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RESUMO

Introducdo: A irisina € uma proteina produzida de modo endogeno quando héa estimulo fisico
continuo. E produto da clivagem da proteina transmembrana fibronectina tipo 111 contendo o
dominio 5 (FNDC5). Além do peptideo sinal e da porcdo C-terminal, a FNDC5 tem uma
regido transmembranar e o dominio irisina. O exercicio fisico tem acdo direta na sintese
proteica, uma vez que, ativa a expressao do gene PGCl-a que induz a sintese da proteina
FNDC5 com consequente liberacdo da irisina. No tecido adiposo age positivamente sobre a
molécula UCP1, levando ao aumento da densidade mitocondrial, alto consumo de oxigénio e
mudanca das caracteristicas fenotipicas dos adipdcitos brancos para bege. Essas
caracteristicas estdo associadas ao emagrecimento, melhora da resisténcia a insulina e
regressdo da sindrome metabolica. No sistema nervoso central promove a sobrevivéncia,
manutencdo e funcdo das células neurais. Em cées, assim como em humanos, a obesidade é
um fator de risco para o desenvolvimento de disfungdes metabolicas como, por exemplo,
diabetes mellitus, perfis lipidicos alterados e hipertensdo. A disfuncédo cognitiva canina afeta
cerca de 60 % dos cdes mais idosos, e estd relacionada com o deposito de moléculas beta-
amildide. Visando futuro desenvolvimento um medicamento para tratamento dessas
disfungdes caninas, esse projeto tem como objetivo a clonagem e expressdo da sequéncia
codificadora de irisina canina em Escherichia coli. Material e Métodos: A sequéncia génica
da proteina foi selecionada a partir do banco de dados UniProt. O alinhamento da sequéncia a
fim de analisar a similaridade entre humanos e cdes foi feito utilizando o programa Blast-p.
Uma vez selecionada a sequéncia, o gene foi desenhando e encomendo para sintese quimica
com codons preferenciais de E.coli e clonado no vetor pUC-18. A sequéncia de irisina
portadora de sitios das enzimas de restricdo Ndel e BamHI nas extremidades foi subclonada
nos sitios das mesmas enzimas no vetor de expressdo pDMUO1, resultando no plasmideo
recombinante pTI01. Para transformacdo e expressédo do gene o pTIOl foi introduzido por
eletroporagdo na linhagem de E. coli DH5aF 'Iq. Uma col6nia recombinante foi inoculada em
50 mL de meio Luria Bertani contendo ampicilina 100 ug/mL o e cultivada a 37 °C, rotacéo
de 150 rpm por 32 h. Quando a cultura atingiu 0,5 ODgo/mL a expressdo foi induzida
adicionando-se IPTG para a concentracdo final de 1 mM. Durante o crescimento foram
coletadas aliquotas em espacos de tempo especificos para medida da absorbancia e analise da
proteina recombinante por eletroforese SDS-PAGE. Resultados e discussdo: A digestdo do
vetor pUC18-IRISINA contendo o gene de expressdo, assim como do vetor de expressdo
pDMUO1 com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI foi eficientemente realizada. A ligagéo
do gene ao plasmideo pDMUOL foi confirmada por digestdo enzimatica utilizando as
respectivas enzimas, tendo sido possivel observar em gel de agarose a liberacdo de um
fragmento de 432pb do PTIO1 referente a regido codificadora da irisina. A expressdo génica
foi confirmada através de gel SDS-PAGE onde observou-se uma banda de aproximadamente
17kDa correspondente a massa molecular da irisina canina.

Palavras chaves: Irisina canina, Escherichia coli, Expressdo, Proteina heteréloga.



ABSTRACT

Introduction: Irisin is an endogenously produced protein upon continuous physical
stimulation. It is a product of the cleavage of fibronectin type Il transmembrane protein
containing domain 5 (FNDC5). In addition to the signal peptide and the C-terminal portion,
FNDCS5 has a transmembrane region and the irisin domain. Physical exercise has a direct
action on protein synthesis, since it activates the expression of the PGC1-a gene that induces
the synthesis of the FNDC5 protein with consequent release of irisin. In adipose tissue, it acts
positively on the UCP1 molecule, leading to increased mitochondrial density, high oxygen
consumption and a change in the phenotypic characteristics of white adipocytes to beige.
These characteristics are associated with weight loss, improved insulin resistance and
regression of metabolic syndrome. In the central nervous system it promotes the survival,
maintenance and function of neural cells. In dogs, as in humans, obesity is a risk factor for the
development of metabolic dysfunctions such as diabetes mellitus, altered lipid profiles and
hypertension. Canine cognitive dysfunction affects about 60% of older dogs, and is related to
the deposition of beta-amyloid molecules. Aiming at the future development of a drug to treat
these canine dysfunctions, this project aims to clone and express the coding sequence of
canine irisin in Escherichia coli. Material and Methods: The gene sequence of the protein
was selected from the UniProt database. The sequence alignment in order to analyze the
similarity between humans and dogs was done using the Blast-p program. Once the sequence
was selected, the gene was designed and ordered for chemical synthesis with E.coli preferred
codons and cloned into the pUC-18 vector. The irisin sequence carrying Ndel and BamHI
restriction enzyme sites at the ends was subcloned into the sites of the same enzymes in the
expression vector pPDMUO1, resulting in the recombinant plasmid pTI01. For transformation
and gene expression pTI01 was introduced by electroporation into E. coli strain DH5aF'lq. A
recombinant colony was inoculated into 50 mL of Luria Bertani medium containing
ampicillin 100 ug/mL o and grown at 37 oC, 150 rpm rotation for 32 h. When the culture
reached 0.5 OD600/mL expression was induced by adding IPTG to the final concentration of
1 mM. During growth aliquots were collected at specific time slots for absorbance
measurement and analysis of recombinant protein by SDS-PAGE electrophoresis. Results
and discussion: Digestion of the pUC18-IRISINA vector containing the expression gene as
well as the pDMUO1 expression vector with the restriction enzymes Ndel and BamHI was
efficiently performed. The binding of the gene to the pDMUO1 plasmid was confirmed by
enzymatic digestion using the respective enzymes, and it was possible to observe in agarose
gel the release of a 432pb fragment of PTIOL1 referring to the irisin coding region. Gene
expression was confirmed by SDS-PAGE gel where a band of approximately 17kDa
corresponding to the molecular mass of canine irisin was observed.

Key words: Canine irisin, Escherichia coli, Expression, Heterologous protein.
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1. INTRODUCAO

Os avancos na biotecnologia e na bioengenharia direcionam o surgimento de novas
ferramentas de engenharia genética. A engenharia metabdlica recombinante € uma extensdo
da engenharia genética que permite a producdo de moléculas usando o maquinario de uma
célula viva. Um exemplo de biomoléculas produzidas em laboratorio sdo as proteinas
recombinantes, que podem ser usadas em diversas aplicagdes (SANTOS & WIETHOLTER,
2021).

Citocinas sd@o moléculas proteicas heterogéneas sinalizadoras secretadas por células
que séo capazes de modular respostas celulares (VERELLA, FORTE, 2001). As citocinas
produzidas durante o exercicio fisico pelo musculo estriado esquelético sdo chamadas de
miocinas. A acdo mecanica voluntaria induz maior sintese dessas moléculas, capazes de
modular respostas bioldgicas relacionadas a homeostase do organismo. (GLEESON et al.,
2011).

Os principais beneficios conhecidos do exercicio fisico sdo mediados pelo coativador
1 alfa do receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PGC1-a). A expressdo de PGCl1-a
estimula a sintese da proteina desacopladora 1 (UCP-1) nos adipdcitos brancos, aumentando a
densidade mitocondrial nas células, fator importante para a termogénese (PUIGSERVER et
al., 1998).

Segundo Bostrém, et al. (2012) a expressdo de PGC1-o no musculo estimula a sintese
da proteina transmembrana fibronectina tipo Il contendo dominio 5 (FNDC5). Uma vez
expressa, € clivada, liberando na circulacdo o horménio denominado de irisina. Essa proteina
atua nos adipdcitos brancos induzindo UCP-1, que esta relacionada com a termogénese, e a

converséo de tecido adiposo branco em tecido adiposo marrom.

