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RESUMO

Proteinas quinases sao importantes alvos de estudo devido atuarem como reguladores diretos
do ciclo celular. A progressao do ciclo de divisdo celular ¢ conduzida por ciclinas, que ligam
e ativam seus parceiros cataliticos, as quinases dependentes de ciclina (CDKs). As CDKs
compreendem uma familia de proteinas que podem ser subdivididas em dois grupos
funcionais majoritarios baseados na sua fun¢do no ciclo celular e/ou controle transcricional.
Os complexos heterodiméricos especificos de CDK-ciclina fosforilam diversas proteinas
celulares, as quais promovem a entrada no ciclo celular, a regulagdo da sintese de DNA ¢ a
segregacdao dos cromossomos recém-duplicados durante a mitose. A ciclina D3 tem como
funcdo atuar na fase G1 como subunidade reguladora de CDK4 ¢ CDK6, e também como
parceiro da CDK11p°® na fase G2/M durante a progressio do ciclo celular. A superexpressio
da ciclina D3 se correlaciona com o aumento da proliferagdo celular e crescimento tumoral,
além de ser capaz de inibir a atividade de transativacao do receptor de andrégenos. O objetivo
do presente estudo ¢ a superexpressdo da ciclina D3 utilizando o sistema de expressao
bacteriano (Escherichia coli) a fim de obter a proteina purificada e com pureza adequada para
a realizacdo de ensaios de caracterizagdao estrutural e de atividade quinase do complexo
CDKI11A-ciclinaD3. A utilizagdo de diferentes tipos de vetores permitiu obter a proteina de
interesse por meio de processo de reenovelamento e de forma nativa. Os resultados obtidos
para a expressao em ambos os vetores, produziram proteinas com mais de 95% de pureza. Os
ensaios de caracterizagdo por espectroscopia de dicroismo circular (CD) da proteina ciclina
D3 na forma nativa (soltivel) apresentou um padrdo muito parecido de estruturas secundarias
por CD quando comparado ao resultado da proteina reenovelada, com cerca de 39% de
hélices a e 15% de fitas . Por espectroscopia de emissdo de fluorescéncia, foi demonstrado
que a proteina ¢ estavel frente ao agente caotropico ureia, porém instdvel na presenca de
concentragoes crescentes de cloreto de guanidina. O ensaio de atividade quinase do complexo
CDKI11A- ciclinaD3 permitiu assegurar a conformagao correta das proteinas recombinates
obtidas em ambos os vetores. Esses dados validam o protocolo de reenovelamento, servindo
de base para estudos futuros envolvendo a producdo de proteinas recombinantes e para

estudos envolvendo possiveis inibidores para este complexo.

Palavras- chave: Proteinas recombinantes, expressao heterdloga, protocolo de

reenovelamento, atividade quinase



ABSTRACT

Protein kinases are important targets for study due they act as direct regulators of the cell
cycle. The progression of the cell division cycle is driven by cyclins, which bind and activate
their catalytic partners, cyclin-dependent kinases (CDKs). CDKs comprise a family of
proteins that can be subdivided into two major functional groups based on their function in
the cell cycle and / or transcriptional control. The CDK- cyclin specific heterodimeric
complexes phosphorylate several cellular proteins, which promote entry into the cell cycle,
regulation of DNA synthesis and segregation of newly duplicated chromosomes during
mitosis. Cyclin D3 has the function of acting in phase G1 as a regulatory subunit of CDK4
and CDK6, and also as a partner of CDK11p”® in phase G2 / M during the progression of the
cell cycle. Overexpression of cyclin D3 correlates with increased cell proliferation and tumor
growth, in addition to being able to inhibit the androgen receptor transactivation activity. The
aim of the present study is to overexpress cyclin D3 using the bacterial expression system
(Escherichia coli) in order to obtain the purified protein with adequate purity for structural
characterization and kinase activity of the CDK11A- cyclinD3 complex. The use of different
vectors types allowed obtaining the interest protein of through a refolding process and in a
native way. The results obtained for the expression in both vectors, produced proteins with
more than 95% of purity. The result of the circular dichroism (CD) spectroscopy
characterization assays of the cyclin D3 protein in the native (soluble) form showed a very
similar pattern of secondary structures per CD when compared to the result of the refolded
protein, with about 39% of a helices and 15% [-strands. By fluorescence emission
spectroscopy, it was shown that the protein is stable against the chaotropic agent urea, but
unstable in the presence of increasing concentrations of guanidine chloride. The kinase
activity assay of the CDK11A- cyclinD3 complex allowed to ensure the correct conformation
of the recombinant proteins obtained in both vectors. These data validate the refolding
protocol, serving as a basis for future studies involving the production of recombinant

proteins and for studies involving possible inhibitors for this complex.

Keywords: Recombinant proteins, heterologous expression, refolding protocol, kinase

activity
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1 INTRODUCAO

1.1 Proteinas Recombinantes

As doencas infecciosas juntamente com os canceres estao entre as principais causas de
morte entre os seres humanos em todo o mundo. A aplicagdo de diferentes tecnologias do
DNA recombinante para a producao em larga escala de proteinas bioterap€uticas tem
revolucionado a medicina. O numero de moléculas e suas aplicagdes aumentaram
significativamente nos ultimos 15-20 anos, juntamente com as quantidades utilizadas para
atender as indicacdes especificas (RUDGE e LADISCH, 2020; TRIPATHI e
SHRIVASTAVA, 2019).

A producao de proteinas recombinantes em larga escala tem sido cada vez mais
requisitado para estudos biofisicos e estruturais (OLIVEIRA e DOMINGUES, 2018), como
também para o tratamento de diversas doencas (TRIPATHI & SHRIVASTAVA, 2019). A
producdo industrial destas proteinas necessita cada vez mais do desenvolvimento de
estratégias eficientes de bioprocessamento, uma vez que se destacam no uso diagndstico,
preventivo e terapéutico (RUDGE e LADISCH, 2020; TRIPATHI e SHRIVASTAVA, 2019).

