado como indutor para expressao do promotor lac. Os dois sistemas (com e
sem IPTG) foram comparados quanto ao crescimento dos clones para a selecdo daqueles

potencialmente expressando a proteina recombinante.

2.4.2- Subclonagem de sodB1 em pUC-SRP para expressao heterologa
O sistema de ligacdo pUC-SRP+SOD foi inserido por eletroporacdo em células DH5oF
1Q. Como experimento controle, também foram subclonados em pUC-SRP genes

codificadores para a a-amilase e para a Pfu DNA polimerase, ambos clonados em pGEM®-T
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Easy, sendo que os sistemas de ligacdo foram denominados pUC-SRP+AMY e pUC-

SRP+PFU, respectivamente.

2.4.3- Subclonagem de sodB1 em pET-21a para expressao heteréloga

O vetor de expressao pET-21a (Novagen) apresenta um promotor de baixa regulagao, o
T7, sendo um vetor apropriado para altos niveis de expressao heterdoga (figura 8).

Células de E. coli XL1 Blue eletrocompetentes foramtransformadas com o sistema de
ligacao pET-SOD. Alguns clones transformantes selecimados foram digeridos com Ndel e

Hindlll para a verificagdo da liberagdo de sodB1 e, dessa forma, confirmar a clonagem.
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BssHIl{1475)
ool Wi1E14)
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k- Ppuld [(2171)
Psps 112171}
BspLLM1 li3165) Bpull liz2713
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Figura 8 - Mapa do vetor pET-21a. Em destaque sdo mostrados: sitio
de clonagem multipla, origem de replicagdo e gene
marcador de selecdo (fonte: http://www.novagene.com).

25



3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Amplificacdo das Seqiiéncias Correspondentes aos Genes sodB

A amplificagdo de sodB1 de C. violaceum ATCC 12472 ocorreu com sucesso em todas
as temperaturas de anelamento de iniciadores testadas. Além da reagdo teste, foram
acrescentados também um controle negativo sem DNA e dois controles positivos com DNA
molde de duas linhagens diferentes de C. violaceum: ATCC 12472 e CVTI12, ambos

utilizando um par de iniciadores para 16S rDNA (figura 9).

89 10" 11. AES13 14515 9

e s (s iEea S E —

Figura 9 - Amplificacdo de sodB1 em diferentes temperaturas (°C): 50 (2), 51,2 (3), 52,5 (4), 54,2 (5), 56,4
(6), 58,9 (7), 61 (8), 62,7 (9), 63,9 (10), 64,7 (10). Colunas 1 e 15 — marcador de peso molecular
ladder 100 pb (Invitrogen); coluna 2 — controle negativo; coluna 13 — controle positivo ATCC
12472; coluna 14 — controle positivo CVTI2. A seta indica a banda de cerca de 600 pb
correspondente a seqiiéncia amplificada.

Para avaliar a amplificagdo do gene sodB1 em outras linhagens de C. violaceum, foram
feitas PCRs utilizando o DNA de 32 isolados da Amazdnia. A anélise em gel de agarose
confirmou a amplificagdo do gene para todas as amostras, demonstrando a eficiéncia e

confiabilidade do par de iniciadores desenhado (figural0).
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Figura 10 — Amplificagdo de sodB1, dividido nas figuras A ¢ B. Colunas 4 a 23 na figura A ¢ 2 a 13 na figura
B — genes sodB1 amplificados para diferentes linhagens de C. violaceum isolados na Amazdnia;
colunas 1A e 1B — marcador de peso molecular /adder 100 pb; coluna 2A — controle negativo
sem DNA; e coluna 3A — controle positivo ATCC 12472.

Para o gene sodB2 ndo houve amplificacdo utilizando-se as condi¢des propostas
inicialmente. Com o intuito de tentar otimizar a reacdo, foram testados outros fatores que
afetam a PCR, tais como: concentracdo de dNTPs, concentragdo de MgCl,, concentracao de
iniciadores e concentracdo de DNA molde. Apesar das altera¢des, ndo foi possivel obter

produto de amplificagdo para esse gene.

