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RESUMO

A expressdo heterdloga de proteinas recombinantes em Escherichia coli
geralmente ocorre em condi¢gdes desnaturantes, o que pode impedir o dobramento
natural da proteina e favorecer a formagao de corpos de inclusado, exigindo o uso de
agentes como a ureia durante a purificagcdo. No entanto, esse processo acaba
levando a necessidade de remover a ureia ao final, o que pode resultar em uma
perda na recuperacao da atividade biolégica da proteina de interesse. Diante disso,
este trabalho buscou otimizar a producédo da proteina recombinante DisBa-01, que
pertence a classe das desintegrinas e apresenta alta afinidade pela integrina av33
devido ao seu dominio RGD, utilizando condicbes ndao desnaturantes. Com essa
abordagem, a ideia consistiu em adaptar etapas de expresséo e purificagdo para
manter a proteina em sua forma nativa, buscando estratégias na reducédo da
temperatura e aumento na expressao do tempo de cultivo microbiano, evitando o
uso de elevadas quantidades de ureia e, assim, reduzindo perdas ao longo do
processo e diminuindo o custo da sua produgdo. Os resultados obtidos
mostraram-se promissores, pois houve a obtencdo da proteina recombinante
DisBa-01 na forma soluvel, bem como, sua atividade bioldgica foi significativa,
confirmado por ensaios in vitro. De forma geral, o estudo apresenta uma alternativa
para a producao da DisBa-01 de maneira mais eficiente, visando favorecer futuras
analises funcionais desta desintegrina.

Palavras chaves: producédo recombinante, expressao heteréloga, condigdes nao
desnaturantes, desintegrina DisBa-01, integrina av33.



ABSTRACT

Heterologous expression of recombinant proteins in Escherichia coli generally
occurs under denaturing conditions, which can prevent natural protein folding and
favor the formation of inclusion bodies, requiring the use of agents such as urea
during purification. However, this process ultimately leads to the need to remove the
urea at the end, which can result in a loss in the recovery of the biological activity of
the protein of interest. Therefore, this work aimed to optimize the production of the
recombinant protein DisBa-01, which belongs to the class of disintegrins and exhibits
high affinity for the avB3 integrin due to its RGD domain, using non-denaturing
conditions. With this approach, the idea was to adapt expression and purification
steps to maintain the protein in its native form, seeking strategies to reduce the
temperature and increase the expression time of microbial culture, avoiding the use
of high amounts of urea and thus reducing losses throughout the process and
decreasing the cost of its production. The results obtained were promising, as the
recombinant protein DisBa-01 was obtained in soluble form, and its biological activity
was significant, confirmed by in vitro assays. Overall, the study presents an
alternative for the more efficient production of DisBa-01, aiming to facilitate future
functional analyses of this disintegrin.

Key-word: recombinant production, heterologous expression, non-denaturing
conditions, DisBa-01 disintegrin, av3 integrin.
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1. INTRODUCAO

1.1 INTEGRINAS

As integrinas pertencem a uma grande familia de proteinas transmembranas
responsaveis pela comunicagéo entre a matriz extracelular (MEC) e o citoesqueleto
celular. Devido dessa comunicacdo, elas desempenham diversas funcdes
essenciais: sinalizagao, crescimento e proliferacao celular, bem como migracéo e
liberagao de citocinas (Mezu-Ndubuisi et al., 2021).

A integrinas sao proteinas heterodiméricas constituidas por duas
subunidades denominadas alfa (<) e beta (8) que interagem entre si por ligagbes
nao covalentes, resultando em diversas combinagdes entre as diferentes
subunidades o<f. Atualmente, € conhecida a existéncia de 24 pares de
subunidades em mamiferos, formados por uma das 18 subunidades da cadeia o< e
8 da g. Além disso, como exemplificado na figura 1, as integrinas séo classificadas
segundo o seu ligante e divididas em 4 grupos: (l) integrinas que ligam colageno, (ll)
integrinas que se ligam a laminina, (lll) integrinas que reconhecem o motivo RGD
(Arginina, Glicina, Acido Aspartico) e (IV) integrinas de leucdcitos (Mezu-Ndubuisi et
al., 2021).

Figura 1. Familia das Integrinas
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As integrinas, ao reconhecerem e se vincularem a componentes da matriz
extracelular, promovem a conversao de estimulos mecanicos em sinais bioquimicos.
Esses sinais sdo transmitidos ao dominio citoplasmatico, onde modulam interagdes
com proteinas do citoesqueleto, indicando que tais receptores desempenham um
papel essencial na transducdo bidirecional de sinais através da membrana
plasmatica (Kadry et al., 2020). As integrinas ndo sao constitutivamente ativas; sua
ativacao ocorre mediante a modulacdo complexa de uma cascata de reacgdes
citoplasmaticas que induzem mudangas conformacionais, passando de um estado
inativo dobrado para a conformacgéo estendida ativa (Figura 2). A modulacéo é
coordenada por proteinas citoplasmaticas, como talina, kindlin e paxilina, que
aumentam a densidade de integrinas e, consequentemente, amplificam a
sinalizacao inside-out, levando a formag¢ao de complexos de adeséo focal, incluindo
a ativacdo de quinases intracelulares, como quinase de adesao focal (FAK), o
protooncogene tirosina quinase (Src), proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK) e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K). Além disso, a interagao entre integrinas
e os fatores de crescimento (GFRs) é responsavel por assegurar o processo natural

do desenvolvimento (Li et al., 2023).

