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Resumo

A frutalina é a principal lectina de sementes da fruta-pao (Arfocarpus incisa). Esta lectina ¢ uma
glicoproteina tetramérica, parcialmente glicosilada e pertencente a sub-familia das lectinas
relacionadas com a jacalina com afinidade de ligacdo a residuos de D-galactose. Em estudos
anteriores a frutalina recombinante produzida em Pichia pastoris e purificada por cromatografia
de exclusao molecular (SEC) mostrou ter um potente efeito citotoxico em células do cancro do
colon do utero (HelLa) e do adenocarcinoma do colon (HCT 116), sendo este efeito devido a
inducdo de morte celular por apoptose por uma via dependente das caspases e independente da
p53. No entanto a purificacdo por SEC limita a aplicacédo da frutalina recombinante uma vez que
€ um processo demorado e resulta em amostras muito diluidas, pelo que metodologias alternativas
a sua purificacao sdo necessarias. Por outro lado, a £scherichia coli, como sistema de expressao,
permite um processo de producdo e purificacdo mais eficiente contudo as versdes resultantes nao
tém efeito citotdxico. Assim, com o presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito citotdxico de
versdes de frutalina recombinante produzidas em £. coli, bem como de versdes produzidas em ~.
pastoris e purificadas por diferentes metodologias, nomeadamente cromatografia de exclusao
molecular (SEC), cromatografia de interacao hidrofobica (HIC) e cromatografia de afinidade ao
niquel (IMAC-Ni). Para atingir este objetivo foram testadas duas versdes de frutalina produzidas
em £. coli, uma delas contendo o fag Hisg (EcrHis¢FTL) e outra resultante da clivagem do Fh8 da
versao EcrFh8FTL (EcrCFTL), em linhas tumorais humanas com (HCT 116 p53**) e sem a forma
nativa da p53 (HCT 116 p537), e nenhuma destas versdes mostrou ter efeito anti-proliferativo em
ambas as linhas tumorais. O que sugere que a glicosilacdo assume um papel importante na
atividade da frutalina e a auséncia desta resulta na inexisténcia de atividade anti-proliferativa. Por
outro lado, foram produzidas versoes de frutalina em P. pastoris, versdes glicosiladas, e usadas 3
metodologias de purificacao distintas, SEC, HIC e IMAC-Ni. A purificacdo por HIC e IMAC-Ni nao
se revelou eficiente contrariamente a purificacdo por SEC. A frutalina purificada por SEC é estavel
estruturalmente e mantém a sua atividade anti-proliferativa na linha HCT 116 p53** mesmo apds
6 meses de armazenamento a -20°C, contudo de entre todas as versdes testadas esta foi a que
mostrou ter um menor efeito citotdxico. A metodologia HIC resultou em 2 amostras diferentes,
uma delas enriquecida na fracao glicosilada e outra desfavorecida nesta fracdo, sendo que a
primeira possui cerca do dobro da poténcia da segunda, contudo estas diferencas nao sao
estatisticamente significativas. Em relacdo a PprFTLHisg produzida em P. pastoris e purificada por
IMAC-Ni, clonada pela primeira vez neste trabalho de modo a facilitar o processo de purificacéo,
verificou-se que o 7gg Hiss nao influencia negativamente a atividade anti-proliferativa da frutalina e

+/+

esta possui um potente efeito anti-proliferativo na linha HCT 116 p53™". Curiosamente, as
amostras resultantes da metodologia de purificacdo mais eficiente (SEC) mostraram ter menor
efeito anti-proliferativo comparativamente com as amostras resultantes das metodologias menos
eficientes (HIC e IMAC-Ni) onde foram obtidas amostras de frutalina recombinante com um potente

+/+

efeito anti-proliferativo em linhas tumorais humanas HCT 116 p53™".
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Abstract

Frutalin is the major lectin of breadfruit seeds (Artocarpus incisa). It is a tetrameric glycoprotein,
partially glycosylated, which belongs to the lectins sub-family related to jacalin, with affinity to bind
to D-galactose residues. In previous studies, frutalin produced in Pichia pastoris and purified by
size exclusion chromatography (SEC) was found to have a potent cytotoxic effect in cervical cancer
cells (HelLa) and colon adenocarcinoma (HCT 116). This effect results of apoptotic cell death by
caspase-dependent and p53 independent pathways. However, the purification by SEC restricts the
application of recombinant frutalin, since it is a lengthy process and results in very dilute samples,
leading to an increasing necessity for alternative methods. By contrast, the use of £scherichia coli
as an expression system allows a more efficient production and purification process. However, the
resulting versions had no cytotoxic effect. Thus, the present work aims to evaluate the cytotoxic
effects of recombinant versions of frutalin produced in £. coli, as well as the versions produced in
P. pastoris and purified by different methods, namely by size exclusion chromatography (SEC),
hydrophobic interaction chromatography (HIC) and nickel affinity chromatography (IMAC-Ni). To
achieve this goal, two versions of frutalin produced by £. coli, one containing the Hiss tag
(EcrHisgFTL) and the other resulting from the cleavage of the Fh8 from the EcrFh8FTL version
(EcrCFTL), were tested in human tumor lines with the wild-type p53 form (HCT 116 p53"*) and
without p53 (HCT 116 p537). The results obtained showed that none of the versions had an anti-
proliferative effect in both tumor lines, suggesting that glycosylation may play an important role in
frutalin activity and that its absence does not result in an anti-proliferative activity. Moreover, frutalin
versions were produced in P. pastoris, glycosylated versions, and three distinct purification
methodologies were used, namely SEC, HIC and IMAC-Ni. Purification by HIC and IMAC-Ni was not
efficient, oppositely to purification by SEC. The frutalin purified by SEC is structurally stable and

+/+

retains its anti-proliferative activity in line HCT 116 p53™" even after 6 months of storage at -20°C.
However, among the tested versions, the latter showed to have the lower cytotoxic effect. The HIC
methodology resulted in two different samples, one enriched in the glycosylated fraction and the
other weakened in this fraction. Specifically, the first sample had nearly double the power of the
second one, despite these differences not being statistically significant. Regarding the PprFTLHisg
produced in P. pastoris and purified by IMAC-Ni, cloned for the first time in this study to facilitate
the purification process, it was found that the Hisg tag did not inhibit the anti-proliferative activity of
this frutalin and that it had a potent anti-proliferative effect on HCT 116 p53”" cell line.
Interestingly, samples resulting from the most efficient purification method (SEC) exhibited less
anti-proliferative effect when compared with the samples resulting from less efficient methodologies
(HIC and IMAC-Ni), which resulted in recombinant versions of frutalin with a potent anti-proliferative
effect on HCT 116 p537* cell line.
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Capitulo 1 | Introducao

1.1. Lectinas

As lectinas sao um grupo heterogéneo de proteinas ou glicoproteinas com pelo menos um
dominio nao catalitico que reconhece seletivamente, e liga-se reversivelmente a diferentes residuos
de acucares livres ou glicanos especificos, presentes em glicoproteinas e glicolipidios sem alterar
a estrutura dos hidratos de carbono e, assim, desencadear varios processos celulares importantes
[1, 3-6]. Além disso, a maioria das lectinas sdo capazes de aglutinar células, sendo assim
frequentemente designadas como aglutininas [5, 7]. Inicialmente foram descobertas em plantas
no final do século XIX e acreditava-se que estavam confinadas a esse reino. Posteriormente foram
encontradas em diferentes organismos, que vao desde virus a seres humanos, contudo sdo mais
abundantes em plantas e, por conseguinte, sao as lectinas mais estudadas [3, 5].

A classificacao de lectinas em familias esta a evoluir e ainda ndo se chegou a um consenso
devido a sua diversidade. Inicialmente foram classificadas com base nas estruturas das
subunidades, como merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas [1, 5].
Posteriormente, foram classificadas tendo por base a estrutura tridimensional e a sequéncia de
aminoacidos do dominio de ligacao a hidratos de carbono, sendo as lectinas de plantas divididas
em 12 familias. Dessas 12 familias, 3 tém sido amplamente estudadas pela relacdo que tém a
varios processos patologicos, sendo elas, as lectinas relacionadas com a GNA (Galanthus nivalis
agelutinin), as lectinas relacionadas com a jacalina e as lectinas da familia das Aicin-B[1, 5, 6].

Na figura 1 é apresentada uma perspetiva histérica dos eventos-chave na investigacao de

lectinas tendo em vista a sua aplicacao biomédica (Fig. 1) [6].

Sharon et al.,

Aestrutura 3D e a demonstrou que  as Van Damme et Liv et al, mostrou que
peter  Hermann sequéncia primaria lectinas sao moléculas al, definiu PCL induz
Stillmark descobriu da  ConA  foi de  reconhecimento lectinas de simultaneamente a
a ricin. estabelecida. celilar plantas. apoptose e a autofagia de

1888 1916 1972 1980 1989 1993 1998 2007 2009

ConA foi isolada Goldstein et al, Kim et al,, mostrou Chang et  al, Li et al, demonstrou

pela primeira vez. definiu lectina que GSA e WGA demonstrou que ConA qu_e a sub-regulag?éo de
induziam apoptose induzia morte celular miRNAs  contribuem
contra células em células tumorais. para o efeito anti-
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Figura. 1.1. Linha temporal de eventos-chave na investigacao de lectinas tendo em vista a sua
aplicacao biomédica. (Adaptado de [5]).
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1.1.1. Lectinas relacionadas com a jacalina

A familia de lectinas relacionadas com a jacalina (JRLs) € uma pequena familia que inclui
todas as lectinas com similaridades estruturais e sequenciais a lectina jacalina (extraida das
sementes de Arfocarpus integrifolia, planta conhecida por jaca) [8]. Esta familia divide-se em 2
sub-familias de acordo com a sua especificidade para hidratos de carbono, as lectinas com
afinidade de ligacdo a galactose (gJRLs) e as lectinas com afinidade de ligacdo a manose (mJRLs)
[7-9]. As principais diferencas entre as 2 sub-familias, além da especificidade, reside na estrutura,

no processamento e na sua localizacao intracelular [7, 8].

Todas as gJRLs possuem uma estrutura e um processamento semelhante ao da jacalina
[7, 8]. A jacalina é uma lectina tetramérica sintetizada como um precursor composto por uma
sequéncia sinal de 21 aminoéacidos, um pro-péptido de 39 aminoacidos, uma cadeia 3 de 20
aminoacidos, um /inker tetrapeptidico (T-S-S-N) e uma cadeia a com 133 aminoacidos. Apos o
processamento pos-traducdo, a sequéncia sinal (21 aminoacidos) e o pro-peptido (39
aminoacidos) sao clivados, ocorre a excisao do /inkertretrapeptidico originando 2 cadeias proteicas
independentes (D e D) localizadas no vacuolo [7-9], e simultaneamente ocorre a geracao de
um aminoacido de glicina livre localizado no N-terminal da cadeia a. Este aminoacido parece ser

essencial para a formacao do dominio de ligacdo a galactose [9].

1.1.2. Frutalina

A frutalina (FTL) é a principal lectina de sementes de Artocarpus incisa (ou Arfocarpus
altilis), uma planta normalmente conhecida como fruta-pao [10, 11]. Esta lectina é parcialmente
N-glicosilada e pertencente a familia JRLs (encontradas na familia Moraceae), por apresentar alta
similaridade estrutural e sequencial com a jacalina. Mais precisamente, a frutalina pertence a sub-
familia gJRLs, por reconhecer especificamente residuos de D-galactose [10-12]. Adicionalmente,
esta lectina apresenta uma ampla gama de afinidades a outros acucares como, D-manose e D-

glucose [13].

Na sua forma nativa, a frutalina é uma glicoproteina tetramérica, constituida por 4

mondmeros ligados por ligacdes ndo-covalentes onde cada mondmero contém uma cadeia f3 e
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uma cadeia «, formando 4 locais de ligacdo a aclcares com uma conformacdo

predominantemente de folhas 8 e um peso molecular de 48-49 kDa [12, 14].

A frutalina é também caracterizada por uma atividade hemaglutinante (HA) forte e idéntica
com eritrocitos humanos do sistema ABO e com eritrécitos de coelho, contudo esta atividade € 3
vezes superior a da jacalina [15]. Tal como a jacalina, a frutalina pode ser codificada por uma
familia de genes, cada um deles contendo 471 pb, correspondente a uma proteina de 157
aminoacidos, com um peso molecular calculado de 17,1 kDa, onde 20 aminoacidos
correspondem a cadeia 3, 4 aminoacidos ao /inker e 133 aminodcidos a cadeia a (do N- para o
C-terminal) [10]. Além disso, a analise do seu cDNA revelou a existéncia de isoformas com e sem

possiveis locais de N-glicosilacdo [13].

Sob condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), a frutalina apresenta 2 bandas, em que a
superior (15,5 kDa) corresponde as isoformas altamente glicosiladas da cadeia a, ao passo que a
banda inferior (12 kDa) corresponde as isoformas ligeiramente glicosiladas ou nao-glicosiladas da

mesma cadeia. A cadeia 3 ndo é visivel devido ao seu baixo peso molecular (2,1 kDa) [16].

A frutalina possui importantes propriedades biomédicas, entre elas destacam-se a de
biomarcador tumoral [17], imunomodelador [18, 19], atividade anti-tumoral [20] e efeito protetor

contra lesdes gastricas [21].

1.1.3. Aplicacdes biomédicas relacionadas com o cancro

As lectinas apresentam uma diversidade de aplicacdes, sendo de especial interesse os
diagnasticos biomédicos e a terapia contra o cancro [5]. Algumas lectinas tém sido utilizadas como
biomarcadores tumorais para o diagnéstico e prognostico de diferentes cancros, onde ¢ observada
uma glicosilacao aberrante [5, 6, 22]. Dois exemplos disso sao a frutalina e a HPA [3]. A frutalina
foi capaz de reconhecer células malignas de tecidos da prostata e a lectina HPA (Helix pormatia
agglutinin) recombinante (produzida em Escherichia col) foi capaz de reconhecer as células

tumorais no tecido de cancro da mama [17, 23].

Além de serem utilizadas como biomarcadores tumorais, as lectinas também possuem a
capacidade de direcionar as células para a morte celular programada, apoptose e/ou autofagia, o

que constitui uma possivel aplicacao biomédica [6].
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Existem varios exemplos de lectinas com propriedades anti-tumorais. A lectina
recombinante Aviscume expressa em £. colifoi usada em estudos pré-clinicos e clinicos e foram
obtidos resultados positivos [24]. A lectina AAL (Agrocybe aegerita lectin) nativa e recombinante,
expressa em £. coli, é conhecida por ter propriedades anti-tumorais [25]. Outra lectina com
propriedades semelhantes é a jacalina recombinante expressa também em £. co/i, que apresentou
uma magnitude de citotoxicidade similar a jacalina nativa em 2 linhas tumorais humanas, A431
(carcinoma epidermoide) e HT29 (adenocarcinoma do colon) [26]. A frutalina nativa e
recombinante expressa em Pichia pastoris, mostrou também ter efeito citotoxico em células Hela
[20]. A lectina MVL (Microcystis viridis lectin) expressa em £. coliexibiu uma atividade anti-tumoral
in vifro em 4 linhas tumorais HT29, SK-OV-3 (adenocarcinoma), SCG-7901 (adenocarcinoma do

estdbmago) e HepG2 (carcinoma do figado) [27].

1.1.4. Mecanismo de inducédo de apoptose

A apoptose ¢ um mecanismo celular intrinseco para eliminar células prejudiciais e para a
manutencdo da homeostasia que ocorre em varias situacdes fisiologicas e patologicas, sendo
caracterizada por fragmentacdo do DNA nuclear, condensacdo da cromatina e formacdo de

vesiculas na membrana [6, 28, 29].