O campo de produgcdo de proteinas recombinantes constitui um mercado
multibilionario, uma vez que parte significativa dos principais produtos do mercado
biotecnoldgico sdo provenientes destas proteinas (OLIVEIRA e DOMINGUES, 2018).
Otimizagdes no processo produtivo tem sido relatado, como o uso de dispositivos de alto
rendimento e de sistemas descartdveis; processamento upstream continuo; cromatografia
continua; bioprocessamento continuo integrado e tecnologias analiticas de processo para
obten¢do de produtos de qualidade com maior rendimento (TRIPATHI ¢ SHRIVASTAVA,
2019).

A demanda do mercado instigou o desenvolvimento de varios hospedeiros de
expressao de proteinas e tecnologia de bioprocessamento, o que tem tornado o rendimento
muito maior a um custo menor (TRIPATHI e SHRIVASTAVA, 2019). A utilizacdo da
tecnologia de proteinas recombinantes tem permitido que a expressao de biofarmacos a base
de proteinas recombinantes, seja alcangada através do uso de diferentes sistemas heterogéneos

(OWCZAREK et al., 2019).

1.2 Producio de Proteinas Recombinantes em Sistemas de Expressao Bacterianos
A obtencdo em larga escala e o isolamento de proteinas a partir de fontes naturais tem

se tornado um entrave para as industrias de biotecnologia (GEISSE e FUX, 2009). A
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utilizacdo de métodos de engenharia genética permite que células sintetizem quantidades
suficientes de proteinas de interesse, as quais mesmo sendo consideradas proteinas
heter6logas, podem ser purificadas e utilizadas para pesquisas, aplicacdes industrias e
terapéuticas (AHMAD et al., 2019). Diversos sistemas heterogéneos sao projetados para a
expressao de proteinas heterdlogas, entre eles: de bactérias, fungos filamentosos, leveduras,
células de insetos, plantas e células de mamiferos (KI e PACK, 2020).

Aspectos importantes no desenho molecular do procedimento para obtencao destas
proteinas devem ser destacados, como: a introdu¢do de marcadores na clonagem de genes, o
uso de bioinformatica para prever as propriedades e estruturas destas proteinas € o processo
de purificacdo. A purificagdo de proteinas recombinantes destaca-se ndo apenas por ser a
etapa mais cara do processo, mas principalmente por impactar na fung¢do e aplicacdo da
proteina obtida (OLIVEIRA e DOMINGUES, 2018).

O procedimento de purificagdo depende do sistema de expressao escolhido, ou seja, se

a proteina ¢ expressa dentro ou fora das células do hospedeiro. O sistema de expressao de
leveduras, como a Pichia pastoris, promove a produgdo de proteinas direcionada para o meio
extracelular, local em que ocorrera modificagdes (como, glicosilagdo) e produzira baixos
niveis de proteinas nativas. Neste caso, a purificacdo ¢ relativamente simples, sendo efetiva
em uma Unica etapa de purificacdo (OLIVEIRA e DOMINGUES, 2018).
Proteinas expressas em Escherichia coli normalmente requerem etapas de purificagdo mais
complexas, uma vez que as proteinas recombinantes sdo produzidas principalmente no
interior das células e podem compreender até 50% da proteina celular total. A purificagdo
eficiente de uma proteina alvo a partir de um extrato celular bruto nem sempre € simples e, as
vezes, mais de uma etapa de purificacdo ¢ necessaria para atingir um nivel de pureza
adequado (KI e PACK, 2020).

Escherichia coli ¢ um dos sistemas de expressao heterdlogos mais utilizados,
produzindo mais de um ter¢o das proteinas terapéuticas (WALSH, 2010; KI e PACK, 2020).
Esse sistema apresenta diversas vantagens, como o facil manuseio e alto rendimento de
proteinas recombinantes (FOSSUM et al., 2007), entretanto, sdo encontradas desvantagens,
como a falta de modificagdes poOs-traducionais eucarioticas, baixa solubilidade, dobramento
inadequado de proteinas e formacao de corpos de inclusao (BAESHEN et. al., 2014).

Apesar das desvantagens apresentadas para a E. coli, os avancos da biotecnologia t€ém
permitido que esse sistema de expressao de proteinas continue sendo atraente e bastante
utilizado (BAESHEN et al., 2015). Alguns marcadores de fusdo tem sido acrescentados para

melhorar a expressdo, a solubilidade e facilitar a purificagdo dessas proteinas, reduzindo as
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etapas de purificagdo ao minimo, enquanto aumenta o rendimento e a pureza. A principal
questdo ¢ decidir sobre a escolha e quantidade destes marcadores, a posicdo que devem ser
inseridos na proteina e se devem ou nao ser removidas durante o processo de purificacao (KI
e PACK, 2020).

A fim de validar o processo de producao e purificacdo recombinante de uma amostra de
proteina, ¢ necessario realizar o controle de qualidade desta amostra, assegurando desta forma
a sua pureza, homogeneidade, conformidade estrutural, e a reprodutibilidade do processo (KI

e PACK, 2020).

1.3 Producio de proteinas recombinantes para estudos biofisicos e estruturais

Quantidades aceitaveis de proteinas soltiveis para estudos de biologia estrutural, quase
sempre sao alcancados utilizando-se de sistemas de expressdo baseados em Escherichia coli
(LUNDSTROM, 2007).

A utilizacdo de estratégias desde a clonagem molecular até a superexpressao de
proteinas recombinantes em bactérias permitiu que uma grande variedade de estruturas de
proteinas fossem determinadas por cristalografia de raios X (WOLBERGER, 2021).

O avanco de técnicas em cristalografia de raios X, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e, mais recentemente, microscopia crioeletronica (crio -EM)
aumentou em muitas ordens de magnitude, o numero ¢ a complexidade de estruturas de
proteinas que passaram a ser depositadas no Banco de Dados de Proteinas (PDB)
(WOLBERGER, 2021).

