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Resumo

A sintese protéica € um processo essencial a célula e envolve centenas
de macromoléculas. A auséncia ou a perturbagdo da funcdo de qualquer um
dos componentes no sistema de tradugao podem causar danos a integridade e
funcionamento celular. O fator eucariético 2 de iniciacdo da traducédo (elF2)
apresenta um papel-chave no processo de tradugdo do mRNA e na sua
regulacédo, promovendo a ligagdo do Met-tRNAi a subunidade ribossomal 40S,
em um processo dependente de GTP, e fazendo a selegdo do codon AUG no
mRNA para inicio de traducdo. O elF2 é um heterotrimero formado pelas
subunidades alfa, beta e gama. Na porgdo amino-terminal da subunidade beta,
existe um dominio bastante marcante composto por trés blocos de seis a oito
residuos de lisina altamente conservados evolutivamente, que s&o
responsaveis pela ligacdo de elF2 ao mRNA e a outros dois fatores de
iniciacao, elF5 e elF2B.

Dados n&o publicados de Laurino JP mostram, em ensaio de curva de
crescimento de S. cerevisiae, que o gene desprovido dos blocos de lisina
competindo com o gene selvagem, sob controle do mesmo promotor, € capaz
de induzir parada do crescimento celular. A partir disso, vem-se sugerindo a
forma truncada do gene de elF2 beta humano como um candidato a terapia
génica direcionada principalmente ao tratamento de tumores. Atualmente, o
potencial de inibicdo da sintese protéica através da expressd@o de elF2 beta
truncado estd sendo avaliado em nosso laboratério, com experimentos
realizados em células de mamiferos em cultivo. Através de uma analise de
expressao génica nessas células sera possivel correlacionar a presenca celular
de elF2 beta truncado com o fenémeno de parada do crescimento celular.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma ferramenta imunolégica
para detecgdo por “Western-Blot” da expressdo das formas selvagem e
truncada de elF2 beta. Para isso, a regido codificadora (CDS) de elF2 beta
humano foi clonada em vetores de expressdo em procariotos, a proteina
recombinante foi produzida em E. coli, purificada e utilizada na imunizagao de
um coelho Nova Zelandia, que produziu um soro policlonal anti-elF2 beta
recombinante. Tal soro foi avaliado quanto ao seu potencial para a detecgao da

expressao de elF2 beta em exiratos de células de mamiferos.



Abstract

Protein synthesis is an essential process to the cell, involving hundreds
of macromolecules. The absence or alteration of any components in translation
system may affect the integrity of cell biology. Eukaryotic initiation factor 2
(elF2) plays a key role in the process of mMRNA translation and in its regulation,
promoting the binding of Met-tRNAI to the 40S ribosomal subunit, in a GTP-
dependent mechanism and selecting AUG codon in mRNA to translation
initiation. The elF2 is a heterotrimer formed by three subunits termed alpha,
beta and gama. In the amino-terminal region of elF2 beta, there are three
lysine-rich segments containing six to eight evolutionarily-conserved lysine
residues, which are responsible for the binding of elF2 on mRNA, and to
another two initiation factors: elF5 and elF2B.

In a S. cerevisiae growth curve assay, previous studies have shown that
elF2 beta deleted in the lysine-rich segments competing against wild type elF2
beta gene, under the control of the same promoter, was able to stop cell growth
(Laurino JP, unpublished data). Considering this finding, we suggest that
truncated elF2 beta, lacking lysine-rich segments, could be exploited as a
candidate in directed gene therapy, mainly oriented for tumor treatment.
Nowadays, in our lab, the protein synthesis blockage through truncated elF2
beta expression is being evaluated in mammalian cell culture assays. A gene
expression analysis of these cells will be useful to correlate the cellular
presence of truncated elF2 beta with cellular growth arrest phenomenon.

The objective of this work was to develop an immunological tool to
detect, by Western-Blot, the gene expression of the truncated and wild type
elF2 beta. To do this, the coding region (CDS) of human elF2 beta was cloned
into prokaryotic cell expression vectors, the recombinant protein was produced
in E. coli, purified and used to immunize a New Zeland rabbit, which produced
policlonal sera against recombinant elF2 beta. The elF2 beta detection potential
of such sera was evaluated in mammalian cell culture extracts.



1 Introdugédo

A sintese protéica é o mais complexo dos mecanismos biossintéticos
celulares e o seu entendimento tem sido um dos maiores desafios na histéria
da bioquimica. Na célula eucaridtica, a sintese protéica requer a participagéao
de mais de setenta diferentes proteinas ribossomais, vinte ou mais enzimas
para ativar os precursores dos aminoacidos, uma dulzia ou mais de enzimas
auxiliares e outros fatores protéicos especificos para a iniciagao, alongacao e
término da sintese de polipeptidios, talvez cerca de cem enzimas adicionais
para o processamento final dos diferentes tipos de proteinas existentes e
quarenta ou mais tipos de RNAs transportadores e ribossomais. Dessa forma
quase trezentas diferentes macromoléculas devem cooperar para a sintese
polipeptidica. Muitas dessas macromoléculas estao organizadas em estruturas
complexas ftridimensionais, interagindo com outras moléculas de classe
bioquimicamente distinta das suas.

E relevante ressaltar que a tradugdo & o processo que, em geral,
consome a maior parte da energia produzida na célula, armazenada
bioquimicamente em nucleotideos fosfatados como ATP e GTP, além de os
fatores protéicos envolvidos nesse processo representarem mais de 50% da
quantidade total de proteinas celulares (Kozak, 1983; Merrick, 1992).

Os processos de ligacdo de tRNA, formacdo da cadeia peptidica e
translocacdo ribossomal sdo, do ponto de vista mecanico, praticamente
idénticos em todos os organismos e os ribossomos apresentam a mesma
divisdo de trabalho entre as subunidades menor e maior. No entanto, as
caracteristicas que envolvem as etapas iniciais e precedentes a formacao da
primeira ligacdo peptidica tém-se mostrado bastante divergentes entre
procariotos e eucariotos (Kozak, 1983). Isto é evidente pelo maior nimero de
fatores que participam dessa etapa nas células eucarioticas.

A conservagao do processo de tradugao entre eucariotos e procariotos &
evidente na constituicao da maquinaria de tradugdo, na qual ambos utilizam
ribossomos organizados em uma subunidade menor (30S nos procariotos e
40S nos eucariotos) e em uma maior (50S e 60S respectivamente). Nos
eucariotos, o numero de proteinas ribossomais esta em torno de 82 (49
proteinas associadas a subunidade 60S e 33 proteinas associadas a 40S),



numero bem maior que em procariotos, com 52 proteinas (31 associadas a
subunidade 50S e 21 associadas a 30S), evidenciando uma maior
complexidade do processo de tradugdo em eucariotos (Lewin, 2001). Em
eucariotos, a subunidade 60S contém trés tipos distintos de rRNAs (28S, 5,85
e 5S), e a subunidade 40S, apenas um tipo de rRNA (18S). Nos procariotos, a
subunidade 50S é composta por dois tipos diferentes de rRNAs (23S e 5S),
enquanto a subunidade 30S possui apenas o rRNA 16S em sua estrutura
(Kozak, 1983).

A estrutura secundaria entre os tRNAs de procariotos e eucariotos
também é bastante conservada em seu aspecto geral, sendo suas divergéncias
limitadas a detalhes no pareamento de alguns nucleotideos, a algumas
modificagdes poés-transcricionais e constituicdo de algumas de suas algas. Nos
eucariotos, a metionina inicial &€ transportada por um tRNA diferente do utilizado
no transporte das demais metioninas da cadeia polipeptidica, denominado
Metionil-tRNA"® que & aminoacilado por uma aminoacil sintetase especifica.
Normalmente, a metionina inicial & removida ao término da sintese da cadeia
polipeptidica. Os procariotos utilizam para iniciar suas proteinas o formil-
Metionil-tRNAI™®,  que transporta uma metionina formilada, também
normalmente removida da cadeia polipeptidica apds o término da traducdo. A
utilizacdo dessas formas de tRNAs especiais para a iniciacdo se faz necessaria
para o reconhecimento do cédon de iniciagcdo da sintese protéica e pelos
fatores que atuam nesse processo (Kozak, 1983).

Distintamente ao que foi exposto até agora, € o mRNA o protagonizador
das inumeras e importantes diferengas estruturais entre eucariotos e
procariotos. A citar:

® Algumas modificagdes pos-transcricionais ocorrem no mMRNA

eucariético, como adicdo de 7-metil-guanosina (m?GTP) a extremidade 5" —
denominada de estrutura “cap” —, conectada por uma ligacao trifosfato 5'-5'
feita pela enzima guanilil-transferase. CAP é fundamental para estabilidade e
eficiente tradugdo da mensagem, pois sua presenca parece ser muito
importante na indu¢do da ligagao da subunidade ribossomal 40S ao mRNA. A
adicdo de um segmento de poli-adenosina de 50 a 150 nucleotideos,
denominado cauda poli (A), as extremidades 3' da maioria dos mRNAs é



realizada pés-transcricionalmente pela enzima poli (A) polimerase. A cauda de
poli (A) esta relacionada com estabilidade da mensagem e sua eficiente
tradugdo. Nenhuma dessas duas modificagées ocorre nos procariotos.

e O cddon de iniciagdo mais comum entre os procariontes € o AUG;
contudo, mensagens contendo como cédon iniciador os tripletes GUG, UUG ou
ACG podem ocorrer naturalmente. A mais marcante diferenca no
reconhecimento do cédon iniciador pelo complexo ternario-subunidade
ribossomal 30S/40S entre procariotos e eucariotos esta na presenca no mRNA
procarioto de uma sequéncia consenso (5-ACCUCC-3’), denominada
seqliéncia Shine-Dalgarno, situada a dez nucleotideos acima do coédon de
iniciagdo. Esta permite o pareamento com uma sequéncia complementar
presente na extremidade 3' do rRNA 16S (Shine e Dalgarno, 1974). A
importancia dessa sequéncia na localizagéo do cédon de inicia¢édo da tradugéo
em procariotos € evidenciada pelo fato de que sua remogéo, alteracdo de
apenas um nucleotideo ou modificagdo no espagamento correto em relagao ao
cédon de iniciagdo, provoca total perda ou uma acentuada reducdao na
eficiéncia de tradugdo da mensagem. Em contraste, mensageiros eucariéticos
ndo possuem a sequéncia Shine-Dalgarno e utilizam em sua grande maioria o
primeiro codon AUG da mensagem para inicio de sintese protéica. Através de
um levantamento de mais de 200 seqiéncias lider de mRNAs eucarioticos,
Kozak (1984) identificou nucleotideos adjacentes ao cédon AUG
(AJGXXAUGG). Estes formariam um ambiente favoravel para o inicio da
sintese protéica em eucariotos, sem, no entanto, caracterizar uma interacao
rRNA-mRNA andloga a de procariotos. Nesse contexto, as posi¢des -3 e +4
sdo as mais conservadas, contendo purinas. A alteragdo de uma dessas
posicoes para pirimidinas reduz significativamente a eficiéncia de utilizagéo
desse codon AUG como sitio de inicio de tradu¢@o. Em levedura, no entanto,
essas posi¢cdes ndo sao criticas. O tamanho da regido 5' nao traduzida do
mMRNA parece nao influenciar na traducao da mensagem, ja que delecdes ou
insercées de nucleotideos parecem nao afetar a eficiéncia ou acuidade na
tradugdo da mensagem. Entretanto, na completa auséncia de espagamento
entre a extremidade 5 do mRNA e o cédon AUG, este passa a ser ignorado
pelo complexo de iniciagdo, que entdo reconhece o segundo AUG da
mensagem como sitio de iniciagdo da sintese protéica. E necesséria, entéo, a



presenca de uma extensao minima entre a extremidade 5 da mensagem e o
AUG para que este seja reconhecido corretamente como ponto inicial da
tradugcé@o em eucariotos (Kozak, 1991).

® Nos eucariotos, com raras excegdes, as mensagens sao sempre
monocistrénicas, codificando, portanto, uma Unica proteina. Em procariotos,
muitos dos genes, quando metabolicamente relacionados, estdo organizados
em Operons. Sendo assim, séo ftranscritos como uma unica unidade
transcricional que codifica um mRNA policistrénico. A tradugdo de cada cistron
pode ocorrer de forma independente por eventos de iniciagdo interna. Os
varios cistrons podem ser separados por regides intercistrénicas de até 400
nucleotideos, mas € comum encontrar sobreposicao do cédon terminador de

Também €& geral a associagdo transiente de fatores protéicos, que
medeiam o processo de iniciagdo da sintese protéica com a subunidade
ribossomal menor, o mMRNA e o Met-tRNAi*®'/f-Met-tRNAI, tanto em eucariotos
gquanto em procariotos. Tais fatores normalmente sao desligados da
subunidade ribossomal menor com a chegada da subunidade maior e
concomitante inicio da tradugdo. Entretanto, enquanto em Eschrichia coli
participam desse processo apenas trés fatores (IF-1, IF-2 e [F-3), em
eucariotos a complexidade do processo € bem maior, sendo que, até o
momento, ja foram isolados cerca de doze diferentes fatores (elF1, elF1A,
elF2, elF2B, elF3, elF4A, elF4B, elF4E, elF4G, elF5B e elF3A), em sua
maioria compostos por varias subunidades.

