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RESUMO

Introdugdo: O receptor sensor de clcio (CASR) pertence & famflia dos receptores que
acoplam a proteina G e possui homologia com a subfamilia dos receptores metabotrépicos do
glutamaro. Ele ¢ importante no processo de homeostase do célcio, ¢ quando a concentragio de
calcio se eleva, ele inibe a secregfio de paratormédnio pelas paratirebides e a reabsorcio renal de
calcio. O receptor sensor de calcio possui 1078 aminodcidos, com 612 aminodcidos no
dominio extracelular (ECD), 250 aminodcidos em sete regides transmembrana (TM)
conectadas com 3 algas extracelulares e intracelulares e uma longa cauda intracitoplasmatica
com 216 aminoacidos. A regifio transmembrana tem um papel fundamental na ativagio do
receptor ¢ andlise da distribuicio das mutagBes ativadoras demonstra que a sua porgio distal
(TM5, 6, 7 e alga extracetular 3) é a mais critica no processo de ativagio do receptor. O estudo
de receptores mutados auxilia a elucidar a importincia da polaridade de determinados
aminoacidos presentes na regifo transmembrana na expressio do CASR. A produgiio da
proteina recombinante do dominio extracelular do CASR proporciona novas expectativas para

uma analise estrutural desta regifo tho importante para a ligaghio com o agonista,

Objetivos: Os objetivos do presente estudo foram: 1- investigar o grau de expressio
de receptores mutados na regifo transmembrana. 2- Produzir a proteina recombinante do

dominio extracelular do CASR em sistema de £. o,

Resultados e Conclusdes: Nos resultados de analise da expressio, observamos que
todos os receptores mutados e transfectados em células HEK 293 foram €XPIessos, IO entanto
os receptores mutados nas posicSes F806C, A824S, A835D e A843T apresentaram diminuigio

na expressdo quando comparados com o receptor nativo, sugerindo que a mutacio de
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aminoAcidos hidrofébicos para hidrofilicos na porgio transmembrana pode diminuir o grau de
expressio do CASR. Obtivemos alta produgio da proteina recombinante correspondente ao
dominio extracelular do CASR, entretanto ndo conseguimos quantidades suficientes de
proteina soléivel, devido a formagdo de corpos de inclusdes. Isto sugere que o sistema de E. af
nio é eficiente para produzir proteinas com estruturas mais complexas como o dominio

extracelular do receptor sensor de célcio.




SUMMARY

Introduction: The calcium sensing receptor is a member of the G protein coupled
receptor superfamily. It has homology to the family 3 of the metabotropic glutamate receptor
family. It is important to the calcium homeostasis. When the extracellular calcum
concentration increase, the'CASR inhibits PTH secretion in the parathyroid cells and the
calcium reabsorption in the kidney. The structure of the CASR consists of 1078 amino acids,
and it is characterized by a large extracellular domain (ECD) with 612 amino acids residues,
seven transmembrane domains (TMDs) with 250 amino acids and a large intraceltular tail of
216 amino acids. The TM domain has fundamental importance in the receptor activation and
analysis of the distribution of the activating mutations shows that its distal portion (TM 5, 6,7
and extracellular third loop) is the most critical region for receptor activation. Mutagenesis
studies of the calcium sensing receptor will help the elucidation of the relevance of the amino
acids polarity in the transmembrane domain and the degree of its expression. The production
of a recombinant protein of the extracellular domain of the calcum sensing receptor will

provide new perspectives to the structural analysis of this portion of the receptor.

Objectives: The objectives of this thesis are: 1- To mvestigate the expression of the
receptors with of mutations in the transmembrane domain. 2- To produce a recombinant

protein of the extracellular domain of the receptor in an E. coli system.

Results and Conclusions: We demonstrated that all mutant receptors were expressed
in HEK 293 cells, however the mutant receptors F806C, A824S, A835D and A843T showed
reduced expression levels compared to the wild type. These results showed that substiution of
an hydrophobic o an hydrophilic amino acids in the transmembrane domain of the calcium
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sensing receptor can impair the receptor expression. We were able to produce the recombinant
protein of the extracelullar domain of the CASR, however, very few amount were soluble due
1o the formation of inclusion bodies. This suggests that the E.cofi system is not suitable for the
production of large scale protein of complex protein such as the extracellular portion of the

CASR.
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Introducdo

INTRODUCAO

Receptor Sensor de Cilcio

O receptor sensor de calcio (CASR) pertence 3 familia 3 da superfamilia dos receptores
que acoplam a proteina G (GPCR) (BROWN et al,, 1993). A familia 3 dos GPCR, além do
CASR, inclui os receptores metabotrdpico do ghitamato (NAKANISHI., 1992), os receptores
para GABAB (KAUPMANN et., al, 1997), os receptores vomeros-nasais (ferormoénios)
(HERRADA et al, 1997), os receptores gustativos (HHOON et al,, 1999) e trés receptores
drfios (BRAUNER-OSBORNE et al, 2000). Estes receptores apresentam caracteristicas

comuns na interagio com seus agonistas e alta homologia na regiio transmembrana.

O DNA, do CASR foi clonado inicialmente em células de paratiredides bovina
(BROWN et al,, 1993) e posteriormente detectado em varios tecidos como paratirebide,
tirebide, rim, cérebro, ossos, pele, pincreas, pulmio e coragio. Este receptor é expresso em
maior concentracio na paratiredide, tiredide, rim e cérebro (BROWN et al,, 1995; RUAT et al,
1995). O receptor sensor de calcio desempenha um papel essencial na regulagio da homeostase
de célcio, e é capaz de perceber pequenas alteragBes nas concentragdes de calcio extracelular.
Quando a concentragio de clcio se eleva, ele inibe a secrecio de paravormoénio (PTH) pelas
paratiredides ¢ a reabsorgio renal de calcio (CHATTOPADHYAY et al, 1996).

O gene do receptor sensor calcio estd localizado no brago longo do cromossomo 3
(3q13.3-21) (JANICIC et al,, 1995). A regifio codificadora da proteina estd contida em seis
exons (exon 2-7) sendo que exon 2 codifica a regifio 5 nfo traduzida, a seqiiéncia de sinal

peptidico e a porgio amino terminal do receptor. O restante do dominio extracelular do
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Introducdo

receptor € codificada pelos exons 3, 4, 5, 6 e inicio do exon 7. A regiio transmembrana do

receptor e todo o dominio intracelular sdo codificados pelo exon 7 (POLLAK et al, 1993).

Estruturalmente CASR ¢é composto por 1078 aminodcidos, sendo que os primeiros 612
aminodcidos compdem um longo dominio hidroffico extracelular, 250 aminoacidos
constituem 7 segmentos transmembrana hidrofdbicos conectados com 3 algas extracelulares e

intracelulares e 216 aminoacidos formam uma longa cauda intracitoplasmatica (Figura 1).

1078 SEDERE

@ alaring ® Hsina @ teomna

@ cisteim @ loudina @ valina

& acido aspitice ¢ metionina @ niptofane

@ adido giutmico & asparagina & trosia

@ foilaamon & profina ilucaldequebm da sequencia sinalizadoera
@ dicdn @ glutamioa »  dstelnas conservadas

® histidina @ arpinira }.’< N-glicosiiagio

@ iwoleucina @& serina @ stiios do PKC

Figura 1. Topologiz do receptor sensor de cilcio.
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Introducdo

Sinalizacdo do receptor do calcio
Os componentes da familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs) apresentam
similaridade nfo somente na disposigio estrutural, mas também na sua relagdo funcional com
as proteinas G. A via de sinalizagio dos GPCRs se desenvolve pela capacidade de recrutar e
regular a atividade intracelular das proteinas heterotriméricas G, controlando a ativagio e a
desativacio de uma série de proteinas G triméricas (Gapy) através da estimulagio da troca de
GDP por GTP na subunidade o (HAMM, 1998). Apés a dissociagio do trimero, Ga. ou GBy

interagem com efetores do receptor.

No CASR, 2 principal proteina envolvida é a Gowg, que ativa a produgio de fosfolipase
C (PLO) (DARE et al, 1998). Isto resulta na produgio de inositol tusfosfato (IP3), com
conseqiiente liberagio de cilcio armazenado em bolsGes intracelulares, e formagio de
diacilglicerol, que causa a ativagio da proteina C quinase (PKQO). O aumento de calcio
intracelular contribui para a inibicio de secregio de paratormbnio através de mecanismos ainda

nio compreendidos totalmente.

Doengas relacionadas a mutagdes no receptor sensor de cdlcio

O entendimento das bases moleculares das doengas genéticas tem significativa
relevincia na compreensio dos estados fisiolégicos normais. Mutagdes no gene do receptor
sensor de calcio demdnstmm sua importincia na regulagio do ajuste da concentracio de calcio
extracelular. MutagSes inativadoras, isto é que resultam em perda de fungdo do receptor
causam a hipercalcemia hipocalciirica familiar (FHEH) e o hiperparatireoidismo neonatal grave

(NSHPT) quando presente em estados heterozigbtico ¢ homozigbtico, respectivamente
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(POLLAK et al, 1993). Em contraste, as muta¢es que ativam o receptor levam a

hipocalcemia autossdmica dominante (ADH) (POLLAK et al,, 1994).

Mais de cem mutacdes ji foram descritas neste gene (HENDY et al,, 2000), sendo a
maioria inativadoras do receptor, Mutages ativadoras do CASR estdo agrupadas em duas
regides distintas do recepror: uma seqiiéncia de 35 aminoécidos na regifo extracelular (35%) e

nas regides transmembrana 5, 6, 7 e terceira algas extracelular (35%).

Modelo de ativagio do CASR induzido pelo agonista

Para melhor definir o modelo de ativagio do CA3R ele serd dividido em trés fases:
ligacio do receptor com o agonista para geragio do sinal, transmisso do sinal para a regido

transmembrana e transferéncia do sinal para a regifio intracelular (JI et al,, 1998).

O dominio extracelular do CASR possui regides homdlogas com o receptor do
gluitamato (mGluRs) e com as proteinas bacterianas periplasmaticas que se ligam a
aminoécidos, sugerindo que o CASR tenha evoluido a partir de urna familia antiga de proteinas
que se ligam a solutos extracelulares (Figura2) (Conklin et al, 1994).

& LIVBP-like Cys-rich 7TMD  Cermind

Figura 2. Dominios presentes nos varios membros da subfamilia do receptor glutamato
metabotrdpico. O dominio extracelular possui uma regifio homologa a protema bacteriana que se liga a
leucina, isoleucina e valina (LIVBP) segmdo de uma regiio rica em cisteinas. Os sete dominios
transmembranas (7'TMD) também possuem alta homologia, enquanto que o dominio intracelular (G
terminal) é a regifio com maior diversidade.
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Introducéo
A estrutura cristalografica tridimensional da proteina periplasmatica ligadora de
Leucina/Isoleucina/ Valina (LIVBP) foi determinada em 1989 (SACK et al,, 1989) e revelou a

presenca de dois lobos distintos ligados por trés segmentos curtos de peptideos

correspondentes a conformagio bilobada semethante 3 da planta camnivora "Veénus flytrap”.