A obesidade canina € um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
metabolicas em cdes. O acumulo excessivo de gordura pode levar ao surgimento de
dislipidemias, hipertensdo arterial e resisténcia a insulina. Tais fatores influenciam na
longevidade e qualidade de vida, com isso, esse trabalho tem como objetivo a clonagem e
expressdo de irisina canina, a fim de da subsidio para futuros tratamentos de disfuncGes

metabdlicas em caes.
16



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Irisina humana: aspectos gerais

A primeira descri¢do da irisina foi feita por uma equipe de pesquisadores liderada por
Bostrom, em 2012. Os quais expuseram a existéncia de um novo peptideo secretado por
células musculares de camundongos (BOSTROM, 2012). E um horménio que vem sendo
estudado por interagir com varias funcbes enddcrinas e metabdlicas. Seu receptor especifico
ainda é desconhecido, o que implica em um campo de estudo importante, uma vez que pode
ser um potencial agente terapéutico (MAHGOUB et al., 2018).

Irisina é uma proteina composta por 99 aminoacidos, e compreende a parte funcional
que ¢é liberada na circulacdo apds a prote6lise da proteina transmembrana fibronectina tipo 111
contendo dominio 5 (FNDCS5). A estrutura molecular de FNDC5 compreende um peptideo
sinal N-terminal, um dominio FNIII, um dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica
(FIGURA 1) (WRANN, 2015).

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura molecular da proteina FNDC5. (A) estrutura da proteina
transmenbrana e sua ativagdo por protedlise para liberacdo da irisina. (B) Sequéncia de aminoéacidos de FNDC5

canino

(A)

FNDC5 Peptideo sinal § Dominio fibronectina Il n Cauda citoplasmatica

Clivagem por proteases

IRISINA Dominio fibronectina Ml

T T T R 5 € A L wW DL E E D T E Y I vV HV Q A1 5 I Q@ G Q §

P A 5 E P V L F K T P R E A E K M A 5 KN KD E ¥V T M K E

Fonte: Adaptado de MAHGOUB et al., 2018.
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Estudos bioquimicos e cristalograficos demonstram que a forma secretada da irisina
constitui um homodimero formado por interacBes continuas de folhas B. Na forma nao
dimérica, a organizagdo estrutural da proteina demonstra que uma folha B de quatro
filamentos se compacta com uma folha B de trés filamentos (FIGURA 2. A). A formagdo do
dimero ocorre pela interacdo entre as fitas C das subunidades (FIGURA 2. B)
(SCHUMACHER et al., 2013; WASEEN, 2022).

Figura 2. Estrutura da irisina baseada na cristalografia. (A) Folhas B que formam uma subunidade do dimero.

(B) Interacdo das subunidades e formacdo do dimero.

Fonte: Adaptado de Schumacher et al., 2013.

E relatado que os niveis sanguineos de irisina aumentam apGs exercicio fisico. Em
camundongos ap6s trés semanas corridas 0s niveis plasmaticos de irisina aumentaram
significativamente em 65%, e em humanos adultos a quantidade plasmética de irisina
duplicou apds 10 semanas de exercicio fisico. O aumento dos niveis plasmaticos em ambas as
espécies é quase que proporcional ao aumento do mRNA nos musculos (BOSTROM, 2012).
Ha uma grande similaridade da sequéncia da parte secretada da FNDC5 entre espécies,

estudos demonstram que em ratos e humanos a similaridade ¢ de 100% (BOSTROM, 2012).

18



2.2 Regulacdo da expressdo de FNDC5/irisina

O exercicio fisico acentuado induz o aumento da sintese de mMRNA que sera traduzido
e expresso na proteina PGC1l-a no musculo esquelético (PILEGAARD et al., 2003). Como
fator de transcricdo, PGC1l-a induz a expressdo da proteina transmembrana FNDC5 com
consequente liberacdo do hormonio irisina (HUH et al., 2012). Diante disso, a irisina exerce
regulacdo sobre a expressdao da molécula UCP1 que aumenta a densidade mitocondrial
levando a conversao das células adipdcitas brancas em tecido adiposo bege, como mostrado
na Figura 3 (BOSTROM, 2012; RIVADA et al., 2013). Porém, ha estudos controversos a
respeito da inducdo da expressdo de FNDC5, assim como do aumento da concentracdo
plasmatica da irisina no plasma a partir da atividade fisica, ou de uma associacdo positiva ou
negativa entre os dois. Isso pode ser por conta dos diferentes tipos de exercicios realizados
nos estudos, assim como, na variacdo da intensidade e duracdo das séries dos exercicios
(MAHGOUB, 2018).
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Figura 3. Exercicio a longo prazo gera resposta positiva sobre a expressédo de PGC1-o. e UCP1. PGCl-a induz a
expressdo de FNDC5 na membrana celular, que é entdo clivada liberando na circulacdo a irisina. O hormdnio
alcanca o tecido adiposo via circulacdo, e tem acdo de alterar o fenétipo das células adipdcitas, e com isso,

aumentar o gasto energético ocasionando perda de peso e melhora na homeostase da glicose e sensibilidade a

insulina
FNDCS5 é clivada
— " para producio de
Irisina alcanca Tecido Adiposo irisina
Branco (TAB) e Tecido Adiposo
Bege (TABe) via circulagio
l 0O; CO;
1] i
@ 1 densidade mitocondrial
b Logtin & @ - e consumo O2
— [ Trisina |
l l TABe - Browning
Armazenamentode energia l Gasto Energético |
! } | S l
Obesidade Diabetes I Perda de peso ] Melhora na homeostase da glicose e
sensibilidade a insulina

Fonte: Adaptado de MORTON et al.., 2016.

2.3 Fisiologia de reducédo da obesidade e resisténcia a insulina mediadas pelo horménio
irisina.

A liberacdo da irisina na corrente sanguinea aumenta a expressao de UCPL1, elevando a
transcricdo e tradugdo de varios genes mitocondriais que estdo relacionados com o aumento
do consumo de O.. Além disso, observa-se que ha reducdo de gordura, e modificacdo do
fenotipo das células de branco para bege, levando ao melhoramento da sensibilidade a

insulina, conforme demonstra a Figura 4 (BOSTROM, 2012).
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Figura 4. A expressdo do cAMP ativa a lipase horménio sensivel aumentando a lipélise e diminuindo o
acumulo de lipidio. Ha diferenciacdo fenotipica de adipdcitos branco em adipdcito bege, e expressdo do

receptor de insulina GLUT4.
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Fonte: PERAKAKIS et al., 2017.

A molécula UCP1 é uma proteina mitocondrial que estd intimamente ligada com a
termogénese. PGC1l-a é um co-ativador que regula a expressao de outros genes, como
FNDC5 e UCP1, portanto ligado a regulacdo da biogénese mitocondrial (ZHANG et al.,
2013). Ha evidéncias de que a irisina converte as células adipdcitas branca em células
adipdcitas bege, e induz a expressdo de betatrofina, o que seria uma fonte para explicar a

melhora da sensibilidade a insulina induzida pela irisina (ZHANG et al., 2013).

2.4 Efeitos neurais da irisina

Um estudo feito por Dun e colaboradores (2013) demonstrou que a irisina é expressa
em uma populagdo de neurénios centrais. O exercicio de alta intensidade eleva a concentracéo
de FNDC5 no hipocampo e regula a expressdo do fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) (WRANN et al., 2013).
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O hipocampo é uma importante regido do cérebro envolvida na aprendizagem e
memoria. A presenca de BDNF € essencial para a plasticidade, sinapnogénese, diferenciagéo,
migracao e sobrevivéncia das células neurais. Portanto, a expressdo de FNDC5 e liberacdo da
irisina age positivamente sobre a sobrevivéncia, manutencdo e funcdo das celulas neurais
(ZHANG & ZHANG, 2016). Ha evidéncias que a acdo da irisina em &reas corticais do
cérebro estd associada ao estimulo da via cCAMP/PKA/CREB (FIGURA 5) (FREITAS et al.,
2020)

Segundo Lourenco et al. (2019) a irisina encontra-se reduzida no hipocampo, assim
como no liquido cefalorraquidiano em pessoas com doenca de Alzheimer (DA) e deméncia de
Lewyem em estado avancgado. Atualmente ndo existe tratamento eficaz para a DA e estudos
vém sendo desenvolvidos a fim de buscar a cura ou profilaxia para neutralizar os mecanismos
que levam ao dano neural (KIM & SONG, 2018).

Embora os mecanismos ainda ndo sejam bem claros, a doenca de Alzheimer esta
intimamente associada com a deposi¢ao de peptideos B-amildides (LONG & HOLTZMAN,
2019). Segundo Lourenco et al., (2019), quando ha exposi¢do hipocampal a oligdmeros Ap,
ha diminuicdo dos niveis de proteina FNDC5/irisina e baixa expressdo da PGCl- a. A
indugdo de FNDC5/irisina no hipocampo previne e reduz o comprometimento neural causado

pelos oligdmeros Af.
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Figura 5. O exercicio fisico induz a expressdo de FNDCS5, precursor da irisina. Apds proteolise, a irisina
interage com os neurdnios através de receptores ainda desconhecidos. Induz o acumulo de adenosina
monofosfato ciclico que ativa a proteina quinase dependente de CAMP (PKA) e proteina de ligacdo ao elemento

de resposta a0 cCAMP (CREB), induzindo a expressdo do fator neurotréfico derivado do cérebro.
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Fonte: FREITAS et al., 2020.