1.1 O processo de inicio da sintese protéica em eucariotos

O inicio da sintese protéica em eucariotos, esquematizado na Figura 1,
€ um processo complexo que envolve a ligacdo de Met-tRNA;j a subunidade
40S do ribossomo e a subsequente associacao ao mRNA. Esse processo €
auxiliado por uma série de fatores protéicos. O inicio de sintese pode ser
dividido didaticamente em quatro etapas: formagdo do complexo ternario;
formagéao do complexo de pré-iniciagao; associacdo ao mRNA; e formagéo do
complexo de iniciagao.



Maiores detalhes poderdo ser encontrados nas seguintes revisdes
(Merrick, 1990; Hershey, 1991; Merrick, 1992; Altmann e Trachsel, 1993;
Merrick, 1994; Gray, 1998; Gebauer e Hentze, 2004).

A maioria dos fatores de iniciagao (IF — “initiation factor”) esté envolvida
na formagdo de complexos com os varios componentes da maquinaria
traducional, associando-se a estes de maneira transitoria.

O primeiro passo do inicio de sintese protéica, a formagédo do complexo
ternario, ocorre com a ligagao de elF2 ao Met-tRNAi na presenca de GTP. A
segunda etapa, ligagdo do complexo ternario a subunidade 40S do ribossomo,
é dependente da prévia dissociagdo das subunidades do ribossomo. A
dissociagdo ocorre pela interagdo dos fatores elF3 e elF1A com a subunidade
408, e do fator elF3A com a subunidade 60S. Assim, o complexo ternario liga-
se a particula 40S associada aos fatores elF3, elF1, elF1A e elF5, formando o
complexo de pré-iniciacdo 43S (Gebauer e Hentze, 2004).

A préoxima etapa, ligacdo do complexo de pré-iniciacdo 43S ao mRNA, &
dependente da atuagdao do complexo elF4F, que inclui varios fatores (elF4E,
elF4G, elF4A, elF4B, entre outros), e de PABP — “Poly A binding protein”. O
complexo elF4F reconhece por elF4E a estrutura m7GTP (‘cap”) na
extremidade 5 do mRNA e promove o desdobramento das estruturas
secundarias pelo fator elF4A que tem atividade de helicase, com hidrélise de
ATP. O fator elF4G funciona como uma plataforma protéica que permite uma
interacdo entre elF4E, elF4A, elF3 e PABP, ocasionando a circularizagcdo do
mRNA (Wells et al., 1998). Com isto, a extremidade 5 do mRNA adquire a
conformacgéo ideal e fica acessivel ao acoplamento do complexo de pré-
iniciagdo 43S, que migra no sentido 5 — 3 em um processo ativo, até
encontrar o cédon de iniciagdo AUG em contexto favoravel definido por Kozak
(1989).

Ao atingir o codon AUG, uma pequena pausa € necessaria para a
ligagdo da subunidade 60S do ribossomo. Nesse intervalo, o fator elF5
promove a hidrélise de GTP ligado ao elF2 e a liberacdo de elF2-GDP, bem
como a da maioria dos outros fatores (elF1A, elF3 e elF3A), deixando o Met-
tRNAj no sitio P da subunidade ribossomal 40S. Apés um segundo passo de

hidrélise de GTP, dessa vez mediado por elF5B, ocorre o perfeito acoplamento



da subunidade 608, formando assim o complexo de iniciagdo 80S (Pestova,
2000).

Inicia-se a partir desse momento o ciclo de alongacéo. O elF2-GDP
pode ser reciclado pelo fator elF2B, o qual catalisa a troca de GDP por GTP,
sob a forma de um complexo quaternario (elF2/elF2B/GDP/GTP), permitindo
que elF2 participe de um novo ciclo de iniciagao.

Ternary complex

43S pre-initiation complex

ATP
ADP+P;
ATP
Scanning
elF5B

Large {605] ribosomal subunit joining 2 x GDP+P,

k-
805 initiation complex

Figura 1 - Representacdo esquematica da iniciacdo da sintese protéica.
(Figura retirada de Gebauer e Hentze, 2004.) Os circulos e elipses numerados
representam os fatores de iniciagéo (elFs).



1.2 A regulacdo global da sintese protéica em eucariotos

A forma mais eficaz de controle global da sintese de proteinas em
eucariotos encontra-se na regulacdo da atividade ou na quantidade dos
complexos envolvidos no processo de inicio de traducao. A atividade desses
complexos € modulada, principalmente, pela fosforilagdo e desfosforilagdo de
varios sitios-alvo presentes em muitos dos fatores de iniciagéo (Merrick, 1992;
Merrick, 1994).

‘A disponibilidade de elF2-GTP e, portanto, de complexo ternario &
determinada pela atividade de elF2B. Quando elF2 esta fosforilado na Serina
51 da subunidade alfa, ha um aumento da afinidade entre elF2-GDP e elF2B,
impedindo a sua dissociagdo. Isso causa o seqiestro de elF2B e a troca GDP-
GTP nao ocorre (Rowlands, et al., 1988), o que acarreta uma reducdo de
complexos ternarios e, consequentemente, uma queda global na freqiiéncia de
iniciagdo (Sonenberg e Dever, 2003; Gebauer e Hentze, 2004) (FIG. 2a).

Outra forma de regulacdo global da sintese protéica reside na
disponibilidade de elF4E. Esse fator precisa se associar a proteina “scaffold”
elF4G, para, assim, possibilitar a ligagdo do complexo de pré-iniciagdo 43S ao
mRNA. Contudo, ha uma familia de proteinas, as 4E-BPs (4E “binding
proteins”), que podem competir com elFAG pela ligagdo com elF4E. Nesse
caso, € o estado de fosforilagdo dessas proteinas que vai determinar a sua
afinidade por elF4E. Quando hipofosforiladas, as mesmas seqliestram elF4E,
mas no estado fosforilado perdem afinidade pelo mesmo, que fica livre para
associar-se com elF4G (Gebauer e Hentze, 2004) (FIG. 2b).

Existem variadas formas jé descritas de controle especifico da sintese
protéica em fungado de regular a expressao de determinados genes em nivel de
tradug@o. A descrigao de todos esses mecanismos, entretanto, foge do escopo
deste trabalho, mas pode ser encontrada nas seguintes revisbes (Gray e
Wickens, 1998; Gebauer e Hentze, 2004).
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Figura 2 - Representacdo dos dois principais mecanismos de regulacao
global da sintese protéica em eucariotos. a - controle pelo estado de
fosforilagdo da subunidade alfa de elF2. b - controle pelo estado de fosforilagao
das 4E-BPs (4E “binding proteins”). (Figura retirada de Gebauer e Hentze,
2004.) Os circulos e elipses numerados representam os fatores de iniciagao
(elFs). Os circulos com a letra P representam o fosfato.



1.3 Aspectos bioquimicos dos fatores de iniciagdo de sintese

protéica

Fatores de iniciacéo de eucariotos foram inicialmente isolados de lisado
de reticulocitos de coelho, e ha alguns anos dados moleculares mais precisos
foram obtidos com a clonagem dos genes que os codificam.

Os fatores elF1 e elF1A sdo formados por proteinas de
aproximadamente 13,5 KDa e 19 kDa respectivamente e foram caracterizados
em mamiferos. A funcdo dessas proteinas esta relacionada com a dissociacao
das subunidades ribossomais, ligando-se a particula 40S e estabilizando o
complexo de pré-iniciagao (Pestova, et al., 2001).

O fator elF2 é formado por trés subunidades, denominadas elF2 alfa,
elF2 beta e elF2 gama, que permanecem associadas durante todo o ciclo, e
tem funcdo de promover a ligagdo de Met-tRNAI a particula 40S do ribossomo,
na presenca de GTP. Para haver a ligacdo da subunidade ribossomal 40S ao
mRNA, é necessario que esta se encontre associada ao complexo ternario
(elF2.GTP.Met-tRNAI) (Kozak, 1989). Em eucariotos, para ocorrer a unido da
subunidade ribossomal 40S com a 60S, elF5 interage com o complexo de pré-
iniciagado 43S para efetuar a hidrélise de GTP a qual causa a liberagédo de elF2
associado a GDP (elF2.GDP) e elF3 do complexo 40S. Quando elF2.GDP &
liberado, este pode ser reutilizado para formar um novo complexo ternario.
Para isso ocorrer, & necessario que a troca de GDP por GTP seja efetuada
pelo fator elF2B.

O fator elF2B é responsavel pela troca de GDP por GTP ligado a elF2
apos cada ciclo de iniciagdo, pois a afinidade de elF2 por GDP é 100 vezes
maior que por GTP (Merrick, 1992), o que torna necessario uma molécula
auxiliar para a reciclagem, que nao se daria espontaneamente. Ja em
procariotos, a afinidade de IF2 por GDP é menor do que por GTP, portanto esta
troca ocorre de forma espontanea, sem a necessidade de um co-fator (Kozak,
1983). Composto por cinco proteinas, o fator elF2B é formado por subunidades
regulatérias alfa, beta e sigma e subunidades cataliticas lambda e epslon
(Yang e Hinnebusch, 1996; Pavitt, et al., 1998).

Em mamiferos, elF3 € o mais complexo dos fatores, pois contém

diferentes subunidades e participa de mditiplas etapas do inicio da traducao.



Liga-se a subunidade 40S do ribossomo e estimula a associagdo do complexo
ternario (elF2.GTP.Met.tRNAi) ao mesmo. A ligacdo do mRNA ao complexo de
pré-iniciacdo 43S, produzindo o complexo de iniciacdo 48S, também é
estimulada por elF3 (Hershey e Merrick, 2000; Hinnebusch, 2000). O fator elF3
de humano contém 10 subunidades. Cinco destas, denominadas p170, p116,
p110, p36 e p44, séo ortélogas as cinco subunidades de levedura TIF32, N1P1,
PRT1, TIF34 e TIF35 respectivamente (Asano et al., 1997; 1998; Phan et al,
1998; 2001).

Purificado e caracterizado em mamiferos e trigo, elF3A € uma proteina
de 25 kDa com atividade de dissociacado ribossomal, ligando-se a particula 60S
(Merrick, 1992).

Proteina de 46 kDa em mamiferos, elF4A tem como fungéo desfazer a
estrutura secundaria presente no mRNA, funcionando como uma RNA
helicase. A caracterizacdo bioquimica desse fator demonstrou atividade de
desenrolar RNA dupla fita na presenca de ATP (Gingras et al., 1999). O fator
possui sitio de ligacao a ATP, um motivo rico em arginina para ligacdo a RNA
(ARM) e contém o motivo D-E-A-D caracteristico de DNA helicases (Pause et
al., 1994).

O fator elF4B é um estimulador de elF4A, o qual tem a atividade de
helicase dependente de elF4B. A proteina humana contém um motivo de
reconhecimento de RNA (RRM) na extremidade amino, uma regido central rica
em asparagina, arginina, tirosina e glicina (dominio DRYG) e uma sequéncia
adjacente rica em arginina, importante para a ligagdo ao RNA e para a
atividade de estimular elF4A helicase. O RRM pode estar relacionado com
interagéo a ribossomos (Méthot e cols, 1994).

O fator elF4E tem como principal fungdo ligar-se a estrutura m/GTP
(“cap”) no mRNA. A interacdo esta relacionada com residuos de ftriptofano
conservados (Altmann e Trachsel, 1989).

Em mamiferos, elF4G apresenta duas isoformas, elF4Gl e elF4Gll, que
possuem 46% de similaridade e possuem massa molecular de 171 e 176 KDa
respectivamente (Gradi et al, 1998). Esse fator possui sitios de ligagéo a
elF4E, elF4A, elF3 (Gingras et al, 1999) e a PABP (Wells, et al, 1998).
Funcionando, assim, como uma plataforma protéica que tem como principais
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objetivos o posicionamento dos demais fatores e a circularizagdo do mRNA
(Gebauer e Hentze, 2004).

Complexo de alto peso molecular encontrado em mamiferos, levedura,
plantas e Drosophila (Merrick, 1992), elF4F é formado por elF4A, elF4E e
elF4G e interage com o “cap” e com o elF3 associado ao ribossomo através de
elF4G. Desse modo, esse complexo executa a fungao pivé, intermediando a
ligacdo entre ribossomo e mMRNA (Gingras et al., 1999).

Proteinas com atividade GTPasica ribossomo-dependente, elF5 e elF5B
tém como fungéo permitir a jungcdo das subunidades ribossomais no cédon
AUG ap6s a hidrolise de GTP ligado a elF2 no caso de elF5 (Chakravarti e
cols., 1993, Chevesich e cols., 1993) e GTP livre no caso de elF5B (Pestova,
et al., 2000).

1.4 Caracterizacao bioquimica e molecular do fator elF2 humano

Na década de 1970, grupos liderados por pesquisadores como Kaufman,
Kaempfer, Merrick, entre outros, isolaram de células de mamiferos por métodos
bioquimicos um complexo protéico com peso molecular entre 150 kDa e
160 kDa capaz de se ligar a Met.tRNAi de forma GTP dependente (Berrieux et
al.1977; Trachsel et al., 1977, Kaempfer et al., 1978). Nessa mesma época,
constatou-se que esse complexo, entdo denominado elF-2, era composto por
trés subunidades (Berrieux ef al.1977).

