UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E

MOLECULAR

Desenho e obtencédo de genes sintéticos para a expressao heterdloga do fator
de reprogramacéo celular Oct-4 fusionados a transportana 10 em diferentes

linhagens de Escherichia coli

RAQUEL AYRES

PORTO ALEGRE, AGOSTO DE 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E

MOLECULAR

Desenho e obtencdo de genes sintéticos para a expressao heterdloga do fator
de reprogramacéo celular Oct-4 fusionados a transportana 10 em diferentes

linhagens de Escherichia coli

ALUNA: RAQUEL AYRES
ORIENTADOR: PROF. DR. DIEGO BONATTO

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Biologia Molecular e
Celular, como requisito para obtencéo do
grau de Mestre em Biologia Molecular e

Celular

PORTO ALEGRE, AGOSTO DE 2014



Fontes Financiadoras

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Radiobiologia Celular
(Laboratério 219), no Departamento de Biotecnologia e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul com o apoio financeiro da CAPES e dos
Institutos Nacionais de Ciéncias e Tecnologias — Processos Redox em Biomedicina

(INCT-REDOXOMA).



Agradecimentos

Primeiramente gostaria de agradecer aquelas pessoas que sdo essenciais
para mim que sem 0S quais eu nao estaria aqui hoje realizando mais uma etapa
importante na minha vida, meus pais. Quero agradecer a eles por todo amor e
carinho que sempre tiveram por mim. Por me aguentarem estressada e achando que
nada iria dar certo. Agradeco por sempre acreditarem em mim, mesmo quando eu
mesma nao acreditava, por me incentivarem quando eu achava que nao iria dar
certo e por me mostrarem de que eu seria capaz e pela confianca que depositam em
mim. Quero que saibam que sao a inspiracdo para a minha vida dessa forma tento
absorver o melhor de cada um para me tornar uma mulher tdo especial quanto
vocés sdo, AMO VOCES.

N&o menos importante quero agradecer a aquela pessoa que ndo hasceu na
minha familia mas que eu escolhi para ser fazer para dela como meu companheiro,
amigo e meu amor, Conrado. Obrigada amor, por me aturar em todas as fases, nos
choros, nas angustias, nos medos, nos ensaios (sim, escutava os ensaios das
apresentacdes) nos acertos e nos erros, sempre me motivando, acreditando em mim
e me dizendo que eu era capaz. Saiba que és muito importante na minha vida e que
se cheguei até aqui foi devido ao teu apoio e compreensao. TE AMO e obrigada por
tudo.

Preciso agradecer também aqueles que de alguma forma participaram, nao
ativamente mas compreendendo o que eu fazia e me ajudando sempre com
palavras de carinho e incentivo. Quero agradecer ao meu irmao, Gustavo, que em
nossas conversas sempre me mostrava que temos que ser mais compreensivos e

gue tudo daria certo. Nao posso esquecer de agradecer meu sogro Nei e minha



sogra Gloria, o Nei nas suas tentativas de me ajudar com o que eu tinha duavida, sé
gue nado né....hahaha, brincadeiras a parte meus sogros compreenderam e me
incentivaram a realizar tudo com muita garra e persisténcia estando sempre ao meu
lado.

Entdo agora, apds os agradecimentos para os familiares ndo poderia deixar
de agradecer aqueles que fizeram parte desta histéria na prética, convivendo cada
momento comigo. Dessa forma agraco ao meu orientador o Prof. Diego Bonatto,
pela oportunidade, por sua confianca e dedicacdo. Obrigada por ter me dado o
privilégio de poder aprender ao seu lado, muito do que me tornei durante este
periodo devo ao que vivi no laboratério 219. Falando em laboratério agradeco aos
colegas pela convivéncia, pelos cafés e pelos lanches coletivos que nos
proporcionavam alguns momentos de relaxamento nos quais riamos bastante. Em
especial preciso agradecer duas colegas de laboratorio que enfim tornaram minhas
amigas, Renata e Beatriz. Renata, ou Ré para os intimos, agradeco a amizade, que
comecou aos poucos, de forma timida, mas que como passar do tempo se
consolidou. Obrigada por fazer parte nas “noites festivas do laboratério” ficar até
tarde fazendo experimento ouvindo mausica e discutindo os experimentos, iISSO vai
permanecer para sempre. E a Beatriz, ou melhor Bia, me conquistou com esse
jeitinho delicado de falar, mas que quando fica braba ela fica mesmo e isso ndo &
dificil né?! Muito obrigada pela forca nessa fase final, pelas dicas e pelas conversas.
Meninas, Ré e Bia, obrigada pelos momentos que nOs passamos juntas, pelas
risadas e pela amizade.

Quero agradecer aquelas pessoas que tiveram uma parcela importante na
minha formacdo e na escolha de trabalhar com a pesquisa cientifica, Dr. Tiago

Dalberto e Dr2 Nance Nardi. Tiago, quero agradecer de coracao por desde o inicio,



guando eu quis fazer iniciagdo cientifica voluntaria, ter me acolhido e me
incentivado, obrigada por ter continuado sempre me auxiliando e por ter se tornado
um grande amigo. E ndo poderia deixar de agradecer a Dr2 Nance Nardi, pois
juntamente com o Tiago, me acolheu e me cedeu a oportunidade de conhecer o
meio cientifico, principalmente as células-tronco, obrigada pela confianca e pelo
ensinamento.

N&o posso deixar de agradecer aqueles que me auxiliaram com dicas,
protocolos e equipamentos, como o laboratério 210 onde consegui discutir e
aprimorar meus experimentos além disso agradeco a paciéncia do pessoal por estar
em sempre dispostos a ajudar. Agradeco também ao pessoal do laboratério de
sinalizacado e plasticidade celular por auxiliarem na técnica de western blot, cedendo
0s protocolos e alguns reagentes. Deste ultimo laboratorio agradeco em especial ao
Prof. Guido Lenz, pela confianca e por ceder a bolsa de DTI.

Por fim agradeco a todos aqueles que de alguma forma fizeram parte desta
fase importante da minha vida, seja a distancia como minhas amigas Tiane, Tais e
Thiely ou proximo como meus avés, meus tios e primos. Obrigada por tudo saibam
gue tudo que vivi e todos que passaram em minha vida estardo para sempre em

minha memodria de alguma forma.



Sumério

LiSta d€ ADreVIAtUIAS. .....coi ittt bbbt er e e e e e e e e e as 9
IS = W0 [ (T U = PSPPSR 10
Lista de tabelas. .......ceueii 18
RESUMIO. ..o ettt e e et e e e e e et ee b e e e eeean e e e e e e rnnra e e 19
Y 0L = V! ST 21
1. INEFOTUGAD. ...ttt e e e s e e e e e e e e e ea e e 22
1.1 Viséo histérica das células-tronco e a sua caracterizagao..............c.cccvveeeeenne 22
1.2 Importancia clinica das CElulas-troNCO.........ccccceveeieiiiieiiiiiii e 29
1.3 Células-tronco pluripotentes iNdUZIAAs. .........ccccocvviiiiiiiiieiieeeee e 33

1.4 Peptideos transdutores de membranas ou peptideos de penetracdo

(01111 ] = PP PP PPP PR 38

1.4 1TranSPOMTANAS. ......uvuiieeieeeiri et e e e rn e e e enne s 41

2. JUSTITICATIVAL ..ttt seer b e e e 43
3. ODJEEIVOS. ..ttt e e e 44
3.1 ODJELIVO GEIAL....cciieiiii i 44
3.2 ODbJetiVOS ESPECITICOS. ..uuviiiiiiiiiiiii it e 44

4. Procedimentos EXPEriMENTAIS. ........uuuuiiiiieiiiiiiie et e 45

4.1 Desenho e sintese de genes sintéticos para a expressdo dos fatores de
Yamanaka fusionados a transportana 10...............eeueeeiiiiiiiiiiiieiiieeeneeneenne 45
4.2 Linhagens de E. coli usadas neste trabalho.............ccccooeviiiiiiiiiiiiiiiiicieeen, 47

4.2.1 Inducdo de competéncia nas linhagens DH5a e XL1-Blue de Escherichia



10.

4.3 Estabelecimento das condicbes de cultivo para expressdo dos genes

E] 110 (100 PP EUPPURRRR 51
4.4 Protocolo para extragdo de proteina heterdlogas...........cccceeeerieiiiiiieieeennninnee. 53
4.5 Avaliagéo dos extratos proteicos em gel de poliacrilamida..............ccccceeveeee.. 54
4.6 Ensaio qualitativo dos extratos proteicos por Western blot.............ccccceeeeennn. 54
4.7 Ensaio in vitro de ligacdo a respectiva sequéncia de DNA............cocoiviinneee. 56
4.8 ANAliSE EStAtISHICA. .....cceeeieeei i it e e e ——————— 59

5] 01 7= o [0 1 60
5.1 Resultados da padronizagdo da expressao proteiCa............ceveeeeeerrinninnnns 60

5.1.1 Verificagdo do padrdo de bandas dos extratos proteicos das linhagens
comerciais de E. coli contendo os diferentes genes sintéticos e sua
avaliacdo da expresséao proteica por western blot..............cccceeeeeiveiiininns 60

5.2 Avaliagdo dos extratos proteicos das linhagens comerciais C3013H e

C3016H contendo as quatro diferentes construcbes sintéticas de

5.3 Confirmacéo da ligacdo do extrato proteico a respectiva sequencias de

3 PRSP PPPP 1
DISCUSSAO. ...t tteeeee ettt ettt e e et et e e et e nanr e e e e e nnnes 80
CONCIUSAO. ...ttt e e e s e e e e e neeens 87
TS 01T o1 11V 7= L 88
AANBXOS. ...ttt e 90

9.1 Mapas vetoriais das construcdes dos plasmideos contendo dos fatores
transcricionais fusionados @ TPL0........c.c.uuuuiiiiiiiiiiiie e e 90

Referéncias BibliografiCas...........coooiiiiiiiiiiiiee e 100



Lista de abreviaturas

CPP: do inglés cell penetrating peptides

CT: célula-tronco

CTA: célula-tronco adulta

CTE: célula-tronco embrionaria

CTM: célula-tronco mesenquimal

iPSC: do inglés induced pluripotent stem cell

IPTG: isopropyl-B-D-1-tiogalactopiranosideo

LB: meio de cultura Luria Bertani

LBA: meio de cultura Luria Bertani suplementado com ampicilina
PTF: do inglés pluripotency-inducing transcription factors
SCTN: do inglés somatic cell nuclear transfer

TBS: do inglés Tris Buffered Saline

TP: transportana

TP10: transportana 10

TTBS: do inglés Tris Buffered Saline com Tween 20



Lista de Figuras
Figura 1. Linha do tempo indicando as pesquisas mais importantes realizadas com

CAIUIASTIONCO. ..o e e 24

Figura 2. Caracteristicas das células-tronco embrionérias e o seu potencial para a
formacgao de diferentes células e tecidos de um

(o] o = 1] 11 0 [0 J PP TP P TP PP 25

Figura 3. Protocolo experimental usado para a transferéncia nuclear

(Y0 1 1= 14 [o7- VURUR TR 27

Figura 4. Desenho experimental para obtencdo de células-tronco pluripotentes

induzidas (iPSCs) a partir de fibroblastos retirados de um doador

T = o o PP 28
Figura 5. Caracteristicas das células-tronco mesenquimais
(O I TR PP OUPTRRR TP 32

Figura 6. Diferentes procedimentos atualmente empregados para a geracdo de
células-tronco pluripotentes induzidas

(IPSCS).. vt eeeeeee ettt et et eee e ee e e et e s et ee et ee st et et e et 36

Figura 7. Gene  sintético  codificante para a proteina  TP10-

10



Figura 8. Desenho experimental da padronizacéo para otimizagdo dos parametros a

fim de obter melhor expressao da proteina OCT4 in

Figura 10. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apos a inducdo das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H contendo os plasmideos O e CTO testados
com os seguintes parametros de inducéo: temperatura 37 °C, 0,4 mM de IPTG por

um periodo de 3

Figura 11. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apds a inducéo das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H testando 0s seguintes parametros de

inducédo: temperatura 37 °C, 0,4 mM de IPTG e por um periodo de 5

Figura 12. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apds a inducdo das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H testados com os parametros de inducéo:

temperatura 25 °C, 04 mM de IPTG por um periodo de 3

Figura 13. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apds a indugéo das

linhagens de E. coli C3013H e C3016H testando 0s seguintes parametros de

11



indugdo: temperatura 25 °C, 0,4 mM de IPTG por um periodo de 18

Figura 14. Avaliacdo em gel de SDS-PAGE 15 %, dos padrbes de bandas obtidas
apoés a extracdo da proteina OCT4 das linhagens C3013H e C3016H contendo os
plasmideos O e TON testados com os parametros de inducdo: temperatura 25 °C,

0,4 mM de IPTG por um periodo de 5

Figura 15. Andlise qualitativa da expressdo da proteina OCT4 nas linhagens
comerciais de E. coli contendo o plasmideo O, visualizado pela presenca de

marcacao de anticorpo anti-Oct3/4 com a banda em 38

Figura 16. Analise da expressao qualitativa da proteina OCT4 obtida pela ligacéo do
anticorpo anti-Oct3/4 utilizado para o reconhecimento da respectiva proteina através
da avaliacdo dos extratos proteicos das Linhagens C3013H e C3016H, que possui a
capacidade de expressao da proteina OCT-4 obtida a partir do plasmideo TON,

mostrado pela marcacao da banda na massa de 38

Figura 17. Analise da expressdo qualitativa da proteina OCT-4, mostrado pela

banda na massa de 38

12



Figural8. Analise da expressédo qualitativa da proteina OCT-4, mostrado pela banda
na massa de 38 kDa. A amostra apresentada é referente a expressdo de OCT-4 na

linhagem C3016H contendo 0 plasmideo N_TO.......ccceeiiiiriiiiiiiieeniiee e 76

Figura 19. Avaliacdo da ligacdo dos extratos proteico contendo a proteina OCT-4

com sua respectiva sequéncia de alvo de

13



Lista de Tabelas

Tabela 1. Classificacdo e caracteristicas dos diferentes peptideos

L= T 0 (11 U UPPUPPRPN 40
Tabela 2. Descri¢do dos plasmideos contendo os fatores TP10-PTFs.........cccccco..... 46
Tabela 3. Caracteristicas das linhagens comerciais utilizadas no trabalho............... 48

