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RESUMO

Alteragdes imunofenotipicas qualitativas e quantitativas na expressao da proteina
RAP1, uma pequena GTPase da superfamilia RAS, estdo presentes em diversos
tipos de canceres, tais como carcinomas de células escamosas de orofaringe, cancer
papilar da tiredide, cancer de mama, carcinoma de células renais, leucemia,
melanoma, neoplasias intraepiteliais e cancer cervical. Entretanto, para a utilizacao
de RAP1 como biomarcador para auxiliar no diagnoéstico imuno-histoquimico de
tumores, especialmente do cancer cervical, sdo necessarios anticorpos anti-RAP1 a
baixo custo, uma vez que, atualmente, os anticorpos disponiveis no Brasil séo
importados e de custo elevado, tornando inviavel sua utilizagcdo no diagndstico de
rotina. Assim, este trabalho tem como objetivos a expressdo de proteinas RAP1
recombinantes (rRAP1) em sistema bacteriano, e a produgdo de anticorpos
monoclonais e policlonais anti-rRAP1, visando a sua aplicagdo no diagnostico de
diversos tumores por imuno-histoquimica. Dois genes RAP1 sintéticos codificantes
para as proteinas rRAP1A e rRAP1AB foram desenhados, sintetizados e sub-
clonados no plasmideo de expressao bacteriano pQE9 e sua expressdes obtidas na
linhagem hospedeira E.coli M15. Apds indugao com IPTG, as proteinas rRAP1 foram
purificadas por cromatografia liquida em coluna de afinidade de quelato de niquel,
obtendo-se o rendimento, por litro de cultura bacteriana, de 185,6 mg/L de rRAP1A e
103,9 mg/L de rRAP1AB. As proteinas rRAP1 purificadas foram inoculadas em
animais para a producao de anticorpos monoclonais e policlonais anti-rRAP1A e anti-
rRAP1AB. Ensaios imuno-histoquimicos foram realizados em tecidos de pacientes
com neoplasia cervical para a avaliagao da reatividade dos anticorpos anti-rRAP1
com a proteina RAP1 humana. Uma intensa imunorreatividade foi verificada com o
anticorpo anti-rRAP1A (policlonal produzido em coelhos) considerado, até o
momento, o melhor candidato para uso na detecgdo da expressdo de RAP1 em
ensaios imuno-histoquimicos, o que pode auxiliar no diagnostico de varias

neoplasias, especialmente, do cancer do colo uterino.
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ABSTRACT

Qualitative and quantitative immunophenotypical changes in the expression of RAP1
protein, a small GTPase of the RAS superfamily, have been detected in many types
of cancers such as oropharyngeal squamous cell carcinomas, papillary thyroid
cancer, breast cancer, renal cell carcinoma, leukemia, melanoma, intraepithelial
neoplasia and cervical cancer. However, to use RAP1 as a putative biomarker for
immunohistochemical assays to support tumor diagnosis, especially cervical cancer,
anti-RAP1 antibodies at low cost are essential, since here in Brazil the anti-RAP
antibodies available are imported and expensive making them impractical to use in
routine diagnostics. This work aims to express recombinant proteins RAP1 (rRAP1) in
bacterial system for the production of monoclonal and polyclonal anti-rRAP1 to be
used for diagnosis of various tumors by immunohistochemistry. Two synthetic RAP1
genes coding for rRAP1A and rRAP1AB proteins were designed, synthesized, and
subcloned into the pQE9 vector for recombinant protein production in E. coli (strain
M15). After IPTG induction, both rRAP1 proteins were purified by nickel chelate
affinity chromatography vyielding, per liter of bacterial culture, 185,6 mg/L of rRAP1A
and 103,9 mg/L of rRAP1AB protein. The purified rRAP1 proteins were used to
generate polyclonal and monoclonal antibodies against rRAP1A and against
rRAP1AB. Immunohistochemistry experiments were performed on tissues samples
from patients with cervical neoplasia to evaluate the reactivity of the anti-rRAP1
antibodies to the human RAP1. An intense immunoreactivity was observed for a
rabbit polyclonal anti-rRAP1A antibody, considered so far, the best candidate to be
used for RAP1 immunohistochemical testing to support tumor diagnosis, especially

cervical cancer.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 A proteina RAP1

A proteina RAP1 foi descoberta por Kitayama e colaboradores, em 1989,
como um produto do gene K-REV, capaz de suprimir o fendtipo maligno de
fibroblastos transformados por K-RAS, um dos genes mutados de RAS (Kitayama et
al., 1989). RAP1 é um pequena GTPase pertencente a superfamilia RAS e possui
duas isoformas, RAP1A e RAP1B que diferem entre si por alguns poucos
aminoacidos. As proteinas GTPases pertencentes a familia RAS funcionam como
interruptores moleculares, regulando a sinalizagdo de processos celulares como a
proliferacao, diferenciacdo, morfogénese e apoptose. Atualmente, as proteinas RAP
em mamiferos sdo conhecidas por agirem independentemente de RAS e suas
fungdes compreendem o controle do estabelecimento da polaridade celular
(Shimonaka et al., 2003), ativagdo da adesao celular mediada por integrina (Katagiri
et al.,, 2000; Reedquist et al., 2000; Tsukamoto et al., 1999; Duchniewicz et al.,
2006), regulagao do contato célula-célula (Hogan et al., 2004; Price et al., 2004),
proliferagéo celular (Altschuler and Ribeiro, 1998) e secregao (Crittenden et al., 2004;
D'Silva et al., 1998). Para ser ativada ou desativada, RAP1 se liga a moléculas GDP
ou GTP, sendo que a ligagdo a GTP resulta na sua forma ativa e a ligagédo a GDP na
sua forma inativa. O ciclo GDP-GTP é regulado pelos fatores de troca nucleotideo
guanina (GEF, sigla inglesa para Guanine Exchange Factor) que facilitam a liberagao
do nucleotideo ligado e permitem que o GTP se religue. Ja as proteinas ativadoras
de GTPase (GAP, sigla inglesa para GTPase Activating Protein) induzem a hidrélise
do GTP ligado e completam o ciclo (Bos et al., 2001).

RAP1 é encontrada predominantemente em membranas intracelulares na
regido perinuclear, em vesiculas endociticas e exociticas, e em menores
quantidades em membranas plasmaticas (Pizon et al.,1994). E particularmente
abundante em plaquetas humanas nas quais esta localizada principalmente na

membrana plasmatica e nos granulos secretores, regulando a formagao do grénulo e
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exocitose (Torti, 1992; Berger, 1994; Franke et al.,1997). RAP1 também ¢
abundantemente observada em neutréfilos na membrana plasmatica e em granulos
especificos (Maridonneau and Gunzburg, 1992; Quinn et al., 1992). Em fibroblastos é
principalmente localizada no compartimento médio do Complexo de Golgi ou nos

endossomos (Pizon et al., 1994; Beranger et al., 1991).

1.2 Expressédo de RAP1 em tumores

A expressao alterada da proteina RAP1 e de seus reguladores (GEFs e
GAPs) tem sido implicada no crescimento de células cancerosas, invasdo e
metastase (Gloerich et al., 2011; Frische et al.,2010; Hattori et al.,2003). Varios
estudos ja demonstraram a expressao alterada de RAP1 e seus reguladores em
distintas linhagens de células escamosas de carcinoma (SCC) de orofaringe, cancer
oral (D'Silva et al., 2003; Banerjee et al., 2011), SCC de cabega e pescogo (Banerjee
et al.,, 2012), cancer papilar da tiredide (Nellore et al., 2009), cancer de mama
(Furstenau et al., 2011), carcinoma de células renais (Kim et al., 2012), leucemia
(Qiu et al., 2012) e melanoma (Gao et al. 2006).

Evidéncias indicam que a proteina Rap1GAP, um fator de inativacdo de
RAP1, é expressa em menor quantidade em varios tipos de cancer. No cancer de
tireoide a baixa regulagcado de Rap1GAP aparece como consequéncia de degradagao
proteossomal (Zuo et al., 2010), no cancer pancreatico e de tireoide papilar é devido
a perda de heterozigosidade (Zhang et al., 2006), no cancer de melanoma e de
tireoide devido a metilagcdo do promotor (Zuo et al., 2010; Zheng et al., 2009) e no
cancer de mama devido a mutagdes genéticas (Sjoblom et al.,2006). Apesar de ser
frequente a baixa expressao de Rap1GAP em tumores humanos, as consequéncias
biolégicas dessa diminuigdo da expressao de Rap1GAP foram estudadas em apenas
poucas linhagens de células cancerosas. Em carcinomas de células escamosas de
cabeca e pescoco, Rap1GAP inibe o crescimento do tumor atrasando a transicéo de
fase de G1/S no ciclo celular (Zhang et al., 2006). Rap1GAP também inibe a
atividade de cinases reguladas por sinal extracelular, a proliferacdo celular, a
sobrevivéncia e a migragao de células do melanoma (Zheng et al., 2009). Estudos

também demonstraram que a reintrodugdo de Rap1GAP em linhagens de células
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cancerosas afeta algumas caracteristicas das células transformadas. Por exemplo, a
indugdo da superexpressao de Rap1GAP em linhagens celulares de carcinoma
escamoso de orofaringe (Zhang et al., 2006) e pancreatico (Zhang et al., 2006)
bloqueia a formagéo de tumores em modelos animais. A superexpressao in vitro, de
Rap1GAP diminui a proliferagcédo celular do tumor, e aumenta a apoptose (Zhang et et
al., 2006; Zheng et al. 2009; Mitra et al., 2008; Tsygankova et al., 2007). Essas
evidéncias sugerem que RapGAPs, reguladores negativos das GTPases RAP1 e
RAP2, funcionam como supressoras de tumor. A descoberta recente de que a
oncoproteina E6 dos papilomavirus humanos de alto risco (HR-HPV) atua na
carcinogénese cervical através da degradagao da GAP E6TP1 pela ubiquitina ligase
EGAP, reforca a teoria de capacidade supressora de tumor das RapGAPs. Isso
porque a E6TP1 apresenta um dominio catalitico de proteinas ativadoras da ligagao
do nucleotideo guanina (GTPase) similar ao dominio catalitico da proteina
Rap1GAP. A proteina E6 dos HR-HPVs, promovendo a degradacédo da E6TP1, eleva
os niveis de Rap1GTP, ativando Rap1 durante a transformacao celular (Chakrabarti
et al., 2003; Lee et al., 2007).

1.3 Proteina Rapl como biomarcador do cancer cervical

A proteina RAP1 foi identificada e caracterizada como um biomarcador de
cancer cervical pelo nosso grupo de pesquisa (Pascoal-Xavier, 2008; 2011) com
potencial utilizacdo no auxilio ao diagnostico deste cancer. Neste estudo a
expressao de RAP1 foi analisada por imuno-histoquimica, em 319 amostras de
biépsias de colo uterino, no periodo entre 2006 e 2010, representativas de mucosa
cervical normal ou alterada por inflamagao sem efeito citopatico viral (ISEC), lesao
intraepitelial escamosa de baixo grau (LIEBG) e lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau (LIEAG) correspondendo a mucosa cervical com neoplasia intraepitelial cervical
(NIC), e amostras de mucosa cervical com carcinoma invasor de células escamosas
(CCE).

A possibilidade da utilizagdo da proteina biomarcadora RAP1 para auxiliar no
diagndstico do cancer cervical e de outros tumores, esbarra no fato de que o ensaio

imuno-histoquimico para a verificacdo da expressao de RAP1 nas amostras teciduais
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ainda depende de anticorpos anti-RAP1 importados, cujo custo inviabiliza sua
potencial utilizacdo na rotina de laboratérios da rede do Sistema Unico de Saude
(SUS) e até mesmo de laboratérios privados. A Tabela 1 mostra os precos, em
dolares americanos, de anticorpos anti-RAP1 fornecidos por empresas estrangeiras.

A figura 1 ilustra a expressdo de RAP1, em diferentes lesbes neoplasicas
cervicais, demonstrada no estudo realizado por Pascoal-Xavier (2011) utilizando o
anticorpo anti-Rap1 (RAP1B AB40814) importado da Abcam mencionado na Tabela
1.

Tabela 1 Relacdo de anticorpos comerciais anti-RAP1 atualmente disponiveis
no mercado com uso recomendado para imuno-histoquimica e seus

respectivos precos em délares americanos

Preco em
Empresa Anticorpo- niumero de | Quantidade délares
catélogo americanos
Anti-RAP1- policlonal
GeneTex 100 uL 289.00
GTX61352
Santa Cruz Rap 1 antibody (121)
200 ug/mL 279.00
Biotechnology sc-65.
Anti-RAP1A policlonal
OriGene Tech 100 uL 325.00
TA303849
Anti-RAP1A / RAP1 LS-
LifeSpan BioSci 100 uL 415.00
C49691
Anti-RAP1A + RAP1B
Abcam 100 uL 655.16
AB40814

Fonte: http://www.biocompare.com/ acessado em 07/11/2013
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Figura 1. Imuno-histoquimica para RAP1 em bidpsias de colo uterino realizada no estudo de
identificacdo de RAP1 como proteina biomarcadora. (A) representa mucosa sem reagao imuno-
histoquimica positiva em tecido normal; (B) apresenta expressao esporadica e fraca de RAP1 no tergo
basal do epitélio de lesdo de baixo grau (LIEBG); (C) apresenta expressdo com intensidade
intermediaria, focal, no tergo basal do epitélio de lesdo de baixo grau (LIEBG). (D) e (E) exibem
epitélios com forte e difusa expressao de RAP1, nos dois tercos basais e em todo o epitélio em leséo
de alto grau (LIEAG), respectivamente. (F) apresenta expressdo de RAP1 no carcinoma invasor
(CCE). Fonte: Pascoal-Xavier, 2011.
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Uma vez que o presente trabalho tem como objetivo a expressao de proteinas
RAP1 recombinantes (rRAP1) e a producédo de anticorpos anti-rRAP1 para seu
potencial uso no diagndstico de tumores e, levando-se em conta os dados gerados
pelo nosso grupo sobre a expressao de RAP1 no cancer cervical, este foi 0 modelo
escolhido para a realizagao dos testes imuno-histoquimicos de reconhecimento da
proteina  RAP1 humana pelos anticorpos anti-rRAP1 produzidos e para a
demonstracdo do impacto que tais anticorpos podem ter no auxilio ao diagnostico de

neoplasias, especialmente, neoplasias cervicais.

1.4 Céancer cervical

O cancer ou neoplasia cervical € o segundo tipo de cancer mais prevalente
entre a populagdao feminina mundial, com 500 mil novos casos e 275 mil mortes
anuais (WHO, 2012). Mais de 85% dos casos ocorrem em paises de baixa ou média
renda, sendo as maiores taxas de incidéncia na Asia do Sul e Central, Africa
Subsariana, América Latina e Melanésia. No Brasil, o cancer cervical corresponde a
9,3% dos casos de cancer, com uma estimativa de 17.540 novos casos em 2012,
ficando atras somente do cancer de mama (27,9% dos casos de cancer), segundo o
Instituto Nacional do Céncer (INCA, 2012).

Para o desenvolvimento do cancer cervical e de sua lesdo precursora
imediata, a neoplasia intraepitelial cervical (NIC) grau 3 (NIC3), é necessaria uma
infeccdo cervical persistente pelo papilomavirus humano ou Human papillomavirus
(HPV). Varios estudos epidemiolégicos demonstraram a presenga do HPV em
aproximadamente 100% dos casos de cancer cervical (zur Hausen, 1996;
Walboomers, 1999).

Aproximadamente 15% dos canceres humanos sdo causados por virus, e
desses casos, a metade é atribuida a infeccado pelo HPV (Parkin et al, 2006). Os
HPVs sdo pequenos virus de DNA de fita dupla circular (epissomal), nao
envelopados, que infectam o epitélio estratificado escamoso e cutaneo (zur Hausen,
2009). Mais de 120 tipos diferentes de HPVs ja foram identificados e,

aproximadamente um terco deles infecta especificamente as células epiteliais do
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trato genital. Os outros dois tergos restantes infectam células epiteliais em outros
tecidos incluindo o epitélio cutaneo (Lorincz et al., 1992, Bernard et al., 2010).

O genoma do HPV codifica oito proteinas, das quais seis sdo denominadas
precoces, a saber: E1, E2, E4, E5, E6, E7 (E de termo em inglés Early), e duas
tardias L1 e L2 (do termo em inglés Late), como representado na Figura 2. As
proteinas E6 e E7, consideradas oncoproteinas, atuam alterando ou anulando a
funcdo de reguladores do ciclo celular, de forma a permitir a persisténcia de
genomas epissomais em células indiferenciadas e também garantindo a replicagao
de genomas em células diferenciadas. E1 e E2 sao fatores de replicagao codificados
pelo virus, E4 e E5 atuam regulando as fungdes virais tardias e, finalmente, L1 e L2

s&o as duas proteinas tardias que formam o capsideo (Bodily et al, 2011).

URR
/—Agﬁ\ pEarly PLate Early poly-A Late poly-A
i
A @ ?
Enhancer “ E4 Es

B I 2 T
2 e
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Figura 2. Organizacdo do genoma do HPV. O DNA circular do genoma do HPV esta mostrado de
forma linear por motivos didaticos. A origem de replicagao (Ori) e varios elementos reguladores da
transcricdo encontram-se na regiao reguladora URR. O promotor precoce do virus, o promotor tardio
diferenciagdo-dependente, e os dois sinais de poliadenilacdo definem os trés grupos principais de
genes virais que sdo coordenadamente regulados durante a diferenciagdo da célula hospedeira. Os
genes E6 e E7 mantém a capacidade de replicagdo. E1, E2, E4, E5 e E8 estdo envolvidas na
replicagdo do DNA do virus, no controle da transcrigdo e de outras fungdes tardias. L1 e L2 sdo as
proteinas do capsideo. Fonte Bodily & Laimins, 2011; http://origin-ars.els-cdn.com/content/image/1-
§2.0-S0966842X10001770-gr2.jpg

A infeccdo por HPV requer o acesso da particula infecciosa as células da
camada basal epitelial, através de perda da integridade epitelial (Figura 3). Apos a
infeccdo e o desnudamento, o genoma viral € mantido como epissomo no nucleo das
células basais, com um baixo numero de cépias, pela agdo da proteina E2 (Doorbar,
2005; Oliveira et al., 2006; Bodily & Laimins, 2011).
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Figura 3. Estrutura do epitélio cervical. (a) A localizagao do epitélio endocervical e ectocervical. (b)
Esquema do epitélio estratificado ectocervical, do epitélio colunar endocervical, e da zona de
transformacgéo (ZT). Infecgbes por HPV e as suas lesdes benignas e malignas, preferencialmente,
desenvolvem-se na ZT. A infeccdo inicia através microlesdes que expdem a membrana basal e os
queratindcitos basais. Os DNAs epissomais do virus sdo mantidos nas células basais. A medida que
as células hospedeiras se diferenciam, a expressdo do genoma do HPV é coordenada para resultar
na montagem do capsideo e liberagdo de virions nas camadas diferenciadas superiores. Os nucleos
estao coloridos para indicar as proteinas virais expressas durante as diferentes fases do ciclo de vida
(ver também o Quadro1). Fonte Bodily & Laimins, 2011; http://origin-ars.els-cdn.com/content/image/1-
$2.0-S0966842X10001770-gr1.jpg

Os tipos de HPV encontrados preferencialmente em canceres cervicais e
anogenitais sdo designados como HPVs de alto risco (HR-HPV), enquanto aqueles
encontrados em verrugas genitais e lesdes benignas sdo denominados HPVs de
baixo risco (LR-HPV). Os LR-HPV mais comuns séo o HPV-6 e o HPV-11, enquanto
que os HR-HPVs mais prevalentes sdo os HPV-16, -18, -31 e -45. Considerado o
tipo mais carcinogénico, o HPV-16 é responsavel por aproximadamente 55% a 60%
dos casos de cancer cervical, sendo que o HPV-18 é responsavel por 10% a 15%
dos casos. Os demais tipos de HR-HPVs (HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-
45, HPV-52, HPV-58, HPV-59, HPV-68 e HPV-67) causam os 25% a 30% dos casos
remanescentes (Walboomers, 1999; Munoz, 2003; de Sanjose, 2010). Os varios
tipos de HPV possuem uma organizagdo genética comum e as diferengas entre
HPVs de alto e baixo risco sdo devidas as diferencas de aminoacidos em fatores

comuns e nao devido a presenca de proteinas adicionais.
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Aproximadamente 90% das infec¢des pelo HPV sao transitérias, tornando-se
indetectaveis entre um a dois anos (Plummer et al., 2007; Rodriguez, 2008). As
mulheres que possuem uma infecgdo persistente estdo em risco significativo de
desenvolver lesbes pré-cancerosas. A persisténcia por um ano (Castle, 2009) e dois
anos (Kjaer, 2010) especialmente com o HPV-16, pode predizer um diagndstico de
NIC3 ou diagndsticos mais severos (NIC3+) nos anos subsequentes. Por exemplo,
pacientes infectadas com HPV-16 por 1 a 2 anos apresentam um risco de 20 a 30%
de desenvolver NIC3+ nos proximos 5 anos. Vale ressaltar que a lesao NIC3 nao
tratada tem 30% de probabilidade de se tornar cancer invasor ao longo de um
periodo de 30 anos enquanto que lesdes de NIC3 tratadas apresentam apenas 1%

de chance de se tornarem invasivas (McCredie et al, 2008).