Esse fator estd envolvido no primeiro passo regulatério da biossintese
protéica (Moldave, 1985; Pain, 1986; Safer, 1983), promovendo a ligagao do
met-tRNAi a subunidade ribossomal 40S, em um processo dependente de
GTP, e fazendo a selegdo do coédon AUG para inicio de tradugao em eucariotos
(Donahue et al.,1988; Hershey et al., 2000; Hinnebush, 2000). O fator elF2
humano é formado por trés subunidades ndo-idénticas denominadas elF2 alfa
(36 KDa), elF2 gama (52 KDa) e elF2 beta (38 KDa), que permanecem
associadas durante todo o ciclo. Essas trés subunidades sao requeridas para a
utilizacao catalitica de elF2 durante o inicio da sintese protéica. (Duncan ef al.,
1983; Hershey, 1991). Nenhuma delas parece existir como um mondmero
funcional fora do heterotrimero elF2.



A subunidade alfa de elF2 é um polipeptideo cujo estado de fosforilacao
regula a atividade do heterotrimero (Hershey, 1989). Essa subunidade
fosforilada apresenta maior afinidade por elF2B do que em seu estado nao-
fosforilado. Quando fosforilada em sua serina 51 (Patack ef al., 1988), essa
proteina leva a uma inibicdo da troca de GDP por GTP realizada por elF2B.
Isso acarreta uma reducao de complexos ternarios ativos (Sonenberg e Dever,
2003) e, conseqientemente, uma drastica queda na frequéncia de iniciagao,
pois elF2-GDP néo é capaz de formar novos complexos ternarios (Cigan ef al.,
1993; Hinnebush, 1994; Dever ef al., 1992; 1995). A estrutura tridimensional,
realizada por difragdo de raios X, de dois tergos da regido aminoterminal de
elF2 alfa humano, revelou dois motivos: um dominio de dobra-OB (dobra de
ligacdo a oligonucleotideo/oligossacarideo) e um compacto dominio de alfa-
hélice (Nonato et al., 2002). O estado de fosforilagdo de elF2 alfa & o principal
ponto de controle global da sintese protéica nas células eucaridticas e &
utilizado em diversas condigcdes (Kozak, 1999), como infecgao viral (Clemens e
Elia, 1997), apoptose (Srivastava et al, 1998), caréncia de aminoacidos
(Hinnebush, 1997) e estresse do reticulo endoplasmatico (Harding ef al., 1999).

A subunidade gama de elF-2 &€ a menos conhecida, pois foi a ultima
subunidade a ser clonada. Apresenta em sua seqUéncia de aminoacidos
motivos-consenso para ligagdo a GTP (Merrick, 1992), além de ter uma
evidente similaridade com o fator de alongacdo procariética (EF-Tu),
principalmente em relacéo a regiao de ligagdo ao tRNA (Hannig et al., 1993;
Schimitt et al., 2002).

1.4.1 A subunidade beta de elF2

A subunidade beta do elF2 & uma proteina moderadamente abundante
em células de mamiferos. Em humanos, € formada por 333 aminoacidos.
Andlises de sua sequéncia nucleotidica revelaram um cDNA de 1416
nucleotideos (Patack, 1988). A analise da sequéncia de elF2 beta humana
indicou a presenga de dois motivos-consenso de ligagdo a GTP (Pathak et al.,
1988, Bommer et al, 1991). No entanto, esses motivos estdo ausentes em
levedura. Dados de experimentos de ligagdo cruzada com analogos de GTP
indicaram uma possivel participacdo de beta e gama na ligagdo a GTP
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(Merrick,1992), o que sugere uma forte interagao funcional entre gama e beta
durante a formagdo do complexo ternario (Bommer et al., 1991, Gaspar ef al,
1994). O elF2 beta possui duas regides altamente conservadas que podem
representar interagd@o com acidos nucléicos.

Na porgao amino-terminal da molécula, existe um dominio bastante
marcante composto por trés blocos de seis a oito residuos de lisina (Pathak et
al., 1988) que sado as unicas regides conservadas evolutivamente nessa por¢ao
da molécula. Esses blocos conferem uma acentuada carga positiva a regido N-
terminal de elF2 beta, mediando interagdes com o mRNA (Laurino ef al.,1999).

Na por¢ao carboxi-terminal, ha uma seqiéncia contendo quatro cisteinas
com potencial para formagao de estrutura de "dedo-de-zinco™ C-X2-4C-X2-
16C-X2-4 (Evans e Hollenberg,1988; Pathak et al, 1988). Contudo nao se
detectou zinco associado a elF2, e zinco ndo é necessario para a fungao desse
fator in vitro. Uma analise de mutagdes realizadas in vitro, em Saccharomyces
cerevisiae, as quais alteravam uma ou mais cisteinas e o espagamento entre
essas cisteinas ou removiam a regiao C2-C2, indicou que estes residuos de
cisteinas sao indispensaveis para a funcao de elF2 beta (Donahue ef al., 1988,
Castilho-Valavicius et al., 1992). Ensaios de ligacdo in vitro ao mRNA, usando
a técnica “Northwestern-Blot”, revelaram que elF2 beta liga-se ao mRNA de
HIS4, enquanto alfa € gama ndo sdo capazes dessa associagao (Laurino et al.,
1999). O emprego de uma série de formas truncadas de elF2 beta nesses
ensaios revelou que a capacidade de ligagdo a mRNA esta relacionada com as
regies amino-terminal e carboxi-terminal, sugerindo que os blocos de lisina
sejam responsaveis pela aproximagéao inicial do RNA, nao-especifica e de alta
afinidade e a regido C2-C2 responsavel por uma ligagdo com menor afinidade,
mas talvez de maior especificidade, como indicada pela analise genética
(Laurino et al., 1999). Essa ligagdo da porcdo carboxi-terminal deve estar
relacionada com a selegdo do codon de inicio AUG, visto que a analise de
mutantes para a regido carboxi-terminal, em S. serevisae, demonstrou que na
presencga de tais mutacdes o inicio da sintese proféica poderia ter como cédon
iniciador o “triplet” UUG (Donahue et al., 1988).

A subunidade beta de elF2 esta envolvida em diversas interagbes com
outros fatores (Hashimoto ef al., 2002). Os trés conservados blocos de lisinas,
presentes na regido amino-terminal dessa molécula, mostraram ser
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responsaveis pela ligacdo dessa subunidade a outro fator de iniciacédo, elF5,
tanto em S. cerevisiae (Asano et al., 1999; Singh ef al., 2004) quanto em
humanos (Das ef al., 1997; Das e Maitra, 2000). Essa regido também parece
ser responsavel pela interagao entre elF2 e o fator de troca elF2B (Asano et al,
1999).

Laurino et al. (1999) demonstraram, em S. cerevisiae, que elF2 beta
desprovido dos blocos de lisina ndo & capaz de realizar a ligagdo ao mRNA,
embora a associacdo as demais subunidades do heterotrimero elF2
continuasse ocorrendo de forma normal. A partir dai, surgiu a hipétese de que
essa forma truncada de elF2 beta poderia funcionar in vivo como um inibidor
competitivo da forma selvagem da mesma proteina. Essa hipdtese foi
confirmada em ensaio de curva de crescimento de S. cerevisiae, no qual sob
controle do mesmo promotor competiam os genes selvagens e o0 gene
desprovido dos blocos de lisinas. Observou-se que este ultimo foi capaz de
induzir parada do crescimento celular nesse microrganismo (dados nao
publicados, Laurino, JP) (FIG. 3).
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Figura 3 - Curva de crescimento de S. cerevisiae em meio liquido. Células
transformadas com o plasmideo pLeu2 Cen4 (plasmideo de baixo numero de
copias), expressando elF2 beta selvagem ou desprovido dos blocos de lisina
sob controle de seu proprio promotor (Laurino, JP). A linha simples representa
a curva de crescimento de células transformadas com o plasmideo plLeu2
Cen4. A linha com losangos representa a curva de crescimento de células
transformadas com o plasmideo pLeu2 Cen4, contendo o gene selvagem de
elF2 beta de S. cerevisiae. A linha com circulos representa a curva de
crescimento de células transformadas com o plasmideo pLeu2 Cen4, contendo
o gene de elF2 beta de S. cerevisiae desprovido dos blocos de lisinas.
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1.5 A utilizacio de elF2 beta truncado em terapia génica

antiproliferacao celular

O efeito de parada do crescimento, observado em S. cerevisiae, pode
ser explorado visando ao bloqueio da proliferagdo em outros tipos celulares. De
modo que, apos a verificacdo do mesmo efeito biolégico de elF2 beta truncado
em células humanas em cultivo, estudos pré-clinicos poderdo averiguar a
viabilidade de utilizacdo dessa molécula em protocolos clinicos de terapia
génica, direcionada principalmente ao tratamento do cancer.

Conceitualmente, a terapia génica envolve identificacdo apropriada do
gene alvo e direcionamento celular adequado. Em vista disso, varios problemas
s&o encontrados com relacao a essa estratégia terapéutica, como falta de um
sistema de transferéncia eficiente e de expressao génica adequada, alem de
reacoes imunes do hospedeiro aos vetores virais utilizados, sendo todos esses
desafios a serem superados (Verma e Somia, 1997).

Considerando que a terapia génica tem sido explorada como um
tratamento para a diminuigao da progressdo de tumores, combate de infecgbes
virais e de doencas neurodegenerativas (Verma e Somia, 1997; Hunt e
Vorburger, 2002), células transformadas com vetores contendo o gene de elF2
beta humano truncado poderiam apresentar parada de proliferacdo devido a
diminuicdo acentuada da sintese protéica e, conseqlientemente, apresentariam
morte celular. Devido a isso, é possivel que formas truncadas dessa proteina,
competindo com a forma selvagem da célula, tornem-se uma estratégia para
terapia génica direcionada, por exemplo, por anticorpos carreadores de
plasmideos, contendo formas mutantes do gene de elF2 beta.

Em vista disso, ja estdo em andamento, em nosso laboratério,
experimentos com diversas linhagens de células de mamiferos em cultivo,
visando ao bloqueio da sintese protéica e, conseqiientemente, da proliferacéo
celular, pela expressdo de elF2 beta truncado. A partir dai, surgiu a
necessidade do desenvolvimento de uma ferramenta para dosagem da
expressao das formas truncada e selvagem de elF2 beta nessas células. Por
meio de uma andlise de expressdo génica sera possivel correlacionar a
presenca celular de elF2 beta truncado com o fenémeno de parada do

crescimento celular.
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Atualmente, existem diversas metodologias capazes de caracterizar de
forma qualitativa e quantitativa a expressdo dos genes nas células. A maioria
dessas técnicas quantifica a expressao dos genes, acessando o grau de
presenga do mRNA especifico do gene na célula em questdo. Alguns exemplos
sao: os arranjos de DNA, o “Northern Blot", a RT-PCR qualitativa e quantitativa,
o Real Time RT-PCR, o SAGE, entre outras. Entretanto, em eucariotos
superiores, um a cada 10 genes é fortemente regulado em nivel de traducao do
mRNA em proteina (Cazzola e Skoda, 2000). Ou seja, para esses genes,
nenhuma das técnicas citadas acima & capaz de detectar oscilagbes na
expressao dos mesmos.

Por outro lado, o “Western-Blot”, uma técnica bastante simples, barata e
de facil reprodutibilidade, acessa diretamente a presenca da proteina no extrato
celular e é capaz de medir com precisédo a expressao de qualquer gene, desde

que para ele se tenha um anticorpo especifico.
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2 Objetivos

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de uma ferramenta
imunolégica que possa ser utilizada para a deteccdo da expressao por
“Western-Blot” das formas selvagem e truncada de elF2 beta em células de

mamiferos em cultivo.

2.1 Objetivos especificos

- Clonagem da regido codificadora (CDS) de elF2 beta humano em vetor
de expressao em procarioto.

- Expressao da proteina em Escherichia coli, com o intuito de se obter
uma superexpressao de elF2 beta humano recombinante.

- Purificacdo da proteina recombinante.

- Imunizagdo de coelho da raga Nova Zelandia com quantidades
suficientes de proteina purificada com o objetivo de estimular a producéo de
anticorpos policlonais anti-elF2 beta humano.

- Realizagdo de experimentos de deteccdo de elF2 beta humano por
“Western Blot”.
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3 Material e métodos

3.1 Linhagens de E. coli, plasmideos e oligonucleotideos

3.1.1 Linhagens de E. coli

Linhagem
JM109

BL21 DE3

BL21 DE3 STAR

BL21 (DE3) pLysS

BL21 (DE3)
CodonPlus-RIL

BL21 Si

Gendtipo

recA 1, endA 1, gyrA
96, thi, hsdR 17 (rk-,
mk+), supE44, relA 1,
I-, D(lac-proAB), [F,
traD 36, proAB, laclq
ZDM15]

F~ ompT gal dcm lon
hsdSg (rs” mg) A (DE3)

F-, ompT, hsdSB(rg
mg’), dem, gal,nre131,)
A (DE3)

F ompT gal dem lon
hsdSg (rs mg) A(DE3)
pLysS (cm")

F~ ompT gal dcm lon
hsdSg (TB“ mB') A (DE3)
argU, ileY, leulW

F~ ompT gal dcm lon
hsdSg (rs° mg) A (DE3),
polimerase de T7
indutivel por NaCl

Referéncia ou origem

Promega

Novagen

Invitrogen

Novagen

Stratagene

Invitrogen
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3.1.2 Plasmideos

Linhagem

pCR®2.1-TOPO®

Pin PointTM Xa-1
T-Vector

pET-23a(+)

Caracteristicas

Amp", Kan', plasmideo
de clonagem de produtos
amplificados pela reagao
em cadeia da Polimerase
(PCR)

Ampr, plasmideo linear
com desoxitimidinas nas
extremidades para
clonagem de produto de
PCR, expressdo de
proteinas de fusdo com
biotina em E. coli

Amp’, plasmideo para
expressdo de protfeinas
de fusdo com cauda de
histidina em E. coli

Referéncia ou origem

Invitrogen

Promega

Novagen
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3.1.3 Plasmideos construidos neste trabalho

pJPL13 - PCR da regido codificadora do cDNA de elF2 beta humano selvagem
em Pin PointTM Xa-1 T-Vector.

pJPL14 - regido codificadora do elF2 beta humano selvagem em Pin PointTM
Xa-1 T- Vector.

pJPL64 - PCR da sequéncia do “tag” de biotina fundido com a regiéo codificadora
de elF2 beta humano proveniente do pJPL14 em pCR®2.1-TOPO®

pJPL65 - sequiéncia do “tag” de biotina fundido com a regi&o codificadora de elF2
beta proveniente do pJPL64 em pET-23 a (+).