A disponibilidade no PDB de tantas estruturas de fatores de transcricdo individuais,
enzimas e nucleossomos permitiu a determinacdo da estrutura de grandes complexos que
continham muitas dessas macromoléculas. O facil acesso destas estruturas tem impulsionado
novas ciéncias, principalmente fornecendo insights estruturais e biofisicos sobre as
caracteristicas moleculares de diferentes proteinas (WOLBERGER, 2021).

A superfamilia de quinases dependentes de ciclina (CDKs) e seus parceiros ciclinas
sdo os principais reguladores do ciclo celular. A desregulagdo de CDKs ¢ encontrada com alta
frequéncia em muitas células cancerigenas humanas, e obter dados biofisicos e estruturais
destas proteinas tem permitido encontrar pequenas moléculas capazes de inibi-las

farmacologicamente e fornecer uma estratégia eficaz para o tratamento do cancer.

1.4 O Ciclo Celular

De acordo com o Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano (NIH), o ciclo
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celular ¢ definido como uma série de eventos que ocorrem em uma célula a medida que ela
cresce e se divide. O ciclo celular mitéotico € dividido em duas fases distintas, a interfase e a
fase M (mitose). As células passam a maior parte do tempo na fase de interfase, em que os
eventos de crescimento, replicagdo dos seus cromossomos € preparo para a divisdo celular sao
identificados. Apo6s a saida da fase interfase, as células sofrem o processo de mitose e
completam a divisdo. As células resultantes, conhecidas como células-filhas, entram em sua
propria interfase e iniciam uma nova rodada do ciclo celular. A complexa rede de elementos
reguladores que formam o ciclo celular tem como objetivo promover a duplicagdo e
segregagao oportuna e precisa do DNA gendmico (MATTHEWS et al., 2022).

A replicagdo do DNA ¢ definida como o tempo na interfase durante o qual a
replicacdo do DNA ¢ iniciada, mas ndo completada. Dois periodos- chave para a regulacao do
ciclo celular sdo historicamente conhecidas como “fases de intervalo”, ou seja intervalos que
ocorrem entre os dois principais eventos, duplicacdo e segregacao do DNA. O periodo Gl
antecede a fase S, e G2 ocorre apods a fase S, durante G1 ocorre a decisdo crucial de entrar no
ciclo celular, ¢ em G2 de iniciar o processo que leva a segregacdo cromossdmica
(MATTHEWS et al., 2022).

Durante a fase G1 pré- replicativa, as células podem optar por iniciar a replicagdo do
DNA e entrar no ciclo celular ou permanecer na fase Gl1. (Fig. 1). Durante esta fase, as
células podem optar também pela saida do ciclo celular para um estado nao proliferativo
conhecido como quiescéncia ou GO. Grande parte das células em um corpo adulto encontra-se
neste estado nao proliferativo e necessita percorrer por G1 antes de iniciar a replicagdo do
DNA e entrar no ciclo celular. Durante a fase G2 pos-replicativa, ocorre a outra janela de
decisdo, em que as células podem comprometer-se a entrar na fase M iniciando a condensagao
da cromatina e¢ o alinhamento central de cromossomos. Durante a fase M, as células
participam da segregagao precisa do material genético (mitose) e da divisao de todo contetido
celular em duas novas filhas (citocinese), as quais se comprometem em reiniciar o ciclo

celular para retornar a interfase (MATTHEWS et al., 2022).
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Figura 1. O ciclo de divisdo celular em organismos eucarioticos.
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Fonte: ALBERTS et al., 2017.

O processo de divisdo celular, em organismos eucariotos unicelulares e multicelulares, ¢
controlado por uma complexa rede de mecanismos reguladores, verificagdes e balangos, a fim
de garantir que nenhum erro seja gerado antes que uma célula inicie o processo de divisao

(MATTHEWS et al., 2022).

1.4.1 Reguladores do Ciclo Celular

O processo continuo e excessivo de divisao das células ¢ representado por um grupo
de doencas denominada de cancer. O ciclo celular possui véarias etapas conhecidas como
checkpoints, as quais funcionam como mecanismos de vigilancia do DNA. Durante a divisao
celular, os checkpoints bloqueiam o aciimulo e a propagacao de erros genéticos. Este
mecanismo adia a progressao do ciclo celular ou, em situagdes de danos irreparaveis no DNA,
induzem a saida do ciclo celular, levando a morte celular (MATTHEWS et al., 2022).

O regulador chave dos processos do ciclo celular, ¢ a atividade das proteinas quinases
dependentes de ciclinas (CDKs) que formam complexos heterodiméricos com as ciclinas. A
abundancia de atividade CDK durante a interfase e a fase M, impulsiona a progressao do ciclo
celular. A inibicao desta atividade ocorre durante a mitose através do complexo aPC/C com a
proteina ativadora CDC20; e durante G1 através do complexo aPC/C com a proteina
ativadora CDHI1, levando a degradagao das ciclinas e marcando o retorno para a interfase
(MATTHEWS et al., 2022).

As CDKs representam a subunidade catalitica, enquanto as ciclinas sdo a subunidade
reguladora, ou seja, parte indispensavel para a atividade das CDKs (MOIOLA et al., 2010).

As CDKs sdao um grupo de aproximadamente 20 proteinas serina/treonina quinases sendo que
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algumas atuam diretamente na regulacao do ciclo celular (CDK1, CDK2, CDK3, CDK4 ¢
CDKO®6) e outras atuam indiretamente, na sintese de DNA, na regulacao da transcri¢cao (CDK?7,
CDKS, CDK9, CDK10 e CDKI11), e em funcdes pds-mitdticas (CDKS) (DIPIPPO et al.,
2016). Desta forma, a familia das CDKs pode ser subdividida em dois grupos funcionais
majoritarios baseados na sua fun¢do no ciclo celular e/ou controle transcricional (MYERS E
KORNBERG, 2000; SIMMONS et al., 2012).

