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1. Introducéao

Em nosso organismo ha varias enzimas antioxidantes que atuam contra
as espécies reativas de oxigénio (ROS) e a superoxido dismutase (SOD)
€ uma destas enzimas. A SOD é uma enzima antioxidante que catalisa a
desproporgédo do anion superoxido (O2") transformando em oxigénio
molecular (O2) e perdxido de hidrogénio menos reativo (H202), este ultimo
sendo posteriormente metabolizado pela catalase, as peroxidases e
outros sequestrantes de oxigénio e de agua evitando assim danos
causados por radicais hidroxila. (BLACKNEY et al, 2014, SEA et al, 2014
e PANSARA et al, 2018).

A CuzZnSOD ou SOD1 da familia da SOD é encontrada no citosol, nucleo,
peroxissomos e no meio intermembrana mitocondrial de células
eucarioticas e no meio periplasmatico de bactéria, a enzima humana é um
homodimero de 32kDa com um sitio de ligacdo de cobre e zinco por
subunidade de 153 aminoacidos (peso de 16kDa). (VALENTINE et al,
2005) A SOD mutante esta relacionada com 0s mecanismos de
toxicidade como o aumento de agregacéao, desestabilizacdo de dimero e
oligomerizacdo.(PANSARA et al, 2018) A relacdo da enzima SOD1 com
a doenca esclerose lateral amiotréfica € fortemente estudada, sendo a
esclerose lateral amiotréfica uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pela perda progressiva de neurdnios motores no cérebro,
tronco encefalico e medula espinhal, levando o paciente a ter paralisia e
morrer dentro de alguns anos. (PANSARA et al, 2018)

Com isso, dada a importancia desta enzima pretendemos avaliar a

importancia



dos metais relacionados diretamente a sua fungéo, utilizando quelantes

especificos para Cu e Zn para avaliar o desempenho da sua funcédo em
relacdo a presenca ou auséncia dos metais Cu e Zn que estdo

diretamente relacionados a sua estrutura e funcao.

2. Estrutura da proteina

Imagem1: Estrutura tridimensional da superdxidodismutase.

2.1 Sequéncia da hSOD1 (mRNA)

GCGTCGTAGTCTCCTGCAGCGTCTGGGGTTTCCGTTGCAGTCCTCGGAACCAGGACCTCGGCG
TGGCCTAGCGAGTTATGGCGACGAAGGCCGTGTGCGTGCTGAAGGGCGACGGCCCAGTGCA
GGGCATCATCAATTTCGAGCAGAAGGAAAGTAATGGACCAGTGAAGGTGTGGGGAAGCATT
AAAGGACTGACTGAAGGCCTGCATGGATTCCATGTTCATGAGTTTGGAGATAATACAGCAGG
CTGTACCAGTGCAGGTCCTCACTTTAATCCTCTATCCAGAAAACACGGTGGGCCAAAGGATGA

AGAGAGGCATGTTGGAGACTTGGGCAATGTGACTGCTGACAAAGATGGTGTGGCCGATGTG



TCTATTGAAGATTCTGTGATCTCACTCTCAGGAGACCATTGCATCATTGGCCGCACACTGGTGG
TCCATGAAAAAGCAGATGACTTGGGCAAAGGTGGAAATGAAGAAAGTACAAAGACAGGAAA
CGCTGGAAGTCGTTTGGCTTGTGGTGTAATTGGGATCGCCCAATAAACATTCCCTTGGATGTA
GTCTGAGGCCCCTTAACTCATCTGTTATCCTGCTAGCTGTAGAAATGTATCCTGATAAACATTA
AACACTGTAATCTTAAAAGTGTAATTGTGTGACTTTTTCAGAGTTGCTTTAAAGTACCTGTAGT
GAGAAACTGATTTATGATCACTTGGAAGATTTGTATAGTTTTATAAAACTCAGTTAAAATGTCT
GTTTCAATGACCTGTATTTTGCCAGACTTAATCACAGATGGGTATTAAACTTGTCAGAATTTCT
TTGTCATTCAAGCCTGTGAATAAAAACCCTGTATGGCACTTATTATGAGGCTATTAAAAGAATC

CAAATTCAACTAAA

Sequéncia retirada do GenBank da NCBI, numero de acesso

NM_000454.5.