Figura 2. Sinalizagao bidirecional e conformagao das Integrinas
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Conforme mencionado, as integrinas constituem uma classe essencial de
proteinas envolvidas na interagdo entre a célula e a matriz extracelular, exigindo
controle regulatério altamente preciso. Sendo assim, alteragdes nesses mecanismos
podem resultar em desregulagbes significativas, contribuindo para o
desenvolvimento de diversas doencas, incluindo o céncer (Li et al., 2023).

O foco principal deste trabalho foi a integrina ocvp3, receptor de vitronectina
que reconhece proteinas contendo o motivo RGD e participa da interagcdo com o
receptor do fator de crescimento endotelial vascular-2 (VEGFR-2). A fosforilacdo do
VEGFR-2, modulada pela integrina ecv33, a qual contribui para o recrutamento de
células da medula 6ssea em regides de angiogénese. Em células endoteliais de
veia umbilical humana, o VEGFR-2 também regula a migracéo e a adesao celular
por meio da ativagao da integrina o<vp3 (Li et al., 2023; Koch S et al., 2012 ; Casali
BC et al., 2022).

1.2 DESINTEGRINA DisBa-01

As desintegrinas sao proteinas pequenas presentes no veneno de serpentes.
O grupo do nosso laboratério, Laboratério Multiusuario de Bioquimica e Biologia
Molecular (LMBBM) do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da UFSCar, estuda a
desintegrina originaria do veneno de Bothrops alternatus, denominada DisBa-01, a
qual inibe a integrina «<vp3 (Ramos et al., 2008). Além disso, a proteina DisBa-01
contém o motivo RGD, o que Ihe confere elevada afinidade pela integrina o<cv[33
(Montenegro et al., 2017). Portanto, considerando a forte interagdo entre a integrina
o<yvB3 e a DisBa-01, foi possivel confirmar, mediante experimentos in vitro, a
capacidade dessa desintegrina de inibir de migragdo de determinadas linhagens
celulares (Casali BC et al., 2022).
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Figura 3. Sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidas do plasmideo

pDisBa-01.
, PET28a peptideo de fusdo
>
1 {ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCT AGC ATG ACT GGT GGA CAG CAA ATG 20
1 'M G s S H H H H H H s s G L v P R G s H M A S M T G G e Q M 30

» DisBa-01
91 GGT CGC GGA TCC!GGA AAT GAA CTT TTG GAG GCG GGA GAA GAA TGT GAC TGT GGC ACT CCT GGA AAT CCG TGC TGC GAT GCT GCA ACC TGT 180

31 G R G s 1 G N E L L E A G E E C D Cc G T P G N P C Cc D A A T c 60
181 AAA CTG AGA CCA GGG GCG CAG TGT GCA GAA GGA CTG TGT TGT GAC CAG TGC AGA TTT ATG AAA GAA GGA ACA GTA TGC CGG ATT GCA 270
61 K L R P G A Q C A E G L c c D Q c R F M K E G T v L R I A 90
271 I GAC ATG GAT GAT TAC TGC AAT GGC ATA TCT GCT GGC TGT CCC AGA AAT CCC TTC CAT GCC TAA 339
91 D M D D Y Cc N G I s A G c P R N P F H A A 105

O peptideo de fusdo proveniente do vetor pET28a esta indicado em fundo cinza. O motivo RGD

encontra-se destacado em cinza, e o cédon de parada é representado pelo simbolo “A”. Fonte:

adaptado de Ramos et al., 2008.

Os estudos mostram que a DisBa-01 atua como um modulador multifuncional no
microambiente tumoral, desempenhando diferentes efeitos sobre células endoteliais,
fibroblastos e células tumorais. Isso demonstra que a inibicdo desse receptor
impede a ativagcdo da Metaloproteinase da Matriz 2 (MMP-2) na superficie celular,
comprometendo a migragdo e faz com que células com bloqueio da integrina
percam a direcionalidade do movimento, devido a formacdo de adesdes mais
estaveis (Montenegro et al., 2012). As células tratadas com DisBa-01 apresentaram
morte celular associada a ativagdo de vias autofagicas, retardando a morte
apoptotica imediata, e, consequentemente, aumentando o tempo de vida celular
(Lino et al., 2019).