Transigoes criticas do ciclo celular eucaridtico sao reguladas por eventos padroes de
fosforilagdo de proteinas governadas predominantemente pela atividade catalitica de CDKs
(GALLORINI et al., 2012). A atividade das quinases ¢ regulada entre si por reagdes de
fosforilagao-desfosforilagdo sitio-especifico (KREK e NIGG, 1991; SOLOMON, 1994), e no
caso das CDKSs, a associacao com subunidades regulatorias positivas (ciclinas) (HUNT, 1991)
e negativas (inibidores de CDKs — CKlIs) (ELLEDGE e HARPER, 1994; CUOMO et al.,
2011).

A progressao através do ciclo de divisao celular ¢ conduzida pelas ciclinas. Para
garantir que essa progressao ocorra de maneira ordenada, os complexos heterodiméricos
especificos de CDK-ciclina (Fig. 2) fosforilam diversas proteinas celulares, as quais
promovem a entrada no ciclo celular e na fase G1, a regulacdo da sintese de DNA (durante a
fase S) e a segregacdo dos cromossomos recém-duplicados durante a mitose (HYDBREND et
al., 2016). A degradacao controlada de ciclinas pelo proteossomo ¢ um mecanismo importante
de regulacdo da atividade de complexos CDK-ciclina durante o ciclo celular, e muitas ciclinas
contém motivos estruturais que marcam proteinas para serem alvos de ubiquitina — ligases
(ALBERTS et al., 2017).

Figura 2. Complexo heterodimérico CDK-ciclina. (A) Proteina CDK representada com o sitio ativo bloqueado

pela alga T. (B) Complexo CDK-ciclina parcialmente ativo, com deslocamento da al¢a T do sitio ativo. (C)
Complexo CDK-ciclina totalmente ativo, apds fosforilagdo da alga T.
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Fonte: ALBERTS etal., 2017.
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A sinalizagdo proliferativa sustentada que leva a ciclos continuos e excessivos de
divisdo celular, ¢ a marca registrada do cancer. Recentes descobertas revelaram que mutagdes
que impedem a apoptose € comprometem a saida do ciclo celular sdo as responsaveis por
impulsionar a divisao celular ( MATTHEWS et al., 2022).

O crescimento do tumor depende da proliferagao celular continua. A atividade de
CDK ¢ o principal fator de progressao do ciclo celular, a qual tem sido extensamente relatada
em varios tipos de cancer, tornando as CDKs alvos atraentes para novos tratamentos
(MALUMBRES & BARBACID, 2009; PEYRESSATRE et al., 2015; CHOHAN et al., 2018;
QIE e DIEHL, 2020).

1.4.2 Inibidores de CDKs

Os inibidores de CDKs podem potencialmente impedir a progressao continua do ciclo
celular, forgando as células cancerigenas a sairem permanentemente do ciclo celular para um
estado senescente. Varios medicamentos direcionados as CDKs entraram na fase de
desenvolvimento clinico, mas até recentemente poucos alcangaram a eficacia esperada em
ensaios clinicos (WHITTAKER et al., 2017). Embora CDK2 seja um alvo atraente para a
terapia do cancer, a maioria dos inibidores contra CDK2 sdo competidores de ATP, os quais
sdo inespecificos ou altamente toxicos atribuindo esses fatos as falhas nos ensaios clinicos
(ZHANG et al., 2022).

Os exemplos mais proeminentes destes sdo os inibidores de CDK4/6 palbociclibe,
ribociclibe e abemaciclib (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2019) (Fig. 3). Esses medicamentos
tétm como alvo a atividade de CDKs mais comumente desregulada no cancer, e mostram
beneficio clinico significativo para o tratamento do cancer de mama metastatico positivo para
o receptor hormonal, levando a aprovacao do FDA para o tratamento desta doenga (CHOI &
ANDERS, 2014). As trés moléculas citadas sao inibidores do tipo ATP competitivo, ou seja,
ligam-se no bolsao de ligagdo do ATP das CDKs 4 e 6, impedindo a transferéncia do fosfato

para a proteina alvo (CHOHAN et al., 2018; LIU et al., 2018).
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Figura 3. Inibidores de CDK4/6. (A) palbociclibe, (B) ribociclibe e (C) abemaciclib.
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As CDK4/6 associam-se as ciclinas do tipo D. Acredita-se que a atividade da ciclina
do tipo D desempenha um papel mais direto na prevencao da saida do ciclo celular do que na
conducao da entrada do ciclo celular. Estudos publicados relatam que a inibi¢ao de CDK4/6
pode ocasionar quiescéncia, senescéncia ou apoptose em tipos especificos de cancer, ou seja,
os inibidores de CDK4/6 podem forcar a saida das células cancerigenas do ciclo celular
(MATTHEWS et al., 2022). Esse novo entendimento prevé que o tratamento com inibidores
de CDK4/6 ¢ mais propenso em resultados benéficos para pacientes com mutagdes em
proteinas envolvidas na vias de saida do ciclo celular, como p16, também conhecida com
CDKN2 (MATTHEWS et al., 2022).

As CDK 4/6 agem fosforilando a proteina Retinoblastoma (Rb). A inibicao destas
CDKs impede a fosforilagdio de Rb, a qual ret¢tm o fator E2F, que ¢ necessario para
transcrever genes que codificam proteinas que ativam a fase S, levando a parada do ciclo
celular na fase G1 e consequente supressao do crescimento tumoral (CHOHAN et al., 2018;

LIU et al., 2018) (Fig. 4).
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Figura 4. Representagdo esquematica da regulacdo do ciclo celular. A Myc influencia aumento da atividade da
G1-Cdk (ciclina D-Cdk4), que aciona a fosforilagdo de membros da familia de proteinas Rb. Isso inativa as
proteinas Rb, liberando a proteina reguladora génica E2F para ativar a transcri¢do de genes de G1/S, incluindo
os genes de uma G1/S-ciclina (ciclina E) e de uma S-ciclina (ciclina A). As atividades resultantes da G1/S-Cdk e
da S-Cdk estimulam ainda mais a fosforilacdo da proteina Rb, formando um ciclo de retroalimentagdo positiva.
As proteinas E2F também estimulam a transcricdo de seus proprios genes, formando outro ciclo de
retroalimentagdo positiva.
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Diversos outros inibidores encontram-se em fase de testes clinicos, mas ainda ndo

foram aprovados para uso (Tabela 1) (SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2019).