2.5 Disfungédo metabdlica canina

A obesidade é definida como o acimulo excessivo de tecido adiposo no organismo. E

o disturbio nutricional mais prevalente em animais de companhia, e pode contribuir para o
desenvolvimento de doengas, bem como com a diminuigdo da expectativa de vida (ALONSO
et al., 2017). O sobrepeso em cdes € um fator de risco para o desenvolvimento de
dislipidemias e hipertensdo arterial. Além disso, 0 excesso de peso pode contribuir para o
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desenvolvimento de diabetes. Tais fatos estdo associados a superalimentagéo, que ao longo da
vida podem levar ao excesso de peso e distdrbios metabdlicos (TVARIJONAVICIUTE et al.,
2012).

A diabetes mellitus (DM) é uma das doencas metabdlicas mais comuns em caes.
Embora tenha semelhanga com humanos, a classificagdo da diabetes difere entre animais de
grande e pequeno porte. As formas comuns e gerais de DM sdo conhecidas como DM
insulino-dependente (IDDM) Tipo-1 e ndo-IDDM (NIDDM) Tipo-2 (NIAZ et al., 2018).

Atualmente, a insulinoterapia é a base para o tratamento da diabetes em cédes. No
mercado veterindrio existem trés medicamentos disponiveis para uso. O caninsulin
(Caninsulin®) a base de insulina suina em suspensao de zinco, o humulin (NPH - Humulin®)
a base de insulina recombinante humana e a insulina de origem bovina(SCARABUCCI,
2018). Porém, a mais recomendada para tratamento de diabetes em cédes e gatos € a insulina
humana produzida com base na tecnologia do DNA recombinante, pois é a que apresenta
menor imunogenicidade. A incidéncia de diabetes em cées chega a um em cada 100 animais,
onde as fémeas apresentam cerca de 70 % dos casos (MESQUITA et al, 2022).

A disfuncdo cognitiva canina (CCD) afeta cerca de 60% dos cdes mais velhos. De
modo geral, um cdo é considerado idoso/geriatrico apds viver cerca de 75% de sua
expectativa de vida. Os sinais mais 6bvios da sindrome incluem perda de memoria, senso de
orientacdo deficiente ou completamente perdido, mudancas no comportamento e confuséo
(MIHEVEC & MAJDIC, 2019). A fisiopatologia do desenvolvimento da disfuncdo cognitiva
estd associada a disfuncdo mitocondrial, dano oxidativo acumulativo e acimulo progressivo

de beta-amiloide (AB) em placas difusas na vasculatura cerebral (HEAD, 2013).

O hormonio irisina pode da subsideo para desenvolvimento de terapias direcionadas a
disfuncdo metabdlica canina. Entretanto, estudos precisam ser desenvolvidos. Segundo Bell et
al. (2016) em cédes Greyhound os niveis de irisina aumentam 28% em 10 minutos apds
exercicio fisico, e retorna as concentragdes basais ap0s duas horas. Isso pode ser em
decorréncia do mecanismo compensatorio para restauracdo da homeostase do ATP, o que leva
a um efeito imediato da irisina, mas de curto prazo, no aumento da sensibilidade a insulina

e/ou oxidacao de &cidos graxos
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2.6 Clonagem e expressao génica

No centro da biologia molecular esta 0 DNA, responsavel por armazenar informacdes
que sdo transcritas para 0 RNA, e posteriormente traduzidas em proteinas. A expressdo génica
comega com a transcrigdo, que € a sintese de uma molécula de RNA a partir da fita de DNA,
com recrutamento da RNA polimerase, processo pelo qual depende de diversas moléculas
regulatdrias, para entdo ser traduzidos nos ribossomos em proteinas (VASCONCELOS et al.,
2021).

Pelo controle da expressdo génica a nivel traducional, a célula consegue ajustar a
abundancia de proteinas, responder rapidamente a mudancas ambientais e restringir as
proteinas sintetizadas a lugares especificos na célula (IWASAKI & INGOLIA, 2016). A
tecnologia do DNA recombinante baseia-se na utilizacdo de técnicas das quais podem ser
usadas para analisar desde a sequéncia génica até o processo final de sintese proteica
(NASCIMENTO et al., 2003).

O conhecimento do dogma central da biologia molecular é a base para compreensdo e
utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante. Uma vez que, a maquinaria celular
fundamenta-se em trés principais processos para que 0 gene seja expresso: replicagdo,
transcricao e traducdo (VASCONCELOS et al., 2021). As etapas principais para producdo de
uma proteina recombinante compreendem, sequencialmente:

- Selecdo do gene de interesse

- Escolha do sistema de expressdo

- Clonagem

- Expressao

As ferramentas utilizadas na engenharia genética permitem manipular sistemas
bioldgicos para sintetizar moléculas Gteis como vacinas, hormonios e proteinas de interesse
biotecnologico. A biologia sintética usa dessas técnicas para remodelar ou criar novos
organismos. E uma linha de pesquisa que busca produzir substancias que ndo sejam
produzidas naturalmente, ou criar organismos novos a partir de blocos de constru¢cdo mais
simples (NASCIMENTO et al., 2003; ROLREGGER & SGANZERLA & SIMAO-SILVA,
2020)
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2.7 Vetor de expressao

Vetores sdo moléculas utilizadas como veiculos no processo de clonagem que levam
uma parte do DNA exo6geno para dentro da célula hospedeira. Uma variedade de tipos de
vetores esta disponivel (ASTOLFI-FILHO et al., 2005; KHAN, 2009). A partir das técnicas
de engenharia genética, plasmideos de origem natural estdo sendo modificados, a fim de criar
vetores com caracteristicas desejadas (WOHLKE, 2012).

Os plasmideos sdo elementos genéticos extracromossomais. Trata-se de uma molécula
pequena de DNA circular, presente em bactérias. Geralmente ndo estdo associadas as
necessidades essenciais da célula, porém, pode Ihe conferir algumas vantagens (WOHLKE,
2012). Os plasmideos podem conter genes que conferem caracteristicas benéficas ao seu
hospedeiro como resisténcia a antibidticos, viruléncia, tolerdncias a metais pesados e
catabolismo de fontes unicas de nutrientes (CARROL & WONG, 2018).

Tendo em vista o bom funcionamento, para que seja considerado um vetor
competente, o plasmideo deve obrigatoriamente apresentar algumas caracteristicas
(NASCIMENTO et al., 2003). Ter uma regido denominada de (ori), que é reconhecida pelos
mecanismos de replicacdo celular. Possuir um gene que codifica um produto que confira uma
vantagem seletiva a célula transformada, chamado de marcador de selecdo, geralmente utiliza-
se genes que permitam que as bactérias sejam resistentes a antibioticos. Apresentar dois ou
mais sitios de clivagem para endonucleases, denominado de mdltiplos sitios de clonagem,

local onde o gene exdgeno ¢é ligado ao vetor (NORA et al., 2018).

Para o vetor de expressdo, além de todos os elementos acima citados, é necessario que
haja a regido promotora, local de reconhecimento da RNA polimerase - responsavel pela
transcricdo do gene, que posteriormente serd expresso pelo organismo hospedeiro. Além
disso, é essencial que haja o terminador de transcri¢do a jusante da sequéncia codificante, para
evitar a transcricdo de RNA mensageiro desnecessario (FIGURA 6) (ROSANO &
CECCARELLII, 2014).

Os vetores integrativos se integram no genoma do hospedeiro por recombinacao
homologa, o que Ihe confere estabilidade, porém, ndo sdo auto-replicaveis e geralmente estdo

presentes em um baixo namero de copias (LEITE, 2008).
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Figura 6. Esquema demonstrando as principais caracteristicas de um vetor de expressao. Regido ori, regido
promotora, tags de afinidade, maltiplo sitio de clonagem (MCS), marca de selecéo e terminador de transcri¢éo.
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Fonte: ROSANO & CECCARELLII, 2014.