As caspases sdo uma familia de proteases envolvidas em ambas as vias do processo
apoptdtico (via extrinseca e via intrinseca) [29-31]. Inicialmente sado produzidas como uma forma
inativa, as pro-caspases monomeéricas que requerem dimerizacao e clivagem para ativacao e
dividem-se em 2 grandes grupos, as caspases pro-apoptoticas (caspase-3, -6, -7, -8, -9), e as
caspases pro-inflamatérias (caspase-1, -4, -5, -12). As caspases pro-apoptoticas foram
subclassificadas tendo em conta o seu mecanismo de acdo dando origem a 2 subgrupos, as
caspases iniciadoras (caspase -8 e -9) e as caspases executoras (caspase -3, -6, e -7). As caspases
iniciadoras ativam as caspases executoras que, posteriormente coordenam as suas atividades no
sentido de degradar ou ativar proteinas estruturais chave. Uma vez ativada, uma caspase
executora pode clivar e ativar outras caspases executoras, levando a uma acelerada ativacdo da

cascata de morte [31].
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Como referido anteriormente, a apoptose ocorre por 2 vias diferentes. A via extrinseca é
desencadeada por sinais extracelulares sob a forma de ligandos que se ligam a recetores de morte,
membros do fator de necrose tumoral (TNF) [29-31]. A ligacdo do ligando ao recetor de morte,
com a ajuda das proteinas adaptadoras (FADD, TRADD), leva a associacao a pro-caspase-8 através
da dimerizacao do dominio efetor de morte. Neste ponto, forma-se um complexo de sinalizacao
de inducdo de morte (DISC) que resulta na ativacdo autocatalitica da pro-caspase-8, e
subsequentemente da caspase-8, iniciando o processo apoptético por consequente ativacao das
caspases executoras [30, 31]. Contudo, o recetor de morte que medeia a apoptose pode ser
inibido por uma proteina denominada c-FLIP que ira ligar-se a proteina adaptadora FADD e a

caspase-8, tornando-as ineficazes [29, 32].

A via intrinseca ou mitocondrial é ativada em resposta a sinais extracelulares e
intracelulares, tais como danos no DNA, privacdo do fator de crescimento, perturbacdes no
citoesqueleto, entre outros. Nesta via, a ativacdo das caspases esta intimamente ligada a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa [29, 32]. Na presenca de um estimulo
externo, as proteinas da familia Bcl-2, os principais reguladores desta via, induzem a libertacao do
citocromo ¢ da mitocondria, que forma um complexo com a Apaf-1, o apoptossoma, que cliva a

pro-caspase 9 e conduz a apoptose [29, 31, 33].

No final, ambas as vias convergem na ativacdo das caspases executoras-3, -6 e -7 que
podem ser inibidas pelas IAPs (proteinas inibidoras da apoptose). Contudo a mitocondria liberta a
proteina Smac/DIABLO que inibe as IAPs, permitindo assim a correta ativacdo das caspases

executoras e consequentemente a apoptose [29, 32, 33].

Além das caspases, também a proteina supressora tumoral p53 possui um papel muito
importante na apoptose, podendo intervir em ambas as vias apoptoticas, ativando-as [34]. Na via
extrinseca, a pb3 ativa a inducao de genes que codificam para os recetores de morte e 0s seus
ligandos, induzindo assim apoptose [2]. Na via intrinseca, aumenta a expressao das proteinas pro-
apoptoticas da familia Bcl-2 (Bax, Noxas, Puma, Bid), que subsequentemente aumentam a

permeabilizacdo da membrana da mitocondria libertando o citocromo ¢ [35].

A proteina Bid distingue-se das outras proteinas da familia Bcl-2 pela sua capacidade de

ligar a ativacao dos recetores de morte (via extrinseca) a ativacdo dos processos mitocondriais (via
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intrinseca). Esta proteina ¢ ativada pela caspase-8, insere-se na membrana da mitocondria e ativa
a proteina Bax, iniciando os eventos mitocondriais que conduzem a formacao do apoptossoma. A
P53 nao so6 intervem em cada uma das vias apoptoticas, como parece promover a convergéncia
de ambas através da proteina Bid [2]. Além destes genes alvo, a pb53 também induz diretamente

a expressao da caspase-6 em resposta ao DNA danificado [2].

A inativacao da via das caspases e/ou p53 esta envolvida no desenvolvimento de tumores
e na resisténcia a terapia [28, 31]. A figura 1.2 representa o processo apoptotico pela via

extrinseca e intrinseca, assim como o envolvimento da p53 em ambas as vias.

Via . FAS-L

) TRAIL
extrinseca

Apoptossoma

Apaf-1 9 Mitochondria 4 Bax

Caspase-9 | 7

N Via
& % q v
Caspase-3 /\ intrinseca
9 Caspase-6
9 Caspase-7
Apoptose

Figura 1.2. Inducéo de apoptose pela via extrinseca e intrinseca. Influéncia da proteina p53 na regulacao
de ambas as vias. A vermelho encontram-se 0s genes cuja expressao transcripcional é regulada pela
proteina p53. (Adaptado de [2]).
Algumas lectinas pertencentes a diferentes familias tém a capacidade de induzir a apoptose
em diferentes células tumorais e por diferentes vias. Como exemplos sdo as lectinas, PCL
(Polygonatum cyrtonema lectin) e POL (Polygonatum odoratum lectin) pertencentes a familia de

lectinas relacionadas com a GNA, ML-| (Mistlefoe lectin |) e Ricin, pertencentes a familia da Ricin-

Be ConA (Concavalina A) pertencente ao grupo das lectinas com dominio das leguminosas [6].
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A lectina PCL induz apoptose através da regulacao das proteinas da familia da Bcl-2, que
alteram o potencial da membrana mitocondrial, provocando a libertacdo do citocromo ¢,
subsequente ativacao das caspases € acumulacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativando
as proteinas p38 e pb3 [1, 6]. A lectina ML+l induz a apoptose de forma semelhante, contudo

neste mecanismo de inducdo de apoptose nao ha ativacdo da p53 [1, 6].

A lectina POL induz apoptose pelas vias intrinseca e extrinseca, dependente das caspases.
Pela via extrinseca, atua aumentando os niveis Fas ligando (FasL), levando a subsequente ativacao
da caspase-8. Pela via intrinseca, altera o potencial da membrana mitocondrial, libertando o
citocromo c¢ e subsequente ativacao das caspases executoras, tal como a lectina ConA [1, 6]. A
lectina Aicin induz a apoptose através da regulacdo da caspase-8, sendo assim uma lectina

indutora de apoptose pela via extrinseca [1, 6].

1.2.  Producéo de lectinas em sistemas de expressdo recombinantes

A extracdo de lectinas das suas fontes naturais tem varios inconvenientes; € um processo
demorado, exige uma grande quantidade de biomassa e os rendimentos sao baixos. Além disso,
existe o problema de muitas lectinas serem um mistura de isoformas que podem possuir diferentes
afinidades e/ou especificidades de ligacdo, resultando em atividades bioldgicas distintas e originar
uma variabilidade de resultados indesejavel quando usadas como ferramentas biomédicas [5].

Assim, a producao heterologa de lectinas, usando a tecnologia de DNA recombinante em
diferentes sistemas de expressao microbianos e nao-microbianos, podem amenizar esses
potenciais problemas. Esta estratégia permite a producao de lectinas com niveis mais elevados de
pureza € uma sequéncia de aminoacidos definida, permitindo assim um maior controlo das

propriedades finais [5].

O sistema de expressao microbiano de primeira escolha para expressar lectinas
recombinantes de diversos organismos e, especialmente de plantas, é a bactéria £. co/j, seguida
da levedura P. pastoris [5, 36]. £. colipossui inimeras vantagens, como simplicidade do processo,
contudo o seu uso esta limitado devido aos problemas associados a falta de modificacdes pos-

traducao [b, 36, 37]. A levedura P. pastoris € um eucariota simples, e, portanto, capaz de
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modificacdes pods-traducdo, embora em muitos casos tenha um padrdo de glicosilacdo néo

otimizado [36].

A bactéria £. coli como sistema de expressao apresenta inimeras vantagens como taxa
de crescimento rapido, genética simples que permite uma modificacao rapida e precisa do seu
genoma, rapida expressao, facilidade de cultivo, elevada producdo e baixo custo [5, 37]. Neste
sistema, a expressao no citoplasma é o método mais simples e com rendimentos mais altos e,
portanto, o mais frequentemente usado. No entanto, a sobre-expressao de proteinas heterologas
pode ter um efeito citotoxico levando a formacao de corpos de inclusao (ocorrendo em 90% dos

casos de expressao de lectinas) [5], sendo estes frequentemente inativos e insoltveis [36, 37].

Contudo, o uso de £. colicomo sistema de expressao esta limitado devido aos problemas
associados ao correto enrolamento da proteina e a falta de modificacées pos-traducdo como a
glicosilacao ou a formacao de pontes dissulfureto, ndo deixando de ser um excelente sistema de
expressao para producao de lectinas recombinantes nao-glicosiladas [5, 36, 37]. Sao exemplos de

lectinas produzidas neste sistema de expressao, jacalina, PCL, Aviscumine e AAL [5].

As leveduras sao mais adequadas do que as bactérias para a expressao de lectinas a partir
de eucariotas, sendo escolhidas por superararem os baixos rendimentos de lectinas sollveis
expressas em bactérias, ou devido a facilidade de modificacdes pos-traducdo, tais como a
glicosilacao ou o correto enrolamento das proteinas. As leveduras utilizadas para a expressao e
producéo de lectinas recombinantes incluem Saccharomyces cerevisiae e P. pastoris, sendo a
ultima a mais amplamente utilizada por oferecer uma maior capacidade de producao e,
especialmente, de secrecao [5, 36, 37]. Este sistema de expressao tem-se tornado atrativo por
combinar as vantagens dos sistemas de expressao procariotas e eucariotas [5], além de as células
crescerem rapidamente a altas densidades celulares, o nivel de expressao do produto pode ser

regulado por simples manipulacao do meio [36, 37].

P. pastoris € uma levedura metilotrdfica, ou seja, tem a capacidade de utilizar o metanol
como a Uunica fonte de carbono e energia [36, 37] e é de simples manipulacdo tal como as
bactérias [5]. Outra vantagem reside no facto de as proteinas poderem ser expressas a niveis
elevados e segregadas para 0 meio de crescimento, o que facilita a purificacao, devido as baixas

quantidades de proteinas secretadas pelo hospedeiro [, 37]. A secrecao para 0 meio de

10
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crescimento requer a presenca de uma sequéncia de sinal na proteina expressa para destina-la

para as vias secretoras, sendo a mais usada o a-7acforde S. cerevisiae [5].

O sistema baseado no promotor AOXI é o mais usado para expressao de proteinas em P,
pastoris. Neste sistema é geralmente usado o glicerol para aumentar a biomassa, a que segue
uma cultura de inducdo com metanol, onde o promotor AOXI regula a expressdo de proteinas

recombinantes a altos niveis [5, 37].

Outra caracteristica importante desta levedura é a sua capacidade de realizar modificacdes
pos-traducdo, como a formacdo de pontes de dissulfureto, o processamento proteolitico e a
glicosilacdo, especialmente relevante na producédo de produtos farmacéuticos, a fim de serem
biologicamente ativos. No entanto, o padrao de glicosilacdo consiste em varios residuos de manose
que diferem significativamente da glicosilacdo dos eucariotas superiores, e o alto contetido em
manose pode alterar (reduzir) a atividade e até a estabilidade da proteina [36, 38]. Sao exemplos
de lectinas produzidas em P. pastoris, a frutalina, a PHA (Phytohemaggiutinini), a AAL, entre outras
[5].

Tabela 1.1. Vantagens e desvantagens de £. colie P. pastoris como sistemas de expressao [5, 37,

39].

Sistema de expressao Vantagens Desvantagens
E. coli - Rapida expressao e de baixo - Proteinas com  pontes
custo dissulfureto dificeis de expressar

P. pastoris

- Rendimentos elevados

- Facilidade de cultura e de
modificacdes no genoma

- Indicado para a producao de
lectinas que nao necessitam de
modificacoes pos-traducao

- Rendimentos moderados

- Estirpes de producao estavel

- Crescimento de alta densidade
- Alta produtividade

- Rapido crescimento em meios
quimicamente definidos

- Processamento do produto
semelhante a células de
mamiferos

- Pode auxiliar o re-enrolamento
de proteinas

- Pode glicosilar proteinas

- Producao de proteinas nao
glicosiladas

- Proteinas produzidas com
endotoxinas

- Proteinas produzidas como
corpos de inclusao

- Dificil producéo de proteinas de
membrana

- Modificagcbes pos-traducao
baixas

- Condicdes de cultura podem
requerer otimizacao

- Re-enrolamento pode ser
necessario

- Glicosilacdo com elevado teor
em manose

11
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1.3. Producdo e aplicacdo de frutalina recombinante

Considerando as potenciais aplicacoes biomédicas da frutalina, &€ muito importante
desenvolver uma estratégia para melhorar a sua producao [10]. Para isso, a frutalina foi produzida
quer em £. coli quer em P. pastoris, para producado de frutalina nao-glicosilada e glicosilada,

respetivamente [10, 16].

1.3.1. Producdo em E. colie P. pastoris

Diferentes estratégias foram levadas a cabo para a producéo de frutalina recombinante
em £. coli sem parceiro de fusdo, no entanto estas resultaram na producao de frutalina
predominantemente sob a forma de proteina insoluvel. Ainda assim, foi possivel purificar e
caraterizar a frutalina recombinante a partir da fracao soltvel dos extratos de £. cofi Esta proteina
migrou em géis SDS-PAGE como uma unica banda com 17 kDa, indicando que nao ocorreu a
excisao do /inker. Além disso, apresentou atividade hemaglutinante (HA) em eritrécitos de coelho,
apesar de ser necessario mais tempo para esta atividade ocorrer em relacao a frutalina nativa. Ou
seja, a HA ndo é estritamente dependente da clivagem do /inker [13]. Em ensaios de inibicdo de

HA a frutalina produzida demonstrou especificidade por galactose [10].

Tendo em conta os baixos rendimentos de producdo, foi de seguida usada a tecnologia de
proteinas de fusdo, de modo a aumentar o rendimento, a solubilidade, o enrolamento e a facilitar
a purificacao. Esta tecnologia permitiu aumentar os rendimentos da gama dos ug para mg de
proteina ativa por litro de cultura de £. coli ao mesmo tempo que simplificou o processo de

producao e purificacao [40].

Relativamente a posicao dos #ags de fusdo o N-terminal parece ser uma boa opcao para
a expressao da frutalina, uma vez que vai permitir que o parceiro de fusdo seja traduzido em

primeiro lugar, proporcionando o enrolamento correto [41].

A introducéo do fagde fusao Fh8 (uma pequena proteina de 8 kDa de Fasciola hepatica),
permite aumentar a solubilidade, e o seu baixo peso molecular da-lhe uma vantagem sobre fags
maiores, oferecendo uma avaliacdo mais confidvel da solubilidade da frutalina quando expressa

como uma proteina de fusdo [41]. Contudo, o fagpodera ter influéncia nas propriedades funcionais

12



Capitulo 1 | Introducao

da frutalina, sendo necessaria a sua remocao, geralmente feita em locais de clivagem especificos
incluidos entre o fggde fusao e a proteina-alvo. No caso da insercao do 7ag Fh8 na frutalina, este
pode ser retirado com sucesso através da clivagem com a protease TEV (Tobacco Etch Virus),
dando origem a frutalina clivada da EcrFh8FTL, a EcrCFTL [41]. Neste caso, verificou-se que o
Fh8 aumentou a estabilidade e n&o interferiu com a HA nem com a estrutura de ambas as versoes

de frutalina (EcrFh8FTL e EcrCFTL) [42].