1.5 Prevencéo e diagnéstico do cancer cervical

Atualmente existem duas vacinas contra HPV. Ambas protegem contra os
HPVs tipos 16 e 18 de alto risco (vacina Cervarix produzida pela Glaxo Smith Kline),
e uma delas protege também contra os tipos HPV-6 e 11 de baixo risco (vacina
Gardasil produzida pela Merck). Tais vacinas consistem de particulas semelhantes a
virus (VLPs) produzidas por tecnologia do DNA recombinante, sendo, portanto, ndo
infecciosas e mostraram alta eficiéncia para mulheres sem evidéncias de infecgdes
prévias, com reducao de mais de 90% de infecgbes persistentes e redugao proxima
a 100% de lesdes cervicais moderadas e severas (WHO, 2007).

Poucas evidéncias suportam a recomendacdo de rastreamento anual do
cancer cervical em mulheres de qualquer idade, pois pouco contribui para o aumento
na prevencao deste cancer com um custo excessivo e desnecessario de
procedimentos e tratamentos (Stout et al., 2008; Kulasignam et al, 2011). Dessa
forma, os intervalos de triagem devem ser recomendados com base na idade e no
histérico clinico da paciente (Saslow et al., 2012). Para mulheres com idade entre 21
e 29 anos, o rastreamento com citologia € recomendado a cada trés anos. Devido a
alta prevaléncia do HPV em mulheres até 30 anos recomenda-se que o teste para
genoma do HPV nao deve ser utilizado em mulheres desse grupo. Para mulheres

com idade entre 30 e 65 anos o Guia para a Prevencao e Detecgao Precoce do
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Cancer Cervical, publicado em 2012, recomenda o rastreamento conjunto por
citologia e teste para HPV a cada 5 anos (recomendavel) ou apenas citologia a cada
3 anos (aceitavel) considerando um historico de rastreamento com testes negativos
consecutivos [Dunne, 2007; Peyton, 2001; Division of Cancer Prevention and
Control, Centers for Disease Control and Prevention acessado em novembro de

2013 (http://www.cdc.gov/cancer/cervical/basic_info/screening.htm); Saslow et al., 2012]

A rotina recomendada para o rastreamento do cancer cervical no Brasil € a
repeticdo do exame Papanicolau a cada trés anos, apds dois exames normais
consecutivos realizados em um intervalo de um ano, priorizando mulheres entre 25
60 anos [NCA acessado em novembro 2013,

(http://www1.inca.gov.br/conteudo view.asp?id=2687)]. O rastreamento por citologia

(teste de Papanicolaou) tem obtido grande sucesso na redugédo da incidéncia de
cancer e mortalidade em paises onde o rastreamento de boa qualidade é disponivel,
ainda que resultados falso-positivos e falsos negativos sejam comuns (ALTS, 2003;
Castle, 2010).

Outra metodologia disponivel para a triagem do cancer do colo uterino é a
citologia de monocamada em base liquida (ThinPrep, Cytyc Corp., USA), aprovada
pelo FDA americano (US Food and Drug Administration). Nesta técnica, a amostra é
coletada normalmente, como em um teste de Papanicolau convencional, porém as
células sido colocadas imediatamente em uma solugdo fixadora. As células sao
dispersas, colocadas em um filtro e transferidas para uma lamina de microscépio
para interpretacdo em forma de monocamada. Uma vez que as amostras sao
rapidamente fixadas apds a coleta, poucos artefatos morfoldgicos celulares ocorrem
e também poucas células na lamina sdo obscurecidas, uma vez que O processo
reduz a quantidade de outros materiais, como sangue e muco (Kavita et al., 2000).

Os testes de HPV podem prever, melhor do que a citologia, quais mulheres
irdo desenvolver NIC3+ ao longo dos préximos 5 a 15 anos (Sherman, 2003; Dillner,
2008; Schiffman, 2011). A incorporacdo do teste de HPV nas estratégias de
rastreamento permite o aumento na deteccdo da doenca e o aumento no tempo de
intervalo dos rastreamentos, diminuindo danos como o impacto psicossocial de um
resultado positivo, visitas clinicas, procedimentos adicionais e tratamentos de lesdes

destinadas a se resolver espontaneamente (Saslow et al., 2012). Entretanto, os
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testes para deteccdo de DNA do HPV apresentam enormes desafios a serem
superados para sua incorporagdo nos programas de prevencado e na rotina clinica
ginecoldgica como, por exemplo, a inadequagdo para a triagem da neoplasia
intraepitelial cervical, dificuldades na distincdo entre infeccdo transitéria e
persistente, grande variabilidade nas estimativas de sensibilidade e especificidade, e
a mudanga de cultura meédica para melhor aderéncia as necessidades da
metodologia (Caetano et al., 2006; Tsoumpou et al., 2009; Schiffman al., 2011).

A utilizacdo de métodos de inspecéao visual para o rastreamento da neoplasia
cervical comegou com o uso do teste de Schiller nos anos 1930 (Schiller, 1933).
Atualmente a técnica que utiliza lugol (VILI) € a mais utilizada, porque a aplicagao
desta solugao cora células do epitélio vaginal ricas em glicogénio diferenciando as
lesdes proliferativas da mucosa cervical, como o CIN ou céncer, que contém menos
glicogénio, sendo assim visualizadas em areas ndo coradas (IARC Handbooks of
Cancer Prevention). Entretanto, tais metodologias apresentam elevada percentagem
de falso-positivos, que acarretam em numero substancial de colposcopias
desnecessarias, recomendando-se a utilizacido dessas ferramentas em associagao
com o teste Papanicolau ou de Captura Hibrida Il (Denny et al., 2002; Belinson et al.,
2001; Sarian et al., 2005).

A colposcopia € um procedimento que permite uma visdo estereoscoépica
aumentada (normalmente de 6 a 40 vezes) do cérvix e da vagina, obtida com o
auxilio de um espéculo vaginal e do colposcépio, apos a aplicagcado de solugdes que
coram o colo do utero para facilitar as analises. O colposcopio consiste de um
microscopio binocular com uma fonte de luz com intensidade variavel (IARC
Handbooks of Cancer Prevention).

O exame histopatologico € considerado o padrdo ouro no diagndstico do
cancer cervical. E requerido quando uma area suspeita & colposcopia é identificada.
A graduagao histopatolégica da biopsia cervical € denominada neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) de baixo ou alto grau onde neoplasia intraepitelial cervical
de baixo grau inclui NIC | e neoplasia intraepitelial cervical de alto grau inclui NIC Il e
NIC IlIl. A classificagdo pelo sistema NIC equivale a categorizagédo das lesdes intra-

epiteliais escamosas pelo sistema Bethesda (Gravitt et al., 2005).
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1.6 Problemas no diagndstico do cancer cervical

Apesar da disponibilidade das duas vacinas recombinantes contra os HPVs
tipos 6, 11, 16 e 18 ser um importante passo na batalha contra o cancer cervical, os
tipos virais para os quais essas vacinas oferecem protecdo sdo responsaveis por
apenas 70% dos casos (Kjaer, 2010). Além disso, supostamente tais vacinas nao
oferecem proteg¢ao para individuos que ja foram expostos aos tipos de alto-risco do
HPV, apesar de pesquisas recentes demonstrarem uma eficacia de 67% da vacina
quadrivalente Gardasil em mulheres entre 24-45 anos soropositivas, no entanto,
negativas para o DNA do HPV (Castellsague, 2011). Dessa forma, avangos no
diagndstico e no tratamento para o cancer cervical se fazem necessarios.

Nos programas de rastreamento para cancer cervical, as mulheres que
apresentaram resultados positivos de alteragcéo na citologia sdo encaminhadas para
colposcopia para avaliagdo do diagnostico e biopsia de lesbes (Wright Jr et al.,
2006). As pacientes diagnosticadas com LIEAG (NIC2 ou NIC3+) sao tratadas
principalmente por excisao da lesdo. Entretanto, varios autores concordam que nem
todas as lesbes NIC3 e, especialmente, nem todas as NIC2 sado “pré-cancer”
(Schiffman et al, 2008; Castle et al, 2007). Na verdade, uma grande proporgéo de
lesdes de NIC2 devem se resolver sem tratamento, e recomenda-se que lesdes
detectadas em mulheres jovens ndo sejam imediatamente tratadas (Wright Jr et al.,
2006).

Os danos potenciais associados a detecgcao dessas lesdes transitérias
incluem a ansiedade associada ao resultado “positivo” para o teste de rastreamento
do cancer, o potencial de estigmatizagao do diagndéstico de uma infecgao transmitida
sexualmente, o desconforto de diagndsticos adicionais, hemorragias € aumento no
risco de complicagdes na gravidez, como o parto prematuro devido ao tratamento por
excisao (Arbyn et al., 2008). Dessa forma os programas de prevengao para cancer
cervical em adolescentes devem focar na vacinagado contra HPV, a qual é segura e
eficiente e quando aplicada em adolescentes que ainda nao se tornaram
sexualmente ativos possui elevado custo-beneficio (Pimenta et al, 2013; Saslow et
al., 2007; Markowitz, 2007).
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Mortes causadas pelo cancer cervical também sio devido a resultados falso-
negativos. Erros de amostragem ocorrem quando células anormais na lamina do
exame Papanicolau sdo perdidas ou mal interpretadas. O erro mais comum de
amostragem é a auséncia de células da zona de transformagao cervical (Buntinix et
al., 1996). Estimativas precisas de sensibilidade e especificidade em testes
citologicos sado importantes porque devem ser utilizadas para determinar decisodes,
como: recomendacdes da frequéncia 6tima de rastreamento e acompanhamento de
lesbes de grau intermediario. Tais questdes elevam a importancia de se obter um
biomarcador capaz de indicar em quais circunstancias as lesdes sao transitérias ou
nao, além de facilitar o diagndstico correto do grau da lesao, evitando tratamentos

desnecessarios.

1.7 Outros biomarcadores do cancer cervical

O diagndstico histopatolégico de bidpsias cervicais determina a conduta
clinica de pacientes que apresentaram resultado anormal para o teste de
rastreamento do cancer cervical, entretanto, tais testes ainda sado propensos a uma
reprodutibilidade ruim interobservadores. Outros biomarcadores além de RAP1 ja
foram propostos para o uso na triagem da displasia cervical em mulheres, tais como:
p16™ ** (mais utilizado), KI-67, HPV L1, CDC6, MCMS5, entre outros.

A proteina p16™K4A (

aqui abreviada como p16), produto do gene CDKN2, é
uma proteina supressora de tumor que inibe os complexos ciclina D/ciclinas
dependentes de cinases (CDK)-4 e -6, as quais regulam o ponto de checagem da
fase G1 do ciclo celular (Serrano et al., 1993; Koh et al., 1995). Como mostrado no
Quadro 3, as CDKs fosforilam a proteina retinoblastoma (pRB), o que resulta em
uma mudanga conformacional e liberacdo do fator de transcricdo E2F pela pRB.
Assim, a inativacido da funcao tanto de p16 ou de pRB permite que a célula entre na
fase S apds apenas uma pausa no ponto de checagem de G1 (Sano et al., 1998). A
inativacdo de pRB ocorre através da oncoproteina viral E7, que se liga a pRB
inativando-a (Dyson et al., 1989). Devido a express&o de p16 estar envolvida em um

feedback negativo de pRB, a diminuigdo desta proteina leva a um aumento de p16.
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Assim, a inativacdo mediada por E7 de pRB resulta em elevados niveis de p16 em
células infectadas com HR-HPV (Li et al., 1994).

o

=
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Figura 4. Superexpressdo de pl6 no cancer cervical. A proteina p16 " (p16)
supressora de tumor, inibe os complexos ciclina D/ciclinas dependentes de cinases
(CDK)-4 e -6, os quais regulam o ponto de checagem da fase G1 do ciclo celular. Os
complexos ciclina-CDKs fosforilam a proteina retinoblastoma (pRB), o que resulta em
uma mudanga conformacional e liberagdo do fator de transcricdo E2F pela pRB,
induzindo a expressdo de genes da fase S. A inativacdo de pRB ocorre através da
oncoproteina viral E7, que se liga a pRB impedindo-a de se ligar a E2F e portanto
inativando-a. Devido a expressao de p16 estar envolvida em um feedback negativo de
pRB, a diminuicdo desta proteina em sua forma ativa leva a um aumento de p16. Assim
a inativacdo mediada por E7 de pRB resulta em elevados niveis de p16 em células
infectadas com HR-HPV. (Figura adaptada de https://www.klinikum.uni-
heidelberg.de/index.php?id=113203&L=1).

Estudos iniciais utilizando imuno-histoquimica em bidpsias de neoplasias
intraepiteliais cervicais e carcinomas demonstraram a expressdo aumentada de p16
e auséncia de sua expressao em mucosa normal e estroma, abrindo a possibilidade
da utilizacdo de p16 como biomarcador para diferenciar neoplasias de cancer ou de

lesdes no cervix (Sano et al., 1998). Muitos trabalhos demonstraram que os padrdes
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de imunocoloragao com p16 sao diferentes em bidpsias cervicais infectadas com LR-
HPVs de bidpsias infectadas com HR-HPVs, fornecendo, portanto, informacdes
valiosas sobre o tipo de HPV infectante sem a necessidade de testes moleculares
como PCR, Southern blotting ou hibridizagao in situ (Sano et al., 1998). Entretanto,
esta abordagem é controversa devido a possibilidade de haver coloragao de p16 em
alguns tipos celulares normais como células endocervicais, escamosas metaplasicas
e atroficas (Trunk, 2004) que embora sejam encontradas de forma menos frequente
e tenham uma coloragdo menos intensa pode resultar em diagnéstico falso-positivo
em algumas amostras.

Além da p16, outros biomarcadores também tém sido estudados, entre eles,
as proteinas topoisomerase lla (TOP2A), a proteina 2 de manutengdo do
minicromossomo (MCM2); a p14, Ki67, p105, p107, RB2/p130, E2F4, p21 e Ciclina A
(Santopietrp et al., 2006; Walts et al., 2009).

O ProEx™C é um ensaio imunocitoquimico composto por dois anticorpos
monoclonais que reconhecem a TOP2A e a MCM2, que apresentam expressao
aumentada em cancer cervical (Chen et al., 2003; Malinowski et al., 2007; Santin et
al., 2005). A TOP2A é uma enzima que desenrola o DNA em preparagdo para a
replicagao, transcri¢do, segregagao cromossomal e progressao do ciclo celular e a

MCM2 é um marcador de proliferacao celular (Badr et al., 2008).

1.8 Expresséo de proteinas heter6logas em bactérias

O presente projeto visa a producdo de proteinas recombinantes RAP1
(rRAP1) em sistema de expressdo bacteriano para a obtencdo de anticorpos
monoclonais/policlonais anti-rRAP1 nacionais a pregos acessiveis.

Nas ultimas duas décadas, sistemas de expressdao procarioticos,
particularmente os de E. coli, tem sido explorados para a produgdao de uma
variedade de proteinas terapéuticas em escala industrial. Normalmente, células
procarioticas sao os hospedeiros preferidos para a expressao de proteinas exégenas
porque (i) necessitam de pequena quantidade de carbono para sua multiplicagao, (ii)

proporcionam uma rapida acumulagado de biomassa, (iii) a producado das proteinas
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pode ser feita em fermentadores e (iv) proporcionam processo de escalonamento
simples (Sahdev et al., 2008).

Com uma escolha cuidadosa da linhagem hospedeira, vetores, e condigdes
de crescimento, muitas proteinas recombinantes podem ser expressas em altos
niveis. Entretanto, ocasionalmente, a expressao de proteinas heterélogas em E. coli
pode gerar o acumulo de agregados insoluveis sem atividade funcional, entre outros
problemas, como toxicidade celular, instabilidade da proteina, processamento ou
modificagdes pds-traducionais improprias e traducéao ineficiente.

Uma consideracido primaria para expressao de proteinas recombinantes € o
proposito experimental para o qual a proteina vai ser utilizada. Para estudos
bioquimicos e estruturais, € sempre importante aperfeicoar as condicdes para a
expressao de proteinas com atividade funcional, enquanto que, para produgao de
antigenos, a proteina pode ser utilizada tanto em sua forma nativa como
desnaturada. Aproximadamente 80% das proteinas usadas para determinacédo de
estruturas tridimensionais submetidas ao banco de dados Protein Data Bank em
2003 foram preparadas em sistemas de expresséo E. coli (Sgrensen and Mortensen,
2005).

Tao logo os primeiros sucessos com os experimentos de clonagem génica
foram apresentados em 1973, aplicagcdes praticas dessa tecnologia se seguiram
rapidamente. A importancia de se produzir grandes quantidades de proteinas
humanas, normalmente encontradas apenas em quantidades extremamente
pequenas, foi prontamente compreendida por cientistas, médicos e empresas do
ramo de negdcios. A primeira proteina humana a ser produzida foi a somatostatina,
um peptideo neurotransmissor composto de quatorze aminoacidos clonado em um
vetor plasmidial para expressdo em E coli. Seguiu-se entdo a bem-sucedida
expressao da insulina humana para o tratamento do diabetes, o primeiro produto
comercial da industria da biotecnologia (Watson et al.,1997). Atualmente, somente
nos Estados Unidos, existem mais de 1300 empresas do ramo biotecnolégico que
empregam 5.3 milhdes de cientistas, engenheiros e técnicos movimentando

centenas de bilhdes de dolares (http://selectusa.commerce.qgov/industry-

snapshots/biotechnology-industry-united-states, acessado em 25/11/2013).
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O desenvolvimento de sistemas de expressao tem sido uma area de pesquisa
importante em laboratérios industriais e académicos. Os sistemas de expressao mais
populares além da E. coli sdo a bactéria Bacillus subtilis, as leveduras e as células
de inseto e de mamiferos propagadas in vitro. Como ja mencionado, as células
bacterianas oferecem simplicidade, curtos periodos de geragao e altos rendimentos
do produto a baixos custos (Watson et al.,1997).