O modelo de interacio entre o receptor e 0 agonista proposto para a subfamilia dos
receptores do glutamato é o do "Vénus flytrap" (O' HARA et al, 1993), baseado 12 estrutura
 cristalogréfica tridimensional da proteina periplasmatica ligadora de Leucina/Isoleucina/ Valina

(LIVBP) (SACK et al,, 1989). Neste modelo, o agonista interage com residuos de uma regifo
 do dominio extracehilar do recepror com baixa afinidade (também denominada conformagio
aberta), e interage com uma segunda regifio com alta afinidade estabilizando uma conformaco
fechada (SACK et al, 1989). Isto é seguido de uma interagio com o dominio transmembrana
para a geragio de sinal (O' HARA et al,, 1993). O modelo sugerido de interagdo do agonista
com CASR ¢é baseado no modelo proposto aos receptores do glutamato, no entanto ainda nio

esta elucidado.

Outros estudos sugerem que os receptores que acoplam A proteina G encontrame-se em
um estado inativo devido 3s amarras repressoras que limitam a sua mobilidade e previnem que
0 receptor assuma uma conformagio relaxada ativada. Quando ativado, o receptor libera estas
amarras resultando em exposicio de seqiiéncias importantes para a interagiio com a proteina G
(GETHER et al,, 1998). Os locais de constrangimentos no receptor podem estar localizados
em qualquer dominio do receptor. Em concordincia com esta teoria, um estudo publicado
recentemente relata que uma delecio extensa na regiio da cauda cioplasmatica do recepror
sensor de calcio resulta em ganho de fungio do receptor em uma familia com hipocalceria
autossdmica dominante (LIENHARDT et al,, 2000).

18
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Importincia do dominio extracelular do CASR.

O dominio extracelular do CASR possui papel fundamental na ativagiio do receptor e é
composto por: uma seqiiéncia de sinal peptideo, onze sitios de N-glicosilagio, uma regifo com
alta concentragio de aminoacidos hidrofobicos (28 aminoécidos), regies ricas em aminoacidos
acidos (Glutamato e Aspartato), dezenove residuos de cisteina (potenciais formagdes de pontes

dissulfidicas).

Outra caracteristica importante do dominio extracelular é a formacgio das formas
diméricas do CASR. Em estudo de detecgio do CASR na superficie celular de células HEK
293, foi observado que este receptor apresenta-se em sua forma dimeérica, estrutura formada a
partir de pontes de dissulfeto entre as cisteinas localizadas no dominio extracelular do CASR,

estes dimeros s3o de grande relevincia para ativagio do CASR (BAI et al,, 1998).

Mais da metade das mutacdes descritas no CASR estdo localizadas no ECD; e afetam a
afimidade do receptor pelo Ca*, possivelmente por alterar os residuos de aminodcidos
especifico para a ligagio com o agonista Ca,”* (BAI, 2004). O que sugere que esta regiﬁo do
receptor é fundamental para a ligagio com o Ca* com o CASR, no entanto a estrutura
cristalografica desta porgio ainda ndo foi determinada, e estes estudos estruturais sio de
fundamental importincia para a caracterizagio dos possiveis dominios de ligacio do agonista
com o receptor, bem como para o desenvolvimento de novas drogas que possam agir

diretamente em sitios especificos desta protema.

Papel da regifio transmembrana na ativagdo do receptor
A regifio transmembrana é de fundamental importancia na ativagdo do receptor sensor
de calcio. A distribuicio das mutagdes ativadoras indica que a porgdo distal da regido
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Introdugdo

transmembrana (TM 5, 6, 7 e terceira alca extracelular) € a mais critica no processo de ativagio
do receptor, entretanto, 0 mecanismo pelo qual o sinal de atvagio é transmitido entre o

dominio extracelular e dominio transmembrana ainda ndo esta esclarecido.

Experimentos onde 0 receptor nativo é estimulado com célcio demonstra que mais de
um jon (provavelmente 3) interage com o receptor (Hill coeficiente de 3), sugerindo mmais de
um sftio de ligaio agonista-receptor (BAI et al,, 1996) ¢ um dos potenciais sitios de interagio

no recepror sensor de calcio é a terceira alca extracelular na regiio transmembrana..

A maioria das mutacBes ativadoras encontradas na regifio transmembrana é dependente
do agonista, isto é, na auséncia de calcio o receptor se encontra em um estado inativo. Isto
sugere que o dominio transmembrana pode ser sitio de interagdo com o célcio, bem como
estar envolvido em uma fase mais tardia de ativagio do que o dominio extracelular, porém
ainda relacionado e dependente do agonista calcio. Algumas destas mutagdes podem estar em
regides envolvidas na mudanca conformacional do recepror quando ativado. Espectroscopia
de fluorescéncia do receptor que acopla & proteina GB2 adrenérgico, mostra que a ativagio
desta classe de receptores resulta em mudanga conformacional do receptor com movimento

dos diferentes dominios transmembrana (GETHER et al, 1997).

Arualmente, n&o. se sabe se este movimento da regiio transmembrana para uma
posi¢io ativada € o resultado de um {inico sinal de ativagio envolvendo o dominio extracelular
e posteriormente transmitido para o dominio transmembrana, ou se a ativagdo do receptor
ocorre seqiiencialmente, com a ativagio da porgio extracelular seguido de mudanga de
conformaciio e interacdo direta com contato entre regifes do dominio transmembrana e

extracelular resultando em uma segunda mudanga conformacional.
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Introducdo

Com base.; nestas consideracdes, no presente trabalho foram investigadas posigdes do
dominic transmembrana com mutagBes ativadoras descritas em pacientes com ADH,
(posigdes 773, 788, 806, 835, 824, 843 e delecdo da terceira alga extracelular do dominio
transmembrana), Realizamos a substituigio de ammodcidos hidrofébicos para aminoacidos
hidrofilicos com diferentes cargas, e avaliamos o grau de expressdo dos receptores em células

embrionarias renais (HEK 293).
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Objetivos

OBJETIVOS

1. O objetivo deste trabalho foi investigar o grau de expressdo de receptores
mutados na regifo transmembrana 5, 6, 7 e delegio da terceira alga extracelular,

transfectados em célula renal embrionaria humana (HEK 293).

2. Avaliar a expressio basal da Fosfolipase C, Proteina quinase C e ERKs em
células HEK 293 transfectadas com CASR mutados.

3. Produzir proteina recombinante da porgic extracelular do receptor sensor de
cilcio em larga escala em sisterna de E. visando um futuro estudo
crstalografico. .
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MATERIAIS E METODOS

Construcdo do vetor de expressio do CASR

O cDNA CA SR nauvo (GenBank X81086) foi gentilmente doado por Dr. Geoffrey N.
Hendy (Mcgill University), contendo os sitios de restricio enzimética para Hind IIT (Promega)
e Xba I (Promega) na regifio 5' dos respectivos primers. O CASR foi inserido em pcDNA3.1
(vetor especifico para transfecgio em células de mamiferos) e a presenga do receptor no vetor
foi avaliada a partir da digestio com Hind III e Xbal (1 pL de DNA, 1 pL de cada enzima, 1
uL de tampio Promega) por 1 hora a 37°C. O ¢cDNA do receptor sensor de cilcio nativo

mserido no vetor pcDNA3.1 serviu como molde para as reagdes de PCR (Reagdio em Cadeia
da Polimerase) da mutagénese dirigida.

Preparagio de Bactérias Competentes

Para a prepatagio de células competentes, a bactéria Eschenichia. oli (E. i) DHb0,
utihizada nas transformagGes foi moculada em 5 mL de LB (Luria-Bertani Médium-Triptona
10g, Extrato de Levedura 5g, NaCl 10g, pH 7,0) sem antbiético, deixada crescer por 12 horas,
a 37° G, sob agitagfio de 250 rpm em agitador orbital. Cento e cingiienta microlitros desta
cultura foram inoculados em um volume de 15 mL de LB sem antibibtico. A solugio foi
mantida sob as mesmas condigBes de agitagio ¢ temperatura descritas acima, até atingirem o
OD660nm de 0.6. Posteriormente, as bactérias foram colocadas no gelo por 1 minuto e
centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado
de bactérias foi ressuspendido em 5 mL de solucdo de cloreto de calcio 0.1 M estéril 2 4°C e
incubado no gelo por 40 minutos. Apds esse periodo, as bactérias foram centrifugadas a 1000x

g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de bactérias foi
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ressuspendido em 1 mL de TBF2 (Mops 0.01M pH 7.0, CaCl2 0.075M, Kl 0.01M, glicerol

15%), e armazenadas a -70°C em aliquotas até o momento da transformagio.

Transformagio de bactérias por choque térmico

Para a transformagiio, a aliquota de células competentes foi descongelada no gelo por 2
minutos ¢ foram adicionados 2 puL de DNA plasmidial purificado. Apés incubagiio de 10
minutos, em gelo, foi aplicado um choque térmico de 42°C por 45 segundos, o que permite a
abertura dos poros na membrana da bactéria e introduz 0 DNA no citoplasma. As células
foram incubadas a 37°C por uma hora sob agitagio de 250 rpm em 250 uL de meio SOC
(Triptona 0.2g, extrato de levedura 0,05g, NaCl 0.006g, K(1 0.002g, MgCl, 0.02g, MgS0, 0.024g
e glicose estéril 20mM), e posteriormente a cultura de bactéria foi espalhada em placas de 4gar
contendo meio de cultura LB comtendo antibidtico especifico de cada vetor de clonagem, e

incubada a 37°C por 16 h.

Extra¢io de plasmidios pelo método de lise alcalina (Miniprep)

As colbnias resultantes da transformagio foram inoculadas em 5 ml de meio LB
contendo antibiético especifico e incubadas por 14 a 16 horas a 37°C com agitagio (250 rpm).
O DNA plasmidial foi extraido e purificado utilizando o protocolo de lise alcalina (Maniats et
al, 1989). Para a extracio, 1mL da cultura bacteriana foi centrifugada por 30 segundos a
12,000x g € o precipitado foi ressuspendido em 100 pL da solugdo I (Glicose 50mM, Tris-HC
25mM pH 8, EDTA 10mM pH 8 ¢ 1 uL de RNAse 10mg/ml) a 4°C sob forte agitagio. Apbs
homogeneizagio total do precipitado, 200 pl de solugdo II (NaOH 0.2N, SDS 1%) recém
preparada foi adicionada, a qual promove a lise da parede e da membrana bacteriana, e o tubo

foi agitado levemente e incubado por 3 minutos no gelo. Para neutralizar a solugio, foram
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adicionados 150 uL da solugdo III (Acetado de potdssio 5M, 4cido acético glacial e 4gua estéril)
e o tubo foi mantido no gelo por 5 minutos. A solucio foi centritugada por 10 minutos a
12,000x g, formando um “pellet” que agrega membranas, parede bacteriana, proteinas, DNA
gendmico bacteriano e outras impurezas. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo,
onde foi adicionado fenokcloroférmio(1:1) e centrifugado a 12,000x g por 5 minuos. A fracio
incolor contendo DNA foi transferida e precipitada com dois volumes de etanol 100% e
incubada por 15 minutos 2 ~20°C. Apés esse perfodo a solugio foi centrifugada por 5 minutos

a12,000x g e o sobrenadante foi removido. O precipitado contendo DNA foi lavado com 1
ml. de etanol 70%, e apbs sua secagem, foi ressuspendido em 50 pL de TE (Tris 10mM,

EDTA 20mM, pH 8) e mantido a ~20°C até sua wtilizacio. A presenca do DNA de interesse

foi confirmada por digestio e seqiienciamento.