Tabela 1. Inibidores de CDK em fase de testes clinicos.

Drug Developer (Originator) Primary Target  Other targets Stage of
development

Palbociclib = PD-0332991 = Ibrance Pfizer (Onyx Pharmaccuticals) CDK4/6 Launched
LEE-011 = Ribociclib = Kisqali Novartis / Astex CDK4/6 Launched
Abemaciclib = LY2835219 = Verzenio  Eli Lilly CDK4/6 Launched
G17T28 = Trilaciclib G-1 Therapeuties CDK4/6 Phase 11
G1T38 = Lerociclib G-1 Therapeutics CDK4/6 Phasc 11
SHR-6390 Jiangsu Hengrui Medicine CDK4/6 Phasc 11
Flavopiridol = Alvocidib Sanofi (Tolero) CDK9 CDK1/4/5/6/7, pan- Phasc 11
kinasc
PHA848125 = Milciclib Nerviano CDK2, TrKA CDK1/4/5/7, Src family  Phasce 11
BCD-115 Biocad CDK8/19 Phase 11
MM-D37K MectaMax CDK4/6 Phase 1/11
PF-06873600 Pfizer CDK2/4/6 Phase 1/11
TG-02 = $B-1317 = Zotiraciclib Adastra Pharmaceuticals (Tragara CDK9 CDK1/2/3/5/7, FLT3, Phase 1/11
Pharmaccuticals) JAK2, MAPK?7
C7001 = ICEC 0942 Carrick Therapeutics CDK7 Phase 1/11
BEY-1107 BeyondBio CDK1 Phasc 1711
XZp-3287 = Birocichib Sihuan Pharmaccutical , XuanZhu Pharma CDK4/6 Phasc |
BPI-16350 Beta Pharmaceutical CDK4/6 Phasc |
FCN-437 Chongging Fochon Pharma CDK4/6 Phase |
CYC-065 Cyclacel CDK2/9 CDK5 Phasc |
Scliciclib = R-Roscovitine = CY-202 Cyclacel CDK2/9 CDK1/5/7 Phase |
AT-7519 Astex CDK9 CDK1/2/3/5/4/6, Phasc |
GSK3b, VEGFR
AGM-130 = Inditinib AnyGen CDK2 CDK1/4/5/6 Phasc |
FN-1501 Shanghai Fosun Pharmaccutical, China CDK2 CDK4/6, FLT3 Phasce |
Pharmaccutical University
SY-1365 Syros CDK7 CDK12 Phasc |
AZD-4573 AstraZencea CDK9 Phase |
TP-1287 (Flavopiridol prodrug) Tolero CDK9 Phase |
P-1446A-05 = Voruciclib Pyramal (ME] Pharma) CDK9 CDK1/4 Phasc |
BAY-1251152 Bayer CDK9 Phasc |
SCH-727965 = MK-7965 = Dinaciclib  Merck (NCI) CDK12 CDK1/2/5/9 Phasc |
BEBT-209 Guangzhou BeBetter Medicine Technology CDK4/6 IND filed
TQB-3616 Chia Tai Tianging Pharmaccutical CDK4/6 IND filed
BAY-1000394 = Roniciclib Bayer CDK1/2/3/4 VEGFR Discontinued
7/9

BAY-1143572 = Atuveciclib Bayer CDK9 Discontinued
AMG-925 = FLX-925 Amgen (FLX BIO) CDK4/6 FLT3 Discontinued

Fonte: SANCHEZ- MARTINEZ et al., 2019.

1.5 Ciclinas

As ciclinas sao uma grande familia de aproximadamente 30 proteinas, as quais sao
agrupadas em 16 subfamilias e trés grupos principais: grupo I (grupo ciclina: A, B, D, E, F, G,
J, I e O); grupo II (grupo ciclina Y); grupo III (grupo ciclina: C, H, K, L e T- principais
parceiros das proteinas CDKs transcricionais) (CAO et al., 2014).

As ciclinas apresentam massa molecular que varia de 35-90 kDa. Essas proteinas sao
definidas estruturalmente pela presenga de um dominio particular das ciclinas, o qual possui
aproximadamente 100 residuos de aminoacidos configurados em cinco hélices-a. Muitas
ciclinas possuem dois dominios, um dominio amino-terminal para ligacdo as CDKs e outro
carboxi-terminal, que geralmente ¢ necessario para o dobramento adequado da molécula de
ciclina (MALUMBRE, 2014).

A regulacao do ciclo celular foi relatada pela primeira vez em 1982 por Timothy Hunt,

que verificou a oscilagdo dos niveis de ciclina durante a divisdo celular. O ciclo celular ¢
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conduzido por quatro principais ciclinas: A, B, D e E, cada uma presente em fase distinta do
ciclo celular (MATTHEWS et al., 2022).

As ciclinas do tipo A, B, D e E interagem com CDKs especificas para formar um
complexo proteico. CDK4/6, CDK2 e CDK1 possuem trés sitios de ligagao que sao chamados
de dominio de ligacdo a ciclina, dominio de ligagao ao ATP e sitio ativador da alga T. As
ciclinas se ligam ao dominio de ligacdo a ciclina de CDKs para formar complexos
heterodiméricos ativos para a progressao do ciclo celular, como visto na Figura 2
(MATTHEWS et al., 2022).

Isomeros de ciclinas do tipo D foram descobertos na década de 90 e mais tarde essas
ciclinas foram rotuladas como conectoras entre os sinais ¢ a progressao do ciclo celular. A
transcri¢ao do gene da ciclina D ocorre apds o recebimento dos sinais mitogénicos da cascata
RAS-RAF-MAPK. Em condi¢des ambientais favoraveis, os mitdgenos desencadeiam vias de
sinalizagdo intracelular, que ativam os promotores das ciclinas D. Estas ciclinas sdo as
responsaveis em mediar entre as vias proliferativas e a maquinaria central do ciclo celular
(PAWLONKA et al., 2021).