Para a expressao das duas versdes recombinantes da proteina RAP1 humana
em E. coli, aqui proposta, o vetor de expressado pQE9 foi selecionado por gerar altos
niveis de expressao de proteinas recombinantes com cauda de seis histidinas em E.
coli (figura 5).

PT5 -lac O-lac O-RBS 6xHis gl (838 Stop Codons
|

“-:.-b
s
g
< PQE9
3.4 kb
\ Col EN

Figura 5. Desenho esquematico do vetor pQE9.

Fonte: http://www.qgiagen.com/literature/pgesequences/pqe9.pdf

A familia de vetores pQE possui sistema transcri¢ao-tradu¢ao do promotor TS
e originaram-se da familia dos plasmideos pDS. Esses plasmideos de baixa copia
possuem caracteristicas que facilitam a expressao de proteinas recombinantes tais
como: (i) elemento promotor-operador do fago T5 (reconhecido pela RNA polimerase

da E. coli) e duas sequéncias do operador lac as quais aumentam a ligacdo do
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repressor e garantem uma eficiente repressao do promotor T5; (ii) sitio de ligagao
ribossomal sintético, RBSIl, que gera altas taxas de tradugao; (iii) sequéncia
codificadora da cauda de seis histidinas tanto na extremidade 5 como 3’ da regiao
de clonagem; (iv) multiplos sitios de clonagem e cddons de terminagéo de tradugao
em todas as fases de leitura para uma preparagao conveniente de construgdes de
expressao; (v) dois fortes terminadores de transcrigao: todo fago lambda e T1 do
operon rrnB de E. coli. O nivel extremamente alto de transcrigcdo iniciado pelo
promotor T5 pode ser eficientemente regulado e reprimido apenas pela presenca de
altos niveis da proteina repressora lac, razdo pela qual foi utilizada a linhagem
hospedeira E. coli M15. Esta linhagem bacteriana contém o plasmideo pREP4, que
confere resisténcia a canamicina e permite a expressdo constitutiva da proteina
repressora lac codificada pelo gene lac I. Portanto, as multiplas cépias de pREP4
garantem a produgdo de altos niveis da proteina repressora lac, que se liga ao
operador inibindo fortemente a expressao da proteina recombinante. O plasmideo
pREP4 é compativel com todos os plasmideos que carregam a origem de replicagao
ColE1, e € mantido na E. coli M15 pela pressao seletiva do seu cultivo na presenca
de canamicina. A expressao de proteinas recombinantes codificadas por vetores da
familia pQE é rapidamente induzida pela adi¢gao de IPTG, que se liga a proteina
repressora lac, inativando-a. Assim, a RNA polimerase bacteriana pode transcrever
as sequéncias conseguintes ao promotor. O sistema pQE9 expressa proteinas que
possuem uma cauda de 6 histidinas que tem a propriedade de se ligarem a resina de
niquel (Ni-NTA), comumente utilizada na etapa de purificagdo das proteinas

recombinantes (http://web.mnstate.edu/provost/QiaExpressionist.pdf).
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2 JUSTIFICATIVA

A expressdo alterada da proteina RAP1, uma pequena GTPase da
superfamilia RAS, e seus reguladores (GEFs e GAPs), ja foi demonstrada em
diversos tumores como o cancer oral, de cabegca e pescocgo, cancer papilar da
tiredide, cancer de mama, carcinoma de células renais, leucemia e melanoma.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou e caracterizou a proteina
RAP1 como um biomarcador do cancer cervical, com potencial uso em ensaios
imuno-histoquimicos para auxiliar no diagnostico desta neoplasia. Entretanto, o alto
custo de anticorpos anti-RAP1 disponiveis no Brasil inviabiliza sua utilizacdo na
rotina de laboratérios publicos e privados, fazendo-se necessaria a producédo de
anticorpos anti-RAP1 a precos acessiveis.

Este trabalho tem como objetivo a expressdo de proteinas RAP1
recombinantes para uso como imunogeno e produgéo de anticorpos anti-rRAP1 para
potencial uso para auxiliar no diagnéstico do cancer cervical e também de outros
tumores. Destacamos que o cancer cervical foi utilizado como modelo de estudo
para os testes imuno-histoquimicos de reconhecimento da proteina RAP1 humana
pelos anticorpos anti-rRAP1 produzidos. Tal escolha se justifica porque o cancer
cervical continua sendo a segunda neoplasia mais comum em mulheres no mundo e
no Brasil. O rastreamento, isto €, a identificacdo da doenca assintomatica, é a base
para a prevencao do estagio final do cancer invasor. Tal rastreamento é realizado
por meio de anadlise citologica, colposcépica e histopatoldgica das alteragdes
morfoldgicas epiteliais induzidas pelo HPV, entretanto, tais exames possuem grande
variacao interobservador e geram elevadas taxas de resultados falso-negativos e
falso-positivos, o que prejudica a decisao clinica sobre o tratamento.

Portanto, a nossa hipétese é que as proteinas rRAP1 sdo capazes de gerar
anticorpos uteis para auxiliar no diagnéstico imuno-histoquimico de diversos tumores

a baixo custo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Expressar proteinas RAP1 recombinantes (rRAP1) em sistema heterdlogo,

produzir anticorpos anti-rRAP1 e verificar o reconhecimento quanto a proteina RAP1

humana expressa em tecidos contendo neoplasias cervicais.

3.2 Objetivos especificos

Subclonar os genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB no plasmideo de
expressao bacteriano pQE9

Expressar as proteinas recombinantes rRAP1A e rRAP1AB em bactérias E.
coli M15

Purificar e quantificar proteinas rRAP1A e rRAP1AB por cromatografia de
afinidade em coluna de quelato de niquel;

Confirmar a identidade das proteinas rRAP1A e rRAP1AB por espectrometria
de massas.

Obter anticorpos monoclonais e policlonais anti-rRAP1A e anti-rRAP1AB
Verificar, por imuno-histoquimica, o reconhecimento da proteina RAP1
humana pelos anticorpos monoclonais e policlonais anti-rRAP1A e anti-

rRAP1AB produzidos, em tecido de colo uterino.

40



4 ESTRATEGIA DE TRABALHO

* Desenho e sintese dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB.
* Esta etapa foi executada pelos orientadores

|

Subclonagem dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB no vetor de expressao
bacteriano pQE9. Transformagao da bactéria hospedeira E. coli M15

|

Selecao dos clones produtores de proteinas rRAP1A e rRAP1AB por indugéo com
IPTG. Cinética de expressao e curva dose resposta de IPTG dos melhores clones
produtores de rRAP1A e rRAP1AB

;

{ Sequenciamento dos insertos rRAP1A e rRAP1AB clonados em pUC57 em pQE9 ]

'

Producéo, purificagado por cromatografia de afinidade em coluna de quelato de niquel
e quantificacao das proteinas rRAP1A e rRAP1AB

|

Confirmagéo da identidade das proteinas rRAP1A e rRAP1AB purificadas por
espectrometria de massas

|

[ Producéo de anticorpos monoclonais e policlonais anti-rRAP1A e anti-rRAP1AB J

’

Testes de reconhecimento das proteinas rRAP1 e da proteina RAP1 humana pelos
anticorpos produzidos e comerciais, através de ensaios de Western Blot e de imuno-
histoquimica

Figura 6. Fluxograma do trabalho: Em laranja as etapas relativas a clonagem génica, em verde as

etapas relativas a produgéo de proteinas recombinantes e em amarelo etapas realizadas na produgéo
e testes dos anticorpos anti-rRAP1.
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5 METODOS

5.1 Plasmideos, bactérias hospedeiras e iniciadores

Os plasmideos pUC57-rRAP1A e pUC57-rRAP1AB foram fornecidos pela
empresa GenScript conforme descrito em no item 5.2.

A linhagem da bactéria hospedeira E. coli DH5-alfa foi utilizada para a
amplificacdo dos plasmideos pUC57-rRAP1A e pUC57-rRAP1AB.

O plasmideo pQE9 (figura 2) possibilita a expressao de proteinas com cauda
de seis histidinas na extremidade N-terminal de proteinas recombinantes.

A linhagem da bactéria hospedeira Escherichia coli (E. coli) M15 utilizada para
expressao de proteinas recombinantes carrega o plasmideo pREP4 que codifica o
repressor do operon lac, assegurando uma expressdo altamente regulada da
proteina recombinante desejada. O plasmideo pREP4 é mantido por selegdo com
canamicina e, portanto, esta linhagem bacteriana € cultivada em meio contendo 25
ug/mL de canamicina.

As linhagens bacterianas E. coli DH5alfa, E. coli M15 e o plasmideo pQE9
foram gentilmente cedidos pelo Prof. Paulo César Peregrino Ferreira do Laboratério
de Virus do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas
Gerais. O clone de E. coli BL21 contendo o plasmideo pQE9 foi fornecido pela
bidloga Izabella Andrade.

Os iniciadores utilizados para o sequenciamento de DNA do inserto em
pUC57 foram M13 senso (5" GTA AAA CGA CGG CCA GTG 3’) e anti-senso (5’ CAG
GAA ACA GCT ATG ACC 3’). Para o sequenciamento dos insertos dos plasmideo
pQE9 foram utilizados os iniciadores: pQE9 senso (5 CCC GAA AAG TGC CAC
CTG 3’) e pQE9 anti-senso (5° GTT CTG AGG TCA TTA CGT G 3’).Todos os

iniciadores foram comprados da Sigma (USA).
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5.2 Desenho dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB

Para a construcdo dos genes sintéticos codificantes para as duas versoes
recombinantes da proteina humana RAP1, aqui denominadas de rRAP1A e
rRAP1AB, as sequéncias de nucleotideos dos genes RAP1A e RAP1B foram obtidas
do banco de dados GenBank disponivel pelo NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

A proteina rRAP1A foi desenhada de forma idéntica a proteina RAP1 humana
e a proteina rRAP1AB constitui-se uma quimérica, apresentando porcoes relativas as
proteinas RAP1A e RAP1B, entretanto, sem conter a porcéo relativa a RAS, a qual
permite a classificagao de tais proteinas como membro da superfamilia de proteinas
RAS. A figura 7 apresenta o alinhamento entre as sequéncias de RAP1A, rRAP1A e
rRAP1AB. Em azul apresenta-se a porgao relativa a RAS, ausente em rRAP1AB, em
vermelho a porgao relativa a RAP1A idéntica nas trés proteinas e finalmente em

preto, temos a porcéao relativa a RAP1B somente presente em rRAP1AB.

1 10 20 0 40 50 1] F] 80 90 100 110 120 130

| + + + + + + + + + + + + |

RAPLA  HREYKLYYLGSGGYGKSALTYOFYOGIFYEKYDPTIEDSYRKQVEYDCQQCHLETLOTAGTEQF TAHROL YHKHGOGFALYYSITAOSTFHOLADLREQTLRYKDTEDYPHILYGHKCOLEDERYVGKED
rRAPIA  HREYKLYYLGSGGYGKSAL TYOFYOGIFYEKYDPTIEDSYRKOYEYDCOQCHLETLDTAGTEQF TRHROL YHKHGOGFALYYSITAOSTFHDLODLREQILRYKOTEDYPHILYGHKCDLEDERYYGKED
rRAPLAB HROL YHKHGOGFALYYSITAQSTFHOLODLREQILRYKDTEDVPHILYGHKCOLEDERYYGKEQ

131 140 150 160 170 180 190 200 20 216
| + + + + + + + + |
RAPIA  GOHLAROHCHCARFLESSAKSKINYHETFYDLYROTHRKTPYEKKKPKKKSCLLL
rRAPIA  GONLARAMCHCAFLESSAKSKIKYHETFYDLYROINRKTPYEKKKPKKKSTLLL
rRAPLAB  GOHLAROWCHCAFLESSAKSKIKYHETFYDLYROTHRKTPYEKKKPKKKSCLLLGGGRIFYDLYROTNRKTPYPGKARKKSSCALL

Figura 7. Alinhamento entre as sequéncias da proteina RAP1A humana e das proteinas
recombinantes rRAP1A e rRAP1AB.

Além disso, os cassetes de expressao foram construidos de modo a permitir a
expressao das proteinas rRAP1 em diferentes sistemas de expressido. Sequéncias
espacadoras especificas foram utilizadas para o favorecimento da expressao,
estrutura e exposicdo de cada componente. Os cassetes de expressdo foram
otimizados para expressdo em bactérias através do software LETO 1.0 (Entelechon).
Diferentes parametros como codon usage, estruturas secundarias, sitios de splicing

e conteudo G/C foram considerados. Os genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB,
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otimizados e flanqueados pelos sitios multiplos de clonagem de interesse, foram
sintetizados comercialmente pela empresa GenScript (USA) clonados no vetor
pUC57, aqui denominados pUC57-rRAP1A e pUCS57-rRAP1AB, e recebidos na
forma de filme seco. Tais plasmideos foram ressuspendidos em agua deionizada
estéril e a concentragao avaliada por espectrofotdmetro Nanodrop ND1000 (Thermo

Scientific, USA) e armazenados a -20°C.

5.3 Eletroforese em gel de agarose

Preparagdes contendo DNA (plasmideos digeridos ou ndo) foram acrescidas
de tampao de amostra de 6X Loading Dye (Fermentas) e fracionadas por
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao TAE 1X em cuba para eletroforese
horizontal MUPID EXu (Advance, Japao) contendo um volume apropriado de TAE 1X
a 100V. A uma caneleta do gel foi aplicado um padrdo de tamanho molecular
conhecido. O gel contendo os fragmentos de DNA foi visualizado e fotografado sob
luz ultravioleta (UV) no Transilluminator 2UV BioDoc-It Systems. Para a visualizagao
do DNA fracionado sob a luz UV, o corante fluorescente de acidos nucleicos
GelRed® (Biotium, USA) foi adicionado ao gel de agarose e também ao tamp&o de

corrida na concentragao indicada pelo fabricante.

5.4 Preparo de bactérias competentes

Neste estudo foram utilizadas duas linhagens de bactérias hospedeiras: E. coli
DH5 alfa e E. coli M15. Uma colbnia isolada da bactéria foi inoculada em tubos
cbnicos de 50 mL contendo 10 mL de meio Luria Bertani (LB; bacto triptona a 1%
p/v; extrato de levedura a 0,5% p/v; 171 mM de NaCl). Para o cultivo da E. coli M15,
foram acrescidos 25 ug/mL de canamicina (Sigma) ao meio LB. A cultura foi
incubada a 37°C sob agitacdo a 200 rpm em agitador TE-422 (Tecnal, Brasil) até
atingir densidade o6tica (DO) DOggp = 0,5 a 0,7. Apds, a cultura foi colocada em banho
de gelo por 10 minutos, centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm a 4°C em centrifuga

Sorvall Legend RT, rotor Hereaus 75006445). O sobrenadante foi descartado e o
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pellet dissolvido em 2,4 mL de solugédo gelada de cloreto de calcio a 0,1M. Apds, a
suspensao bacteriana foi centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm a 4°C e o pellet foi
novamente dissolvido em 2,4 mL da solugdo gelada de cloreto de calcio a 0,1 M.
Aliquotas de 50 uL foram transferidas para microtubos estéreis e estes armazenados
a 4°C. Vale ressaltar que bactérias competentes preparadas desta forma podem ser
utilizadas, no maximo, até sete dias.

Antes de serem usadas em experimentos, as bactérias quimiocompetentes
preparadas foram submetidas ao ensaio de eficiéncia de transformacdo como

descrito por Sambrook & Russel (2001).

5.5 Transformacgédo Bacteriana

Para a obtengao de clones recombinantes contendo os plasmideos pUC57-
rRAP1A, pUC57-rRAP1AB, bactérias E. coli DH5 alfa quimicamente competentes
preparadas como descrito no item 5.4 foram transformadas com as respectivas
preparacdes de DNA plasmidial fornecido pela empresa GenScript. Para tal, 10 a 30
ng de cada preparagao foram adicionados a tubos contendo 50 uL de E. coli DH5
alfa quimiocompetente.

Para a obtencdo de clones recombinantes contendo os plasmideos pQE9-
rRAP1A e pQE9-rRAP1AB, bactérias E. coli M15 quimicamente competentes foram
transformadas com 5 a 10 uL de produto de ligacdo inserto-vetor (etapa
posteriormente descrita no item 5.8.2).

Apods a adigdo de DNA plasmidial ou de produto de ligagao, as bactérias foram
mantidas em banho de gelo por 30 min., aquecidas a 42°C por 60 seg em banho-
maria e, imediatamente, incubadas em banho de gelo por 5 minutos. Apoés
internalizagdo do DNA plasmidial, a suspens&o bacteriana foi transferida para
microtubos de 1,5 mL contendo 900 uL de meio LB sem antibidtico pré-aquecido a
37°C, e, entdo, incubada a 37°C por 60 minutos sob agitagédo leve (100 rpm) em
agitador TE-422 (Tecnal, Brasil).

Apds, 100 uL desta suspensdo bacteriana foram plaqueados em LB-agar

adicionado de ampicilina a 100 ug/mL (para E. coli DH5-alfa) ou de LB-agar
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adicionado de ampicilina a 100 ug/mL e de 25 ug/mL de canamicina (para E. coli
M15), com auxilio de pérolas de vidro estéreis.

Como controle de viabilidade celular 50 uL de bactérias competentes nao
transformadas foram adicionados a uma placa contendo LB-agar sem antibidtico e
para o controle do processo de transformacgao outros 50 ul de bactérias competentes
foram transformadas com plasmideos pUC57 e pQE9 sem insertos. As placas foram
incubadas, em estufa a 37°C, por 18 horas e armazenadas a 4°C.

Para criopreservagao, colbnias isoladas dos clones transformantes foram
inoculadas em tubos de 14 mL com fundo redondo (Falcon 352059) contendo 5 mL
de meio LB liquido adicionado dos antibiéticos apropriados e incubados a 37°C, sob
agitacédo a 200 rpm em agitador TE-422 (Tecnal, Brasil), de um dia para o outro. Pelo
menos 6 aliquotas de cada cultura bacteriana (400 uL de cultura adicionados de 400

uL de glicerol a 40%), foram armazenadas a -70°C.

5.6 Extrac&o de DNA plasmidial em pequena escala (miniprep)

Para a extragdo do DNA plasmidial (miniprep) dos clones transformantes
foram utilizados cerca de 5 mL de cultura bacteriana empregando-se o QIAprep
Miniprep kit (Qiagen), segundo especificacdes do fabricante. O DNA plasmidial
extraido foi eluido em 50 uL EB Buffer, quantificado a 260 nm em espectrofotdmetro
Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific) e armazenado a -20°C. A integridade do DNA

purificado foi analisada por eletroforese em gel de agarose a 1% (item 5.3).