De modo a facilitar a purificacdo o fag Hiss, um péptido de 6 histidinas, pode ser
geneticamente fundido a frutalina, tanto no N-terminal como no C-terminal, permitindo a sua
purificacao por cromatografia de afinidade ao niquel (IMAC-Ni) [40, 41]. Este fagé um dos fags
de purificacdo mais usados e apresenta varias vantagens, entre elas, € pequeno € a sua carga
raramente interfere com a funcao e a estrutura da proteina, pode ser usado sob condicdes nativas
ou desnaturantes e as proteinas alvo podem ser eluidas sob condices suaves, por competicao

com imidazole ou decréscimo no pH [40].

Porém, a frutalina produzida em £. coli é nao glicosilada e a auséncia de glicanos podem
afetar as propriedades funcionais da frutalina, uma vez que a frutalina nativa € uma proteina
parcialmente glicosilada. Para contornar esta questdo a frutalina foi produzida num organismo
capaz de conferir glicosilacdo, nomeadamente a levedura P. pastoris. O gene da frutalina foi
otimizado e integrado no genoma de P. pastoris em fusdo com o C-terminal do a-factor, para

producao de frutalina extracelular, e sob o controlo do promotor indutivel por metanol AOXI [16].

Como observado em £. coli; o linkertambém néao foi clivado em P. pastoris, o que sugere
que este processamento é especifico de eucariotas superiores, além disso a sequéncia do a-factor
ndo foi totalmente removida resultando numa repeticdo Glu-Ala na extremidade N-terminal,

provocando um decréscimo de pl de 8 para 5 [16].

Como esperado a frutalina expressa em P. pastoris foi glicosilada, uma vez que a sua
sequéncia de aminoacidos tem um potencial local de glicosilacdo (a-Asn74), e por essa mesma
razao o seu peso molecular tem mais 2,8 kDa que a frutalina expressa em £. co/i[20]. Ao contrario
da frutalina nativa, a frutalina glicosilada nao aglutina eritrocitos de coelho, apesar de também

possuir estrutura tetramérica [16], o que sugere que o padrao de glicosilacdo da frutalina expressa
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em P. pastoris inibe a HA [3]. Contudo é necessario ter em atencao que a isoforma clonada em

E. colinao é a mesma que a clonada em P. pastoris, apesar de terem 93% de identidade [13].

Relativamente a afinidade de ligacdo a hidratos de carbono, a frutalina recombinante
glicosilada mostrou especificidade por Me-o—galactose e uma afinidade menor por este acucar do

que a frutalina nativa [13].

1.3.2. Purificagao de frutalina recombinante

O processo de purificacao € um passo critico no desenvolvimento comercial de produtos
biotecnologicos, sendo esta a etapa mais dispendiosa da estratégia de producao de uma proteina
recombinante [43]. Ao projetar uma estratégia de purificacdo, deve-se considerar o objetivo final
da proteina-alvo a ser purificada. No caso de proteinas recombinantes, mais concretamente
lectinas, para aplicacoes biomédicas é requerido um grau de pureza de nivel elevado podendo

desse modo, ser necessario varios passos de purificacao subsequentes [40].

As metodologias de purificacdo permitem separar de acordo com as diferencas entre as
propriedades da proteina a ser purificada (a proteina-alvo - frutalina), e as propriedades de outras
substancias presentes na amostra[40, 44]. Algumas dessas propriedades sdo o tamanho, a
hidrofobicidade e a ligacdo a ides metalicos, sendo as metodologias usadas, a cromatografia de
exclusdo molecular (SEC), a cromatografia de interacdo hidrofobica (HIC) e a cromatografia de

afinidade a ido metalico (IMAC), respetivamente [40, 44].

A cromatografia de exclusdo molecular (SEC) permite separar proteinas com diferentes
tamanhos moleculares sob condicdes suaves. Contudo esta metodologia resulta geralmente numa
diluicdo da amostra. De modo a aumentar o rendimento, a amostra podera ser previamente
concentrada, porém o volume carregado na coluna devera ser mantido pequeno (0,5% a 2% do
volume total da coluna), tal como o fluxo devera ser mantido baixo para obter uma maxima
resolucao. A eluicao é feita num tampao Unico e sem gradiente, este tampao é selecionado de
acordo com o tipo de amostra, de modo a manter a atividade da proteina-alvo, que no caso da
frutalina devera ser PBS com pH 7,4, contudo existem versoes de frutalina em que o pH tem de

ser alterado [40, 44]. Adicionalmente esta metodologia permite a determinacao do peso molecular
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correspondente [44], tendo sido j& usada em trabalhos anteriores para a purificacao de frutalina

recombinante [10, 16, 45].

A cromatografia de interacdo hidrofdbica (HIC) separa as proteinas de acordo com as
diferencas na sua hidrofobicidade de superficie, utilizando uma interacdo reversivel entre as
regides ndo polares na superficie destas proteinas e os ligandos hidrofébicos imobilizados no meio
de cromatografia. As proteinas sdo separadas de acordo com as diferencas na quantidade de
aminoacidos hidrofobicos expostos. Inicialmente € usada uma elevada concentracao de sal de
modo a alterar a conformacao das proteinas e a expor os residuos hidrofébicos e, assim, ligar-se
ao meio. Para realizar a eluicdo sao feitas alteracdes no tampao com um decréscimo continuo ou
gradual na concentracdo de sal, de modo a que as proteinas ligadas sejam eluidas de forma

diferenciada [40, 44].

A interacdo entre as proteinas hidrofébicas e o meio de HIC é significativamente
influenciado por varios parametros tais como; o tipo e concentracdao de sal, uma concentracao
elevada de sal melhora a interacao, enquanto uma diminuicdo da concentracao de sal enfraquece
a interacao; o pH, um aumento do pH enfraquece a interacao hidrofébica e uma diminuicdo do
pH pode resultar num aumento das interacdes hidrofdbicas; a temperatura, o aumento da
temperatura melhora a retencédo de proteina; entre outros [40]. Esta metodologia de purificacédo
foi também usada em proteinas contendo o fagde solubilidade Fh8, inclusive para uma versao de

frutalina recombinante contendo este 7ag[46)].

Além da purificacao de proteinas, a metodologia HIC oferece varias potencialidades, sendo
descrita como uma das estratégias mais utilizadas para a remocédo de endotoxinas e para o

reenrolamento de proteinas [40].

Outra metodologia de cromatografia usada para a purificacao de frutalina recombinante é
a cromatografia de afinidade, este método de purificacdo separa as proteinas por meio de uma
interacao reversivel entre a proteina-alvo (frutalina) e um ligando especifico ligado a uma matriz
cromatografica. A interacao pode ser realizada por meio de um anticorpo (interacao bioespecifica),
ou por meio de um ido metalico imobilizado (interacdo nao-bioespecifica) ou substancia corante.
Um exemplo de cromatografia de afinidade nédo-bioespecifica é IMAC, baseado na interacédo de

proteinas com residuos de histidina (ou triptofano e Cys) na sua superficie com ides de metalicos
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bivalentes (por exemplo, Ni**, Cu*, Zn*', Co*) [40, 44]. Esta metodologia de purificacdo foi
também usada para a purificacao de outras lectinas como PCL, HPA e AAL, bem como para a

purificacao de frutalina recombinante expressa em £. coli contendo o fag Hisg [23, 25, 41, 47].

Esta metodologia geralmente oferece alta seletividade e resolucdo. A amostra é primeiro
ligada ao ligando usando as condicdes favoraveis a ligacdo. Em seguida, o material ndo ligado é
retirado por lavagem da coluna e a eluicdo da proteina pura é conseguida usando um ligando
competitivo (imidazole no caso de IMAC-Ni) ou por alteracdo do pH, forca ionica ou polaridade.
Esta estratégia de purificacdo pode beneficiar da utilizacao da tecnologia de DNA recombinante,
para fundir o marcador de afinidade com a proteina de interesse, durante a clonagem [40].
Geralmente as proteinas marcadas com histidina tm uma grande afinidade devido & quantidade

de residuos que possuem, 6 a 10 [40].

1.3.3. Aplicacdes biomédicas

A frutalina recombinante desempenha um papel importante em aplicacdes biomédicas, e
por essa razao foram realizados estudos com a frutalina recombinante expressa em P. pastoris,
de modo a avaliar a sua atividade como biomarcador tumoral e como uma lectina capaz de induzir

a apoptose, por comparacao com a frutalina nativa [17, 20].

De modo a verificar a sua potencialidade como biomarcador tumoral, foram realizados
ensaios de imunohistoquimica em tecidos humanos da prostata, e foi possivel verificar que a
frutalina nativa se liga a todas as células apesar da sua ligacao ser mais forte a células neoplasicas
do que a células hiperplasicas. Por outro lado, a frutalina recombinante foi mais especifica pois
apenas se ligou a células neoplasicas, apesar de nao reconhecer todos o0s casos de neoplasia
estudados [17]. Esta diferenca no reconhecimento de células talvez seja devido a diferenca
existente na afinidade de ligacao a acucares entre a frutalina nativa e a frutalina recombinante
[16]. Ou seja, este estudo permitiu concluir que a frutalina recombinante tem um maior potencial

como biomarcador tumoral do que a frutalina nativa [17].

Em ensaios /n vitro, a frutalina recombinante de P. pastoris mostrou ter uma forte atividade
citotéxica na proliferacdo de células Hela, induzindo a morte celular por apoptose [20]. Este efeito

foi irreversivel e dependente do tempo e da dose (Gls, ® 100 pg/mL = 5,85 uM). Resultados
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idénticos foram obtidos com a frutalina nativa no mesmo estudo. Isto significa que a acdo da
frutalina em células tumorais nao é exclusivamente dependente das propriedades de ligacao a
hidratos de carbono. Neste estudo foi também possivel concluir que a frutalina nativa e a

recombinante mostraram ter atividade de migracéo nuclear em células Hela [20].

Mais recentemente foi realizado um estudo com a frutalina recombinante produzida em
P. pastoris, de modo a elucidar qual o mecanismo de inducdo de apoptose. Para isso foram
realizados ensaios em levedura com as principais proteinas envolvidas no mecanismo de
apoptose, as caspases executoras e a familia da p53, bem como ensaios em linhas celulares do
adenocarcinoma do célon, HCT 116, uma delas contendo a forma nativa da p53, HCT 116 p53™*,
e a sua derivada isogénica em que o gene p53 foi silenciado, HCT 116 p53”". Os resultados obtidos

sugerem que a frutalina induz apoptose numa via dependente de caspases e independente da p53

[46].

1.4. Objetivos deste trabalho

Em estudos anteriores a frutalina recombinante produzida em F. pastoris e purificada por
SEC mostrou ter um potente efeito citotoxico em células do cancro do colon do utero (Hela) e na
linha celular do adenocarcinoma do colén, HCT 116, sendo este efeito devido a inducdo de morte
celular por apoptose por uma via dependente das caspases e independente da p53 [20, 46].No
entanto a purificacdo por SEC limita a aplicacdo da frutalina recombinante uma vez que é um
processo demorado e resulta em amostras muito diluidas, pelo que metodologias alternativas a

sua purificacao sdo necessarias.

A frutalina foi também produzida em £. colirecorrendo a tecnologia de proteinas de fusao,
nomeadamente ao 3g de solubilidade Fh8, numa tentativa de optimizar o processo de producéo
e purificacdo de frutalina recombinante, porém esta nao inibiu a proliferacao da linha celular HCT
116 [46]. Este resultado pode ser atribuido a presenca do parceiro de fusdo (Fh8) ou a auséncia

da glicosilacao uma vez que a frutalina recombinante de £. pastoris é glicosilada.

Para elucidar a importancia da glicosilacdo, foi avaliada a atividade citotoxica de duas
amostras de frutalina recombinante contendo diferentes graus de glicosilacao, produzidas em £.

pastoris e purificadas por HIC. Ambas as amostras foram obtidas por casualidade numa tentativa
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de otimizacéo do processo de purificacdo. A amostra enriquecida na fracdo glicosilada mostrou
ter efeito na inibicao da proliferacao celular, apesar de ter sido menor do que o da frutalina
recombinante produzida em P. pastoris e purificada por SEC, enquanto a amostra desfavorecida
na fracao glicosilada nao teve efeito anti-proliferativo na linha celular HCT 116 [46]. Estes
resultados sugeriram que a glicosilacao possa ser essencial para a atividade citotoxica da frutalina

mas necessitam de ser confirmados uma vez que um unico ensaio foi realizado.

De modo a elucidar os resultados obtidos anteriormente, o objetivo principal deste trabalho
foi avaliar o efeito citotdxico de outras versdes de frutalina recombinante produzidas em £. coli e
de versdes produzidas em F. pastoris e purificadas por diferentes metodologias. Os objetivos

especificos incluiram:

(1) Clonagem e producdo de frutalina em P£. pastoris contendo o Zag Hiss no C-terminal e

estudo do seu efeito na proliferacao de linhas tumorais humanas (HCT 116);

(2) Estudo de novas metodologias de purificacao de frutalina recombinante produzida em

P. pastoris (HIC e IMAC),

(3) Estudo do efeito de diferentes versdes de frutalina recombinante produzida em £. coli

(EcrHisgFTL e EcrCFTL) na proliferacdo de linhas tumorais humanas;

(4) Caraterizacdo da estabilidade de diferentes versdes de frutalina recombinante no que

respeita a sua estrutura e atividade hemaglutinante.
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2.1.Esterilizacdo de materiais, solu¢des e meios de cultura

Os materiais, solucdes e meios de cultura termorresistentes foram esterilizados por calor
humido em autoclave a 121°C durante 20 min e a pressao de 1 bar. Para solugdes termolabeis
0 método de esterilizacdo usado foi a filtracdo com filtros estéreis de 0,2 um e para materiais
termolabeis 0 método usado foi a exposicao a radiacao ultravioleta com comprimento de onda de

254 nm durante 20 min.

2.2. Estirpes e vetores

Neste trabalho foi usada a estirpe £scherichia coliNZba (NZYTech) e 3 estirpes de Pichia
Pastoris. P. pastoris KM71H; P. pastoris KM71H/pPICZaA/frutalina recombinante [16], e P.

pastoris KM71H/pPICZaA/frutalina recombinante+Hisg (construida neste trabalho).

Foi também utilizado o vetor pPICZaA (/nvitrogen), para construir uma das estirpes

usadas, a P. pastoris KM71H/pPICZaA/frutalina recombinante+Hise.

2.3. Proteinas

Neste trabalho foi usada a frutalina nativa e 7 versdes de frutalina recombinante, 3 dessas
versdes foram produzidas em £. cofi, EcrHisgFTL, EcrFh8FTL e EcrCFTL, e as restantes 4 versdes
foram produzidas em P. pastoris, PprFTL-SEC A; PprFTL-SEC B; PprFTL-HIC A; PprFTL-HIC B e
PprFTLHise. As versdes de frutalina produzidas em £. coli e a versdo PprFTL-SEC A foram
produzidas e purificadas em trabalhos anteriores [42]. A PprFTL-SEC A e a PprFTL-SEC B diferem
uma da outra no tempo de armazenamento e no investigador que a produziu, a A esteve
armazenada a -20°C durante 6 meses e foi produzida num trabalho anterior, a B apenas esteve
armazenada 1 més e foi produzida neste trabalho. Relativamente & PprFTL-HIC A e PprFTL-HIC B
a diferenca reside na glicosilacao, a A € enriquecida na fracao glicosilada e a B desfavorecida nesta

fracao.