A construgdo do plasmideo utilizado para a expressdao da proteina
recombinante DisBa teve inicio a partir de uma biblioteca de cDNA extraida da
glandula de veneno da serpente Bothrops alternatus. O produto de PCR obtido foi
entdo clonado e inserido no vetor pET-28a (Novagen - Madison) (Figura 4). Esse
plasmideo possui um promotor T7, reconhecido pela RNA polimerase T7, e
apresenta uma regido MCS (Multiple Cloning Site), onde o gene de interesse foi
inserido no sitio multiplo de clonagem entre os sitios Bam HI e Eco Rl. Além disso, o
vetor contém uma cauda de histidina (His-Tag) fundida na regido N-terminal, um
gene de resisténcia a canamicina (Kan), utilizado para a selegdo das bactérias
transformadas, e uma origem de replicagdo (Ori), essencial para garantir a

replicacdo do plasmideo em E.coli, permitindo sua manuteng¢ao nas células apés a
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transformacao. Para a producao da proteina recombinante, o plasmidio foi inserido

na linhagem de E. coli BL21(DE3), resultando em cepas transformadas (Ramos et
al., 2008).

A linhagem E. coli BL21(DE3) possui no cromossomo uma cépia do gene que
codifica a T7 RNA polimerase, proveniente do bacteri6fago ADE3. Esse gene esta
sob controle do promotor lacUV5, que permite regular sua expressdo. Assim,

somente apds a indugcao com IPTG (/sopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) ocorre a

sintese da T7 RNA polimerase. Essa enzima & capaz de reconhecer o promotor T7

presente no plasmideo de expressao e, dessa forma, o gene clonado no plasmideo

¢ fortemente transcrito, produzindo grande quantidade de mRNA.

Consequentemente, os ribossomos da E. coli BL21(DE3) traduzem esse mRNA,

resultando na produgéo da proteina recombinante de interesse.

As cepas transformadas foram armazenadas a -80°C em glicerol (substancia

crioprotetora), garantindo sua viabilidade para posteriores etapas de expressao.

Figura 4. Mapa do vetor pET-28a(+)
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1.3 ESTRATEGIAS PARA PRODUGAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

A expressao de proteina recombinantes em Escherichia coli geralmente
formam proteinas desnaturadas que nédo foram corretamente enoveladas,
consequentemente formam agregagdo da proteina-alvo, formando particulas
insoluveis chamadas de corpos de inclusdo. Esses corpos de inclusdo geralmente
sdo produzidos devido ao alto rendimento e a velocidade de expresséao, pois ndo ha
tempo nem condigbes adequadas para a proteina de dobrar corretamente
(Hashemzadeh et al.,, 2021). Quando isso acontece, a ureia acaba sendo muito
utilizada, pois € capaz de solubilizar esses agregados quando em concentragdes
altas (6-8M). O uso da ureia permite solubilizar as proteinas agregadas, rompendo
as interagdes nao covalentes que mantém os agregados unidos (Singh et al., 2015).
Portanto, a proteina fica completamente desnaturada, podendo ser purificada, pois a
cauda de His permanece acessivel para a coluna de afinidade.

Apesar de facilitar a solubilizacdo, o uso da ureia traz um problema
importante: depois da purificagdo, ela precisa ser totalmente removida, esse
reprocessamento das proteinas de corpos de inclusdo em forma nativa € complexo
(refolding), precisando de processos como diluicdo gradual e dialise, podendo gerar
perdas significativas, porque a proteina pode reagregar ou precipitar durante a
retirada do agente desnaturante (Hashemzadeh et al., 2021). Assim, mesmo que o
rendimento inicial parega alto, o rendimento final de proteina funcional costuma ser
bem menor.

Os corpos de inclusdo nédo sao totalmente amorfos e podem conter regides
parcialmente dobradas. Por isso, tém sido testados alternativas de solubilizagao
mais suaves, como uso de concentragcdes menores de uréia, pH alcalino ou
detergentes leves, visando preservar ao maximo estruturas nativas e melhorar o
rendimento depois do redobramento (refolding) (Upadhyay et al. 2015). Dessa
forma, protocolos que evitam a desnaturagdo completa tém se mostrado vantajosos
para recuperar proteinas com maior chances de estarem funcionais (Singh et al.,
2015).