2.8 Hospedeiros bacterianos

Hospedeiro ou organismo-alvo sdo células ou organismos capazes de receber um DNA
exogeno e permitir sua replicagdo (VEDOVELI & CASTRO, 2016). O DNA recombinante é
obtido a partir da clonagem molecular. Processo que permite o isolamento e propagacdo da
sequéncia génica. Em condicdes ideais, o gene de interesse pode ser expresso, possibilitando
a sintese de proteinas heterdlogas (JONASSON, 2002).

O sistema de expressao adequado depende da proteina a ser produzida. Principalmente
das propriedades e do destino final do peptideo expresso. Se a proteina apresentar varias
subunidades e necessitar de alteracdes pos-traducionais, a hospedeira preferencial é a de
origem eucariotica, entretanto, a bactéria E. coli tem sido utilizada com sucesso como
hospedeira para expressdo de proteinas mais simples (JONASSON, 2002; MIYAMOTO,
2013).

A bactéria Gram-negativa E. coli, € comumente utilizada como célula hospedeira para
expressao heteréloga de proteina, por ter as cepas de expressdo bem caracterizadas, usarem
meios de cultivo baratos e simples e apresentarem crescimento exponencial rapido
(BONEYX, 1999; REDDI, 2002). Sistemas de expressdo alternativos sdo utilizados quando
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os produtos finais ndo sdo biologicamente funcionais devido a falta de modificagdes pds-
traducionais ou quando a recuperacao proteica é muito baixa (JONASSON, 2002).

2.9 Sistema de expressao heterdloga em Escherichia coli baseados no operon lac

O modelo do operon em bactérias foi postulado a partir da década de 60, quando os
cientistas Jacob & Monod (1961) propuseram que a expressdo génica seria regulada por
proteinas reguladoras que se ligavam ao promotor e impediam ou ativavam o inicio da
transcricao pela RNA polimerase.

Os genes bacterianos estdo frequentemente organizados em operons, e a organizacao
desses genes permite que, quando ativados, sejam expressos simultaneamente. O promotor é o
local onde a RNA polimerase se ancora para iniciar a transcricao, e todos 0s genes estruturais
de um operon estdo a jusante de um promotor, desta forma, serdo transcritos em um anico
RNA mensageiro, porém sdo posteriormente traduzidos em proteinas individuais. Os
exemplos de operons mais bem descritos sdo da bactéria E. coli. O operon lac por exemplo,

envolve enzimas relacionadas com o metabolismo da glicose (RALSTON, 2008).

Os sistemas de expressdo mais utilizados em bactérias sdo baseados na regulacédo do
operon lac presente em células de E.coli, que codifica trés produtos génicos
LacZ, LacY e LacA (ULLMANN, 2009; MARBACH E BETTENBROCK, 2012). LacY ¢
uma permease que atua no transporte da lactose para dentro da célula. A lactose é clivada em
glicose e galactose pela enzima [-galactosidase, produto da expressdo do lacZ. LacA é uma
transacetilase e estd associada a desintoxicacao celular, pela exportacdo de aglcares toxicos
gue ndo podem ser metabolizados pela célula. A expressdo desses genes € regulada
diretamente por dois sinais ambientais, positivamente pela lactose e negativamente pela
glicose, ou seja, na presenca de lactose ha expressdao desde genes, uma vez que, estdo
associados ao seu metabolismo (FIGURA 7) (PINTO & MIRANDA & SOUSA, 2021).
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Figura 7. Representacdo esquematica da regulagdo operon lac. RNA polimerase reconhecendo a regido
promotora, na presenca de glicose e lactose, ha um nivel basal de transcricdo. Repressor ancorado ao operador,
na presenca de glicose e auséncia de lactose, ha auséncia de transcricdo. Na presenca de alolactose o repressor é

liberado da regido operadora, permitindo que a RNA se ligue ao promotor e ocorra a transcricao.
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Fonte: WATSON et al., 2015.

Na auséncia de alolactose, o repressor lacl liga-se a sitios de ligacdo do operador
impedindo a ligacdo da RNA polimerase ao sitio promotor, aumentando a repressdo da
expressao génica (KELLY et al., 2019). Quando hé alolactose (um derivado da lactose) ou
indutores artificiais, o repressor lacl é liberado do DNA, fazendo com que haja transcrigéo,
além disso, um complexo regulador global da proteina receptora de CAMP-cCAMP (CAMP-
CRP) liga-se ao lac promotor do operon, recrutando a RNA polimerase promovendo a
transcrigdo, em contrapartida, na presenca de glicose hd diminuicdo do cAMP diminuindo a
disponibilidade para formagdo do complexo CAMP-CRP e consequentemente a transcricao
(FIGURA 7) (PHILLIPS et al., 2019; BELLIVEAU et al., 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) demonstram
que os brasileiros tém mais animais de estimacdo do que criancas em seus lares. E cada vez
mais sdo considerados como membros da familia. A pesquisa constatou ainda que 0s cées séo
o animal mais popular do Brasil, deixando os felinos em segundo lugar.

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimacdo (ABINPET), o Brasil tem a segunda maior populacdo canina do mundo, ficando
atrés apenas dos Estados Unidos. O mercado pet brasileiro € um dos mais vibrantes entre 0s
paises, ocupando a sexta posicdo em termos de faturamento. Durante a pandemia, obteve uma
impressionante alta de 42,4 %. Os dados do Instituto Pet Brasil (IPB) mostram que o mercado
teve um faturamento de 51,7 bilhGes no ano de 2021. Sendo 5,8 bilhdes decorrente da venda
de medicamentos veterinarios.

Estudos mostram que 60 % dos cées mais idosos apresentam disfungédo cognitiva e 1
em cada 100 desenvolve diabetes mellitus ao longo da vida. A proteina irisina tem
demonstrado potencial aplicacdo para o tratamento de morbidades e disturbios metabdlicos.
Nesse sentido, esse trabalho propde a utilizagcdo da tecnologia do DNA recombinante para
producdo de irisina canina, tendo como sistema de expressdo a bactéria Escherichia coli. A
fim de dar subsidios para desenvolvimento de futuras terapias de disfun¢fes metabdlicas , e

de doencas neurodegenerativas em cées.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Expressar a sequéncia codificadora de irisina canina em células de Escherichia coli.

4.2 Objetivos especificos
e Desenhar a sequéncia génica da irisina e obter o gene sintético;
e Clonar e expressar 0 gene da irisina no vetor pPDMUO1,

e Analisar a expressao do gene da irisina em E. coli sob o controle do promotor DM;

e Purificar a irisina recombinante.
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5. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Tecnologias de DNA do

Centro de Apoio Multidisciplinar (CAM) da Universidade Federal do Amazonas.

5.1 Desenho experimental

Desenho da Clonagem Transformagéo Selecéo dos Andlise da
sequéncia " X
wodificadora da |mp | no vetor -» ggnetlca o_Ie » clones _ mp| expressdo e
i @ e de células de E.coli recombinantes purificacéo
quimica expressdo da proteina
pDMUO1 DH5aF'I° Eletroforese e
Cromatografia
' |
Eletroporacéo
Western Blot

5.2 Material

5.2.1 Linhagens de E. coli utilizadas.

A linhagem de célula usada neste trabalho foi a E.coli DH5aF 'Ig, a qual faz parte do
acervo de células hospedeiras do Centro de Apoio Multidisciplinar — Laboratorio de
Tecnologia do DNA Recombinante da Universidade Federal do Amazonas. E conservada por

criopreservacao a uma temperatura de -80 °C na presenca de glicerol (TABELA 1).

Tabela 1. Linhagem e gen6tipo da célula E.coli utilizada no presente estudo

Bactéria Bactéria Gendtipo Utilizacao

Escherichiacoli  DH5aF’lg F-¢80lacZAM15  A(lacZYA-argF) U169 Clonagem e expressao
recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA
supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl/F" proAB+
lacIqZAM15 zzf::Tn5 [KmR].
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5.2.2 Vetores

Vetor de clonagem pUC18-IRISINA

Vetor de clonagem contendo a sequéncia génica da irisina construido pela empresa
FastBio (FIGURA 8).

Figura 8. Mapa fisico do plasmideo pUC18 contendo o gene da irisina.

BamHI

pUC18-IRISINA
3112 bp

Vetor de clonagem e expressdo pDMUO1

O vetor de clonagem e expressdo pDMUO1 constituido de 3332 pares de bases possui
um cassete de expressao composto por um promotor sintético (DMO01) regulado pelo sistema
lac, sitio de ligacéo ao ribossomo do fago T7, terminador de transcrigdo e um gene reporter
GFP (Green Fluorescent Protein). Contém um marcador de sele¢do para ampicilina e possui
alto nimero de replicacdo no hospedeiro (500~700 cdpias) (FIGURA 9).
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Vetor construido no Centro de Apoio Multidisciplinar da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM). Este vetor possui o gene de aproximadamente 720pb codificador da
proteina GFP de aproximadamente 27kDa foi retirado através de tratamento com enzimas de

restricdo, BamHI e Ndel e que posteriormente foi utilizado para a clonagem do gene da
irisina.

