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1. INTRODUCAO

Lectinas sdo encontradas em diversos organismos e séo caracterizadas
por serem um grupo heterogénico de proteinas ou glicoproteinas, nao
iImunogénicas, com capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos. Elas
possuem uma ampla gama de aplicacbes dependendo das suas propriedades
individuais, como a estrutura das proteinas e os carboidratos presentes em
células opostas (LAM; NG, 2010). Dentre as diversas atividades bioldgicas
atribuidas as lectinas, destacam-se a identificacdo de grupos sanguineos, a
caracterizacdo de micro-organismos, a estimulacdo mitogénica de células imunes,
a deteccdo e o isolamento de carboidratos em solucdo nas macromoléculas ou
em superficie celular (SELL; COSTA, 2000).

Lectinas de vérias fontes vem demonstrando atividade anti-tumoral e anti-
carcinogénica. O interesse em lectinas esta em suas milhares atividades
bioldgicas, incluindo a habilidade de prender o ciclo celular nas fases G1 e G2/M.
A ligacdo dessas lectinas com epitopos de oligossacarideos de células tumorais
pode ativar morte celular por apoptose (DAMODARAN et al, 2008).

As lectinas relacionadas as jacalinas (JRLs) apresentam dominios que se
ligam a manose ou galactose, com dobramento beta-prisma consistindo de trés
cadeias de folha beta, com um falsa simetria tridimensional interna. Algumas
lectinas deste grupo estimulam a diferenciacéo das funcfes de células T e B, que
ir se ligar aos antigenos T e atuar como aglutinina (VAN DAMME et al, 2002).

A Helianthus tuberosus, também conhecida como alcachofra de Jerusalém,
Tupinambu e girassol batateiro, € uma planta nativa da América do Norte, e seus
tubérculos apresentam valor nutricional (KAYS; NOTTINGHAM, 2008). A lectina
isolada dos tubérculos da Helianthus tuberosus € chamada Heltuba. A Heltuba é
uma proteina tetramérica citosolica com 15.5 kDa e exibe uma preferéncia para
se ligar em oligbmeros de manose, sendo um membro do dominio da familia das
JRLs (VAN DAMME et al, 1999).

2. METODOLOGIA

Um gene sintético inserido no plasmideo pUC18 correspondente a regiao
codificadora da lectina de H. tuberosus (474 pb) foi construido. Primers sintéticos
para as extremidades 5 e 3’ do gene sintético foram construidos usando o
software Vector NTI. Estes primers continham sitios de restricdo para BamHI (f: 5’
CGGGATCCAGAATTCACAAAATGGCTGC 3) e para Hindlll (5
ACCCAAGCTTTCTAGATTAAGGAACAACAA 3) e foram utilizados para a
amplificacdo do gene sintético através da reacdo de PCR. O produto da PCR foi
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purificado, digerido com BamHI e Hindlll e posteriormente ligado em vetor pAE,
previamente digerido com as mesmas enzimas de restricdo. O produto da ligacao
foi transformado por eletroporagcdo em células competentes de Escherichia coli
TOP 10. As células transformadas foram selecionadas em meio LB Agar contendo
ampicilina 100 pg/mL. O DNA plasmidial das colonias recombinantes foi extraido
empregando o kit QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen). Para confirmar a
clonagem do gene sintético, os vetores recombinantes foram digeridos com as
enzimas de restricdo empregadas na clonagem.

O vetor recombinante obtido, pAE::heltuba, foi transformado por choque
térmico em E. coli pLysS (DE3) e a expresséo da heltuba foi realizada cultivando-
se as colonias recombinantes em meio LB na presengca de 1 mM de IPTG. As
células induzidas foram lisadas por sonicacdo e o padrdo de expressao foi
analisado em SDS-PAGE 15% e caracterizado através de Western blot
empregando anticorpo monoclonal anti-cauda de histidina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para contornar tentativas de clonagens frustadas empregando o gene codificador
da lectina Heltuba obtido através da digestédo direta do plasmideo pUC18 com as
enzimas de restricdo BamHI e Hindlll, empregamos a reacdo de PCR usando os
primers construidos para amplificar o gene sintético a ser clonado. Desta maneira
obtivemos um fragmento de aproximadamente 500 pb (Figura 1) que foi clonado
com sucesso no vetor pAE. A digestdo dos plasmideos obtidos por triagem com a
enzimas de restricdo BamHI e Hindlll confirmou a clonagem do inserto em pAE
(Figura 2).

FIGURA 1: Eletroforese em gel de agarose 1%
2.000 pb — e ~
1,650 pb — mostrando a amplificagdo por PCR do gene
100055 heltuba. Coluna 1:Marcador de tamanho de cadeia
850 pb — para DNA 1Kb Plus Ladder (Invitrogen); Coluna 2:

650 pb —

500 pb — - - produto da amplificacéo (~500 pb).

400 pb —

o— > FIGURA  2: Digestdo dos  vetores
T e — — recombinantes pAE::heltuba com BamHI e
Tos0po I Hindlll. Coluna 1: Marcador de tamanho de
1000 pb > cadeia para DNA 1Kb Plus Ladder (Invitrogen);

tobb ‘ Colunas 2, 3 e 4: clivagem de pAE:heltuba
liberando o inserto de ~500 pb.




C-O2014

XXIICONGRESSODEINICIAGAOCIENTIF
DAUNIVERSIDADEFEDERALL )FPELOTAS

Quando o vetor recombinante foi transformado em E. coli pLysS (DE3), a heltuba
foi expressa na massa molecular esperada (15 kDa), na fracédo soltvel (Figura 3).

1 2 3 4

FIGURA 3: Western Blot empregando
anticorpos anti-histidina, confirmando a
identidade da proteina recombinante.
Coluna 1: marcador de peso molecular Full
Range Rainbow (G&E); Coluna 2 a 4: E. coli
pLysS (DE3) + pAE::heltuba.

38 kDa —
31 kDa —

24 kDa —

17 kDa —

Proteinas recombinantes podem ser produzidas em células hospedeiras
derivadas de E. coli (DE3), as quais sdo compativeis com o sistema de expressao
empregando promotor T7 e permitem altos niveis de expressdo em curto espaco
de tempo e a baixo custo. Além disso, este sistema de expressdo permite a
producdo de proteinas fusionadas a cauda de histidina, a qual facilta a
purificacdo e raramente afeta sua atividade bioldégica ou imunolégica. A cepa
E.coli pLysS (DE3) promove um controle mais rigido da expresséo proteica, ja
gue produz baixos niveis da lisozima de T7, um inibidor natural polimerase T7,
que reduz a expressao basal de genes recombinantes inibindo niveis basais de
RNA polimerase T7(STRUSTURAL GENOMICS CONSORTIUM, 2008).

4. CONCLUSOES

A clonagem do gene sintético contendo a regido codificadora da Heltuba foi
realizada com sucesso, ja que a proteina recombinante foi expressa na fracéo
solivel e com massa molecular esperada em E. coli pLysS (DE3). Os préximos
passos serdo a obtencao da proteina recombinante homogénea e ensaios in vivo
em linhagens celulares neoplasicas para determinar seu potencial uso como
farmacos antineoplasicos.
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