Considerando esse cenario, trabalhar diretamente com condigcdes nao
desnaturantes - como foi proposto para a produgao da DisBa-01 - tornou-se uma
estratégia relevante. O protocolo descrito por Ramos et al. (2008), foram

empregadas técnicas de recuperagao da proteina DisBa-01 por meio de etapas de
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dialise. Neste trabalho, buscou-se a obtencédo da proteina recombinante DisBa-01
em sua forma soluvel, com o objetivo de minimizar a necessidade de processos de

refolding e, consequentemente, evitar a perda de sua atividade bioldgica.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer uma nova metodologia para

purificacdo da proteina recombinante DisBa-01 em condi¢gdes ndo desnaturantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a expressao da proteina sob diferentes condicbes de temperatura e
tempo de cultivo microbiano que favoregam sua solubilidade.
- Desenvolver uma metodologia de purificagdo da proteina em condigdes néo

desnaturantes e avaliar a funcionalidade da desintegrina em células tumorais.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 CRESCIMENTO BACTERIANO E EXPRESSAOQ DA DisBa-01

O crescimento bacteriano de Escherichia coli BL21(DE3) foi efetuado em
duas etapas. Na primeira etapa, foi preparado um pré-inéculo em um Falcon de 50
mL contendo 25mL de meio de cultivo Liquido Broth (LB), 25 uL do antibiético
canamicina (30 mg/mL) e o in6culo proveniente do estoque armazenado a -80°C. O
pré-indculo foi colocado a meia rosca no shaker a 250 rpm, 37°C, por 18h.
Concomitantemente, foram autoclavados dois Erlenmeyers contendo, cada um, 500
mL de LB.

Na segunda etapa, apos as 18h, em cada Erlenmeyer foram adicionados 5
mL do pré-in6culo e 500 pyL de canamicina (30 mg/mL), entdo foram colocados no
shaker a 250 rpm, 37°C, por 2h. Ao término do periodo de incubagao, a

absorbancia dos meios de cultivo foi determinada em espectrofotbmetro no
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comprimento de onda de 660 nm. As amostras de cada Erlenmeyer apresentaram
densidade o6ptica (DO) entre 0,4 e 0,6, conforme esperado. A analise da
absorbancia teve como finalidade confirmar que a cultura bacteriana se encontrava
na fase log (exponencial) de crescimento.

Apés atingir a absorbancia esperada, foram coletadas aliquotas de 50 uL da
cultura de cada frasco Erlenmeyer, em condi¢cdes assépticas, correspondentes ao
tempo inicial (TO). Em seguida, foram adicionados 2,5 mL de IPTG
Isopropil-B-D-1--tiogalactopiranosideo (100 mM, concentracdo 1%) a cada frasco,
que foram reincubados no shaker a 250 RPu, 20°C, overnight. Ao final do periodo
de incubacdo, coletaram-se novamente aliquotas de 50 yL de cada frasco, em

condicbes assépticas, correspondentes ao tempo T24.

3.2 LISE CELULAR E EXPRESSAO DA DISBA-01

As culturas de cada frasco Erlenmeyer foram centrifugadas em centrifuga
Sorvall por 7 minutos a 5.000 rpm (Sorvall RC5C Plus, rotor GSA). Ap6s a
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi ressuspendido em
100 mL de Binding buffer (Imidazol 5 mM, NaCl 0,5 M e Tris 40 mM, pH 7.9).

A ressuspensao foi transferida para falcons estéreis para a sonicacéo; o
processo ocorreu em uma sequéncia de 8 pulsos de amperagem, intercalados por
30 segundos de descanso por amostra no gelo. A sonicagao teve como objetivo
promover a lise da parede e da membrana celular bacteriana, permitindo a liberagao
do conteudo citoplasmatico.

O material sonicado foi novamente centrifugado em centrifuga Sorvall por 15
minutos, 1.300 rpm, a 4°C (Sorvall RC5C Plus, rotor SS-34). Finalizada a
centrifugacéo, coletou-se uma aliquota de 50puL do sobrenadante (S1), que foi entdo
armazenada em Falcon mantido a 4°C.

Ao final da lise celular, a presenca da DisBa nas aliquotas foi avaliada por
meio de SDS-PAGE a 15%.

3.3 PURIFICACAO POR COLUNA DE AFINIDADE A NIQUEL E CONCENTRACAO
DA PROTEINA
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Apdés o periodo de expressao da proteina, o conteudo foi submetido a
purificagdo sob condigdes nao desnaturantes por meio de cromatografia de
afinidade em resina de Niquel, HIS-Select ™ Nickel Affinity Gel (Sigma Aldrich),foi
utilizada uma coluna cromatografica contendo 2 mL de resina. A proteina DisBa-01
contém seis residuos do aminoacido histidina, (His-Tag sequence) inseridos na
regido N-terminal. A sequéncia Hist-Tag se liga ao cations divalentes (Ni**)
imobilizados na resina de quelacdo metalica Hist-Bind. Apdés a remocado das
proteinas-nao-ligadas por lavagem pelo Washing Buffer (Imidazol 40 mM, NaCl 4 M
e Tris 160 mM, pH 7.4), a proteina alvo foi recuperada por eluigdo pelo Elute Buffer
(Imidazol 250 mM, NaCl 0,5 M e Tris-HCI 40 mM, pH 7.9) mediante a competicdo da
proteina-alvo com o Imidazol.

Durante a purificagao na coluna de niquel, as fragdes eluidas foram coletadas
em tubos de ensaios e armazenadas, retirando-se uma aliquota de 10 yL de cada
fragdo. Essas aliquotas foram posteriormente analisadas por SDS-PAGE a 15%
para identificar quais fracdes provenientes da purificacdo contém a proteina
DisBa-01.