Figura 9. Mapa fisico do plasmideo pDMUO1 contendo o gene da proteina GFP.
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5.2.3 Meios de cultura

Os meios utilizados para crescimento e cultivo das células séo o Luria Bertani (LB)

liquido e/ou sélido e sua composicao esta apresentada na tabela 2.

Tabela 2. Meios de cultura utilizados e suas respectivas composicdes.

Meio Composicéo
Triptona 10g/L
Extrato de levedura 5¢/L
LB Liquido
(Luria Bertani) NaCl 5g/L
pH 75
Para tornar o meio sélido adiciona-se 15g/L de Agar

5.2.4 Enzimas

As enzimas de restricdo, assim como outras enzimas modificadoras de DNA que

foram usadas no presente trabalho estéo apresentadas na tabela (TABELA 3).

Tabela 3. Enzimas de restri¢do utilizadas neste trabalho.

Enzima Tampéo Temperatura de Procedéncia
incubacao
BamHI NEBuffer 3 37°C New EnglandBioLab':.‘@.nC
Ndel NEBuffer 4 37°C New EnglandBioLabs®.nc
T4 DNA ligase | Da prépria enzima 37°C ou 16°C New EnglandBioLabsé.nC

5.2.5 Reagentes e outros materiais

O marcador molecular foi utilizado para a identificagdo da massa molecular dos
fragmentos de DNA corados pelo brometo de etideo. O kit para purificacdo de DNA foi
adquirido da Cellco. O marcador de proteina (Invitrogen) foi usado nas corridas
eletroforéticas. Todos os demais reagentes usados foram de grau analitico.
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5.3 Métodos

5.3.1 Estudo da sequéncia de amino&cidos da proteina

A busca da sequéncia génica da irisina canina foi feita por prospecc¢éo in silico nas
bases de dados genbenk e UniProt. Para o alinhamento das sequéncias utilizou-se a

ferramenta BLAST da plataforma National Center for Biotechnology Information (NCBI).

5.3.2 Design da sequéncia génica

A sequéncia génica para clonagem e expressdo da irisina contendo 432pb foi
desenhada para conter os seguintes elementos: sitio de enzimas de restricdo EcoRI e Ndel, trés
aminoacidos espacadores, cauda de histidina, quatro aminoacidos espacadores, sitio de
enteroquinase, sequéncia da irisina e sitios de enzima de restricdo BamHI e Notl. A sequéncia

da irisina canina foi desenhada e otimizada para codons preferenciais de Escherichia coli.

5.3.3 Modelagem molecular

Os dados publicados demonstram que a irisina circulante é encontrada como um
homodimero. Para a predigdo tridimensional computacional da proteina, foi utilizado o
software Alpha Fold-colab(https://abrir.link/yxwo8). O programa prevé estruturas 3D de

proteinas a partir da estrutura primaria do peptideo.

5.3.4 Isolamento da sequéncia da irisina

Para a construcdo do vetor de clonagem e expressdo pTI01, foi necessério isolar a
sequéncia da irisina clonada no vetor comercial pUC18. Para entdo ser clonada no vetor
pDMUOL. O isolamento da sequéncia foi realizado por meio de digestdo enzimatica do vetor
pUC18-IRISINA, utilizando as enzimas de restricdo Ndel e BamHI. O vetor pDMUO1
também foi digerido com as mesmas enzimas para retirada do gene que codifica a proteina
GFP.

As amostras foram analisadas em gel de agarose e posterior & separagdo de bandas, 0s
fragmentos correspondentes ao vetor pPDMUOL e a irisina foram purificados utilizando kit de

purificacdo.
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5.3.5 Ligacao do gene da irisina ao vetor pDMUO1

Ap0s a digestdo do vetor pUC18 para isolamento da sequéncia génica da irisina e do
pDMUOL1 para remocéo do gene da GFP pelas enzimas Ndel e BamHI, e posterior purificacdo
dos fragmentos, segue o processo de ligacédo inserto/vetor.

A ligacdo do gene da irisina ao vetor pPDMUOL foi realizada obedecendo a razdo molar
3:1, ou seja, 3 de inserto e 1 de vetor.

Foi usada a enzima T4 DNA ligase (0,5 pL) o tampdo de ligase Tp10x contendo ATP
(1,6 pL), 4 pL de H,0, 6 uL de vetor e 8 uL de inserto, resultando de um volume final de 25
uL de reacdo, e incubada overnight (16 h) em 16 °C.

Posteriormente, o produto da ligagdo foi submetido a uma precipitacdo com o objetivo
de purificar o material, para entdo ser inserido em célula de E. coli pela técnica de
eletroporacéo.

Para a precipitacdo foram adicionados 2 pL de glicogénio no volume total da ligacao,
1/10v de NaCl 3M e 2,5v de etanol. E incubado por 2 h a uma temperatura de -80 °C. O
material foi centrifugado por 15 min 4°C/16.000 xg. O sobrenadante foi retirado, e adicionado
1 mL de alcool 70% (-20°C). A amostra foi centrifugada por 10 min 4°C/16.000 xg. O
sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi submetido ao processo de secagem. O

material foi reidratado com 3 pL de &gua ultrapura.

5.3.6 Transformacéo genética de E. coli Dh5aF 'Iq por eletroporagdo

Uma aliquota de 1,5 pL do sistema de ligacdo, ap0s precipitacao e redissolucédo em 3,0
uL de H20 estéril, foi usada para transformar 80 pL de célula eletrocompetente DH5aF Ig.
Apbs adicionar o DNA ligado a célula competente, submeteu-se a eletroporacdo, usando a
voltagem de 1900 volts em cubeta de 1 mm.

O material foi ressuspendido em 600 pL de meio LB e transferido para um microtubo
de 1,5 mL, que foi em seguida foi incubado por 1 hora a 37 °C sob agitacdo lenta. Seguido
de plagueamento em meio seletivo contendo o antibidtico ampicilina a 100 ug/mL.

A clonagem do gene no vetor pDMUO1 foi confirmada por andlise de restricdo dos

plasmideos extraidos dos clones transformantes, usando as enzimas Ndel e BamHI e
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visualizagdo dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio. O vetor obtido foi denominado por pTI01.

5.3.7 Inducéo da expressdo do gene de irisina canina

Uma colbnia dos clones obtidos em 5.3.6 foi pré-inoculada em 5 mL de meio LB
contendo glicose 1% e antibiotico ampicilina 100 ug/mL , seguido de incubagdo overnight a
37 °C sob rotacao de 150 rpm.

Uma aliquota de 1 mL foi inoculada em 50 mL de meio LB contendo 100 ug/ml
antibidtico ampicilina, em erlenmeyer de 250 mL. A cultura foi mantida a uma temperatura de
37 °C sob rotacdo de 150 rpm até chegar a densidade 6ptica OD600nm 0,5. No momento em
que a cultura atingiu essa densidade celular, foi adicionado IPTG na concentracdo final de 1
mM, e a cultura foi novamente incubada por 10 h com o objetivo de induzir a expressdo do
gene heterdlogo. Paralelamente foi mantida uma cultura nas mesmas condicdes, porém sem a

inducdo por IPTG e com adicdo de glicose 1 %.

5.3.8 Andlise do produto expresso por SDS-PAGE

A expressdo do gene que codifica a proteina heter6loga foi verificada e comparada
com o controle negativo por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% sob condicdes
desnaturantes (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).

A coleta de células para extragdo de proteina foi realizada por centrifugacdo de 1 mL
da cultura induzida e do controle negativo a 12.000 g por 3 min em temperatura ambiente. As
amostras foram ressuspendidas com 250 pL de tampéo de amostra (Tris-HCI pH 6,8 100 mM,
SDS 2%, B-mercaptaetanol 2%, glicerol 10 %), transferidas para o gelo e submetidas ao
processo de ruptura ultrassdnica seguindo 3 ciclos de 30 s com intervalos de tempo similares,
na poténcia de 80 watts utilizando-se o equipamento sonicador de ponteira ultrassénico

gabinete acustico 800 watts Eco-Sonics.

Foram separados 40 uL de cada amostra e adicionado 0,2% de tamp&o de amostra com
bromofenol, e submetido ao processo de fervura em banho-maria por 5 min. As amostras
foram analisadas em gel de poliacrilamida 12%, posteriormente foram reveladas com a

solucdo corante (Acido acético 10%, Comassie Dye 0,1%, etanol 40%, agua ultrapura) e
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lavados em solucdo descorante (Etanol 50%, &cido acético 10%, &gua ultrapura) até o
desaparecimento da coloragéo do fundo e visualizacdo das bandas.