Seqiienciamento

Para as reagSes de seqiienciamento foram wtilizados 2uL (aproximadamente 10ng) do
PCR purificado, 1uL de primer & Spmol, 2pL de “save money”, 2ul de big dye (versdo 2
Applied Biosystem) para um volume final de 10uL. O ciclo realizado utilizando o
termociclador Mastercycler Eppendorf consiste em: um passo de pré-desnaturagio do DNA
molde a 96° C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de incorporagio do big dye que consiste em:
desnaturagio do DNA molde 4 96° C, anelamento do primer & 56° C & uma extensio 3 60° C
por 4 mimutos. Ao produto da reagfio sdo adicionados 80uL de etanol 100%, repousa 15
minutos temperatura ambiente, seguido de uma centrifugagio & 14.000rpm por 20 mimuos. O
sobrenadante ¢ descartado e o pellet é lavado com 150pL de etanol 70% e centrifugado

14.000rpm por 10 mimitos. Descarta sobrenadante e deixa secar o pellet 2 temperatura
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ambiente por 1 hora. As amostras s30 encaminhadas a0 Hemocentro da Unicamp, utilizando o

seqiienciador de DNA ABIPrism 377.

Criagdo de mutagdes

Mutagénese dirigida foi realizada usando o “kit” “Quick Change Site-Directed
Mutagenesis” (Stratagene, La Jolla, CA). Para cada mutagio foi utilizado um par de “primers”
que anelam a mesma seqiiéncia, porém em diregdes opostas. Os “primers” foram desenhados
para anelar especificamente com o ¢cDNA CASR nativo e os 12 ciclos de extensio foram
realizados utilizando a Pfz Turbo DNA polimerase, seguida de digestio do cDNA CASR
nativo com a enzima Dpnl. Foram inseridas mutagdes nas diferentes bases do cédon de
interesse criando receptores contendo aminoédcidos de diferentes polaridades nesta posicio.
Apbs a mutagénese, o cDNA mutado foi usado para transformagio de E. coli (XLI-Blue) que
pode incorporar pedagos de DNA e reparé-los, seguido de incubagio em placas de 4gar com

meio de cultura LB e 100 pg/pL de ampicilina a 37°C por 16 h.

As col6nias positivas foram cultivadas em minipreparagdes e o DNA extraido pelo
método de lise alcalina como descrito anteriormente e previamente a0 seqUenciamento a regiio
da mutago foi amplificada (PCR) com os seguintes oligonucleotidios localizados no exon 7 do

CASR: primer sense das posigBes 2245 a 2269 e antisense das posicSes 2722 a 2701.

Os reagentes nas concentragBes finais: tamp3o de PCR (Tris 20 mM pH 8,4 ¢ KCl 50
mM) dNTPs (200 uM cada), oligonucleotideos (100ng de cada) e 1 U de Thermus aquaticus

(Taq Promega) polimerase, 10 ng de DNA do CASR mutado e 4gua qs.p para 50 pL. A

condi¢io de anelamento do oligonucletideos foi de 55° C. A reagio foi realizada em 30 ciclos.
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Os produtos obtidos do PCR foram observados em gel de agarose 0,7% corado com brometo

de etideo, apds a eletroforese, a imagem foi registrada em Polaroid,

A presenga da mutagdo pontual no cDNA foi confirmada através de seqiienciamento
direto. Larga escala de cDINA mutados foram entdo preparados (HISpeed Plasmid Midi Kit® -

Qiagen) para transfecgdo transitéria em células renais embriondrias humanas (HEK-293).

Os seguintes “primers” (sense e antisense) foram utilizados para a mutagénese dirigida.

As bases sublinhadas indicam o c4don que foi inserido a mutacgo.
Posicio: 1773Q (ILeucina aa hidrofébico — Glutamina aa hidrofilico)
Primer 773F: 5 GAT CAG GAA GOC CAG GGCCAT GAG GGAG ¥
Primer 773R: 5° CTOC CTC ATG GOC CTG GGCTTC CTG ATC %
Posicio:F788S (Fenilalanina aa hidrofébico ~ Serina aa hidrofilico)
Primer 788F:5’ CIG GCT GCC ATCTGCTCC TICTTT GCCTIC AAG 3
Primer 788R:5’ CIT GAA GGC AAA GAA GGA GCA GAT GGCAGCCAG 3
DPosicio: F806C (Fenilalanina aa hidrofébico- Cisteina aa hidrofilico)
Primer 806F: 5 TTC AAT GAA GOC AAG TGC ATC ACC TTC AGC ATG 3
Primer 806R: 5’ CAT GCT GAA GGT GAT GCA CTT GGCTTCATT GAA 3
Posicio: AB24S (Alanina aa hidrofébico - Serina aa hidrofilico)

Primer 824F: 5 ATCTCCTTC ATT CCATCC TAT GOC AGCACC 3
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Primer 824R: 5 GGT GCT GGC ATA GGA TGG AAT GAA GGA 3
MQ {Alanina aa hidrofébico - Acido Aspartico aa hidrofilico)

Primer: 835F: 5 GGC AAG TTT GTC TCT GAC GTA GAG GTG ATT GCC 3’
Primer: 835R 5* GGC AAT CACCTC TAC GTC AGA GAC AAA CTTGCC ¥
Posigdo: AB43T (Alanina aa hidrofébico- Treonina aa hidrofilico)

Primer: 843F: 5° GTG ATT GCC ATC CTG ACA GCCAGC TIT GGCTIG 3’
Primer: 843R: 5’CAA GCC AAA GCT GGCTGT CAG GAT GGC AAT CAC¥
Delecio da terceira alca extracelular (827-838)

Primer F: 5° CCA GOCTAT GCC AGC- GTG ATT GCC ATC CIG3

Primer R: 5° CAG GAT GGC AAT CAC- GCT GGC ATA GGC TGG3

Cultura de células e transfecgio transitdria

Os estudos de transfecgBes transitérias dos cDNAs com as mutagdes foram realizados
em células embriondrias renais humanas, linhagem que nfo expressa o receptor sensor de
calcio (FIEK-293, American Type Culture Collection - RL-573). As células foram cultivadas
em meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM-1,8 mM de calcio ¢ 4,5 g/L
de D-Glucose; Invitrogen) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina e
estreptomicina (meio completo). Para a transfeccio, as células foram utilizadas a uma
confluéncia de 80% em frascos de 60 mm. O meio de cultura foi aspi:i*ado e as mesmas foram

lavadas com DMEM sem soro e antibiotico. Para a formagio do complexo DNA-Polyfect® |
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4 pg de DNA e 40 uL de Polyfect® Transfection Reagent (Qiagen) em 150 uL de meio
DMEM sem soro foram incubados por 10 minutos a terperatura ambiente (20-25°C), Para
cada tubo contendo o complexo, 1 ml de meio DMEM completo foi adicionado e esta
solugdo foi imediatamente transferida para os frascos de células contendo 3 mi de meio
DMEM completo. As células foram incubadas por 48 horas a 37°C e 5% QO2 e, apds esse

periodo, foram utilizadas para a extracio das proteinas.

Preparagdo de extrato de proteinas celulares

Para a preparagio de extrato total de proteinas celulares, as células foram lavadas com
solugdo de PBS (tampio fosfato-salina) a 4°C e solubilizadas usando um tampio de lise celular
(Tris-HCl 50mM pH 8.0, EDTA 1mM, Aprotinina 5 pg/pl, Pepstatina 5 pg/pl, PMSF 25
pg/ul, Nad 150 mM, NaN, 0,02%, SDS 1%, 1% NP40, 0,5% Sodium Desoxycholate) e
incubadas por 5 minutos. Apds homogeneizagio e centrifugagio a 12,000x g por 2 minutos a
4°C, o sobrenadante foi coletgdo e armazenado a -70°C até o uso. A concentragdo de proteina

celular foi determinada através do método de Bradford. As amostras foram preparadas em
uma concentragio de 40pg de proteinas com tampio SDS-PAGE 2x. (Tris-HCl 100 mM, SDS

4%, Bromophenol blue 0,2%, glicerol 20% e B-mercaptoetanol 5%), aquecidas por 5 minutos a

95° Ce posteriormente utilizadas na eletroforese SDS-PAGE.

Western Blot

Os extraros de protema celular (40ug) foram submetidos 3 eletroforese em gel SDS-
PAGE de poliacrilamida (8%). Apds a eletroforese, as proteinas foram eletrotransferidas e
imobilizadas em membrana PVDF. O bloqueio das ligagBes inespecificas foi realizado através

da incubagio em PBS-Tween 20 (PBS-T) e 5% de leite desnatado por 24 hora 4°C,
31




Materiais e Méiodos

As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios: Policlonal Anti-CASR
humano, epitopo nas posicées dos aminodcidos 215 a 235 da porgio N-terminal do CASR,
gentilmente doado por Dr. Geoffrey N. Hendy em uma diluicio 1/250, Policlonal Anti-
Fosfolipase C, diluigio 1/750 (Santa Cruz), Policlonal Anti-PKC, diluicio 1/1000 (Santa Cruz)
e Policlonal Antt-ERK 1/2, diluigio 1/1000 (Santa Cruz).

A incubagdo com os anticorpos primarios fol realizada em PBS-T e 5% de leite
desnatado, sob agitagdo por 12 horas a temperatura ambiente. Apds 4 lavagens em PBS-T, de
| 10 minutos cada, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundério apropriado anti-
coelho conjugado a peroxidase do rabano silvestre (Jackson Imunoresearch, diluido 1/5000)
sob agitagéo por 2 hora, em PBS-T e 5% de leite desnatado. Para deteccio das proteinas, for
utlizado o “kit” de quimiluminescéncia ECL (Amersham Biosciences) e filme auto-
radiografico.
Amplificagio da regifio extracelular do CASR para producgio da proteina recombinante
O dominio extracelular do receptor sensor de calcio (ECD) foi amplificado através de
PCR, utlizando oligonucleotideos posicionados logo apds a seqiiéncia de sinal peptideo no
exon 2 na posicdo 56 a 76 (sense) com um sitio de restrigio enzimatica para Nde I (Fermentas)

e um cédon ATG inicial na sua porcio 5° e o primer reverso localizado entre os pares de base

1833 e 1810 no exon 7 com um sitio de enzima de restricio Xho I (Promega) e um cédon

terminal TAA na sua regifio 5'.

Primer sense:
5 CAT ATGTAC GGG CCA CAG CAGCGAGCC¥
ENIGAP
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Primer antisense:

5 CTC GAG TTA GGG CTC OGT QCA CGA CGA CAG CAG AAACICY

O ¢DNA do recepror sensor de calcio nativo inserido no vetor pcDNA3.1 foi usado
como molde para a reagio de PCR (Reagfo da polimerizacio em cadeia). A amplificacio
consistiu dos seguintes reagentes nas concentragdes finais: tampio de PCR (Tris 20 mM pH
8,4 e K(l 50 mM) dNTPs (200 uM cada), oligonucleotideos (100ng de cada) e 1 U de
Thermus aquaticus (Taq Promega) polimerase, 10 ng de DNA do CASR nativo e dgua qs.p
para 50 pL. A condicio de anelamento do oligonucletideos foi de 60° C. E a reagfio foi

realizada em 35 ciclos.

O ¢DNA amplificado foi clonado no vetor pCR®-Blunt II-Topo (Invitrogen) e usado
para transformagéo de E. alf, cepa DHBa,, seguido de incubagfio em placas de 4gar e meio de
cultura 1B (Luria-Bertani Medium) a 37°C por 18 h. As colénias foram cultivadas em

minipreparacOes ¢ a presenga da insergiio correta no DNA extraido foi realizada através da

digestéio com enzimas de restrigio (INdel e Xhol), a reagio foi deixada por 2 horas a 37°C.