2.2 Sequéncia cDNA molde

ATG GCG ACG AAG GCC GTG TGC GTG CTG AAG GGC GAC GGC CCA GTG CAG GGC ATC ATC AAT
- A T K AV C V L K G b G P V Q G I I N
TTC GAG CAG AAG GAA AGT AAT GGA CCA GTG AAG GTG TGG GGA AGC ATT AAA GGA CTG ACT
F EQ K E S N G P V K V WG S I K G L T
GAA GGC CTG CAT GGA TTC CAT GTT CAT GAG TTT GGA GAT AAT ACA GCA GGC TGT ACC AGT
E G L H G FHVHE F GG DN T A G C T S
GCA GGT CCT CAC TTT AAT CCT CTA TCC AGA AAA CAC GGT GGG CCA AAG GAT GAA GAG AGG
A G P HFNUWP L SR K HG G P K DE E R
CAT GTT GGA GAC TTG GGC AAT GTG ACT GCT GAC AAA GAT GGT GTG GCC GAT GTG TCT ATT
H YV G DL G NVT A D K DGV A D V S |
GAA GAT TCT GTG ATC TCA CTC TCA GGA GAC CAT TGC ATC ATT GGC CGC ACA CTG GTG GTC
E b S v I S L S G D H C I I G R T L V V
CAT GAA AAA GCA GAT GAC TTG GGC AAA GGT GGA AAT GAA GAA AGT ACA AAG ACA GGA AAC

H E K A D DL G K G G N E E S T K T G N



GCT GGA AGT CGT TIG GCT TGT GGT GTA ATT GGG ATC GCC CAA TAA

A G S R L A C G Vv I G I A Q -

Sequéncia retirada do GenBank da NCBI, numero de acesso CR541742.1.

3.Construcao dos primers

3.1Analise de Restri¢cédo

Serao utilizadas as enzimas de restricdo a seguir Hindlll e Xhol. A analise de

restricdo ndo apresentou as sequéncias como representado na imagem 2.

Hindlll

S AJIAGCT T 3

3 T T CGATA Y

Xhol

5 ClTCGAG 3

3 GAGCTIC &
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Imagem 2: Andlise de restricdo utilizando o NEBcutter V2.0 da BioLabs.

3.2 Construcgao do Primer FW

Teste da TM para o0 inicio da sequéncia  codificadora,

S’ATGGCGACGAAGGCCGTG 3.

Physical Constants Melting Temperature (Ty,) Calculations
Length: Molecular Weight 5589.7 | GC content: | 67 |oe

1 ml of a sol'n with an Absorbance DTE at 260 nm

is 4953 | microMolar 2 and containsl 27T | micrograms.

| 54.9|=C (Basic)
60.8 | *C (Salt Adjusted)
5668 |°C (Mearest Neighbor)

Imagem 3: Teste da Tm para a sequéncia codificadora Oligo Calc: Oligonucleotide Properties

W W =

Calculator.

Adicao da sequéncia do sitio de restricdo a sequéncia codificadora com adicao
de nucleotideos para uma boa clivagem (destacado em negrito), como indicado
para o uso da enzima Hindlll. A sequéncia codificadora possui um start cédon

destacado em verde.

5 CCAJAGCTTGGATGGCGACGAAGGCCGTGY

Physical Constants Melting Temperature {Tyy) Calculations
Length: Molecular Weight: 8679.7 £ GC content: | 64 |% 67.2 | *C (Basic)

1 mi of a sol'n with an Absorbance Dflj at 260 nm H :C AL TRy .
is 3.265 | microMolar 2 and containsl 28.3| micrograms. G 7

LS L




Imagem 4: Teste da Tm para a o primer utilizando o Oligo Calc: Oligonucleotide Properties

Calculator.
Na andlise de auto complementariedade o primer ndo apresenta “hairpin”

indicado na imagem 5.