5.3.9 Obtencao dos extratos de proteinas solUveis e insolUveis e andlise por SDS-PAGE

A extracdo da proteina foi realizada ap6s coleta de células de 1 mL de cultura por
centrifugacdo a 12.000 g por 3 min a temperatura ambiente, da cultura induzida e do controle
negativo. As amostras foram ressuspendidas com 250 pL de tampéo TE (Tris-HCI pH 7,5 20
mM, EDTA 5 mM), adicionado 6,25 pL de lisozima 20 mg/mL (Concentracdo final de 0,5
mg/mL) e incubado por 10 min a 37 °C.

Em seguida, foram transferidas para o gelo e submetidas ao processo de ruptura
ultrassonica seguindo 3 ciclos de 20s com intervalos de tempo similares, na poténcia de 80
watts utilizando-se o equipamento sonicador de ponteira ultrassénico gabinete acustico 800
watts Eco-Sonics. Foram adicionados 2,5 pL de triton X-100 10% (Concentracao final de
0,1%) e homogeneizado lentamente.

As amostras foram centrifugadas por 10 min/ 12.000 g/ 4 °C e separadas as fragdes
soltveis e insoltveis. O sobrenadante (Fracdo soluvel) foi transferido para microtubo de 1,5
mL e o precipitado (Fracdo insoltvel) foi ressuspendido com 250 pL de tampéo TE (Tris-HCI
pH 7,5 20mM, EDTA 5mM) e adicionado 2,5 pL de triton X-100 10% (Concentracdo final
de 0,1%).

Foram separados 30pL de cada amostra e adicionado 30pL do tampéo de amostra 5x
nas concentracdes finais de (Tris-HCI pH 6,8 100mM, SDS 2%, B-mercaptaetanol 2%,
glicerol 10%, azul de bromofenol 0,2%) e submetido ao processo de fervura em banho-maria
por 5 min. As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida 12%, posteriormente foram
reveladas com a solugéo corante (Acido acético 10%, Comassie Dye 0,1% , etanol 40%, agua
ultrapura) e lavados em solucdo descorante (Etanol 50%, &cido acético 10%, agua ultrapura)

até o desaparecimento da coloragdo do fundo e visualizacdo das bandas.

5.3.10 Purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade

Para extracdo e purificacdo da proteina foi feita uma nova inducdo. Onde, uma coldnia

dos clones obtidos na clonagem molecular foi pré-inoculada em 5 mL de meio LB contendo
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glicose 1% e antibidtico ampicilina 100 ng/mL, seguido de incubacdo overnight a 37 °C sob
rotacdo de 150 rpm. Uma aliquota de 1 mL foi inoculada em 50 mL de meio LB contendo 100
ug/ml antibiético ampicilina, em erlenmeyer de 500 mL. A cultura foi mantida a uma
temperatura de 30 °C sob rotacdo de 150 rpm até chegar a densidade Optica (Abs600nm) de
0,6. No momento em que a cultura atingiu essa densidade celular, foi adicionado IPTG na
concentracéo final de 1 mM, e a cultura foi novamente incubada por 10 h com o objetivo de
induzir a expressdo do gene heterdlogo. A coleta de células para extracdo e purificacdo da
proteina foi realizada por centrifugacdo de 50 mL da cultura induzida a 12.000 xg por 3 min
4°C,

A técnica foi baseada no método de Porath e colaboradores (1975). O precipitado de
50ml de cultura foi ressuspendido em 5ml de tampéao A (20 mM de Tris-HCI Ph 8, 500 mM
de NaCl, 5 mM de imidazol, agua milli-Q). Para lise celular, o material ressuspendido foi
submetido ao processo de sonicacdo seguindo 3 ciclos de 30s, e em seguida foi centrifugado
por 40 min /12000xg /4°C com o objetivo de separar as fragdes sollveis e insollveis. A fracdo
soltvel presente no sobrenadante foi filtrada em membrana PES. 0,45um, aplicada na coluna

HisTrap HP 5 mL e, posteriormente coletadas e analisadas em gel SDS-PAGE.

5.3.11 Western Blotting

A andlise por Western Blotting foi realizada segundo método descrito por Towbin
(1979). Inicialmente a placa de ceramica do equipamento (INVITROGEN-semidry) foi
umedecida com tampdo de transferéncia 1 x (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 10%).
Apos a corrida em gel SDS-PAGE, os papéis filtros, a membrana e o gel foram incubados por
2 min em tampdo de transferéncia 1 x (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 10%). Foi feita
a montagem do sanduiche de transferéncia e 0 mesmo permaneceu umedecido em tampéo de
transferéncia 1 x (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 10%).

A transferéncia foi realizada utilizando voltagem 20 V, 700 mA, 150 W por 90
minutos. Em seguida, a membrana foi bloqueada por 1 hora em solucdo bloqueadora (PBS +
leite desnatado 5%) e incubada por 1 h em agitagdo lenta com o anticorpo primario
monoclonal 6x-His Tag - Invitrogen que estava diluido 1:1000 em solucdo PBS NaCl 1,37 M,
KCI 27 mM, Na2HPO4 100 mM , KH2PO4 18 mM; Tween 0,05%; leite desnatado 5%).
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Ap0s esse tempo, a membrana foi lavada 3 vezes com solucdo de lavagem (PBS NaCl
1,37 M, KCI 27 mM, Na2HPO4 100mM , KH2PO4 18 mM e Tween 0,05%) por 5 min cada
lavagem.

A membrana foi entdo incubada por 30 min sob agitacdo a temperatura ambiente com
0 anticorpo secundario (Anti-Mouse IgG — conjugado a peroxidase — SIGMA com diluicdo
1:1000). E novamente submetida ao processo de lavagem por 3 vezes em solugéo (PBS NaCl
1,37 M, KCI 27 mM, Na2HPO4 100mM , KH2PO4 18 mM e Tween 0,05%) por 5 min cada
lavagem.

A revelacdo foi procedida utilizando a solucéo reveladora (PBS NaCl 1,37 M, KCI 27
mM, Na2HPO4 100mM , KH2PO4 18 mM; 3,3'-diaminobenzidine 5 mg; H202 15 pL), no
qual foi pipetada 1 mL de solucdo (por 5 vezes) em cima da membrana e incubada por 5 min.

Para parar a reacdo, adicionou-se agua deionizada.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Estudo da sequéncia de aminoéacidos da proteina

A busca e alinhamento da sequéncia génica a ser clonada realizada nas plataformas
NCBI e UniProt originaram 346 sequéncias. Dessas, foram selecionadas seis sequéncias que
sdo oriundas das espécies Homo sapiens e Canis lupus familiaris (TABELA 4). O
alinhamento demonstrou que ha similaridade da sequéncia que codifica a irisina entre as

espéecies Homo sapiens e Canis lupus familiaris.

Tabela 4. Sequencias que codificam FNDC5/IRISINA

Origem Sequéncia
Canis lupus familiaris
NCBI — Isofor: X1 MYSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWDVLEDEVVIGFAISQQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSC

ALWDLEEDTEYIVHVQAISIQGQSPASEPVLFKTPREAEKMASKNKDEVTMKEMAGSQQL
RTGEVLIIVVVLFMWAGVIALFCRQYDIIKDNEPNNNKEKTKSASENSTPEHQGGGLLRSKFPN
KPSVNIIEA

Canis lupus familiaris
NCBI — Isofor: X2 WYSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWDVLEDEVVIGFAISQQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSC

ALWDLEEDTEYIVHVQAISIQGQSPASEPVLFKTPREAEKMASKNKDEVTMKEMAGSQQL
RTGEVLIIVVVLFMWAGVIALFCRQYDIIKDNEPNNNKEKTKSASENSTPEHQGGGLLRSKI

Canis lupus familiaris
NCBI — Isofor: X3 MHPGPPRAALRLWLGCVCLALVQADSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWDVLEDEVVIGFAIS

QQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSCALWDLEECTEYIVHVQAISIQGQSPASEPVLFKTPREA
EKMASKNKDEVTMKEMAGSQQLRTGEVLIIVVVLFMWAGVIALFCRQYDIIKDNEPNNNKE
KTKSASENSTPEHQGGGLLRSKFPNKPSVNIIEA

Homo sapiens Uniprot
_Isofor: X1 MHPGSPSAWPPRARAALRLWLGCVCFALVQADSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWDVLEDE

VVIGFAISQQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSCALWDLEEDTEYIVHVQAISIQGQSPASEPVL
FKTPREAEKMASKNKDEVTMKEMGRNQQLRTGEVLIIVVVLFMWAGVIALFCRQYDIIKDN
EPNNNKEKTKSASETSTPEHQGGGLLRSKI

Homo sapiens Uniprot
_ Isofor: X2 MHPGSPSAWPPRARAALRLWLGCVCFALVQADSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWDVLEDE

VVIGFAISQQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSCALWDLEEDTEYIVHVQAISIQGQSPASEPVL
FKTPREAEKMASKNKDEVTMKEMGRNQQLRTGEVLIIVVVLFMWAGVIALFCRQYDIIE

Homo sapiens Uniprot
_ NCBI — Isofor: X2 MHPGSPSAWPPRARAALRLWLGCVCFALVQADSPSAPVNVTVRHLKANSAVVSWDVLEDE

VVIGFAISQQKKDVRMLRFIQEVNTTTRSCALWDLEEDTEYIVHVQAISIQGQSPASEPVL
FKTPREAEKMASKNDEVTMKEMGRNQQLRTGEVLIIVVVLFMWAGVIALFCRQYDIIKDNE
PNNNKEKTKSASETSTPEHQGGGLLRSKI

Em uma isoforma, a sequéncia de aminoacido que codifica a irisina entre cédes e
humanos é idéntica. A sequéncia selecionada para dar continuidade ao trabalho (grifada em
vermelho) foi a encontrada apenas em cées, ainda assim, difere da encontrada em humanos

apenas em um Unico aminoéacido, o primeiro da sequéncia.
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6.2 Sequéncia génica para clonagem e expressdo

A sequéncia do gene de irisina sintético € mostrada na figura 10, contendo 0s
seguintes elementos: sitio de enzimas de restricdo EcoRIl e Ndel, trés aminoacidos
espacadores, cauda de histidina, quatro aminoacidos espacadores, sitio de enteroquinase,
sequéncia da irisina e sitios de enzima de restricdo BamHI e Notl. As endonucleases de
restricdo reconhecem e cortam sequéncias especificas de DNA de fita dupla. Dessa forma, o0s
sitios das enzimas de restricdo permitem que o DNA seja cortado e clonado a uma outra
sequéncia (BUCKHOUT-WHITE et al., 2018).

Figura 10. Desenho da sequéncia génica para clonagem e expressao

GATGAATTC AGCGCAGGCCATCACCATCACCATCAC

GATAGCCCGAGCGCGCCGGTGAATGTGACCGTGCGT
CATCTGAAAGCGAACAGCGCGGTGGTGAGCTGGGATGTGCTGGAAGATGAAGTG
GTGATTGGCTTTGCGATTAGCCAACAAAAAAAAGATGTGCGTATGCTGCGTTTTA
TTCAAGAAGTGAACACCACCACCCGTAGCTGCGCGCTGTGGGATCTGGAAGAAG
ATACCGAATATATTGTGCATGTGCAAGCGATTAGCATTCAAGGCCAAAGCCCGGC
GAGCGAACCGGTGCTGTTTAAAACCCCGCGTGAAGCGGAAAAAATGGCGAGCAA
AAACAAAGATGAAGTGACCATGAAAGAATAAGGATCCGCGGCCGCTGAATTC
GCG

EcoRI + +3 AMINOACIDOS + His-tag (CAUDA DE I—JISTIDINA) +
+ + SEQUENCIA DA IRISINA +
BamHI + Notl

A cauda de histidina € um dos marcadores de purificagdo mais usados na
biotecnologia. E um peptideo contendo residuos de histidina (His-tag) fusionados & porcéo C
ou N terminal da proteina recombinante. O aminoacido histidina tem afinidade por ions
metalicos. Dessa forma, o uso da His-tag permite que a proteina seja purificada por
cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC) (BORNHORST & FALKE, 2010;
MIRALLES et al., 2011).

A his-tag é vantajosa para a purificacdo da proteina, entretanto pode influenciar em
experimentos posteriores. Por exemplo, quando ha& ensaio clinico para avaliar a

funcionalidade da proteina heteréloga. A adicdo de sitio de enteroquinase entre a his-tag e a
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sequéncia génica da proteina heterdloga permite que a cauda seja removida apés a purificacdo
do produto (SHAHRAVAN et a.l, 2008). Além disso, a adicdo de amino&cidos espagadores

permite que as sequéncias nao fiqguem sobrepostas e interfira nas interagdes moleculares.

6.3 Modelagem molecular

O resultado da modelagem molecular in silico estd demonstrado na figura 11 (C e D).
A imagem 11 (A e B) é oriunda do banco de dados PDB, que mostra a estrutura da proteina
definida por difracdo de raios-X. A modelagem da estrutura prevé que a proteina heteréloga

irisina pode tender a formar dimeros.

Figura 11. (A e B) Imagem da estrutura cristalografica da irisina. (C e D) Imagem da modelagem in silico da
proteina heter6loga irisina
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Assim como nos resultados apresentados por Schumacher e colaboradores (2013), a
estrutura molecular modelada in silico demonstra a subunidade da irisina como uma estrutura
formada por folha B. E a formagdo do dimero se da pela interagdo entre essas folhas. A

estrutura quaternaria da proteina é importante para que esta esteja em sua forma ativa.

6.4 Isolamento do gene de irisina sintético e do arcabouco do vetor pDMUOQ1 por
restricdo enzimatica e purificacdo das regioes

Apds o tratamento dos plasmideos com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI
observou-se a liberacdo dos fragmentos de 2.582pb correspondente ao arcabouco do vetor

pDMUOL1 e de 432pb correspondente ao gene que codifica a proteina irisina (FIGURA 12).

Figura 12. Perfil eletroforético do produto de digestdo- vetor pDMUOL1 e pUC18-IRISINA. A coluna 1
demonstra o plasmideo pDMUOL1 intacto (controle); a coluna 2 contém o plasmideo pDMUO1 digerido com as
enzimas Ndel e BamHI e liberacdo do fragmento de 2558pb correspondente ao arcabouco do vetor
pDMUOlindicado pela seta vermelha; 3 — marcador molecular; 4 e 6 — pUC18 intacto (controle); 5 e 7 — pUC18
digerido com as enzimas Ndel e BamHI e liberacdo do fragmento de 432pb correspondente ao gene que codifica

a proteina irisina indicado pela seta vermelha.

2582pb

432pb
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Conforme descrito no material e métodos, o plasmideo pDMUO1 foi purificado sem o
gene que codifica a GFP, assim como o gene que codifica a irisina, seguindo as instrucdes do
fabricante do kit de purificacdo GE ilustra (FIGURA 13) (Material e métodos).

Figura 13. Perfil eletroforético do produto da purificagdo do vetor de clonagem e expressao pDMUOL e do gene
que codifica a proteina irisina. Coluna 1 — marcador molecular ; coluna 2 — arcabougco pDMUO1 purificado
indicado pela seta vermelha; coluna 3 e 4 — gene que codifica a irisina purificado indicado pela seta vermelha;

coluna 4 — marcador molecular 100pb.

2582pb

432pb

6.5 Transformacéo genética do produto da ligacdo em E. coli DH5a.F 'Iq

A transformacdo genética da linhagem de célula de E.coli Dh5afIg com o0 vetor
recombinante pTI01 resultou em clones transformantes, obtidos em meio seletivo contendo
antibiotico ampicilina.

Um estudo feito por Panati e colaboradores (2018) demonstrou que a clonagem e
expressao de irisina humana em células de E.coli é uma boa estratégia, principalmente para

desenvolver testes posteriores que tenham como premissa desvendar as funcdes fisioldgicas
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do peptideo. Nesse trabalho ele demonstrou atividade bioldgica positiva do peptideo, como

niveis aumentados de UCP-1, um importante marcador da termogénese.

6.6 Analise por restricdo enzimatica do vetor pTI101

Ap0s incubacdo do inserto que codifica a proteina heter6loga e do vetor pDMUOL com
T4 DNA ligase, transformacao genética do produto da ligacédo e extracdo plasmidial, a analise
em gel de agarose 1% da digestdo enzimatica do vetor pT101 com Ndel e BamHI demonstrou
a liberacdo de um fragmento de aproximadamente 432pb correspondendo ao gene sintético
que codifica a irisina(FIGURA 14).