3.1.4 Oligonucleotideos utilizados

NRUIF: 5 TTTTTTCGCGACGAGATGATTTIT 3’
NDEIF: 5 CGGGAGTAACTCATATGAAAC 3’
BAMHIR: 5 TGAAAGGATCCCTGTTATAATAACTTTAAT 3

3.2 Meios de cultura para bactérias

Meio LB - triptona 10 g/L, extrato de levedura 10 g/L, NaCl 5 g/L, pH 7,0 (agar

20 g/L quando meio sélido).

Meio 2X YT - triptona 16g/L, extrato de levedura 10g/L, NaCl 5g/L, pH 7,0.

Meio SOC - triptona 20 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 0,5 g/L, Kcl 2,5 mM,
MgCl2 7 mM e glicose 20 mM, pH 7,0.
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3.3 Manipulagéo de bactérias

3.3.1 Preparacao de células de E. coli eletrocompetentes para
transformagdo com DNA plasmidial

Em 500 mL de meio LB, foram inoculados 5 mL de uma pré-cultura de E.
coli pertencente a uma das linhagens descritas acima, crescidas por 16 a 18h em
meio LB. As células foram crescidas com agitagdo vigorosa de 300 rpm até que a
cultura atingisse uma densidade 6ptica de 0,5 a 0,7 Agoonm € incubadas no gelo por
15 a 30 minutos. A cultura gelada foi, entdo, centrifugada por 20 minutos a
3.200 g, em centrifuga Hettich (modelo Rotina 46R, com rotor oscilante modelo
4624) a 4°C. O sobrenadante foi totalmente retirado, e as células, ressuspensas
em 500 mL de glicerol 10% estéril a 4°C. A suspenséo foi centrifugada como
anteriormente, e o precipitado foi ressuspenso em 250 mL de glicerol 10% a 4°C.
Procedeu-se a nova centrifugacao, o sobrenadante foi novamente descartado e as
células, ressuspensas em 20 mL de glicerol 10%. O mesmo passo de
centrifugacéo foi realizado novamente para coletar as células, as quais foram
entdo ressuspensas em um volume final de 1 a 2 mL de glicerol 10% a 4°C. As
celulas foram fracionadas em aliquotas de 40 puL e congeladas a -80°C para
posterior utilizagao.

3.3.2 Transformacao de E. coli por eletroporacao

As aliquotas de 40 pL de células eletrocompetentes foram descongeladas a
temperatura ambiente e colocadas imediatamente no gelo. A cada tubo foi
adicionado DNA plasmidial suspenso em agua ou TE (Tris-Hcl 10 mM pH 8,0;
EDTA 1 mM) (maximo de 3 pL), incubando-se no gelo por 1 minuto. As constantes
elétricas utilizadas para a eletroporacao foram: capacitancia, 25 yF; resistor, 200
mQ; e voltagem, 2,5 kV (uma vez que foram utilizadas cubetas de 0,2 cm). A

suspensao de células foi transferida para o fundo de uma cubeta gelada e
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colocada na camara do eletroporador (Bio-Rad Laboratories, Inc.) e o pulso
elétrico gerado. Apds o pulso, a cubeta foi imediatamente retirada da cdmara e as
células foram coletadas com 1 mL de meio SOC. A suspensao foi transferida para
um tubo de ensaio e incubada a 37°C por uma hora e entdo plaqueada em LB
solido contendo 100 pg/mL de ampicilina.

3.4 Manipulacao de DNA

3.4.1 Extragao de DNA plasmidial

3.4.1.1 Extragao de DNA plasmidial de E. coli por lise alcalina

Inocularam-se bactérias de uma colénia isolada em 2 mL de meio LB,
contendo o antibiotico ampicilina para sele¢@o. Essas bactérias foram cultivadas a
37°C, sob agitagdo durante 16 horas. Um volume de 1,5 mL das culturas foi
transferido para tubos de microcentrifuga e centrifugado a 12.000 rpm, por 30
segundos, em microcentrifuga. O sobrenadante foi descartado, as células foram
lavadas com 1 mL de solucao salina (NaCl 0,9%) e centrifugadas nas mesmas
condicdes anteriores. A solugdo salina foi descartada, as células foram
ressuspensas em 100 pL de solugdo de formacdo de protoplastos (SFP) (glicose
50 mM, EDTA 10 mM, Tris 25 mM pH8,0) através de agitagdo em vortex. Apos
incubacgéo no gelo por 10 minutos, 200 pL de solugéo de lise (SL) (NaOH 200 mM,
SDS 1%) foram misturados a suspensao através de agitacdo em vortex. O tubo foi
incubado no gelo por 5 minutos e apds foram adicionados 150 pL de acetato de
sodio 3 M pH4,8, misturando-se, novamente, por agitagdo. O tubo foi incubado no
gelo por 15 minutos e centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm, obtendo-se o
sobrenadante contendo o DNA que foi transferido para novo tubo de
microcentrifuga ao qual foi adicionado 1 mL de etanol absoluto gelado. Seguiu-se
nova etapa de centrifugagdo por 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado, e ao precipitado de DNA foram adicionados 500 pyL de etanol 70%
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para retirar o excesso de sal. Nas mesmas condi¢oes, foi realizada nova
centrifugac@o, e o sobrenadante foi descartado. O DNA foi seco em temperatura
ambiente e ressuspenso num volume de 20 a 50 pL de H20 MiliQ. A essa solugao
foram adicionados 10 yg de RNase-A (Invitrogen), incubando-se por 20 minutos

em temperatura ambiente.

3.4.1.2 Extragcao de DNA plasmidial de bactérias utilizando “kit”

comercial

Para extracdo de DNA plasmidial de bactérias através de kit, foi utilizado o
WizardR Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme a
indicacdo do fabricante. Uma coldnia isolada de E. coli foi inoculada em 10 mL de
meio LB com o antibiético apropriado e foi incubada a 37°C, sob agitacdo, por 12 a
16 horas. A cultura foi centrifugada a 3.200 g, por 10 minutos, e o sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi ressupenso em 250 L de Solugdo de Ressuspenséao
(Tris-Hel 50 mM pH7,5; EDTA 10 mM; RNase 100 pg/mL) por agitagdo em vortex.
As células foram transferidas para tubos de microcentrifuga e foram adicionados
250 pL de Solugédo de Lise Celular (200 mM NaOH; SDS 1%). A solucéo foi
misturada quatro vezes por inversao e foi incubada a temperatura ambiente por 5
minutos. Apds esse tempo, foram adicionados 10 pL de Solugdo de Protease
Alcalina e também se misturou quatro vezes por inversdao. Foram adicionados
350 pL de Solugado de Neutralizagao (hidrocloridrato de guanidina 4,09 M; acetato
de potassio 0,759 M; acido acético glacial 2,12 M) e imediatamente misturou-se
quatro vezes por inversao. A mistura foi centrifugada a 14.000 rpm, durante 10
minutos. Para o isolamento e purificacdo do DNA plasmidial, o lisado foi
transferido para uma microcoluna de purificagdo que foi inserida em um tubo
coletor de microcentrifuga de 2 mL. A microcoluna foi centrifugada a 14.000 rpm
por um minuto. O filtrado foi descartado. Apos, foram adicionados 750 pL de
Solugédo de Lavagem de Coluna (acetato de potassio 60 mM; Tris-Hcl 8,3 mM
pH7,5; 0,04 EDTA pH8,0, etanol 60%) a microcoluna e foi realizada nova
centrifugacao sob as mesmas condi¢des. O filtrado foi novamente descartado, e o
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processo de lavagem foi repetido com 250 uL de Solugédo de Lavagem de Coluna.
A microcoluna foi centrifugada a 14.000 rpm, por dois minutos e transferida para
um novo tubo de microcentrifuga. O DNA foi eluido pela adi¢gao de 100 pL de agua
livre de nuclease na microcoluna, a qual foi centrifugada a 14.000 rpm durante um
minuto. A microcoluna foi descartada, e o DNA plasmidial armazenado a -20°C.

3.4.2 Modificacdes do DNA

3.4.2.1 Digestao por endonucleases de restrigao

A uma quantidade de 0,1 ug a 0,5 pg de DNA plasmidial (para analise de
clones recombinantes ou para reagao de ligacao) e 0,5 uyg a 1 pg (para extragao
de fragmentos de DNA em gel de agarose) foi adicionado 1/10 do volume total da
reacdo de tampdo de restricdo 10X com composicdo dependente da enzima
utilizada ou tampao para digestdo dupla segundo o fabricante (New England
Biolabs ou Fermentas) e H20 MiliQ para completar o volume total da reagao,
geralmente realizada entre 10 pL a 20 pL . Quantidades apropriadas de enzimas
foram adicionadas, levando-se em conta que uma unidade de enzima digere 1 pg
de DNA em uma hora. A reacao foi incubada na temperatura adequada para a

enzima utilizada.

3.4.2.2 Defosforilacao de extremidades de DNA

Em determinado volume de DNA plasmidial linearizado e ressuspenso em
H20 MiliQ, foi adicionado 1 pL de fosfatase alcalina (Shrimp Alkaline 50
Phosphatase — SAP) (USB-GE healthcare). A reacao foi realizada durante 30
minutos, a 37°C seguidos de 15 minutos, a 80°C, para inativar a enzima.
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3.4.2.3 Fosforilacao de extremidades de DNA

Em determinado volume de DNA digerido por endonucleases de restrigao,
foram adicionados dois décimos do volume do tamp&o apropriado 5X (Tris-Hcl 350
mM pH 7,6; MgCl2; 50 mM; KCI 500 mM; 5mM 2-mercaptoetanol), 0,5 pL de T4
Polinucleotideo quinase 10 U/uL (Invitrogen) e um décimo do volume de ATP
10 mM. A reacao foi incubada a 37°C, por 30 minutos, e, para inativar a quinase,

foi realizada uma etapa de 70°C por 10 minutos.

3.4.2.4 Ligagao de extremidades de DNA

As reacoes de ligacdo foram feitas em um volume de 20 pL. Foram
utilizados 2 pL de tampao de ligase 10X (Tris-HCI 400 mM, MgCI2 100 mM, DTT
100 mM, 5 mM ATP; pH 7,8), 1 pL de T4 DNA ligase 5 u/uL (Fermentas), 5 a
50 ng de vetor plasmidial e o fragmento a ser ligado ao vetor em uma
concentracdo molar dez vezes maior que a do vetor utilizado. A reacédo foi

incubada a 22°C durante 12 horas.

3.4.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As reagbes de polimerizagdo em cadeia (PCR) foram realizadas em
aparelho termociclador DNA “Thermal Cycler” - MJ Research, modelo PTC 100.
As reacgdes continham 50 ng de DNA plasmidial, 0,2 uM de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCi2, 0,5 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen) e tampao 10X (Tris-Hecl 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM), em um volume
de um décimo do volume final da reacao. A reag¢ao foi incubada por 1 minuto, a
94°C, seguida de 40 ciclos de incubagées a 94°C, por 1 minuto, temperatura de
anelamento ideal dependendo do conjunto de iniciadores utilizados, por 1 minuto,
e a 72°C, por 2 minutos. Por ultimo, seguiu-se uma incubagdo a 72°C, por 10

minutos, para extensao final.
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3.4.4 Analise do DNA

3.44.1 Eletroforese horizontal de DNA em gel de agarose e

documentagao

Eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% em 0,5X TBE
(Tris-HCI 44,5 mM, acido bérico 44,5 mM, EDTA 1 mM). A amostra de DNA foi
adicionada de tampao de amostra (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%, EDTA
1 mM), e aplicada no gel contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo. O gel foi
submetido a voltagem de 100-150 V em tampao 0,5X TBE. O DNA foi visualizado
através de iluminagédo ultravioleta, a 302 nm, e fotografado em magquina digital
Kodak (DC 290).

3.4.4.2 Quantificacao de DNA

Quando necessario, os fragmentos de DNA foram quantificados através de
eletroforese horizontal em gel de agarose, juntamente com o marcador de peso
molecular DNA Low Mass Ladder (Invitrogen), que possui fragmentos com

quantidades conhecidas de DNA.