Apos a purificacdo, as amostras contendo as bandas mais intensas da
DisBa-01 (fracdes E;3, E 4, E,3 e E,4) foram unidas e submetidas a purificagdo em
uma centrifuga refrigerada. Para essa etapa, utilizou-se o Kit Centricon - com uma
membrana com 3 KDa. A concentragao foi realizada por meio de ciclos sucessivos
de centrifugacao (30 minutos, 7500 rpm, 4°C). No ciclo final, adicionou-se tampao
(Tris 10mM) até que o volume final atingisse 1 mL.

Em seguida, a amostra foi submetida a etapa de concentragao por filtracéo
utilizando unidades de ultrafiltracdo Centrifugal Filter Units - 30K (Amicon Ultra-4,
REF: 803096). O filtro, contendo membrana com poros de 30 KDa, foi acoplado a
um tubo Falcon de 50 mL e centrifugado a 7.500 rpm por 30 minutos, a 4°C. Apos a
centrifugacéo, as proteinas permaneceram retidas no filtro e a proteina de interesse
passou pela membrana, uma vez que a DisBa-01 apresenta massa molecular
aproximada de 12 KDa. A concentracao final da proteina foi determinada pelo
método colorimétrico do acido bicinconinico (BCA), utilizado o Kit BCA Protein
Assay Kit (Pierce BCA Protein Assay, REF: 232225).

3.4 WESTERN BLOTTING
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Apdés a concentragdo por filtragdo, foi realizado o Western Blotting da
DisBa-01 para confirmar a presenca da proteina por meio da deteccido da cauda de
histidina (His-Tag). Inicialmente, a amostra foi aplicada em gel SDS-PAGE15% e
feita a corrida de eletroforese. Apds a corrida, foi realizada a transferéncia do gel a
membrana de nitrocelulose por 2 horas utilizando o tampao de transferéncia (Tris
2,5 mM, Glicina 19,2 mM, SDS 0,069 mM, 20% metanol). A fim de verificar se a
etapa anterior funcionou, a membrana foi corada com Ponceau (0,19 de Ponceau
em 50mL de agua MiliQ + 500uL de acido acético) por 5 minutos sob agitagdo. Em
seguida, a membrana foi lavada com agua Mili-Q para retirar o corante.
Posteriormente, a membrana foi posta em uma solugao de bloqueio por 2 horas sob
agitacao, solugao preparada com leite em pé desnatado (5%).

Finalizado o bloqueio, a membrana foi lavada com TBST (100mL da solugao
Tris Base 24,2g e 80g NaCl, 900mL de agua MiliQ e 500uL de Tween 20) 3 vezes
por 5 minutos sob agitagdo, descartando o tampao a cada lavagem. Logo depois, foi
submetida ao anticorpo primario de Anti-Poli-Histidina monoclonal (Sigma,
A5588-5ML, REF: 085k4768) por 1,5 hora, permitindo a interagao especifica entre o
anticorpo e a cauda de histidina presente na DisBa-01. Findado o processo, a
membrana foi novamente lavada com TBST semelhante a etapa anterior.
Preparou-se o reagente revelador, pastilha (BCIP/NBT tablets) diluida em 10mL de
agua Milli-Q, a qual foi aplicado diretamente sobre a membrana para a revelagcéo da

banda correspondente a proteina de interesse.

3.5 TESTE DE ATIVIDADE DA DISBA-01

A fim de testar a atividade biolégica da proteina purificada foi adotado o
ensaio de migragdo celular Transwell utilizando células de camundongos da
linhagem 4T1, considerando um periodo de migragao de 24 horas. Para o ensaio,
empregou-se uma placa de 24 pocgos (K12-024, KASVI) e 6 insertos Transwell com
poros de 8 um (Corning Transwell Inserts Costar, Costar).

As células (1x10*) foram ressuspensas em meio de cultivo (RPMI 1640) sem
soro fetal bovino (SFB),e, em seguida, incubadas com DisBa-01 nas concentragdes
1 nM, 10 nM, 100 nM e 1000 nM, totalizando um volume final de 250 yL em cada
Eppendorf. Os controles negativo e positivo nao tiveram tratamento, ou seja, as

células foram ressuspensas em meio de cultivo em 250 yL. Os conteudos foram
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aplicados nos insertos previamente posicionados sobre pog¢os contendo meio de
cultivo suplementado com SFB (quimioatraente) (750 pL), exceto o controle
negativo, utilizado para determinar a taxa basal de migragdo celular. Apds o
plagueamento, a placa esteve incubada por 24 horas a 37°C e 5% CO..