3.2- Analise de Restricdo e Seqiienciamento dos Plasmideos Recombinantes

Com a clonagem do produto de PCR no vetor pPGEM®-T Easy, foi obtido o vetor pG-
SOD (3,6 kb). Apds o tratamento do plasmideo recombinante com as endonucleases Ndel e
Hindlll, foi observada em gel de agarose a liberacdo de um inserto de cerca de 600 pb,

conforme esperado, confirmando assim a clonagem do gene de interesse (figurall).
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Figura 11 — Analise de restricdo de pG-SOD
com Ndel e Hindlll. Coluna 1 —
marcador de peso molecular ladder
1 kb (Invitrogen); coluna 2 a 4 —
plasmideos digeridos com Ndel e
Hindlll. A seta indica um dos
fragmentos liberados.

O seqlienciamento dos plasmideos pG-SOD e a analise por Blastn indicaram uma
similaridade completa com o gene sodB1 de C. violaceum (E-value 0.0; Score = 1148 bits;
100 % de identidade). Com este resultado, a integridade da seqiiéncia amplificada pdde ser
confirmada, indicando a fidelidade do processo de amplificagdo.

Outros resultados obtidos de similaridade alta foram: Fe-SOD de Ralstonia
solanacearum (E-value 2e-108, Score = 400 bits, 85 % de identidade) e SOD de Bordetella
bronchiseptica (E-value 2e-83, Score = 317 bits, 82 % de identidade). Quando comparado
com os genomas de outros organismos ja depositados no GenBank, o genoma de C.
violaceum apresenta uma maior similaridade com o de R. solanacearum (Vasconcelos et al.,

2004), uma bactéria fitopatdgena, sendo sodB1 um exemplo da proximidade genética entre

estes microrganismos. B. bronchiseptica ¢ uma [-proteobactéria patogénica que coloniza o

trato respiratdrio de mamiferos.
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Com a confirmagdo da integridade da sequéncia de sodB1 clonada em pGEM®-T Easy
(pG-SOD), o gene isolado poderia ser entdo subclonado em vetor de expressdo para a

producao de Fe-SOD recombinante em E. coli.

3.3- Construcao de Vetores de Expressao

3.3.1- Eliminacio de um sitio para /Ndel no vetor pKEN1

Para possibilitar a clonagem do gene sodB1 em um vetor de expressdo derivado de
pKENT1 foi seguida a estratégia experimental descrta no item 2.3.1 (Material e Métodos).

A andlise de restricado de pKEN1-GFP utilizando diferentes concentragdes de Ndel por
30 min (figura 12) e 120 min (dados ndo mostrados) resultou na obtencdo do plasmideo
linear (3,5 kb), a partir de digestdo parcial. A amostra tratada por 30 min com 1,25 U da
enzima (coluna 6) foi escolhida para prosseguir com o experimento, uma vez que nestas

condi¢des foram obtidos fragmentos isolados.

Figura 12 — Analise de restricdo de pKEN1-GFP com diferentes
concentragdes de Ndel, num sistema incubado por 30
min a 37 °C. Coluna 1 — marcador de peso molecular
ladder 100 pb; coluna 2 — plasmideo intacto
(controle), colunas 3 a 7 — pKEN1-GFP digerido com
B3)5U,#25U,(5) 1,250, (6) 0,62 U, e (7) 0,31
U de Ndel. A seta indica uma das bandas
correspondentes a digestdo parcial.
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Nenhum clone foi obtido ap6s transformacdo das células com pKEN1-GFP tratado com
Klenow e auto-ligado (pKEN-nde). A anélise do sistema de ligacdo em gel de agarose (figura
13) mostrou que o plasmideo permaneceu linearizado apo6s incubagdo com T4 DNA ligase
(coluna 3). Testes com cinco aliquotas diferentes de DNA ligases disponiveis no laboratdrio
foram realizados, tendo pUC18 como controle, e todas mostraram atividade frente o substrato
(dados nao mostrados). O experimento foi entdo repetido desde o passo de digestdo com
Ndel, mas os resultados permaneceram os mesmos. Testes utilizando diferentes sistemas de
digestdo parcial com Ndel foram realizados, prosseguindo com os passos seguintes do

experimento, porémnao foram obtidos resultados satisfatorios.