3.4.4.3 Seqiienciamento de DNA

O seqiienciamento de DNA foi realizado pelo método enzimatico de
terminagdo por dideoxinucleotideo (Sanger et al., 1977), utilizando-se o “kit" de
terminadores marcados (DYEnamic ET Dye Terminator — Amershan
BiosciencesTM).

As reagdes de seqiienciamento continham 150 ng de DNA plasmidial que
se desejava seqiienciar, 0,25 uM de iniciador e 4 pL do “sequencing reagent
premix”, que contém ddNTPs, dNTPs e Thermo Sequenase Il Polymerase, em um

volume final de 10 pL. Foram realizadas em termociclador, em uma amplificagdo
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linear com a incorporagdo dos terminadores marcados por distintas fluorescéncias
com duragdo de 1 hora e 40 minutos. O programa utilizado realizava: uma etapa
de desnaturacgéo inicial a 95°C, por 20 segundos; 34 ciclos de incubagéo a 95°C,
por 20 segundos; 50°C, por 15 segundos; 60°C, por um minuto; e, por fim, 4°C,
por uma hora.

Apés as reagbes de seqlienciamento, os produtos foram purificados com
acetato de aménio 7,5 M e etanol absoluto para remogao dos ddNTPS marcados
nao incorporados. Para a eletroforese e a leitura das reagdes, foi utilizado o
seqgiienciador automatico de DNA “MegaBACE”" 1000 (Amershan). As seqiiéncias
obtidas foram analisadas no programa Chromas (www.technelysium.com.au).

3.4.5 Isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose

Para o isolamento de fragmentos de DNA de gel de agarose, foi utilizado o
StrataPrepTM DNA Gel Extraction Kit (Stratagene).

O fragmento de DNA, separado em gel de agarose 1%, foi visualizado por
coloracdo com brometo de etideo e iluminagdo com luz ultravioleta em
transluminador. O pedaco de agarose contendo o fragmento foi cortado e retirado
do gel, colocado em tubo de microcentrifuga e a ele foram adicionados 300 L de
Tampao de Extragdo de DNA. O tubo foi incubado a 55°C, por 10 minutos, para
dissolver o gel. A solugao foi, entdo, transferida para uma microcoluna contendo
matriz de fibra que foi colocada em novo tubo de microcentrifuga. Foi realizada
uma centrifugacéo a 14.000 rpm, por 30 segundos. O liquido foi descartado, e a
microcoluna foi novamente assentada sobre o tubo. Adicionaram-se 750 pL de
Tampéo de Lavagem (Tris-Hcl 5 mM pH7,5; NaCl 50 mM; EDTA 1,25 mM; etanol
50%), e centrifugou-se novamente nas mesmas condigdes. Descartou-se 0
liquido, e nova centrifugacdo foi realizada. A microcoluna contendo o DNA foi,
entdo, transferida para outro tubo de microcentrifuga e a ela foram adicionados
50 uL de TE (Tris-Hecl 10 mM pH8,0; EDTA 1 ﬁM) para eluir o DNA. Apés 5
minutos de incubagdo a temperatura ambiente, seguiu-se outra etapa de
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centrifugagdo nas mesmas condigbes anteriores. A microcoluna foi entdo
descartada, e o DNA eluido em TE ficou retido no tubo.

3.5 Obtencao da regiao codificadora (CDS) de elF2 beta humano

Para a obtengcdo do fragmento referente a CDS de elF2 beta humano
(http://www.ncbi.nim.nih.gov, M29536), foi realizada uma reagdo de PCR como
descrito na seg¢ao 3.4.3, com temperatura de anelamento de 52°C. A reacao teve
como molde o DNA do plasmideo pJPLO7 (plasmideo pALTER EX1® carregando
a seqiéncia correspondente ao cDNA de elF2 beta humano) (Salton, G. D., 2005)
e utilizou os iniciadores NRUIF e BAMHIR que contém em sua segiiéncia
nucleotidica sitios de restricdo para as enzimas Nrul e BamHI respectivamente. O
fragmento amplificado, de 1.300 pb, foi submetido a eletroforese em gel de

agarose 1% e quantificado conforme sec¢éao 3.4.4.2.

3.6 Clonagem intermediaria no plasmideo pCR®2.1-TOPO®

Para clonagem de produtos da PCR, foi utilizado o TOPO TA cloning kit que
utiliza o plasmideo pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), o qual é especialmente
formulado para essa finalidade. O protocolo foi seguido conforme as instrucées do
fabricante, de modo que os produtos de amplificagao por PCR foram clonados em
pCR®2.1- TOPO®, em uma reagdo com volume final de 6 pL, contendo 4 uL de
produto de PCR, 1 pL de solucéo de sais diluida e 1uL do plasmideo. A reagéo foi
incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente, e logo apés, colocada no gelo.
Posteriormente, foi utilizada para eletroporagédo de E. coli JM109, como descrito
na secdo 3.3.2. Os clones foram selecionados com ampicilina a 100 pg/mL. Para a
analise da presenga do plasmideo recombinante, foram isoladas 20 coldnias
obtidas da transformacgao que foram repicadas em 2 mL de meio LB, contendo

ampicilina 100 pg/mL e cultivadas a 37°C, por 16 a 18 horas. Os DNAs plasmidiais
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foram extraidos por lise alcalina como descrito na sec¢ao 3.4.1.1. Para confirmar a
presenca do inserto nos diferentes clones, foi primeiramente feita uma triagem
através de digestdao com a enzima de restricdo EcoRlI (segdo 3.4.2.1.) cujos sitios
estdo localizados nas regides flanqueadoras da regido de inser¢édo do fragmento
no plasmideo pCR®2.1-TOPO®. Um clone que mostrou a presenca do fragmento
de DNA adequado foi selecionado.

3.7 Construgoes genéticas
3.7.1 Construgiao do plasmideo pJPL13

Para obter a regido codificadora do cDNA, foi elaborado o oligonucleoctideo
iniciador NRUIF, que contém um sitio de restricdo para a enzima Nrul. O desenho
desse iniciador faz com que o fragmento seja clonado em fase de leitura correta
no vetor de expressdo em células procariéticas Pin Point™ Xa-1 T-Vector quando
esse vetor é clivado com a enzima de restrigdo Nrul. Juntamente com o iniciador
reverso BAMHIR, o iniciador NRUIF foi utilizado para a realizagdo de uma reagéo
de PCR que teve como molde o plasmideo pJPLO7. A reagao foi feita conforme
descrito na secdo 3.4.3, apresentando temperatura de anelamento de 52°C. O
fragmento de DNA amplificado de 1.300 pb foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% e quantificado conforme secédo 3.4.4.2.

Para a construgdo de um plasmideo que expressasse a proteina elF2 beta
humana, foi escolhido o vetor Pin Point™ Xa-1 T-Vector, o qual permite a
clonagem direta de produtos de PCR. Esse plasmideo compde o sistema Pin
Point™ Xa-1 T-Vector Systems (Promega), o qual expressa a proteina de
interesse sob a forma de um produto de fusdo com um peptideo que sinaliza a
biotinizagao in vivo da proteina recombinante. Possibilitando, dessa forma, a sua
deteccdo por “Western-Blot” revelado com streptavidina peroxidase e purificagéo
por cromatografia de afinidade com resina de avidina (SoftLink™ Soft Release

Avidin - Promega). O produto amplificado como descrito acima foi clonado no
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plasmideo Pin PointTM Xa-1 T-Vector. A reagao de ligacao foi realizada em um
volume final de 10 pL, contendo 1 pL de Tampdo de Ligagdo 10X (Tris-Hcl 300
mM pH7,5; MgCI2 100 mM; DTT 100 mM; ATP 10 mM), 50 ng de Pin PointTM Xa-
1 T-Vector, 0,5 pg de produto de PCR, 1 pL (1u) de T4 DNA Ligase (Promega) e
H20 MiliQ para completar o volume. Uma aliquota dessa reagéo foi utilizada para
transformacgéo em E. coli JM109, como descrito na se¢éo 3.3.2. Os clones obtidos
foram selecionados com 100 yg/mL de ampicilina. Para determinar a presen¢a do
plasmideo recombinante, colénias isoladas da transformagéao foram repicadas em
2 mL de meio LB, contendo ampicilina 100 pg/mL e crescidas a 37°C, por 16 a 18
horas. Os DNAs plasmidiais foram extraidos por lise alcalina, como descrito na
secdo 3.4.1.1. Para confirmar a presenca do inserto nos diferentes clones, foi
realizada digestdo dupla com endonucleases de restrigdo, como mostrado na
secao 3.4.2.1, utilizando-se as enzimas Nrul e BamHI. Um clone apresentando o
fragmento de interesse de 1.292 pb foi selecionado e denominado pJPL13.

3.7.2 Construgao do plasmideo pJPL14

Para que a regido codificadora de elF2 beta fosse colocada em fase de
leitura correta, o plasmideo pJPL13 foi tratado com a endonuclease Nrul, como
descrito na se¢do 3.4.2.1, e foi religado com 1 pyL (1u) de T4 DNA Ligase
(Promega) e com o volume adequado de tampao de ligagdo 10X. A reacéo foi
transformada em E. coli JM109, como descrito na secao 3.3.2. Coldnias isoladas
da transformacdo foram repicadas em 2 mL de meio LB, contendo ampicilina
100 pg/mL e crescidas a 37°C, por 16 a 18 horas. Os DNAs plasmidiais foram
extraidos por lise alcalina, como descrito na secdo 3.4.1.1. Para confirmar a
presenca do inserto nos diferentes clones, foi realizado tratamento duplo com
endonucleases de restricdo, com as enzimas Nrul e BamHI, como descrito na
secao 3.4.2.1. Para analise da sequéncia nucleotidica dos clones que mostraram
apresentar o inserto, foi realizado seqlienciamento de DNA (se¢do 3.4.4.3). Um
clone apresentando o fragmento de interesse de 1.292 pb foi selecionado e
denominado pJPL14.
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3.7.3 Construcao do plasmideo pJPL64

Para a obtengdao de um fragmento composto pelo “tag” de biotinilagéo,
encontrado no plasmideo Pin Point™ Xa-1 T-Vector, mais a regido codificadora de
elF2 beta humano, foi realizada uma reagdo de PCR que teve como DNA molde o
plasmideo pJPL14. Para a realizagao dessa reacao, foi criado o oligonucleotideo
iniciador NDEIF, que contém um sitio de restricdo para a enzima Ndel. A PCR
utilizou, entdo, os iniciadores NDEIF e BAMHIR para a amplificacdo de um
fragmento de 1.695 pb, que foi realizada conforme descrito na secédo 3.4.3. Esse
produto de PCR foi ligado ao plasmideo pCR®2.1-TOPO®, como descrito no item
3.6. Para confirmar a presenca do inserto nos diferentes clones, foi primeiramente
feita uma triagem através de digestdo com a enzima de restricao EcoRIl, como
referido no item 3.4.2.1. Clones que mostraram a presen¢a de um fragmento de
aproximadamente 1.695 pb foram tratados com as endonucleases de restricao
Ndel e BamHI| por digestao dupla (secdo 3.4.2.1). Um clone apresentando o
fragmento de interesse foi selecionado e denominado pJPL64. O DNA desse
plasmideo foi extraido para armazenamento pelo “kit” WizardR Plus SV Minipreps

DNA Purification System (Promega), como descrito na se¢éo 3.4.1.2.
3.7.4 Construcao do plasmideo pJPL65

O plasmideo pJPL64 foi tratado concomitantemente com as endonucleases
Ndel e BamHI para o isolamento do fragmento de 1.695 pb. Esse fragmento foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e extraido do gel (se¢do 3.4.5).
As extremidades do fragmento foram fosforiladas como descrito na segéo 3.4.2.3.
O plasmideo pET-23a(+) também foi, do mesmo modo, digerido com essas duas
enzimas e, posteriormente, teve suas extremidades defosforiladas (3.4.2.2). A
reacao de ligacao foi realizada num volume final de-20 pL, como descrito na secao
3.4.2.4, e transformada em E. coli JM109, como na sec¢do 3.3.2. Os clones
resultantes foram selecionados com 100 pg/mL de ampicilina. Colénias isoladas

obtidas com a transformacdo foram cultivadas em 2 mL de LB, com ampicilina

32



100 ug/mL. Os DNAs plamidiais foram extraidos por lise alcalina como descrito no
item 3.4.1.1. A presenca de plasmideos recombinantes foi analisada por digestao
dupla com as enzimas Ndel e BamHI|, como referido na seg¢édo 3.4.2.1. A analise
da seqiéncia dos clones que apresentaram o fragmento de interesse foi realizada
por seqiienciamento de DNA, como descrito na secdo 3.4.4.3. Foi selecionado um
plasmideo recombinante com a seqléncia correta, o qual foi denominado pJPL65.
O DNA desse plasmideo foi extraido para armazenamento pelo “kit” WizardR Plus
SV Minipreps DNA Purification System (Promega), como descrito na segao
3412

3.8 Expressao de elF2 beta humano recombinante em E. coli
3.8.1 Expressao em pequena escala

Foram preparadas células eletrocompetentes de E. coli das linhagens BL21
Sl, BL21 DE3, BL21 DE3 STAR, BL21 (DE3) pLysS, BL21 (DE3) codon plus RIL e
JM109, como descrito na seg¢ao 3.3.1. Todas essas linhagens foram eletroporadas
(secdo 3.3.2) com os plasmideos pJPL14 e pJPLE5.