Construgdo do Vetor de Expressdo do ECD

Para a expressdo protéica, foi utilizado o vetor pET-28a (Novagem) (Figura 3). Ele
possui as seguintes caracteristicas: 5.369 pares de base, com um gene que confere resisténcia ao
antibidtico Kanamicina, e a expressdo protéica é controlada pelo promotor T7. Além disso,
possui uma etiqueta com uma seqiiéncia que codifica seis histidinas (His.tag) nas regides N-
terminal da proteina recombinante, o que facilita a purificagio da proteina por cromatografia
de afinidade empregando-se resinas contendo niquel ou cobalto (NILSSON et al,, 1997).
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Para a construgio do vetor de expressio, o pET-28a foi digerido com as enzimas de
restrigSes Nde I ¢ Xho I por 2h a 37°C seguido de defosforilagio com CIP (fosfatase intestinal
bovina) por 1h a 37°C, para evitar o fechamento do vetor sem estar ligado com o inserto.
Apbs inativagio das enzimas a 80°C por 20 minutos, o vetor foi purificado do gel apds ser
submetido a eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo utilizando o
“kit” QIAEX® (Qiagen). O DNA plasmidial puririficado foi wtilizado para a ligagio com o

Mserto.

A (1529
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Figura 3. Mapa do vetor de expressio pET-28a. O sistema pET (Novagen) é um dos mais
usados para expressio de proteinas em E. ali. Os genes alvos sdo clonados sob fortes sinais de
transcricdo e tradugho do bacteriéfago T7. O vetor possui caudas C e N-terminais de trombina, T7 ¢
His, o que facilita 2 purificagio da proteina recombivante por cromatografia de afinidade. As enzimas
de restrigBio que cortam o vetor apenas uma vez e suas Tespectivas posigbes estio indicadas no mapa.

Ligagdo do inserto ECD no vetor de expressio pET-282
Apbs a confirmagio da presenga da seqiiéncia correta do inserto por seqiienciamento,

o inserto foi retirado do vetor de clonagem pCR®-Blunt II-Topo através da digestio com as

enzimas de restrigio Nde I e Xho I, por 2h a 37°C, seguido de inativagio das enzimas por 20
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mimitos a 65°C. A reago de digestio foi submetida 4 eletroforese em gel de agarose 1%

contendo brometo de etideo e visualizada em luz ultravioleta. O fragmento contendo o inserto

foi retirado do gel e purificado através do “kit” QIAEX® (Qiagen).

A ligacio entre o fragmento e o vetor foi realizada nas proporgSes de 3 para 1
respectivamente. A reagio foi realizada com 3ul. de inserto, 1uL de vetor, ambos digeridos
com as enzimas de restrigio Nde I e Xho I, 1uL do tampio da T4 Ligase (New England), 1uL

| da enzima T4 Ligase (New England) e 4gua Milli-Q qsp para 10uL. Apds incubagio da ligacio
por 12 horas em banho-maria a 16°C, 2pL da ligagio foram usados para transformacio em £,
ari cepa D50 (cepa ideal para clonagem), seguida de incubagio em placas de 4gar e meio de
cultura LB, contendo o antbiético kanamicina (50 pg/ml), a 37°C por 18 h. As colbnias
positivas foram cultivadas em minipreparagdes, o cDNA foi extraido e a presenca da insercio

correta foi investigada através de digestio com enzimas de restrigio (Nde I e Xho I).

Para expressdo da proteina, o plasmidio contendo o inserto correto foi wansformado
em E. ali cepa BL21 (DE3)/ BL21 (pLysS). Estas linhagens de E. ai sio deficientes em
proteases evitando degradagdo da protefna heterbloga, Além disso, elas expressam o gene da
T7 RNA polimerase sob o controle do repressor lucl. Na presenca de IPTG (factose ou outro
analogo) este se liga a0 repressor lu permitindo que o promotor T7 induza a transcrigio do

gene e sob o seu controle inicie a expressio da proteina heterdloga em grande quantidade.

As colénias positivas da clonagem em cepas de BL21 foram cultivadas em
minipreparagbes, o DNA foi extraido e a presenca da insercio correta foi investigada através
de digestfio com enzimas de restri¢io por 2 horas a 37° C (Nde I e Xhol).
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Expressio da Proteina e Teste de Solubilidade

As colonias positivas das bactérias BL21 (DE3 e pLysS) foram utilizadas para a
produgio da proteina recombinante incubando em 5 mL de LB (pré-indculo) ou YT (YT
midipem Triptona 16 g, Extrato de levedura 10 g e NaCl 5 g) contendo 5 ul. de kanamicina (50

pg/ml) por 16 horas a 37° C sob agitagio constante de 250 rpm.

Para os testes de expressio e solubilidade foi inoculado 1 ml. de pré-indculo em 100
mL de LB, contendo o antibiético kanamicina (50 pg/mi), sob agitagio constante de 250 rpm,
a 37° Ce 22° C, até atingir a densidade Optica ideal (OD.600=0,6). Nesta fase uma aliquota de
500 pL foi retirada e centrifugada a 12,000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e
o “pellet” foi ressuspendido em 40 pL de dgua milli Q estéril, em seguida foram adicionados
20 pL de tampdo de amostra SDS-PAGE 2x. (contendo 5% de B-mercaptoetanol).

Posteriormente, a amostra foi incubada a 95° C por 5 minmutos e armazenada a ~70° C até o

‘momento do uso (amostra NAO INDUZIDA).

Apbs a coleta da amostra ndo induzida, foram adicionados a cultura bacteriana IPTG a
uma concentragio final de 0.4 mM. As aliquotas subseqiientes foram coletadas apés 1, 2,3, 6 ¢

24 horas de indugdo (amostras INDUZIDAS), e preparadas conforme descrito acima.

ApGs a retirada da {iltima amostra da inducio (6 horas), foi realizado o teste de
solubilidade, a cultura bacteriana foi coletada por centrifugacio a 5,000x g por 5 minutos, a 4°
C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 5 mL TS-10 (Tris 20mM
pH 7.5, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, lisozima 1 mg/mL, PMSF 25ug/plL). A amostra fol
sonicada por aproximadamente 8 pulsos de 30 segundos, com intervalos de entre os pulsos de

1 mimuo em descanso em gelo, apds a somicagio. a amostra foi submetida a banho em
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nitrogénio liquido por 1 minuto. Em seqiiéncia, a amostra foi centrifugada a 10,000x g por 30
minutos a 4° C. Fragdes do sobrenadante (porco solivel) e do “pellet” (porcio imsolivel)
contendo tampdo SDS-PAGE 2x (Tns-HCl 100 mM, SDS 4%, Bromophenol blue 0,2%,

glicerol 20% e B-mercaptoetanol 5%), foram incubadas a 95° C por 5 minutos e armazenada a

-70° Caté o momento da eletroforese em gel de poliacrilamida de 10%.

Teste da Resina

Para este teste foi adicionado 1 mL de resina carregada com niquel, Ni-NTA®(Qiagen)
a0 sobrenadante (50 mL) resultante do teste de solubilidade, a solucio foi deixada em agitagio
com rotagdo vertical por 60 minutos. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 1000x g por
1 minuto a 4° C, uma aliquota de 500 pL do sobrenatante foi coletada (amostra TS-10, tampio
de lise descrito acima), em seguida a resina foi ressuspendida em 500 pL de TS-30 (Tris 20 mM
pH 7.5, NaCl 300 mM, Imidazol 30 mM) e centrifugada a 1000x g por 1 mmuto a 4° C, o
sobrenadante foi coletado, a resina foi ressuspendida em 500 uL de TS-50 (Imidazol 50 mM),

centrifugada como descrito anteriormente ¢ o sobrenadante coletado, o mesmo foi realizado

para o TS-100 (Imidazol 100 mM), TS-250 (Imidazol 250 mM) e TS-400 (Imidazol 400 mM),

Aliquotas de 20 pL das amostras foram preparadas com 10 pL SDS-PAGE 2x
(contendo 5% de B-mercaptetanol) incubadas a 95° C por 5 minutos e analisadas por

eletroforese em gel de poliacrilamida 10%. O restante das aliquotas foi armazenado a -70° C,
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RESULTADOS

CASR nativo inserido em pcDNA 3.1

O CASR nativo foi inserido em pcDNA 3.1 (vetor especifico para transfeccio em
células de mamiferos) e a construgdo foi analisada através de seu perfil de restricio (Hind IIT e
Xba I) (figura 4). O vetor possui aproximadamente 5.4 Kb e o CASR 3.2 Kb. A ligagio foi

realizada de forma satisfatoria e foi utilizada como molde para todas as mutagéneses dirigidas.

5.4 Kb
32Kb

pcDINA 3.1
CASR

Figura 4. Digestdo do vetor de clonagem pcDNA 3.1 contendo o CASR nativo, com as
enzimas de restrigio Hind III e Xba I. Reagio submetida 3 eletroforese em gel de agarose a 0,7 %,
contendo brometo de etideo e visualizada em luz ultravioleta. Marcador 1kb(Fermentas).

Cragdo in vitro das mutagdes no CASR

Foram criadas sete mutagbes na porgio transmembrana do receptor sensor de calcio
(CASR) em sitios com mutagdes ativadoras descritas em pacientes com Hipocalcemia
Autossémica dominante (ADH). O objetivo da criacio das mutacdes foi observar se a
substituicio de um aminoécido por outro aminoicido de outra polaridade resultaria em
alteragio na expressio do CASR. Todas as mutagéneses realizadas de forma esperada e

confirmadas através de seqiienciamento.

As posicBes alteradas foram: 773 foi alterado de Leucina, um aminoécido hidrofébico

para Glutamina um aminoicido hidrofilico (Figura 5), 788 foi alterado um aminodcido
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' hidrofébico Fenilalanina, para aminoacido hidrofflico (Serina) (Figura 6), 806 foi alterado de
Fenilalanina, um aminodcido hidrofobico pata um aminodcido hidrofilico Cisteina (Figura 7),
824 foi alterado de Alanina, um aminodcido hidrofébico para um aminodcido hidrofilico Serina
(Figura 8), 835 foi alterado de Alanina, um aminodcido hidrofébico para um aminoacido
hidrofflico Acido Aspartico (Figura 8), 843 foi alterado de Alanina, um aminodcido hidrofébico
para um aminodcido hidrofilico Treonina (Figura 9} e Delegdo da terceira alga extracelular do

dominio transmembrana (827-838) (Figura 10).

Mutacio 773: L773Q (Lencina - Glutamina)

Mutacio
73

534 pb

A B

Figura 5. Confirmagiic da mutagénese do DNA do CASR com a mutagio €.2319 L>A
tesuitando na substituigio de L773Q. A- Amplificacio por PCR da regifio da mutagdo 773. A reagio foi
submetida 4 eletroforese, em gel de agatose a 1%, contendo brometo de etideo e visualizada em luz
ultravioleta Marcador 100pb {Fermentas). B- Seqilenciamento direto da tegifio da mutagio.
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Mutacio 788: F788S (Fenilalanina-Serina)

TEC-TCC
FIRER

v

140

.
GLRC T T

Mutacic783

534 pb

A B

Figura 6. Confirmacio da mutagénese do DNA do CASR com a mutagio ¢.2364 F>S

resultando na substituicio de F788S A - Amplificagio por PCR da regifo da mutagio 788. A reagfo fot
submetida 3 eletroforese, em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo e visualizada em luz

ultravioleta. Marcador 100pb. B - Seqlienciamento direto da tegido da mutagio.