Na tabela 2.1 encontram-se algumas das carateristicas das versdes usadas. Estas
carateristicas foram calculadas tendo por base as sequéncias de aminoacidos de cada versao de

frutalina recombinante (anexo 1) recorrendo a ferramenta ProtParam do software online ExPASY.
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Tabela 2.1. Carateristicas da frutalina nativa e de diferentes versdes de frutalina recombinante

Metodologia de Abs
Nomenclatura Sistema de purificagao N° Peso molecular pl Coeficiente 0,1%
das frutalinas expressao aminodcidos (kDa) tedrico  de extingdo
(=1g/L)
Galatomanana
FTL nativa Fruta-pao reticulada de A. 153 16,7 8,75 24410 1,46
pavonina
EcrHis¢FTL* IMAC-Ni 186 20,5 7,10 27390 1,34
EcrFh8FTL** E. colf IMAC-Ni 247 27,2 7,16 25900 0,95
EcrCFTL*** IMAC-Ni 162 17,5 8,75 24410 1,40
PprFTL-SEC SEC 163 17,8 5,35 27390 1,54
PprFTL-HIC P. pastoris HIC 163 17,8 5,35 27390 1,54
PprFTLHise* IMAC-Ni 165 18,2 7,30 27390 1,51

*Hise- 7agde purificacdo de 6 histidinas
**Fh8- Tagde solubilidade (Fasciola hepatica com 8kDa)
***C- clivagem com a protease TEV (7obacco Etch Virus) de Fh8FTL

2.4.Condicoes de armazenamento de bactérias e leveduras

As culturas de bactérias e leveduras foram armazenadas por um periodo maximo de 2

semanas a 4°C em placas de agar invertidas com os meios de crescimento LB ou YPD e seladas

com parafilme. Para as bactérias foi usado o meio LB e para as leveduras o meio YPD. Além disso,

para armazenar a nova estirpe construida foram feitos sfocks permanentes com o meio de

crescimento, LB ou YPD dependendo da estirpe em causa, suplementado com 30% de glicerol e

armazenados a -80°C por tempo indeterminado.

LB
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1% (p/v) Triptona
1% (p/v) NaCl
0,5% (p/v) YE

2% (p/v) Agar

pH 7,5 ajustado com NaOH 10N
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YPD 2% (p/Vv) Glucose
2% (p/v) Peptona
1% (p/v) YE
2% (p/v) Agar

2.5.Condicdes de armazenamento de DNA

As solucdes de DNA foram armazenadas a -20°C em tampao EB ou em agua ultrapura

(uH,0) estéril.

EB 10 mM Tris

pH 8,5 ajustado com HCI

2.6.Construcao da estirpe P. pastoris KM71H/pPICZaA/frutalina recombinante+Hiss
2.6.1. Extracdo de DNA plasmidico

2.6.1.1.Preparacao das células

A estirpe de £. colicom o vector pPICZaA foi colocada a crescer em 10 mL de LB /fow salt
com 25 pg/mL de Zeocina™ (/nvitrogen) a 37°C e 200 rpm durante a noite para posterior

isolamento do DNA plasmidico.

LB /ow salt 1% (p/v) Triptona
0,5% (p/v) NaCl
0,5% (p/v) YE

pH 7,5 ajustado com NaOH 10N

2.6.1.2.Método de extracdo

De modo a obter grandes quantidades de DNA plasmidico com elevada pureza foi usado
o kit GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma). O protocolo foi realizado de acordo com as
instrucdes do fabricante, a excecdo do passo de eluicdo onde foi diminuida a quantidade de

tampéao EB de 100 uL para 50 L, de modo a obter uma concentracao mais elevada de DNA.
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2.6.2. Amplificacdo de fragmentos de DNA por PCR

A amplificacdo de DNA por PCR foi realizada com 2 enzimas diferentes. A amplificacdo
dos fragmentos de sub-clonagem foi realizada com a Vent, DNA polymerase (NEB), enquanto a

técnica de PCR de colonia foi realizada com a NZY7aqg DNA polymerase (NZYTech).

2.6.2.1. Amplificacdo de gFTL

O gFTL foi amplificado por PCR com a Vent, DNA polymerase e com os primers da tabela
2.2 a partir do DNA molde de P. pastoris KM71H/pPICZaA/ frutalina recombinante [16]. Com a
finalidade de colocar o fagHisg e assim obter gFTLHiss. A mistura de reacao foi feita com 6 L de
vetor KM71H/pPICZaA/frutalina recombinante (DNA molde), 1 uL de cada primera 25 uM, 1,5
uL de dNTPs (N2YTech) a 10 mM, 1 uL de MgSO, (VEB) a 100 mM, 5 uL de tampao 10x (VEB)
e 34 uL de uH,0 de modo a perfazer o volume final de 50 pL. A amplificacdo do gene foi realizada,
com um passo de desnaturacao inicial a 95°C durante 2 min, seguido de 35 ciclos de 45 s de
desnaturacao a 95°C, 45 s de emparelhamento a 55°C e 1 min de extensado a 72°C, e com uma

extensao final de 10 min a 72°C.

Tabela 2.2. Primers utilizados

Primers Sequéncia Tm (°C)
o_Hisfag Kpnl_RV 5'- GGGGTACCTCAATGATGATGATGATGATGCAAAGACAAGTACATGGAG -3’ 65,7
B_FW 5'- CTCGAATTCAATCAACAATCTGG -3’ 52,2

2.6.2.2.PCR de colénia

A técnica de PCR de colonia foi usada para verificar a correta insercao e orientacao do
fragmento de interesse no plasmideo e no genoma de P. pastoris. Nesta técnica foi usada a ponta
de um palito estéril para adicionar a parte inferior de um tubo de PCR uma pequena quantidade
de cada coldnia de células. De seguida, os tubos foram levados ao micro-ondas em 2 ciclos de 45
s a 900 W e imediatamente colocados em gelo. A mistura de reacao foi preparada, por coldnia,
com 2 uL de tampao 10x, 0,6 uL de dNTPs (AM2Y7ech) a 10 mM, 0,8 uL de MgCl, (MZYTech) a
150 mM, 0,4 uL de cada primera 25 uM (tabela 2.2), 0,4 uL de N2YTag DNA polymerasee 15,4
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uL de uH,0 de modo a perfazer o volume final de 20 pL. Além disso, foi incluido um controlo
negativo apenas com a mistura de reacao, e um controlo positivo com o DNA molde e a mistura
de reacao. A amplificacao foi realizada de igual modo ao usado na amplificacao com a Vent, DNA

polymerase.

2.6.3. Quantificacdo de DNA

A quantificacdo de DNA foi realizada usando o Nanodrop 1000 que mede a absorvancia a
260 nm e converte-a automaticamente em valores de concentracdo em ng/uL. Além da
concentracao, o Nanodrop também permite determinar a pureza da amostra. Esta é dada pela
razao entre a absorvancia a 260 nm e a 280 nm. Um valor de 1,8 é geralmente aceite como
indicativo de uma amostra pura, valores mais baixos podem indicar a presenca de proteina, fenol
ou outros contaminantes. Uma segunda medida da pureza, é a razao entre a absorvancia a 260
e 230 nm, a qual deve estar no intervalo de 1,8-2,2. Uma proporcao significativamente menor

pode indicar a presenca de contaminantes, como proteinas e fenol.

2.6.4. Eletroforese de DNA

A analise dos fragmentos de DNA foi realizada por eletroforese em gel de agarose.

2.6.4.1.Gel de agarose

Aos géis foi adicionado Green Safe Premium (NZYTech) para marcar o DNA e a cada
amostra foi adicionado o corante Loading Dye 1x que permitiu a monitorizacdo da corrida e
aumentar a densidade das amostras, tornando-as mais densas do que o tampao de corrida e
permitindo-lhes assim, penetrar no poco. A corrida eletroforética foi realizada entre 70 e 100V em
tampao TAE 1x, até que o corante migrasse 2/3 do comprimento total do gel. No final, os géis
foram visualizados e fotografados no aparelho Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+Imaging System

(Bio-Raad) e analisados no software Image Lab 4.0.

Gel de agarose 1% (p/v) agarose dissolvida em Tampao TAE 1X

0,006% (v/v) Green Safe Premium
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Tampao TAE 50x 2M Tris
50 mM EDTA

pH 8,0 ajustado com &cido acético

Loadling dye 5x 25% (v/v) Glicerol
20 mM EDTA

0,25% (p/v) Azul de bromofenol

2.6.4.2. Marcador de pesos moleculares - DNA

O marcador de peso molecular usado nos géis de agarose foi o NZYDNA Ladder Il

(NMzYTech). O peso molecular de cada banda esta apresentado na tabela 2.3.

Tabela 2.3. Pesos moleculares das bandas do marcador NZYDNA Ladder Il

Banda Peso molecular (pb)

1 10000
2 7500
3 6000
4 5000
5 4000
6 3000
7 2500
8 2000
9 1400
10 1000
11 800

12 600

13 400

14 200

2.6.5. Purificacdo de DNA em gel

A purificacdo de DNA do plasmideo pPICZaA e de DNA do produto de PCR foi feita em gel
de agarose usando o kit QlAquick® Gel Extration Kit (QIAGEN). O protocolo foi realizado de acordo
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com as instrucdes do fabricante, a excecao do passo de eluicdo onde foi diminuida a quantidade
de tampéao EB de 50-100 uL para 30 uL, de modo a obter uma concentracao mais elevada de

DNA.

2.6.6. Modificacdo enzimatica de DNA

2.6.6.1.Digestao com endonucleases de restri¢ao

As reacdes de digestdo com endonucleases de restricdio do DNA de pPICZaA e do
gFTLHiss foram realizadas com as enzimas £coM HF (VEB) e Apnl HE (VEB) durante a noite a
37°C para que ambos possuissem extremidades compativeis. Para estas reacdes foi usada 1
unidade de enzima por cada ug de DNA. O tampao usado foi o tampéo 4 10x (VEB) e o volume

de reacdo foi ajustado com uH,0 para um volume final de 20 uL.

2.6.6.2.Desfosforilacdo do DNA

A desfosforilacdo do DNA foi feita por adicao da enzima SAP (Fermentas), onde foi usada
uma unidade por pmol de plasmideo fermini, de modo a impedir a recirculacao do pPICZaA
digerido. Esta enzima foi adicionada a mistura de reacdo aquando da digestdo com endonucleases

de restricdo do DNA plasmidico.

2.6.6.3. Reacdes de ligacdo

A ligacdo de gFTLHiss ao pPICZaA linearizado foi realizada com a 74 DNA Ligase
(/nvitrogen) durante a noite a 4°C. A quantidade de gFTLHiss a adicionar foi calculada segundo a

seguinte formula:

ng do vetor xKb do insert
Kb do vetor

ng do insert = X razdo molar insert: vetor (1)

A razdo molar /nsertvetor foi de 3:1 e a quantidade de vetor usada foi de 100 ng. Na
mistura de reacao adicionou-se ainda 2 uL de tampao de ligacao 10x (/nvitrogen), 1 unidade 74

DNA Ligase e uH,0 para um volume final de 20 L.

2.6.7. Transformacao de células de £. coli pelo método de choque térmico

Para a transformacéao das células de £. colipelo método de choque térmico foram usadas
as ceélulas competentes £. coli NZY5a (NZYTech). O DNA resultante da reacdo de ligacdo foi

cuidadosamente misturado com 100 uL de células competentes e incubado no gelo durante 30
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min. De seguida, as células foram submetidas a um choque térmico durante 40 s num banho de
agua a 42°C e incubadas no gelo durante 2 min. Depois disso, foram adicionados 900 L de meio
SOC as células e incubadas a 37°C e 225 rpm durante 1 h. No final, a suspenséao foi dividida por
placas de agar LB /ow saltcom 25 pg/mL de Zeocina™ fazendo-se diferentes diluicdes e incubou-
se durante a noite a 37°C. Posteriormente, foram selecionados alguns clones e realizado um PCR
de coldnia (como descrito na seccao 2.6.2.2) de modo a saber quais os clones que efetivamente

continham o /nsert gFTLHisg clonado no vetor pPICZaA.

SOC 2% (p/v) Triptona
0,5% (p/v) YE
10 mM NaCl
2,5 mM KCI
10 mM MgS0,.7H,0
10 Mm MgCl,.6H,0

20 mM Glucose

2.6.8. Transformacéo de células de P. pastoris por electroporacao

A transformacdo das células de P. pastoris KM71H foi realizada segundo o protocolo

existente no Manual £asySelect™ Pichia Expression Kit efetuando-se pequenas alteracées [48].

2.6.8.1.Preparacdo do DNA

Para a transformacao de células de P. pastoris KM71H, 12 ug do vetor pPICZaA/FTLHiss,
foram digeridos com Sac/ (NEB) para linearizar o produto de ligacao, e assim aumentar a eficiéncia
de transformac&o. A mistura de reacéo foram adicionados 5 L de tamp&o 10x e o volume ajustado
para 50 pL com uH,0. De seguida, incubou-se durante a noite a 37°C e a enzima foi inativada
por aquecimento durante 20 min a 65°C. Por fim, foi necessario limpar o DNA digerido com o kit

QlAquick® Gel Extration Kit (QIAGEN).

2.6.8.2.Preparacéo de células electrocompetentes

Inicialmente, uma colonia de P. pastoris KM71H foi inoculada em 50 mL de YPD e

colocada a crescer durante a noite a 37°C. No dia seguinte e a partir desta cultura, 0,5 mL foram
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transferidos para 200 mL de meio YPD fresco e colocados a crescer até atingir uma densidade
otica (DO) entre 1,3 e 1,5. Neste ponto, as células foram lavadas com uH,0 gelada e esterilizada
2 vezes por centrifugacéo a 4000 g durante 5 min a 4°C e o pellet ressuspendido também em
uH,0 gelada e esterilizada. No final, o pellet resultante foi ressuspendido em sorbitol 1 M gelado

até um volume final de 1 mL e imediatamente usado para transformacao por electroporacao.
2.6.8.3.Electroporacao

Para a transformacao por electroporacao foram adicionados 10 ug do DNA previamente
linearizado a 80 WL de células electrocompetentes. Esta suspensao foi transferida para uma cuvete
de electroporacao de 0,2 cm (Bio-Rad) gelada que foi posteriormente incubada no gelo durante 5
min e submetida a um pulso com os seguintes parametros, voltagem de 1500 V, capacidade
elétrica de 2 UF e resisténcia de 200 Q. Imediatamente apos o pulso, 1 mL de meio SOC foi
adicionado a suspensao e esta transferida para um tubo esterilizado de 15 mL, incubando-se
durante 2h a 30°C sem agitacdo. Em seguida, a suspensao foi espalhada em placas de YPD com
100 pg/mL de Zeocina™ e 1M de sorbitol fazendo-se diferentes diluicdes e incubadas a 30°C

durante um periodo de 5 dias.

YPD com 1 M sorbitol 2% (p/v) Glucose
2% (p/v) Peptona
1% (p/v) YE
2% (p/v) Agar BD

1M Sorbitol

2.6.8.4.Selecao de transformantes

De modo a selecionar os melhores transformantes, com maior numero de copias
integradas, as coldnias obtidas anteriormente foram repicadas em placas de agar de YPD com
concentracdes crescentes de Zeocina™ (100; 200; 500 e 1000 pg/mL) e incubadas a 30°C

durante 2 dias.
2.7.Producao de diferentes versoes de frutalina recombinante em P, pastoris

0 modo como as estirpes de P. pastoris foram colocadas a crescer € 0 mesmo. Cada uma

delas foi inoculada em 100 mL de BMG a 30°C, com agitacao continua de 200 rpm durante toda
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a noite. No dia seguinte, as células foram recolhidas por centrifugacdo a 4000 g durante 10 min
a temperatura ambiente e ressuspendidas em 50 mL de BMM, para comecar o periodo de
inducao. As culturas foram colocadas em Erlenmeyrs com anteparos usando 2 camadas de gaze
estéril para os tapar, e incubados a 15°C com agitacdo continua (200 rpm) e adicao diaria de
metanol para uma concentracao final de 0,5% (v/v) durante 4 dias. Apos o periodo de inducao as
células foram separadas do sobrenadante por centrifugacdo a 4000 g durante 10 min a 4°C. De
modo a fazer precipitar os sais existentes no sobrenadante, o pH foi ajustado para 7,5 por adicdo

de 10 N NaOH e retirados por centrifugacao 3 vezes a 4000 g durante 10 min e a 4°C.