14



Resumo

As células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) séo as células reprogramadas com
fatores de transcricdo, como Oct-4, Sox-2, Klf-4 e c-MYC (OSKM). As iPSCs séo
geralmente obtidas pela expressdo ectopica de vetores retrovirais e lentivirais
contendo os fatores transcricionais OSKM. No entanto, a utilizacdo de sistemas de
expressdo virais pode levar a mutagénese de insercdo e geracao de células
tumorais. Assim, é preferivel que a reprogramacédo celular ocorra temporariamente
por meio de fatores OSKM fusionados com sequéncias de peptideos para a
transducdo de proteinas. Neste sentido, os genes sintéticos codificadores de
transducao de péptidos fusionados ao N ou C-terminal de OSKM pode ser obtido por
ferramentas da bioinformatica especificos e sintetizados utilizando técnicas quimicas
avancadas. Esses genes sintéticos podem ser aplicados para a sintese de proteinas
utilizando tanto técnicas in vivo quanto in vitro. Assim, o objetivo deste trabalho foi
gerar fatores OSKM fusionados a transportana (TP10) usando genes sintéticos e
sistema de transcricdo e de traducdo in vivo. Além disso, trés genes sintéticos
adicionais também foram obtidos para expressdo de Oct-4 contendo TP10 fusionado
na regido N-terminal (N-OCT4-TP10), C-terminal (C-OCT4-TP10), e sem TP10 (Oct-
4). A expressao ectopica dos trés genes sintéticos para Oct-4 foram testadas in vivo
em duas diferentes linhagens comerciais de E. coli que expressam a enzima de T7
RNA polimerase. Os dados de Western blot indicaram que todos 0s genes sintéticos
de Oct-4 foram capazes de produzir proteinas recombinantes. No entanto, a
expressao mais elevada foi obtida com a construgcdo N-OCT4-TP10. Além disso, as
proteinas do fator de transcricdo Oct-4 obtitdas foram avaliadas quanto a sua
capacidade de ligacdo a sua respectiva sequéncia-alvo de DNA sendo avaliada por

meio dos extratos brutos das proteinas de E. coli contendo ou ndo Oct-4 proteinas
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ectopica. Os dados do ensaio de ligacdo demonstraram que todas as sequéncias de
Oct-4 foram capazes de se ligar as suas sequéncias de reconhecimento. Em
conclusédo, as proteinas Oct-4 funcionais fusionadas com o peptideo o transdutor
pode ser obtido a partir de genes sintéticos, permitindo potencialmente elaborar

protocolos de reprogramacao virais livres.
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Abstract

Induced pluripotent stem cells (iPSCs) are reprogrammed cells with a transcription
factors such as Oct-4, Sox-2, KlIf-4, and c-MYC (OSKM). iPSCs are generally
obtained by ectopic expression of retroviral and lentiviral vectors containing tOSKM.
However, the use of viral expression systems can lead to insertional mutagenesis
and generation of tumor cells. Thus, it is preferable to temporarily reprogram cell by
means of OSKM factors fused to peptides sequences for protein transduction. In this
sense, synthetic genes coding to transduction peptides fused to the N- or C-termini of
OSKM can be designed by specific bioinformatics tools and synthesized using
advanced chemical techniques. Those synthetic genes can be applied for protein
synthesis using both in vivo and in vitro techniques. Thus, the objective of this work
was to generate OSKM factors fused to transportan (TP10) using synthetic genes
and in vivo transcription and translation systems. Moreover, three additional synthetic
genes also were obtained for Oct-4 expression containing TP10 fused to: (i) N-
terminus (N-OCT4-TP10), e, (ii) C-terminus (C-OCT4-TP10), and (iii) without TP10
(Oct-4). Ectopic expression of the three synthetic genes for Oct-4 was tested in vivo
in two different commercial strains of E. coli expressing the enzyme T7 RNA
polymerase. Western blot data indicated that the all Oct-4 synthetic genes were able
to produce the recombinant protein. However, highest expression was obtained with
the construction N-OCT4-TP10. Furthermore, the binding capacity of Oct-4 fusion
proteins in these respective target DNA sequences was assessed by the evaluation
of E. coli protein extracts containing or not ectopic Oct-4 fusion proteins. Data from
binding assay demonstrated that all Oct-4 sequences are able to bind to its
recognition sequences. In conclusion, functional Oct-4 proteins fused to transducer
peptides can be obtained from synthetic genes, allowing to potentially design viral-

free reprogramming protocols.
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1 Introducéo

1.1. Viséo historica das células-tronco e a sua caracterizacao

As primeiras evidéncias da existéncia de células-tronco (CTs) foram obtidas a
mais de 130 anos durante as pesquisas de Julius Cohnheim (Cohnheim, 1867 apud
(Prockop, 1997). Em seu trabalho, Cohnheim levantou a hipétese de que a medula
0ssea poderia ser uma fonte de células progenitoras (Figura 1), com a capacidade
de repovoar uma medula irradiada com radiacao ionizante (Cohnheim, 1867 apud
(Parekkadan and Milwid, 2010). Entretanto somente em 1961, Till e McCulloch
conseguiram demonstrar a existéncia de células precursoras na medula 6ssea por
meio de formacéo de nodulos no baco originados de colénias hematopoiéticas (Till e
McCulloch, 1961 apud (Weissman, 2000). Estes nédulos continham células de
eritroblastos e mieloblastos sugerindo a existéncia de uma unica célula percursora.
Essas células percursoras foram capazes de originar todas as células sanguineas e
células do sistema imunolégico em modelo murino (Till e McCulloch, 1961 apud
(Weissman, 2000). A partir de entdo, foi proposta a existéncia das CT
hematopoiéticas (Figura 1) (Ford, 1856, Nowel, 1965 apud (Weissman, 2000). A
confirmacdo posterior da existéncia de CT hematopoiéticas veio com o trabalho
pioneiro de Friedensten e colaboradores, em 1980 (Figura 1) (Phinney, 2002). Para
tanto, um aspirado de medula G6ssea foi colocado em contato com uma placa de
cultura de plastico onde, apds alguns dias de cultivo, a populacdo de células que
permaneceram aderidas tornou-se mais homogénea, com a manutencéo do formato
fibroblastéide (Chamberlain et al., 2007). Por suas caracteristicas fenotipicas e pela

sua capacidade de se diferenciar em células derivadas do tecido mesenquimal,
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estas células foram denominadas de células-tronco mesenquimais (CTMs) (Caplan,

1994 apud (Phinney and Prockop, 2007).
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*Presenca de células- ¢ Geracdo de células-

tronco tronco pluripotentes
mesenquimais na eClonagem da induzidas de
medula dssea. ovelha Dolly camundongos

*Descoberta da *Células-tronco *Primeira *Obtencdo de *Continuacio
célula-tronco embriondrias linhagem de células-tronco e avancos
através da de célula-tronco pluripotentes nas
medula éssea camundongos embriondria induzidas de pesquisas
humana. humanos. com células-
tronco

Figura 1. Linha do tempo indicando as pesquisas mais importantes realizadas com células-tronco.
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Na mesma época do trabalho desenvolvido por Friedensten, os grupos de
Martin e de Evans e Kaufman descreveram a presenca das células-tronco
embrionérias (CTEs) de camundongos (Evans e Kaufan, 1981; Martin, 1981 apud
(Rippon and Bishop, 2004), obtidas inicialmente a partir do isolamento das células
da massa interna do blastocisto de camundongos em desenvolvimento (Figura 2)
(Evans e Kaufan, 1981; Martin, 1981 apud (Rippon and Bishop, 2004). Desde entéo,
os trabalhos com as CTEs murinas tem demonstrado que estas células
indiferenciadas podem ser propagadas indefinidamente (Rippon and Bishop, 2004),
além de possuirem a capacidade de se diferenciar em todas as células e tecidos do

organismo (Rippon and Bishop, 2004).

Retiradasascélulasda
massainternado
blastocisto

@
S
&
Células sdo colocadas \
em cultura

( )
0%, oy
Ns =

Figura 2. Caracteristicas das células-tronco embrionérias e o seu potencial para a

S )

formacdo de diferentes células e tecidos de um organismo. A cultura da massa
interna de um blastocisto é estabelecida in vitro, seguido de sua diferenciacéo para

células dos trés folhetos embrionarios (ectoderma, mesoderma e endoderma).
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Apos a descoberta e o isolamento das CTEsS murinas varios grupos tentaram
caracterizar as CTEs humanas. Em 1998, o pesquisador James Thomson isolou e
caracterizou a primeira linhagem de CTEs humanas (Figura 1) (Rippon and Bishop,
2004; Thomson et al., 1998). Uma vez que as CTEs murinas eram capazes de se
diferenciar para os diferentes tipos celulares, a obtencdo das CTEs humanas teve,
como perspectiva inicial, a possibilidade de sua utilizacdo em protocolos clinicos de
medicina regenerativa e na engenharia de tecidos (Rippon and Bishop, 2004;
Thomson et al., 1998). Contudo, a obtencéo de linhagens de CTEs humanas gerou
um grande debate ético nos diferentes meios de comunica¢do, com indmeras
objecdes sendo levantadas quanto ao uso de embrides humanos em pesquisas
cientificas (RIPPON; BISHOP, 2004).

Um meétodo alternativo para a obtencédo de CTEs humanas seria por meio da
transferéncia nuclear somatica ou clonagem (Figura 3) (Rippon and Bishop, 2004).
Nesta técnica ndo ha necessidade de destruir um embrido produzido de forma
“natural” e o procedimento se da pela anucleacdo de um odcito, seguido pela sua
fusdo desta célula com um nucleo proveniente de uma célula somatica (Campbell et

al., 1996).
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Nicleo da célula somatica

Célula germinativa Q
anucelada
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Figura 3. Protocolo experimental usado para a transferéncia nuclear somatica. O
nucleo de uma célula somatica € isolado e fusionado com um odcito anucleado,
originando um zigoto cujo desenvolvimento leva a formacdo de um blastocisto. A
massa de células do botdo interno do blastocisto pode ser, entdo isolada e

propagada em cultura para estudos posteriores.

A clonagem da ovelha Dolly (Figura 1), em 1997 por Wilmut e colaboradores
(Wilmut, 1997 apud (Yu and Thomson, 2008), demonstrou que a transferéncia
nuclear somética é capaz de originar um organismo completo a partir de um ndcleo
somatico ou mesmo originar CTEs em quantidades suficientes para protocolos de
terapias regenerativas (Wilmut, 1997 apud (Yu and Thomson, 2008). Contudo,
embora a obtencdo de CTEs a partir de protocolos de transferéncia nuclear somatica
seja biologicamente possivel para os metazoarios, ainda ha dificuldades praticas e
éticas para a clonagem de células de primatas, restringindo esta técnica para alguns

organismos especificos (Byrne et al., 2007; Yu and Thomson, 2008).
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Em 2006, o grupo de pesquisa liderado por Yamanaka e colaboradores
(Takahashi and Yamanaka, 2006) transformou fibroblastos de camundongos em
células pluripotentes, com a capacidade de originar os trés folhetos germinativos.
Estas células ficaram, entdo, conhecidas como células-tronco pluripotentes
induzidas (do inglés induced pluripotent stem cell — iIPSCs) (Figura 1).

A reprogramacao celular dos fibroblastos de camundongos para iPSCs foi
realizada por meio da expressdo ectopica de fatores transcricionais relacionados
com a inducdo e a manutencdo de pluripoténcia (Takahashi and Yamanaka, 2006;
Yu et al., 2007) (Figura 4). Neste trabalho, foram identificados quatro fatores
principais e suficientes para reprogramacao e manutencéo da pluripoténcia, os quais
séao o Oct-4, o Sox-2, o Klf-4 e o c-Myc, que, mais tarde, ficaram conhecidos com os

“fatores de Yamanaka” (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu and Thomson, 2008).
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Figura 4. Desenho experimental para obtencdo de células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSCs) a partir de fibroblastos retirados de um doador humano. Apos o
iIsolamento dos fibroblastos e a sua expanséao in vitro, sistemas virais portando os
genes codificantes para os fatores transcricionais de reprogramagao Sao
transfectados na cultura celular e, desta forma, desdiferenciando as células para
IPSCs. As IPSCs podem ser mantidas em culturas ou serem induzidas para

diferenciagao, formando diferentes tipos celulares.
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Em continuidade a estes experimentos, no ano de 2007, o grupo de
Yamanaka e colaboradores demonstrou que era possivel reprogramar fibroblastos
da derme de humanos para iPSCs (Figura 1) (Takahashi et al., 2007) usando os
mesmos fatores transcricionais do estado de pluripoténcia descritos anteriormente
(Takahashi et al., 2007). Também em 2007, Thomson e colaboradores
reprogramaram células somaticas humanas gerando iPSCs usando, além de Oct-4 e
Sox-2, os fatores transcricionais Nanog e Lin28 sendo estes fatores entdo

denominados de “fatores de Thomson” (Yu et al., 2007).

1.2 Importancia clinica das células-tronco

Com base no que fora descoberto por meio da realizacdo dos experimentos
anteriormente citados, as CTs contribuem para reposicado celular de tecidos que
sofreram danos devido a lesdes ou devido a perda de células pelo processo de
senescéncia (Ren et al., 2012).

Nesse sentido, as CT possuem um numero amplo de aplica¢gdes, incluindo
nao somente a medicina regenerativa, mas também a imunoterapia e a terapia
genética (Brignier and Gewirtz, 2010; Li and Fu, 2012). Sendo assim, considerando
0 aumento da expectativa de vida da populacdo humana e, consequentemente, a
prevaléncia de doencas associadas com o envelhecimento, a utilizacdo de terapias
celulares € uma potencial alternativa para regeneracéo tecidual (Nelson et al., 2009;
Parekkadan and Milwid, 2010).

Os estudos com diferentes modelos animais e utilizacdo de ensaios clinicos
em humanos, demonstraram que, o transplante de CT pode tratar, com sucesso,

varias patologias agudas e cronicas (Ren et al., 2012; Wegmeyer et al., 2013). E
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importante ressaltar que a maioria das pesquisas pré-clinicas inicialmente feitas com
CT para finalidades terapéuticas foram baseadas em CTEs (Nelson et al., 2009).
Nesse sentido, as patologias comumente selecionadas para essas pesquisas
incluem as desordens neurolégicas, tais como a doenca de Parkinson e da lesédo
medular (Goldman, 2005), as doencas enddcrinas (Kroon et al., 2008; Volarevic et
al., 2011) e as doencas cardiovasculares (Passier et al., 2008; Segers and Lee,
2008). Além da substituicdo estrutural do tecido doente, as CTEs fornecem um
suporte trofico para as células hospedeiras e restauram as interacdes celulares
danificadas pelo quadro patolégico (Fraidenraich and Benezra, 2006).

Apesar do elevado potencial terapéutico das CTEs, inimeras barreiras éticas
precisam ser superadas (Jiang et al., 2002; Rippon and Bishop, 2004). Outra
guestao importante que atrapalha o emprego clinico das CTEs € a sua capacidade
aumentada em formar teratomas, normalmente observados apds o transplante de
CTEs (Nelson et al., 2009).

Assim, como alternativa ao uso das CTEs encontra-se as células-tronco
adultas (CTAs). Essas células sdo derivadas de tecidos diferenciados, tal como a
medula 0ssea e o tecido adiposo, sendo classificadas como multipotentes devido
seu menor potencial de originar células de outras linhagens (Brignier and Gewirtz,
2010).