Mutacio 806: F806C (Fenilalanina-Cisteina)

TIC-TGC
F806C

v

LETGEATCL

534 pb Mutagio 806

A B

Figura 7. Confirmagio da mutagénese do ¢cDNA do CASR com a mutagio ¢2418 F>C

resultando na substituicio de F806C A - Amplificagio por PCR da regiio da mutagiio 806. A reagio fol
submetida 3 eletroforese, em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo e visualizada em fuz

ultravioleta. Marcadot 100pb. B- Seqiienciamento direto da regiio da mutagéo.
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Mutacio 824: A8248 (Alanina-Serina)

GCC-TCC
ABZ4E

133
A TOOHATC

hutagio 824

534 pb

A B

Figura 8. Confirmagio da mutagénese do DNA do CASR com a mutagio ¢.2472 A>S
resultando na substituigio de A824S. A - Amplificagio por PCR da regiio da mutagio 824. A reagiio
foi submetida 4 eletrofotese, em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo e visualizada em luz
ultravioleta. (Marcador 100ph). B - Seqienciamento diteto da regifio da mutagio.

Mutacio 835: A835D (Alanina-Acido Aspdrtico)

GCC - GAC
A ARB3ZED

v

230
TETGACGTA

Mutagio 835

534pb

B

Figura 9. Confirmagio da mutagénese do ¢cDNA do CASR com a mutacio ¢.2505 A>D
resultando na substituigio de A835D. A - Amplificagio por PCR da regidio da mutagio 835. A reagdo
foi submetida i eletroforese, em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo e visualizada em luz
ultravioleta. Mascador 100pb. B -Seqiienciamento direto da regido da mutagao.
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Mutacio 843:A843T (Alanina — Treonina)

GCA-ACA
AB43T

!

2l

o m g e
STGACA GO

534 pb Mutagio 843

|

Figura 9. Confirmacio da mutagénese do ¢cDNA do CASR com a mutagio ¢.2529 A>T

resultando na substituigio de A843T. A-Amplificagio por PCR da tegifio da mutagio 843. A reacio foi
submetida i eletroforese, em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etideo e visualizada em luz
ultravioleta. Marcador 100pb (Fermentas). B-Seqiienciamento direto da regifio da mutagio.

Delecio 827-838

CASR  Delsgio
Mativo B827.838

A B2F-038

.

220

COsGOETEAT

534 pb

| 504pb

Figura 10. Confirmagio da delegio da terceira alga extracelular do dominio transmembrana do
¢DNA do CASR resultando na delecio de 11 aminodcidos (33 pb) da regifo (827-838). A-Amplificagio
por PCR do cDNA do receptor sensor de cilcio nativo ¢ da delegio 827-838, a diferenga de tamanho
das bandas é devido 4 falta de 33 pb. Marcador 100 pb (Fermentas). B-Seqiienciamento direto da regifio
da delegio.
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Andlise da expressdo de receptores mutados e de proteinas envolvidas na sinalizacio
celular através da técnica de Westem Blot

Expressio dos receproves yrvads

Foi investigada a expressdo dos receptores mutados transfectados em células HEK 293
e observou-se a expressio de todos os receptores mutados em células HEK 293 de forma
vartada. As bandas de 140 kDa, 160 kDa e as bandas oligoméricas de aproximadamente 220
kDa represemtam o receptor. A expressdo dos receptores com as mutagdes nas posicOes
L773Q, F788S e delecdo da terceira alca extracelular foi similar ao receptor nativo (Figura 11),
no entanto os receptores mutados em F806C, A835D e A843T apresentaram uma diminuicio
da expressio, e a mutagio na posigio A824S apresentou urna diminuicfo dristica na expressio

quando comparada com receptor nativo.

«
=

o 5 @)
'

g & ‘%
= o o0 =4 <+ s
“C‘ﬁ; B~ 0 2 SR 4
I oH ~ ~ o0 Y & 4

220 kDa

Figura 11. Western blot dos receptores mutados, 40ug de extrato proteico total. Coluna 1 -
HEK 293 nio transfectada. Coluna 2 — Receptor sensor de célcio nativo (CASR). Colunia 3 - Mutagio
L773Q. Coluna 4- Muragio F788S. Coluna 5 - Mutacio F806C. Coluna 6 - Mutagio A824S. Coluna 7
- Mutagio A835D. Coluna 8 - Mutagio A843T. Coluna 9 — A 827-838. Anticorpo policlonal Anti

CASR. Marcador (Kaleidoscope®-Biorad).
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Expressiio du Fosfolipase Cp,

A expressdo da Fosfolipase Cy, foi avaliada em células HEK 293 transfectadas com os
receptores mutados. Os experimentos foram realizados com concentrages de cilcio no meio
de crescimento celular de 1.8 mM. A célula HEK 293 expressa a PLGCg,, no entanto foi
observado que a maioria das células transfectadas com os receptore mutados apresentaram um
aumento na expressdo da PLG;, quando comparados com as células transfectadas com o
receptor nativo (controle positivo) ¢ célula HEK 293 niio transfectada (controle negativo)
(Figura 12). Entretanto as células transfectadas com o receptor mutado na posicio A843T

apresentou uma diminuicio na expressio quando comparado com os controles (Figura 12,

coluna 8).
3
oy Q
§ 3 1
YE€Fr o « 2 % 92 9 3
ZE B KE R 8 8 L o £
PLC,
140 kDa
4 100 kDa

Figura 12. Western blot dos receptores mutados, 40ug de extrato proteico total. Coluna 1 —
HEK 293 nfo transfectada. Coluna 2 ~ Receptor sensor de cdlcio nativo (CASR). Coluna 3 ~ Mutacio
L773Q. Coluna 4- Mutagio F788S. Coluna 5 - Miuragio F806C. Coluna 6 ~ Muragio A824S. Coluny 7
~ Mutagio A835D. Coluna 8 - Mutagio A843T. Coluna 9 ~ A 827-838. Anticorpo policlonal Anti -
PLG1. Marcador (Kaleidoscope®-Biorad).

E i0 dz ; nase C (PKC
A expressio da Proteina Quinase C (PKC) foi analisada em célulis HEK 293
transfectadas com receptores mutados. A PKC é expressa na célula HEK. 293, no entanto 2

expressdo desta proteina aumentou na presenca dos receptores mutados nas posices L773Q,
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F788S, F06C, A824S e delecio da terceira alca extracelular (Figura 13). A expressdo da PKC
nas células com os receprores mutados na posigio A835D foi similar ao controle positivo
(HEK 293 wransfectada com receptor nativo) e controle negativo (HEX. 293 nio transfectada)
(Figura 13, coluna 7). A expressio da PK.C foi diminuida na presenca do receptor mutado na
posicio A843T quando comparada com os controles (Figura 13, coluna 8). Foram utilizadas

concentra¢des basais de caleio no meio de crescimento celular (1,8 mM).

ndo

Hek

_ltransfectada

PKC

Figura 13. Western blot dos receptores murados, 40ug de extrato protéico total Coluna 1 -
HEK 293 nio transfectada. Coluna 2 - Receptor sensor de célcio nativo (CASR). Coluna 3 ~ Mutagio
L773Q. Coluna 4- Muragio F7885. Coluna 5 — Mutacio F806C. Coluna 6 ~ Mutagio A824S. Coluna 7
- Mutagio A835D. Coluna 8 - Mutagio A843T. Coluna 9 - A 827-838. Anticorpo policlonal Ant -.
PK.C Marcador (Kaleidoscope®-Biorad).

Expressiode ERK 1/2
A investigacio da expressio de ERK 1/2 foi realizada em células HEK 293

transfectadas com receptores mutados. As MAPKs ou ERKs sfo protenas expressas em
células HEK 293. Nesta avaliagio foi observado que as células transfectadas com a maioria dos
receptores murtados apresentaram uma expressio similar da ERK 2, enquanto que as células
contendo os receptores mutados nas posicdes A824S e AB43T apresentaram uma dimimicio
da expressio quando comparada com a transfectada com receptor nativo ¢ a HEK 293 nfo

transfectada (Figura 14, colunas 6 ¢ 8 respectivamente).
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A expressio da ERK 1 foi diminuida em todas as células transfectadas com os
receptores mutados, no entanto a presenca dos receptores mta&os nas posicdes A824S e
A843T acarretam uma diminuicio mais dristica da expressio da ERK 1 quando comparadas
com as células transfectadas com o receptor nativo e a ndo transfectada (Figura 14, coluna 6 e

8). A com concentragio de calcio no meio de crescimento celular foi de 1.8 mM.

transfectada
Deleczo

Q
2!
i
Y,
U
o)

WT
773
788
806
824
835
843

44 kDa
42 kDa

Figura 14. Western blot dos receptores mutados, 40pg de extrato proteico total. Coluna 1 -
HEK. 293 nio transfectada. Coluna 2 — Receptor sensor de célcio nativo (CASR). Coluna 3 - Mutagdo
1773Q. Coluna 4- Mutagio F788S. Coluna 5 - Mutago F806C. Coluna 6 - Mutagio A8243. Coluna 7
- Miagio A835D. Coluna 8 ~ Mutagio A843T. Coluna 9 - A 827-838. Aaticorpo policlonal Anti -.

ERK 1/2. Marcador (Kaleidoscope®-Biorad).

Amplificagio e clonagem do dominio extracelular do CASR para a produgdo de
proteina recombinante

Foi amplificado de forma eficiente os 1,838 pares de base correspondentes a0 dominio

extracelular do receptor sensor de clcio utilizando oligonucleotideos contendo as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol (Figura 15).

47




Resultados

BCD

1,8Kb

Figura 15. Amplificacio do ECD através de PCR. A reagio foi submetida a eletroforese em gel
de agarose a 0,7%, contendo brometo de etideo e visualizada em luz ultravioleta. Marcador 1kb
(Fermentas).

A clonagem do inserto do dominio extracelular foi realizada no vetor pCR®-Blunt II-
Topo. Os clones resultantes desta transformagiio foram analisados a partir de seu perfil de

restrigio com as enzimas Nde I e Xhol (Figura 16).

35Eb pCRII BluntI-Topo
ECD digendo com
18 Kb Mdel & Xhol

Figura 16. Digestio do vetor de clonagem p(R®-Blunt II-Topo contendo o ECD, com as
enzimas de restrigio Ndel e Xhol. A reagio fol submetida 2 eletroforese em gel de agarose a 0,7%,
contendo brometo de etideo e visualizada em luz ultravioleta. Marcador 1kb.

Preparagio do wetor pE T28a para ligngio como E CID

O vetor pET28a foi submetido 2 digestdo com as enzimas Ndel e Xhol, tratado com

fosfatase e purificado do gel (Figura 17).
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pET28a digendo

54 Kb + com Ndel e Xhol

Figura 17. Vetor pET 28a digerido com Ndel e Xhol, submetido i eletroforese em gel de
agarose a 0,7 %, contendo brometo de etideo e visualizada em luz ultravioleta. Mascador 1kb.

Confirmagio da presenca do inserto no vetor pET28a através de segiienciamento direto

Para a confirmagio da presenca do dominio extracelular do CASR no pET28a
realizamos o seqlenciamento direto das colonias positivas resultantes da ligacdo descrita
anteriormente. Realizamos a reacdo com o primer reverso localizado entre os pares de base

1833 e 1810 no exon 7. A figura abaixo mostra uma regido do seqiienciamento correspondente

ao ECD (Figura 18).

280 290 :
AAACECGATGGAGC CATCOTCTELGG &

Figura 18. Parte do seqiieaciamento da porgio ECD correspondente is posicSes 1489 até 1515
pares de bases.