Figura 14. Perfil eletroforético da analise de restricdo enzimética do vetor pTI01 com as enzimas Ndel e
BamHI. Coluna 1- pTIO1 intacto ap6s ser submetido ao processo de ligagdo com T4 DNA ligase (controle);
coluna 2 — pTI01 digerido com as Ndel e BamHI e liberagdo do fragmento de 432pb indicado pela seta em

vermelho; coluna 3 — marcador molecular 100pb.

432pb

6.7 Inducéo da expressédo do gene heterélogo e analise do produto por SDS-PAGE

O clone selecionado para inducdo da expressdo cresceu satisfatoriamente. Aliquotas

foram coletadas com 5 h e 10 h de indu¢do com o IPTG (FIGURA 15). Foi possivel observar
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em gel de SDS-PAGE que o clone produziu a proteina recombinante ap6s 5h de inducio. E
possivel observa-las com uma massa aproximada de 17 kDa, correspondente ao peptideo de
fusdo com o his-tag (FIGURA 15).

Figura 15. Perfil eletroforético da corrida em SDS-PAGE 12% da inducdo em célula DH5aFIg. 1-
DH50F Ig/pT101 (AMP), 0 h de cultivo; 2- DH5aF Ig/pTI01 (GLICOSE), 0 h de cultivo; 3- DH5aF Iq/pT101
(IPTG), 0 h de cultivo e inducdo; 4- DH5aF "Iq/pTI01 (AMP), 5 h de cultivo; 5- DH5aF 'Iq/pTI01 (GLICOSE), 5
h de cultivo; 6- DH5aF 'Iq/pTI01 (IPTG), 5 h de cultivo e inducdo; 7- DH5aF Ig/pT101 (AMP), 10 h de cultivo;
8- DH5aF Iq/pTI01 (IGLICOSE), 10 h de cultivo; 9- DH5aF Iq/pTI01 (IPTG), 10 h de cultivo e indugdo; 10-
marcador.

t
-
-

Tris-Glycine
15~20%

Muitos estudos relatam a irisina em diferentes massas moleculares. O estudo pioneiro
dirigido por Bostrom et al., relatou um peptideo com massa de 32 kDa em sua forma
glicosilada, em estudos subsequentes houve descricdo da proteina com massa molecular de
12kDa e 12,5kDa (PANATI et al., 2018; RIVADA et al., 2013).

Ap6s alinhamento das sequéncias (Material e métodos), no presente estudo, foi
clonado e expresso um peptideo de aproximadamente 17 kDa correspondente ao dominio
irisina e 6 residuos de histidina.

48



A pesquisa realizada por Bostrom e seus colaboradores (2012), sugeriu que a irisina
tem capacidade de induzir a conversdo do tecido adiposo branco em tecido adiposo bege,
desde entdo muitos estudos vém sendo realizados para desvendar sua interacdo com as

funcdes fisiologicas.

6.8 Obtencdo dos extratos de proteinas solUveis e insolUveis e anélise por SDS-PAGE

O perfil eletroforético das fracdes soluveis e insolGveis demonstrou que a irisina esta
em maior quantidade na fracdo insoltvel (FIGURA 16). Porém, o perfil eletroforético mostra
a presenca de uma banda de aproximadamente 17 KDa com 5 h de inducdo, indicativo que ha
uma fragdo da proteina em sua forma soluvel (FIGURA 17).

Figura 16. Perfil eletroforético da corrida em SDS-PAGE 12% da fracdo insolGvel da inducdo em célula
DH5aF’lq. 1- DH5aF Ig/pT101 (AMP), 0 h de cultivo; 2- DH5aF Iq/pTI01 (GLICOSE), 0 h de cultivo; 3-
DH5aF Iq/pTI01 (IPTG), 0 h de cultivo e indugdo; 4- DHS5aF’Iq/pTI01 (AMP), 5h de cultivo; 5-
DH5aF Iq/pTI01 (GLICOSE), 5 h de cultivo; 6- DH5aF Iq/pTI01 (IPTG), 5 h de cultivo e inducdo; 7-
DH50F Iq/pT101 (AMP), 10 h de cultivo; 8- DH5aF 'Ig/pTI01 (GLICOSE), 10 h de cultivo; 9- DH5aF "Ig/pTI01
(IPTG), 10 h de cultivo e inducéo; 10- marcador..
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Figura 17. Perfil eletroforético da corrida em SDS-PAGE 12% da fragdo sollvel da inducdo em célula
DH5aF lq. 1- DH5aF Iq/pT101 (AMP), 0 h de cultivo; 2- DH5aF Ig/pTI01 (GLICOSE), 0 h de cultivo; 3-
DH5aF Iq/pTIOL (IPTG), 0 h de cultivo e indugdo; 4- DHS5aF'lg/pTI0O1 (AMP), 5h de cultivo; 5-
DH5aF Iq/pTI01 (GLICOSE), 5 h de cultivo; 6- DH5aF Iq/pTI01 (IPTG), 5 h de cultivo e inducdo; 7-
DH5aF Iq/pT101 (AMP), 10 h de cultivo; 8- DH5aF 'Ig/pTI01 (GLICOSE), 10 h de cultivo; 9- DH5aF I¢/pT101
(IPTG), 10 h de cultivo e inducédo; 10- marcador.
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Uma das desvantagens do uso da hospedeira E. coli para expressao de proteina
recombinante é a formacdo de corpusculo de inclusdo que sdo agregados de proteinas
recombinantes insollveis (BAIG et al., 2014). Além das caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais das proteinas, os fatores ambientais também contribuem para o dobramento
incorreto das proteinas e formacdo dos corpusculos de inclusdo. Temperatura, pH da cultura,
forca de promotor e concentracdo do indutor podem ser otimizados para maior obtencdo da

proteina em sua forma soltvel (BHATWA et al., 2021).

6.9 Purificacdo da proteina por cromatografia de afinidade

A escolha do método de purificacdo foi baseada na expressao do peptideo fusionado a 6
residuos de histidina, o que permitiu ser realizada a técnica de cromatografia de afinidade. O
perfil cromatografico demonstra um pico nas posi¢cdes 2A3 e 2A4, indicativo da presenca da
proteina heter6loga (FIGURA 18).
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Figura 18. Perfil cromatogréafico da purificagdo da proteina heteréloga irisina
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Apbs a coleta das fracdes foi possivel observar em gel de SDS-PAGE as bandas de
aproximadamente 17 kDa, correspondente ao peso molecular aproximado da proteina
(FIGURA 19). Com o objetivo de validar a presenca da proteina recombinante, procedeu-se

ao western blot.

Figura 19. Perfil eletroforético da corrida em gel SDS-PAGE 12% das fra¢Oes da purificacdo da proteina por
cromatografia de afinidade. 1- fracdo insolGvel; 2- extrato bruto; 3 fragdo 1A3FT; 7- fragdo 2A3IMAC; 8- fragdo
2A4IMAC; 9- marcador.

123 45 6 7 8 9

kDa

~245
~180
~135

Tri A
4~20%

51



6.10 Western Blotting

A técnica de western Blotting foi realizada com o objetivo de pesquisar a presenca do
peptideo recombinante nas fragdes coletadas do processo de cromatografia por afinidade. O
anticorpo usado no processo foi anti-6x His-tag, visto que, o peptideo expresso estava ligado a

uma cauda de histidina.

Figura 20. Perfil do Western Blotting das fracGes da proteina purificada. 1 e 2 — frages 2A3IMAC e

2A4IMAC purificadas por cromatografia de afinidade; 3- marcador molecular.

Tris-Glycine
4~20%

Apo0s a revelacdo foi possivel observar bandas de proteinas com peso molecular de
aproximadamente 17 kDa correspondente a proteina heterdloga (FIGURA 20). Nessas
condicBes experimentais, foi possivel confirmar a presenca da proteina heter6loga fusionada a
cauda de histidina nas fragdes coletadas durante a técnica de cromatografia de afinidade,

entretanto a técnica ndo foi realizada com um anticorpo anti-irisina.
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7. CONCLUSAO

Este trabalho propbs clonar e expressar 0 gene da proteina recombinante irisina
canina. Os resultados deste trabalho demonstram que o sistema de expressdo em E. coli
utilizando o vetor pDMUO1 sob o controle do promotor sintético (DMO02) regulado pelo
sistema lac pode ser usado para realizar a expressdo desse peptideo.

A sequéncia génica foi clonada no vetor de expresséo pDMUOQ1, originando o
plasmideo recombinante pTI01. A inducdo da expressdo do peptideo e posterior analise em
sistema eletroforético SDS-PAGE mostrou sintese proteica apds 5h de inducéo. A purificacdo
do peptideo por cromatografia de afinidade e posterior anélise através da técnica de western

Blotting demonstra a possibilidade de obtencdo da irisina para estudos posteriores.
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