4072 pb —

1636 pb —

Figura 13 — Sistema de ligacdo para
pKEN-nde. Coluna 1 —
marcador de peso
molecular ladder 1 kb;
coluna 2 — pKENI1-GFP
intacto  (controle); e
coluna 3 — pKEN-nde
tratado com T4 DNA
ligase.

Fragmentos com extremidades abruptas apresentam uma maior dificuldade para
ligarem entre si do que fragmentos com extremidades coesivas. A taxa de ligagdo ¢ de 50
vezes maior nesses ultimos. Apesar da probabilidade menor de obter plasmideos religados,

pelo fato de o plasmideo obtido apresentar extremidades abruptas, o resultado esperado era
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de que pelo menos alguns clones transformantes fossem obtidos, considerando a eficiéncia de
transformagdo genética obtida nos experimentos, que foi de aproximadamente 10°
transformantes/pg de DNA. Este pode ter sido um fator limitante para a estratégia proposta.
A possibilidade de o gene gfp clonado em pKENT1 possuir sitios internos para Ndel foi
verificada. A andlise em gel de agarose 0,8 % da digestdo total do plasmideo incubado por 3
horas mostrou o aparecimento de multiplos fragmentos ndo observados nos géis anteriores
(figura 14). No GenBank estdo depositadas centenas de seqiliéncias para gfp, que podem
variar quanto ao conteudo de sitios de restricdo. Os resultados indicam que o gene clonado no
plasmideo utilizado apresenta sitios adicionais de Ndel, o que tornou invidvel o

prosseguimento desta estratégia.

4000 pb —
3000 pb —

Figura 14 — Analise de restri¢do de pKEN1-GFP com Ndel.
Coluna 1 — marcador de peso molecular ladder 1
kb plus (Invitrogen); coluna 2 — plasmideo intacto
(controle), colunas 3 a 6 — plasmideos digeridos.

3.3.2- Construcio de um vetor derivado de pCR®4-TOPO® com promotor srp altamente
regulavel

O oligonucleotideo SRP sintético (figura 15), obtido conforme descrito no item 2.3.2
(Material e Métodos), foi utilizado para a construgdo de um vetor de expressdo para a

producao de SOD recombinante.
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Promotor srp

A —
~ TN

EcoRI -35 lac O -10 Xbal

5’ ggaattcaaaataT TGACAttgtgagcggataacaaTATA AT gtgttctagaaataattttgttttaa...
3’ Accttaagttttat AACTGTaacactegectattgtt AT AT TA cacaagatctttattaaaacaaaatt...
SD Ndel EcoRI

b
...ctttaagaaggagatatacatatggaattccA 3
...gaaattcttcctetatatgtataccttaagg 5’

Figura 15 - Oligonucleotideo SRP sintético. Em destaque sdo mostradas as seqiiéncias
correspondentes aos sitios de restri¢do, promotor srp, regido SD e cédon de inicio da
traducdo (sublinhado). As desoxiadenosinas trifosfato encontradas nas extremidades
3’ do oligonucleotideo foram adicionadas pela 7ag DNA polimerase.

O éxito da clonagem de SRP em pCR"4-TOPO" foi confirmado pela obtengdo de
clones recombinantes, sendo o plasmideo obtido denominado pCR4-SRP. Fragmentos de
tamanho esperado foram obtidos a partir da amplificacdo da regido contendo o inserto,
utilizando iniciadores M13 (dados ndo mostrados). A analise de restricdo em gel de agarose
0,8 % mostrou a presenga de um sitio para a endonuclease Ndel no plasmideo, indicando
portanto a incorporagao do oligonucleotideo SRP ao vetor em questdo (figura 16), uma vez

que pCR*4-TOPO® ndo apresenta sitio para esta enzima.
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4000 pb —
2000 pb —

Figura 16 — Analise de restricdo de
pCR4-SRP com Ndel.
Coluna 1 — marcador de
peso molecular /adder 1
kb plus; coluna 2 -
pCR4-SRP intacto
(controle); e coluna 3 —
pCR4-SRP digerido.