BMG 100 mM Fosfato de potassio pH 6,0
1% (v/v) Glicerol
1,34% (p/v) YNB

4X10° (p/v) Biotina

BMM 100 mM Fosfato de potassio pH 6,0
0,5% (v/v) Metanol
1,34% (p/v) YNB

4X10° (p/v) Biotina

2.8.Concentracdo dos sobrenadantes

A concentracao dos sobrenadantes das culturas foi feita por ultrafiltracdo em tubos Amicon
com cut-off de 10 kDa (Millipore). Estes filtros foram previamente lavados com agua destilada
filtrada e PBS pH 7,4 filtrado, por centrifugacdo a 4000 g durante 5 min e a 4°C. Simultaneamente
0s sobrenadantes foram filtrados em acrodiscos de 0,2 um. De seguida, os sobrenadantes foram
colocados nos tubos Amicon e centrifugados nas mesmas condicdes até um volume final de 1-2
mL. Depois de concentrados, os sobrenadantes foram lavados 3 vezes com PBS pH 7,4 filtrado,
da mesma forma. De modo a confirmar a presenca da proteina-alvo, os sobrenadantes foram
analisados por SDS-PAGE (seccao 2.10). Foi também quantificada a proteina total contida nos

sobrenadantes (seccdo 2.11).
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PBS 137 mM NaCl
2,7 mM KCl
2 mM KH2PO4
100 mM Na;HPO,

pH 7,4 ajustado com HCI

2.9.Purificacdo de diferentes versdes de frutalina recombinante expressa em P. pastoris

Depois de concentradas, as amostras foram purificadas por diferentes metodologias
cromatograficas, cromatografia de exclusdo molecular (SEC), de interacdo hidrofébica (HIC) ou de
afinidade ao niquel (IMAC-Ni). Todas as solucdes usadas nas diferentes metodologias, bem como
todas as amostras carregadas nas colunas foram previamente filtradas com acrodiscos de 0,2 um
e mantidas em gelo. No final as amostras de proteina foram analisadas por SDS-PAGE (seccao

2.10) para avaliar a pureza, quantificadas (seccédo 2.11) e guardadas a -20°C.

2.9.1. Cromatografia de exclusao molecular

A purificacao por cromatografia de exclusao molecular (SEC) foi levada a cabo usando
uma coluna HiPrep 16,60 Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare) no sistema FPLC (Pharmacia
Biotechnology) para obter a versdo de frutalina recombinante PprFTL-SEC B. A estratégia de
purificacdo usada encontra-se indicada na tabela 2.4. O pico correspondente a saida da frutalina
recombinante foi recolhido e concentrado em tubos Amicon com cut-off de 10 kDa. Para aquisicdo

do cromatograma foi usado o software Workstation toolbar.

Tabela 2.4. Estratégia de purificacdo por SEC

Estratégia
Preparar coluna (0,5 mL/min) 0,5 CV dH,0
Equilibrar coluna (1 mL/min) 2CVPBSpH7,4
Carregar amostra (1 mL/min) 5 mL de amostra
Elui¢ao (1 mL/min) 1CVPBSpH 7,4
Lavagem da coluna (1mL/min) 0,5 CV NaOH 0,2 M
2 CV dH0

2 CV Etanol 20% m (Panreac)

* CV- Volume de coluna de 120 ml
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2.9.2. Cromatografia de interacdo hidrofébica

Para a purificacdo por cromatografia de interacéo hidrofébica (HIC) foi usada uma coluna
HiTrap HP 5 ml (GE Healthcare) e uma bomba peristaltica (Pharmacia LKB), de modo a obter 2
das versdes de frutalina recombinante, PprFTL-HIC A e a PprFTL-HIC B As estratégias de
purificacao usadas encontram-se indicadas na tabela 2.5. Na estratégia 1 foram usados varios
tampdes com concentracoes crescentes de NaCl. Numa tentativa de otimizacao do processo foram

omissos alguns tampdes que faziam parte da etapa de eluicdo dando origem a estratégia 2.

Ao longo da purificacdo foram retiradas fracdes de cada etapa para posterior analise SDS-
PAGE (seccdo 2.10). Apos essa analise, as amostras que continham a proteina-alvo pura foram
concentradas e lavadas com PBS pH 7,4 em tubos Amicon com cut-off de 10 kDa, a 4000 ge a

4°C para trocar o tampéo.

Tabela 2.5. Estratégias de purificacao por HIC

Estratégia 1 Estratégia 2

Equilibrio da coluna 8 CV PBS com 2,5 M NaCl pH 7,4 8 CV PBS com 2,5 M NaCl pH 7,4
(1 mL/min)
Carregamento da Diluida 1:2 em PBS com 5 M NaCl pH  Diluida 1:2 em PBS com 5 M NaCl pH 7,4
amostra 7,4
(0,5 mL/min)
Lavagem 8 CV PBS com 2,5 M NaCl pH 7,4 8 CV PBS com 2,5 M NaCl pH 7,4
(1 mL/min)
Elui¢do 4 CV PBS com 2 M NaCl pH 7,4 5CV PBS com 1 M NaCl pH 7,4
(0,5 mL/min) 4 CVPBS com 1,5 M NaCl pH 7,4 5CVPBSpH 7,4

4 CVPBS com 1M NaCl pH 7,4 5 CV Tris 50 Mm pH 10

4 CV PBS com 0,5 M NaCl pH 7,4

4 CV PBS com 0,25 M NaCl pH 7,4

4 CV PBS com 0,125 M NaCl pH 7,4

4CVPBSpH7,4

4 CV Tris 50 mM pH 10
Lavagem da coluna 2CVNaOH 1 M 2CVNaOH 1M
(1 mL/min) 2 CV Etanol 70% 2 CV Etanol 70%

4 CV dH,0 4 CV dH,0

2 CV Etanol 20% 2 CV Etanol 20%

* CV- Volume de coluna de 5 ml
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2.9.3. Cromatografia de afinidade ao niquel

Para a purificacdo por cromatografia de afinidade ao niquel (IMAC-Ni) foi usada uma
coluna HisTrap HP 5 mL (GE Healthcare) e uma bomba peristaltica (Pharmacia LKB), para obter
a versao de frutalina recombinante, PprFTLHiss-IMAC. A estratégia de purificacao usada esta

indicada na tabela 2.6.

Ao longo do processo foram retiradas fracdes de cada etapa para posterior analise SDS-
PAGE (seccéo 2.10). Durante a fase de eluicdo foi usado o método de quantificacdo por Bradford
com o reagente Protein Assay Dye (Bio-Rad) para que fosse conhecido o momento em que a
proteina-alvo foi totalmente eluida, e assim terminar a fase de eluicdo. Este método foi realizado
em placa de 96 pocos com 100 pL de reagente diluido 1:5 e 5 pL de amostra. O resultado obtido
apenas é avaliado visualmente pela intensidade do azul produzido pela reacédo da proteina com o
reagente, uma vez que esta é proporcional a concentracao de proteina presente. Apos a analise
SDS-PAGE, tal como na purificacdo por HIC, as amostras com proteina-alvo pura foram
concentradas e lavadas com PBS pH 7,4 em tubos Amicon com cut-off de 10 kDa, a 4000 ge a

4°C para trocar o tampao.

Tabela 2.6. Estratégia de purificacdo por IMAC-Ni

Estratégia
Preparacdo da coluna (1 mL/min) 2 CV dH.0

1 CV NiS046H,0 0,1 M

2 CV dH,0
Equilibrio da coluna (1 mL/min) 4 CV Tampéo de ligacao pH 8,0
Carregamento da amostra (0,5 mL/min) Amostra com concentracéo final de imidazole de 20 mM
Lavagem (1 mL/min) 6 CV Tampéo de ligacao pH 8,0

4 CV Tampao de lavagem pH 8,0
Elui¢éo (0,5 mL/min) > 6 CV Tampao de eluicao pH 8,0
Lavagem da coluna (1 mL/min) 2 CV EDTA

2 CV dH,0

2 CV Guanidina 6 M

2 CV dH,0

2 CV Etanol 20%

* CV- Volume de coluna de 5 ml
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Tampéo de ligagao 50 mM Tris
150 mM NaCl

20 mM Imidazole

Tampéo de lavagem 50 mM Tris
150 mM NaCl

40 mM Imidazole

Tampao de eluicdo 50 mM Tris
150 mM NaCl

300 mM Imidazole

2.10.  Eletroforese de proteina — SDS-PAGE

A analise de proteina foi feita por eletroforese sob condicoes desnaturantes, SDS-PAGE,
usando o método de Laemmli (1970). Este método usa geis com diferentes concentracdes de
acrilamida permitindo separar as proteinas pelo seu peso molecular e assim avaliar a pureza e

estimar o peso molecular da proteina(s) alvo [49].

2.10.1. Gel SDS-PAGE

Neste trabalho foram usados géis separadores com concentracdes diferentes, 12% e 15%,
sendo que o ultimo permite uma melhor separacao de proteinas com um peso molecular mais
baixo. A composicao dos géis esta apresentada na tabela 2.7.

Tabela 2.7. Composicao dos géis SDS-PAGE

Gel separador 15% Gel separador 12% Gel concentrador 4%

40% Acrilamida 3,6 mL 2,9 mL 480 pL

2% Bis-acrilamida 2 mL 1,6 mL 260 L

0,5 M Tris-HCI pH 6,8 - - 1,25 mL

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 2,5mL 2,5mL -

dH-0 1,7 mL 2,8 mL 2,93 mL

SDS 10% 100 pL 100 pL 50 pL

TEMED 5puL 5uL 2,5 L

APS 10% 50 pL 50 L 25 L
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As amostras de SDS-PAGE foram preparadas misturando-se 16 uL da amostra a analisar
com 4 uL de tampao de amostra bx, com posterior aquecimento a 100°C durante 5 min. De
seguida, carregou-se cada poco do gel com 15 L de amostra e num dos pocos 5 ulL de marcador
de pesos moleculares (seccao 2.10.2). A corrida simultanea de dois géis foi efetuada a 30 mA e

usando 500 mL de tampao de corrida 1x.

Tampao de amostra 5x 0,313 M Tris-HCI pH 6,8
50% (v/v) Glicerol
10% (p/v) SDS
10% (v/v) B-mercaptoetanol

0,05% (p/v) Azul de bromofenol

Tampéo de corrida 1x 25 mM Tris
192 mM Glicina

0,1% (p/v) SDS

2.10.2. Marcador de pesos moleculares — Proteina

0 marcador de peso molecular usado nos géis SDS-PAGE foi o PageRuller Unstained Broad
Range (5-250 kDa; Thermo Scientific). O peso molecular de cada banda esta apresentado na

tabela 2.8.

Tabela 2.8. Pesos moleculares das bandas do marcador PageRuller Unstained Broad Range

Banda Peso molecular (kDa)
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2.10.3. Coloracdo com Coomassie Blue

Apods a eletroforese os géis SDS-PAGE foram corados pelo método de coloracdo com
Coomassie Blue. Os géis foram colocados em agua destilada e aquecidos no micro-ondas durante
30 s, de seguida foram colocados em agitacdo constante durante 3 min. Este passo foi repetido 2
vezes efetuando-se a troca da agua destilada em cada uma das vezes. Posteriormente, os géis
foram colocados numa solucao de Coomassie Blue e aquecidos no micro-ondas durante 30 s, e
colocados em agitacdo constante durante 3 min. Para finalizar, foi retirada a solucéo corante,
adicionada agua destilada e os géis foram fotografados no aparelho Molecular Imager ChemiDoc™

XRS+Imaging System (Bio-Raad) e quando necessario analisados no software Image Lab 4.0.

A solucao Coomassie Blue foi preparada dissolvendo-se 60-80 mg de Coomassie Brifliant
Blue G250num 1 L de agua destilada, colocando-se em agitacdo com um magneto durante 2 a 4
h. Depois disso, foram adicionados 3 mL de HCI 37% e a solucdo guardada & temperatura

ambiente e protegida da luz.

2.10.4. Coloracdo com nitrato de prata

Quando a concentracao de proteina é baixa 0 método de coloracdo com nitrato de prata é
0 mais adequado, dado que este € um método mais sensivel permitindo detetar baixas

concentracdes de proteina, sendo a quantidade minima de 1-4 ng de proteina por banda [50].

Neste método os géis foram lavados em etanol 20% (v/v) durante 10 min seguidos de 10
min em agua destilada. Depois de lavados, os géis foram imersos na solucao de sensibilizacao
durante 2 a 5 min e lavados 2 vezes com agua destilada em ciclos de 20 s. De seguida, os géis
foram colocados durante 30 min na solucao de coloracao e lavados 5 vezes com agua destilada
em ciclos de 10 s. Apos a coloracéo, os géis foram colocados na solucao de revelacao até as
bandas aparecerem. Esta reacao foi parada com a solucéo de paragem durante 1 min e por fim
os géis foram lavados com agua destilada e fotografados no aparelho Molecular Imager
ChemiDoc™ XRS+Imaging System (Bio-Rad) e quando necessario analisados no software Image

Lab 4.0.
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Solucdo de sensibilizacdo 0,2 g/L Tiossulfato de sédio
Solucdo de coloragédo 2 g/L Nitrato de prata
Soluc&o de revelagdo 0,7 mL/L Formaldeido 37%

10 mg/L Tiossulfato de sodio

30 g/ KoCOs

Solucdo de paragem 50 g/L Tris

2,5% (v/v) Acido acético

2.11.  Quantificacdo de proteina

A quantificacdo de proteina presente nas amostras foi efetuada por absorvancia a 280 nm
usando o Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) e tendo por base o coeficiente de extincao molar das
diferentes versoes de frutalina recombinante em estudo (tabela 2.1). Para isso, foram aplicados 2
uL de cada amostra no aparelho e lido o valor de absorvancia, que posteriormente foi convertido

em valores de concentracao.

2.12.  Dynamic Light Scattering

Os ensaios de Dymanic Light Scattering (DLS) foram realizados no equipamento Zetasier
Nano ZS (Malvern Instruments) e com amostras de diferentes versoes de frutalina recombinante
de 1 mL contendo uma concentracao proteica entre 0,5 e 1 g/L. As amostras foram previamente
centrifugadas e filtradas sendo realizadas 10 leituras para cada amostra. O soffware foi configurado
para raios hidrodinamicos (r.nm) e para interpretacdo dos resultados obtidos foi usada uma
ferramenta do soffware Zetasier denominada de MW & Shape Estimates, que pressupde que a

proteina é globular, combinada com a ferramenta ProtParam do software online ExPASY.
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2.13.  Ensaios de hemaglutinacéo

Os ensaios de hemaglutinacao foram realizados com eritrocitos de coelho e em tubos de
1,5 mL. As amostras de diferentes versdes de frutalina recombinante foram preparadas fazendo-
se diluicoes seriadas de 1:2 até a diluicao 1:64 contendo uma concentracao inicial de 0,1 g/L. Os
eritrocitos de coelho foram previamente preparados, para isso foi necessario lavar o sangue fresco
de coelho com NaCl 0,15 M e realizar centrifugacdes sucessivas a 5000 rpm durante 5 min ¢ a
4°C de modo a remover o plasma e os globulos brancos. Seguidamente os eritrocitros foram
diluidos 1:20 no tampao em que se encontram as diferentes versdes de frutalina recombinante
(PBS pH 7,4 ou PBS pH 6,0) e incubados (50 L) com as amostras de frutalina (50 ulL) durante
toda a noite a temperatura ambiente. Simultaneamente foi realizado um controlo negativo com 50
uL de tampao e 50 L de eritrocitos. Como controlo positivo foi usada a frutalina nativa isolada da

fruta-pao.

0 grau de hemaglutinacado foi monitorizado visualmente depois do periodo de incubacao.
As amostras que nao apresentaram atividade hemaglutinante visivel apds esse periodo foram

consideradas negativas.

2.14. Ensaios em linhas tumorais humanas

A analise do efeito anti-proliferativo de diferentes versdes de frutalina recombinante (tabela

2.9) foi feita em ensaios com linhas tumorais humanas.