Confirmacio da presenca do inserto no wvetor pET28a nas colénias resultantes da
transformacio em DH o

Ap6s a ligagio do inserto com o vetor de expressdo foi realizada uma transformacdo
inicial em E. coli cepa DH50. Foram investigadas 6 colonias digerindo os DNAs previamente

preparados em minipreparagdes, com Ndel ¢ Xhol para confirmacio da presenca do inserto
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de forma correta. Das seis colOnias analisadas através de seu perfil de restricio, duas

apresentavam o inserto do tamanho esperado (Figura 19).

3,4 Kb 1 pET28

1,8 Kb ECD

Figura 19, Digestéio dos DINAs das colSnias com Ndel e Xhol. As colbnias 5 e 6 apresentaram
o fragmento correto. O marcador utilizado foi o de 1Kb em gel de agarose 1%, contendo brometo de
etideo e visualizado em luz ultravioleta.

ragioenBL21 (DE3) e

Apbs a confirmagio das coldnias positivas transformadas em DHba, foi efetuada uma
segunda transformagio em E. qli cepa BL21 linhagem especifica para a expressio protéica, por
ser defeituosa na produgio de proteases. A presenca do inserto foi analisada através da

digesto de 4 col6nias resultantes da transformagio em BL21 (DE3) (Figura 20).

54 Kb pET28a

ECD

1,8 Kb

Figura 20. Digestdo das coldnias positivas para transformagio em BL.21 DE3. As colonias 3 ¢ 4
foram posttivas. A colénia 3 foi utilizada para expressio da proteina recombinante do ECD. Marcador
de 1Kb em gel de agarose 1%, contendo brometo de etideo e visualizado em luz ulravioleta.

50




Resuitados

Para confiﬁnagﬁo que a transformagio em BL21 (pLysS) ocorreu de forma correta, foi
utilizado o DINA. de cinco colbnias para a digestio com a enzima de restricio EcoR V. O vetor
pET28a contendo o inserto possui um tamanho de 7,2 Kb. Apds a digestio com EcoR V
foram obtidos trés fragmentos de tamanhos diferentes, pois a enzima corta o pET28a na
posigdol1573 pb e o inserto nas posigSes 702 pb e 1247 pb, os fragmentos resultantes sio de
3,7 Kb, 2,8 Kb e 545 pb. A transformagio fol realizada de forma satisfatéria em 3 de 5
col6nias resultantes das transformacBes em BL21 pLysS analisadas a partir de seu perfil de

* restrigio (Figura 21).

3.7Kb

28 Kb

545 pb

Figura 21. Digestéo com EcoR V das colonias resultantes da transformagfio em BL21 plysS. As
colbnias 2, 4 € 5 foram positivas. A colénia 2 foi utilizada para expressio da proteina recombimante do
ECD. Marcador de 1Kb em gel de agarose 1%, contendo brometo de etideo e visualizado em luz
ultravioleta.

Anilise de indugio e solubilidade da proteina recombinante

Tostes de tnduciio e i BL21(DE3

Para os procedimentos ticiais de indugo, foi utilizado pET28a contendo o inserto e
transformado em B121 (DE3) (Figura 22, colunas 6, 7, e 8) e como controle negativo o vetor
fechado (PET 28a) (Figura 22, colunas 2, ,3 e 4). Os testes realizados a 37°C em meio LB. O
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tamanho esperado da proteina recombinante da porciio do dominio extracelular do receptor

sensor de calcio € de 68 kDa.

A proteina foi produzida de forma efetiva com um aumento significativo e progresstvo
da banda correspondente a 68 kDa nas amostras induzidas 1, 2 e 3 horas. Ndo houve aumento
da expressio de nenhuma banda no controle negativo (Figura 22, céiunas 2,3 ¢ 4). Para
determinac¢io dos melhores tempos de indugio, foram realizadas além das coletas de amostras
em 1, 2 e 3 horas (como descrito acima), e as coletas nos tempos 6 e 24 horas, a 37° C em
meio LB. Houve aumento significativo da banda de 68 kDa do tempo 1 ao tempo 24 horas

(Figura 22 ¢ 23).

Amostras Amostras
Induzidas Induzidas

68 kDa

Figura 22. Eletroforese das amostras nfo induzidas e induzidas, em gel de 10% de
poliacrilamida corado com “comassie boliant blue”. Coluna 1~ pET28a sem o mserto néo induzido.
Coluna - 2, 3 e 4 pET28a sem o inserto induzido com 0,4 mM de IPTG. Coluna - 5, pET28a contendo
o inserto, amostra nio induzida. Coluna — 6, 7 e 8 pET28a contendo o inserto, amostras induzidas com

IPTG 0,4 mM, 1h, 2h e 3h respectivamente. Marcador (Kaieidoscoge®—]3iorad}.

Os testes iniciais de solubflidade foram tealizados no lisado celular resultante dos
tempos de 6 e 24 horas, Utilizou-se o tampdo de lise contendo lisozima, sonicagio e ciclos de
congelamento com nitrogénio liquido, mas proteina manteve-se na regiio insolavel em ambos

os tempos (Figuta 23, colunas 5,6, 7 e 8).
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Amostras Teste de
Induzidas Solubtlidade

68 kIDa

Pigura 23. Eletroforese das amostras ndo induzidas e induzidas a 37°C em LB, em gel de 10%
de poliacrilamida corado com “comassie brliant blue”. Coluna 1- pET28a contendo o inserto ndo
induzido. Coluna - 2, 3 ¢ 4 pET28a contendo o inserto induzido com 0,4 mM de IPTG, 3h, 6h e 24h
respectivamente. Coluna - 5, porgiio solivel do tempo de 6h. Coluna - 6, porgio insolivel do tempo de
6h. Coluna — 7, porgio solivel do tempo 24h. Coluna — 8, porgo insolivel 24h. Marcador

(Kaleidoscope®-Bioad).

Buscando obter uma maior quantidade de proteina na regiio solivel, os testes de
inducio e solubilidade foram realizados na tempesatura de 22°C, em meio LB. A figura abaixo
mostra que nestas condicdes, houve urma indugdo leve na produgio da proteina. No teste de
solubilidade foi utilizado o mesmo procedimento descrito acima, mas a banda correspondente

4 proteina (68 kDa) aparece mais expressiva na fragio insolivel (Figura 24).

Amosteas Teste de
Induzidas Solubilidade

68 kEDa

Figura 24. Eletroforese das amostras nio induzidas e induzidas a 22°C, em gel de 10% de
poliacrilamida corado com “comassie baliant blue”. Coluna 1- pET28a contendo o inserto nio
induzido. Coluna - 2, 3, 4 e 5 pET28a contendo o inserto induzido com 0,4 mM de IPTG, 1h, 3h, 6h e
24h respectivamente. Coluna - 6, porgio solivel do tempo de 6h. Coluna -7, porgio insolivel do tempo
de 6h. Coluna — 8, porgio solivel do tempo 24h. Coluna — 9, porglo msolavel 24h. Marcador

(Kaleidosc ope®-Biomd).
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Visando a producio da proteina na porgio soliivel em quantidades significativas,
alterou-se o meto de LB para YT (meio que contém menos NaCl} e foram realizados os testes
de indugio em BL21 (DE3), a 37°C. Nio houve diferenca quanto ao grau de expressio e

solubtlidade entre LB (Figura 23) e YT (Figura 25).

Com a finalidade de solubilizar proteina recombinante do dominio extracelular do
receptor sensor de calcio, foi realizado o teste de solubilidade sonicando duas vezes a porgio
insolvel do lisado resultante da inducio do tempo de 6 horas. Além da lisozima, acrescentou-
se a0 tampdo de lise Trton X 100 e os ciclos de congelamento foram efetuados igualmente nas

duas etapas de sonicacdo.

Amostras Teste de
Induzidas Solubilidade

68 kDa

Figura 25. Eletroforese das amostras nfo induzidas ¢ induzidas em meio YT, 2 37°C, em gel de
10% de poliactilamida corado com “comassie briliant blue”. Coluna 1- pET28a contendo o mserto ndo
induzido. Coluna - 2, 3 e 4 pET28a contendo o insecto induzido com 0,4 mM de IPTG, 1h, 3h e 6h
respectivamente. Coluna - 5, porgio soluvel do tempo de 3h. Coluna - 6, porgio insolavel do tempo de
3h. Coluna -7, porgdo solivel do tempo 6h. Coluna — 8, porgdo insolivel 6h. Marcador

(Kaleidoscope®—Biorad).
Os resultados demonstram uma banda pequena na porgdo solivel da primeira

sonicacio, no entanto a maior parte da proteina permaneceu na fragdo msolivel (Figura 25,

colunas 5 e 6 sonicado 1x, 7 e 8 sonicado 2x). A inducio da produgio da proteina fol realizada

de forma satisfatoa (figura 26, colunas 2, 3, 4).
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Amostras Teste de
Induzidas Solubilidade

68 kDa

Figura 26. Eletrofotese das amostras nfio induzidas e induzidas em meio YT, 2 37°C, em gel de
10% de poliacrilamida corado com“comassie beiliant blue”. Coluna 1- pET28a contendo o inserto nido
induzido. Coluna - 2, 3 e 4 pET28a contendo o iaserto induzido com 0,4 mM de IPTG, 1h, 3h e 6h
respectivamente. Coluna - 5, porgio solivel do tempo de 6h (sonicado 1x). Coluna - 6, posgio wsolivel
do tempo de 6h (sonicado 1x). Coluna -7, powgio solivel do tempo 6h (sonicado 2x). Coluna — 8,
porgio insolivel Gk (sonicado 2x). Marcador (KaleidoscopE:@—Biorad).

Testes de inducio e solubilidade em BL21(pLysS)

Buscando uma methor solubilizagio da proteina foi utilizada a cepa BL21 pLysS para
induzir a produgio da proteina recombinante na tentativa de obter a proteina solivel. Os
experimentos foram realizados com meio YT, a 37° C, nos tempos de 1, 3, 6 e 24h. Os
resultados mostram uma indugio mais moderada na produgio da proteina. O teste de

solubilidade foi realizado no tempo 6h e a proteina manteve-se insolavel (Figura 27).

Amostras Teste de
Induzidas Solubilidade

68 kDa

Figura 27. Eletroforese das amostras nio induzidas e induzidas em meio YT em BL21 pLysS,
em gel de 10% de poliacrilamida corado com “comassie briliant blue”. Coluna 1- pET28a contendo o
inserto nio induzido. Coluna - 2, 3, 4 e 5 pET28a contendo o inserto induzido com 04 mM de IPTG,
1h, 3k, Gh ¢ 24h respectivamente. Coluna - 6, por¢io solivel do tempo de 6h. Coluna - 7, porgio

insolivel do tempo de Gh. Marcador (Kaleidoscope(@mBiorad).
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Anilise da purificagio da proteina recombinante

Teste da resina

Para a realizacio deste teste foi utilizada resina carregada com niquel em contato com
porcio solivel do tempo de indugio de 6 horas, em meto YT. Foram utilizadas diferentes
concentragdes de imidazol para purificat a proteina heterdloga, o imidazol possui alta afinidade
pelo niquel e compete com a cauda de histidina presente na proteina e que est ligada a0
niquel, eluindo a proteina. Os resultados confismam a insolubilidade da proteina, a banda
correspondente 4 proteina recombinante aparece fracamente e com algumas bandas

inespecificas na fase inicial do expetimento e que postetiormente desaparecem (Figura 28).