Colénias transformantes foram repicadas em 2 mL de LB com 100 pg/mL
de ampicilina e cultivadas por 16 a 18 horas, sob agitagdo a 37°C. Cada clone foi,
entao, repicado com 1% (50 pL) de pré-indéculo em 5 mL de 2X YT com 100 pg/mL
de ampicilina e 2 uM de biotina, sob agitagao (250 rpm) a 37°C. Os cultivos foram
crescidos até atingirem uma ODggonm de aproximadamente 0,6. Adicionou-se IPTG
para concentragées finais de 0,1 mM até 1,0 mM e manteve-se o cultivo por 3 a 4
horas adicionais.

Os cultivos foram transferidos para tubos de microcentrifuga e
centrifugados por 30 segundos a 12.000 rpm. As células foram ressuspensas no
mesmo volume de PBS 1X (NaCl 145 mM; NaH2P04 7,46 mM; NaHPO4 14,5 mM,
KCI 27 mM; pH 7,4) gelado e novamente centrifugadas nas mesmas condi¢oes. O

precipitado foi armazenado a -20°C.
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3.8.2 Expressdo em escala de 100 mL

Pré-in6culos foram cultivados em 2 mL de LB com 100 pg/mL de ampicilina
por 16 a 18 horas, sob agitagdo a 37°C. Foi utilizado 1 mL de pré-inéculo para
semear 100 mL de meio 2X YT com 100 ug/mL de ampicilina e 2 uM de biotina em
frasco “Erlenmayer” de 500 mL, sob forte agitagéo (250 rpm) a 37°C. O cultivo foi
crescido até atingir uma ODgoonm de aproximadamente 0,6. Adicionou-se IPTG
para concentragao final de 0,3 mM e manteve-se o cultivo por 3 a 4 horas
adicionais.

O cultivo foi transferido para tubos “Falcon” de 50 mL, que foram
centrifugados a 4°C, por 15 minutos a 5.000 rpm. As células foram ressuspensas
no mesmo volume de PBS 1X (NaCl 145 mM; NaH,PO, 7,46 mM; Na;HPO4 14,5
mM, KCI 27 mM; pH 7,4) gelado e novamente centrifugadas nas mesmas
condi¢cdes. O precipitado foi armazenado a -20°C

3.9 Purificagdo de elF2 beta recombinante a partir de corpusculos de

inclusédo

Apb6s os cultivos em escala de 100 mL (secdo 3.8.2), os precipitados
celulares de 50 mL de cultivo foram incubados no nitrogénio liquido por 5 minutos
e, em seguida, a 37°C por 5 minutos. Esse processo foi repetido em um total de
cinco ciclos. O material foi ressuspendido em 10 mL de PBS 1X gelado com
0,8 mg/mL de lisozima e mantido no gelo por 15 minutos. Em seguida, a
suspenséo foi sonicada no gelo com 10 pulsos de 30 segundos em intensidade
média. As amostras foram, entao, centrifugadas a 4°C, por 30 minutos, a
5.000 rpm e a fragdo solivel descartada. A seguir, o material precipitado foi
ressuspendido em 15 mL de PBS 1X contendo uréia 1 M, Triton-X-100 1% e
Tween 20 1% e incubado em temperatura ambiente por 10 minutos. Apos,
realizou-se nova centrifugagdo, como descrito acima, e a fragdo solavel foi
descartada. O material precipitado foi ressuspendido em 15 mL de PBS 1X
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contendo uréia 2 M, Triton-X-100 2% e Tween 20 2% e incubado em temperatura
ambiente por 10 minutos. As amostras foram novamente centrifugadas nas
mesmas condicdes. O precipitado foi lavado uma vez com 15 mL de PBS 1X,
ressuspendido em 10 mL de PBS 1X com 0,8 mg/mL de lisozima e mantido no
gelo por 15 minutos. Seguiu-se nova centrifugacéo e descarte do material solavel.
Finalmente, o precipitado foi solubilizado em 15 mL de PBS 1X contendo uréia 8 M
e centrifugado. A fracao soluvel foi coletada e dialisada contra 2 L de Tris 25 mM,
NaCl 125 mM, pH 7,5.

3.10 Analise de proteinas

3.10.1 Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida com SDS
(SDS-PAGE)

Géis verticais de poliacrilamida para eletroforese de proteinas foram
preparados entre duas placas de vidro do sistema (Bio-Rad Mini-PROTEAN®). O
gel de corrida 10% era composto de uma solucdo de acrilamida/bis-acrilamida
30% (29% de acrilamida e 1% de bis-acrilamida), Tris 0,37 M pH8,8, SDS 0,1%,
20 uL de persulfato de aménio 10% e 6 yL de TEMED, em um volume total de
5 mL. Essa solugao era aplicada entre as placas do sistema até 2 cm da borda e
coberta com uma fina camada de etanol 96° para formar uma interface lisa.
Quando o gel encontrava-se polimerizado, o etanol 96° era removido com papel
filtro, colocava-se o gel de empilhamento (acrilamida 4%, bis acrilamida 0,1%, Tris
0,125 M pH6,8, SDS 0,1%, 20 pL de persulfato de aménio 10% e 3 uL de TEMED,
em um volume total de 2,5 mL) e inseriam-se os pentes para formacao dos pogos
de aplicacdo das amostras. As amostras eram diluidas em tampao de aplicagao
5X (Tris 1,562M pHG6,8, glicerol 25%, SDS 7%, 2-mercaptoetanol 12%, azul de
bromofenol 0,25%) e incubadas a 100°C por 5 minutos. Aplicavam-se as amostras
no gel ja submerso no tampao de corrida (1,44% de glicina, 0,3% de Tris e SDS
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0,01%). A eletroforese era realizada a 120 volts até o corante comecar a sair do

gel, aproximadamente 1 hora e meia.

3.10.2 Coloracgao de proteinas em gel de poliacrilamida

Foi utilizada a coloragdo por Coomassie, onde as proteinas eram coradas
numa solucdo de metanol 50%, acido acético 10%, Coomassie-blue (Sigma) 0,1%,
sob leve agitagéo, por 1 hora. Essa solugéo era removida, o gel lavado com agua
e descorado numa solugdo de acido acético 10%, metanol 10% até as bandas

ficarem visiveis.

3.10.3 Western-Blot revelado com soro anti-elF2 beta humano

Apbs separacao das proteinas em SDS-PAGE, as mesmas foram
transferidas “overnight” para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra
Amersham) por eletroforese, utilizando-se o sistema (Bio-Rad Mini-Trans-Blot) a
90 mA em tampao de transferéncia 1X (Tris-HCI 25mM pH8,3, glicina 192mM,
metanol 20%). A membrana foi corada com ponceau (ponceau 0,1%, em acido
aceético glacial) por 5 minutos. As bandas do marcador de massa molecular foram
identificadas com caneta esferografica azul e em seguida a nitrocelulose foi
descorada com agua destilada. A seguir, foi bloqueada com leite em po
desnatado Molico 10% por uma hora e lavada com agua destilada diversas vezes.
Ap¢s, foi incubada com soro anti-elF2 beta na diluicdo apropriada em PBS-Tween
(PBS com Tween-20 0,05%) por uma hora a temperatura ambiente, com leve
agitacdo. A membrana foi lavada com trés ciclos de incubagdo em PBS-Tween
por 5 minutos, seguida de enxaglle com agua destilada. Seguindo-se, foi
incubada com Proteina A-Peroxidase (Amersham), diluida a 1:2000 em PBS-
Tween, por 1 hora com agitagédo, e lavada como descrito anteriormente. Para a
detecg¢do por quimioluminescéncia, a membrana foi, entdo, incubada 2 vezes por
5 minutos em tampao carbonato/bicarbonato (carbonato de sédio 15 mM,
bicarbonato de sédio 35 mM). Seguiu-se incubagdo com uma mistura de iguais
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quantidades da solugdo de detecgéo 1 e solugéo de detecgdo 2 (ECL™, Western
blotting detection reagents - Amersham Life Science). O excesso de solucéao de
detecgéo foi retirado e a membrana colocada dentro de um filme de transparéncia
dobrado. A membrana foi exposta a um filme de raio-X por 5 minutos ou menos e

este dltimo revelado.
3.10.4 Western-Blot revelado com streptavidina peroxidase

O mesmo procedimento descrito no item 3.9.3 foi seguido até o bloqueio da
membrana com Molico 10% e posterior lavagem com agua destilada. A seguir, a
mesma foi incubada com streptavidina peroxidase (Promega) diluida a 1:2000 em
PBS-Tween, por 45 minutos a 37°C e com leve agitacdo. A membrana foi lavada
com trés ciclos de incubagéo em PBS-Tween por 5 minutos, seguida de enxagie
com agua destilada. Para a detecgdo por quimioluminescéncia, a membrana foi,
entdo, incubada 2 vezes por 5 minutos em tampdo carbonato/bicarbonato
(carbonato de s6dio 15 mM, bicarbonato de sédio 35 mM). Apods, seguiu-se
incubagcdo com uma mistura de iguais quantidades da solucéo de deteccédo 1 e
solugdo de detecgdo 2 (ECL™, Western blotting detection reagents - Amersham
Life Science). O excesso de solugdo de deteccao foi retirado e a membrana
colocada dentro de um filme de transparéncia dobrado. A membrana foi exposta a

um filme de raio-X por 5 minutos ou menos e este ultimo revelado.

3.10.5 Quantificacao de proteina por Coomassie Azul Brilhante
(modificagao do método de Bradford, 1976)

A amostra de proteina foi diluida em agua para um volume final de 100 pL.
A diluicdo foi adicionado 1 mL de solugdo de Coomassie Azul Brilhante (abaixo) e
a absorbancia a 595 nm determinada por espectrofotometria. A concentragao de
proteina foi determinada contra uma curva padréb de 1 a 10 pyg de albumina
sérica bovina (BSA).
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Solugdo corante: 10 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma) foram
dissolvidos em 5 mL etanol 95%. Adicionou-se 10 mL HiPO4 e o volume foi
completado para 100 mL com agua destilada. A solugéo foi filtrada em papel de

filtro e guardada a 4°C em frasco escuro.

3.11 Producgio de soro policlonal anti-elF2 beta recombinante

Foi inoculado por via subcutanea, em um coelho jovem da raca Nova
Zelandia, 0,2 mg de elF2 beta recombinante purificada, com adjuvante completo
de Freund. Apés 30 e 60 dias, inoculou-se 0,2 mg de proteina, com adjuvante
incompleto de Freund.

O coelho foi sangrado diretamente do coragdao apdés uma semana do
terceiro indculo. O sangue foi incubado a 37°C por 30 minutos e a 4°C por 18
horas. O tubo foi centrifugado a 700g por 15 minutos, o sobrenadante transferido
para novo tubo e centrifugado por 20 minutos a 2.800g. O sobrenadante foi

aliquotado e armazenado a -70°C.

3.12 Adsorcao do soro policlonal anti-elF2 beta recombinante com
ATPase recombinante de Pseudomonas aeroginosas

A 0,5 mL de soro, foi adicionado 0,5 mL de ATPase recombinante

purificada a uma concentragdo de 500 pg/mL. A mistura foi incubada a 37°C por

uma hora e congelada a -20°C.
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4 Resultados

4.1 Obtengao da regiao codificadora (CDS) de elF2 beta humano

Foi realizada uma reacdo de PCR, utlizando os oligonucleotideos
iniciadores NRUIF e BAMHIR que inserem sitios de restricdo para as
endonucleases Nrul e BamHI respectivamente. A reacao teve como molde o DNA
do plasmideo pJPL07 (plasmideo pALTER EX1® carregando a seqiiéncia
correspondente ao cDNA de elF2 beta humano) (Salton, G. D., 2005). O
fragmento amplificado resultante foi de 1300 pb (FIG. 4).

S g — 1300 pb

Figura 4 - Amplificacao por PCR da regido correspondente ao cDNA de elF2
beta humano. 1 - marcador de massa molecular DNA Low Mass Ladder.
2 - produto de amplificagcao por PCR de 1300 pb referente ao cDNA de elF2 beta

humano, utilizando os oligonucleotideos iniciadores NRUIF e BAMHIR.

4.2 Construcao dos plasmideos pJPL13 e pJPL14

O produto amplificado de 1300 pb referente ao cDNA de elF2 beta humano
foi clonado no plasmideo Pin Point Xa-1 T-Vector, que é elaborado para a

clonagem direta de produtos de PCR e integra o Pin PointTM Xa-1 T-Vector
Systems. Os clones obtidos foram digeridos com as endonucleases de restricao
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Nrul e BamH| para a analise da presenga do fragmento de interesse. Clones
positivos liberaram um inserto de 1282 pb. Um clone contendo o fragmento de
interesse foi selecionado e originou o plasmideo pJPL13, o qual continha o
fragmento de DNA de interesse em orientagdo correta em relagdo a regiao
promotora.

Para que o gene de elF2 beta fosse colocado em fase de leitura correta no
pJPL13, esse foi tratado, somente, com a endonuclease de restricdo Nrul para que
fosse retirado um pequeno fragmento de 38 pb. Posteriormente, esse plasmideo
foi religado. Essa construcao foi novamente transformada em E. coli e os clones
resultantes da transformacao foram digeridos com as enzimas de restricao Nrul e
BamHI para confirmacgao da presenca do fragmento de interesse (FIG. 5). Aqueles
que mostraram resultado positivo tiveram sua seqiéncia nucleotidica analisada por
seqiienciamento. Um clone com a seqiiéncia correta foi selecionado e originou o
plasmideo pJPL14 (FIG. 6).