Os inameros trabalhos utilizando as CTAs levaram a descoberta das células-
tronco mesenquimais (CTMs) (Figura 5). No sentido terapéutico, as CTMs tém um
potencial de tratamento diferenciado quando comparado com as CTES, pois sao
células que podem ser facilmente isoladas e cultivadas in vitro a partir de doadores
adultos (Chamberlain et al.,, 2007; Keating, 2012). Diferentemente das CTEs, as

CTMs apresentam a capacidade de modular o sistema imunoldgico devido a
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secre¢fes de uma variedade de citocinas pré e anti-inflamatdrias e fatores de
crescimento (Jacobs et al., 2013; Shi et al., 2010). Sendo assim proporcionando a
modulacdo da resposta inflamatéria, neovascularizagdo e reparo tecidual
(Rasmusson, 2006; Shi et al., 2012). Além disso, as CTMs humanas ndo expressam
o0 antigeno leucocitario humano (HLA) de classe Il (HLA-II) e as moléculas co-
estimulatérias e possuem expressao reduzida do complexo de histocompatibilidade
tipo | (MHC ) (Chamberlain et al., 2007). Tal perfil imune é considerado como néo
imunogénico e um transplante destas células pode ndo requerer a administracao de
drogas imunossupressoras (Chamberlain et al., 2007; Nelson et al.,, 2009).
Adicionalmente, a administracdo intravenosa das CTMs tem mostrado um efeito
paracrino benéfico entre as CTMs administradas e as células hospedeiras,
resultando na promocédo de um efeito tréfico promovido pelas CTMs apos o seu

enxerto em varios tecidos (Chamberlain et al., 2007; Parekkadan and Milwid, 2010).
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Figura 5. Caracteristicas das células-tronco mesenquimais (CTMs). As CTMs
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um longo periodo de tempo. Além disso, as CTMs podem ser induzidas a

diferenciacéo, formando iniUmeros tipos celulares, tanto in vitro quanto in vivo.

Apesar do potencial clinico das CTMs, estas células estdo normalmente
comprometidas com a formacdo de um tipo celular especifico, especialmente
relacionado com o tecido da qual a mesmo foi isolada (Nelson et al., 2009).

Assim, uma forma para contornar a limitacdo biolégica das CTMs para a
formacdo de diferentes tecidos, bem como as limitacBes éticas existentes em
relacdo as CTEs, as iIPSCs surgem como uma alternativa Gnica, com amplo
potencial clinico para a regeneracédo tecidual, além de eliminar as barreiras éticas,
visto que as IPSCs séo geradas a partir das préprias células somaticas do doador

(Inoue et al., 2014; Ren et al., 2012).

1.3 Células-tronco pluripotentes induzidas

A geracdo de iIPSCs se da, convencionalmente, por meio da expressao
ectdpica dos fatores de Yamanaka e Thomson (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu
et al., 2007). No protocolo convencional para a geracdo de iIPSCs, 0s genes
codificantes para os fatores de Yamanaka ou de Thomson sdo clonados em
sistemas de expressao viral, tanto retrovirais quanto lentivirais, normalmente sob o
controle de promotores fortes e constitutivos (Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et
al., 2007). Uma vez gerados e empacotados in vitro, esses sistemas virais séo
transduzidos em células de fibroblastos com a finalidades de originar iPSCs
(Gonzalez et al., 2011; Takahashi et al., 2007; Takahashi and Yamanaka, 2006).

A reprogramacao celular por sistemas virais foi considerada adequada
somente para estudos in vitro das iPSCs, sendo o protocolo de reprogramacao mais

eficientes até o momento (Hirschi et al., 2013). No entanto, a integracdo destes
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sistemas virais no genoma da célula hospedeira, para a geracdo de iPSCs, pode
resultar em mutagénese insercional no genoma da célula hospedeira e,
consequentemente, aumentando as chances de geracédo de tumores (Gonzalez et
al., 2011; Hirschi et al., 2013; Takahashi and Yamanaka, 2006; Yu et al., 2007). A
fim de amenizar os efeitos secundarios indesejados resultantes da integracdo viral
outros meétodos de reprogramacédo foram sugeridos com o intuito de minimizar ou
evitar a mutagénese insercional, por meio de metodologias que n&o utilizam
sistemas virais (Nemes et al., 2014).

Dentre as metodologias alternativas para obtencdo de iPSC est&o: i) o uso do
sistema de néo integracdo de adenovirus (Stadtfeld et al., 2008) o qual baseia-se no
uso de uma adenovirus com falha na sua replicacdo, sendo clonado os fatores
OSKM com os fatores individuais em pHIHG-Ad2 originando iPSCs sem o transgene
apos a infeccao de hepatdcitos murinos com particulas adenovirais (Stadtfeld et al.,
2008); ii) a utilizagdo de mRNA sintéticos os quais codificam os fatores de
transcricdo (Okita et al., 2010); iii) o sistema piggyBac transposons (Woltjen et al.,
2009) o qual inclui o piggyBac (PB) transposase que intermedia a transferéncia do
gene e um transposon contendo a sequéncia de interesse flanqueada por repetidos
5 e 3 terminal requeridas para transposi¢cdo, o sistema é composto por um
plasmideo doador contendo o transposon co-transfectado com um plasmideo
auxiliar expressando a tranposase (Fraser et al., 1996); e iv) 0s vetores episomais
(Yu et al.,, 2009), cuja transfeccdo de um unico plasmideo expressando OSKM,
resulta na geracdo de iPSCs sem sinal de integracdo do plasmideo nas células
assim utilizadas (Gonzalez et al., 2009). Embora estes métodos reduzam a
integracdo no genoma ainda assim é preferivel que a reprogramacédo ocorra de

forma temporaria e que, uma vez geradas as iPSCs, as mesmas possam ser
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direcionadas para geracoes de diversos tipos celulares de forma segura e com baixa
tumorigénese (Gonzalez et al., 2011; Pan et al.,, 2010). Sendo assim, diferentes
metodologias tém estabelecido novas estratégias para a obtencdo de iPSCs que
sejam clinicamente mais seguras e confiaveis (Chen et al., 2014; Gonzalez et al.,
2011).

Atualmente, a principal desvantagem dos métodos alternativos aos sistemas
virais € sua baixa eficiéncia de reprogramacao celular (Chen et al., 2014; Gonzalez
et al., 2011). Por exemplo, a instabilidade de alguns sistemas néo integrativos, como
a transformacdo de mRNAs e de plasmideos, assim como a utilizacdo de vetores
epissomais, todos codificantes para os fatores de Yamanaka ou Thomson, torna a
geracdo de iPSCs pouco eficiente e tecnicamente ineficiente para o desenho de
protocolos de medicina regenerativa (Kim et al., 2009a; Nemes et al., 2014; Okita
and Yamanaka, 2011).

Considerando os diferentes métodos existentes de reprogramacédo néao viral
(Figura 6), o uso de fatores de Yamanka ou de Thomson fusionados a peptideos de
penetracdo celular (CPP) € uma alternativa interessante (Beerens et al., 2003;
Gonzalez et al., 2011). Neste sentido, as proteinas podem ser entregues nas ceélulas
in vivo e in vitro se forem acopladas aos peptideos ou proteinas contendo um
dominio de transducdo de bicamada lipidica (Beerens et al.,, 2003). Assim, a
reprogramacdo celular pode ser realizada de forma livre de acidos nucléicos,
evitando a ativacdo de mecanismos mutagénicos de manutencdo e /ou integracao

de transgenes (Gonzalez et al., 2011; Nemes et al., 2014).
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Figura 6. Diferentes procedimentos atualmente empregados para a geracdo de
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs). De uma forma geral, o0s
procedimentos s&o divididos em sistemas integrativos e nédo integrativos. Os
sistemas integrativos, os quais incluem lentivirus, retrovirus, moléculas de DNA
lineares ou transposons, séo capazes de se integrar no genoma do hospedeiro de
forma inespecifica, resultando em mutagénese insercional. Os sistemas nao
integrativos incluem mRNAs sintéticos, adenovirus, vetores virais ndo integrativos ou
epissomais, bem como proteinas geradas por protocolos de traducao in vitro. Apesar
de mais seguros, os sistemas ndo integrativos sdo os menos eficientes para a

geracéo de iPSCs.
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1.4 Peptideos transdutores de membranas ou peptideos de penetracdo

celular

A distribuicdo intracelular de moléculas terapéuticas € um dos principais
problemas na internalizacéo de droga para fins terapéuticos (Milletti, 2012; Torchilin,
2008). Muitos agentes farmacéuticos devem ser entregues intracelularmente para
exercer a sua acao terapéutica no citoplasma ou em organelas especificas, tais
como nucleo, lisossomos e mitocéndrias (Torchilin, 2008). No entanto, as
membranas celulares evitam a internalizacdo celular de proteinas, peptideos e
nanoparticulas transportadoras de drogas, a menos que um mecanismo de
transporte ativo esteja envolvido (Torchilin, 2008). No entanto, qualquer molécula ou
particula que entrar na célula através da via endocitica pode tornar-se aprisionada
no endossomo e eventualmente chegam no lisossomo, onde 0s processos de
degradacdo ativos ocorrem sob a agdo de inUmeras enzimas lisossomais (Torchilin,
2008). Nesse sentido, inumeras técnicas foram desenvolvidas para proporcionar a
entrada de moléculas terapéuticas no ambiente intracelular. Contudo, a maioria
destas técnicas de entrega intracelular sdo invasivas como, por exemplo, a
eletroporacéo e a micronjecéo (Torchilin, 2008). A encapsulacéo do lipossomo e a
endocitose mediada por receptores sdo métodos mais suaves, mas também sofrem
graves inconvenientes, estas técnicas tém sido usadas com eficiéncia bastante
limitada (Lindgren et al., 2000; Torchilin, 2008).

O potencial terapéutico de algumas drogas a base de acidos nucleicos,
proteinas e peptideos é frequentemente comprometido por sua limitada capacidade
para atravessar a membrana plasmatica de células de mamiferos, resultando em

uma baixa eficacia terapéutica (Foerg and Merkle, 2008). Para contornar este
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problema, a utilizacdo de peptideos carreadores de pequenas moléculas emerge
como uma importante alternativa técnica e terapéutica (Lee et al., 2013; Milletti,
2012).

Considerando os diferentes peptideos carreadores de pequenas moléculas
existentes, os chamados “peptideos de penetracdo” ou “peptideos transdutores de
membrana” (cell penetrating peptides ou CPPs) sdo capazes de atingir alvos
intracelulares, possibilitando a entrega in loco da carga terapéutica, que podem ser:
() peptideos (Heitz et al., 2009), (ii) siRNAS (Eguchi and Dowdy, 2009), (iii)
pequenas moléculas ou (iv) proteinas (Jarver et al., 2010). A internalizacdo dos
CPPs foi mostrada em diversos tipos celulares, incluindo osteoclastos e células
mononucleares de sangue periférico que, geralmente, ndo sao permissivas as
transfeccdes virais (Kerkis et al., 2006).

Os CPPs possuem de 5 a 30 residuos de aminoacidos, que formam
estruturas lineares e hidrofébicas (Foerg and Merkle, 2008; Milletti, 2012). Estas
estruturas definem a capacidade de transducdo dos CPPs onde, normalmente, a
presenca de 6 a 8 residuos de arginina nestes peptideos estimulam os mecanismos
celulares de translocacao (Kerkis et al., 2006). Nesse sentido, os mecanismos de
translocacao utilizados pelas CPPs séo, a inducdo de endocitose e/ou penetracéo
direta através da membrana celular (Islam et al., 2014; Lee et al., 2013).

Os CPPs podem ser classificados em diferentes grupos funcionais, a partir da
funcdo do peptideo ou da proteina do qual os CPPs sédo derivados (Tabela 1)

(Lindgren et al., 2000; Milletti, 2012).
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Tabela 1. Classificacdo e caracteristicas dos diferentes peptideos transdutores.

Penetrinas

Tat

Peptideos baseados

na sequéncia de sinal

Transportana

Modelo de peptideos

anfipaticos

Derivados de homeodominios da

Antenapedia

Peptideos derivados da proteina Tat do HIV

Sequéncias de sinais ou translocacdes de

membranas (MTSS)

Encontrado em proteinas ligantes

receptoras de galaninas

Originado de polipeptidios catiénicos e

substancia P

(Lindgren et al., 2000)

(Lindgren et al., 2000)

(Lindgren et al., 2000)

(Lindgren et al., 2000)

(Lindgren et al., 2000)
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1.4.1 Transportanas

As transportanas (TPs) sdo peptideos quiméricos da classe das galaninas
contendo 27 residuos de aminoacidos (Carter et al., 2013; Lindgren et al., 2000;
Pooga et al., 1998). Os treze primeiros residuos de aminoacidos das TPs séo
derivados da sequéncia amino-terminal da galanina, enquanto os Ultimos 14
residuos sao derivados do peptideo mastoparana, uma toxina encontrada em
vespas (Carter et al., 2013; Lindgren et al., 2000). Em altas concentracdes, a
mastoparana é citotdxica por induzir perturbacdes na membrana e lise celular
(Pooga et al., 1998), a qual ocorre, principalmente, pela formacdo de poros na
bicamada lipidica, pela inibicdo do transporte de vesiculas de Golgi e pela abertura
de poros de transicdo de permeabilidade na mitocondria (Foerg and Merkle, 2008).
Diferente das outras familias de CPPs, as TPs nao sao inibidas pela baixa
temperatura e sao capazes de ativar fortemente GTPases de membrana
citoplasmatica (Pooga et al., 1998). Do mesmo modo, inibidores de endocitose,
como oxido de fenilarsina ou solucdes hipertbnicas de sacarose nao sdo capazes de
inibir a internalizacdo de TPs, sendo a concentragdo maxima intracelular atingida
apos 20 minutos de exposicdo das células (Pooga et al., 1998). Além disto, as TPs
escapam mais eficientemente de estruturas vesiculares quando comparadas com
outras CPPs, como penetrinas e Tat (Pooga et al., 1998).

Em concentracbes ndo citotdxicas, as TPs sdo eficientes carreadores de
conjugados de &cido nucléicos-peptideos (PNAs), de peptideos marcados com
fluoréforos e também proteinas (Padari et al., 2005). Diversas TPs sintéticas ja foram
geradas in vitro com diferentes capacidades de transducéo, dentre elas, destaca-se
a TP10 cuja caracteristica principal € a ndo ativacdo das GTPases de membrana

citoplasmatica e também por sua ampla capacidade de transduzir diferentes tipos
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celulares de diferentes organismos, tais como fungos, plantas e células de

metazoarios (Lee et al., 2013; Padari et al., 2005).
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2 Justificativa

O uso de sistemas virais e/ou retrovirais para a transducdo dos fatores
Yamanaka possui uma série de vantagens, como a eficiéncia e a estabilidade de
expressdo dos contructos. Entretanto, as desvantagens que este sistema apresenta
impde uma série de barreiras para o0 seu uso na geracéo segura de iPSCs. Tem sido
mostrado que iIPSCs transduzidas com sistemas virais/retrovirais possuem um
potencial de transformacao tumoral mais alto, inviabilizando o seu uso in vivo.