3.3.3- Construcio de um vetor derivado de pUC72 com promotor srp

Conforme descrito anteriormente (item 2.3.3 de Material e M¢étodos), o
oligonucleotideo SRP sintético foi obtido apresentando a mesma seqiiéncia mostrada na
figura 15, mas sem desoxiadenosinas trifosfato livres nas extremidades 3°.

A partir da amplificagdo da regido correspondente ao MCS de pUC72, foram obtidos
fragmentos de tamanho esperado (250 pb), confirmando assim a clonagem de SRP (dados
ndo mostrados). Como resultado da digestdio de pUC-SRP com Xbal foram obtidos
plasmideos lineares (figura 17), indicando a presenga de um sitio de restricdo presente no

oligonucleotideo sintetizado mas nao no plasmideo original.
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Figura 17 — Analise de restrigdo de pUC-SRP com
Xbal. Coluna 1 — marcador de peso
molecular ladder 1 kb plus; colunas 2 a 5
— pUC-SRPs digeridos.

A digestdo de pUC-SRP com as enzimas EcoRI e Ndel indicou a liberacio de um

fragmento de cerca de 100 pb, correspondente ao fragmento SRP (dados ndo mostrados).

3.4- Subclonagem de sodB1 em Vetores de Expressao

3.4.1- Subclonagem de sodB1 em pCR4-SRP

A subclonagem de sodB1 no vetor pCR4-SRP foi descrita no item 2.4.1 (Material e
Meétodos).

Clones transformantes foram obtidos em meio seletivo e, em seguida, repicados para
meio LB com e sem IPTG, com o intuito de selecionar células para testes subseqiientes de
inducdo da expressdo génica. Apos a analise preliminar de 80 clones transformantes, ndo foi
observado indicio de producdo da proteina recombinante, ou seja, nao houve diferenca no
tamanho dos clones quando crescidos na presenca ou auséncia do indutor da expressao génica

IPTG (figura 18).
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Figura 18 — Clones pCR4-SRP+SOD crescidos na presenga ¢ auséncia de IPTG. (A)
Clones em meio LB contendo 200 pg/mL de ampicilina e IPTG2mM;
(B) clones em meio LB contendo 200 pg/mL de ampicilina.

A andlise de restricdo com Ndel e Hindlll de alguns clones selecionados aleatoriamente

indicou que nenhumdeles continha o inserto (figura 19).

Figura 19 — Analise de restricdo de pCR4-SRP+SOD com Ndel e Hindlll.
Coluna 1 — marcador de peso molecular ladder 1 kb
extension (Invitrogen); coluna 2 — pG-SOD digerido; coluna
3 a 10 — pCR4-SRP+SOD digeridos. A seta indica o
fragmento liberado correspondente ao gene sodB1.

Paralelamente, outro trabalho foi realizado no laboratério utilizando as células DHSaF

"1Q para a analise da expressdo génica heterdloga apartir do vetor caga-promotor pKK?232-8.
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Os resultados confirmaram a eficiéncia destas células na inibicdo da expressao génica (dados
ndo publicados).

Apesar da utilizagao de células hospedeiras apropriadas para a inibi¢ao de promotores
baseados no sistema /ac, o cassete de expressao obtido parece ter sido letal para as células. A
manutencdo de um plasmideo de expressao ocasionalmente induz uma resposta de estresse,
alterando de maneira dréstica varios processos celulares, especialmente quando a proteina
recombinante ¢ superexpressa (Hoffmann e Rinas, 2004). Dessa forma, a toxicidade
promovida por altas concentragdes de proteinas recombinantes podem causar recombinagdo
genética, perda do vetor, proteolise in vivo da proteina alvo, retardamento no crescimento ou
até mesmo morte celular (Sorensen e Mortensen, 2005).

Um importante fator que pode ter contribuido para um alto nivel de expressdo da
proteina recombinante foi a inclusdo de uma regido UP element a montante da regido -35 do
promotor srp. Esta seqiiéncia, também conhecida como enhancer, pode aumentar
consideravelmente os niveis de transcri¢cao do(s) gene(s) sob o controle do promotor ao qual

estd associada (Schumann e Ferreira, 2004).