2.14.1. Condicoes de crescimento das linhas tumorais humanas

Nos ensaios com linhas tumorais humanas foram usadas 2 linhas celulares do
adenocarcinoma do colon, HCT 116, uma delas contendo a forma nativa da p53, HCT 116 p53*/*,
e a sua derivada isogénica em que o gene p53 foi silenciado, HCT 116 p53”" (cedida pelo Dr. B.

Vogelstein, The Johns Hopkins Kimmel Cancer Center, Baltimore, MD, EUA).

Ambas as linhas celulares foram incubadas em meio RPMI-1640 com ultraglutamina
(Lonza), suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS) e mantidas numa incubadora hiimida

a 37°C com 5% de CO,. Quando as células atingiram a confluéncia de 80%, foram lavadas com
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PBS e tripsina, e colhidas por centrifugacdo a 1500 rpm durante 5 min. Apos isto, as células foram

ressuspendidas em 5 mL de RPMI-1640 com ultraglutamina suplementado com 5% de FBS.

2.14.2. Efeito anti-proliferativo de diferentes versdes de frutalina recombinante em

linhas tumorais humanas

O efeito anti-proliferativo de diferentes versdes de frutalina recombinante foi avaliado nas
linhas tumorais HCT 116 p53”* e HCT 116 p53”. Para isso, foi usado um corante de ligacdo as
proteinas, a sulfarrodamina B (SRB) que permite a determinacao da densidade celular tendo por

base a medicao do teor de proteina celular [51].

Neste ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de
5x10° células/poco em RPMI-1640 com ultraglutamina suplementado com 5% de FBS, e
incubadas durante 24 h numa incubadora humidificada a 37°C com 5% de CO,. Apds 24 h, tempo
requerido para a adesdo celular, as células foram incubadas com 5 diluicdes seriadas (na razédo
1:2) de frutalina recombinante durante 48 h. As concentracdes da 1? diluicdo de cada versao de
frutalina recombinante testada estdo indicadas na tabela 2.9. Simultaneamente foi também
testado o tamp&o em que se encontra diluida a frutalina recombinante (PBS pH 7,4 ou PBS pH
6,0), no mesmo volume da concentracado maxima testada de frutalina (controlo negativo). Apos
esse periodo, as células aderidas foram fixadas com a adicao de acido tricloroacético (TCA) a 25%
(v/v) e incubadas a 4°C durante 1 h. Posteriormente, as placas foram repetidamente lavadas com
agua destilada e, quando secas, foram coradas com uma solucdo de SRB (0,4% (v/v)
sulfarrodamina B em éacido acético a 1% (v/v)) e novamente incubadas durante 30 min. A fracao
de corante ndo ligado foi lavado com éacido acético a 1% (v/v) e o corante ligado foi solubilizado
com uma solucao de Tris a 10 mM. No final, a densidade o¢tica foi medida a 510 nm usando um

leitor de microplacas Synergy HT (Bioteh).

Os valores de Glso (concentracdo correspondente a 50% de inibicao do crescimento celular)

foram determinados para cada versao de frutalina recombinante testada.

Na tabela 2.9 encontram-se os valores de concentracao em M de diferentes versdes de

frutalina recombinante testada nas linhas tumorais humanas.
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Tabela 2.9. Concentracao da 1° diluicao de diferentes versdes de frutalina recombinante testada

nas linhas tumorais humanas.

Frutalina Concentracao (uM)
EcrHissFTL 4,39
EcrFh8FTL* 8,38
EcrCFTL 18,6
PprFTL-SEC A 10,4
PprFTL-SEC B 8,55
PprFTL-HIC A 14,6
PprFTL-HIC B 6,37
PprFTLHise 2,57

*Frutalina testada num trabalho anterior [46]

2.15. Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism 6® , onde foi usado o
one-way ANOVA para analisar os dados de Glso e as comparacdes foram realizadas pelo teste de
Tukey. As diferencas foram consideradas no nivel de significancia de p <0,05 e os resultados

expressos em média + desvio padrao.
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3.1. Producéo e purificacéo de frutalina recombinante em P. pastoris

De modo a confirmar a producao de frutalina recombinante em F£. pastoris, os
concentrados dos sobrenadantes das culturas foram analisados por SDS-PAGE (figura 3.1). A
frutalina recombinante aparece como uma banda dupla, em que a banda inferior apresenta um
peso molecular de aproximadamente 17,1 kDa, confirmando que a expressao da frutalina ocorre
sem a excisdo do /inker tetrapeptidico [16]. A banda superior corresponde a fracdo de frutalina

recombinante glicosilada e a banda inferior a fracdo nao-glicosilada [16].
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Figura 3.1. Expressado da frutalina recombinante em P. pastoris. Andlise dos sobrenadantes das culturas
em gel SDS-PAGE 4%-15% corado com Coomassie blue. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2-
Concentrado 40x resultante de 4 producdes de frutalina recombinante.

Apos se verificar a producao da frutalina recombinante, as amostras foram purificadas por

metodologias de cromatografia diferentes, interacdo hidrofébica (HIC) e exclusao molecular (SEC).

Inicialmente foi feita a purificacdo por interacao hidrofébica (figura 3.2) numa tentativa de
mimetizar um resultado obtido anteriormente, a separacao da fracéo glicosilada da fracao nao-
glicosilada [46], além de minimizar os custos e simplificar o processo de purificacao
comparativamente com a cromatografia por exclusédo molecular. O ensaio foi realizado usando
uma quantidade inicial de proteina de 8,05 mg (resultante de 6 producdes) e usando varios

tampdes de eluicao.
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Figura 3.2. Purificacao da frutalina recombinante por HIC (estratégia 1). Analise dos passos de purificacdo
em gel SDS-PAGE 4%-12% corado com nitrato de prata. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2-
Amostra inicial de FTL antes da purificacdo; 3- Amostra diluida 1:2 em PBS com 5 M NaCl pH 7,4 antes
de carregada na coluna; 4- Flow-throughr, 5- Lavagem com PBS com 2,5 M NaCl pH 7,4; 6- Eluido com
PBS com 2 M NaCl pH 7,4; 7- Eluido com PBS com 1,5 M NaCl pH 7,4; 8- Eluido com PBS com 1 M
NaCl pH 7,4; 9- Eluido com PBS com 0,5 M NaCl pH 7,4; 10- Eluido com PBS com 0,25 M NaCl pH 7,4;
11- Eluido com PBS com 0,125 M NaCl pH 7,4; 12 a 15- Eluido com PBS pH 7,4; 16- Eluido com Tris 50
mM pH 10; 17- Lavagem da coluna com NaOH 1M.

Neste ensaio, ndo é possivel observar perdas de frutalina no flow-through (amostra que
nado ligou a coluna) e na lavagem da coluna (pocos 4 e 5). Relativamente a eluicdo da frutalina
enriquecida na fracdo glicosilada, esta ¢ feita de forma gradual e s6 comeca a acontecer com
tampéo de eluicao PBS com 0,5 M NaCl pH 7,4 e mantém-se com o tampao PBS com 0,25 M
NaCl pH 7,4 (pocos 9 e 10). A frutalina desfavorecida na fracao glicosilada, comecou a eluir com
o tampao PBS com 0,125 M NaCl pH 7,4 até ao final da eluicao (pocos 11 a 16), contudo no poco

16 sdo eluidos também alguns contaminantes que ainda se encontravam ligados a coluna.

Para os ensaios em linhas tumorais juntaram-se as amostras correspondentes aos po¢os
9 e 10 resultantes de 4 CV de PBS 0,5 M NaCl pH 7,4 e 4 CV de PBS 0,25 M NaCl pH 7,4,
respetivamente. Posteriormente foram sujeitas ao processo de ultrafiltracao para concentracao e
troca de tampao para PBS pH 7,4 de modo a obter a versao enriquecida na fracao glicosilada,
PprETL-HIC A. As amostras correspondentes ao poco 11 resultante de 4 CV de PBS 0,125 M NaCl
pH 7,4 e aos pocos 12 a 15 resultantes de 4 CV de PBS pH 7,4, foram sujeitas ao mesmo processo
para se obter a versdo desfavorecida na fracdo glicosilada, PprFTL-HIC B. Obtiveram-se assim 2,08
mg da versao enriquecida na fracao glicosilada (resultante de um volume total de 8 CV) e 0,912

mg da versao desfavorecida nesta fracdo (resultante de um volume total de 8 CV). Este processo
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apresenta um rendimento de aproximadamente 62%, estimando que a quantidade de frutalina
presente na amostra inicial € cerca de 60% da quantidade de proteina total, esta estimativa foi
feita por analise da amostra inicial em gel SDS-PAGE (figura 3.4; poco 2). No final da purificacéo
e do processo de ultrafiltracao foi possivel obter 9-10 mg de frutalina recombinante pura por cada

litro de cultura.

De modo a otimizar o processo, recuperando uma maior quantidade de proteina, foi
realizado um novo ensaio (figura 3.3) com 5,34 mg de proteina (resultante de 4 producdes) e onde
foram eliminados alguns passos de eluicdo da estratégia 1, nomeadamente os passos 1, 2, 4, 5

e 6 da tabela 2.5.
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Figura 3.3. Purificacao de frutalina recombinante por HIC (estratégia 2). Analise dos passos de purificacdo
em gel SDS-PAGE 4%-12% corado com nitrato de prata. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2-
Flow-through, 3- Lavagem com PBS com 2,5 M NaCl pH 7,4; 4- Eluido com PBS com 1 M NaCl pH 7,4; 5
a 9- Eluido com PBS pH 7,4; 10 a 14- Eluido com Tris 50 mM pH 10; 15- Lavagem da coluna com NaOH
1M.

Neste ensaio verificou-se 0 mesmo que no primeiro relativamente ao flow-through e ao
passo de lavagem. Quanto a eluicdo, quando foi feita com PBS pH 7,4 a versao enriquecida na
fracao glicosilada comecou a ser eluida até ao primeiro volume de coluna do tampéao Tris 50 mM
(pocos b a 11). Aversao desfavorecida na fracao glicosilada foi eluida no segundo e terceiro volume
de coluna de Tris 50 mM (pogos 12 e 13). Contudo neste ensaio verifica-se uma maior quantidade

de contaminantes nos pocos 11, 12 e 13.

Tal como no ensaio anterior, juntaram-se as amostras com o intuito de testar em linhas
tumorais. As amostras correspondentes aos pocos 5 a 9, resultantes de 5 CV de PBSpH 7,4 e 10

e 11, resultantes de 2 CV de Tris 50 mM pH 10 foram juntas e sujeitas ao processo de ultrafiltracao
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anteriormente referido, de modo a obter a versao de frutalina enriquecida na fracao glicosilada. As
amostras dos pocos 12 e 13, resultantes de 2 CV de Tris 50 mM pH 10 foram sujeitas ao mesmo
processo para obter a versao de frutalina desfavorecida na fracao glicosilada. No final foi possivel
obter 1,92 mg da versao enriquecida na fracao glicosilada (resultante de um volume total de 7 CV)
e 0,762 mg da versao desfavorecida nesta fracao (resultante de um volume total de 2 CV). Como
0 processo de producao ¢ o mesmo que o usado na estratégia de purificacdo 1 supde-se que, tal
como no ensaio anterior, a quantidade de frutalina presente na amostra inicial seja cerca de 60%
da quantidade total de proteina, desse modo o rendimento deste processo € de aproximadamente
84%. No final desta estratégia de HIC e do processo de ultrafiltracao foi possivel obter 13-14 mg

de frutalina recombinante por cada litro de cultura.

Relativamente aos contaminantes o que se verifica & que em ambas as estratégias estes
também se ligam a coluna. Na estratégia 1 como existem varios passos de eluicao, a frutalina foi
eluida de forma gradual e quando foi usado o tampao Tris 50 mM pH 10, que faz com que tudo
se desprenda da coluna devido a diminuicao da concentracao de sais e ao aumento de pH, a
restante frutalina foi eluida juntamente com os contaminantes. Na estratégia 2, como foram
omitidos varios tampodes de eluicdo, a frutalina que desprendeu da coluna até ao uso do tampao
Tris 50 mM tinha sido pouca, estando ainda grande parte dela ligada a coluna. Assim, quando
este tampao foi usado toda a frutalina ainda ligada desprendeu tal como os contaminantes, dando
origem a amostras de frutalina altamente contaminadas. Além disso, quando se usou uma menor

quantidade de proteina inicial, aparentemente mais contaminantes se ligaram a coluna.

Por analise dos géis resultantes da estratégia 1 e 2 (figura 3.2 e 3.3), é ainda possivel
concluir que as fracdes se ligam de forma diferente a coluna e por essa razao sao eluidas em
etapas diferentes. Inicialmente é eluida a fracao glicosilada por se ligar de uma forma mais fraca
a coluna, e de seguida ¢ eluida a fracao nao-glicosilada devido a sua ligacao a coluna ser mais

forte. Isto significa, que a glicosilacao diminui o carater hidrofébico da frutalina recombinante.

As amostras finais resultantes de ambas as estratégias de purificacdo por HIC foram
analisadas em gel SDS-PAGE e coradas com nitrato de prata (figura 3.4), para confirmar a sua
pureza e se efetivamente foi possivel separar a fracéo glicosilada da nao-glicosilada para posterior

aplicacao nas linhas tumorais humanas.
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Figura 3.4. Amostras resultantes das purificacdes por HIC. Analise em gel SDS-PAGE 4%-12%, corado com
nitrato de prata, das amostras finais das versées de frutalina recombinante apos as diferentes estratégias
de HIC. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2- FTL enriquecida na fracao glicosilada (estratégia
1); 3- FTL desfavorecida na fracdo glicosilada (estratégia 1); 4- FTL enriquecida na fracdo glicosilada
(estratégia 2); 5- FTL desfavorecida na fracdo glicosilada (estratégia 2).

Ao analisar o gel verifica-se que na estratégia 1 as amostras sao efetivamente puras, e
que nao foi possivel separar totalmente a fracdo glicosilada da ndo-glicosilada. No entanto, obteve-
se uma amostra de frutalina enriquecida na fracao glicosilada (PprFTL-HIC A; poco 2) e outra
desfavorecida nesta fracdao (poco 3). Nestas 2 amostras a fracdo nao-glicosilada é equivalente,
diferindo apenas na glicosilada. Recorrendo ao software /mage Lab 4.0. as bandas do gel SDS-
PAGE (pocos 2 e 3) foram analisadas. Desta analise foi possivel concluir que 35% da versao
PprFTLHIC-A ¢é correspondente a fracdo glicosilada e apenas 8% na versdo PprFTLHIC-B
corresponde a fracdo glicosilada, havendo uma diferenca de 23% de glicosilacdo entre ambas as
versdes. Relativamente a estratégia 2 (poco 4 e 5) verifica-se que esta ndo separa as fracdes de

modo algum e nao purifica.

Por estas razdes o método de purificacao por HIC segundo a estratégia 1 e 2 nao séo
viaveis, o primeiro porque o seu rendimento & baixo, além de efetivamente nao separar as fracoes,
e 0 segundo porque na realidade nao purificou, além de nao separar as fracdes, como o desejado.
No entanto, as amostras da estratégia 1 (PprFTL-HIC A e PprFTL-HIC B) sdo amostras
interessantes para testar nas linhas tumorais humanas, de modo a perceber se a glicosilacao tem
alguma influéncia no efeito anti-proliferativo da frutalina recombinante, ao passo que as amostras

da estratégia 2 nao possuem qualquer interesse por nao se encontrarem puras [40].

Como a metodologia de purificacdo por interacdo hidrofébica nao revelou ter bons

rendimentos, a metodologia usada para purificar as restantes producdes de frutalina recombinante
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foi a cromatografia de exclusdo molecular (SEC). Esta técnica foi usada em trabalhos anteriores e
permite obter 18-20 mg de frutalina recombinante por cada litro de cultura com elevado grau de

pureza apesar de ser uma técnica demorada [16, 46].