Apds o processo de migragao, as células presentes na superficie inferior dos
insertos foram fixadas em solu¢do de paraformaldeido a 4% (pH 7) por 10 minutos.
Concluida a fixagéo, os insertos foram submetidos a trés lavagens sucessivas por
imersdo em PBS. Em seguida, realizou-se a marcagao nuclear com DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) (0,7 ng/uL em 10mL de PBS) durante 20 minutos. Apoés
a etapa de fluorescéncia, novas lavagens com PBS foram feitas para remover o
excesso de corante, e as membranas localizadas na regido inferior dos insertos
foram cuidadosamente destacadas para a montagem das laminas. A quantificagao
das células migradas foi feita através da analise multiwavelenght cell scoring, e as

imagens foram obtidas utilizando o microscopio ImageXpress Micro.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos dos ensaios de migragdao celular Transwell foram
realizados em duplicata com dois ensaios independentes.

Os dados foram testados para normalidade e ANOVA de Welch (p = 0,694) e
apresentados com média (x) e desvio padrao. Os testes aplicados e a geracao dos

graficos foram realizados utilizando o software GraphPad Prism (vers&o 8.0.1).
4. RESULTADO E DISCUSSAO
4.1 OBTENCAO DE DISBA-01 PURIFICADA
Os procedimentos para a confirmagdo da obtencdo da DisBa-01 foram
conduzidos por meio do gel SDS-PAGE 15%, no qual foi possivel observar a banda

de aproximadamente 12 kDa, tornando-se mais evidente apds a lise celular

(amostras S1, e S1, da figura 5).
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Figura 5. Confirmagao da expressao da proteina DisBa-01 em E.coli BL21(DE3) em
pET-28a.

kDa L TO TO T24 124 S1  S1

Fonte: autora

Apods a confirmagao da expressao da banda da proteina DisBa-01 em E. coli
BL21(DE3), os processos subsequentes da coluna de niquel (Figura 6.A) e as
etapas de concentragdo (Figura 6.B e C) permitiram a obtengdo da proteina
recombinante purificada sem a presenca de contaminantes, mediante a verificagcao
por meio de géis SDS-PAGE 15%.

Sendo que, na etapa da coluna de niquel, as amostras que apresentaram
maior intensidade referentes a proteina recombinante (E;3, E4, E,3 e E,4) foram
coletadas e concentradas por meio do Kit Centricon. Posteriormente a primeira
concentracido, a amostra foi novamente concentrada por filtracdo utilizando unidade
de Filter Units - 30K, como o processo de concentragao ocorreu por filtragdo, houve
a remocao de contaminantes, permanecendo apenas uma banda de

aproximadamente 12kDa (Figura 6.C).
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Figura 6. Analise em gel SDS-PAGE15% da purificacdo da DisBa-01
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(A) Aliquotas obtidas através das etapas de purificagdo na coluna de niquel. (B) As aliquotas apds o

buffer de eluicado E;3, E,4, E,3, E,4 concentradas pelo Kit Centricon. (C) Amostras concentradas por

filtragdo utilizando unidades de ultrafiltragdo Centrifugal Filter Units - 30K. Fonte: autora.

O ensaio de Western Blotting possibilitou a visualizagao, ainda que fraca, da
banda correspondente a DisBa-01 na membrana de nitrocelulose. (Figura 7.) A
banda fraca pode estar relacionada a elevada dilui¢ado utilizada para o anticorpo
(1:1000, 10pL do anticorpo Anti-Poli-Histidina monoclonal em 10 mL de PBS com 1g
de BSA). Além disso, as marcagdes inespecificas observadas podem estar
associadas a condigdes de bloqueio ou lavagem, e nido diretamente a diluicdo do

anticorpo.

Figura 7. Western Blotting da DisBa-01

Membrana de nitrocelulose utilizada no ensaio de western blot, mostrando as bandas reconhecidas

pelo anticorpo monoclonal anti-poli-histidina. Fonte: autora.
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Uma das principais diferencas entre o protocolo empregado neste trabalho e
o descrito por Ramos et al., 2008 foi a obtencdo da proteina sob condicbes nao
desnaturantes. A estratégia de reduzir a temperatura de expressao de 37°C para
20°C e aumentar o tempo de indugdo com IPTG para overnight é descrita como
uma abordagem eficaz para aumentar a solubilidade de proteinas recombinantes
em E. coli, reduzindo a formacéo de corpos de inclusdo (Sgrensen & Mortensen,
2005). Esses trabalhos demonstram que temperaturas mais baixas diminuem a taxa
de tradugcdo e favorecem o dobramento correto da proteina, o que explica a
producao da DisBa-01 em sua forma soluvel, sem a necessidade do uso de ureia
durante a purificagcdo. De modo geral, a necessidade de agentes desnaturantes,
como a ureia, esta associada a expressao em altas temperaturas, que favorecem a
formagdo de corpos de inclusdo. Assim, conforme a literatura, protocolos que
utilizam expressdo em baixa temperatura tendem a produzir proteinas soluveis,

dispensando etapas de renaturacao (Galloway et al., 2003; Singh et al., 2015).