3.4.2- Subclonagem de sodB1 em pUC-SRP

As subclonagens dos fragmentos génicos para superoxido dismutase, a-amilase e Pfiu
DNA polimerase em pUC-SRP estdo descritas no item?2.4.2 (Material e Métodos).

Nenhum clone foi obtido a partir da transformacao da linhagem DH50aF '1Q com os 3
sistemas de ligacdo (pUC-SRP+SOD, pUC-SRP+AMY ou pUC-SRP+PFU). Os resultados
também foram negativos quando: (A) foi repetida a transformacgdo genética utilizando os
mesmos sistemas de ligacdo, (B) foi repetida a ligagdo utilizando os mesmos produtos

purificados, e (C) foi repetida a digestao dos vetores.
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De forma similar ao que foi descrito no item 3.4.1 para os clones pCR4-SRP+SOD, a
superexpressdo de proteinas recombinantes promovida pelo cassete de expressdao em estudo
possivelmente ocasionou a morte das células hospedeiras, mesmo na auséncia de um indutor.

O UP element também deve ter contribuido para esta superexpressao.

3.4.3- Subclonagem de sodB1 em pET-21a

Como descrito no item 2.4.3 (Material e Métodos), sodB1 foi subclonado no vetor de
expressao comercial pET-21a (Novagen) para a obtengdo de clones superexpressando Fe-
SOD de C. violaceum.

A andlise em gel de agarose 0,8 % da digestdo com Ndel e Hindlll dos clones
transformantes pET-SOD mostrou que nenhuma das amostras continha o gene sodB1 (dados
ndo mostrados). A transformagdo por eletroporacdo foi repetida, desta vez utilizando-se
células TOP10, mas novamente cresceram somente clones semo inserto.

Paralelamente, o gene para a Pfu DNA polimerase foi clonado no vetor pET-21a e a
analise de restricao mostrou que clones recombinantes pET-PFU foram obtidos (dados nao
mostrados).

Uma possivel explicagdo para estes resultados ¢ a de que o promotor T7, presente no
vetor pET-21a, induz a superexpressao fracamente regulada das proteinas recombinantes, nao
sendo recomendado para a producdo heterdloga de produtos téxicos ou de produtos que
possam vir a se tornar toxicos para a célula quando acumulados em grandes quantidades.
Apesar de as células utilizadas no experimento (XL1 Blue ¢ TOP10) nao apresentarem em
seus cromossomos o gene responsavel pela codificagdo da T7 RNA polimerase, necessaria

para a transcricao do gene cuja expressao esteja sob o controle do promotor T7, acredita-se
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que houve nivel de expressdo suficiente para que as células sofressem efeitos deletérios,

impossibilitando assim a obtencdo de vetores recombinantes pET-SOD.
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4- CONCLUSOES

A estratégia para o isolamento dos genes codificadores para superdxido dismutases de
C. violaceum demonstrou bons resultados para a ORF CV2504, tendo sido obtido o gene
sodB1 completo clonado em pGEM®-T Easy.

O par de iniciadores sintetizado para a amplificacdo de sodBl1 foi eficiente para
amplificagdo do gene de todos os isolados de C. violaceum da Amazonia depositados no
Laboratodrio de Tecnologias de DNA da UFAM, trazendo a possibilidade de selegcao de outros
genes sodB1 para expressao heterdloga. A amplificagcdo de sodB2 nao foi obtida.

Os plasmideos pCR4-SRP e pUC-SRP, desenvolvidos para a expressao de SOD em E.
coli, provavelmente induziram a superexpressio dos genes clonados, acarretando a
eliminacdo dos clones recombinantes.

Outras estratégias para a construcao de vetores apropriados para expressao regulada de
SOD foram delineadas, mas nenhuma originou os produtos esperados. Isso demonstra a
necessidade da obtenc¢do prévia de vetores de expressdo, seja pelo seu desenvolvimento por
técnicas de Engenharia Genética em laboratdrio, seja pela aquisi¢ao de vetores comerciais

com niveis de produgdo protéica assegurados pelas empresas competentes.
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