1282 pb —»

Figura 5 - Padrdao de digestao com Nrul e BamHI do plasmideo pJPL14. 1 -
plasmideo pJPL14 nao-clivado. 2 - plasmideo pJPL14 clivado com Nrul e BamHl,
mostrando um fragmento de aproximadamente 3331 pb referente a Pin PointTM
Xa-1 T-Vector e um fragmento de 1282 pb referente a regido codificadora do
cDNA de elF2 beta humano. 3 - plasmideo Pin PointTM Xa-1 T-Vector clivado Nrul
e BamHI, mostrando um fragmento de aproximadamente 3331 pb. 4 - plasmideo
Pin PointTM Xa-1 T-Vector nao-clivado. 5 - marcador de massa molecular lambda
EcoRI/Hindill.
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Figura 6 - Representacdao esquematica do plasmideo pJPL14. Em destaque,
na figura, estdo os principais elementos do plasmideo: gene de resisténcia a
ampicilina (Amp"); promotor tac; seqiiéncia do ‘tag” para biotinilagdo in vivo e
fragmento referente a regido codificadora de elF2 beta.

4.3 Construcao dos plasmideos pJPL64 e pJPL65

Os testes de expressdo de elF2 beta utilizando o plasmideo PinPoint Xa-1
T-Vector (pJPL14) mostraram que a proteina recombinante foi produzida em
niveis muit6 baixos, insuficientes para a purificacdo. Para a obtencao de um
fragmento de DNA composto pela sequiéncia referente ao “tag” de biotinilagéo
encontrado no plasmideo PinPoint Xa-1 T-Vector, juntamente com a regido
codificadora de elF2 beta (elF2beta-Biot), sob controle de um promotor mais forte
(promotor de T7), foi construido um novo plasmideo usando a estrutura do
plasmideo pET-23 a (+).

Uma reagdo de PCR com os oligonucleotideos iniciadores NDEIF e
BAMHIR foi realizada utilizando como molde o DNA do plasmideo pJPL14. O
fragmento de 1695 pb amplificado foi clonado no plasmideo pCR®2.1- TOPO®
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como descrito na se¢do 3.6. Para confirmar a presenga do inserto, clones que
apresentaram um fragmento de aproximadamente 1695 pb na triagem feita pela
digestao com a enzima EcoRI foram tratados com as enzimas Ndel e BamH|. Um
clone que apresentou o fragmento de interesse de 1672 pb (FIG. 7) foi
selecionado e originou o plasmideo pJPL64.

O plasmideo pJPL64 foi tratado com as endonucleases de restricdo Ndel e
BamHI. O fragmento de 1672 pb foi purificado do gel de agarose como descrito na
secdo 3.4.5¢ fosforilado (se¢cdo 3.4.3.3). O plasmideo pET-23 a (+) também foi
digerido com as mesmas enzimas e teve as suas exiremidades defosforiladas
(secao 3.4.3.2). Os produtos foram ligados como descrito na segao 3.4.2.4 e o
material eletroporado (secado 3.3.2) em JM109. Para a confirmacdo da presenca
do fragmento referente a elF2beta-Biot, os clones foram tratados com Ndel e
BamHI. Um clone que apresentou o fragmento de interesse foi selecionado e deu

origem ao plasmideo pJPL65 (FIG. 8).

Figura 7 - Padrao de digestao com Ndel e BamHI do plasmideo pJPL64. 1 -
marcador de massa molecular lambda EcoRI/Hindlll. 2 - plasmideo pCR®2.1-
TOPO® nao-clivado. 3 - plasmideo pCR®2.1-TOPO® clivado com Ndel e BamHI.
4 - plasmideo pJPL64 clivado com Ndel e BamHIl, mostrando um fragmento de
aproximadamente 3931 pb referente a pCR®2.1-T(jPO® e um fragmento de 1672
pb referente ao fragmento composto pelo “tag” de biotinilagdo mais a regiao
codificadora do elF2 beta humano. 5 - plasmideo pJPL64 nao-clivado.
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Figura 8 - Representacao esquematica do plasmideo pJPL65. Em destaque,
na figura, estdo os principais componentes do plasmideo: promotor de T7;
fragmento referente ao “tag” de biotinilagdo mais a regido codificadora de elF2
beta humano; gene de resisténcia a (Amp’) e origem de replicacdo derivada do

virus 1 (f1 ori).

4.4 Expressao de elF2 beta utilizando pJPL14

Os testes de expressao de elF2 beta utilizando o plasmideo PinPoint Xa-1
T-Vector evidenciaram baixos niveis de producdo da proteina pelo sistema. A
expressao nao pdde ser detectada por coloracdo com Coomassie Blue (segao
3.10.2). O Western-Blot revelado com streptavidina peroxidase (secgdo 3.10.4), por
ser altamente sensivel, foi capaz de detectar baixos niveis de expressdo da
proteina recombinante. A expressao, no entanto, nao foi induzida pelas diferentes
concentragdes de IPTG testadas, ao contrario, o cultivo sem IPTG expressou a
proteina recombinante em maior quantidade (FIG. 9).
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Figura 9 - Western-Blot revelado com streptavidina peroxidase da expressao
de elF2 beta recombinante (pJPL14) em JM1089. 1 - PinPoint Xa-1 ndo induzido.
2 - PinPoint Xa-1 induzido com 1,0 mM de IPTG. 3 - pJPL14 n&o induzido. 4 a 6 -
pJPL14 induzido com 0,1 mM de IPTG; pJPL14 induzido com 0,5 mM de IPTG;
pJPL14 induzido com 1,0 mM de IPTG.

4.5 Expressao de elF2 beta utilizando pJPL65

Ao contrario do descrito acima, a proteina recombinante elF2 beta foi
produzida em grandes quantidades quando induzida a partir do plasmideo
pJPL65. As diferentes linhagens de E. coli mostraram pouca variagao nos niveis
de expressao, a excecao de BL21 DE3 pLys, que nao expressou eficientemente a
proteina recombinante. Entretanto, a cepa BL21 Codon Plus RIL foi escolhida para
os experimentos de expressao em maior escala (secéo 3.8.2). Essa linhagem,
aparentemente, expressou a proteina em um nivel ligeiramente superior ao das
outras cepas (FIG. 10 - linha 8). Tal diferenca, provavelmente, deva-se ao fato de
na seqiiéncia codificadora de elF2 beta existirem alguns cdédons, principalmente
para arginina, que sao raros em E.coli. A linhagem referida possui um plasmideo
adicional que codifica, justamente, para tais tRNAs escassos naquela espécie.
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Figura 10 - SDS-PAGE 10% da expressdao de elF2 beta recombinante
(pJPL65) em diferentes cepas de E. coli. 1 - marcador de massa molecular. 2 -
BL21 DE3 nao induzida. 3 - BL21 DE3 induzida com 0,3 mM de IPTG. 3,4, 5,6, 7
e 8 - BL21 SI, BL21 DE3, JM109, BL21 DE3 pLys, BL21 DE3 Codon Plus e BL21
DE3 STAR carregando pJPL65 induzidas com 0,3 mM de IPTG.

4.6 elF2 beta recombinante é produzida em uma forma insoluvel
(corpusculo de inclusao)

Apos a lise celular, eiF2 beta recombinante se concentra na fracao inscltvel
do extrato protéico ( FIG.11).

elF2 Beta
recombinante
51 kDa

Figura 11 - SDS-PAGE 10% de extratos de E. coli BL21 DE3 Codon Plus RIL
expressando elF2 beta (pJPL65). 1 - fracdo sollvel. 2 - fragdo insollvel. O gel
mostra que a proteina recombinante se concentra exclusivamente na fragcao

insoltivel.

45



4.7 Purificacao de elF2 beta recombinante a partir de corpisculos de

inclusao

Como visto na secdo anterior, elF2 beta recombinante se concentra
exclusivamente na fragado insoluvel do lisado bacteriano. De modo que Triton-X-
100, tween 20, Sarkosyl e uréia foram testados na tentativa de solubilizagdo da
proteina. Os dois primeiros nao foram eficientes, e mesmo em concentragoes altas
de até 2% desses detergentes a proteina continuou insolivel. Sarkosyl na
concentracao de 0,5% e uréia na concentracdo 8 M foram capazes de provocar a
solubilizagdo do corpusculo de inclusdo. Ap6és a solubilizagdo, procedeu-se o
protocolo de purificagdo por cromatografia de afinidade com resina de avidina
(SoftLink™ Soft Release Avidin - Promega) conforme especificagdes do fabricante.
Por esse método, no entanto, ndo se obteve sucesso na purificagdo. Os agentes
utilizados para a solubilizagdo impediram a ligacéo de elF2 beta a resina.

Optou-se por desenvolver um método de purificacdo que visava a
solubilizagdo gradual dos contaminantes, entretanto, sem solubilizar elF2 beta
(secao 3.9). Tal processo de lavagem rendeu elF2 beta recombinante com um

bom grau de pureza (FIG. 12).

1 2 3 % 3 6

- —
63 kDa| w— il | > elF2 Beta
recombinante
51 kDa
27 kDa | s

Figura 12 - SDS-PAGE 10% da purificacao de elF2 beta. 1 - marcador de massa
molecular. 2 - 0,5 yg de BSA. 3 - 1,0 uyg de BSA. 4 - N/D. 5 - N/D. 6 - elF2 beta

recombinante purificada.
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4.8 Producao de soro policlonal anti-elF2 beta recombinante

A proteina purificada foi utilizada para a imunizagdo de um coelho jovem da
raga Nova Zelandia como foi descrito na se¢édo 3.11. A partir da utilizagdo do soro
bruto do animal, foram realizados experimentos de detecg¢édo da expressao de elF2
beta por Western-Blot.

Inicialmente, realizaram-se testes de titulagdo por Western-Blot. Para isso,
tiras de nitrocelulose contendo a proteina recombinante purificada como antigeno
foram desafiadas contra diferentes concentragdes de soro imune e de soro pré-
imune (secao 3.10.3) (FIG.13).

soro anti-elF2 beta SOro pré-imune
1 2 3 4 5 6

elF2 Beta <+— 1" -
recombinante

Figura 13 - Western-Blot contendo elF2 beta recombinante purificada, revelado
com diferentes diluicdes de soro anti-elF2 beta e soro pré-imune. 1 a 3 - soro anti-
elF2 beta. 4 a 6 - soro pré-imune. 1 e 4 - diluigdo 1:200. 2 e 5 - diluicao 1:400. 3 e
6 - diluicao 1:800.

Posteriormente, o soro foi avaliado quanto ao poder de deteccdo da
expressao de elF2 beta em extratos de células humanas em cultivo. Para isso, o
soro na diluicdo de 1:800 foi utilizado para revelar-um Western-Blot que continha
extratos de Hek, Hela, E.coli, expressando elF2 beta e fragbes de proteinas
purificadas (FIG. 14).
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Figura 14 - Western-Blot revelado com soro anti-elF2 beta na diluicdo de 1:800.
1 - extrato de Hek. 2 - extrato de Hela. 3 - proteina L-lactato desidrogenase de
Mycoplasma hyopneumoniae fusionada com GST. 4 - proteina ATPase de
Pseudomonas aeroginosas fusionada com “tag” de biotinilagdo. 5 - extrato E. coli

BL21 Codon Plus RIL expressando elF2 beta. 6 - elF2 beta recombinante.

Como visto na FIG. 14 (linhas 1 e 2), o soro na diluicdo de 1:800 nao foi
capaz de detectar a expressdo de elF2 beta endégeno nos extratos de células
humanas. Entretanto, apresentou alta reatividade contra a ATPase recombinante
de Pseudomonas aeroginosas, também fusionada com “tag” de biotinilagao.

A partir dai, surgiu a hipétese de que o soro produzido poderia apresentar
reatividade apenas contra a porgao referente ao “tag” de biotinilagéo presente em
elF2 beta recombinante. Para avaliar essa possibilidade, o soro foi adsorvido com
ATPase recombinante purificada (secdo 3.12). O soro adsorvido foi utilizado para
a revelacdao de um Western-Blot que continha ATPase e elF2 beta purificadas
(FIG. 15).
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Figura 15 - Western-Blot revelado com soro anti-elF2 adsorvido com ATPase
recombinante, na diluicdo de 1:50. 1 - ATPase recombinante purificada. 2 - elF2

beta recombinante purificada.

Apos a adsorgao do soro, a reatividade contra ATPase desapareceu (FIG.
15). elF2 beta recombinante, no entanto, ainda continuou sendo detectada, mas
com menor sensibilidade. Sendo assim, fica claro que grande parte da reatividade
total do soro contra elF2 beta recombinante se da contra o “tag”, mas uma fracdo
do mesmo é capaz de reconhecer especificamente elF2 beta. Dessa forma, foram
realizados novamente experimentos de detecgdo em células humanas, contudo

com o soro em diluicdes mais baixas (FIG. 16).

1 2

—» elF2 Beta
endogeno

Figura 16 - Western-Blot revelado com soro anti-elF2 beta na diluicdo de 1:50
(linha 1) e 1:100 (linha 2). As linhas 1 e 2 contém extrato de Hek.
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5 Discussédo

A utilizacdo de tecnologias de transferéncia génica no desenvolvimento de
novas terapias para doencas que ainda ndo possuem um tratamento efetivo tem
aumentado muito nas ultimas décadas (Baum et al., 2003).