Sendo o objetivo principal das pesquisas com IPSCs que estas possam ser
usadas em ensaio clinicos, essas células precisam ser aprovadas quanto a sua
seguranca nas aplicacdes e quanto sua eficiéncia. Consequentemente a geracéo de
IPSCs que né&o integrem no genoma, evitando assim mutagdes insercionais seriam
mais atraentes para aplicacdo em clinica. Desse modo o uso de fatores indutores de
pluripoténcia acoplados a peptideos transdutores de proteinas (CPPs) seriam uma
alternativa mais segura para a reprogramacao celular e geracéo de iPSCs.

Além disso a disponibilizacdo de técnicas de sintese de genes completos
(biologia sintética) e de sistemas de traducdo procaridtica e eucariotica in vivo e in
vitro com componentes purificados, possibilita a obtencao destas proteinas em larga
escala e com um grau de pureza adequado para experimentos de transducao

celular.
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3 Objetivos

3.10Dbjetivo Geral
Estabelecer e padronizar diferentes protocolos para a geracédo de fatores de
Yamanaka (Oct-4, Sox-2, Klf-4, c-Myc) fusionados a transportana 10 (TP10) para

reprogramacao celular ndo viral.

3.20Dbjetivos especificos

a) Desenhar in silico genes sintéticos para a expressao heterdloga dos
fatores de Yamanaka fusionados a transportana 10 (FY-TP10) em diferentes
linhagens de Escherichia coli;

b) Padronizar as condi¢cdes necessarias para a sintese otimizada de
TP10-OCT4 in vivo em linhagens de E. coli expressando constitutivamente a enzima
T7 RNA polimerase;

C) Avaliar a geracao de TP10-OCT4 a partir de extratos celulares de E.
coli por meio da técnica de Western Blot (WB) utilizando anticorpos especificos
contra a proteina em estudo;

d) Avaliar a capacidade de ligacdo de TP10-OCT4 presentes em extratos

proteicos de E. coli em suas respectivas-sequéncias alvo de DNA.
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4 Procedimentos experimentais

4.1Desenho e sintese de genes sintéticos para a expressao dos fatores de
Yamanaka fusionados a transportana 10

Para o desenho dos genes sintéticos (TP10-PTFs), usados para a expressao dos

fatores transcricionais indutores de pluripoténcia (pluripotency-inducing transcription

factors; PTFs) que contem fusionados na regido N- ou C-terminal a transportana 10

(TP10), foi utilizado o programa Gene Designer 2.0 (Villalobos et al., 2006). Este

programa encontra-se disponivel gratuitamente na pagina

https://www.dna20.com/resources/genedesigner. Para isso, todas as sequéncias

FASTA referentes as estruturas primarias dos fatores de Yamanaka foram

inicialmente obtidas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), tal como seguem:

OCT-4 (GenBank numero de acesso AAI17436.1), SOX-2 (GenBank numero de
acesso NP_003097.1), KLF-4 (namero de acesso AAH30811.1) e c-MYC (GenBank
namero de acesso NP_002458.2). A sequéncia AGYLLGKINLKALAALAKKIL, a qual
representa a estrutura primaria da transportana 10, foi obtida de Yandek et al.
(2007). Uma vez obtidas as sequéncias, as mesmas foram processadas no
programa Gene Designer 2.0, inicialmente realizando a traducdo reversa das
sequéncias utilizando a funcdo “Back Translator” e os codons preferenciais de
Escherichia coli. A estas sequéncias foram adicionadas as sequéncias promotoras e
terminadoras para a enzima T7 RNA polimerase, bem como a sequéncia otimizada
para a ligacdo do ribossomo pRBS-SD1+82, ambas disponibilizadas no programa

Gene Designer 2.0 (Tabela 2; Figura 7). As sequéncias assim geradas foram
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sintetizadas pela empresa GenScript Corporation (Piscatway, USA) e clonadas em

vetor pUC57.

Tabela 2. Descri¢ao dos plasmideos contendo os fatores TP10-PTFs.

Plasmideos

Caracteristicas

Abreviaturas
utilizadas no
trabalho

pTP10-hSOX-2*

Contém o quadro aberto de leitura do gene
SOX2 humano fusionado com a sequéncia
codificante para o peptideo transportana 10 na
regiao N-terminal.

TSN

pTP10-hOCT4*

Contém o quadro aberto de leitura do gene
OCT4 humano fusionado com a sequéncia
codificante para o peptideo transportana 10 N-
terminal.

TON

pTP10-hKLF4*

Contém o quadro aberto de leitura do
gene KLF4 humano fusionado com a
sequéncia codificante para o peptideo
transportana 10 N-terminal.

TKN

pTP10-hMYC*

Contém o quadro aberto de leitura do gene
MYC humano fusionado com a sequéncia
codificante para o peptideo transportana 10 N-
terminal

TMN

pTP10-_hOCT4**

Contém o quadro aberto de leitura do gene
OCT4 humano fusionado com a sequéncia
codificante para o peptideo transportana 10 N-
terminal e a sequéncia completa do promotor
T7 RNA polimerase

N_TO

hOCT-4-pTP10*

Contém o quadro aberto de leitura do gene
OCT4 humano fusionado com a sequéncia
codificante para o peptideo transportana 10 C-
terminal.

CTO

OCT-4*

Contém somente a sequéncia codificante para
OCT4

*constructos que contém a sequéncia parcial do promotor T7 RNA polimerase

**constructo que contém a sequéncia completa do promotor T7 RNA polimerase
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Smal -477 - CCC'GGG
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Fsp!-501- TGC'GCA
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Smal - 837 - CCC'GGG

Peil - 873 - A'CATG_T

Xmal - 835 - C'CCGG_G

BamHI - 929 - G'GATC_C

Pyull - 457 - CAG'CTG
Xmal - 475 - C'CCGG_G
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BamHI - 1- G'GATC_C
Ndel - 228 - CA'TA_TG
Hpal- 385 - GTT'AAC
Ndel - 411 - CA'TA_TG
Apall-711-G'TGCA_C
Nael - 727 - GCC'GGC
BspEl-775-T'CCGG_A
Pstl - 787 - C_TGCA'G
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GC% in 2 bp blocks

Figura 7. Gene sintético codificante para a proteina TP10-OCT4 contendo o0 quadro
aberto de leitura para o fator transcricional OCT-4 fusionado com a sequéncia
codificante para o peptideo carreador TP10. O cassete de expressao in vitro contem
a sequéncia promotora e terminadora do fago T7 mais a sequéncia otimizada para a
ligacdo do ribossomo (pRBS-SD1+8A). Todas as constru¢gbes do tipo TP10-PTFs

possuem o0s seus cédons otimizados para traducdao em E. coli.

4.2Linhagens de E. coli usadas neste trabalho

Para manipulagdo e amplificacéo in vivo dos plasmideos contendo os genes
sintéticos para a expressdo dos fatores de Yamanaka fusionados a TP10 (FY-TP10)
foram utilizadas as linhagens de E. coli DH5a (BioLabs; Ipswich, MA) (Tabela 3) e
XL1-Blue (Stratagene; San Diego, Califérnia) (Tabela 3). Os diferentes plasmideos
contendo 0s genes sintéticos para expressdo da proteina OCT-4 foram
transformados em linhagens diferentes de bactérias E. coli, sendo elas duas
linhagens comerciais C3013H e C3016H (Tabela 3) adquiridas da empresa BioLabs

(Ipswich, MA). Com o objetivo de confirmar qual das diferentes linhagens de E. coli
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eram capazes de transcrever e traduzir as diferentes construcdes sintéticas in vivo e

com isso verificar qual dos constructos de TP10-OCT4 eram mais eficazes para

obtencao da proteina.

Tabela 3. Caracteristicas das linhagens comerciais utilizadas no trabalho.

Linhagem Genoétipo Fonte
fhuA2  A(argF-lacZ)U169 phoA glinvV44 @80 BioLabs
DH5a
A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17 (Ipswich, MA)
Stratagene
fhuA2  A(argF-lacZ)U169 phoA  ginV44 @80
XL1-Blue (San Diego,
A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1 hsdR17
Califérnia)
MiniF lysY lacl9(CamR) / fhuA2 lacZ::T7genel [lon]
BioLabs
C3013H ompT gla suAll R(mcr-73::miniTn10—TetS)2 [dcm]
(Ipswich, MA)
R(zgb-210::Tn10—TetS) endA1 A(mcrC-mrr)114::1S10
MiniF lacl9(CamR®) / fhuA2 lacZ::T7genel [lon] ompT
BioLabs
C3016H gla suAll R(mcr-73::miniTn10—TetS)2 [dcm] R(zgb-
(Ipswich, MA)

210::Tn10—TetS) endA1 A(merC-mrr)114::1S10
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4.2.1 Indugcdo de competéncia nas linhagens DH5a e XL1-Blue de
Escherichia coli

As duas linhagens utilizadas, DH5a e XL1-Blue, foram tornadas competentes
através do método de CaCl: (cloreto de célcio) segundo o protocolo de Ausubel et al.
(2006). Para isso, foram realizadas pré-culturas de E. coli inoculando uma Unica
colonia de cada linhagem utilizada em 12,5 mL de meio Luria Bertani (LB), composto
de 10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de NaCl. Para o cultivo
destas pré-culturas, estas foram incubadas de 12 a 18 h a 37° C sob agitacao de
200 rpm. Apés este periodo, 4 mL destas pré-culturas foram retirados e novamente
inoculados em 400 mL de meio LB para a realizagdo das culturas das linhagens de
E. coli. Para o cultivo das células, estas foram entdo incubadas a 37° C sob agitacéo
de 200 rpm, em densidade oOptica de 590 nm (ODsg0) de 0,375. Apdés a cultura atingir
a densidade Optica desejada, aliquotas destas culturas foram preparadas utilizando
frascos de centrifuga de 250 mL, previamente esterilizados, e estas aliquotas foram,
entdo, colocados no gelo por 5 a 10 min. Quando retiradas do gelo, as aliquotas da
cultura foram imediatamente centrifugadas por 7 min a uma rotacédo de 4.000 rpm a
4° C. ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadente foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 10 mL de solucdo gelada de CaClz, composta por 60 mM de
CaClze 15% (v/v) de glicerol. Ap6s suspendido o pellet, a cultura foi centrifugada por
5 min a 3.500 rpm a 4° C. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet foi
novamente ressuspendido em 10 mL de solugdo de CaCl: gelada. Em seguida, a
suspensao celular foi incubada no gelo por 30 min, seguida por nova centrifugacao
de 5 min a 3.500 rpm a 4° C. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet
ressuspendido em 2 mL de solucdo gelada de CaCl;, descrita anteriormente, com a

adicdo de 5% (v/v) de DMSO. A partir da suspensao celular obtida, foram feitas
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aliquotas de 100 pL da cultura em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, previamente

esterilizados e gelados, e mantidas a -80° C em ultra freezer.

4.2.2 Transformacéo e selecdo de bactérias recombinantes

Para a transformacédo das linhagens citadas anteriormente, com os vetores
contendo os genes sintéticos para os FY-TP10, foi utilizado a técnica de choque
térmico segundo o protocolo de Ausubel et al. (2006). Para tanto, as aliquotas das
linhagens DH5a e XL1-Blue competentes, obtidas conforme descrito anteriormente,
foram misturadas com 10 ng de DNA plasmidial, seguido de incubacdo no gelo por
10 min. Em seguida as aliquotas foram submetidas ao choque térmico sendo
colocadas em banho-maria a 42° C por 2 min. Logo apads, foi adicionado 1 mL de
meio LB em cada uma das aliquotas e as mesmas foram incubadas por 1 ha 37°C
sob agitacao de 300 rpm. ApOs esta etapa cada aliquota foi semeada em uma placa
de Petri contendo meio LBA (meio LB suplementado com ampicilina a uma
concentracéo final de 100 pug/mL). Para o crescimento das coldnias, contendo os
vetores de interesse, as placas semeadas foram colocadas em estufa a 37° C de 12
ha 18 h.

As linhagens comerciais de E. coli C3013H e C3016H (Tabela 3) usadas para
a expressao heterologa das proteinas, foram transformadas pela técnica de choque
térmico conforme o protocolo do préprio fabricante. Para tanto, foi adicionado de 1 a
5 uL de DNA plasmidial (contendo de 1 pg - 100 ng do mesmo) em aliquotas das
linhagens C3013H e C3016H. A suspensao foi incubada no gelo por 30 min, seguido
de inducédo de choque térmico a 42° C por 10 segundos e resfriamento em gelo por 5
min. Em seguida adicionou-se 950 uL de meio SOC contendo 2% tripitona, 0,5% de

extrato de levedura, 10 mM de NaCl 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgClz, 10 mM de
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MgSO4 e 20 mM de glicose. Esta suspensao celular foi incubada por 1 h a 37° C sob
agitacao de 300 rpm. A suspensao celular foi entdo plaqueada em placas de Petri
contendo o meio de cultura LBA (contendo ampicilina a uma concentracéo final de
100 pg/mL) e mantidas de 12 h a 18 h a 37° C para obtengdo das colonias

recombinantes.

4.3Estabelecimento das condi¢cdes de cultivo para expressdao dos genes
sintéticos

Com o objetivo de otimizar a expressdo dos genes codificantes para as
proteinas FY-TP10, foram realizados diferentes ensaios com variagdo de
temperatura, tempo e concentracdo de isopropil-B-D-1tiogalactopiranosideo (IPTG)
para as linhagens C3013H e C3016H transformadas conforme o protocolo descrito
anteriormente.

Inicialmente, para alcancar este objetivo, pré-culturas das linhagens de E. coli
foram obtidas em 5 mL de meio LBA e incubacdo por 12 h a 18 h a 37° C em
agitacao de 200 rpm. A partir das pré-culturas foram realizadas as culturas para a
inducéo da expresséo proteica. Para tanto, 1 mL da pré-cultura foi acrescida em 10
mL de meio LBA e a suspensao obtida foi incubada até atingir a ODseoo entre 0,8 - 1.

Depois de atingido a ODsoo das culturas, foram feitas aliquotas de 1 mL das
mesmas que foram entdo denominadas como células ndo induzidas e o restante da
cultura foi induzida com IPTG e submetida a padronizacéao.