As ciclinas D heterodimerizam com as CDK 4 e 6 para formar complexos que podem
fosforilar e inativar a proteina retinoblastoma (Rb). A inativagdao de Rb desencadeia a ativagao
de fatores de transcrigdo E2F, os quais regulam a expressdo de genes cujos produtos
direcionam a progressao do ciclo celular (Figura 5) (DIEHL et al., 1997; QIE e DIEHL,
2020). Sem estimulo de sinal externo, Rb se liga ao fator de transcricado E2F para suprimir as
atividades de Rb e inibir a proliferacao celular, levando a parada do ciclo celular na fase
GO0/G1. Apds o estimulo por sinais mitogé€nicos externos, as cé¢lulas estdveis entram na fase
G1 (ZHANG et al., 2019).

O complexo CDK4/6- ciclina D ao mediar a fosforilagdo das proteinas Rb, abolem o
efeito inibitoério de Rb sobre E2F, aumentando assim a expressao de ciclina E. No final da
fase G1, Rb ¢ ainda fosforilado pelo complexo ciclina E/CDK2, levando a progressao celular
da fase GO/G1 para a fase S em que a ciclina A se liga a CDK2 para modular a sintese ¢ a
replicacdo do DNA. A ciclina A entdo se associa a CDK1 para estimular a entrada na fase
G2/M. Finalmente, CDK1 liga-se a ciclina B e regula o inicio da mitose (Figura 5) (ZHANG
etal., 2019).
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Figura 5. Tlustragdo esquematica do ciclo celular. O ciclo celular é dividido em quatro fases: G1, S (sintese de
DNA), G2 ¢ M (mitose). A progressdo do ciclo celular é regulada pelas ciclinas ¢ suas CDKs cognatas. A
fosforilacdo sequencial por complexos de quinase CDK 4/6: ciclina D: causa mudangas conformacionais na
estrutura de Rb e liberacdo de E2F. A liberagdo de E2F é necessaria para a expressao dos genes das fases S.

Cyclin D
(D1, D2, D3|

0:0 e T
%o

CDK4/6
inhibitors

Fonte: QIE e DIEHL, 2020.

Embora originalmente caracterizadas como parceiras das CDKs, as ciclinas também
possuem papéis independentes, que incluem a regulacdo do reparo de danos ao DNA e
programas de transcricdo que direcionam a diferenciagao celular, a apoptose e o fluxo

metabolico (WOOD et al., 2018).

1.5.1 CiclinaD

As ciclinas sdo os principais reguladores da progressdao e sobrevivéncia do ciclo
celular. As ciclinas D, particularmente, sdo as responsaveis em mediar entre as vias
proliferativas e a maquinaria central do ciclo celular. A desregulagdo da expressao de ciclinas
resulta em desenvolvimento prejudicado, crescimento celular anormal ou tumorigénese
(PAWLONKA et al., 2021).

O desenvolvimento de tumores, na maior parte dos casos, ¢ causado pela
superexpressao de ciclinas do tipo D. A superexpressdo de ciclina D pode levar a duas
possibilidades, sendo a primeira quando o complexo ciclina D-CDK se acumula no ntcleo e
executa o mecanismo de proliferacdo celular excessiva. E a segunda possibilidade ocorre
quando ha um aumento de ciclina D no citoplasma. Esse evento ¢ identificado durante a

progressao para a fase S do ciclo celular. No entanto, devido ao alto teor de ciclina D no
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citoplasma, o complexo CDK4-ciclina D prontamente fosforila a proteina de suporte no
citoplasma, o que acarreta em diminuicao da adesao celular e aumento da migragdo e invasao
celular, indicando que o tumor esta em fase metastatica (FUSTE et al., 2016).

As ciclinas do tipo D incluem trés isoformas: D1, D2 e D3, com aproximadamente
57% de identidade em todas as isoformas proteicas e 78% de identidade no dominio da caixa

da ciclina do N-terminal (MUSGROVE et al., 2011) (Figura 6).

Figura 6. Ilustracdo das trés isoformas de ciclina do tipo D. Representagdo dos locais conservados para Thr286
na ciclina D1, Thr280 na ciclina D2 e Thr283 na ciclina D3.

Cyclin D1 _ 205 aa

Thr286 Thr288
Cyclin D2 C— 290 aa
Thr280
Cyclin D3 C— 292 aa
Thr283
[} Rbbinding LXCXE motif B oLt motif
. Cyclin box . PEST motif

. Repressor domain

Fonte: QIE e DIEHL, 2020.

As ciclinas D sdo proteinas altamente labeis, com meia-vida curta que varia de 10 a 60
minutos, de acordo com as linhagens investigadas (YOSHIDA et al., 2020). O processo de
ubiquitinagdo e degradacdo das ciclinas D dependem da fosforilagdo dessas proteinas em
etapas criticas do ciclo celular. A fosforilacdo dessas ciclinas acontece no aminoacido
treonina (Thr) 286/288; 280; 283 para a ciclina D1, D2 e D3, respectivamente (BARBASH et
al., 2009).

A fosforilagdo do aminodcido treonina direciona a exportagao da ciclina do nucleo
para o citoplasma, regido em que a ciclina D sera ubiquitinada e degradada pelo proteossoma
(BENZENO et al., 2006). O processo regulatério depende primordialmente da fosforilagao
desse aminoacido, uma vez que a ocorréncia de uma mutacdo nessa regiao, ocasiona uma
ciclina constitutivamente nuclear e estavel (BARBASH et al., 2009; BENZENO et al., 2006).
Diversos tipos de cancer, incluindo o cancer uterino e endometrial demonstram mutag¢des no

aminoacido Thr286 e revelaram o potencial oncogénico da ciclina DI (MORENO-BUENO et
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al., 2003).

Estudos indicam a degradacao da ciclina D nas fases tardia de G1 ¢ S (LIN et al.,
2006), entretanto, alguns estudos apresentaram resultados controversos, com a ubiquitinacao e
degradacao de ciclinas D2 e D3 durante a transi¢do G2-M (CHEN et al., 2012).