Como originalmente conceituada, a terapia génica foi direcionada a
corregdo de disturbios hereditarios monogénicos (Kay et al., 1997) e tumores
refratarios aos tratamentos convencionais (Friedmann, 2001). Atualmente, esses
limites do uso potencial da terapia génica tém se expandido, ao menos em
estudos pré-clinicos, incluindo um espectro de doengas para as quais ainda nao
existe uma terapia convencional completamente adequada, como € o caso das
doencgas auto-imunes (Baum et al, 2003), da diminuigdo da progressédo de
tumores, do combate a infecgdes virais e doencas neurodegenerativas (Verma e
Somia,1997; Hunt e Vorburger, 2002).

O cancer é a doenga mais frequentemente visada pela terapia génica. De
acordo com o banco de dados do National Institute of Health - Recombinant DNA
Advisory Committee, em setembro de 2006, dos 785 protocolos de terapia génica,
67,4% visavam ao tratamento de cancer. Destes, apenas 8,13% utilizavam uma
abordagem de lise celular direcionada por vetor (TAB. 1). Esse tipo de estratégia
envolve a identificacdo apropriada do gene-alvo e o direcionamento celular
adequado. Em vista disso, varios problemas relacionados a essa técnica sao
encontrados, como falta de um sistema de transferéncia eficiente, de expresséo
génica suficiente e de reagdes imunes do hospedeiro aos vetores utilizados, sendo
esses os desafios a serem superados (Verma e Somia, 1997).

50



Tabela 1 - Protocolos de transferéncia génica em humanos registrados no

National Institute of Health (NIH). (Tabela retirada da homepage oficial do NIH.)

Page 125 - Human Gene Transfer Protocols, Last updated: 9-12.06

HUMAN GENE TRANSFER PROTOCOLS
{please see the explanalion of review levels below)
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A sintese protéica € um processo vital & célula e envolve centenas de
macromoléculas. E relevante ressaltar que a tradugéo é o processo que consome
a maior parte da energia produzida na célula, armazenada bioquimicamente na
forma de ATP e GTP, além de os fatores protéicos envolvidos nesse processo
representarem mais de 50% da quantidade total de proteinas celulares (Kozak,
1983; Merrick, 1992). Nota-se, assim, a complexidade desse mecanismo
biossintético e a sua importancia para uma célula. Desse modo, é provavel que a
auséncia ou perturbacdo da fungdo de qualquer um dos componentes nesse
sistema de traducdo cause danos a integridade do funcionamento celular. Esse
processo torna-se, entdo, um forte alvo para a terapia génica direcionada,
principalmente no que se refere ao tratamento de tumores. O mecanismo de
traducédo apresenta uma gama enorme de fatores protéicos envolvidos, muitos dos
quais exibem caracteristicas estruturais relativamente simples e essenciais a
manutencao desse processo na célula. Sendo assim, tais fatores se tornam alvos
atrativos para a terapia génica direcionada a parada da proliferacao e morte de
linhagens celulares tumorais.

O controle global do processo de sintese protéica & geralmente realizado
pela modulagédo da atividade dos fatores de iniciagdo (elFs). Essa regulacdo se da
por mudancas no estado de fosforilagdo de varios sitios-alvo, que estdo presentes
em muitos dos fatores de iniciagdo ou nos reguladores que interagem com eles
(Gebauer e Hentze, 2004). O elF2 apresenta um papel-chave no processo global
e na sua regulagao (Sonenberg e Dever, 2003; Gebauer e Hentze, 2004; Proud,
2005). Esta envolvido no primeiro passo regulatério da biossintese protéica (Safer,
1983; Moldave, 1985, Pain, 1986), promovendo a ligacdo do Met-tRNAi a
subunidade ribossomal 40S, em um processo dependente de GTP, e fazendo a
selecao do coédon AUG para inicio de tradugdo. (Donahue ef al., 1988; Hershey et
al,, 2000; Hinnebush, 2000). Ele é formado por trés subunidades nao-idénticas,
denominadas elF2 alfa (36Kda), elF2 gama (52 Kda) e elF2 beta (38 Kda), que
permanecem associadas durante todo o ciclo. A fosforilagdo da subunidade alfa
em sua serina 51 faz com que elF2-GDP tenha maior afinidade pelo fator de troca
elF2B, bloqueando a reagédo de reciclagem de GDP para GTP. Isso causa o
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sequestro de elF2B e, conseqiientemente, a falta de troca de elF2-GDP por elF2-
GTP, o que acarreta uma redugdo de complexos ternarios ativos e a inibicao
global do processo de traducédo (Sonenberg e Dever, 2003; Gebauer e Hentze,
2004).

Em vista disso, esse fator se constitui, também, no primeiro alvo para o
controle da sintese protéica por fosforilagéo, e permanece o fator de tradugéo
mais extensivamente estudado a esse respeito. O mecanismo fundamental de
controle & conservado entre eucariotos, desde leveduras até mamiferos
superiores. A modulagdo ocorre em resposta a uma vasta gama de condigées de
estresse (Kosak, 1999), como infecgdo viral (Clemens e Elia, 1997), apoptose
(Srivastava ef al, 1998), caréncia de aminoacidos (Hinnebush, 1997) e estresse
do reticulo endoplasmatico (Harding et al.,, 1999). Em mamiferos, essas diversas
condi¢cdes de estresse causam a ativagao de quatro diferentes quinases (Gebauer
e Hentze, 2004; Proud, 2005).

Percebe-se que esse processo bioquimico de fosforilagdo € bastante
complexo, envolvendo variaveis em demasia para ser um alvo adequado de
terapia génica, a qual também é de dificil padronizagdo. Desse modo, nessa linha
de pesquisa, sugerimos como alvo esse importante fator de iniciagdo, o elF2.
Entretanto, evitamos utilizar a subunidade modulada pelo complexo processo de
fosforilagao.

Optamos por trabalhar com a subunidade beta, a qual apresenta suas
principais funcdes relacionadas a caracteristicas estruturais. A mesma é
responsavel por fungdes essenciais a integridade do processo de sintese protéica:
ligacdo do complexo ternario elF2-GTP-Met-tRNAi ao mRNA, realizada pela
por¢do amino-terminal da proteina (Laurino ef al.,1999); ligacao ao fator de troca
de GDP por GTP elF2B, também realizada pela por¢do amino-terminal dessa
proteina (Asano et al., 1999); ligacéo ao fator que hidrolisa GTP elF5, que mais
uma vez € realizada pela porgao amino-terminal (Das ef al., 1997; Asano el al.,
1899; Das e Maitra, 2000) e a fungdo de reconhecimento do coédon de inicio AUG
realizada pela porgéo carboxi-terminal de elF2 beta (Donahue ef al., 1988). As trés
funcbes realizadas pela por¢gdo amino-terminal da proteina estdo relacionadas

33



com a presenc¢a de um dominio composto por trés blocos de seis a oito residuos
de lisinas, os quais sdo altamente conservados entre eucariotos e os verdadeiros
responsaveis pela interacdo entre elF2 e mRNA (Laurino et al.,1999), elF2B
(Asano ef al., 1999) e elF5 (Das et al., 1997; Asano ef al., 1999; Das e Maitra,
2000). Alem disso, essa proteina desprovida desses residuos nao perde a
capacidade de montar o heterotrimenro (Laurino et al., 1999). Dai surgiu a
hipotese que elF2 beta desprovido dos blocos de lisina poderia funcionar in vivo
como um inibidor competitivo da forma selvagem do gene. De fato, dados nao
publicados de Laurino JP (1999) mostraram que, em ensaio de curva de
crescimento de S. cerevisiae, elF2 beta desprovido dos blocos de lisinas
competindo com o gene selvagem, sob controle do mesmo promotor, foi capaz de
induzir a parada do crescimento celular (FIG. 3).

A partir dai, nosso grupo vem trabalhando com a possibilidade de utilizagao
de elF2 beta desprovido dos blocos de lisinas como um candidato a terapia génica
direcionada, principalmente ao tratamento de tumores. Atualmente, o potencial de
inibicdo da sintese protéica através da expressdo de elF2 beta truncado esta
sendo avaliado em experimentos realizados com células de mamiferos em cultivo.

No entanto, como ja citado anteriormente, o objetivo especifico deste
trabalho foi a produgdo de um soro policlonal capaz de detectar a expressdo das
formas truncada e selvagem de elF2 beta. Para isso, a regido codificadora (CDS)
de elF2 beta humano foi clonada em vetores de expressdao em procariotos, a
proteina recombinante foi produzida em E. coli purificada e utilizada na
imunizagédo de um coelho Nova Zeldndia, o qual produziu um soro policlonal anti-
elF2 beta recombinante.

Como visto na segéo 4.6, elF2 beta recombinante é produzida na forma de
um corpusculo de inclusdo, pois ap6s a lise celular a proteina se concentra na
fragéo insolivel do extrato protéico (FIG. 11). A formacdo desses corpusculos &
muito comum em sistemas de expressdo em E.coli. A maioria das proteinas
heter6logas expressas nesse organismo forma tais agregados insoltveis (Marston,
F.A., 1986). A presenca da proteina de interesse em um corpusculo de inclusao &,

em geral, um problema, pois a sua solubilizacdo depende da adicdao de agentes
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desnaturantes como detergentes e/ou caotrépicos. A partir dai, torna-se
extremamente dificil e, as vezes, impossivel a recuperacdo da forma nativa da
mesma. Por outro lado, a simples centrifugacdo do extrato protéico total da
bactéria ja € o suficiente para produzir uma purificagdo parcial da proteina
recombinante. De modo que todos os polipeptidios sollveis sdo eliminados nesse
passo.

Inicialmente, a purificacdo da proteina recombinante foi tentada por
cromatografia de afinidade, utilizando a resina de avidina (SoftLink™ Soft Release
Avidin - Promega). Nao foi possivel, no entanto, a purificacdao por esse método. Os
agentes, Sarkosyl ou uréia 8 M, utilizados para a solubilizagdo, impediram a
ligagdo de elF2 beta aresina. Tal ligagéo se da por interagdes intermoleculares de
natureza n&o-covalente, que foram impossibilitadas na presenca daqueles
agentes.

Levando-se em conta a natureza quimica dos corpusculos de incluséo, que
sdo compostos principalmente de proteinas bacterianas insolliveis da membrana
externa, fosfolipidios, proteina recombinante e de restos de parede celular e
outros debris celulares (Valax, P. e Georgiou, G., 1993). Optou-se por desenvolver
um método de purificagdo que visava a solubilizagdo gradual dos contaminantes,
mas sem solubilizar elF2 beta (secdo 3.9). Tal processo de lavagem rendeu elF2
beta recombinante com um bom grau de pureza (FIG. 12). Amostras da proteina
purificada foram, entao, utilizadas para o protocolo de imunizagao (segéo 3.11).

Os ensaios iniciais de titulagdo mostraram que o soro produzido foi capaz
de detectar elF2 beta recombinante com uma boa sensibilidade (FIG. 13). Quando
testado contra extratos de células humanas, entretanto, o mesmo, na diluicdo de
1:800, ndo apresentou reatividade (FIG. 14). O soro mostrou alta reatividade
contra a ATPase recombinante de Pseudomonas aeroginosas, também fusionada
com o mesmo “tag” de biotinilagdo. Tais evidéncias sugerem que o “tag” foi
imunodominante em relagdo a porgao da proteina de fusdo referente ao elF2 beta.
Dessa forma, a reatividade total do soro pode ter se dado, principalmente, contra
aquele peptideo de 13 kDa.
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Para avaliar essa possibilidade, o soro foi adsorvido com ATPase
recombinante purificada e utilizado para revelar um Western-Blot que continha
ATPase e elF2 beta purificadas (FIG. 15). Esse experimento mostrou que a
adsorg¢do do soro eliminou a reatividade contra a ATPase. A reatividade contra
elF2 beta recombinante, por outro lado, manteve-se apos a adsor¢ao. Contudo, a
sensibilidade de detecgao caiu consideravelmente. E o soro adsorvido sé foi capaz
de reconhecer elF2 beta em diluicdes bastante baixas (FIG. 15). E evidente,
portanto, que a maior parte das imunoglobulinas reativas ao elF2 beta
recombinante, na verdade, reconhecem o “tag” de biotinilagdo. Porém uma fragdo
do soro é capaz de reconhecer especificamente elF2 beta.

Sendo assim, novos experimentos de detecgdo em células humanas foram
realizados. Desta vez, entretanto, o soro foi utilizado em concentragbes mais altas.
Em diluigéo de 1:50, o ruido de fundo se torna muito alto e prejudica a analise da
imagem, mas em 1:100 se destaca claramente a banda referente ao elF2 beta
endégeno (FIG. 16).

Conclui-se que o soro policlonal produzido neste trabalho, em
concentracoes altas, foi capaz de detectar a expressao de elF2 beta selvagem em
extratos de células humanas. Possivelmente, podera detectar, também, a
presenca da forma truncada de elF2 beta em células transfectadas com este
gene. Sendo assim, 0 mesmo sera uma importante ferramenta para experimentos
futuros que tentardo relacionar a presenca celular de elF2 beta, desprovido dos
blocos de lisina, com o fenémeno de bloqueio da proliferagao observado nessas
células.
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