L]

Potential hairpin formation :

Hone !

3' Complementarity:

Hone !

A1l potential self-annealing sites are marked in red {(allowing 1 mis-match):
1

Hone !

Imagem 5: Teste de auto complementariedade e “hairpin” utilizando o Oligo Calc:

Oligonucleotide Properties Calculator.

A traducao do primer indica a sequéncia esperada na imagem 6.

5'3"' Frame 2
ccaa gct tgg atg gcg acg aag gcc gtg
a L W M E T K A v

Imagem 6: Traducédo do primer utilizando Expasy translate.

3.3 Construcéo do primer RW

Teste da Tm para da sequéncia da fita codificante:

5’AATTGGGATCGCCCAATAA3Z’

Physil:nl Constants Melting Temperature (Ty,) Calculations
Length: Molecular Weight: 5820.9 I GC content: 42 % 46.8 | °C (Basic)
1 mi of a sol'n with an Absorbance GTE at 260 nm To Y
48.39 [ *C (Mearest Neighbor)

is 4.624 | microMolar 2 and u:ontains|

LUV | S T

269 | micrograms.




Imagem 7: Teste da Tm para a o primer utilizando o Oligo Calc: Oligonucleotide Properties

Calculator.

Adicao da sequéncia do sitio de restricdo a sequéncia codificadora com adicéo
de nucleotideos para uma boa clivagem (destacado em negrito), como indicado
para o uso da enzima Xhol. A sequéncia codificadora possui um stop codon

destacado em verde.

5 ATTGGGCATCGCCCAATAACCC|TCGAGGG &
Gerando a fita reversa complementar:

5 CCCITCGAGGGTTATTGGGCGATGCCCAAT 3’

Teste de Tm para o primer RW indicado na imagem 8.

Physical Constants Melting Temperature (Tyy) Calculations
Length Molecular Weight: 8654.8 & GC content | 55 |f_.-:5 | 84.3|=C (Basic)

1 ml of a sol'n with an Absorbance GTE at 260 nm H L
*C (Mearest Neighbor)

is 3.382 | microMolar 2 and containsl 30 | micrograms.
Imagem 8: Teste da Tm para a o primer utilizando o Oligo Calc: Oligonucleotide Properties

[ S

Calculator.

O primer ndo apresenta complementariedade e “hairpin” como indicado na

figura 9.



Petential hairpin foermation :

Hone !

3" Complementarity:

Bl
None .

211 potential self-annealing sites are marked in red (allowing 1 mis-match):

Hone !

Imagem 9: Teste de auto complementariedade e “hairpin” utilizando o Oligo Calc:

Oligonucleotide Properties Calculator.

A traducao do prime indica a sequéncia esperada:

3’6" Frame 2
attg ggc atc gcc caa taa ccc tcg agg
L & I 2\ Q - P S R

Imagem 10: Traducéo do primer utilizando Expasy translate.

4.Sistema de expressao

Escherichia coli (E. coli) € um dos organismos hospedeiro mais amplamente
utiizado para a producdo biofarmacéutica de proteinas recombinantes
heter6logas ndo modificadas simples com um baixo numero de ligacdes
dissulfeto. As cepas de expressao de E. coli sdo favorecidas devido a sua
capacidade de atingir rapidamente altas densidades celulares em meios baratos
e seu status aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para aplicacdes

em humanos. Além disso, sua genética bem caracterizada e sequéncias



gendmicas publicamente disponiveis, e a disponibilidade de muitos vetores de
clonagem e varias cepas mutantes garantem que E. coli permane¢a um
hospedeiro certeiro para a producéo de proteina recombinante. Tendo isso em
mente opta-se pela expressao utilizando o sistema bacteriano da linhagem E.
coli BL21 (DE3), que é uma bactéria vendida comercialmente na forma ja

competente e possui um alta taxa de transformacéo (Rosano e Ceccarelli, 2014).