4.2 ANALISE DO ENSAIO DE MIGRAGAO TRANSWELL COM CELULAS 4T1

O objetivo do ensaio de migragao foi verificar se a DisBa-01 obtida neste
protocolo manteve a atividade descrita por Ramos et al., 2008. As desintegrinas
interferem na migracao celular, pois sdo capazes de inibir as integrinas, as quais
sao ligadas a matriz extracelular, no caso, da DisBa-01 sua fungao é principalmente
na integrina avpB3 (Montenegro et al., 2017). Por isso, era esperado uma redug¢ao no

numero de células que migraram conforme a concentragéo da proteina aumentasse.
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Grafico 1. Ensaio de inibigdo da migragao transwell por DisBa-01

15000+

N°céls migradas

+ DB1 DB10DB100

Concentragao(nM)

(+) Controle Positivo com 10% de SFB. (DB1), (DB10) e (DB100) DisBa-01 em concentragbes de

1nM, 10nM e 100nM respectivamente. Fonte: autora.

Embora, nas concentragbes mais elevadas (DB10 e DB100), tenha sido
observada uma reducdo na migracdo das células da linhagem 4T1. Na
concentragdo de 1 nM, o numero de células migrantes acabou sendo maior que o
controle positivo, o que nao era o esperado. Uma possivel justificativa € que
concentracbes baixas com a proteina podem ter sido responsaveis pelo efeito
contrario ao previsto, em vez de inibir o efeito, acabaram estimulando a atividade,
resultando em uma relacdo dose-resposta inversa ao esperado, processo
denominado de hormese (Greenwood et al., 2022). Outro argumento que pode ser
considerado é que a célula pode ter reprogramada a sinalizagdo, ativando vias
alternativas ndo-genémicas para compensar esse bloqueio inicial. Esse mecanismo
de sinalizagdo compensatério € comumente observado em células cancerigenas.
Diante disso, atualmente ha muitos estudos que buscam desenvolver alvos
terapéuticos capazes de lidar com a complexidade da sinalizagcao celular no cancer
(O’Reilly et al., 2006; Bergholz & Zhao., 2021).

Em relagdo a analise estatistica, o teste ANOVA de Welch resultou em p =
0,694, estatisticamente demonstrando que nao foi observada diferenga significativa
entre os grupos. Devido ao p consideravelmente muito maior que 5% (0,05), é dificil
sugerir uma tendéncia estatistica, mas € possivel observar que as médias dos
tratamentos apresentaram padrao descritivo semelhante ao comportamento

esperado da DisBa-01 em concentragbes mais altas.
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O conjunto do resultado desse experimento demonstra a importancia de
realizar novos ensaios de Transwell, aumentando o numero de repeticbes para
diminuir o desvio padrdo das variaveis, e assim, aumentar o poder estatistico,
permitindo compreender de forma mais precisa o comportamento da DisBa-01

obtida por este protocolo.

43 INTERACAO ENTRE LINHAGENS CELULARES E A PROTEINA
RECOMBINANTE DISBA

No Hospital de Amor contra o cancer em Barretos (SP), com o Grupo de
Pesquisa em Oncologia Pré-Clinica, em colaboragdo com o nosso laboratério
(LMBBM), foi realizado um experimento pelos pesquisadores Raul Wohnrath Garcia
e Amanda Helena Tejada sendo que um dos objetivos foi avaliar a interagao entre
linhagens celulares com tanto a proteina recombinante DisBa-01 obtida por extragao
com ureia, conforme o protocolo descrito por Ramos et al., 2008, quanto da proteina
recombinante produzida neste trabalho, purificada, portanto, sem o uso de ureia.
Essas analises foram feitas em esferéides das linhagens celulares HUVEC e
MDA-MB-231, testando diferentes concentragbes de ambas as proteinas. A
avaliacdo consistiu na captacdao de fluorescéncia para analisar se as células
apresentavam indicios de apoptose e para analisar sua viabilidade.

O primeiro teste avaliou a via das caspases apos 24 horas de tratamento,
utilizando esferdides de HUVEC expostas as concentracdes de 100 nM, 1000 nM e
10.000 nM das duas proteinas recombinantes. O objetivo deste ensaio foi estudar a
ativacdo da via apoptética dependente da clivagem proteolitica de caspases, cuja
ativacao desencadeia a morte celular ordenada da célula. A Figura 8. demonstra
gque ambas as proteinas estdo ativas, sendo que a DisBa-01 purificada sem ureia
apresentou maior atividade na concentracdo 10.000nM quando comparada a
DisBa-01 descrita por Ramos et al., 2008. Além disso, embora a captacado de
fluorescéncia tenha sido maior nos esferdides tratados com DisBa-01 sem ureia
(Figura 8C e 8D), ambos os tratamentos apresentaram ativagao da via apoptoética,
este resultado corrobora com o trabalho de Ribeiro (2013), onde as células HUVEC
tratadas com DisBa-01 apresentaram aumento de apoptose associado a perda de
adesao, possivelmente indicando que a DisBa ao bloquear a integrina avp3,

estimulando a morte celular em células que dependem desse receptor para adesao
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e sobrevivéncia. Embora, mostrou-se que a proteina obtida por esse trabalho

apresentou atividade biolégica maior em relagdo a descrita por Ramos et al., 2008.