Consequentemente os parametros citados previamente foram testados a fim
de obter melhor expresséo e geracao da proteina (Figura 8). Desse modo para cada
um dos parametros testados, foram realizados experimentos independentes. Sendo

assim foi testada a concentragéo final de IPTG nas seguintes concentracdes: 0,1
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mM, 0,4 mM ou 1 mM. Depois de acrescido as respectivas concentracdes de IPTG,

as células foram incubadas a 37° C ou 25° C, por uma variacao de tempo de 3 h, 5 h

ou 18 h.
Temperatura de inducdo Conceln;zgﬁo de Tempo de inducdo Temperatura de inducdo Conceln;;aGgéo de Tempo de inducdo
3h 3h
0,1 mM — 18 h 0,1 mM — 18 h
5h 5h
37 “C 3h 25°C 3h
1 mM — 18 h 1mM — 18 h
i 5h i 5h
r 3h r 3h
0,4 mM — 12 0,4 mM — Aeh
5h 5h

Figura 8. Desenho experimental da padronizacéo e otimizacdo dos parametros a fim
de obter melhor expressao da proteina Oct-4 in vivo. Para cada linhagem, C3013H e
C3016H, bem como para cada construcdo sintética de Oct-4 foi realizado os testes
para a padronizacdo. Primeiramente utilizando a temperatura para inducéao de 37° C,
variando ndo s6 a concentracao de IPTG como também o tempo que as mesmas
foram induzidas, ou seja, concentracdo de IPTG 0,1 mM por 3 h, 5 h e 18 h.
Concentracédo de IPTG 0,4 mM por 3 h, 5 h e 18 h e concentracdo de IPTG 1 mM
por 3 h, 5 h e 18 h. Posteriormente foram testados os mesmos parametros, conforme

descrito anteriormente, porém com a temperatura de inducéo de 25° C.
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Para realizacdo da padronizagcdo dos parametros de obtencdo do extrato
bruto de proteina heteréloga foi selecionado apenas um dos genes sintéticos FY-
TP10, sendo este o OCT4-TP10. Ainda com o intuito de otimizar a obtencdo do
extrato proteico foram utilizados quatro diferentes plasmideos contendo o gene do

fator transcricional Oct-4 (Tabela 2).

4.4 Protocolo para extracéo de proteina heterélogas

Para fim da extracdo das proteinas a partir das linhagens de E. coli C3013H e
C3016H, as aliquotas de 1 mL das células ndo induzidas foram, entdo, centrifugadas
por 5 min a 5.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
100 pL de PBS (1,4 mM de NaCl, 27 mM de KCI, 18 mM de KH2PO4 e 100 mM de
Na:HPO4) e armazenadas a -20° C para posterior avaliacdo. J& as células induzidas
com IPTG, transcorridas as 5 h de inducéo, foram centrifugadas 5 min a 5.000 rpm a
4° C. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet foi congelado a -20° C para
sua posterior avaliagcdo em gel de poliacrilamida 15% em presenca de SDS (SDS-

PAGE 15%).

4.5 Avaliacao dos extratos proteicos em gel de poliacrilamida
A avaliacdo dos extratos proteicos obtidos a partir das linhagens de E. coli
ndo-induzidas (NI), induzidas (I, fracdo onde encontram-se as proteinas solluveis) e 0
pellet (P, fracdo onde encontram-se as proteinas insollveis) foi realizada em
eletroforese vertical em gel de SDS-PAGE 15% / 6% (Peterson, 1983), porcentagem
do gel de corrida (2,8 mL de Agua ultrafiltrada, 3 mL de Acrilamida 40% (m/v), 2 mL
de Tris-Base 1,5 M pH 8,8, 80 uL SDS 10% (m/v), 80 uL PSA 10% (m/v) e 8 pL

TEMED) e gel de entrada (2,9 mL de Agua ultrafiltrada, 750 pL de Acrilamida 40%
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(m/v), 1,25 mL de Tris-Base 500 mM pH 6,8, 50 uL de SDS 10%(m/v), 50 uL de
PSA 10% (m/v), 5 uL de TEMED), respectivamente.

Assim, os precipitados das células induzidas foram descongelados e
ressuspendidos em 600 uL de PBS. Em seguida, as amostras foram sonicadas em
gelo com quatro pulsos de ultrassom de 30 s com amplitude méxima de 20 W e um
intervalo entre os pulsos de 30 s. Logo apds, as amostras foram centrifugadas por 5
min a 5.000 rpm, sendo o sobrenadante transferido para outro tubo de
microcentrifuga, e o precipitado ressuspendido em 600 pL de PBS 1x.

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de SDS-PAGE 15%. As
eletroforeses foram realizadas em tampéo de corrida 1 x (Ttris-Base 3 g/L, glicina
14,4 g/L, SDS 1 g/L e pH de 8,3), com voltagem inicial de 80 V por 30 min e, em
seguida, 90 min a 150 V. As amostras ndo foram quantificadas sendo assim para
aplicacéo no gel de SDS-PAGE foi utilizado cerca de 40 pL de cada extrato bruto de
proteina adicionando 12 uL de tampao de amostra 4x (125 mM de Tris-HCI pH 6,8,
glicerol 40% (v/v), 400 mM de B-mercaptoetanol, SDS 4% (m/v), azul de bromofenol
0,002% (v/v)). O volume total de amostras assim preparado foi dividido em duas
partes para aplicacdo simultanea em dois géis de SDS-PAGE, sendo um deles
denominado de gel espelho.

As estimativas da massa molecular das proteinas foram feitas por
comparacao com a migracdo do marcador de massa molecular (Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder -Thermo Scientific) que possui variacdo de massa entre
260 - 10 kDa e que foi aplicado no gel juntamente com as amostras.

Apoés a corrida eletroforética, um dos géis-espelho foi corado durante 12 h
com uma solucédo de coomassie blue G (contendo 10% (v/v) de acido acético glacial,

0,006% (m/v) de coomassie blue G e 90% (v/v) de agua destilada) (Welinder and
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Ekblad, 2011). Apos a coloragédo, o gel foi descorado com uma solucao de 10% (v/v)
de é&cido acético glacial até o surgimento das bandas referentes a migragédo das

proteinas.

4.6 Ensaio qualitativo dos extratos proteicos por Western blot.

A identificagdo das proteinas obtidas dos diferentes constructos de TP10-
OCT4 foi realizada com a técnica de Western Blot (WB). Para isso as proteinas que
estavam presentes no gel ndo corado foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (Hybond - ECL Amersham Biosciences) em um sistema semiumido
utilizando o equipamento Trans-Blot Turbo Blotting System (BioRad; Ipswich, MA)
com a seguinte programacao 25V, 1,3 A e 15 min de transferéncia.

Para confirmar a eficiéncia da transferéncia, a membrana foi corada com uma
solucdo de coomassie blue G (contendo 10% (v/v) de acido acético glacial, 0,006%
(m/v) de coomassie blue G e 90 % (v/v) de agua destilada) por 5 min e, em seguida,
descorada com uma solucéo de metanol 45% (v/v), acido acético glacial 10% (v/v) e
agua destilada 45% (v/v). Logo apdés a membrana passou pelo processo de bloqueio
de sitios inespecificos, onde foi utilizado uma solucédo de leite desnatado a 5% (1g
de leite em p6 desnatado em 20 mL de tampéo TTBS (contendo Tris-Base 2,42 g/L,
NaCl 0,80 g/L pH 7,7 e 500 uL Tween 20). A membrana imersa na solucao foi
incubada por 1 h a temperatura ambiente. Apds a incubacao, a membrana foi lavada
trés vezes por 5 min com TTBS.

O anticorpo monoclonal anti-Oct3/4 ((C - 10) : sc 5279, Santa Cruz

Biotechnology; Texas, USA) foi usado para a identificacdo de Oct-4 heter6loga. Para
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tanto, a membrana foi incubada com o anticorpo de interesse por 12 a 18 h a 4° C,
sendo o anticorpo diluido em TTBS na propor¢édo de 1:800 (solucdo hibridizadora).
Durante o tempo de incubacdo a solucdo de hibridizacdo foi constantemente
homogeneizada em um sistema como movimentos de gangorra. Em seguida, a
membrada foi lavada com TTBS, sendo trés lavagens de 5 min cada.

Para a deteccdo da formacdo dos complexos antigeno-anticorpo foi utilizado o
anticorpo secundario conjugado com HRP (Cell Signaling Technology; Danvers, MA)
diluido em TTBS na proporcdo de 1:2000. Esta diluicdo era entdo adicionada a
membrana e incubada por 2 h em temperatura ambiente sendo homogeneizada
constantemente em um homogeneizador com movimentos de gangorra. Logo apés a
membrana foi lavada duas vezes com TBS (Tris-Base 2,42 g/L, NaCl 0,80 g/L pH
7,7). Por fim, a membrana foi submetida ao processo de revelacdo através do uso
de ECL para detecgéo (Bio-Rad; Hercules, CA) e a quimiluminescéncia detectada
em filme fotogréafico (Kodak; New York, USA) e solucdes de revelacédo e fixacéo

(Kodak; New York, USA) para o filme.

4.7 Ensaio in vitro de ligacdo a respectiva sequéncia de DNA

Para avaliar os extratos proteicos brutos obtidos das culturas de E. coli
induzidas, contendo os diferentes constructos capazes de expressar a proteina Oct-
4 (N-TP10-OCT4, C-TP10-OCT4, TP10-OCT4-N e OCT4), se possuiam a
capacidade de se ligar em sua sequéncia canbnica de DNA, usou-se o kit NoShift
Transcription Factor Assay (Merck, Alemanha). O método de avaliagdo desta ligacao
da-se por espectrofluorimetria usando oligonucleotideos marcados com biotina

(Figura 9). Para tanto, desenhou-se, com base em dados de literatura (Chew et al.,

50



2005), a sequéncia-alvo de DNA (5-GCAGAGAGATGCATGTGCCGT-3)
reconhecida pelo fator transcricional Oct-4.

O protocolo foi realizado de acordo com as instru¢bes do fabricante. Para
realizacdo do ensaio, primeiramente preparou-se uma mistura reacional composta
por 5 pL do reagente 4 x NoShift Bind Buffer, 1 pL de Poly(dI-dC).Poly(dI-dC),
sequéncia de DNA biotinilada (sintetizado pelo empresa IDT), 5 pL de extrato
proteico e 7 yuL de agua nuclease-free, obtendo como volume final para reacéo 20
pL. Como controle negativo da reagédo, utilizou-se a mesma mistura reacional sem a
presenca de extrato proteico. A mistura reacional foi entdo incubada no gelo durante
30 min.

Durante o periodo de espera as placas contendo estreptavidina foram
preparadas da seguinte maneira: 0 numero de poc¢os necessarios foram
selecionados e foram lavados por trés vezes durante 5 min com 200 pL de NoShift
Wash Buffer. Estas lavagens, assim como as demais mencionadas nessa
metodologia, foram realizadas sob agitacéo.

No passo seguinte foram adicionados 80 pL de NoShift Bind Buffer na
solucéo, obtendo uma solucéo final de 100 pL. Essa solucéo foi entdo dispensada
nos pocos que seriam utilizados e a placa foi selada com uma tampa de alumino,
fornecido juntamente com o kit. A placa foi entdo incubada por 60 min a 37° C sem
agitacdo. Em seguida os pocos foram lavados com 200 yuL de NoShift Wash Buffer
por trés vezes de 5 min. Posteriormente foram adicionados 100 pL do anticorpo
primario, sendo utilizado o mesmo anticorpo descrito anteriormente para a técnica
de WB. As diluicbes dos anticorpos, tanto para o anticorpo primario quanto para o
secundario, foram realizadas com NoShift Antibody Dilution Buffer. A placa foi selada

novamente e incubada por 60 min a 37° C. Apé6s o periodo de incubacao foi
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realizada trés lavagens de 5 min com 200 puL de NoShift Wash Buffer. Foi entédo
adicionado 100 pL do anticorpo secundario conjugado com HRP em uma diluicdo de
1:1000. A placa foi mais uma vez selada e incubada por 30 min a 37° C. Logo ap0s
0s pocos foram lavados por trés vezes de 5 min com 200 pL de NoShift Wash Buffer.
Entéo foi adicionado 100 pL do substrato TMB a temperatura ambiente e deixado no
escuro até o surgimento de uma coloracdo azul. A reacéo foi parada pela adicdo de
100 pL de HCl a 1 M. Neste passo a coloragao deve alterar-se de azul para amarelo,
indicando que a reacédo foi parada. Por fim a absorbancia foi medida por
espectrofotometria no comprimento de onda de 450 nm, sendo que esta leitura n&o

ultrapassou de 30 min apos a adicdo do HCl a 1 M.
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Figura 9. Desenho experimental do Kit NoShift Transcription Factor Assay.
Inicialmente a mistura reacional contendo a proteina de interesse e o0s
oligonucleotideos biotinilados permanece incubada por 30 min. Em seguida séo
transferidos para a placa contendo os pocos cobertos com estreptavidina, sendo
entdo incubados por 1 h. Logo em seguida 0os pocos sao lavados e € adicionado aos
pocos 0 anticorpo primario especifico, que permanece incubado por 1 h. Apds o
periodo de incubacdo os pocos sdo novamente lavados para posterior adicdo do
anticorpo secundario conjugado com HRP sendo incubados por mais 30 min. Apos
uma nova lavagem é adicionado o substrato TMB que ao reagir com a mistura fica
com uma coloracdo azul, em até 30 min para parar a reacao é entao adicionado HCI
1 M, a coloracéo ira alterar de azul para amarelo. E a intensidade de cor sera

avaliada em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 450 nm
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4.8 Analise estatistica
Para analisar o gréfico obtido com o método de NoShift Transcription Factor
Assay foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, um método estatistico ndo paramétrico,
no qual as amostras sdo comparadas umas com as outras. Foi considerado valor

significativo quando p<0,05.
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5 Resultados
5.1 Resultados da padronizacdo da expresséo proteica

Inicialmente foi realizado uma padronizacdo dos para@metros necessarios para
a inducdo da producdo das proteinas de interesse, sendo estes: temperatura de
indugéo, concentragdo de IPTG e tempo de indugdo. Além disso foram testados os
diferentes constructos de TP10-OCT4. Dessa forma os resultados iniciais sao
referentes aos resultados obtidos durante a padronizacédo a fim de obter a melhor
expressao e obtencédo da proteina Oct-4.

5.1.1 Verificacdo do padrdao de bandas dos extratos proteicos das
linhagens comerciais de E. coli contendo os diferentes genes
sintéticos e sua avaliacdo da expressao proteica por Western blot

A fim de otimizar a expresséo proteica de Oct-4 foram testados parametros
gue poderiam influenciar o processo de inducéo. Esses testes foram realizados com
os quatro diferentes constructos plasmidiais utilizados para a expressao de Oct-4,
sendo testados com cada um deles a concentracdo de IPTG, tempo de inducéo e
temperatura. Esses testes foram realizados com as linhagens comerciais de E. coli
C3013H e C3016H.

Para a confirmacdo da presenca da proteina Oct-4 obtida nos extratos
proteicos foi realizado eletroforese vertical por SDS-PAGE 15% e avaliacao
gualitativa por WB. Essa analise foi realizada em células nédo induzidas e em células
induzidas.

Ao realizar os testes de padronizacdo foi observado que ndo obtivemos
diferencas no padrdo de bandas proteicas bem como nos resultados obtidos pelo

WB ao alterar a concentracdo de IPTG (dados ndo mostrados). Dessa forma foi
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escolhida a concentracdo de 0,4 mM, j& que esta € a concentracdo indicada no
protocolo fornecido pela empresa BioLabs, da qual foram adquiridas as linhagens.
Os constructos contendo somente 0 gene de expressao para Oct-4 (O), bem
como a C-TP10-OCT4 (CTO, plasmideo em que a TP10 encontra-se fusionada a
regido C-terminal) foram testados a 37° C utilizando a concentracao final de IPTG
0,4 mM, por 3 h de indugdo sob agitacdo de 200 rpm, em ambas as linhagens

comerciais C3013H e C3016H, como mostram as Figuras 10 a e 10 b.
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Figura 10. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apés a indugédo das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H contendo os plasmideos O e CTO testados
com os seguintes parametros de inducéo: temperatura 37° C, 0,4 mM de IPTG por
um periodo de 3 h. Sendo que 13 e 16 representam respectivamente as linhagens
de E. Coli C3013H e C3016H, O e CTO os constructos que estdo sendo testados e
por fim | representa as culturas induzidas e NI as culturas ndo induzidas. a)
Verificacdo dos padr6es de bandas proteicas em gel de SDS-PAGE 15% ap0s a
extracdo da proteina Oct-4. b) Analise da expressdo qualitativa da proteina Oct-4
utilizando do método de WB. A utilizacdo dos parametros acima citados ndo originou

a expresséo da proteina Oct-4.