5.7 Preparacao de DNA plasmidial em larga escala (maxiprep)

Para extracdo do DNA plasmidial em larga escala (maxiprep) foram utilizados
500 mL de cultura bacteriana empregando-se o QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen),
segundo especificagdes do fabricante. Cada preparacdo de DNA plasmidial obtida
por maxiprep foi quantificada a 260 nm em espectrébmetro Nanodrop ND1000
(Thermo Scientific) e a integridade do DNA purificado analisada por eletroforese em
gel de agarose a 1% (item 5.3). As preparagcdbes de DNA plasmidial foram
armazenadas a -20°C.
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5.8 Clonagem de rRAP1A e rRAP1AB no vetor de expresséao pQE9

5.8.1 Digestdo com enzimas de restricao

Para a clonagem dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB no vetor de
expressao bacteriano pQE9 nos sitios de BamHI e Hindlll, 2 ug do plasmideo pQE9
(figura 2) vazio e 3,3 ug de DNA de cada um plasmideos pUC57 contendo os genes
sintéticos rRAP1 (pUC57-rRAP1A e pUC57-rRAP1AB) foram digeridos
simultaneamente com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll. Para tal, em uma
reagcao com volume final de 30 uL, foram utilizados 10 U de cada enzima de restricao
Fast Digest (Fermentas), 3 uL de tampao 10X da enzima fornecido pelo fabricante.
Como controle da digestdo, 300 ng de cada plasmideo foram digeridos com apenas
uma das enzimas (BamHI ou Hindlll). As reag¢des foram incubadas por 2 horas a
37°C em banho-maria e a verificagdo da eficiéncia da digestdao foi feita por
eletroforese em gel analitico de agarose a 1% (como descrito no item 5.3) no qual
foram aplicados 3 uL de cada reagao de digestéo.

Uma vez verificada a liberagdo dos insertos correspondentes aos genes
sintéticos rRAP1, os produtos da reacdo de digestdo foram fracionados por
eletroforese em gel preparativo de agarose a 1%. As bandas do DNA de interesse
(rRAP1A e rRAP1AB) e do plasmideo pQE9 digerido, visualizadas sob luz UV,
foram excisadas do gel, com auxilio de bisturi. A extragcdo do DNA contido na
agarose foi realizada com o QIAquick® Gel Extration Kit (Qiagen), de acordo com
instrugdes do fabricante. A quantificagdo dos DNAs purificados do gel de agarose foi
feita, comparativamente, por eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo uma

amostra de DNA plasmidial de concentracdo conhecida.

5.8.2 Ligacao no vetor de expressao pQE9

Para a subclonagem dos insertos rRAP1A e rRAP1AB no vetor de expressao

pQE9 foram feitas rea¢des de ligagdo, com volume final de 10 uL, contendo 50 a 100
ng do vetor de expressdao pQE9 digerido com BamHI e Hindlll e os respectivos
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insertos na proporgdo vetoriinserto de 1:5, adicionados da enzima T4 ligase
(Promega) de acordo com as instru¢gdes do fabricante da enzima. A reacao foi
incubada a 4°C de um dia para o outro. A transformacdo foi realizada em

bactérias E.coli M15 como anteriormente descrito no item 5.5.

5.8.3 Verificacdo da presenca do inserto por analise de restricao

A verificagdo da presenca do inserto foi obtida pela digestdo de DNA
plasmidial extraido dos clones transformantes com as enzimas de restricdo BamHI e
Hindlll. Para tal, 300 ng de cada preparagdo de DNA foram digeridos
simultaneamente com duas enzimas de restricdo, em uma reagao com volume final
de 20 uL. Foram utilizados 0,3 U de cada enzima de restricdo, BamHI e Hindlll Fast
Digest (Fermentas), 2 uL de tamp&o 10X da enzima fornecido pelo fabricante. Como
controle da digestdo foram utilizados 300 ng do plasmideo pUC57-rRAP1A. As
reacdes foram incubadas por 2 horas a 37°C em banho-maria. A verificacdo da
presencga do inserto foi feita por eletroforese em gel analitico de agarose a 1% (como

descrito no item 5.3).

5.9 Andlise da expressdo das proteinas rRAP1A e rRAP1A em clones

transformantes

Todos os clones transformantes com inserto foram submetidos ao teste de
indugdo da expresséo das proteinas rRAP1A e rRAP1AB por IPTG (isopropil-B-D1-
tiogalactopiranosideo). Para tal, 150 uL de cultura do clone foram adicionados a
microtubos de 1,5 mL contendo 850 uL de meio Super Broth contendo ampicilina a
100 ug/mL e canamicina a 25 ug/mL e apds atingirem uma DO= 0,9 foram
adicionados ou n&o de 1 mM de IPTG. Em seguida, as culturas foram incubadas por
4 horas a 37°C, a 200 rpm, em agitador TE-422 (Tecnal). As culturas foram entdo
centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm a temperatura ambiente em centrifuga
Eppendorf 5415C e o sobrenadante descartado. Os pellets foram dissolvidos pela

adicdo de 200 uL de tampao de amostra Laemmli 2X .
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Os lisados bacterianos foram fracionados por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE) para verificagdo da expressdao das

proteinas recombinantes de interesse como descrito no item 5.10.

5.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

Lisados bacterianos ou amostras de rRAP purificadas (item 5.14) diluidas em
tampao de amostra Laemmli 2X foram aquecidas a 99°C por 5 minutos e em seguida
centrifugados por 5 minutos a 14.000 rpm em microcentrifuga Eppendorf 5415C.
Foram aplicados 40 uL de cada amostra em gel de SDS-PAGE a 12% para analise
da expressao, juntamente com aplicagao do padrao de peso molecular para analise
do tamanho das bandas. A eletroforese foi realizada em placas de 1,5 mm de
espessura utilizando-se o aparato Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad) em tampao
glicina. A corrida foi iniciada a 60 V até que as amostras atingissem o gel de
separacao e, entdo, a voltagem foi aumentada para 110 V. O gel foi corado em
Coomassie Blue por 30 minutos e apés, descorado em solugao descorante (metanol

e acido aceético) por 40 minutos.

5.11 Sequenciamento e andalise dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB

O sequenciamento de DNA foi feito pelo método de terminacdo de cadeia
(Sanger et al., 1977) no sequenciador automatico 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems®). Os DNA plasmidiais pUC57-rRAP1A e pUC57-rRAP1AB utilizados no
sequenciamento foram obtidos a partir da extracdo do DNA por maxiprep de culturas
de clones de E. coli DH5 alfa transformantes. Também foram sequenciadas as
amostras de DNA plasmidial obtidas por miniprep de pQE9-rRAP1A e pQE9-
rRAP1AB dos clones de E. coli M15 considerados como os melhores para expressao
das proteinas rRAP1A (clone 22) e rRAP1AB (clone 35).

As reacbes de sequenciamento foram feitas utilizando-se o kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®, Life Technologies) em um

volume final de 10 uL, adicionando-se 150 a 300 ng de DNA plasmidial; 5 picomoles
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do iniciador; 1 uL de Big Dye; 1 uL de tampao BigDye 10X e o volume de agua
necessario para completar 10 uL. Os iniciadores utilizados para o sequenciamento
do inserto em pUC57 foram M13 senso (5-GTA AAA CGA CGG CCA GTG-3') e anti-
senso (5-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3’). Para o sequenciamento dos insertos
dos plasmideo pQE9 foram utilizados os iniciadores pQE9 senso (5-CCC GAA AAG
TGC CAC CTG-3) e pQE9 anti-senso (5-GTT CTG AGG TCA TTA CGT G-3'). A
reacao de sequenciamento foi realizada em placa de 96 pocos (N801-0560
MicroAmp 96-well Reaction plate, Applied Biosystems) em termociclador Applied
Biosystems® GeneAmp Thermal Cycler 9700, (Life Technologies). Inicialmente, as
amostras foram aquecidas a 96°C por um minuto para desnaturacdo das fitas e,
apos, submetidas por 35 ciclos com os seguintes parametros: 96°C por 15 segundos
para desnaturag&o; 50°C por 15 segundos para pareamento do iniciador e 60°C por
4 minutos para extensdo. Apos, as reagdes de sequenciamento foram submetidas a
um processo de precipitacdo para eliminagdo dos iniciadores e dos
dideoxinucleotideos marcados com fluorocromos sendo o DNA precipitado
desnaturado pela adicdo de 10 ulL/pogo de formamida HIDI. Imediatamente antes da
corrida no sequenciador automatico 3730 DNA Analyzer, as amostras foram
aquecidas por 3 minutos a 95°C. Os resultados obtidos foram analisados pelos

programas Chromas Lite 2.1.1 (http://technelysium.com.au/?page id=13) e Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).

5.12 Cinética e dose resposta da expressdo das proteinas recombinantes
rRAP1A e rRAP1AB

Para analise das condicbes oOtimas de expressado das proteinas rRAP1 foi
realizado um estudo de cinética e dose resposta da inducdo com IPTG, avaliando-se
o melhor tempo e melhor concentragdo de IPTG para a expressdo das proteinas
rRAP1A e rRAP1AB pelos clones selecionados 22 e 35. A indugao da expressao
para analise da cinética foi realizada com culturas de 20 mL de cada um dos clones
22 e clone 35, com DOgponm=0,9, em meio LB adicionado de ampicilina a 100 pg/ml e
canamicina 25ug/ml. Os tempos avaliados apés a adicao de IPTG a 1 mM foram Oh

(sem indugao), 1h, 2h, 3h, 4h e 5h e as culturas permaneceram incubadas em
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agitador a 37°C e 200 rpm. Em cada tempo foram retiradas aliquotas de 1 mL para
imediata centrifugacao por 5 minutos a 14000 rpm em centrifuga Eppendorf 5415C.
O pellet bacteriano foi dissolvido em 200 uL de Loading Buffer 2X.

O estudo dose resposta foi realizado em culturas dos referidos clones 22 e 35
distribuidas em cinco volumes de 1 mL, com DOgoonm=0,9, em meio LB adicionado
de ampicilina a 100 pg/ml e canamicina 25 pg/ml. Todas as culturas foram induzidas
por 5 horas em agitador a 37°C e 200 rpm sendo que cada amostra recebeu
diferentes concentracdes de IPTG a serem testadas: 0 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM

e 2 mM. Ambas as analises tiveram seus resultados analisados por SDS-PAGE.

5.13 Producéo das proteinas rRAP1 em média escala

A expressdao em média escala foi obtida pela inoculagao de 11 mL dos clones
22 (rRAP1A) ou 35 (rRAP1AB) em 500 mL de meio SuperBroth, pré aquecido a
37°C, suplementado com ampicilina a 100 ug/mL e canamicina a 25 ug/Ml com
incubacdo a 190 rpm e 37°C até que atingissem DO=0,9. Como verificado nos
estudos de cinética e dose resposta (item 5.12), ambas as culturas foram incubadas
por 5 horas, diferindo na concentracao final de IPTG adicionada, sendo 1,5mM para
o clone 22 (rRAP1A) e 1,0 mM para o clone 35 (rRAP1AB). Apds, as culturas foram
centrifugadas por 25 minutos a 4°C e 3200 rpm em rotor 6441 em centrifuga Sorvall

(Du Pont). O sobrenadante foi descartado e os pellets foram armazenados a -20°C.

5.14 Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

em coluna de quelato de niquel

A purificacao das proteinas rRAP1A e rRAP1AB foi realizada sob condi¢des
desnaturantes, segundo o protocolo sugerido pelo The QIlAexpressionist
(http://kirschner.med.harvard.edu/files/protocols/QIAGEN _QIAexpressionist EN.pdf)

para proteinas marcadas com a cauda de histidinas. Para a dissolver os pellets ainda

congelados foram adicionados 40 mL de tamp&o guanidina 6M HCI (tampé&o A) (item

5.13) . A dissolugao do pellet, com auxilio de uma pipeta de 10 mL acoplada a um

51



pipetador automatico, foi feita por pelo menos 20 minutos. Apds, os lisados foram
submetidos a agitagédo por 1 hora a temperatura ambiente em agitador TE-422
(Tecnal, Brasil) a 200 rpm para lise completa das células. O lisado foi centrifugado
por 2 horas a 4000 rpm a 15°C em rotor 6441 em centrifuga Sorvall (Du Pont). O
sobrenadante foi transferido para tubos de polipropileno de 50 mL para nova
centrifugacao por 20 min. a 4500 rpm, 15°C e, em seguida, o pH conferido e ajustado
para 8,0 a 8,5.

Para a cromatografia de afinidade em coluna de quelato de niquel a coluna de
purificacdo foi montada em seringa de 50 mL na qual uma camada de
aproximadamente 3 mm de |a de vidro foi colocada no fundo e sobre a camada de la
de vidro adicionaram-se 4 mL de resina de Ni-NTA (QIAGEN). O primeiro passo
consistiu na lavagem da coluna com 40 mL de tampao A (os tampdes utilizados na
cromatografia estdo descritos no Anexo1). Em seguida todo o volume do lisado
bacteriano foi aplicado a coluna e o filtrado desprezado. Novamente foram
adicionados 40 mL de tampé&o A a colunas. Apds, a coluna foram lavadas com 10 mL
de tampéo de ureia 8M pH 8,0 (tampao B). Os demais tampdes utilizados contendo
ureia 8M (tampdes de elui¢do) tinham diferentes pH: pH 6,3 (tampéao C), pH 5,0
(tampao D), pH 4,0 (tampao E) os quais foram adicionados em volumes de 40 mL. A
cada adi¢cao dos tampdes de eluicao os filtrados eram coletados em fragdes de 4 mL
numeradas de 1 a 10. Para conservacao, as colunas foram lavadas com 10mL de
solugdo 6M guanidina-HCL 0,2M &acido acético pH2,7 (tampéo F) e em seguida com
40 mL de tampéo A. As fragcdes contendo as proteinas purificadas foram analisadas
por SDS-PAGE. O volume de cada fracdo coletadas foi de 4 mL, entretanto, tais
fragbes foram divididas em dois microtubos de 2 mL para facilitar a armazenagem.
As amostras com maior concentracao de proteinas, foram renomeadas e tiveram as
duas subfragdes quantificadas, por exemplo D1 e D1’. A quantificagao foi realizada
pelo método colorimétrico com &cido bicinconinico (BCA) do kit Pierce™ BCA Protein
Assay (Thermo Scientific) segundo especificagbes do fabricante.Nem todas as
fragbes foram quantificadas, foram selecionadas fragcdes representativas do inicio,
meio e fim das etapas de eluigdes feitas com cada tampé&o, sendo os valores das
amostras nao quantificadas estimados por comparacéao. As fragdes D1; D1’; D2; D2’;

D3; D3’ referentes a rRAP1A foram diluidas a uma propor¢cdo de 1:4 para que
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fossem quantificadas pois, devido a alta concentracdo, os valores nao se
encaixavam na curva padrdo. No caso de rRAP1AB uma diluicdo na proporcao de

1:3 foi realizada para tais fragdes.

5.15 Espectrometria de massas

A confirmacdo da identidade das proteinas recombinantes rRAP1A e
rRAP1AB produzidas e purificadas foi realizada por espectrometria de massas. A
primeira etapa consistiu na preparacdo das amostras de forma a remover
contaminantes, incluindo proteinas truncadas e eliminar o tamp&o de uréia utilizado
na purificagdo. Para tanto, 60 ug das proteinas rRAP1A e rRAP1AB foram
submetidas a SDS-PAGE a 12%. Apds, o gel foi embebido em solucao fixadora
[acido ortofosforico 2% (v/v); etanol 18% (v/v); sulfato de amdnio 15% (p/v)] por 30
minutos, por 3 vezes, antes de passar pela coloragdo por dois dias com solugao
Coomasie G-250 (1 mL de Coomassie coloidal a 2% em 100 mL da solugéo
fixadora). O excesso de corante foi removido em etanol a 20% por 5 minutos. A
imagem do gel foi capturada no densitbmetro GS-800 Calibrated Densiometer
(BioRad) e as bandas foram excisadas do gel com uma ponteira anti-aderente a
proteinas e acondicionadas em microtubos siliconados de 1,5 mL lavados em
metanol-agua-metanol. As bandas excisadas foram descoradas com 1 mL de
solugao de acetonitrila 50% e bicarbonato de aménio 25 mM pH 8. Foram realizadas
quatro lavagens com agitagdo em vortex, trocando-se a solugdo descorante a cada
15 minutos. Como os fragmentos de géis ndo descoraram totalmente uma 52
lavagem foi realizada por 18 horas sendo a solugédo descorante entdo descartada.
Procedeu-se com a desidratacdo dos fragmentos dos géis com a adigao 500 uL de
acetonitrila 100% por 5 minutos. Apos secagem das amostras, as mesmas foram
armazenadas a temperatura ambiente por trés dias.

A reducao das proteinas foi realizada adicionando-se 150 uL de ditiotreitol
(DDT) a 10 mM com incubacao durante uma hora a 56°C. Apés o DTT foi descartado
e as proteinas foram alquiladas adicionando-se 150 uL de iodoacetamida a 55 mM
aos tubos embalados em papel aluminio, posteriormente incubados em temperatura

ambiente por 45 minutos e homogeneizados em vortex a cada 15 minutos. Em
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seguida, os fragmentos de géis foram lavados em bicarbonato de aménio a 25 mM
em pH 8 durante 10 minutos sob agitagdo. Procedeu-se com a desidratacdo dos géis
em solucao de 25 mM de bicarbonato de aménio a 25 mM e acetonitrila a 50% com
posterior remogao da solugdo e secagem das amostras no concentrador a vacuo
(SpeedVac, Savant).

A digestao triptica das proteinas recombinantes foi realizada adicionando-se
50 uL de tripsina a 25 ug/mL com incubacédo em gelo por 10 minutos e apds, adigéo
de 20 uL de solugdo 40 mM de bicarbonato de amébnio em acetonitrila a 10% com
incubacao por 18 horas a 37°C. Em seguida, todo o volume de liquido contidos no
tubo foi coletado e armazenado. Ao tubo contendo o gel fragmentado foram
adicionados 100 uL de solugéo de acido formico 5%/ACN 50%, seguido de agitagao
por 30 minutos para remocéo dos peptideos tripticos.

A primeira etapa do processo de identificacdo das proteinas consistiu na
separagao dos peptideos de acordo com seu grau de hidrofobicidade por
cromatografia de fase reversa (High Performance/Pressure Liquide Chromatography)
realizada em cromatografo Finnigan Surveyor Autosampler plus ( Thermo Scientific)
em coluna de dimensao 2,1mm x 50 mm constituida de silica e particulas de 3 ym
recoberta de C18. Utilizou-se gradiente de separagado de 2% a 60% de acetronitrila
(solvente organico) a um fluxo de 200 uL/minuto.

Em seguida os peptideos foram analisados por espectrometria de massas
no espectrometro Maxis ETD (Bruker), no modo MS/MS. As analises de massas dos
fragmentos foram realizadas utilizando-se as ferramentas de bioinformatica BioTools,
Mascot e o banco de dados SwissProt. Os peptideos gerados para as duas proteinas
recombinantes (rRAP1A e rRAP1AB) na espectrometria de massas foram
sobrepostos a sequéncia de aminoacidos de RAP1A humana de forma a se avaliar a

similaridade entre as sequéncias produzidas e esperadas.
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5.16 Obtencéo de anticorpos monoclonais

A produgdo de anticorpos monoclonais anti-rRAP1A e anti-rRAP1AB foi
realizada pela Plataforma de Producdo de Anticorpos Monoclonais do
PDTIS/Fiocruz, vinculada ao Laboratério de Esquistossomose do CPgRR, que tem

como responsavel técnica a Dra. Rafaella Fortini Grenfell e Queiroz.