Figura 8. Esferdides de HUVEC submetidos ao ensaio de ativagao das

caspases por fluorescéncia

1.000nM i
A B 10.000nM

DisBa-01
Ramos et al., 2008

E onMm

DisBa-01,
obtida neste
trabalho

Esferdides de HUVEC tratados com DisBa-01 Ramos et al., 2008 nas concentragbes de 1.000 nM (A)
e 10.000 nM (B), com DisBa-01 obtida neste trabalho nas concentragées de 1.000 nM (C) e 10.000
nM (D), e 0 nM - Controle (E). Fonte: Autora.

O segundo teste analisou a viabilidade celular (Live/Dead) dos esferdides
apos 72 horas de incubagédo, nas mesmas concentragbes (100 nM, 1000 nM e
10.000 nM), buscando analisar a citotoxicidade dependente da concentragdo. Os
esferdides de MDA-MB-231 submetidos as mesmas concentracbes de ambas
proteinas apresentaram efeitos bioldgicos distintos, bem como foi possivel verificar
maior mortalidade celular em concentragdes elevadas de DisBa-01 obtida por esse
protocolo (Figura 9.). Esse resultado pode ser justificado pela capacidade da
DisBa-01 de interagir com as integrinas expressas pela linhagem MDA-MB-231,
incluindo a avB3, modificando as interagdes célula-matriz que sao essenciais para a
sobrevivéncia celular, levando, portanto, a mortalidade celular (Altei el al., 2020;
Danilucci et al., 2019).
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Figura 9. Esferéides de MDA-MB-231 avaliados pelo ensaio de viabilidade

Live/Dead por fluorescéncia

A 100nM B 1.000nM C 10.000nM

DisBa-01
Ramos et al.,
2008

D E F
DisBa-01,
obtida neste
trabalho

G onM

Esferoides de MDA-MB-231 tratados com DisBa-01 Ramos et al. 2008 nas seguintes condigdes,
respectivamente: (A) 100 nM; (B) 1.000 nM; e (C) 10.000 nM, utilizando o protocolo de purificagdo de
Ramos (2008); e (D) 100 nM; (E) 1.000 nM; e (F) 10.000 nM, utilizando a preparagao purificada sem

ureia. (E) OnM - Controle. Fonte: Autora.

Sendo assim, foi possivel confirmar, por meio deste experimento, que a
proteina recombinante purificada neste trabalho apresentou atividade funcional
superior a obtida pelo protocolo descrito por Ramos et al. (2008). A utilizagdo do
presente protocolo mostrou-se vantajosa para a manutengao da atividade bioldgica
da proteina recombinante, com base nos resultados obtidos nos experimentos
apresentados nas Figuras 8 e 9. Os dados sugeriram que a DisBa-01 descrita por

Ramos et al. (2008) possivelmente perdeu atividade biolégica durante as etapas de
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recuperacao e refolding, como nas didlises. Dessa forma, a obtencdo da proteina
recombinante em sua forma soluvel permitiu maior concentracdo de proteinas em

sua conformacgao nativa em comparacao ao protocolo anteriormente descrito.

5. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo a obtengdo da proteina recombinante com
dominio RGD, denominada DisBa-01, por meio de um protocolo de purificagdo em
condi¢cbes nao desnaturantes, visando a otimizagdo do processo e a preservagao de
sua atividade bioldgica. A estratégia adotada permitiu a obtengdo da proteina em
sua forma soluvel, reduzindo a necessidade de etapas adicionais de refolding
comumente empregadas em protocolos tradicionais.

Apos a purificagdo, foram realizados ensaios com o intuito de avaliar a
atividade biolégica da DisBa-01. Embora o ensaio de migracéo Transwell ndo tenha
apresentado significancia estatistica, indicando a necessidade de sua repetigao, os
testes de atividade de caspases e de viabilidade celular demonstraram que a
proteina permaneceu biologicamente ativa. Além disso, os resultados obtidos
indicaram que a atividade funcional da DisBa-01 purificada em condicbes nao
desnaturantes foi maior aquela descrita no protocolo de Ramos et al. (2008), no qual
a proteina é obtida sob condi¢cdes desnaturantes seguidas de refolding.

Portanto, os resultados deste estudo sugerem que o protocolo proposto
constitui uma alternativa viavel para a obtengcdo da DisBa-01 recombinante, com
potencial para simplificar o processo de purificagdo e minimizar perdas de atividade

bioldgica, contribuindo para futuras aplicagdes experimentais dessa proteina.
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