68 kDa

Figura 28. Eletroforese das amostras coletadas no teste da restna de mquel em gel de 10% de
poliactilamida corado com “comassie brliant blue”. Coluna 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8 - T810, TS30, TS50,

TS100, TS 250, TS400 e Resina respectivamente. Marcador (Kaleidoscope®-Biorad).
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DISCUSSAQO

Expressdo do CASR com mutagdes no dominio transmembrana

No presente trabalho selecionamos sete aminoicidos posicionados na regifio
transmembrana do receptor sensor de cilcio (CASR) que apresentam murtacdes ativadoras
descritas em pacientes com Hipocalcemia Autossdmica Dominante (ADH) e criamos
mutages pontuais. Substitufmos amino4cidos hidrofébicos por aminodcidos hidrofilicos e
analisamos o grau de expressdo dos receptores mutados, bem como a expressio de proteinas

relacionadas com a cascata de sinalizacio do CASR.

Estudos realizados a partir de mutagénese i uiro possibilitam akeracdes de posigdes
especificas do gene de interesse, proporcionando uma caracterizagio mais refimada destas
regides e sua importé‘l_ncia para a fungfio natural da proteina, como a transcrigio, expressio e
funcionamento. Em nosso trabatho utilizamos o gene do CASR nativo no vetor pcDNA. 3.1
(especifico para transfectar células de mamifero), e esta construgio foi utilizada como molde
para todas as reagles de mutagénese dirigida, onde substirufmos nucleotideos especificos que
resultam na alteragio do amino4cido. Todas as mutagBes pontuais foram confirmadas através
de seqiienciamento direto. Posteriormente o0 DNA mutado foi transfectado em células renais
embriondrias humanas HEK 293 (linhagem celular que nio expressa o CASR) avaliando desta

forma a expressio dos receptores mutados.

Optamos pela técnica de Wasten BI& para uma investigagio qualitativa da expressio
dos receptores mutados e das protefnas que compdem a cascata de sinalizagio do receptor na
presenga de calcio no meio de cultura a 1,8 mM: a Fosfolipase Gy, (PLC), Proteina Quinase C
(PKQ e as Proteinoquinases ativadas por mitégenos (MAPKs ou ERKs).
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Expressi l rmuadcs
Nossos resultados mostram a expressdo de todos os receptores muxtados: L773Q,
F788S, F806C, A824S, A835D, A843T e delecio da terceira alca extracelular. A banda imatura
de 140 kDa e a banda madura de 160 kDa foram detectadas em todos os receptores mutados
tranfectados em células embrionarias remais humanas HEK 293. Além destas bandas
observamos também a expressio das formas oligoméricas do receptor de aproximadamente

220 kDa, que sfo as formas dimerizadas do receptor que estdo relacionadas com a sua ativagio
(BAI et al, 1996).

Em nossa avaliagdo, os receptores mutados nas posicbes L773Q), F788S e delegio da
terceira alca extracelular apresentaram uma expresséo similar ao receptor nativo, enquanto éue
as mutagdes F806C, A835D e A843T apresentaram uma dimmuicio da expressio quando
comparadas com o receptor nativo, e a mutagio na posicio A824S apresentou uma diminuicio
mais drastica na expressdo quando comparada a0 receptor nativo. Isto sugere que 2 mudanga
dos ammodcidos hidrofébicos para aminoacidos hidrofilicos nestas posigSes afeta diretamente
a expressdo destes receptores e que a hidrofobicidade destes ammoacidos é importante para

manter a expressio normal do CASR.

De Luca et al, (DE LUCA,, et al 1997) relataram andlises de expressdo do receptor com
muta¢es na posicio 773 com alteragio de um aminoécido hidrofébico Leucina para Arginina,
um aminoacido hidrofilico carregado positivamente com caracteristicas basicas em pacientes
com ADH e observaram uma diminuicio na expressio do receptor mutado quando
comparado com 0 récepror nativo. Em nosso trabalho alteramos a Leucina na posigéo 773
para Glutamina, um amino4cido hidrofflico nfio carregado, observando que ndo houve uma
diminuicio da expressdo do receptor com a mutagio L773Q quando comparada com o
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receptor nativo. Esta diferenca observada entre os nossos resultados e os descritos pelos
autores pode ser devido 3 alteragio da carga do aminoicido mutado, que pode interferir na

expressio do receptor.

De Luca et al, (DE LUCA,. et al 1997) descreveram a analise da mutagio na posicio
806 onde Fenilalanina um aminoécido hidrofébico foi substituido por Serina, um aminodcido
hidrofilico nfio carregado e observaram uma diminuigio na expressio do receptor mutado
quando comparada com o receptor nativo, Quando mutamos Fenilalanina para Cisteina, um
aminoacido hidrofilico nio carregado na posicio 806 obtivemos resultados similares, com
diminuic3o da expressio do receptor mutado. Com isso podemos interpretar que nio somente
a mudanga do aminodcido pode alterar a expressdo do receptor, mas também a carga de suas

cadeias laterais.

A expressio do receptor com a mutagio na posicio 788, descrita por Watanabe et al.
(WATANABE et al,. 1998), onde a mutagio resultou em alteracio do aminodcido Fenilalanina
(hidrofébico) para Cisteina, um aminoAcido hidrofflico ndo carregado, foi similar ao receptor
nativo. Em nossos resultados observamos que a substituigio de Fenilalanina para Serina,
aminoacido hidrofilico nfo carregado na posicdo 788, resultou em expressio do receptor

mutado de forma similar a0 receptor nativo. O que mostra que a polaridade dos aminoécidos

nesta posi¢io ndo afeta diretamente a expressio do receptor.

Em estudos descritos por D’Souza-Li et al. (D'SOUZA-LI et al,, 2002), avaliaram em
paciente com ADH a expressio da mutagio que alterou a Alanina (hidrofébico) para Treonina,
um aminoicido hidrofilico ndo carregado e observaram uma expressdo similar ao receptor
nativo. Em analise mais detathada da expressdo da mutagio na posicio 835, onde alteramos
um aminodcido Alanina (hidrofdbico) para Aspartato, um aminoacido hidrofilico carregado
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negativamente com caracteristicas acidas, observamos diminuicio da expressio deste receptor
mutado quando comparado com o receptor nativo. O que suporta a hipdtese que nio somente
a polaridade do aminoacido mutado, mas também sua carga, pode interferir no grau de

expressdo do receptor mutado.

A mutacio A824S foi descrita por Inue et al. (INUE et al, 1998) em paciente com
ADH, onde a mutacio alterou Alanina (hidrofébico) para Serina (hidrofflico nfio carregado),
porém ndo realizou estudos de expressio do receptor. Criamos a mesma mutagio A824S e
observamos uma diminuigio drastica na expressio do receptor mutado quando comparado
com o receptor nativo, mostrando que a hidrofobicidade do aminodcido nesta posigio é

importante para manter um grau de expressfio normal do CASR.

A mutagio constitutiva que altera Alanina (hidrofobico) para Glutamato (hidrofilico
carregado negativamente, com caracteristica 4cida) na posigio 843 foi descrita por Zhao et al.
(ZHAO et al,. 1999), em paciente com ADH. Apesar de sua expressdo ndo ter sido analisada,
em analise funcional o receptor responde a estimulo com calcio sugerindo que sua expressdo
esta preservada. Em nosso trabatho criamos uma mutagio nesta posicio, substituindo Alanina
(hidrofébico) para Treonina (hidrofilico ndo carregado) e observamos que a alteragio da
polaridade do aminoacido desta posicio diminui de forma importante a expressio deste

receptor.

A ativagio do CASR possivelmente resulta em mudanca conformacional da estrutura
deste receptor, a qual pode estar relacionada com movimentos dos diferentes dominios
transmembranas. Estudos de espectroscopia de fluorescéncia do receptor que acopla a
proteina G B2 adrenérgico, mostra que a ativagio desta classe de receptores resulta em

mudanca conformacional do receptor com movimento dos diferentes dominios
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transmembrana (GETHER et al, 1997). Arualmente, nfo esta bem elucidado quais dominios
do CASR estio interagindo durante a ativacio e transmissdo do sinal, a terceira alca
extracelular do receptor pode ser um possivel sitio de interagio do dominio transmembrana
com o dominio extracelular do CASR. Neste trabalho deletamos a terceira alga extracelular do
CASR e avaliamos a expressio do receptor com esta delecfio. A expressio do recepror sensor
de calcio com delecio da terceira alca extracelular foi semelhante ao receptor nativo em células
trasfectadas HEK 293, mostrando assim que a presenga desta porgio do receptor ndo é crucial

para a expressio do receptor sensor de calcio.

Expressio de PL C, PKC e MA PKs

Avaliamos a express3o de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacio do receptor,
em concentracdes basais de clcio de 1,8 mM contido no meio de crescimento celular. Altas
concentragBes de clcio ativam o CASR, e a principal proteina envolvida com a sinalizagio do
CASR ¢ a proteina Gq, que ativa a PLC;, (DARE et al.,, 1998), tendo como resultado a ativagio
dos segundos mensageiros: o Trifosfato Inositol (IP3), que atua em receptores especificos no
reticulo endoplasmético liberando calcio intracelular; e o Diacilglicerol, que ativa a PKC
resultando na ativagio da cascata de MAPKs cu ERKs.

A linhagem de células embriondrias renais humanas HEK 293 expressa todas as
protemnas envolvidas na ativagio do receptor sensor de calcio, sendo assim, consideramos a
celula HEK 293 nio uansfectada e a célula transfectada com o receptor nativo como os

controles em todos os ensaios experimentais.

Em nossa avaliagio de detecgio de PLCp, obtivemos resultados similares aos descritos

na lveratura (LEE et al, 1995), em relagio a HEK 293 ndo transfectada ¢ wansfectada com o
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CASR nativo. Observamos as bandas de 100 kDa e 140 kDa e as bandas de alto peso
molecular que sdo devido a um estado alterado de diferenciagio da linhagem celular HEK 293
imortalizada (DARE et al,.1998). A seqiiéncia de aminodcidos da PLC é altamente conservada
em diferentes tecidos e espécies (LEE et al, 1995). A fosforilagio protéica e a degradagio
proteolitica sdo comuns e contribuem para a presenga de miltiplas bandas na detecgio por

Watem Hat (DARE et al,.1998).

A expressio da Fosfolipase Cg, (PLGs) foi aumentada nos extratos celulares das
celulas transfectadas com os receptores mutados nas posicdes 1773Q, F788S, F806C, A824S,
A835D e delecio da terceira alca extracelular, quando comparada com os controles.
Entretanto, as células transfectadas com receptor mutado na posigio A843T apresentaram uma
diminuigio na expressio da PLGs,, quando comparadas com os controles. Os resultados
sugerem que a maioria dos receptores mutados possivelmente esta muais sensivel a baixas
concentragdes de calcio e devido a isto, apresentam um aumento da expressio da PLCy, em
células HEK 293, e que a presenca do receptor mutado na posigdo 843, pode acarretar

diminuicio da expressio da PLCg,.

Houve um aumento na expressio da proteina quinase C (PKC) no extrato celular de
células transfectadas com os receptores mutados nas posicdes L773Q), F788S, F806C, A824S e
delegiio da terceira alga extracelular, quando comparada com os controles. As células HEK 293
transfectadas com o receptor sensor de cilcio com a mutagio A835D, apresentaram urna
expressdo da proteina quinase C similar aos controles. Enquanto que a presenca do receptor
sensor de calcio com a mutagio A843T, resultou em uma expressio diminuida da PKC quando
comparada com os controles. Os dados demonstram que a alteragio da polaridade dos

aminodcidos, além de acarretar alteracio da expressio do receptor semsor de calcio podem
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alterar a fungio do receptor com conseqiiente modulacio da expressdo das proteinas

relacionadas com a via de sinalizagfio do receptor.