5.16.1 Inoculacdo de camundongos com o0s antigenos rRAP1

Os anticorpos monoclonais foram obtidos pela inoculagdo das proteinas
purificadas rRAP1A e rRAP1AB em camundongos fémeas da linhagem Balb/c.
Foram selecionados 4 camundongos para cada antigeno, imunizados
intraperitonealmente com 100 ug do imunégeno (rRAP1A ou rRAP1AB) em
intervalos de 15 dias, totalizando-se cinco imunizagdes para rRAP1A e quatro para
rRAP1AB. A cada inoculagdo amostras de sangue eram coletadas. Apenas para
primeira inoculagédo adicionou-se o adjuvante de Freund completo aos antigenos e
nas demais utilizou-se o adjuvante de Freund incompleto. O controle da producgéo de
anticorpos pelos animais foi realizado a partir da terceira imunizagao, por ensaio de
ELISA, utilizando-se as amostras de soro coletadas. Uma vez atingido um titulo de
anticorpos representado por uma OD>2,0 para um comprimento de onda de 450nm,

os animais foram selecionados para realizacdo das proximas etapas.

5.16.2 Geracgéo de hibridomas e obtencé&o de anticorpos policlonais e
monoclonais

Os camundongos selecionados tiveram o bago retirado do qual foram isolados
os linfocitos produtores de anticorpos que apresentaram reacéo positiva no teste de
ELISA para o reconhecimento das proteinas rRAP1A ou rRAP1AB. Tais linfécitos
foram fundidos com células Sp2/0Ag14 (ATCC® CRL1581™) nao produtoras de
imunoglobulinas, as quais foram formadas pela fusdo de células do bago de
camundongos BALC/c com células de mieloma, utilizando polietilenoglicol de forma

a gerar novos hibridomas. Os melhores “pools” de hibridomas produtores de
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anticorpos anti-rRAP1 foram selecionados para obtencédo dos clones produtores de
anticorpos monoclonais.

A obtencédo dos clones produtores de anticorpos monoclonais especificos anti-
rRAP1A e anti-RAP1AB foi realizada através da diluicdo de 100 uL de “pools” de
hibridomas em 10 mL de meio DMEM. Os hibridomas diluidos foram redistribuidos
em volumes de 100 uL em placa de 96 pogos para a obtencédo de 1 clone por pogo.
A verificacdo dos melhores clones produtores de anticorpos contras as duas
proteinas rRAP1 (A e AB) foi feita por ELISA.

5.16.3 Purificagao de anticorpos monoclonais

Os anticorpos produzidos pelo “pool” de clones aqui chamados “anticorpos
policlonais” de camundongo foram purificados em etapa unica por precipitagdo em
solugdo saturada de sulfato de amébnio, em seguida, dialisados por trés dias e
dosados por método de Lowry.

Os anticorpos monoclonais foram purificados em duas etapas, primeiro, por
precipitacdo em solu¢do saturada de sulfato de aménio seguida de dialise e depois
por cromatografia em coluna de afinidade. A dosagem foi realizada por método de

Lowry.

5.17 Obtencao de anticorpos policlonais de coelho

Os anticorpos policlonais de coelhos foram produzidos pela empresa Célula B
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em Porto Alegre. Para tanto
foram enviadas 1,5 mg de cada umas das proteinas purificadas rRAP1A e rRAP1AB.
As proteinas foram aplicadas em SDS-PAGE a 12% retirando-se dessa forma a uréia
contida no tamp&o. Em seguida as bandas de interesse foram excisadas dos géis e
armazenadas. Além disso, foram enviadas amostras contendo 2 mg de cada uma
das proteinas purificadas no proprio tampao de ureia para uso testes imunolégicos
realizados para controle da imunizagcédo. O envio das amostras para a empresa célula
B com sede em Porto Alegre foi feito em caixas de isopor contendo gelo quimico. Os

anticorpos policlonais gerados em coelhos foram recebidos aproximadamente trés

56



meses depois. Juntamente com as preparagdes de IgG anti-RAP1A e anti-RAP1AB
também foram recebidas amostras de soros pré-imune e soro hiper imune dos

coelhos.
5.18 Ensaio Western Blot

O ensaio de Western Blot foi realizado para avaliagdo da reatividade das
proteinas recombinantes rRAP1A e rRAP1AB com os anticorpos policlonais
produzidos em coelhos anti-rRAP1A e anti-rRAP1AB. Também foi testado o
reconhecimento das proteinas recombinantes rRAP1 pelo anticorpo comercial
policlonal de coelho anti-RAP1A + anti-RAP1B (AB40814 da Abcam ) .

Para tal, amostras de 1 ug de cada proteina purificada rRAP1A e de rRAP1AB
foram fracionadas por SDS-PAGE a 12%. O marcador de peso molecular utilizado foi
o See Blue® Plus 2 Standart 1X (Invitrogen). O fracionamneto das proteinas rRAP1
foi feito por SDS-PAGE a 12% como descrito no item 5.10. Apéds foi feita a
transferéncia das bandas das proteinas rRAP1 do gel para membrana de
nitrocelulose (BioRad Trans-Blot® Transfer Medium Pure Nitrocelulose Membrane, n°
cat:162-0115) de aproximadamente 40 cm? (5 cm x 8 cm). Previamente a
transferéncia a membrana e os outros aparatos como esponjas, papéis de filtro e
géis foram incubados em tamp&o de transferéncia gelado por 10 minutos. A
transferéncia foi realizada colocando-se a cuba em banho de gelo e com o tampéao
de transferéncia gelado. Uma vez que o gel apresentava espessura de 1,5 mm a
transferéncia foi feita por duas horas com amperagem aproximada e constante de
300 mA.

ApoOs a transferéncia, a membrana foi rapidamente corada em reagente
Ponceau até o aparecimento das bandas, e lavadas com TBS1X para retirar o
excesso de corante. Uma vez verificada a presenga das bandas, as membranas
foram fotografas para logo em seguida serem descoradas com TBS contendo Tween
20 (TTBS) até que ficassem totalmente brancas.

O bloqueio de proteinas inespecificas na membrana de nitroceluose foi

realizado em solugado bloqueadora (leite em pd desnatado a 5% em TBS 1X) a
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temperatura ambiente por 1 hora,sob agitagao, e, em seguida, as membranas foram
lavadas com TTBS por trés vezes de 5 minutos sob agitacao.

Os seguintes anticorpos primarios foram testados: Anticorpo 1 — Policlonal de
coelho anti-RAP1A + RAP1B (Abcam AB40814) em diluicdo 1:2000; Anticorpo 2 —
Policlonal de coelho anti-rRAP1A em diluicao 1:2000; Anticorpo 3 — Policlonal de
coelho anti-rRAP1AB em diluigdo 1:2000. Os anticorpos primarios foram diluidos em
solucao bloqueadora e foram adicionados sobre as membranas permanecendo em
incubacgao por 18 horas a 4°C. Apds, as solugdes contendo os anticorpos primarios
foram descartadas e as membranas foram lavadas trés vezes em solugao TTBS por
5 minutos.

O anticorpo secundario utilizado foi o anti-lgG de coelho conjugado a
peroxidase (A0545 da Sigma) diluido a 1:1200 em TBS1X e a incubagao ocorreu por
1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo leve. O método de revelagao

selecionado foi com peroéxido de hidrogénio.

5.19 Ensaios imuno-histoquimicos

Para os ensaios imuno-histoquimicos foi utilizado o kit Novo Link Max Polymer
Detection Novocastra™ (Leica Microsystems). Para tal, foram selecionadas laminas
contendo amostras cervicais parafinadas com diferentes niveis de lesao, NICI,
NICII/IIl, CCE e também amostras de tecido cervical normal. Previamente as laminas
contendo os cortes parafinados foram incubadas por 18 horas a 56°C em estufa.
Apds, foram submetidas a etapas de desparafinizagao e re-hidratagéo por lavagem
em xilol por 10 minutos, em alcool etilico (PA) por 5 minutos e, por fim, em agua
corrente por 10 minutos. Apds, foi realizada a recuperagédo antigénica dos tecidos,
processo necessario para induzir a exposigdo dos antigenos, no qual as laminas
foram aquecidas em solugdo de citrato de sdédio a 0,01 M (pH 6) a 98°C por 20
minutos e resfriadas a temperatura ambiente. A peroxidase endégena dos tecidos e
as proteinas inespecificas foram bloqueadas em diferentes etapas utilizando-se as
solugdes especificas fornecidas no kit. Os seguintes anticorpos foram testados

quanto ao reconhecimento da proteina RAP1 humana presente nas amostras:
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policlonais produzidos de coelho anti-rRAP1A e anti-rRAP1AB, policlonais e
monoclonais de camundongos anti-rRAP1A (6B3B3 e 4E5A6) e anti-rRAP1AB
(5G3F12 e 5G3H10) obtidos pela Plataforma de Produgdo de Anticorpos
Monoclonais do CPqRR, além dos anticorpos comercias anti-RAP1A (RAP1 121
SC-65, 200 ug/mL) e anti-p16 (H-150 SC-759, 200 ug/mL) ambos da Santa Cruz
Biotechnology. Varias testes para verificagdo da concentracdo ideal foram
realizados, incluindo diluicbes de anticopos que variaram de 1:10 até 1:2000 em
diluente fornecido pelo kit (Novocastra IHC Diluente REF= RE 7133). A incubagao
com os anticorpos primarios foi realizada por 1 hora a temperatura ambiente. O
bloqueio pds-primario foi feito por 30 minutos utilizando-se solugéo especifica do kit.
A seguir foi adicionado sobre as laminas o polimero contendo os anticorpos
secundarios anti IgG de coelho e camundongo seguido de incubagéo por 30 minutos.
A revelacdo também foi realizada com solugées do kit contendo o cromdgeno
diaminobenzidina 3,3 (DAB) com incubagao por aproximadamente 5 minutos.

A contra coloracéao foi realizada mergulhando-se as laminas em hematoxilina
por aproximadamente 2 segundos. Apds, as lédminas foram lavadas em agua
corrente por 2 minutos e, em seguida, lavadas 3 vezes em alcool etilico e 2 vezes
em xilol. Apés a montagem, as laminas foram analisadas em microscopio Zeiss Axio
(com as objetiva de 10x e 20x) e as imagens obtidas pela camera digital AxioCam
MRc.

59



6 RESULTADOS

6.1 Subclonagem dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB em vetor de

expressao bacteriano

Para subclonar os genes sintéticos no vetor de expressao bacteriano pQE9,
as preparagdes de DNA plasmidial obtidas a partir dos clones transformantes
contendo os plasmideos pUCS57-RAP1A, pUCS57-RAP1B e pQE9 (obtidas como
descrito em Material e Métodos) foram digeridas simultaneamente com as enzimas
BamHI e Hindlll, para a liberacdo dos insertos correspondentes a rRAP1A e
rRAP1AB e, também, para linearizar o plasmideo pQE9. Como controle, foram feitas
reacdes de digestdo dos DNAs plasmidiais com apenas uma das enzimas (BamHI ou
Hindlll). O fracionamento dos produtos da digestao por eletroforese em gel analitico
de agarose esta mostrado na figura 8. A digestdo liberou os insertos com tamanho
esperado de RAP1A de 552 pb e RAP1AB de 450 pb, assim como promoveu a
linearizacdo do plasmideo vetor pQE9 (3400 pb), entretanto observou-se que

digestdo dos plasmideos foi parcial, nas condigdes utilizadas (figura 8).
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PQE9 vazio pUC57-RAP1A pUC57-RAP1AB

700 pb
500 pb
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Figura 8. Digestédo dos plasmideos pUC57 contendo os insertos rRAP1A e rRAP1AB e do vetor
pPQE9 vazio com as enzimas BamHI (B) e Hindlll (H). Os plasmideos pUC57-rRAP1A, pUC57-
rRAP1AB e pQE9 vazio foram submetidos a digestdo enzimatica conforme descrito no item 5.8.1. As
abreviagbes correspondem a amostras nao digeridas (ND), digeridas com BamHI (B), digeridas com
Hindlll (H) e digeridas simultaneamente com BamHI e Hindlll (BH).O padrdo de tamanho molecular
(L) utilizado foi o Ladder 1Kb SM1163 da Fermentas (canaleta 13). As bandas correspondentes aos
insertos de 552 pb de RAP1A e de 450 pb de RAP1AB, assim como o pQE9 linearizado estao

indicadas pela seta.
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A figura 9 mostra o gel de agarose preparativo no qual todo o volume das
reacdes de digestao foi aplicado, para que as bandas de interesse fossem excisadas
do gel. O gel preparativo foi fotografado somente apds o recorte das bandas de
interesse, evitando-se assim a exposi¢cao desnecessaria dos DNAs a luz UV, o que

causa danos as fitas de DNA.

Canalets

Figura 9. Obtencao dos insertos rRAP1A (552pb), rRAP1AB (450pb) e do plasmideo pQE9
digeridos com BamHI e Hindlll. Esta representado o gel de agarose preparativo no qual todo o
volume das reacdes de digestdo foi aplicado, para que as bandas de interesse fossem excisadas do
gel, a saber: pQE9 (canaleta 1), inserto RAP1A (canaleta 3) e inserto RAP1A (canaleta 5). O padréao

de tamanho molecular utilizado foi o Ladder 1Kb SM1163 da Fermentas (canaleta 7).
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A figura 10 representa a quantificagao dos DNAs extraidos do gel de agarose,
relativos ao pQED9 linearizado (caneleta 1), ao inserto RAP1A (canaleta 2) e RAP1AB
(canaleta 3), feita comparando-se a intensidade das bandas com o DNA plasmidial
aplicado na canaleta 5, na qual foram aplicados 100 ng de pQE9 nao digerido. A
concentragdo de pQES9 linearizado purificado foi de 10 ng/ul, e a concentragao de
ambos os insertos rRAP1A (canaleta 2) e rRAP1AB (canaleta 3) de 20 ng/uL.
Dessa forma, o rendimento estimado para pQE9 linearizado foi de 300 ng totais e
ambas as preparagdes dos insertos RAP1A e RAP1AB renderam 510 ng totais cada.
Portanto, foram obtidas quantidades suficientes de DNA para a realizagao da etapa
de ligacao dos insertos RAP1A e RAP1AB ao vetor de expressao pQES9.

RAP1A (B/H)
RAP1AB(B/H)

pQE9 ND

T
=
Q
(o]
L
g
o

Canaleta

Figura 10. Quantificacdo do plasmideo pQE9 e insertos RAP1A e RAP1AB apds purificacdo. A
quantificagdo do plasmideo pQE9 e dos insertos RAP1A e RAP1AB, digeridos com as enzimas
BamHI e Hindlll, foi realizada por estimativa, comparando-se a intensidade da banda referente a 100
ng de pQE9 néo digerido (ND) (canaleta 5). Nas canaletas 1 a 3 foram aplicados 3 uL das respectivas
amostras. O padrdo de tamanho molecular (L) utilizado foi o Ladder 1Kb SM1163 da Fermentas

(canaleta 4)

A partir da transformacdo de bactérias hospedeiras E. coli M15

quimiocompetentes com os produtos de ligacdo dos insertos RAP1A e RAP1AB no
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plasmideo de expressado pQE9, foram obtidos 5 clones transformantes para RAP1A
e 10 para RAP1AB. Para a verificagdo da presenca do inserto, as preparagdes de
DNA plasmidial extraido dos 15 clones transformantes foram digeridas com as
enzimas de restrigdo BamHI| e Hindlll. Como mostrado na figura 11, a presenga do
inserto de 552 pb de RAP1A foi verificada em todos os 5 clones transformantes
testados, aqui denominados de clones 21, 22, 23, 24 e 25 (canaletas 3; 5 a 8). Da
mesma forma, a presenca do inserto de 450pb de RAP1AB nos clones
transformantes 26, 27 e 28 (canaletas 9 a 11) da Figura 11 e nos clones
transformantes 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35 (canaletas 1; 3 a 8) da figura 12 também
foi verificada. Como controle da reagao, o plasmideo pUC57-RAP1A foi digerido

simultaneamente com as duas enzimas (canaleta 9 da figura 12).
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Figura 11. Verificacdo da presenca dos insertos (rRAP1A e rRAP1AB) nos clones
transformantes de E. coli M15 por digestdo enziméatica. DNAs plasmidiais extraidos dos clones
transformantes de pQE9-rRAP1A (clones 21 a 25) e de pQE9-rRAP1AB (clones 26 a 28) foram
digeridos simultaneamente pelas enzimas BamHI (B) e Hindlll (H) e os produtos da digestao
fracionados por eletroforese em gel de agarose a 1% como descrito no item 5.8.3. No gel analitico
aqui representado as canaletas correspondem as seguintes amostras: 1- Padrdo de tamanho
molecular Ladder 1Kb SM1163 da Fermentas (L); 2- pQE9 nao digerido (ND); 3- clone 21 digerido; 3-
clone 21 nédo digerido; 5 a 11- clones 22 a 28 digeridos, 12 — clone 30 ndo digerido. As bandas

correspondentes aos insertos de 552 pb de RAP1A e de 450 pb de RAP1AB estéo indicadas pela
seta.
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Figura 12. Verificacdo da presenca dos insertos rRAP1AB nos clones transformantes de E. coli
M15 por digestdo enzimatica. DNAs plasmidiais extraidos dos clones transformantes de pQE9-
rRAP1AB (clone 29 a 35) foram digeridos simultaneamente pelas enzimas BamHI (B) e Hindlll (H) e
os produtos da digestao fracionados por eletroforese em gel de agarose a 1% como descrito no item
5.8.3. No gel analitico aqui representado as canaletas correspondem as seguintes amostras: 1-clone
29 digerido; 2- clone 30 nao digerido (ND); 3- clone 21 digerido; 3 a 8- clones 30 a 35
(respectivamente) digeridos; 9- pUC57-RAP1A digerido (controle); 10- pUC57-RAP1A néao digerido. O
padrédo de tamanho molecular (L) utilizado foi o Ladder 1Kb SM1163 da Fermentas (canaleta 11). As

bandas correspondentes aos insertos de 552 pb de RAP1A e de 450 pb de RAP1AB estéo indicadas
pela seta.