Os resultados representados na Figura 10 b, referentes aos parametros
testados sugere que nao foi possivel verificar a presenca da proteina Oct-4 nos
extratos proteico obtidos das linhagens C3013H e C3016H contendo os plasmideos
O e CTO. Resultados semelhantes foram obtidos quando testado os plasmideos
contendo os constructos N-TP10-OCT4 (TON, plasmideo que contém TP10
fusionada na regido N-terminal) e TP10-OCT4-N (N_TO, plasmideo que contém

TP10 fusionada na regidao N-terminal e a sequéncia completa do promotor da T7
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RNA polimerase) utilizando os mesmos parametros citados anteriormente (dados

n&o mostrados).

Com o objetivo de obter a expressdo das proteinas novos parametros
foram testados a 37° C utilizando a concentragéo final de IPTG 0,4 mM, por 5 h de
inducéo sob agitacdo de 200 rpm, em ambas as linhagens comerciais. Para isso foi
utilizado as constru¢des contendo somente o gene de expressédo para Oct-4 (O), em
ambas as linhagens comerciais, C3013H e C3016H e a construgdo N-TP10-OCT4
(TON, constructo em que a TP10 encontra-se fusionada a regidao N-terminal)

somente na linhagem comercial C3013H como mostram as Figuras 11 a e 11 b.
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Figura 11. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apds a inducao das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H testando os seguintes parametros de
inducédo: temperatura 37° C, 0,4 mM de IPTG e por um periodo de 5 h. Sendo que
13 e 16 representam respectivamente as linhagens de E. Coli C3013H e C3016H, O
e TON os constructos que estdo sendo testados e por fim | representa as culturas
induzidas e NI as culturas ndo induzidas. a) Verificagdo dos padrdes de bandas
proteicas em gel de SDS-PAGE 15% apds a extragcdo da proteina Oct-4. b)
Avaliacdo qualitativa da expresséao proteica de Oct-4 usando o método de WB. Esta
expressao proteica é observada a partir da ligacdo de um anticorpo anti-Oct3/4 a
respectiva proteina. A utilizacdo dos parametros acima citados originou a expressao

da proteina Oct-4.

Conforme foi observado na Figura 11 b, é possivel visualizar a expresséo da
proteina Oct-4, representada pelas bandas obtidas com peso molecular aproximada
de 38 kDa, a qual refere-se ao tamanho da proteina Oct-4. O arraste presente na
Figura 11 b provavelmente esteja relacionado com degradacéo de proteina, por este
motivo foi realizado outro teste para padronizar os parametros, visto que ndo seria

desejavel a obtencdo de proteinas degradadas. Resultados semelhantes foram
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observados quando testado os plasmideos contendo os constructos C-TP10-OCT4
(CTO, plasmideo em que a TP10 encontra-se fusionada a regido C-terminal) e
guando testado o constructo TP10-OCT4-N (N_TO, plasmideo que contém TP10
fusionada na regido N-terminal e a sequéncia completa do promotor da T7 RNA
polimerase) ndo foi possivel observar expressao da proteina Oct-4 (dados néo
mostrados).

Como os resultados obtidos utilizando os parametros anteriores nao foram
satisfatorios, realizou-se novos experimentos com variagbes nos parametros de
inducdo das células. A padronizacdo foi realizada com ambas as linhagens
comerciais C3013H e C3016H contendo os seguintes constructos plasmidiais OCT4
(O, construcdo contendo somente o gene codificante para OCT-4) e C-TP10-OCT4
(CTO, constructo em que a TP10 encontra-se fusionada a regido C-terminal). Os
novos parametros testados foram temperatura de cultivo a 25° C com concentragao
final de IPTG 0,4 mM, por um periodo de 3 h sob agitacdo de 200 rpm. Os

resultados obtidos podem ser observados nas Figura 12 ae 12 b.
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Figura 12. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apds a inducdo das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H testados com os parametros de inducéo:
temperatura 25° C, 0,4 mM de IPTG por um periodo de 3 h. Onde 13 e 16
representam respectivamente as linhagens de E. Coli C3013H e C3016H, O e TON
0s constructos que estdo sendo testados e por fim | representa as culturas induzidas
e NI as culturas ndo induzidas. a) Verificacdo dos padrdes de bandas proteicas em
gel de SDS-PAGE 15% ap0ds a extracdo da proteina Oct-4. b) Avaliacdo qualitativa
da expresséao proteica de Oct-4 usando o método de WB. Esta expressao proteica &
observada a partir da ligagdo de um anticorpo anti-Oct3/4 a respectiva proteina. A

utilizacdo dos parametros acima citados ndo originou a expressao da proteina Oct-4.

Como podemos visualizar na Figura 12 b, ndo foi possivel observar a
expressao da proteina Oct-4 nos extratos proteicos obtidos nas diferentes linhagens
testadas com os diferentes plasmideos. Resultados semelhantes foram observados
guando testado os plasmideos contendo os constructos N-TP10-OCT4 (TON,
plasmideo em que a TP10 encontra-se fusionada a regido N-terminal) e TP10-
OCT4-N (N_TO, plasmideo que contém TP10 fusionada na regido N-terminal e a

sequéncia completa do promotor da T7 RNA polimerase)
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Os resultados obtidos n&o foram satisfatérios quando utilizado os parametros
anteriormente citados, portanto a realizacdo de novos experimentos utilizando
diferentes parametros fez-se necessario. Sendo assim 0s novos parametros de
inducéo usados foram temperatura de cultivo a 25° C, periodo de incubacao de 18 h
sob agitacdo de 200 rpm, com a concentracdo final de IPTG ja estabelecida de 0,4
mM. Esses novos experimentos foram testados utilizando ambas as linhagens
C3013H e C3016H, contendo as constru¢cdes plasmidiais Oct-4 (O, construcao
contendo somente o gene codificante para Oct-4) e N-TP10-OCT4 (TON, constructo
em que a TP10 encontra-se fusionada a regido N-terminal). Os resultados obtidos

estao representados nas Figuras 13 a e 13 b.
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Figura 13. Avaliacdo do extrato bruto de proteinas heterélogas, apds a inducdo das
linhagens de E. coli C3013H e C3016H testando 0s seguintes parametros de
inducdo: temperatura 25° C, 0,4 mM de IPTG por um periodo de 18 h. Onde 13 e 16
representam respectivamente as linhagens de E. Coli C3013H e C3016H, O e TON
0s constructos que estdo sendo testados e por fim | representa as culturas induzidas
e NI as culturas ndo induzidas. a) Verificacdo dos padrdes de bandas proteicas em
gel de SDS-PAGE 15% ap0s a extracdo da proteina Oct-4. b) Avaliacdo qualitativa
da expressao proteica de Oct-4 usando o método de WB. Esta expressao proteica &
observada a partir da ligagcdo de um anticorpo anti-Oct3/4 a respectiva proteina. A

utilizacdo dos parametros acima citados originou a expressao da proteina Oct-4.

Ao realizar a inducdo das linhagens com os parametros descritos
anteriormente obtivemos a expressao da proteina Oct-4. Essa expressao pode ser
observada pela banda obtida na altura do gel correspondente o peso molecular de
38 kDa (Figura 13 b). O arraste presente na figura provavelmente esteja relacionado
com a degradacao da proteina. Devido a esta possibilidade foram realizados novos
testes de padronizacao.

Resultados semelhantes foram observados quando testado os plasmideos

contendo os constructos C-TP10-OCT4 (CTO, plasmideo em que a TP10 encontra-
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se fusionada a regido C-terminal) e quando testado o constructo TP10-OCT4-N
(N_TO, plasmideo que contém TP10 fusionada na regido N-terminal e a sequéncia
completa do promotor da T7 RNA polimerase) ndo foi possivel observar expressao

da proteina Oct-4 (dados ndo mostrados).

Com o intuito de obter a expresséao proteica mais adequada, e tendo em
vista 0s resultados insatisfatérios obtidos com os parametros anteriormente
testados, conforme pode ser observado nas figuras 10 b, 11 b, 12 b e 13 b, novos
parametros foram testados. Estes foram estabelecidos em temperatura de cultivo a
25° C, por um periodo de inducdo de 5 h, sob agitacdo de 200 rpm, utilizando a
concentracdo final de IPTG ja estabelecida de 0,4 mM. Esses testes foram
realizados com o constructo contendo somente o gene de expressao para Oct-4 (O),
e com o constructo N-TP10-OCT4 (TON, plasmideo em que a TP10 encontra-se na
regido N-terminal), testados em ambas as linhagens comerciais de E. coli C3013H e

C3016H (Figuras 14 a e 14 b).
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Figura 14. Avaliacdo em gel de SDS-PAGE 15%, dos padrbes de bandas obtidas
ap0s a extracdo da proteina Oct-4 das linhagens de E. coli C3013H e C3016H
contendo os plasmideos O e TON testados com os parametros de inducao:
temperatura 25° C, 0,4 mM de IPTG por um periodo de 5 h. Onde 13 e 16
representam respectivamente as linhagens de E. Coli C3013H e C3016H, O e TON
0s constructos que estéo sendo testados e por fim | representa as culturas induzidas
e NI as culturas nédo induzidas. a) Verificagdo dos padrdes de nadas proteicas em
gel de SDS-PAGE 15% apds a extracdo da proteina Oct-4. b) Avaliacdo qualitativa
da expresséao proteica de Oct-4 usando o método de WB. Esta expressao proteica €
obtida a partir da ligagdo do anticorpo anti-Oct3/4 e respectiva proteina. A utilizacdo

dos parametros acima citados originou a expressao da proteina Oct-4.

Como podemos observar na Figura 14 b a expressdo da proteina Oct-4 foi
obtida ao ser realizado a inducdo de ambas as linhagens comerciais de E. coli com
0s parametros previamente descritos. Os extratos proteicos foram obtidos das
diferentes linhagens comerciais de E. coli e as mesmas testadas com os plasmideos
contendo diferentes contructos. Esta expressédo pode ser observada pela banda
obtida correspondente o peso molecular de 38 kDa, a partir da ligacédo do anticorpo

anti-Oct3/4 e respectiva proteina. Com base nos resultados obtidos da expressao da
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proteina Oct-4 mostrado pela Figura 14 b foi definido que os parametros assim
utilizados foram os mais adequados, pois a partir destes parametros obtivemos uma
adequada expressao proteica, como observado nas figuras 11 b e 13 b.

Resultados semelhantes foram observados quando testado os plasmideos
contendo os constructos C-TP10-OCT4 (CTO, plasmideo em que a TP10 encontra-
se fusionada a regido C-terminal) e quando testado o constructo TP10-OCT4-N
(N_TO, plasmideo que contém TP10 fusionada na regido N-terminal e a sequéncia
completa do promotor da T7 RNA polimerase) foi possivel observar uma pequena

expressao da proteina Oct-4 (dados ndo mostrados).

Apols a realizacdo dos testes e analise dos resultados a fim de padronizar os
parametros de inducdo, nos quais obtivemos a expressdo da proteina heterdloga
mais satisfatoria quando as células foram induzidas a temperatura de 25 °C, com
concentracédo final de IPTG 0,4 mM por um periodo de tempo de 5 h, como
observado na figura 14 b. Sendo estes parametros os utilizados para a realizacéo
dos experimentos posteriores.

Com base nos dados obtidos por meio da expressédo de proteina heterdloga
das construcdes sintéticas N-TP10-OCT4, C-TP10-OCT4, TP10-OCT4-N e OCT4
indicaram que a concentracédo 0,4 mM de IPTG (dados ndo mostrados) foi suficiente
para induzir a expressao desses genes (Figura 14 a e 14 b) sendo assim escolhida a
concentracéo de 0,4 mM.

Consequentemente apos o estabelecimento dos parametros de indu¢cdo mais
adequados para obtencdo e expressdo da proteina Oct-4 in vivo, foram realizados
0S experimentos propriamente ditos. Sendo assim, foram realizadas as extracdes

dos extratos proteicos brutos e analisado quanto a expressao proteica de interesse.
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5.2  Avaliacdo dos extratos proteicos das linhagens comerciais C3013H e
C3016H contendo as quatro diferentes construcdes sintéticas de Oct-4

Os extratos proteicos totais foram extraidos e analisado qualitativamente
guanto a expressao proteica de interesse pelo ensaio de WB.

As quatro diferentes construcdes plasmidiais, contendo o gene para Oct-4
foram testadas nas duas diferentes linhagens comerciais de E. coli (Tabela 3). Para
fins de comprovacdo os resultados foram confirmados apés a obtencdo de
triplicatas, sendo elas tanto bioldégicas quanto experimentais.

O plasmideo contendo apenas o gene para Oct-4 (O, contendo somente o
gene para Oct-4) foi avaliado quanto a sua capacidade de expressar
gualitativamente a proteina Oct-4 em ambas as linhagens testadas C3013H e

C3016H, utilizando os parametros pré-estabelecidos (Figura 15).

130Nl 130l 130P
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Figura 15. Andlise qualitativa da expressdo da proteina Oct-4 nas linhagens
comerciais de E. coli contendo o plasmideo O, visualizado pela presenca de
marcacdo de anticorpo anti-Oct3/4 com a banda correspondente a massa de 38
kDa. a) Linhagem C3013H, expressando a proteina Oct-4 nas células ndo induzidas
(NI), induzidas (I) e no pellet das células induzidas (P) b) Linhagem C3016H,
expressando a proteina Oct-4 nas células ndo induzidas (NI), células induzidas (1) e
no pellet (P). A indugéo proteica ocorreu com concentracéo final de IPTG 0,4 mM a

25° C por 5 h sob agitacao de 200 rpm.