Além disso, permite estimar o peso molecular da frutalina recombinante recorrendo a
calibracdo da coluna com proteinas de peso molecular conhecido, neste caso a BSA e a frutalina

nativa [16, 45]. Na figura 3.5 encontram-se os 3 cromatogramas obtidos por SEC.
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Figura 3.5. Cromatogramas obtidos por SEC. Legenda: Azul- Cromatograma referente a BSA (1 g/L);
Vermelho- Cromatograma referente a frutalina nativa (0,8 g/L); Verde- Cromatograma referente a frutalina
recombinante (0,5 g/L).

Por andlise do cromatograma é possivel verificar que o peso molecular da frutalina
recombinante é semelhante ao da BSA (66 kDa) e superior ao da frutalina nativa (48-49 kDa)
permitindo estimar o peso molecular da frutalina recombinante de aproximadamente 66-65 kDa.
Isto sugere que a frutalina recombinante, tal como a frutalina nativa esta organizada em tetrameros
€ 0 Seu peso superior é devido a nao clivagem do /inker [16]. Contudo em trabalhos anteriores
[16, 45], a frutalina recombinante saiu num tempo ligeiramente superior ao da BSA, o que indica
que possui um peso molecular inferior e nao igual ao da BSA como obtido neste trabalho. Esta
diferenca podera ter sido devido a erros de operador ocorridos aquando do inicio da aquisicao do
cromatograma, durante a realizacdo da metodologia neste trabalho. Quando é injectada a amostra
manualmente a aquisicdo do cromatograma devera ser feita simultaneamente, se for antes da
injeccao vai ocorrer uma antecipacdo no tempo de saida da frutalina recombinante, ou seja o pico

obtido ndo correspondera ao tempo exacto de saida mas sim a um tempo ligeiramente inferior,
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que coincidiu com o da BSA. Esta diferenca podera também ser devida as diferentes colunas

usadas em ambos os trabalhos resultando em diferentes padrdes de eluicdo.

Apds a juncao de varias amostras purificadas foi possivel efetuar um stock a -20°C da
versdo PprFTL-SEC B com uma quantidade total de proteina de 37,7 mg para posteriores estudos

em linhas tumorais humanas de forma a corroborar resultados obtidos num trabalho anterior [46)].

3.2. Construcéo da estirpe P. pastoris KM71H/pPICZaA/frutalina recombinante+Hisg

Como foi possivel verificar anteriormente as metodologias de purificacdo HIC e SEC néo
sdo0 as mais rentaveis, relativamente ao rendimento e a quantidade de tempo dispendido,
respetivamente. De modo a ultrapassar esse problema foi introduzido o Hise, um Zag de fusao
constituido por 6 histidinas, no C-terminal da frutalina recombinante para posterior purificacao por

afinidade ao niquel (IMAC-Ni).

Nesse sentido, o gene da FTL foi amplificado a partir do DNA molde de pPICZaA/ frutalina
recombinante com os primers da tabela 2.2, com a finalidade de colocar o fag Hisg e assim obter

gFTLHiss (figura 3.6), que foi depois ligada ao vetor pPICZaA (seccdo 2.6.6).

(a) 1 2 (b) 1 2 3
=
4000 pb
3000 pb ——

v — 600 pb

ll'l

400 pb

Figura 3.6. Amplificacdo do gene da FTL e do vector pPICZaA (a) Digestdo do plasmideo pPICZaA com
aproximadamente 3600 pb. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2- DNA plasmidico de pPICZaA
digerido com as enzimas de clonagem; (b) Amplificacdo de FTLHiss, com tamanho final de cerca de 500
pb. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2 e 3- gFTLHisg digerido com as enzimas de clonagem.
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Apods a ligacdo de gFTLHiss ao pPICZaA e de transformadas células de £. coli (seccao
2.6.7), foi feito um PCR coldnia com os primers a_Histag Kpnl_RV e B_FW para amplificar o
insert (gFTLHisg) a 8 dos clones obtidos (figura 3.7) de forma a confirmar a correta insercao do

insertno pPICZaA.

Figura 3.7. Confirmac&o da insercdo de gFTLHiss no pPICZaA por PCR de colénia. Legenda: 1- Marcador
de pesos moleculares; 2- Controlo negativo (vetor vazio); 3- Controlo positivo (DNA molde); 4- Colonia 1;
5- Coloénia 2; 6- Coldnia 3; 7- Coldnia 4; 8- Colonia 5; 9- Colénia 6; 10- Colonia 7; 11- Colénia 8.

Ao analisar o gel obtido é possivel verificar que apenas a colonia 3 é negativa, ou seja foi
confirmada a insercao nas restantes coldnias e escolhida a colénia 1 para isolamento de DNA e
transformacao de células de P. pastoris (seccao 2.6.8). Apds a transformacao foram selecionados
alguns transformantes para confirmacao da insercdo do fragmento de interesse no genoma de ~.

pastoris (figura 3.8).

600 pb
400 pb

Figura 3.8. Confirmacao da insercdo de gFTLHiss no genoma de P. pastoris por PCR de colonia. Legenda:
1- Marcador de pesos moleculares; 2- Controlo negativo (vetor vazio); 3- Controlo positivo (DNA molde); 4-
Coldnia 22 (Resistente a zeocina 100 mg/mL); 5- Coldénia 32 (Resistente a zeocina 200 mg/mL); 6-
Colonia 24 (Resistente a zeocina 500 mg/mL); 7- Colénia 45 (Resistente a zeocina 500 mg/mL); 8-
Coldnia 8 (Resistente a zeocina 1000 mg/mL); 9- Colénia 9 (Resistente a zeocina 1000 mg/mL); 10-

CnlAnia 4R (Recictente a 7encina 1000 mo/ml ) 11- CnlAnia 49 (Regictente a 7encina 100N mo/ml )
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Assim é possivel verificar que os transformantes das colénias 9, 48 e 49 s&o positivos, ou
seja possuem o0 gene de interesse, gFTLHiss no seu genoma. Desses 4 foi escolhido o
transformante 49 para posteriores producdes por ser resistente a maior concentracao de zeocina
testada e assim, indicando possuir um maior numero de copias do gene da frutalina integradas

no genoma, e possibilitar uma maior producao de PprFTLHisg.

3.3.Producéo e purificacdo de FTLHiss em P. pastoris

De forma a confirmar se o clone 49 produzia a PprFTLHiss, 0s concentrados dos
sobrenadantes das culturas foram analisados por SDS-PAGE (figura 3.9). Tal como a versao
PprFTL-SEC B produzida anteriormente em F. pastoris, também esta nova proteina aparece como
uma banda dupla de pesos moleculares idénticos. Ou seja, a PprFTLHisg € também parcialmente
glicosilada. Confirmada a producao, as amostras foram purificadas por afinidade ao niquel (IMAC-
Ni) tal como pretendido (figura 3.10) com uma quantidade inicial de proteina inicial de 22,9 mg

(resultante de 18 producdes).
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Figura 3.9. Expressao da PprFTLHiss em P. pastoris. Analise dos sobrenadantes das culturas em gel SDS-

PAGE 4%-15% corado com Coomassie blue. Legenda: 1- Marcador de pesos moleculares; 2- Concentrado
20x resultante de 2 producdes de PprFTLHisg.
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Figura 3.10. Purificacao da PprFTLHisg por IMAC-Ni. Analise dos passos de purificacdo em gel SDS-PAGE
4%-15% corado com Coomassie blue. Legenda: 1- Amostra inicial de PprFTLHisg antes da purificacdo; 2-
Flow-through;, 3- Lavagem com tampao de equilibrio; 4- Lavagem com tampao de lavagem; 5- Marcador
de pesos moleculares; 6- Eluido 1 com tampao de eluicao, 7- Eluido 2 com tampéao de eluicéo; 8- Eluido
3 com tampao de eluicdo; 9- Lavagem da coluna com EDTA 0,1 M.

Ao analisar o gel (figura 3.10) é possivel observar que ha muita perda de proteina no flow-
through e na primeira lavagem (pocos 2 e 3), ou seja a amostra apresenta baixa afinidade com a
resina de niquel. Esta fraca interacdo leva a uma quantidade baixa de proteina nos eluidos (3,37
mg), como observado nos pocos 6, 7 e 8. Posteriormente foi necessario o processo de ultrafiltracao

para retirar o imidazole da amostra trocando o tampdo para PBS pH 7,4 e obteve-se

aproximadamente 0,8 mg de frutalina recombinante pura.

Relativamente ao rendimento do processo de purificacao e ultrafiltracdo este foi de
aproximadamente 6%, estimando que a quantidade de frutalina presente na amostra inicial é cerca
de 60% da quantidade de proteina total, esta estimativa foi feita por analise do gel SDS-PAGE
(figura 3.10; poco 1). No final da purificacdo e do processo de ultrafiltracao foi possivel obter 0,8-
0,9 mg de frutalina recombinante pura por cada litro de cultura. Este resultado foi obtido mesmo

usando uma coluna de purificacdo nova.

A incapacidade de purificar a proteina PprFTLHisg por afinidade ao niquel levou a hipétese
de que a estrutura tridimensional da proteina podera ocultar a cauda de histidinas, ndo permitindo
a sua ligacao a resina de niquel, tal como num trabalho feito anteriormente com as proteinas
Fh8BMP-2 e Fh8II-10 em que nao foi possivel purificar por afinidade ao niquel usando o fag Hiss

[42].
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3.4. Caraterizacdo da estabilidade de diferentes versdes de frutalina recombinante

A caraterizacao da estabilidade de diferentes versdes de frutalina recombinante quanto a
atividade hemaglutinante (HA) e a estrutura permitem retirar importantes informacdes sobre a

estabilidade da proteina e suas propriedades funcionais.
3.4.1. Dynamic Light Scaterring

Os ensaios de DLS (seccdo 2.12) permitiram caraterizar estruturalmente as varias versoes
de frutalina recombinante, e assim saber se estas estdo organizadas em tetrameros, a
conformacdo da frutalina nativa [12, 14], ou mesmo se existe uma populacdo homogénea ou
heterogénea dependendo do nimero de picos observados nos graficos e qual o tamanho dessa

mesma populacao (tabela 3.1 e figura 3.11).

Tabela 3.1. Ensaios de DLS de diferentes versdes de frutalina recombinante. Os valores para “r

obtido” correspondem a média + desvio-padrao de 10 leituras

Frutaling Tampéo Historico MW (kDa) estimado  r (nm) esperado r (nm) obtido
P (Tempo a -20°C) Protparam- Expasy DLS DLS
PprFTL-SEC A ~6 Meses* 71,2 3,68 3,56+£0,51
PprFTL-HIC A Aot
PBS pH 1 Més 71,2 3,68 3,1+0,52
EcrFh8FTL 7,4 ~6 Meses* 108,8 4,42 519 + 2:22
EcrCFTL ~6 Meses* 70 3,66 2,9+0,83
- 98,4 + 22,9
EcrHiseFTL PB:ODH ~6 Meses* 82 3,91 39,7+ 4,21
, 0,3+0,04

* Qutro investigador
** Este trabalho
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Figura 3.11. Ensaios de DLS das diferentes versdes de frutalina recombinante. Distribuicdo "Tamanho vs
Volume”. Legenda: (a) Grafico da versdo PprFTL-SEC A; (b) Gréafico da versdo PprFTL-HIC A; (c) Grafico da
versdo EcrFh8FTL; (d) Grafico da versdo EcrCFTL; (e) Grafico da versado EcrHisgFTL.

No primeiro caso, PprFTL-SEC A (figura 3.11-A), verifica-se a existéncia de uma populacao
homogénea em forma de tetramero, tal como a frutalina nativa [12, 14]. Além disso é possivel
concluir que a proteina é estruturalmente estavel pois esteve armazenada durante
aproximadamente 6 meses e a sua conformacdao em forma de tetramero ndo se alterou.
Relativamente a versdo PprFTL-HIC A (figura 3.11-B) o resultado é muito semelhante contudo nada
¢ possivel concluir sobre a estabilidade desta proteina pois foi armazenada por um curto espaco

de tempo.

No que diz respeito a versao EcrFh8FTL (figura 3.11-C) esta parece estar aglomerada em
“dimeros de tetrameros” (uma vez que o “r obtido” é cerca do dobro do esperado) apesar da sua
populacdo ser homogénea, isto pode ser devido a proteina de fusdo Fh8 ter a possibilidade de
apresentar dimeros e oligdmeros numa conformacao ordenada [42]. Ja a versdo EcrCFTL (figura
3.11-D), resultante desta anterior, apresenta um resultado muito semelhante a versdo PprFTL-SEC
A, dado que apresenta uma populacdo homogénea em forma de tetramero revelando-se também

estruturalmente estavel quando armazenada [42].

Por ultimo, a EcrHisgFTL (figura 3.11-E) revela-se um caso extremamente diferente

apresentando uma populacao heterogénea com 5 grupos de diversos tamanhos. Destes 5 grupos
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existem 2 populacdes com um tamanho superior ao esperado (98,4 + 22,9; 39,7 + 4,21),
sugerindo que a EcrHisgFTL esta aglomerada. Além disso, existe ainda uma populacao com um
tamanho inferior ao esperado (0,3 + 0,04), que podera corresponder a frutalina desnaturada. A
populacédo organizada em forma de tetramero, o resultado esperado, é a existente em minoria.
Verifica-se também que esta € uma proteina extremamente instavel que precipita a pH fisiologico

e a qualquer variacao de temperatura, o que torna inviavel 0 seu uso.

3.4.2. Ensaios de hemaglutinacao

Relativamente & atividade hemaglutinante (seccdo 2.13) foram feitos 2 ensaios

independentes (n=2) em que foram obtidos os mesmos resultados (tabela 3.2).

Tabela 3.2. Atividade hemaglutinante da frutalina nativa e de diferentes versées de frutalina

recombinante (concentracao inicial = 0,1 g/L)

Frutalina Tampéao HA
FTL nativa 1:32
PprFTL-SEC A Negativo
PprFTL-HIC A PBS pH 7,4 Negativo
EcrFh8FTL 1:4
EcrCFTL Negativo

EcrHissFTL PBS pH 6,0 1:64

Tal como reportado em trabalhos anteriores a frutalina nativa possui atividade
hemaglutinante (HA) de 1:32 em eritrocitos de coelho [12]. Ao contrario desta, a frutalina
recombinante expressa em FP. pastoris nao possui HA em eritrocitos de coelho,
independentemente do método de purificacdo usado (versdo PprFTL-SEC A e PprFTL-HIC A), o
que sugere que a glicosilacao inibe a HA, apesar de manter a sua estrutura tetramérica, tal como

referido anteriormente [16].
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Relativamente a EcrFh8FTL ha a possibilidade de formacao de “dimeros de tetrameros”
e perda da HA. No que respeita a EcrCFTL esta manteve a estrutura mas perdeu a HA. Estes
resultados nao vao de encontro aos obtidos num trabalho anterior [42], contudo nesse trabalho
foi usado um tampao diferente (Tris 50 mM, NaCl 150 mM a pH 8.0), o que sugeriu que talvez
fosse o0 tampao usado neste trabalho, PBS com pH 7,4, que estivesse a provocar a perda de HA
da proteina. Contudo o tamp&o usado nestas proteinas é o mesmo da FTL nativa e esta manteve
a sua HA. Desse modo, esta diferenca podera ser devida ao pH do tampao que podera estar a

alterar a conformacao dos locais de ligacéo acucares.

Por fim, a versdo EcrHissFTL apesar de ser uma populacao heterogénea, apresentou HA
de 1:64, o que implicaria que esta versao tivesse maior HA do que a nativa, o que nao faz sentido.
Dada a cor e aspeto dos precipitados de eritrocitos observados (diferentes dos causados pela
frutalina nativa), outro fenémeno de precipitacdo podera ter ocorrido, tendo origem na amostra

utilizada (fato nao observado no correspondente controlo negativo, PBS pH 6,0).