6.2 Verificacdo da capacidade de expressado das proteinas RAP1 pelos clones
recombinantes

Visto que todos os clones transformantes RAP1A e RAP1AB continham o
inserto desejado, todos eles foram utilizados no ensaio de indugdo pelo IPTG
(descrito no item 5.9) para a verificagdo da expressao das proteinas rRAP1A e
rRAP1AB e, também para a selecdo dos melhores clones produtores. Os lisados
obtidos de culturas dos clones transformantes induzidos ou nédo por 1 mM IPTG por 4
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horas, foram fracionados por eletroforese em SDS-PAGE. Como mostrado na figura
13 (paineis A - D), todos os clones transformantes testados expressaram as
proteinas de interesse apds inducdo com IPTG. Todos os clones transformantes
RAP1A (clones 21 a 25) expressaram uma proteina de peso molecular estimado de
20,2 KDa correspondente ao tamanho esperado para rRAP1A (banda indicada pela
seta nas canaletas 1, 3, 6 e 8 do painel A; e na canaleta 1 do painel B). Nos paineis
C e D da figura 13 observa-se que os todos os clones transformantes RAP1AB
(clones 26 a 35) expressaram uma proteina de peso molecular estimado de 16,5
KDa correspondente ao tamanho esperado para rRAP1AB (bandas indicadas pela
seta nas canaletas 1, 3, 5, 7 € 9 do painel C; e canaletas 2, 4 e 6 do painel D). O
clone 22 (canaleta 3, painel A da figura 7) e o clone 35 (canaleta 5, painel D da
figura 13) que expressaram as proteinas rRAP1A e RAP1AB, respectivamente,
foram selecionados como os melhores produtores e foram utilizados para a produgao

em média escala.
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Figura 13. Verificagdo da expressdo das proteinas rRAP1A e rRAP1AB pelos clones
transformantes induzidos ou ndo com IPTG. Os clones transformantes de E. coli M15 contendo
pQE9-rRAP1A (clones 21 a 25) e pQE9-rRAP1AB (clones 26 a 35) foram induzidos ou ndo com 1mM

de IPTG (como descrito 5.9) e os lisados bacterianos foram fracionados por SDS-PAGE como

descrito no item 5.10. Nos paineis A, B, C e D estao representados os clones bacterianos induzidos

(+IPTG) ou néo induzidos (NI). As bandas referentes as proteinas rRAP1A de 20,2 KDa (clones 21 a

25) e rRAP1AB de 16,5 KDa (clones 26 a 35) produzidas pelos clones testados estdo indicadas pelas
setas. O padrdo de peso molecular (PM) utilizado foi o 10-225 KDa da Promega esta indicado nos

painéis A,B e D. No painel C foi utilizado o padrao de peso molecular ColorPlus™ Prestained Protein
Marker, Broad Range (7-175 KDa) da New England Biolabs.
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6.3 Sequenciamento dos genes sintéticos rRAP1A e rRAP1AB

A analise de sequenciamento confirmou a identidade dos genes rRAP1A e

rRAP1AB fornecidos no vetor pUC57 (figuras 14 e 15) e apds a subclonagem no

plasmideo de expressédo pQE9 (figuras 16 e 17) sem alteragbes nas sequéncias. Os

resultados do alinhamento das sequéncias esperadas com as sequéncias obtidas

nos sequenciamentos que apresentaram 100% de identidade para pUC57-rRAP1A
(figura 14), puC57-rRAP1AB (figura 15), pQE9-rRAP1A (figura 16) e pQE9-rRAP1AB

(figura 17) estéo representados.

rRAP1ApUC
Genscript
Consensus

rRAP1ApUC
Genscript
Consensus

rRAP1ApUC
Genscript
Consensus

rRAP1ApUC
Genscript
Consensus

rRAP1ApUC
Genscript
Consensus

pUC57-rRAP1A

1 10 20 30 40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130
I I
ATGAGAGAATACARGTTAGTCGTGTTGGGCTCGGGLGETGTGEGCARGT CGGCGTTGACAGTCCAGTTCGT TCAGGGCATTTTCGTGGARRARTATGATCCARCCATTGAAGACTCTTACAGARAGCAAG
ATGAGAGARTACARGTTAGTCGTGTTGGGCTCGGGCGGTGTGGGCARGT CGGCGTTGACAGTCCAGTTCGT TCAGGGCATTTTCGTGGARRARTATGATCCARCCATTGAAGACTCTTACAGARAGCAARG
ATGAGAGAATACARGTTAGTCGTGTTGRGCTCGGGLGETGTGGGCARGT CGGCGTTGACAGTCCAGTTCGT TCAGGGCATTTTCGTGGARRAATATGATCCARCCATTGAAGACTCTTACAGARAGCARG

131 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 2510 260
1 1
TCGARGTAGATTGTCARCAGTGCATGCTGGARATCTTAGACACCGCCGGTACTGAACAGTTTACTGCGATGCGCGATCTGTATATGARAARTGGTCARGGCTTTGCTTTAGTCTACAGCATTACAGCCCA
TCGARGTAGATTGTCARCAGTGCATGCTGGARATCTTAGACACCGCCGGTACTGAACAGTTTACTGCGATGCGCGATCTGTATATGARAARTGGTCAAGGCTTTGCTTTAGTCTACAGCATTACAGCCCA
TCGARGTAGATTGTCARCAGTGCATGCTGGARATCTTAGACACCGCCGGTACTGAACAGTTTACTGCGATGCGCGATCTGTATATGARAARTGGTCARGGCTTTGCTTTAGTCTACAGCATTACAGCCCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

I I
GAGTACGTTCARCGATTTGCARGACCTGCGTGAACAGATTTTARGAGT GARRGATACCGARGACGTTCCGATGATCTTAGTGGGCARTARRTGTGATTTGGARGACGAACGLGTTGTGGGCARGGARCAA
GAGTACGTTCARCGATTTGCAAGACCTGCGTGARCAGAT TTTAARGAGT GARRGATACCGARGACGTTCCGATGATCTTAGTGGGCARTARRTGTGAT T TGGARGACGAACGCGT TGTGGGCARGGARCAR
GAGTACGTTCARCGATTTGCARGACCTGCGTGAACAGATTTTARGAGT GARRGATACCGARGACGTTCCGATGATCTTAGTGGGCARTARRTGTGATTTGGARGACGAACGCGTTGTGGGCARGGARCAA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 4930 500 510 520

I I
GECCAGAATTTGGCTCGTCARTGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGTC TARGATCARCGTCARCGARRTCTTCTATGATTTAGTACGTCAGATCARTCGCARARC TCCTGTGGARARGA
GECCAGAATTTGGCTCGTCARTGGTGTAARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGTC TARGATCARCGTCARCGARRTCTTCTATGATTTAGTACGTCAGATCARTCGCARARC TCCTGTGGARARGA
GECCAGAATTTGGCTCGTCARTGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGTC TARGATCARCGTCARCGARRTCTTCTATGATTTAGTACGTCAGATCARTCGCARARC TCCTGTGGARARGA

521 530 540 56052

I I
ARARACCTARGARGARATCGTGTCTGTTACTG
ARARACCTAAGARGARRTCGTGTCTGTTACTG
ARARACCTAAGARGARATCGTGTCTGTTACTG

Figura 14. As sequéncias do inserto do plasmideo pUC57-RAP1A e do gene sintético rRAP1A

apresentam 100% de identidade. Esta representado o alinhamento feito pelo software Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) das sequéncias de nucleotideos do inserto rRAP1A em

plasmidio pUC57 do clone transformante de E. coli DH5-alfa selecionado e do gene rRAP1A sintético

fornecida pela empresa GenScript.
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pUC57- rRAP1AB

1 10 20 30 40 L] 1] 70 a0 90 100 110 120 130

| I
rRAPIABpUC  ATGAGAGACTTATACATGAAGAACGGTCAGGGT TTCGCTTTGGTTTATTCAATCACAGCACARTCCACCTTTARCGACTTACAGGACCTGCGCGARCAARTTTTACGTGT TAAAGATACCGAAGACGTCL
Genscript ATGAGAGACTTATACATGAAGARCGGTCAGGGT TTCGCTTTGGTTTATTCAATCACAGCACARTCCACCTTTARCGACTTACAGGACCTGCGCGARCAARTTTTACGTGT TAAAGATACCGAAGACGTCL
Consensus  ATGAGAGACTTATACATGAAGAACGGTCAGGGT TTCGCTTTGGTTTATTCARTCACAGCACARTCCACCTTTAARCGACT TACAGGACCTGCGCGARCAARTTTTACGTGTTAAAGATACCGARGACGTCL

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I
rRAP1IABpUC CTATGATCTTAGTAGGTAATARATGTGATCTGGARGACGARAGAGT TGTGGGCARGGARCARGGCCAGARTTTAGC TCGCCARTGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGAGCARGATCAR
Genscript CTATGATCTTAGTAGGTAATARATGTGATCTGGARGACGARAGAGTTGTGGGCAAGGARCAAGGCCAGAATTTAGCTCGCCARTGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGAGCARGATCAR
Consensus CTATGATCTTAGTAGGTAATARATGTGATCTGGARGACGARAGAGTTGTGGGCARGGARCARGGCCAGAATTTAGCTCGCCARTGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGAATCTTCAGCARAGAGCARGATCAR

261 270 280 2930 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I
rRAPIABpUC CGTTARCGAAATCTTCTATGATCTGGTGCGTCAGATTARCAGARRAAC TCCAGTCGARARGARARRACCGAAGARARRGTCTTGCCTGTTATTGAGTGGCGGTGGCATCTTTTACGACTTAGTGCGTCAG
Genscript CGTTARCGAAATCTTCTATGATCTGGTGCGTCAGATTARCAGARRARCTCCAGTCGARAAGARARARCCGARGARARAGTCTTGCCTGTTATTGARGTGGLGGTGGCATCTTTTACGACTTAGTGCGTCAG
Consensus CGTTARCGAARTCTTCTATGATCTGGTGCGTCAGATTARCAGARRAACTCCAGTCGARAAGARARARCCGARGARRARGTCTTGCCTGTTATTGAGTGGCGGTGGCATCTTTTACGACTTAGTGCGTCAG

391 400 410 420 430 440 450

| I
rRAP1IABpUC ATCAATCGTAAGACCCCAGT TCCAGGCARGGCARGARAGARGTCGTCGTGTCAGTTATTA
Genscript ATCAATCGTARGACCCCAGT TCCAGGCAAGGCARGARAGAAGTCGTCGTGTCAGTTATTA
Consensus ATCAATCGTAAGACCCCAGT TCCAGGCAAGGCARGARAGAAGTCGTCGTGTCAGTTATTA

Figura 15. As sequéncias do inserto do plasmideo pUC57-RAP1AB e do gene sintético rRAP1AB
apresentam 100% de identidade. Esta representado o alinhamento feito pelo software Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) das sequéncias de nucleotideos do inserto rRAP1AB em

plasmideo pUC57 do clone transformante de E. coli DH5-alfa selecionado e do gene rRAP1AB

sintético fornecida pela empresa GenScript

pQE9-rRAP1A

1 10 20 30 40 50 (1] 70 80 90 100 110 120 130

| I

rRAP1ApOEY ATGAGAGARTACARGTTAGTCGTGTTGGGCTCGGGCGGTGTGGGCAAGTCGGCGTTGACAGTCCAGTTCGTTCAGGGCATTTTCGTGGARARRTATGATCCARCCATTGAAGACTCTTACAGARAGCARG
Genscript ATGAGAGARTACARGT TAGTCGTGTTGGGCTCGGGCGGTGTGGGCARGTCGGLGT TGACAGTCCAGT TCGTTCAGGGCATTTTCGTGGARAARATATGATCCARCCATTGAAGACTCTTACAGARRGCARG
Consensus ATGAGAGARTACAAGTTAGTCGTGTTGGGCTCGGGCGGTGTGGGCARGTCGGCGT TGACAGTCCAGTTCGTTCAGGGCATTTTCGTGGAARARTATGATCCARCCATTGARGACTCTTACAGAARGCAAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

rRAP1ApOESY TCGARGTAGATTGTCARCAGTGCATGCTGGARATCTTAGACACCGCCGGTACTGARCAGTTTACTGCGATGCGCGATCTGTATATGARARATGGTCAAGGCTTTGCTTTAGTCTACAGCATTACAGCCCA
Genscript. TCGARGTAGATTGTCARCAGTGCATGCTGGAAATCTTAGACACCGCCGGTACTGARCAGTTTACTGCGATGCGCGATCTGTATATGAARARTGGTCAAGGCTTTGCTTTAGTCTACAGCATTACAGCCCA
Consensus TCGARGTAGATTGTCAACAGTGCATGCTGGAAATCTTAGACACCGCCGGTACTGAACAGTTTACTGCGATGCGCGATCTGTATATGAARARTGGTCAAGGCTTTGCTTTAGTCTACAGCATTACAGCCCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

rRAP1ApOESY GAGTACGTTCAARCGATTTGCAAGACCTGCGTGAARCAGAT TTTARGAGTGARAGATACCGARGACGTTCCGATGATCTTAGTGGGCARTARATGTGATT TGGARGACGAACGCGT TGTGGGCARGGARCAR
Genscript. GAGTACGTTCARCGATTTGCAAGACCTGCGTGAACAGATTTTARGAGTGARAGATACCGARGACGTTCCGATGATCTTAGTGGGCARTARATGTGATT TGGAAGACGAACGCGT TGTGAGCARGGAACAR
Consensus GAGTACGTTCARCGATTTGCARGACCTGCGTGAACAGATTTTARGAGTGARAGATACCGAAGACGTTCCGATGATCTTAGTGGGCARTAAATGTGATTTGGARGACGARCGCGT TGTGGGCAAGGAACAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| I

rRAP1ApOEY GGCCAGAATTTGGCTCGTCAATGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCAARGTCTARGATCARCGTCAACGARRTCTTCTATGATTTAGTACGTCAGATCARTCGCARARCTCCTGTGGAARAGA
Genscript GGCCAGARTTTGGCTCGTCAATGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCAAAGTCTARGATCARCGTCARCGARATCTTCTATGATTTAGTACGTCAGATCARTCGCARAACTCCTGTGGAAAAGA
Consensus GGCCAGARTTTGGCTCGTCARTGGTGTAACTGCGCTTTTCTGGAATCTTCAGCARAGTCTARGATCAACGTCARCGARATCTTCTATGATTTAGTACGTCAGATCAATCGCARAACTCCTGTGGAAAAGA

521 530 540 55052
|

|
rRAP1ApOES AARRRACCTAAGARGAARTCGTGTCTGTTACTG
Genscript. AARAAACCTARGARGAARTCGTGTCTGTTACTG
Consensus  ARAAACCTAAGAAGAARTCGTGTCTGTTACTG

Figura 16. As sequéncias do inserto do plasmideo pQE9-RAP1A e do gene sintético rRAP1A
apresentam 100% de identidade. Esta representado o alinhamento feito pelo software Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) da sequéncia de nucleotideos do inserto rRAP1A em

plasmideo pQE9 do clone 22 de E. coli M15 e do gene rRAP1A sintético fornecida pela empresa

GenScript.
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pPQEY- rRAP1AB

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

I I

rRAPIABpOES ATGAGAGACTTATACATGARGAACGGTCAGGGTTTCGCTTTGGTTTATTCARTCACAGCACAATCCACCTTTARCGACT TACAGGACCTGCGCGARCARATTTTACGTGT TAAAGATACCGARGACGTCC
Genscript ATGAGAGACTTATACATGARGARCGGTCAGGGTTTCGCTTTGGTTTATTCARTCACAGCACARTCCACCTTTARCGACT TACAGGACCTGCGCGARCARATTTTACGTGT TAARAGATACCGARGACGTCC
Conzensus ATGAGAGACTTATACATGARGARCGGTCAGGGTTTCGCTTTGGTTTATTCARTCACAGCACARTCCACCTTTARCGACT TACAGGACCTGCGCGARCARATTTTACGTGT TARAGATACCGARGACGTCE

131 140 150 160 170 130 190 200 210 220 230 240 250 260

I I

rRAPIABPOES CTATGATCTTAGTAGGTARTARATGTGATCTGGAAGACGARAGAGT TGTGGGCARGGARCARGGCCAGAATTTAGCTCGCCARTGGTGTARCTGCGCTTTTCTGGAATCTTCAGCARAGAGCARGATCAR
Genseript CTATGATCTTAGTAGGTARTAAATGTGATCTGGARGACGAAAGAGTTGTGGGCARGGARCARGGCCAGARTTTAGCTCGCCARTGETGTAACTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGAGCARGATCAR
Consensus CTATGATCTTAGTAGGTARTAAATGTGATCTGGARGACGARAGAGTTGTGGGCARGGARCARGGCCAGARTTTAGCTCGCCARTGGTGTAACTGCGCTTTTCTGGARTCTTCAGCARAGAGCARGATCAR

261 2 280 290 300 30 320 330 340 350 360 an 380 390

1 1

rRAPIABpOEY CGTTARCGARATCTTCTATGATCTGGTGCGTCAGATTARCAGARARACTCCAGTCGARRRGARRARACCGAAGARARAGTCTTGCCTGTTATTGGGTGECGGTGGCATCTTTTACGACTTAGTGCGTCAG
Genseript CGTTAACGARATCTTCTATGATCTGGTGCGTCAGAT TAARCAGARARACTCCAGTCGARRRGARARAACCGARGARARAGTCTTGCCTGTTATTGGGTGGCGGTGGCATCTTTTACGACTTAGTGCGTCAG
Consensus CGTTAACGARATCTTCTATGATCTGGTGCGTCAGAT TRAACAGARARACTCCAGTCGARRAGARARAACCGAAGARARAGTCTTGCCTGTTATTGEGTGGCGGTRECATCTTTTACGACT TAGTGCGTCAG

391 400 410 420 430 440 450

I I

rRAPIABpOEY ATCAATCGTARAGACCCCAGTTCCAGGCARGGCARGAARGARGTCGTCGTGTCAGTTATTA
Genscript ATCAARTCGTARGACCCCAGTTCCAGGCAAGGCARGAAAGAAGTCGTCGTGTCAGTTATTA
Consensus  ATCAATCGTARGACCCCAGTTCCAGGCAAGGCARGAAAGARGTCGTCGTGTCAGTTATTA

Figura 17. As sequéncias do inserto do plasmideo pQE9-RAP1AB e do gene sintético rRAP1AB
apresentam 100% de identidade. Esta representado o alinhamento feito pelo software Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) da sequéncia de nucleotideos do inserto rRAP1AB em

plasmidio pQE9 do clone 35 de E. coli M15 e do gene rRAP1AB sintético fornecida pela empresa
GenScript

6.4 Expressdo das proteinas recombinantes rRAP1A e rRAP1AB em sistema

bacteriano

6.4.1 Cinética e dose resposta da expressao de RAP1 pelos clones 22 e 35

No estudo de cinética da producédo de rRAP1A pelo clone 22 n&o foi observada
uma diferenga consideravel na expressao das proteinas nos diferentes tempos de 1 a
5 horas (painel A da figura 18) como observado para o clone 35 produtor de
rRAP1AB, no qual a melhor expressao ocorre nitidamente no tempo de 5 horas
(painel B da figura 18). Entretanto, mesmo no caso de rRAP1A a banda parece estar
levemente mais intensa apés 5 horas de inducdo, portanto, escolnemos este tempo
como sendo o melhor para a expressao de ambas as proteinas recombinantes
(Figura 18).
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Figura 18. Cinética de expressao de rRAP1A e de rRAP1AB ap6s adicdo de 1 mM de IPTG.

Os clones bacterianos contendo os plasmideos pQE9-RAP1A (clone 22) e pQE9-RAP1AB (clone 35)
foram multiplicados na auséncia de IPTG (NI) ou na presenga de 1 mM de IPTG como descrito no
item 5.9, nos tempos indicados: 1h, 2h, 3h, 4h e 5h. Foram aplicados 20 uL dos lisados bacterianos
os quais foram fracionados por SDS-PAGE como descrito no item 5.10. As bandas referentes as
proteinas rRAP1A de 20,2 KDa (painel A) e rRAP1AB de 16,5 KDa (Painel B) produzidas pelos
respectivos clones estéo indicadas pelas setas. O padrao de peso molecular (PM) utilizado foi o Broad
Range Protein Molecular Weight Markers 10-225 KDa da Promega. As posigbes das bandas de 25, 15

e 10 KDA do padrao de peso molecular (PM) estéo indicadas.

A concentracao 6tima de IPTG verificada no estudo de dose resposta para o clone
22 produtor de rRAP1A foi de 1,5 mM (painel A da figura 19), suficiente para alta
producao da proteina, ndao apresentando diferenga em relagdo a indugdo com 2 mM de
IPTG. Nao houve diferenga consideravel na expressao da proteina rRAP1AB pelo clone
35 nas diferentes concentragdes de IPTG testadas, sendo que a concentragao de 0,5 mM
foi suficiente para induzir altos niveis de rRAP1AB, semelhante aos observados nas

concentragcdes maiores utilizadas (painel B da figura 19).
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Figura 19. Efeito dose-resposta de IPTG na inducdo da expressédo de rRAP1A e rRAP1AB. Os
clones bacterianos contendo os plasmideos pQE9-RAP1A (clone 22) e pQE9-RAP1AB (clone 35)
foram multiplicados nas seguintes concentragdes de IPTG: 0 mM (controle ndo induzido NI), 0,5 mM,
1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM durante 5 horas. Os lisados bacterianos foram fracionados por SDS-PAGE
como descrito no item 5.10. As bandas referentes as proteinas rRAP1A de 20,2 KDa (painel A) e
rRAP1ABde 16,5 KDa (Painel B) produzidas pelos respectivos clones estado indicadas. O padrédo de
peso molecular (PM) utilizado foi o Broad Range Protein Molecular Weight Markers 10-225 KDa da
Promega. As posi¢bes das bandas de 25, 15 e 10 KDa do padrdo de peso molecular (PM) estao

indicadas.