5.Vetor

O sistema pET ¢é o sistema mais poderoso ja desenvolvido para a clonagem e
expressao de proteinas recombinantes em E. coli. Em plasmideos pET os genes
alvo sdo clonados sob o forte controle da transcricdo do bacteriéfago T7. O
promotor T7 é um dos mais fortes promotores conhecidos. Podendo produzir
uma grande quantidade de proteinas, podendo chegar até a 50% do conteudo
total de proteinas da célula. Por isso optamos por utilizar o plasmideo pET-
28a(+) ja que ele produz proteinas marcadas com seis residuos de histidina no

N-terminal para facilitar o processo de purificacdo (Description et al., 1800).

&
"l'o‘ T7 terminator
& ‘/
Q )E.‘P ! |His tag
Q

pPET-28a(+) = e
5.4kb S
~ 77 promoter

Balll

Imagem 11: Mapa do vetor pet28a(+)



6.Sistema de Indugao

A expressao sera induzida pela presencga do isopropil f-d-1-tiogalactopiranésido
(IPTG) em uma concentracdo de 1mM durante 6 horas a 37°C. Como a
alolactose, o IPTG se liga ao repressor lac presente no vetor escolhido e libera
o repressor tetramérico do operador lac de uma maneira alostérica, permitindo
assim a transcricao de genes no operon lac, como o gene que codifica para beta-
galactosidase, uma enzima hidrolase que catalisa o hidrélise de B-galactosideos
em monossacarideos. Mas, ao contrario da alolactose, o a&tomo de enxofre (S)
cria uma ligagdo quimica que nédo € hidrolisavel pela célula, impedindo a célula

de metabolizar ou degradar o indutor (Wurm et al., 2016).

7.Purificagao

Agarose Ni-NTA é uma resina de afinidade carregada de niquel que pode ser
usada para purificar proteinas recombinantes contendo uma sequéncia de poli-
histidina (6xHis) a interacdo podemos ver na imagem 12. Sendo assim foi
escolhido essa metodologia, j& que na nossa proteina de interesse foi inserida
essa calda de histidina. As proteinas ligadas a resina podem ser eluidas com
tampdao de baixo pH ou por competicdo com imidazol ou histidina. A purificacéo
de uma etapa pode ser realizada em condi¢cdes nativas e desnaturantes. Ni-NTA
usa o ligante quelante &cido nitrilotriacético (NTA) acoplado a uma resina de
agarose 6% reticulada que é adequada para uso em aplicacfes de lote e fluxo
por gravidade. Analises de gel SDS-PAGE e western blot confirmaréo a presenca

da proteina (Khan, He e Taussig, 2006).



Nickel NTA support Polyhistidine tag

Imagem 12: Estrutura de ligacdo entre a coluna e os residuos de histidina da proteina.

9. Resultados Esperados

Apés etapa de purificagdo a amostra sera analisada por meio de técnica de
eletroforese em gel SDS-PAGE-poliacrilamida associada a técnica de Western
Blotting que faz uso de membrana de nitrocelulose e anticorpos primarios e
secundarios para marcar a proteina de interesse sendo possivel apos revelagao
em um fotodocumentador observar a banda correspondente exatamente a nossa
proteina de interesse, a SOD1. Logo esperamos observar uma banda na regido
de aproximadamente entre 15kDa até proximo de 30kDa, como pode ser
observado na figura abaixo que € um exemplo da regido que devemos observar

a presenca da proteina SOD do nosso interesse.

kDaM 1 2 3 4 § kDa M Pure hSOD1

29.0

20.1

Imagem 13: Imagem de exemplo de uma membrana de Western Blotting onde podemos
observar a presenca da proteina hSOD1. Fonte: LIN et al 2018.
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