Como podemos observar nas Figuras 15 a e 15 b, a expresséo qualitativa da
proteina Oct-4 foi obtida nas duas linhagens C3013H e C3016H. Essa pode ser
comprovada através da visualizacdo da banda correspondente a massa molecular
de 38 kDa. A expresséao da proteina foi observada tanto nas células ndo induzidas,
como nas induzidas e nos pellets das induzidas. A fim de avaliar a capacidade de
expressdo da proteina Oct-4 o constructo TP10-OCT4-N (TON, contendo a
sequéncia da transportana fusionada a regido N-terminal) foi testado em ambas as
linhagens C3013H e C3016H como pode ser observado na figura 16. Para a
indug@o das linhagens de E. coli, e assim a obtencdo da proteina Oct-4, foram
utilizados os parametros padronizados anteriormente.
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Figura 16. Analise da expressao qualitativa da proteina Oct-4 obtida pela ligacdo do
anticorpo anti-Oct3/4 utilizado para o reconhecimento da respectiva proteina atraves
da avaliacdo dos extratos proteicos das linhagens C3013H e C3016H, que possui a
capacidade de expressdo da proteina Oct-4 obtida a partir do plasmideo TON,
mostrado pela marcagédo da banda correspondente a 38 kDa. a) Linhagem C3013H,
expressando a proteina Oct-4 contendo as células ndo induzidas (NI), induzidas () e
no pellet das células induzidas (P), sendo que houve expresséo nas células | e P. b)
Linhagem C3016H, expressando a proteina Oct-4. A inducdo proteica ocorreu com

concentracéo final de IPTG 0,4 mM a 25° C por 5 h sob agitacdo de 200 rpm
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De acordo com as Figuras 16 a e 16 b foi obtida a expressao qualitativa da
proteina Oct-4, que possui massa molecular de 38 kDa, como sugerida nas figuras.
As duas linhagens C3013H e C3016H obtiveram a expressao proteica ao
expressarem o plasmideo TON (contém a sequéncia da TP10 fusionada a
sequéncia N-terminal da Oct-4). A expressdo da proteina foi observada tanto nas
células ndo induzidas, como nas induzidas e nos pellets das induzidas.

Com o objetivo de avaliar a expressdo qualitativa da proteina Oct-4 do
plasmideo contendo o constructo C-TP10-OCT4 (CTO, contendo a sequéncia da
transportana fusionada a regidao C-terminal de OCT4) o mesmo foi induzido em
ambas as linhagens de E. coli, C3013H e C3016H, como observado na Figura 17.
Para a inducdo das linhagens de E. coli, e assim a obtencdo da proteina Oct-4,

foram utilizados os parametros determinados anteriormente.

16CTONI 16CTOI 16CTOP
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Figura 17. Analise da expressao qualitativa da proteina Oct-4, mostrado pela banda
correspondente o peso de 38 kDa. A amostra apresentada é referente a expressao
de Oct-4 na linhagem C3016H contendo o plasmideo CTO, apresentando o padréo
de bandas nas células nado induzidas (NI), células induzidas (I) e no pellet das
células induzidas (P). Sob as condi¢cdes de inducdo sendo concentracao final de

IPTG 0,4 mM a 25° C por 5 h sob agitacdo de 200 rpm.
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De acordo com os resultados obtidos a expressao qualitativa da proteina Oct-
4 foi obtida como observado na Figura 17, sendo entdo comprovada através da
presenca da banda correspondente ao peso molecular de 38 kDa. A expresséo foi
obtida somente na linhagem C3016H, ndo se obteve a expressao da proteina Oct-4
com o respectivo constructo quando expresso na linhagem C3013H (dados nao
mostrados). A Figura 17 referente ao plasmideo CTO, apresenta a expressao
proteica nas ceélulas ndo induzidas (NI), nas células induzidas (I) e nos pellets das
células induzidas (P).

A fim de avaliar a expressao qualitativa da proteina Oct-4 através da
expressdo do constructo contendo a sequéncia N-TP10-OCT4 (N_TO, contendo a
sequéncia da transportana fusionada com a regidao N-terminal de OCT4), foi testado
em ambas as linhagens de E. coli, C3013H e C3016H como pode ser observado na
Figura 18. Para tanto, a inducdo das linhagens de E. coli e assim a obtencédo da

proteina Oct-4 foram utilizados os parametros determinados anteriormente.
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Figural8. Analise da expressao qualitativa da proteina Oct-4, mostrado pela banda
correspondente a massa de 38 kDa. A amostra apresentada é referente a expressao
de Oct-4 na linhagem C3016H contendo o plasmideo N_TO, apresentando o padrao
de bandas nas células induzidas (). Sob as seguintes condi¢cdes de inducao,

concentragéo final de IPTG 0,4 mM a 25° C por 5 h sob agitagéo de 200 rpm.
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De acordo com a Figura 18 foi obtida a provavel expressédo qualitativa da
proteina Oct-4, devido a utilizacdo de anticorpo monoclonal para Oct-3/4 a fim de
detectar da proteina em estudo. Apenas a linhagem C3016H obtive a expressao
proteica ao expressarem o plasmideo N_TO (contém a sequéncia da TP10
fusionada a sequéncia N-terminal da OCT-4). A expressédo da proteina foi observada
somente nas células induzidas. As amostras foram obtidas sob as condi¢cdes de
inducéo sendo concentracao final de IPTG 0,4 mM a 25° C por 5 h sob agitacao de
200 rpm.

Sendo assim, presenca da banda correspondente ao peso molecular de 38
kDa mostrado nas figuras representa a presenca da proteina de interesse, como
observado em todas as figuras acima. As bandas nas células ndo induzidas
provavelmente refere-se a expresséo basal da enzima T7 RNA polimerase (Equbal
et al., 2013; Studier and Moffatt, 1986). Os arrastes que aparecem nas Figuras 13 b,
15 a, 15 b e 16 b provavelmente estédo relacionados a produtos de degradacéo de

proteina.

5.3 Confirmacéo da ligacdo do extrato proteico a respectiva sequencias
de DNA
Com proposito de avaliar se as proteinas obtidas eram capazes de
reconhecer a sua respectiva sequéncia-alvo de DNA foi realizado o método
espectrocolorimético Para tanto os extratos de proteinas brutos obtidos por

intermédio da inducédo das linhagens celulares contendo as diferentes construcdes
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de OCT-4 foram testadas utilizando oligonucleotideos marcados com biotina. O
resultado é baseando na intensidade de cor obtida por cada amostra, ou seja,
guando a mesma reconhece a sequéncia correta do DNA a coloracdo torna-se mais
intensa. Sendo assim, quanto maior a absorbancia lida no espectrofotbmetro mais

eficaz € o reconhecimento da amostra sua respectiva sequéncia de DNA.

0.3

0.2+

Absorbancia em 450 nm

N A N A N A N D
& O XSO R <O @Q e‘\o‘* 0‘8
Qs Q/Q/&o A

Amostras

Figura 19. Avaliacdo da ligacdo dos extratos proteico contendo a proteina OCT-4
com sua respectiva sequéncia de alvo de DNA. No eixo y esta relacionada a
fluorescéncia emitida em um comprimento de onda de 450 nm e no eixo X as
amostras testadas. O controle negativo estd representado pelo C negativo. As
primeiras amostras, de ONI até TONP representam a linhagem C3013H, as demais,
iniciando do segundo ONI até TONP representam a linhagem C3016H. * amostras
gue apresentam diferenca estatisticas quando comparado com o controle negativo

com o p< 0,05 (utilizando o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis).
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O controle negativo apresentado no gréfico da Figura 19, foi feito como
descrito nos procedimentos experimentais porém sem a adicdo de proteina, e ndo
foi utilizado controle positivo devido a falta de proteina Oct-4 purificada para
realizacdo do experimento. As amostras proteicas testadas nao foram quantificadas.

Como pode-se observar no grafico (Figura 19) as amostras Ol, CTOIl e TONI
da linhagem C3013H apresentam diferenca estatistica quando comparado com o
controle negativo apresentando p< 0,05. Assim como as amostras OIl, OP, CTOlI,
CTOP e N_TOI, N_TOP, TONI e TONP da linhagem C3016H também apresentam
diferenca estatistica quando comparado com o controle negativo, apresentando p<
0,05.

Por fim, as amostras que obtiveram maior expressdo da proteina,
consequentemente sdo aquelas com maior reconhecimento da sequéncia-alvo de
DNA. Por conseguinte as amostras O e TON em ambas as linhagens, C3013H e
C3016H, tiveram maior reconhecimento com a sua respectiva sequéncia de DNA,
corroborando com os resultados obtidos pelo WB onde foi visto uma maior obtencéo
de proteinas quando induzida as culturas em ambas as linhagens comerciais
contendo os plasmideos O e TON. Desta forma os dados gerados indicam que a
proteina Oct-4 presente no extrato proteico total de C3016H parece se ligar
eficientemente a sequéncia de DNA reconhecida por Oct-4 em comparacdo com a

linhagem nao induzida e ao controle negativo (Figura 9).
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Discusséo

A utilizacdo de genes sintéticos tem sido de grande importancia para fins
biotecnolégicos (Ellis et al., 2011) assim como a utilizacdo de peptideos de
penetracao celular (CPPs) (Foerg and Merkle, 2008). Estes formam uma classe de
peptideos que tém, em principio, a capacidade de transportar uma grande
diversidade de cargas através das células, incluindo macromoléculas (por exemplo,
proteinas e acido nucleicos) que de outra forma néo seriam internalizados (Lee et
al., 2013).

Uma abordagem promissora para superacado da barreira celular para entrega
de moléculas intracelular baseia-se na utilizacdo de certas proteinas ou peptideos,
as CPPs, capazes de se translocar através da membrana plasmatica e entregar sua
carga no meio intracelular (Lindgren et al., 2000). Dos mecanismos propostos
recentemente para explicar como CPPs conjugadas a grandes cargas conseguem
passar pela membrana plasmatica sendo assim a internalizacdo destas estruturas
ocorre via endocitose independente de clatrina (EIC) ou macropinocitose e
endocitose dependente de clatrina (EDC). A macropinocitose é uma forma
inespecifica de captacdo celular, provocada por vesiculas grandes, conhecidas
COmo macropinosomos, que sao geradas a partir de filamentos de actina (Torchilin,
2008). Na EDC, os dominios citoplasmaticos das proteinas da membrana plasmatica
sdo reconhecidos por proteinas adaptadoras e sdo empacotados em vesiculas
revertidas por clatrina e levadas para dentro da célula (Mayor and Pagano, 2007,
Milletti, 2012). J& na EIC pode ocorrer de diferentes formas tal como
macropinocitose e cavolar (Mayor and Pagano, 2007; Milletti, 2012).

A primeira geracdo de CPPs surgiu a partir da observacdo de

homeodominios, de proteina capaz de se translocar pelas células (penetratina) (Lee
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et al., 2013), e as proteinas do envelope viral envolvidas na replicacdo do HIV (TAT)
(Lee et al., 2013). Posteriormente surgiu a transportana (TP), um CPP sintético
composto da galanina e mastoparana (Islam et al., 2014; Pooga et al., 1998).

A TP pode se translocar através da membrana plasmatica das células por um
mecanismo independente de receptor. Um dos anédlogos a TP, a TP10, foi
desenhado a partir da delecdo de seis residuos de aminoacidos na regido N-terminal
da TP (Islam et al.,, 2014; Pooga et al.,, 1998). A TP10 tem atividade celular
penetrante e ndo se liga a receptores galanina, possuindo a capacidade de
ultrapassar a bicamada lipidica da membrana plasmatica (Islam et al., 2014). Além
disso, a TP e a TP10 proporcionam a translocacao intraorganelar de proteinas com
peso molecular elevado (Islam et al., 2014).

A aplicacdo de TP e TP10 para a entrega de proteinas é particularmente
importante no campo das células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs). A obtencao
de IPSCs geralmente estd baseada por métodos virais, retroviral ou lentiviral, de
entrega dos quatro fatores de transcricdo (Oct-4, Sox-2, Klf-4 e c-Myc). Com o
potencial clinico das iPSCs, ha a necessidade de desenhar protocolos livres de virus
para a geracdo de iPSCs por entrega direta de proteinas destes quatro fatores de
transcricdo. Desta maneira, e de forma inédita neste trabalho, fez-se a utilizacéo de
genes sintéticos codificantes para os fatores de Yamanaka acoplados a TP10

(Tabela 2).

A escolha do peptideo TP10 deu-se devido a suas caracteristicas
anteriormente citadas e por ainda nao ter sido utilizada em reprogramacéao celular.
Além disso por, também, possuir como caracteristica principal de ndo afetar na

atividade da GTPase (Padari et al., 2005) dessa forma nao afetando algumas
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funcbes béasicas desempenhadas pelas GTPases como transducdo de sinal no
dominio intracelular de receptores, biossintese de proteinas nos ribossomos,
translocacdo de proteinas através da membrana celular e transporte de vesiculas
intracelular (Mizuno-Yamasaki et al., 2012). Outra caracteristica importante das
TP10 é a sua ampla capacidade em transduzir diferentes tipos celulares de
diferentes organismos, tais como fungos, plantas e células de metazoérios (Padari et
al., 2005). Desta maneira fusionar as sequéncias dos peptideos a sequéncias dos
fatores de reprogramacéo poderia representar uma proposta interessante para o
acesso das proteinas de interesse no ambiente intracelular.

O principal obstaculo na entrega de proteina até o momento é a baixa
biodisponibilidade destas moléculas (El-Andaloussi et al., 2005). Os CPPs tem sido
utilizados em varios estudos para carrear proteinas bioativas para o interior das
células. Na maioria dos casos, o0s peptideos tém sido expressos a partir de
plasmideos contendo uma fusdo com a proteina, resultando em um conjugado de
um peptideo por proteina. As TP10 e penetratina sdo as candidatas em potencial por
serem 0s vetores mais eficientes para entrega de proteina (El-Andaloussi et al.,
2007).

As sequéncias de transducdo das CPPs podem ser fusionadas de forma
eficiente e rapida as sequéncias N- ou C-terminal dos fatores transcricionais de
Yamanka por meio do desenho de genes sintéticos, cuja transcricdo e traducdo
podem ser feitas tanto in vitro quanto in vivo. (Gonzalez et al., 2011). Por este
motivo, no presente trabalho foram utilizadas trés diferentes constru¢des plasmidiais
contendo o gene codificador do fator de transcricdo Oct-4 e a sequéncia da TP10
fusionada tanto nas sequéncia N-terminal quanto na sequéncia C-terminal de Oct-4

(Tabela 2). Além disso, foi utilizado um plasmideo contendo somente o gene para
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Oct-4 (Tabela 2) para verificar o efeito da presenca de TP10 no potencial de ligagao
a sequéncia alvo de DNA da Oct-4.

O fator Oct-4 foi selecionado neste projeto por ser fator de transcricao
normalmente expresso em células embrionarias com a fungédo de manté-las em um
estado indiferenciado (Grinnell et al., 2007; Pesce and Scholer, 2001) tendo um
papel importante na manutencao e regulacao da pluripoténcia bem como sendo um
fator central na reprogramacdo nucelar (Radzisheuskaya and Silva, 2014). Além
disso, em alguns artigos como de Kim et al (2009), Wu et al (2011) e Zhu et al
(2010) conseguiram reprogramar células somaticas utilizando a superexpressao de
Oct-4, combinadas com algumas pequenas moléculas (Zhu et al., 2010) ou com a
expressao endogena de outros fatores transcricionais importantes como Sox-2 (Kim
et al., 2009b; Wu et al., 2011). Dessa forma, diante das caracteristicas importantes
do fator transcricional Oct-4 juntamente com os dados da literatura afirmando sua
eficacia para a reprogramacdo celular este trabalho iniciou a padronizacdo e
obtencéo da devida proteina deste fator transcricional.