6.5 Purificagdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

A purificagdo das proteinas recombinantes rRAP1A (20,2 KDa) e rRAP1AB
(16,5 KDa) realizada em coluna de NI-NTA foi bem sucedida, como pode ser
verificado na figuras 20 e 21. Poucas bandas inespecificas aparecem apds a
purificacdo quando comparadas aos controles (clones induzido sem purificacao,
canaletas 3 e 16 das figuras 20 e 21) apesar do aparecimento de algumas bandas
de tamanhos n&o esperados, principalmente nas fracbes contendo a maior

concentragdo de proteinas purificadas (fracbes C2, C3, D1, D2 e D3). O
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aparecimento dessas bandas consideradas nao especificas pode ser justificado pela
producdo de proteinas RAP1 truncadas ou contaminantes. Nota-se que a maior
concentracdo de proteinas eluidas foi obtida no tamp&o de ureia em pH 5,
correspondente ao tampéao D, principalmente nas fracbes D1, D2 e D3 de rRAP1A e
fragdes D2, D3 e D4 de rRAP1AB, porém, uma quantidade significativa de proteinas

também aparece na maioria das fragdes C, especialmente na C2 e C3.

1°2 34 5 67 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 2526 27 28 29
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—
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Figura 20. Purificacdo da proteina rRAP1A por cromatografia de afinidade em coluna de

guelato de niquel sob condi¢c8es desnaturantes. O clone bacteriano 22 contendo o plasmideo
pQE9-RAP1A foi multiplicado na auséncia de IPTG (NI) ou na presenca de 1,5 mM de IPTG (como
descrito no item 5.13) por 5 horas. Apds as culturas foram submetidas a purificagdo da rRAP1A por
cromatografia em coluna de quelato de niquel como descrito no item 5.14. Aliquotas dos eluatos
proteicos obtidos foram fracionadas por SDS-PAGE como descrito no item 5.10. As letras C, D e E
seguidas de numeros correspondem as fragdes obtidas com os tampdes de elui¢cdo utilizados (tampéao
C pH=6,3; tampao D: pH=5 ; tampao E: pH=4). O padrdo de peso molecular (M) utilizado foi o Broad
Range Protein Molecular Weight Markers 10-225 KDa da Promega. As posi¢des das bandas de 25 e

15 KDa do padrao de peso molecular (M) estéo indicadas.
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Figura 21. Purificacdo da proteina rRAP1AB por cromatografia de afinidade em coluna de
quelato de niguel sob condi¢cBes desnaturantes. O clone bacteriano 35 contendo o plasmideo
pQE9-RAP1AB foi multiplicado na auséncia de IPTG (NI) ou na presenca de 1,0 mM de IPTG (como
descrito no item 5.13) por 5 horas. Apds as culturas foram submetidas a purificagdo da rRAP1AB por
cromatografia em coluna de quelato de niquel como descrito no item 5.14. Aliquotas dos eluatos
proteicos obtidos foram fracionadas por SDS-PAGE como descrito no item 5.10. As letras C, D e E
seguidas de numeros correspondem as fragdes obtidas com os tampdes de eluicdo utilizados (tampé&o
C: pH=6,3; tamp&o D: pH=5 ; tamp&o E: pH= 4). O padrdo de peso molecular (M) utilizado foi o Broad
Range Protein Molecular Weight Markers 10-225 KDa da Promega. As posi¢cbes das bandas de 25, 15

KDa do padrédo de peso molecular (M) estao indicadas.

6.5.1 Quantificacado das proteinas recombinantes purificadas por método
colorimétrico com &cido bicinconinico (BCA)

Os valores obtidos na quantificagdo por BCA das varias fragdes das proteinas
rRAP1 purificadas refletem a produgdo eficiente destas proteinas como ja
evidenciado nas figuras 20 e 21. Os valores obtidos para as quinze fragdes
quantificadas (Figura 22) somado aos valores estimados das outras fragdes, resultou
em uma producéao total final estimada em 92,8 mg de proteina rRAP1A. O mesmo
calculo realizado para rRAP1AB estimou uma produgédo final de 51,95 mg da

proteina (Figura 23).
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Unknowns (ma/ml)

Sample ‘Wells OD_Values R Ceoncentration MeanConc 5D Cv  Dilution AdjConc

C1 C1 0,197 0,144 0,128 0.009 8.8 1.0 0,138
cz2 0,179 0,131

c2 c3 1,448 1,194 1,455 0,388 251 1.0 1,455
C4 2,003 1,714

c3 C5 0,838 0.857 1.053 0,580 532 1.0 1.053
i ] 1,720 1,448

C4 Cc7 0,880 0,878 0,874 0.005 0.7 1.0 0,874
e] 0,853 D.871

Cc7 co 0,274 0,278 0,307 0,041 13,4 1.0 0,307
C10 0,448 0,338

o1 o1 0,144 0.108 0,108 a.002 2.2 1.0 0,108
Dz 0,149 0,109

o1 D3 1,187 0,282 0086 2.8 10 0.902
04 1,045 0,841

o2 os 1.810 1,348 1,343 0,004 0.3 1.0 1,343
Da 1.803 1,340

o2 o7 1,252 1,021 0,331 28,4 1.0 1,255
(0] 1,764 1,489

o3 oe 0,197 0,144 0,182 0.011 7.1 1.0 0,152
D10 0.218 0,159

o3 011 0.517 0,381 0,021 52 1.0 0,408
D12 0,554 0,421

B E1 0.038 0,024 0,024 0,000 0.8 1.0 0,034
EZ 0,035 0,034

E1 E2 0,017 R 0,003 0,002 0,000 2.8 1.0 0,003
E4 0,018 R 0,003

EZ2 EE 0,028 R Range? 0,000 0,000 Q.0 1.0 0,000
ES 0,025 R 0,000

ET ET 40,025 R Range? Range? Range? Range’ 1.0 Range?
E& 0,028 R Range?

R = Outside standard range

Figura 22. Quantificacdo das fragdes purificadas de rRAP1A pelo ensaio com acido

bicinconinico (BCA). Devido a alta concentragao de proteina rRAP1A eluida, as fragdes D1; D1’; D2;

D2’; D3; D3 foram diluidas na propor¢do 1:4 em solugdo de uréia 8M. Os resultados destacados

pelos quadrados em vermelho apontam as fragdes com concentragbes de rRAP1A acima de 1,5

mg/mL. A dosagem foi realizada em leitor de microplaca Spectra Max M5 (Molecular Devices). Os

dados obtidos sdo coerentes com as bandas observadas na figura 14.
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Unknowns {ma/ml)

Sample Wells  OD WValues R Concentration MeanConc 5D Cv | Dilution AdjConc

C1 C 0,689 0,859 0,839 0,029 4.5 1.0 0,639
c2 0,841 0,818

c2 C 0,702 0,870 0,824 0,033 47 1.0 0,894
C 0,758 0,717

C3 Co 0,482 0,463 0,438 0,038 8.2 1.0 0,428
Cca 0,405 0,413

C4 C7 0812 0,584 0,485 0,153 | 31.8 1.0 0,485
=] 0,385 0377

C7 c 0,233 0,251 0,258 0,010 39 1.0 0,288
C10 0,247 0,265

o1 o1 0,303 0,755 D014 19 1.0 0,745
o2 0.7 0,735

b1 03 0,140 0,154 0,158 0,008 3.8 1.0 0.158
o4 0,147 0,182

Dz D5 1,380 1,234 1,212 0,021 1.8 1.0 1,212
og 1,343 1,204

D2 o7 1,304 1,171 0,048 42 1.0 1,137
(] 1,223 1,103

D2 D9 0,528 0,530 0,002 0.3 1.0 0.529
10 0,535 0,528

(X D11 1,153 1,045 0,131 13,7 1.0 0,853
D12 0,930 0,880

(ni] E1 0,148 0,181 0,182 0,003 1.8 1.0 0,182
EZ2 0,148 0,164

E1 E3 0,050 0,041 0,042 0,001 282 1.0 0,042
E4 0,051 0,042

EZ ES 0,018 R Range? Range? Range? Range’ 1.0 Range?
ES 0,012 R Range?

ET ET 0,001 R Range? Range? Range? Range’ 1.0 Range?
E& 0,019 R Range?

R = Outside standard range

Figura 23. Quantificagdo proteica de rRAP1AB por ensaio com &cido bicinconinico (BCA).

Devido a alta concentragdo de proteina rRAP1AB eluida as fragdes D1; D1’; D2; D2’; D3; D3’ foram

diluidas a uma proporgéo 1:3 em solugéo de uréia 8M. Os resultados destacados pelos quadrados em

vermelho apontam as fragdes com concentragcdes de rRAP1AB acima de 1,5 mg/mL. A dosagem foi

realizada em leitor de microplaca Spectra Max M5 (Molecular Devices). Os dados obtidos séo

coerentes com as bandas observadas na figura 15.
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6.6 Espectrometria de massas

A confirmacao da identidade das proteinas recombinantes rRAP1 purificadas foi
obtida por espectrometria de massas. A primeira etapa consistiu no fracionamento
das amostras por SDS-PAGE, promovendo uma etapa adicional de purificagéo, de
onde as proteinas foram retiradas diretamente pelo recorte das bandas do gel
(Figura 24).

Antes Depois

15 KDa—

Figura 24. Obtencdo das proteinas rRAP1A e rRAP1AB purificadas diretamente de gel de
poliacrilamida ap6s SDS PAGE 12% em fase de preparacdo para a espectrometria de massas.
Foram aplicados no gel 60 ug de cada proteina para a eletroforese (antes). A segunda imagem
mostra o gel apods retirada das bandas das proteinas. Tal etapa promoveu purificagdo das mesmas
eliminando proteinas truncadas, inespecificas e o tampao de uréia. Padrao molecular utilizado V8491

(Promega).

O programa Mascot comparou todas as massas dos fragmentos de peptideos
obtidas, com as massas tedricas do banco de dados SwissProt, de forma a
determinar as sequéncia dos aminoacidos. A analise dos peptideos gerados permite
predizer a qual proteina eles provavelmente pertencem e dessa forma, faz-se uma
analise de similaridade dos peptideos com a proteina em questdo através do
programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

No caso de rRAP1A recombinante, a maior identificagdo encontrada foi relativa

a proteina rRAP1A humana para a qual obteve-se 84% de cobertura da sequéncia
78



desta pelos peptideos gerados na espetrometria de massas, demonstrado abaixo

com os aminoacidos em vermelho representado a cobertura obtida:

1 MREYKLVVLG SGGVGKSALT VQFVQGIFVE KYDPTIEDSY RKQVEVDCQQ
51  CMLEILDTAG TEQFTAMRDL YMKNGQGFAL VYSITAQSTF NDLQDLREQI
101 LRVKDTEDVP MILVGNKCDL EDERVVGKEQ GQNLARQWCN CAFLESSAKS
151 KINVNEIFYD LVRQINRKTP VEKKKPKKKS CLLL

O resultado encontrado € considerado 6timo uma vez que a correspondéncia
entre 20% dos aminoacidos da sequéncia ja poderia ser utilizada como confirmagao
da identidade da proteina. Como é possivel observar, as regides que nao
apresentaram similaridade possuem alta ocorréncia dos aminoacidos lisina (K) e
arginina (R), sitios onde a tripsina digere as ligagdes peptidicas, o que gera
fragmentos de aminoacidos isolados ou peptideos muito pequenos que nédo sao
corretamente identificados na espectrometria de massas.

Resultados semelhantes foram obtidos para rRAP1AB a qual também
apresentou maior similaridade com a proteina RAP1A humana. Apds O alinhamento
entre as sequéncias pelo BLAST, foi obtida uma cobertura de 50% com relacédo a
proteina RAP1A:

1 MREYKLVVLG SGGVGKSALT VQFVQGIFVE KYDPTIEDSY RKQVEVDCQQ

51 CMLEILDTAG TEQFTAMRDL YMKNGQGFAL VYSITAQSTF NDLQDLREQI

101 LRVKDTEDVP MILVGNKCDL EDERVVGKEQ GQNLARQWCNCAFLESSAKS

151 KINVNEIFYD LVRQINRKTP VEKKKPKKKS CLLL

Uma vez que rRAP1AB é uma proteina recombinante quimérica, que contém
um segmento relativo a RAP1A e outro relativo a RAP1B, além de n&o possuir o sitio

Ras, o resultado obtido € o suficiente para confirmar a identidade da mesma.

6.7 Obtencao de anticorpos anti -rRAP1 e anti-rRAP1AB

6.7.1 Anticorpos policlonais de coelhos

Como mencionado na metodologia foram utilizadas 3,5 mg de cada umas das
proteinas purificadas rRAP1A e rRAP1AB para a producdo dos anticorpos pela
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empresa Célula B. Os anticorpos foram recebidos aproximadamente trés meses
apos o envio das proteinas. Juntamente com as IgGs purificadas também foram
recebidas amostras contendo os soros dos animais pré-imunes e 0 Soros imunes.
Foram recebidos aproximadamente 5,0 mL de soro contendo IgG purificadas de
rRAP1A e 3,0 mL de soro contendo IgG purificadas anti-rRAP1AB.

6.7.2 Anticorpos policlonais e monoclonais de camundongos

O processo de produgao de anticorpos anti-rRAP1 em camundongos gerou
oito “pool” de hibridomas produtores de anticorpos policlonais para rRAP1A (7F7;
6B3; 2A4; 4E5; 4F4; 9F11; 9H3; 3D8) e nove clones produtores de anticorpos
monoclonais (4F4A1; 2A4F2; 4E5A6; 4E5B2;4E5C2; 6B3B3; 6B3F4; 9F11E10;
9F11F4) dos quais apenas 4E5, 4E5A6 e 6B3B3 passaram pela etapa de purificagéo
e foram testados em ensaios inumo-histoquimicos.

Para rRAP1AB foram obtidos onze “pool” de hibridomas produtores de
anticorpos policlonais (5H1; 4H8; 10A6; 4A11; 5G5; 5G7; 5G9; 5G8; 5G4; 5G6; 5G3)
e nove clones produtores de anticorpos monoclonais (5G3H11; 5G3H10; 5G3H9;
5G3C8; 5G3B12; 5G3A7; 5G3F12; 5G3A8 5G3E12) dos quais apenas 5G8, 5G3H10
e 5G3F12 passaram pela etapa de purificacdo e foram testados em ensaios inumo-

histoquimicos.

6.8 Testes de reconhecimento das proteinas rRAP1 e RAP1 humana pelos

anticorpos anti-RAP1 comerciais e produzidos

6.8.1 Ensaio de Western Blot
As bandas referentes as proteinas recombinantes rRAP1A (20,2 KDa) e

rRAP1AB (16,5 KDa) foram transferidas de um gel SDS PAGE a 12% para

membranas de nitrocelulose (Figura 20) como descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 25. Membrana de nitrocelulose contendo proteinas rRAP1A e rRAP1AB. A figura mostra a
transferéncia eficiente das bandas das proteinas rRAP1A (20,2 KDa) e rRAP1AB (16,5 KDa) para a
membrana de nitrocelulose corada em solugdo de Ponceau. O padrdo molecular utilizado foi o See

Blue® Plus 2 Standard (Invitrogen).

A figura 26 apresenta os resultados obtidos no ensaio de Western Blot. As
bandas relativa a rRAP1A com maior intensidade observado nas membranas 1 e 2
sugerem que houve reconhecimento desta proteina recombinante em questao pelos
anticorpos comerciais (Abcam anti-RAP1A + anti-RAP1B) e pelos anticorpos anti-
rRAP1A policlonais, respectivamente. Entretanto, nos controles negativos
(membrana 4), observa-se reatividade do anticorpo secundario utilizado com a banda

de rRAP1A e mais fortemente com rRAP1AB indicando que houve reagéo cruzada.
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Figura 26. Teste de reconhecimento das proteinas recombinantes rRAP1 pelos anticorpos
policlonais de coelho anti-rRAP1 e pelo anticorpo comercial (anti-RAP1A + RAP1B; Abcam)
ensaio de Western Blot. Esta representado o ensaio de Western Blot descrito no item 5.18. Apos
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi recortada em tiras permitindo a incubagao das bandas
de rRAP1A (RA) e rRAP1AB (RAB) com os diferentes anticorpos primarios anti-RAP1A + RAP1B da
Abcam (membrana 1), anti-rRAP1A (membrana 2) e anti-rRAP1AB (membranas 3). A membrana 4
(C-) foi incubada apenas com o anticorpo secundario (anti-rabbit IgG conjugado a peroxidase da

Sigma).

Além do ensaio de Western Blot representado na figura 26, trés outros
ensaios diferentes foram realizados, variando-se o anticorpo secundario e os
meétodos de revelacdo, entretanto, todos apresentaram resultados inconclusivos
devido ao aparecimento de bandas correspondentes as proteinas rRAP1A e

rRAP1AB nos controles negativos e por isso apenas um resultado foi ilustrado.
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6.8.2 Ensaios Imuno-histoquimicos

A identificacdo do melhor anticorpo anti-rRAP1 para uso na detecgcédo da
expressdo da proteina RAP1 em neoplasias foi realizada em amostras de mucosa
cervical de diferentes graus de lesdo e de cancer cervical por ensaios imuno-
histoquimicos nos quais como controle do padrao de reconhecimento de RAP1 foi
utilizado o anticorpo anti-RAP1 comercial sc65 (Santa Cruz Biotchnologies).

Dados muito promissores foram obtidos com o anticorpo anti-rRAP1A
policlonal de coelho, que apresentou marcacdo com padrdo esperado similar ao
anticorpo comercial de amostras cervicais com diferentes graus de lesdao como
observado nas micrografias B das figuras 27 a 34.

Nenhum dos anticorpos anti-rRAP1AB assim como os demais anticorpos
produzidos contra rRAP1A n&o evidenciaram o padrao de reconhecimento esperado
para a expressao de RAP1 humana nas amostras cervicais testadas.

As micrografias A e B das figuras 27 e 28 mostram o padrdo similar de
reconhecimento em mucosa cervical ndo displasica pelos anticorpos anti-rRAP1A e o
anticorpo comercial anti-RAP1 (Santa Cruz Biotechnology), observando-se uma
marcagao discreta (sombra marrom) no tergco basal e no estroma, como ja
demonstrado em estudos anteriores (dados n&o publicados).

A marcagao com anticorpo anti-p16 em mucosas normais € com lesdo de
baixo grau a reagao foi negativa (micrografias D das figuras 27 a 30), observando-se
marcagao evidente nas lesdes intraepiteliais de grau 2 e 3 (micrografias D das

figuras 31 e 32) e cancer invasor (micrografias D das figuras 33 e 34).
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Figura 27. Verificagdo da expressdo de RAP1 em amostras de mucosa cervical ndo

displasica com anticorpos anti-rRAP1 e anticorpo anti-RAP1 comercial, por ensaio imuno-
histoquimico, em aumento de 100X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as
marcagdes com os seguintes anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz
Biotechnology); (B) anticorpo policlonal anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10
e (D) anticorpo comercial anti-p16 (Santa Cruz Biotechnology). Para realizagdo de analise
comparativa foram fotografados os mesmos campos nas laminas preparadas a partir das mesmas
bidpsias.