As ciclinas do tipo D funcionam como sensores mitogénicos que vinculam a
sinalizagdo do fator de crescimento diretamente a progressao da fase G1. A desregulacdo na
degradacao e o acumulo de ciclinas do tipo D estdo associados a uma variedade de tumores
humanos (QIE e DIEHL, 2020). A expressdao elevada de ciclinas D reflete amplificagao
génica, aumento da transcricdo e tradugdo de proteinas, diminuicdo da expressao de
microRNA e ineficiéncia ou perda de degradagdao de proteinas mediada por ubiquitinagao
(QIE e DIEHL, 2020).

O gene CCNDI, referente a proteina ciclina D1, € superexpresso em uma variedade de
canceres humanos, incluindo cancer de pancreas, carcinoma pulmonar de células nao
pequenas (NSCLC), cancer de mama, carcinoma de espinocelular de cabeca e pescogo,
melanoma, cancer endotelial, carcinoma espinocelular de es6fago e carcinoma colorretal. A
superexpressao da ciclina D1 pode ser causada por mutagdes na regido nao traduzida em 3°, o
que resulta em uma degradagao reduzida do mRNA mediada por microRNAs; os niveis da
ciclina D1 se correlacionam diretamente com o tamanho do tumor, invasdo local e metastase
(QIE e DIEHL, 2020).

A superexpressao de ciclina D2 estd associada a invasdo tumoral, metdstase e
prognoéstico em pacientes com cancer de colon e carcinoma géstrico (DING et al., 2019), além
disso, o gene CCND?2 ¢ amplificado no gioblastoma e no astrocitoma anaplasico (YU et al.,
2003). O gene CCND?2 juntamente com CCND3 estdo associados a tumorigénese e sao
considerados promissores biomarcadores para prever o prognédstico de pacientes com

neoplasias malignas (DING et al., 2019).

1.5.1.1 Ciclina D3

A ciclina D3 tem como funcdo atuar na fase Gl como subunidade reguladora de
CDK4 e CDKG6, e também como parceira da CDK 117 na fase G2/M durante a progressio do
ciclo celular (DUAN et al., 2010). A associacdo da ciclina D3 com a CDK11"® foi relatada
por afetar negativamente a atividade transcricional do receptor androgénico, enquanto que a
associacdo com CDK11P''? afetou positivamente a transcri¢io de numerosos genes reporteres
(LOYER et al., 2008). Além disso, a ciclina D3 ja foi identificada associada as CDK 1, CDK2
e CDK14 (WHITTAKER et al., 2017).
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A superexpressao da ciclina D3 se correlaciona com o aumento da proliferagao celular
e crescimento tumoral em carcinoma hepatocelular, gliomas, carcinoma de bexiga, cancer de
prostata e osteossarcoma (DING et al., 2019). Analises univariadas e multivariadas revelaram
que a expressao de CCND3 desempenha um papel oncogénico no cancer de mama e com um
maior risco de recorréncia, sugerindo que a ciclina D3 pode se tornar um fator progndstico
independente para pacientes com cancer de mama (CHI et al., 2015).

Além disso, a ciclina D3 ¢ capaz de inibir a atividade de transativacao do receptor de
androgenos, membro da familia de receptores de hormonios esteroides nucleares, de uma
maneira independente de quinases, competindo com ele para a ligagdo P/CAF (HYDBREND
et al., 2016).

Outras diversas fungdes foram relatadas para a ciclina D3 entre elas: aumentar a
transativagdo do receptor de vitamina D; interagir com o fator ativador da transcri¢ao humano
5 (hATF5) e melhorar sua atividade; competir com o fator de ligacao nuclear  para a ligacao
do RUNXI, reduzindo assim a capacidade do RUNXI1 para ligar o DNA e ativar a
transcricdo; funcdo pré-apoptotica pela interagdo fisica com a caspase 2, levando a
estabilizacao desta protease e promovendo a sua clivagem em uma forma ativa (HYDBREND
et al., 2016).

Diversos mecanismos reguladores, os quais sdo essenciais para a sintese adequada de
DNA e de proteinas para as células filhas geradas, sdao obtidos pelo processo de
fosforilagao/desfosforilacio e destruicdo de enzimas metabolicas dependentes do ciclo
celular. Exemplos destes mecanismos sdo exemplificados por mudanca de preferéncia
metabolica e de oscilacao de intermediarios metabolicos. Alteragdes nestas vias reguladoras
ocasionam em mutagdo do DNA, estresse oxidativo e remodelacdo do metabolismo, que
possivelmente desenvolverd proliferagdo celular incontroldvel e tumorigénese. Este fato ¢
exemplificado em células T de leucemia linfoide aguda (LLA-T), as quais expressam
predominantemente ciclina D3, e a superativagdo do complexo CDK®6- ciclina D3, inibe
PFK1 e PKM2 reprimindo a glicolise. Este evento, ocasiona maior fluxo para via das pentoses
fosfatos e para a via da serina para producao de NADPH redutor e glutationa, o que leva a
proliferagao e resisténcia a drogas de células LLA-T. Inibidores de CDK4/6 podem
eficientemente reverter esta remodelacdo metabdlica ocasionada pela superexpressao de
CDK4/6- ciclina D3 e tornar as células LLA-T suscetiveis ao estresse oxidativo e apoptose
(LIU et al., 2022).

Como visto, as ciclinas da fase G1/S que sdo ciclina D, ciclina E e ciclina A possuem

responsabilidade expressivas em estimular o desenvolvimento do cancer devido a sua
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expressao excepcional em toda a célula. Entender a expressao de ciclinas tanto no mRNA
quanto de proteina, ¢ essencial para ter uma melhor visdo dos mecanismos anormais (ZHANG
etal., 2019).

Apesar de grandes avancos no descobrimento de inibidores de CDKs, compreender
como as células cancerosas superam os pontos de verificagdo revela vulnerabilidades que
podem ser direcionadas terapeuticamente, o que facilitard os oncologistas a maximizar os
beneficios clinicos dos inibidores de CDK4/6 e otimizar os regimes terapéuticos apos a
progressao da doenca (HUANG & WANG, 2020).