A expressio da ERK 1 no extrato celular de células transfectadas com os receptores
mutados nas posiges L773Q, F788S, F806C, A835D e delecio foi semelhante aos controles,
entretanto as mutagSes nas posigBes A824S e A843T apresentaram uma diminuicio da
expressdo. A expressdo de ERK 2 foi diminuida nos extratos celulares de células transfectadas
com todos os receptores mutados, no entanto em células transfectadas com os receptores
mutados nas posigies A824S e A843T apresentou uma diminuicio mais importante quando
comparadas com os controles. A expressio das protefnas ERK 1 ¢ 2 apresentow-se de forma

variada na presenca dos receptores com mutagdes no dominio transmembrana.

Produgio da proteina recombinante do ECD

Os sistemas de expressio que utilizam E. ol sfo amplamente utilizados para a
produgo de proteina recombinante por apresentarem diversas vantagens. Estas linhagens
bacterianas sfo rotineiramente empregadas em vArios protocolos laboratoriais por ndo
necessitarem de condicdes extremas para serem manipuladas e principalmente pelo seu baixo
~ custo. Também apresentam resultados répidos na produgio de quantidades significativas de
proteina e as técnicas empregadas sio relativamente simples. Outra importaite caracteristica é
o vasto estudo cientifico disponivel para o entendimento de sua base funcional e genética. No
entanto, este sistema pode apresentar algumas dificuldades na produgio de proteina
heterdloga. A proteina produzida pode ser instavel e ser alterada por pequenas variagBes de
temperatura e do meio em que estiver crescendo. Pode ocorrer baixo nivel de expressio por
mstabilidade do mRNA, com término prematuro da mensagem e com isso traducio
ineficiente. A expressdo de protefna em grande quantidade pode precipitar e formar corpos de
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inclusdo (densos agregados insoliveis) que dificultam a sua solubilizacio necessitando de
agentes desnaturantes para solubilizd-la e posteriormente renaturd-la. O que pode nio ser

interessante quando se quer estudar uma proteina que a estrutura ainda nio foi determinada.

Em nosso trabatho optamos pelo plasmidio pET284, cuja expressio protéica esta sob o
controle do promotor T7 e possul uma etiqueta com uma seqiiéncia que codifica seis histidinas
(Fhis.tag) nas regides N-terminal da proteina recombinante, o que facilita a purificacio da
proteina por cromatografia de afinidade empregando-se resinas contendo niquel ou cobalto

(NILSSON et al., 1997).

Duas linhagens de E. a¥i BL21 (ADE3 e pLysS) foram empregadas por serem
deficientes em proteases evitando degradacio da proteina heterdloga. Aldm disso, elas
expressam o gene da T7 RINA polimerase sob o controle do repressor lad. Na presenca de
IPTG (lactose ou outro analogo) este se liga ao repressor lac permitindo que o promotor T7
induza a transcrigio do gene da T7 RINA polimerase ¢ sob o seu controle inicia a expressio da

proteina heterdloga em grande quantidade.

O induvor IPTG é um anilogo da lactose e é amplamente utlizado na inducio de
proteinas heterblogas por nfo ser toxico e por apresentar resultados mais ripidos e expressivos
na produgio da proteina. A indugo € usualmente realizada nas concentrages de 0,4 mM a 1
mM de IPTG, no momento em que as células estiverem apresentando um O.D 600 =0,6. Os
estudos de Studier et al, (STUDIER et al,1986) sugerem que a polimerase do RNA T7 é capaz
de canalizar todos os recursos da céhia na produgio da proteina alvo sob o controle do
promotor 'T7 do plasmidio, produzindo grandes quantidades da proteina de interesse. A
linhagem de E. cdi BL21 (pLysS) produz baixos niveis de lisozima T7 que auxilia na clivagem

da parede bacteriana, facilitando a solubilizagfo e purificagio da proteina (STUDIER, 1991).
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No presente trabalho obtivemos resultados satisfatérios na amplificagio e clonagem do
dominio extracelular do receptor sensor de calcio e na purificagio do DNA o que nos permitiu
a digestio com as enzimas Nde [ (de baixa eficiéncia, ¢ mecessita de DNA altamente
purificado) e Xhol. A digestfio do vetor pE'T28a também foi realizada de forma eficiente e

desenvolvemos o procedimento da ligagio do inserto com o vetor pET28a de forma correta e

precisa, e a clonagem em DH5a e BL21 (DE3/PlysS) foi realizada com sucesso.

Durante este trabalho conseguimos induzir de forma muito eficiente a producio da
proteina recombinante do dominio extracelular do receptor sensor de célcio, na temperatura de
37°C em meio LB e YT, com a cepa BL21 (DE3). Obtivemos bandas muito expressivas no
tamanho correspondente a proteina (68 kDa). Para padronizarmos os tempos de inducio
fizemos variages de 1, 2, 3, 6 e 24 horas de indugio com 0,4 mM de IPTG e a expressio
manteve-se equivalente nos tempos de 3, 6 ¢ 24 horas. Utilizamos inicialmente como controle
negativo o vetor pET28a2 sem o inserto para mos certificarmos de que nio estdvamos
expressando algum fragmento que poderia estar presente no plasmidio ou na cepa de clonagem
e que nio fosse a proteina de interesse. N3o houve expressdo significativa de nenhum

fragmento inespecifico no teste de indugiio realizado com o vetor.

Apesar da induciio ser altameme eficaz, os testes de solubilidade demonstraram que a
proteina apresentava-se extremamente insolével, possivelmente por formar corpos de inclusio
(agregados insoliveis). Na tentativa de mefhorar a produgfio de protefna na fragio solével,
miciamos os testes de solubilidade wtilizando o lisado resultante da inducfio nos tempos de 6
horas e 24 horas, na temperatura de 37°C em meio LB. Utilizamos lisozima para auxiliar a lisar
a parede bacteriana, inibidor de protease para evitar 2 degradacio da proteina durante a

sonicacio e ciclos de congelamento. Entretanto, a proteina permaneceu na porgio insolivel
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em grande quantidade. Uma banda muito fraca apareceu na porgio solfivel, porém em

quantidade muito baixa para a purificagio.

Além disso, visando melhorar a solubilidade protica e diminuir a formagio de
agregados insoliveis, alteramos a temperatura de indugio para 22°C para manter a proteina
mais estavel em meio LB. No entanto, a indugio da expressio protéica apresentou-se¢ menos
eficiente que a indugio a 37°C, e a banda de 68 kDa revelou-se mais fraca. No teste de
solubilidade realizado com o lisado resukante dos tempos de inducfo de 6 e 24 horas, na
temperatura de 22°C, a banda de 68 kDa ficou mais visivel na porcio insolivel, e na porgio
soliavel a banda de 68 kDa nio foi verificada.

Outra alternativa utilizada para aumentar a solubilidade da proteina foi a troca de meio
de crescimento LB para o YT que, por apresentar menos cloreto de sédio, poderia aumentar a
quantidade de proteina nfio agregada. Realizamos o teste de inducio a 37°C, nos tempos de 1,
3 € 6 horas. Obtivemos as bandas de 68 kDa t30 intensas quanto aos experimentos utilizando
LB, indicando alta eficiéncia na indugio da produgio da proteina recombinante. Empregamos
o teste de solubilidade com o lisado resultante dos tempos 3 e 6 horas de indugdo, a banda

correspondente a0 tamanho da protefna permaneceu em grande concentragio na regido

msokivel.

Na tentativa de solubilizar 2 protefna repetimos o mesmo procedimento de inducio em
YT, porém o teste de solubilidade foi realizado com o lisado resultante da indugio de 6 horas,
em duas etapas: na primeira etapa realizamos a sonicagio do lisado como descrito
éntexiormente, na segunda etapa solubilizamos o precipitado resultante da primeira sonicagio
com o tampdo de lise e repetimos o procedimento de lise. Neste protocolo, além dos

componenies do tampdo de lise, acrescentamos Triton X 100, detergente ndo ibnico, que
67




Discussdo.

facilita a lise da parede bacteriana. Uma banda mais expressiva foi observada na porgio solivel
da primeira fase de sonicagio, no emtanto a banda correspondente 4 proteina permaneceu

altamente expressa na porcio insolivel.

Buscando uma melhor solubilidade da proteina utilizamos a cepa BL21 (PLysS), que
produz a lisozima T7, nos testes de indugio e solubilidade. A inducio da produgdo da proteina
foi menos eficiente em todos os tempos analisados (1, 3 e 6 horas), a banda correspondente 3
proteina mostrou-se menos expressiva. O teste de solubilidade foi realizado com o lisado

resultante da indugéo de 6 horas e a proteina manteve-se totalmente na fragio insolivel.

Seguindo o protocolo recomendado para a purificagio de proteina recombinarte,
realizamos o teste da resina, apesar de nfo conseguirmos solubilizar com sucesso altas
concentrag8es de proteina. Utilizamos a porgio soltivel do experimento de indugio em YT, no
tempo de 6 h, 2 37°C e acrescentamos a resina carregada com niquel que tem afinidade pela
cauda de seis histidinas presente na proteina. Utilizamos diferentes concentragdes de imidazol,
que possut akta afinidade pelo niquel e que compete com histidina. Através de difefentes
concentragbes de imidazol podemos purificar a protefna que ficou ligada a0 niquel pela cauda
de histidina e também retirar todos as outras protefnas contaminantes. Obtivemos baixos
niveis de protefna nas solugdes de purificagio. Nas concentragdes de 10, 30 e 50 mM de
imidazol, observamos a banda de 68 kDa presente, porém com muitas proteinas bacterianas
Comam%nantes, © que no permite 2 uma purificacio eficiente. Na concentragio de 100 mM a
banda aparece brandamente, e nas concentracbes de 250 e 400 mM de imidazo] nenhuma
banda foi verificada. Ndo foi possivel realizarmos a purificagio da proteina nesta metodologia

POr ndo conseguirmos expressar a proteina em sua forma soltivel.
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CONCLUSOES

1. Todos os receptores mutados foram expressos em células HEK 293. Os
receptores com mutagGes nas posigSes 806, 835, 843 e 824 apresentaram umna
diminuicio mais importante na expressio quando comparada com o receptor
nativo. Com isso foi possivel concluir que a polaridade ¢ a carga destes

aminoacidos s3o fundamentais para uma expressio normal do receptor sensor

de céleio,

2. A presenca dos receptores mutados em células HEK 293 resulta em expressio
variada das proteinas fosfolipase Cy,, protefna quinase C e proteinoquinases
ativadas por mitogenos (MAPK). Isto confirma a importincia destas posicSes
na ativagio do receptor e sugere que a alteracio da hidrofobicidade de
aminoacidos presentes no dominio transmembrana pode modificar a fungio do
receptor com conseqiiente medulagio da expressio das proteinas relacionadas

coma via de sinalizacio do receptor.

3. A produgio da proteina recombinante foi satisfatéria e em grandes
quantidades, no entanto a protefna manteve-se em sua maior parte na porgio
insolivel devido & formagio de corpos de inclusio o que ndo permitiu sua
purificagdo. O sisterma de E. ai ndo foi eficiente para produzir proteinas com

estrutura complexa como o dominio extracelular em sua forma solfivel
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