A fim de saber qual construcdo teria maior expressao proteica os diferentes
constructos foram transformados em duas diferentes linhagens comerciais de E. coli,
C3013H e C3016H (BioLabs; Ipswich, MA). Estas linhagens comerciais expressam a
enzima T7 RNA polimerase sob controle do regulador Lac 19, que possibilita a

expressédo regulada de genes toxicos (https:/www.neb.com/). Além disso, a linhagem de

E. coli C3013H possui a construcdo LysY / 19, a qual codifica uma variante da
lisozima do fago T7 sem a atividade amidase, possibilitando uma diminui¢cao da taxa
de lise celular em condicdo de inducdo de sintese proteica ectopica

(https://www.neb.comv). E importante ressaltar que trabalhos prévios de outros grupos

78


https://www.neb.com/
https://www.neb.com/

de pesquisas tém indicado a importancia da escolha da linhagem correta de E. coli
para a expressao dos fatores de Yamanaka de forma ectopica.

Apés a inducédo das células in vivo e a extracdo da proteina Oct-4 foi possivel
observar qual das construcdes é, provavelmente, a mais eficiente para obtencéo da
proteina Oct-4. De acordo com o0s resultados obtidos na figura 16a e 16b, o
plasmideo contendo a N-TP10-OCT4 (TON, constructo que contem a TP10
fusionada na regido N-terminal do gene codificante para Oct-4) € o que melhor
expressa a proteina Oct-4. Este resultado € similar ao mostrado nos trabalhos de
Kim et al. (2009), Pan et al. (2010), Zhang et al. (2012) e Nemes et al (2014), onde
os fatores transcricionais OSKM foram fusionados a sequéncia N-terminal do
peptideo transportador TAT, e cujos produtos purificados foram capazes de gerar
IPSCs.

Deve ser ressaltado que observou-se a expressao destes constructos
sintéticos também nas linhagens de E. coli ndo induzidas, provavelmente
relacionado com uma baixa expressao, mas basal, da enzima T7 RNA polimerase,
como ja relatado na literatura (Equbal et al., 2013; Studier and Moffatt, 1986).

Em nossos experimentos também foi empregado um método que avalia a
capacidade de ligacdo das proteinas obtidas a sua respectiva sequéncia-alvo de
DNA. Esse método foi realizado por meio da utilizacdo do kit NoShift Transcription
Factor Assay (Figura 9), sendo uma técnica inovadora deste trabalho. O resultado
obtido pelo NoShift Transcription Factor Assay (Figura 19), por meio da avaliacdo
dos extratos proteicos brutos, demonstrou que as amostras obtidas pelo constructo
contendo somente a sequéncia codificadora para Oct-4, bem como o constructo que
contém a TP10 fusionada a sequéncia N-terminal do Oct-4 sdo os mais eficientes

guanto sua ligacdo a sua sequéncia-alvo de DNA. Pode-se também perceber que
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houve diferenca entra as linhagens comerciais de E. coli utilizadas sendo a C3016H
aguela que apresentou maior capacidade de ligagcéo, corroborando, assim, com os
resultados obtidos pelo WB. Os dados gerados indicam que a proteina Oct-4
presente no extrato proteico total de C3016H parece se ligar eficientemente a
sequéncia de DNA reconhecida por Oct-4 em comparagcdo com a linhagem néo
induzida e ao controle negativo (Figura 19). Estes dados demonstram que as
proteinas que foram geradas reconhecem a sequéncia de DNA compativel,
tornando-a uma candidata para obtencéo de iPSC.

A obtencéo de iPSCs humanas podem ser estabelecidos com uma variedade
de métodos. Os métodos de néo-integracdo de geracdo de iIPSCs tém sido
relatados, mas ainda possuem uma eficiéncia de reprogramacdo muito baixa e
podem dar origem a uma reprogramacao insuficiente. Estes métodos livres de
integragdo podem ser melhorados através da utilizagdo de melhores combinagdes
de fatores de reprogramacdo, melhores fontes de células parentais e melhores
condicbes de cultura. O estabelecimento de métodos de geracdo de iPSCs para
aplicacdes clinicas é um processo continuo e o conhecimento mais abrangente do
processo de reprogramacao é, portanto, crucial para futuras aplicagdes clinicas de

iIPSCs.
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6 Concluséo

Com base dos resultados obtidos pode ser observado que h4 a presenca de
proteina de reprogramacgdo celular do fator transcricional Oct-4 e que a mesma
possui a capacidade de ligar-se a sequéncia de DNA sugerindo que a proteina teria
o potencial de favorecer a reprogramacao celular. Além disso a utlizacdo de
diferentes linhagens de E. coli, a fim de obtencdo da melhor expressao proteica
sugere que a linhagem de E. coli C3016H, que ndo contém a mutacdo para para
diminuicdo da atividade amidase, conferiu uma melhor expressdo da proteinas
obtidas dos diferentes constructos e ainda uma maior capacidade de ligacédo a sua
sequéncia DNA.

Com os dados obtidos podemos concluir que existe a possibilidade de realizar
a producéo e extracao de proteinas de fatores de transcri¢ao in vivo.

Apesar disso, ainda existe a necessidade de aprofundamento quanto a
execucdo de protocolos bem como aprimoramento tanto das técnicas quanto a
respeito da melhor construcdo plasmidial para cada fator transcricional. O uso de
proteinas para reprogramacao celular reduziria o risco de mutacdes insercionais
bem como o potencial tumorigénico das células. Como dito anteriormente a
realizacdo de uma reprogramacao ndo integrativa e que ocorra temporariamente
seria a melhor estratégia para obter iPSCs que possam ser utilizadas na clinica.

Esta abordagem elimina os potenciais riscos associados ao uso de virus, a
transfeccdo de DNA, assim como o potencial prejudicial da utilizacdo de produtos
guimicos e, no futuro, poderia fornecer uma fonte segura de células especificas do
paciente para a medicina regenerativa. Apesar disso, ainda ha a necessidade de

experimentos para aumentar a eficiéncia e reprodutibilidade desta abordagem.
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7 Perspectivas

Este trabalho tem como perspectivas:

a)

b)

d)

f)

Estabelecer protocolo para expressado de proteina heterélogas para os
outros fatores transcricionais de Yamanaka;

Realizar protocolo de transcricdo e traducéo in vitro e fazer Western
Blot para confirmacgéo da sintese proteica;

Transduzir culturas in vitro de células-tronco mesenquimais (CTMs)
com as proteinas TP10-PTFs em diferentes intervalos de tempo.
Avaliar a capacidade das células transduzidas em gerar corpos
embridides (CEs) em condi¢des de cultura adequadas in vitro.

Avaliar a capacidade dos CEs em diferenciarem-se espontaneamente
para as linhagens mesodermais, ectodermais e endodermais in vitro.
Avaliar a capacidade dos CEs de formar teratomas in vivo e diferenciar-

se em células derivadas da endoderme, mesoderme e ectoderme.
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8 Anexos

8.1Mapas das construcdes plasmidiais contendo dos fatores transcricionais

fusionados a TP10

O desenho dos genes sintéticos (TP10-PTFs), usados para a expressao dos
fatores transcricionais indutores de pluripoténcia (pluripotency-inducing transcription
factors; PTFs) que contem fusionados na regidao N- ou C-terminal a transportana 10
(TP10), foram sintetizadas pela empresa GenScript Corporation (Piscatway, USA) e

clonadas em vetor pUC57.
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ANEXO A

A Gensc"pt Your Innovation Partner in Drug Discovery!
The Biology CRO

Plasmid Construct Map

Order ID:__183739-2 Gene Name:_TP10 _OCT4

The TP10_OCT4 was cloned in pUC57 by BamHI.

r GGATCC GGATCC _|

puUC57
(2710bp)

MCS:
Mva1269 fma:ia :

M13/pUC secuencing pemes |- 20),17- mer 3% [ﬁw E"S‘,ﬁ" ‘f{,ﬁl Bspeal Mpin03l e EcoRV BamH| ;n.:l B:%'zlo(
GTAA AAC GAC GGC CcAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CC

57
3¢ CATT 176 CTGCoG 61 ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGA TCT ATA GCC TAG GGC CCG GG
Hine il
g-llll Pstt Econanl Pael Heexdlll m’

G TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT TcG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 37
CAGC TGACGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA ACC GCATTAGTACCAGTATCG ACA AAG GAC 57
13/LC revesse sequesty pomer | 260,17 mex

4500
3000
2000
1200

800

500

300

Lane M: Marker Il

Lane 1: 183739-2 plasmid

Lane 2: 183739-2 plasmid di¢
by BamHI Marker Il

100

84



Figura A 1. A) Mapa da construgcdo plasmidial contendo o gene para o fator
transcricional Oct-4 contendo fusionada a sua regido N-terminal a sequéncia
codificadora da transportana 10. B) Analise e verificacdo da correta insercao do
plasmideo no vetor pUC57 através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Onde o
namero 1 representa o plasmideo inserido no vetor pUC57, o numero 2
representada o plasmideo apos a clivagem do plasmideo com a enzima de restricdo
BamHI e M representa o marcador de peso molecular, o qual esta representado na
figura a direita. A construcdo do plasmideo bem como as andlises realizadas foram

efetuadas pela empresa GenScrpt.
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ANEXO B

A Gensc"pt Your Innovation Partner in Drug Discovery!
The Biology CRO

Plasmid Construct Map

Order ID:__183739-5 Gene Name:_TP10 SOX2

The TP10_SOX2 was cloned in pUC57 by BamHI.

r GGATCC GGATCC —|

(2710bp)

MCs:
a1 2690 Ecm'
396 EcoRl Ecl13sll Accesl coBs) 1
M13UC sscuencing pemes -20),17- mer Xap! sacl Kot Bl MAM0M gy _ ECORV po smal 85;%0[

S/ GTAA AAC GAC GGC CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCGAAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CC
37 caTT TG CTGCCG GTC ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGA TCT ATA GCC TAG GGC CCG GG

gy 47
Xt Pt Ecorarl Prel Kl

G TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT TcG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 37
CAGC TGACGT CTC CGG ACG TACGTT CGA AcC GCATTAGTACCAGTATCG ACA AAGGAC S'
W13 PG revemse saquestan) pomet {26, 17- mex

4500
3000
2000
1200
800
500

Lane M: Marker Il 300

Lane 1: 183739-5 plasmid

Lane 2: 183739-5 plasmid digested 100

by BamHI

Marker 11l
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Figura B 1. A) Mapa da construgcdo plasmidial contendo o gene para o fator
transcricional Sox-2 contendo fusionada a sua regido N-terminal a sequéncia
codificadora da transportana 10. B) Analise e verificacdo da correta inser¢cdo do
plasmideo no vetor pUC57 através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Onde o
namero 1 representa o plasmideo inserido no vetor pUC57, o numero 2
representada o plasmideo apos a clivagem do plasmideo com a enzima de restricdo
BamHI e M representa o marcador de peso molecular, o qual esta representado na
figura a direita. A construcdo do plasmideo bem como as andlises realizadas foram

efetuadas pela empresa GenScrpt.
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ANEXO C

A GenScri pt Your Innovation Partner in Drug Discovery!
The Biology CRO

Plasmid Construct Map

Order ID: __183739-4 Gene Name:_TP10 KLF4

The TP10_KLF4 was cloned in pUC57 by BamHI .

|7 GGATCC GGATCC —|

puUC57
(2710bp)

MCS:
12691 [L‘lvsl‘
; EcoRl 1361 Accesl 3 COBS| 1
MiJ!pUCsenmcmmn-zo).n-neta Xapl E%acsfl Konl B8l Mpm103l ey EcoRV BamHl Smal __Bsnzol

5/ GTAA AAC GAC GGC CAG TGAATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CC
37 cart rrecre e ere ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGA TCT ATA GCC TAG GGC CCG GG
K il
Xl | Pett Feoranl Prel Ml ',"
G TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT TG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 37
CAGC TGACGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA ACC GCATTAGTACCAGTATCG ACA AAGGAC 5'
W3/ revese Sequestan) pomet | 26),17- mee

4500

3000

2000

1200

800

500

300

Lane M: Marker IlI

Lane 1: 183739-4 plasmid

Lane 2: 183739-4 plasmid digested
by BamHI Marker 11

100
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Figura C 1. A) Mapa da construcdo plasmidial contendo o gene para o fator
transcricional KIf-4 contendo fusionada a sua regidao N-terminal a sequéncia
codificadora da transportana 10. B) Analise e verificacdo da correta inser¢cdo do
plasmideo no vetor pUC57 através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Onde o
namero 1 representa o plasmideo inserido no vetor pUC57, o numero 2
representada o plasmideo apos a clivagem do plasmideo com a enzima de restricdo
BamHI e M representa o marcador de peso molecular, o qual esta representado na
figura a direita. A constru¢do do plasmideo bem como as analises realizadas foram

efetuadas pela empresa GenScrpt.
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ANEXO D

A m Your Innovation Partner in Drug Discovery!
The Biology CRO

Plasmid Construct Map

Order ID:_183739-3 Gene Name:_TP10_MYC

The TP10_MYC was cloned in pUC57 by BamHI.

r GGATCC | TRl0MYC(1522 bp) GeATCE —I

puC57
(2710bp)

MCS:
M1 2691 Eonsll
EcoR| Ecl1361l Accesl coBs| 1
MlJ!pUCseu.emnumH-zo)."-nﬂlm Xap! Sacl Konnl Byes| Hpm03l a0y EcoRV BamH1 Smal a@wzol_

S/ GTAA AAC GAC GGC CAG TGA ATT CGA GCT CGG TAC CTC GCG AAT GCA TCT AGA TAT CGG ATC CCG GGC CC
3¢ car? rrecreecG ere ACT TAA GCT CGA GCC ATG GAG CGC TTA CGT AGATCT ATA GCC TAG GGC CCG GG
“Srl'l" 476
Xod 1 s Econarl Pael Hedll
G TCG ACT GCA GAG GCC TGC ATG CAA GCT TGG CGT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTCCTG 37
CAGC TGACGT CTC CGG ACG TAC GTT CGA ACC GCATTAGTACCAGTA TCGACA AAG GAC S'

aw!ﬂxmm pomes 260,17 mee

4500
3000
2000
1200
800
500
Lane M: Marker Il 300
Lane 1: 183739-3 plasmid
Lane 2: 183739-3 plasmid digested 100
by BamHI
Marker 1l
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Figura D 1. A) Mapa da construgcdo plasmidial contendo o gene para o fator
transcricional c-Myc contendo fusionada a sua regido N-terminal a sequéncia
codificadora da transportana 10. B) Analise e verificacdo da correta inser¢cdo do
plasmideo no vetor pUC57 através de eletroforese em gel de agarose 0,8 %. Onde o
namero 1 representa o plasmideo inserido no vetor pUC57, o numero 2
representada o plasmideo apos a clivagem do plasmideo com a enzima de restricdo
BamHI e M representa o marcador de peso molecular, o qual esta representado na
figura a direita. A constru¢do do plasmideo bem como as andlises realizadas foram

efetuadas pela empresa GenScrpt.
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