3.5. Efeito anti-proliferativo das diferentes versoes de frutalina recombinante em linhas
tumorais humanas
De modo a perceber se as diferentes versdes de frutalina recombinante possuem efeito

anti-proliferativo, estas foram aplicadas em 2 linhas tumorais humanas HCT 116 p53** e p53”..

Relativamente as 2 versdes produzidas em £. coli (EcrHisgFTL e EcrCFTL) foram realizados
2 ensaios independentes (n=2) e nenhuma delas mostrou ter efeito anti-proliferativo em ambas as
linhas, tal como a EcrFh8FTL testada num outro trabalho [2]. Estes resultados sugerem que a
glicosilacao pode ter um papel importante na atividade da frutalina [11], e a auséncia desta leva
a inexisténcia de atividade anti-proliferativa, De referir que a isoforma de frutalina clonada em £.
coli possui uma sequéncia consenso para N-glicosilacdo [10], logo, na natureza, a glicosilacao
pode fazer parte desta isoforma. Além disso, esta isoforma nao é a mesma que clonada em P.

pastoris e desse modo as suas atividades nao sao comparaveis.

Em relacdo as versbes produzidas em P. pastoris e purificadas por 2 metodologias
diferentes foi possivel obter 4 versdes. As versoes resultantes da metodologia de HIC foram usadas

para verificar se realmente a glicosilacdo tem influéncia na atividade anti-proliferativa da frutalina.
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Com as versdes resultantes da metodologia SEC pretendeu-se esclarecer a questdo da estabilidade
da frutalina recombinante ao longo do tempo, visto ja se ter comprovado que esta é uma proteina
com efeito anti-proliferativo nas linhas celulares HCT 116 p53”* e p53 7" [2], bem como comparar
com as versoes resultantes da metodologia HIC. Além disso, ainda foi testada a PprFTLHiss de
modo a verificar se esta possui efeito anti-proliferativo, e se o fag Hisg influencia de alguma forma

a atividade da frutalina recombinante produzida em F. pastoris.

Os valores de Gls, obtidos para as versdes de frutalina recombinante produzidas em /7.
pastoris estao apresentados na figura 3.12. Para cada frutalina foram realizados 2 ensaios

+/+

independentes (n=2) apenas na linha celular tumoral HCT 116 p53™", isto porque num trabalho
anterior nao se verificaram diferencas nos resultados em ambas as linhas, o que sugeriu que a

inducao de apoptose nao é dependente da p53 [46].
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Figura 3.12. Analise estatistica dos valores de Gls, em células HCT 116 p53 ** de diferentes versdes de
frutalina recombinante de P. pastoris obtidas por diferentes metodologias de purificacdo. Os resultados do
grupo (a) sao significativamente diferentes do grupo (b) (p<0,0001) pelo teste de Tukey.

Analisando os resultados obtidos verificou-se que os valores de Gls, correspondentes a
frutalina recombinante purificada por SEC sao significativamente diferentes dos valores
correspondentes a purificada por HIC e IMAC-Ni. Entre as versdes purificadas por SEC ndo ha

diferencas significativas, tal como entre as versoes purificadas por HIC e IMAC-Ni (PprFTLHisg).

Em relacdo as amostras purificadas por SEC nao existe diferenca significativa entre os

valores de Gls,, ambas as versdes sao iguais apenas diferem no tempo de armazenamento a -
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20°C e no investigador que levou a cabo a sua producao e purificacdo. A PprFTL-SEC A foi
produzida num trabalho anterior e armazenada durante 6 meses e a PprFTL-SEC B foi produzida
neste trabalho e armazenada durante 1 més antes da sua aplicacao nas linhas tumorais humanas.
Os resultados obtidos permitiram concluir que frutalina produzida em P. pastoris e purificada por
SEC é estavel estruturalmente e mantém a sua atividade anti-proliferativa mesmo apos meses de
armazenamento a -20°C. Contudo estas versdes de frutalina possuem um efeito citotdxico menor
(Glsp PprFTL-SEC A=9,66 + 0,481; Gls, PprFTL-SEC B= 8,50 + 0,552), quando comparadas com

as versdes obtidas pelas outras metodologias.

As amostras resultantes da metodologia HIC diferem uma da outra na fracao glicosilada,
sendo a A enriquecida e a B desfavorecida nesta fracdo (menos 23%). Em relacao aos resultados
de Glsg a PprFTL-HIC A tem cerca do dobro da poténcia da PprFTL-HIC B (Gls, PprFTL-HIC A=1,18
+ 0,159; Glsg PprFTL-HIC B= 2,11 + 0,281), o que sugere que a glicosilacdo é importante na

atividade da frutalina, contudo estas diferencas nao sao significativas [11].

Em relacdo a PprFTLHiss purificada por IMAC-Ni é possivel verificar que o Zag Hisg nao
influencia negativamente a atividade anti-proliferativa da frutalina, tendo um valor de Gls,
relativamente baixo (Gls, PprFTLHise= 2,44 + 0,219). Esta versdo de frutalina recombinante nédo
possui diferencas significativas quando comparada com as versdes purificadas por HIC e todas
elas possuem valores de Glsy baixos. Ou seja, sdo potentes agentes de inibicdo da proliferacao
celular, quando comparadas com as versdes de frutalina purificadas por SEC. Isto pode dever-se
a uma selecdo de determinadas formas de frutalina recombinante, com maior atividade, em

detrimento de outras, com menor atividade, em IMAC-Ni e em HIC, e que ndo acontece em SEC.

Os resultados da purificacdo IMAC-Ni ja haviam sugerido a ocorréncia de diferentes
conformacdes na frutalina recombinante produzida em P. pastoris. Esta proteina é uma mistura
heterogénea de formas glicosiladas e nao-glicosiladas e a combinacdo destas pode levar a
organizacao de tetrameros com e sem glicosilacao, e por isso com diferentes conformacoes, e,
consequentemente com diferentes atividades. Além disso, as formas glicosiladas podem variar no
contetdo em manose, como verificado na figura 3.10, onde é possivel observar a existéncia de 2
bandas glicosiladas sobrepostas. Em SEC a frutalina é simplesmente purificada pelo seu peso
molecular, logo havera essa mistura, ao passo que em IMAC-Ni e HIC determinadas conformacdes

da frutalina foram selecionadas, correspondendo as mais ativas.
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A selecdo na metodologia de IMAC-Ni podera ser devida a conformacao adotada pela
proteina (isto &, por cada tetramero) aquando do seu enrolamento, tornando em alguns casos o
fagoculto, nao permitindo assim a sua ligacao a resina de niquel, e dessa forma provoca alguma
selecao de conformacdes presentes na amostra final, que poderao corresponder as mais potentes
(glicosiladas). Relativamente a metodologia de HIC também podera ocorrer selecao pois aguando
do aumento da concentracao de sais ocorre a alteracao da conformacdo da frutalina para expor
os residuos hidrofébicos e ligar-se ao meio HIC. Nesse momento pode acontecer a selecdo de
determinadas formas devido a diferente exposicdo dos residuos hidrofébicos e assim, se ligarem
de forma diferente a coluna sendo eluidas de forma diferenciada, podendo na amostra final existir
populacdes mais potentes (glicosiladas) em detrimento de outras com efeito menor (néo-

glicosiladas).
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4.1. Conclusoes

Neste trabalho foram estudadas diferentes versoes de frutalina recombinante com vista a
sua aplicacdo biomédica, para isso avaliaram-se dois sistemas de expressao, P. pastoris e E. coll
A levedura P. Pastoris ja usada em trabalhos anteriores é capaz de conferir glicosilacao e resulta
em versdes de frutalina recombinante com atividade citotdxica, contudo a metodologia de
purificacdo até entdo usada, SEC, carece de otimizacdo. Para isso, foram testadas diferentes
metodologias de purificacdo, nomeadamente HIC e IMAC-Ni. Por outro lado, a £. coli, como
sistema de expressao, aliada a tecnologia de proteinas de fusao permite um processo de producao
e purificacdo mais eficiente, contudo até ao presente trabalho nao foi possivel a obtencao de

versdes com efeito citotdxico.

Nesse sentido, foram testadas duas versdes de frutalina produzidas em £. cofi versdes
nao-glicosiladas, uma delas contendo o 7ag Hiss (EcrHissFTL) e outra resultante da clivagem do
Fh8 da versdo EcrFh8FTL (EcrCFTL), em linhas tumorais humanas com (HCT 116 p53 *) e sem
a forma nativa da p53 (HCT 116 p53 7), e nenhuma destas versdes mostrou ter efeito anti-
proliferativo em ambas as linhas tumorais. O que sugere que a glicosilacdo assume um papel
importante na atividade da frutalina e a auséncia desta resulta na inexisténcia de atividade anti-
proliferativa, ou a isoforma clonada em £. coli é uma isoforma sem atividade. Além disso, a
frutalina expressa em £. colicom o fag de solubilidade Fh8 (EcrFh8FTL) e a versao resultante da
clivagem do Fh8 (EcrCFTL) apresentaram populacdes homogéneas mas perderam a sua HA apos
0 armazenamento a -20°C durante 6 meses. Do ponto de vista estrutural, a EcrFh8FTL forma
“dimeros de tetrameros” e a EcrCFTL esta organizada em forma de tetramero, ambas populacoes
homogéneas. Contrariamente a frutalina recombinante expressa em £. coli usando o fag de
purificacdo Hisg (EcrHisgFTL) apresentou uma populacao heterogénea e revelou-se um caso de

extrema instabilidade tornando inviavel o seu uso.

Relativamente as versdes de frutalina produzidas em P. pasforis, versoes glicosiladas,
todas elas mostraram ter efeito anti-proliferativo nas linhas tumorais humanas. A frutalina
purificada por SEC ¢é estavel estruturalmente e manteve a sua atividade anti-proliferativa na linha
HCT 116 p53 ** mesmo apos meses de armazenamento a -20°C. Contudo possui um efeito
citotéxico menor, talvez devido a sua composicao, pois é simplesmente purificada pelo seu peso

molecular, logo havera uma mistura de conformacdes e atividades. As versdes de frutalina
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resultantes da purificacdo por HIC, mostraram ter atividades citotdxicas diferentes, sendo que a
versdao enriquecida na fracdo glicosilada possui cerca do dobro da poténcia da versao
desfavorecida nesta fracao, o que sugere que a glicosilacao € importante na atividade da frutalina,
contudo estas diferencas nao sao significativas. Em relacao a PprFTLHiss purificada por IMAC-Ni
foi possivel verificar que o fag Hisg nao influencia negativamente a atividade anti-proliferativa da

+/+

frutalina e esta possui um potente efeito anti-proliferativo na linha HCT 116 p53 ™",

As versdes de frutalina purificadas por HIC e IMAC nao apresentaram diferencas
significativas no efeito anti-proliferativo que exibem, contudo as versdes purificadas por SEC
revelaram-se menos potentes quando comparadas com as anteriores, existindo diferencas
significativas. Isto pode dever-se a uma selecdo de determinadas conformacdes de frutalina
recombinante, com maior atividade, em detrimento de outras, com menor atividade, em IMAC-Ni
e em HIC, e que nao acontece em SEC. Posto isto, foi possivel concluir que a frutalina
recombinante de F£. pastoris € uma mistura heterogénea de tetrameros com diferentes
conformacdes e atividades, justificando a variabilidade na atividade das diferentes versdes de

frutalina recombinante aqui estudadas.

Por fim concluiu-se que a £. coli, como sistema de expressao, permite um processo de
producdo e purificacdo mais eficiente contudo as versdes resultantes continuam a nao ter efeito
citotéxico. Ja a levedura P. pastoris apesar de ter um processo de producdo eficiente continua a
carecer de otimizacdo do processo de purificacdo usado (SEC). Neste trabalho foram feitas
tentativas de otimizacdo, nomeadamente HIC e IMAC-Ni, contudo os resultados nao foram
satisfatorios e estas revelaram-se metodologias de purificacdo menos eficientes que SEC.
Curiosamente, as amostras resultantes da metodologia de purificacdo mais eficiente (SEC)
mostraram ter menor efeito anti-proliferativo comparativamente com as amostras resultantes das
metodologias menos eficientes (HIC e IMAC-Ni) onde foram obtidas amostras de frutalina
recombinante com um potente efeito anti-proliferativo em linhas tumorais humanas HCT 116

pb3**,
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4.2. Perspetivas futuras
Com base nos resultados obtidos neste trabalho, seria interessante como trabalho futuro:

(1) Produzir a isoforma de frutalina recombinante de P. pastoris em E. coli, de modo a
verificar se a auséncia de atividade das versdes produzidas em £. coli é devida a
isoforma clonada ou a auséncia de glicosilacao conferida pelo sistema de expressao,
e assim esclarecer se efetivamente a glicosilacdo & essencial para o efeito anti-
proliferativo da frutalina ou se a isoforma clonada é que influencia este efeito;

(2) Clonar a frutalina com o fag Hisg no N-terminal em P. pasforis para purificacdo por
IMAC-Ni, na expectativa de contornar o possivel problema de indisponibilidade
conformacional do #ag Hisg quando presente no Cterminal e avaliar a sua atividade
citotoxica, ou aumentar o niumero de histidinas do Zag usado de modo a tornar a
ligacao a coluna mais forte e assim reduzir a quantidade de proteina perdida, e
consequentemente otimizar o processo de purificacao;

(3) Explorar de uma forma mais profunda o mecanismo de inducdo de apoptose

dependente da via das caspases.

Quando o processo de producdo e purificacdo for otimizado de modo a obter grandes
quantidades de frutalina recombinante, esta podera ser usada como biomarcador tumoral e agente
indutor de apoptose de células tumorais. Adicionalmente, podera ser incorporada em
nanoparticulas para que seja possivel o seu transporte até as células tumorais e a sua libertacéo

controlada, quando usada em modelos /1 vivo.
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6.1.Sequéncias
FTL nativa

AEQSGKSQTVIVGPWGAKVSGKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVIYDLNGRPFVGQSHTSFIKGFT
PVKISLDFPSEYIVEVSGHTGKVSGYVWVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLVVGFKGSIGYWM

DYFSMYLSL

PprFTL-SEC e PprFTL-HIC

EAEAEFNQQSGKSQTVIVGPWGAKVSIEBNGKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVVYDLNGSPYVG

QNHKSFITGFTPVKISLDFPSEYIMEVSGYTGNVSGYVVVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLIV
GFKGSIGYWLDYFSMYLSL

PprFTLHisg

EFNQQSGKSQTVIVGPWGAKVSTBBNGKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVVYDLNGSPYVGQNHK

SFITGFTPVKISLDFPSEYIMEVSGYTGNVSGYVWVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLIVGFKGS
IGYWLDYFSMYLSLHEEHEH

EcrHisgFTL

K EEEEE PV SDYDIPTTENLYFQGAMGSAEQSGKSQTVIVGPWEAKVSIBBNGC KAFDDGAFTGIREIN

LSYNKETAIGDFQVIYDLNGRPFVGQSHTSFIKGFTPVKISLDFPSEYIVEVSGHTGKVSGYVVVRSLTFKTN
KKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLVVGFKGSIGYWMDYFSMYLSL

EcrFh8FTL

M Pmsr
_EN LYFQGSMGS GKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIG

DFQVIYDLNGRPFVGQSHTSFIKGFTPVKISLDFPSEYIVEVSGHTGKVSGYVVVRSLTFKTNKKTYGPYGVT
SGTPFNLPIENGLVVGFKGSIGYWMDYFSMYLSL

EcrCFTL

GSMGSAEQSGKSQTVIVGPWGAKVSIBBNGKAF DDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVIYDLNGRPFVGQ

SHTSFIKGFTPVKISLDFPSEYIVEVSGHTGKVSGYVVVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLVVGF
KGSIGYWMDYFSMYLSL

Legenda:

Cadeia o

77



Capitulo 6 | Anexos

78



	Página 1
	Página 2
	Página 3