84



Figura 28. Verificacdo da expressdo de RAP1 em mucosa cervical ndo-displasica com

anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico, em aumento
de 200X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as marcagdes com 0s seguintes
anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), (B) anticorpo policlonal
anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e (D) anticorpo comercial anti-p16
(Santa Cruz Biotechnology). Para realizagdo de analise comparativa foram fotografados os mesmos
campos nas laminas preparadas a partir das mesmas bidpsias. Os ensaios imuno-histoquimicos
foram realizados como descrito no item 5.19.

Nas figuras 29 e 30 é possivel notar a proliferagéo celular desordenada no
terco basal provocada pela lesdo pré-cancerosa, gerando agrupamentos de células,
0 que identifica a lesdo intraepitelial cervical grau 1. Observa-se nitidamente que as
lesdes foram coradas pelos anticorpos anti-RAP1 comercial (A) e pelo anti-rRAP1(B)
sendo que a intensidade produzida pelo ultimo € mais intensa. Ja o anticorpo
monoclonal rRAP1AB 5G3H10 e o anticorpo anti-p16 (D) ndo apresentam nenhuma
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marcagao da lesdo. Fica evidente que a marcagao com os anticorpos anti-RAP1A e

anti-rRAP1A facilita enormemente na identificagdo destas lesdes.
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Figura 29. Verificagdo da expresséo de RAP1 em les&o intraepitelial cervical grau 1 com
anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico em aumento de
de 100X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as marcagdes com os seguintes
anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), (B) anticorpo policlonal
anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e (D) anticorpo comercial anti-p16
(Santa Cruz Biotechnology). Para realizagdo de analise comparativa foram fotografados os mesmos
campos nas laminas preparadas a partir das mesmas biopsias. Os ensaios imuno-histoquimicos

foram realizados como descrito no item 5.19.
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Figura 30. Verificag@o da expressdo de RAP1 em leséo intraepitelial cervical grau 1

com anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico em
aumento de de 200X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as marcagbes com
os seguintes anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), (B)
anticorpo policlonal anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e (D) anticorpo
comercial anti-p16 (Santa Cruz Biotechnology). Para realizacdo de analise comparativa foram
fotografados os mesmos campos nas laminas preparadas a partir das mesmas biopsias. Os ensaios

imuno-histoquimicos foram realizados como descrito no item 5.19.

Em amostras de lesédo intraepitelial cervical grau 2/3 (figuras 31 e 32)
marcadas com anticorpo anti-rRAP1 observa-se coloragdo mais intensa do epitélio
(B), do que com os anticorpos comerciais anti-RAP1 (A) e p16 da Santa Cruz (D). A

marcagao que aparece no estroma em A e B pode ser devido a presenca de células
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inflamatdrias, neutréfilos e linfécitos, onde a expressdo de RAP1 é comumente

observada.
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Figura 31. Verificacdo da expressdo de RAP1 em leséo intraepitelial cervical grau 2/3
pelos anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico em
aumento de 100X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as marcagdes com 0s
seguintes anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), (B) anticorpo
policlonal anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e (D) anticorpo comercial
anti-p16 (Santa Cruz Biotechnology). Para realizagdo de analise comparativa foram fotografados os
mesmos campos nas laminas preparadas a partir das mesmas bidpsias. Os ensaios imuno-

histoquimicos foram realizados como descrito no item 5.19.
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Figura 32. Verificacdo da expressdo de RAP1 em leséo intraepitelial cervical grau 2/3
pelos anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico em
aumento de 200X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as marcagdes com os
seguintes anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), (B) anticorpo
policlonal anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e (D) anticorpo comercial
anti-p16 (Santa Cruz Biotechnology). Para realizacdo de analise comparativa foram fotografados os
mesmos campos nhas laminas preparadas a partir das mesmas bidpsias. Os ensaios imuno-

histoquimicos foram realizados como descrito no item 5.19.

Da mesma forma, em amostras de cancer cervical invasor (figuras 33 e 34) o
anticorpo anti-rRAP1A promoveu uma forte marcagao das células malignas tornando

as lesbes muito mais nitidas (letra B).
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Figura 33. Verificacdo da expressdo de RAP1l em lesdo de céancer cervical invasor pelos
anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico em aumento de
100X. As micrografias indicadas pelas letras A a D correspondem as marcagdes com os seguintes
anticorpos: (A) anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), (B) anticorpo policlonal
anti-rRAP1A, (C) anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e (D) anticorpo comercial anti-p16
(Santa Cruz Biotechnology). Para realizagdo de analise comparativa foram fotografados os mesmos
campos nas laminas preparadas a partir das mesmas bidpsias. Os ensaios imuno-histoquimicos

foram realizados como descrito no item 5.19.
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Figura 34. Verificacdo da expressdo de RAP1 em les@o de céancer cervical invasor pelos
anticorpos anti-rRAP1 produzidos e comerciais por ensaio imuno-histoquimico em aumento de
200X. A — anticorpo comercial anti-RAP1A (Santa Cruz Biotechnology), B — anticorpo policlonal anti-
rRAP1A, C — anticorpo monoclonal anti-rRAP1AB 5G3H10 e D — anticorpo comercial anti-p16 (Santa
Cruz Biotechnology). Para realizagdo de analise comparativa foram fotografados os mesmos campos
nas laminas preparadas a partir das mesmas biopsias. Os ensaios imuno-histoquimicos em bidpsias
de cancer comprovam a eficiéncia do anticorpo anti-rRAP1A (B) para a identificacdo de neoplasias
pela forte marcagdo promovida e pela facilidade de diferenciacdo entre o epitélio e o estroma

(marcado de azul).
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7 DISCUSSAO

No mundo, a cada ano s&o diagnosticados cerca de 500 mil novos casos de
cancer cervical, fazendo 274.000 vitimas fatais (Arbyn, 2011). O céncer ou neoplasia
cervical em estagios iniciais pode ser tratado com sucesso, mas canceres
localizados e avancados sao caracterizados por uma alta taxa de recorréncia e
progndstico ruim.

O rastreamento do cancer cervical pelo exame de Papanicolau, amplamente
difundido em paises desenvolvidos, alcangcou uma redugdo substancial na
morbidade e mortalidade para essa doenga nos ultimos 50 anos. Entretanto, por
causa do grande numero de resultados citologicos falso-negativos, os guias meédicos
recomendam o rastreamento anual ou trienal (na maioria), 0 que sobrecarrega o
sistema de saude de muitos paises. O surgimento da citologia em base liquida tem
mitigado alguns desses problemas melhorando a eficiéncia dos laboratérios no
processamento do numero, mas, na verdade, dificuldades como a baixa
sensibilidade, interpretacdo subjetiva da morfologia celular e erros de amostragem
nao foram resolvidas.

Tao importante quanto o diagndstico precoce, a precisdao dos exames se faz
necessaria para que medidas de tratamento sejam tomadas nos casos mais graves
(NIC 11, NIC Il e CCE) e para que sejam evitados tratamentos desnecessarios nos
casos mais brandos da doenga (ASCUS e NIC I). Por isso, a busca por novos
biomarcadores e estudos para a utilizagdo dos biomarcadores ja identificados no
diagnostico do cancer cervical vém se ampliando, uma vez que sua utilizacdo pode
ser util também no monitoramento da progressao da doenga e/ou no monitoramento
da resposta ao tratamento (Panicker et al.,2010).

Os estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
proteina celular RAP1 possui expressdao aumentada em lesdes cervicais, e pode ser
utilizada como potencial biomarcador para o diagnostico das lesées por imuno-
histoquimica. Assim, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
insumos para a confeccao futura de um “kit RAP1” para uso em exames imuno-
histoquimicos utilizados para auxiliar no diagndstico do cancer cervical e de outros
tumores. A estratégia utilizada para a obtengdo de tais insumos foi inicialmente o
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desenho de genes rRAP1 sintéticos para a expressao de proteinas RAP1 humanas
recombinantes em sistema procarioto. As proteinas recombinantes foram utilizadas
como imunogenos para a geragao de anticorpos anti-rRAP1 que foram testados em
exames imuno-histoquimicos de amostras de lesbes cervicais em comparagao com
os anticorpos anti-RAP1 comerciais importados. Estes anticorpos importados ja
estdo disponiveis no mercado brasileiro, entretanto, o preco elevado torna sua
utilizagcao na rotina de diagnostico de laboratérios de patologia clinica inviavel e, por
isso, a sua produgao é de suma importancia.

As sequéncias dos genes rRAP1 sintéticos correspondentes aos genes RAP1
humanos foram otimizadas pela utilizacdo do codon usage apropriado para a
expressao em E. coli e pela insercao de espacgadores entre as partes referentes a
RAP1A e RAP1B na proteina rRAP1AB. Vale ressaltar que nenhum dos fabricantes
dos anticorpos anti-RAP1 disponiveis no mercado (Origene, Abcam, GeneTex,
LifeSpan BioSciences e Santa Cruz Biotechnology) revela a sequéncia proteica dos
imundgenos utilizados para a obtencdo de seus anticorpos, citando apenas que
foram gerados contra peptideos sintéticos préximos ao N-terminal ou C-terminal de
RAP1 humana.

A viabilidade de produgao dos anticorpos depende diretamente das proteinas
utilizadas como imundégeno e, por isso, o rendimento na producdo de tais
imundgenos deve ser considerado. No caso das proteinas rRAP1A e rRAP1AB aqui
obtidas, tal rendimento pode ser considerado excelente, pois foram obtidos 185,66
mg de rRAP1A e 103,9 mg de rRAP1AB por litro de cultura bacteriana. Vale ressaltar
que a quantidade necessaria para a imunizagao de coelhos para a producéo de 1
lote de anticorpos anti-rRAP1 foi de apenas 3,5 mg de cada uma das proteinas
purificadas.

Considerando-se que: (i) para a produgdao de um lote contendo 5 mL de
anticorpo purificado IgG anti-RAP1A foram utilizados 3,5 mg de proteina rRAP1A
purificada (ii) tal lote de anticorpo foi diluido a 1:300 nos testes imuno-histoquimicos,
(iii) sdo utilizados 100 uL desta diluicdo por amostra de tecido (teste); podemos
estimar, a grosso modo, que os 92,8 mg de rRAP1A purificada (obtidos no
experimento representado na Figura 21) seriam suficientes para a producao de 26

lotes de anticorpos IgG anti-rRAP1A. Assim, o volume de IgG anti-rRAP1A que
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temos em maos (5 mL) seria suficiente para cerca de 15.000 testes e ainda, os 26
lotes de anti-rRAP1A seriam suficientes para a realizacdo de mais de 340.000
testes.

Considerando-se ainda que: (i) o valor pago a empresa Célula B para a
producao do referido lote contendo 5 mL de IgG anti-rRAP1A foi de 1250 reais; (ii)
apenas 0,1 mL do anticorpo anti-RAP1 da Santa Cruz Biotechnology custa cerca
1800 reais no mercado brasileiro; (iii) todos os custos de desenvolvimento e
producao do futuro “kit RAP1” ndo foram ainda calculados, podemos estimar “a titulo
de curiosidade” que 0,1 mL nosso anticorpo custaria 50 reais, ou seja, um custo 36
vezes menor.

Os sequenciamentos dos insertos rRAP1A e rRAP1AB dos plasmideos
pUC57 e pQE9, somado a analise das duas proteinas recombinantes rRAP1 por
espectrometria de massas, serviram como controle de qualidade dos produtos
obtidos. A origem e qualidade dos imundgenos utilizados na produgdo dos
anticorpos anti-rRAP1 foi comprovada pela identidade de 100% constatada pelo
alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos insertos rRAP1A e rRAP1AB
clonados em pQE9 com os seus respectivos genes sintéticos, assim como pela
cobertura de 84% da sequéncia de aminoacidos rRAP1A e 50% de cobertura de
rRAP1AB comparadas a sequéncia de peptideos da proteina RAP1A humana. Vale
ressaltar que uma cobertura de 20% ja seria considerada satisfatéria.

Os resultados obtidos pelos ensaios de Western blot realizados para
verificacdo do reconhecimento das proteinas rRAP1A e rRAP1B pelos anticorpos
especificos produzidos em coelho (IgG anti-rRAP1A e IgG anti-rRap1AB) e pelo
anticorpo anti-RAP1 importado foram inconclusivos. Isso porque nos controles
negativos foram observadas bandas de rRAP1, o que indica reag&o cruzada entre as
proteinas recombinantes e anticorpo secundario utilizado.

Todavia, o anticorpo anti-rRAP1A de coelho, quando testado em ensaios
imuno-histoquimicos, em lesdées de colo uterino, apresentou o desempenho
esperado quanto ao reconhecimento da proteina RAP1. Na verdade, € sabido que
varios dos anticorpos disponiveis no mercado possuem indicagbes para uso
especifico, isto €, podem ou nao ser apropriados/recomendados para utilizacdo em

uma determinada técnica.
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Os ensaios imuno-histoquimicos indicam que o anticorpo anti-rRAP1A
policlonal (produzido em coelho) é capaz de reconhecer a proteina RAP1 humana
expressa em tecidos normais ndo displasicos, em lesbes de baixo grau, lesées de
alto grau e de cancer invasor.

Como ja demonstrado por Pascoal-Xavier (2011) com anticorpo anti-Rap1
importado, os ensaios imuno-histoquimicos realizados com o anticorpo policlonal
anti-rRAP1A foi capaz de detectar os niveis aumentados da proteina RAP1 em
amostras de lesdes de baixo grau, o que facilita a visualizagdo da area da lesdo no
tecido examinado pelo patologista e indica a proliferagdo desordenada de células
neste tipo de lesao (figuras 29 e 30).

As lesdes de alto grau (figuras 31 e 32) foram fortemente marcadas assim
como as de cancer invasor (figuras 33 e 34) onde foi observada inclusive a marcagao
do nucleo celular. Sabe-se que em carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescocgo, proteina RAP1A em sua forma ativada é altamente expressa no nucleo,
sugerindo seu papel no processo de transformacado neoplasica (Mitra et al.,2003).
Contudo, o mecanismo envolvido no aumento de RAP1 em neoplasias ainda nao
esta elucidado.

Nossos resultados mostraram que, independente do grau da lesao cervical
testada, o anticorpo anti-rRAP1A produzido em coelhos apresentou marcagéo nos
mesmos locais que o comercial anti-RAP1 utilizado, e ainda com a vantagem da
maior intensidade da coloracdo. Novos testes podem demonstrar a possivel
utilizacdo deste anticorpo em ensaios imuno-histoquimicos de outros tipos de
tumores, nao restringindo sua utilizagdo somente no diagnostico do cancer cervical.
Vale ressaltar que o anticorpo anti-p16 utilizado como controle, ndo foi capaz de
marcar lesdes de baixo grau como verificado como o anti-rRAP1. Como se sabe, a
marcagao da p16 é fraca ou inexistente nos estagios iniciais da neoplasia cervical o
que sugere que sua expressao nao esta nitidamente aumentada no estagio inicial da
doenga. Este € um dos motivos pelos quais a p16 nao é utilizada para o diagnostico
precoce do cancer cervical.

Até o momento, apenas um anticorpo policlonal e dois anticorpos
monoclonais, produzidos em camundongos contra as rRAP1, pela Plataforma de

Anticorpos Monoclonais do CPgRR, foram testados quanto a reatividade contra
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RAP1A humana em ensaios imuno-histoquimicos. Em breve, os demais anticorpos,
a saber: sete anticorpos policlonais e sete anticorpos monoclonais anti-rRAP1A,
somados a dez policlonais e sete monoclonais rRAP1AB obtidos, serdo também
testados.

Finalmente, apesar do anticorpo anti-rRAP1A policlonal produzido em coelho
ter funcionado da maneira esperada, se faz necessaria a realizacdo de estudo
comparativo (semelhante ao estudo feito por Pascoal-Xavier, 2011) do desempenho
deste anticorpo, ou de outro eventualmente identificado entre os varios anticorpos

anti-rRAP1 ainda nao testados, frente aos anticorpos anti-RAP1 comerciais e p16.

8 CONCLUSAO

O excelente rendimento obtido na expressdao das proteinas rRAP1A e

rRAP1AB mostra que sua produgdo em media escala € economicamente viavel.

A verificagdo da expressdo de RAP1 em amostras cervicais com o anticorpo
policlonal anti-rRAP1A indica que este anticorpo € um potencial candidato a ser
utilizado em ensaios imuno-histoquimicos para auxiliar no diagndstico do céancer

cervical e suas lesdes precursoras.
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9 ANEXO - LISTA DE SOLUCOES

MEIO LB SUPERBROTH:

- Triptona 32 g/L

- Extrato de levedura 20 g/ L
- Hidroxido de sddio 0,2 g/L

TAMPAO TRIS GLICINA HCL 1X:
- Tris base 3 g/L

- Glicina 15,21 g/L

-SDS 1g/L

SOLUCAO COMASSIE BLUE:
- 50% Metanol

- 10% Acido acético

- Comassie Brilliant Blue 2,5 g/L

SOLUCAO DESCORANTE PARA SDS PAGE:
- 45% Metanol
- 10% Acido acetico glacial

TBS1X
- Tris base 2,42 g/L
- Cloreto de sodio 8,77 g/L

TBS TWEEN 20

-0,1% Tween 20

- Tris base 2,42 g/L

- Cloreto de sédio 8,77 g/L

TAE 1X pH8,0
-Tris-acetato a 0,04M,
-EDTA a 1 mM,

TAMPAO DE AMOSTRA LAEMMLI 2X

- 2-mercaptoetanol a 10%,

- SDS a 6%,

- glicerol a 20%,

- 0,2 mg/mL de azul bromofenol,

- 0,025X do tampé&o Laemmli stacking buffer (Laemmli stacking buffer 2.5 X: Tris-Cl a 0.3 M,
pH 6,8, SDS a 0,5%)

SOLUCOES DE WESTERN BLOT
SOLUCAO DE PONCEAU

-Ponceau 1 g/L
- 5% Acido acético
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TAMPAO DE TRANSFERENCIA pH= 8,3
- Tris-Base a 25 mM

- Glicinaa 192 mM

- 20% Metanol

-0,1% SDS

TAMPAO 6M GUANIDINA-HCI (tamp&o A)

- Fosfato de sddio sdédio monobasico monohidratado 13,8 g/L

- Tris base 1,2 g/L
- Hidrocloreto de guanidina 573 g/L

TAMPAO DE UREIA 8M pH 8,0 (tamp&o B)
- Fosfato de sd6dio monobasico monohidratado 13,8 g/L
- Tris base 1,2 g/L
- Ureia 480 g/L

TAMPAO DE UREIA 8M pH 6,3 (tamp&o C)
- Fosfato de sédio monobasico monohidratado 13,8 g/L
- Tris base 1,2 g/L
- Ureia 480 g/L

TAMPAO DE UREIA 8M pH 5,0 (tamp&o D)
- Fosfato de sd6dio monobasico monohidratado 13,8 g/L
- Tris base 1,2 g/L
- Ureia 480 g/L

TAMPAO DE UREIA 8M pH 4,0 (tamp&o E)
- Fosfato de sédio monobasico monohidratado 13,8 g/L
- Tris base 1,2 g/L
- Ureia 480 g/L

TAMPAO F pH 2,7
- Guanidina 6 M
-Acido acético 0,2M
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