A utilizagdo de proteinas recombinantes tem ajudado a superar os obstaculos
associados aos estudos biofisicos e estruturais. A obtengdo de complexos proteicos
heter6logos tem fornecido rendimentos consideraveis de proteinas com atividades funcionais.
Para ajudar a superar a falta de informacgdes cientificas quanto a proteina ciclina D3, este
estudo propde a producao recombinante desta proteina para fins de estudos estruturais e de

atividade enzimatica na presenga de sua parceira CDK11.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal
O principal objetivo deste estudo foi desenvolver uma metodologia para clonagem,
expressao, purificacdo e caracterizagdo estrutural da proteina recombinante Ciclina D3 obtida

em sistema de expressao heterologo (E. coli).

2.2 Objetivos Especificos

- Obter alta concentragdao de proteina recombinante com grau de pureza adequada para
estudos biofisicos.

- Realizar ensaios biofisicos com a proteina recombinante, como dicroismo circular
(CD) e espectrofluorimetria, a fim de confirmar sua correta estrutura secundaria e estabilidade
térmica e quimica.

- Comparar dados biofisicos de proteinas recombinantes obtidas por meio de processo
de reenovelamento, com dados de proteinas obtidas de forma nativa.

- Promover a formacao do complexo CDKI11A- ciclinaD3 e verificar a atividade
quinase deste complexo utilizando a metodologia de transferéncia de ressonancia de

fluorescéncia de energia (FRET) entre os fluor6foros cumarina e fluoresceina.



39

3 MATERIAIS E METODOS

A proteina ciclina D3 foi obtida a partir da clonagem do ¢cDNA e da expressao
heter6loga em sistema bacteriano. As metodologias referentes a cada etapa estdo descritas a

seguir.

3.1 Clonagem do Gene CCND3
O plasmideo recombinante foi obtido através dos métodos de biologia molecular,

cujas etapas essenciais compreenderam:

3.1.1 Planejamento do clone do gene CCND3
A sequéncia do cDNA da ciclina D3 foi obtida pelo GenBank (codigo de acesso:
NM _001760). A sequéncia de nucleotideos foi traduzida para a sequéncia de aminoacidos

pela ferramenta Translate do programa ExPASy (https://web.expasy.org/translate/) e foi

realizado a andlise da estrutura secundaria da proteina ciclina D3 pela ferramenta Psipred

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Figura 7).

Figura 7: Andalise da cadeia polipeptidica da ciclina D3 utilizando o  PSIPRED
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Circulos em vermelho delimitam a sequéncia obtida (da Leu21 a Ser263).
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Fonte: Autoria propria

A anélise do mapa da estrutura secundaria permite identificar regioes desordenadas da
cadeia polipeptidica e delimitar a regido de interesse a ser clonada. A proteina do presente
estudo foi clonada a partir das regides delimitadas pelos circulos em vermelho.

A presenca de codons raros no cDNA foi verificada utilizando o programa
SVKDIPMPPS-RARECODON (http://svkdipmpps-rarecodon-analysis.blogspot.com.br/).
Pela andlise foram detectados 23 cddons raros, os quais foram alterados por codons comuns
em E. coli sem modificar a sequéncia da cadeia polipeptidica da proteina, no momento da

expressao heterologa (Figura 8). Complementarmente, foram incluidos nas extremidades 5'e
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3" do cDNA os sitios de restrigdo para as enzimas escolhidas.

Figura 8. Analise de c6dons raros pelo programa SVKDIPMPPS-RARECODON.

CTG CTG GGG GAC CAG CGT GTC CTG CAG AGC CTG CTC CGC CTG GAG GAG CGC TAC GTA [8HE CGC GCC TCC TAC TTC CAG TGC GTG CAG [EJE GAG ATC AAG CCG CAC ATG EE AAG ATG
CTG GCT TAC TGG ATG CTG GAG GTA TGT GAG GAG CAG CGC TGT GAG GAG GAA GTC TTC ¥ CTG GCC ATG AAC TAC CTG GAT CGC TAC CTG TCT TGC GTC & ACC &) AAG GCG CAG TTG
CAG CTC CTG GGT GCG GTC TGC ATG CTG CTG GCC TCC AAG CTG CGC GAG ACC [IJE HH¥ CTG ACC ATC GAA AAA CTG TGC ATC TAC ACC GAC CAC GCT GTC TCT d8 CGC CAG TTG §ed
GAC TGG GAG GTG CTG GTC CUA GGG AAG CTC AAG TGG GAC CTG GCT GCT GTG ATT GCA CAT GAT TTC CTG GCC TTC ATT CTG CAC SEE CTC TCT CTG H§ CGT GAC & CAG GCC TTG
GTC AAA AAG CAT GCC CAG ACC TTT TTG GCC CTC TGT GCT ACA GAT TAT ACC TTT GCC ATG TAC CCG CCA TCC ATG ATC GCC € GGC AGC ATT GGG GCT GCA GTG CAA GGC CTG GGT GCC
TGC TCC ATG TCC GGG GAT GAG CTC ACA GAG CTG CTG GCA BBG ATC ACT GGC ACT GAA GTG GAC TGC CTG 8 GCC TGT CAG GAG CAG ATC GAA GCT GCA CTC AGG GAG AGC CTC AGG
GAA GCC TCT CAG ACC AGC TCC

The Number of Bases in the above Sequence =729

The Number of Codons in the above Sequence = 243

Fonte: Autoria propria

3.1.1.1 Planejamento do clone do gene CCND3- Vetor pET28a

Para a clonagem utilizando o vetor pET28a, sitios de restricdo para as enzimas Ndel e
BamHI foram incluidos nas extremidades 5°¢ 3" do cDNA, respectivamente.

Os primers foram confeccionados inserindo os mesmos sitios de restricdo para as
enzimas Ndel e BamHI. O programa IDTDNA (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) foi
utilizado para a verificagdo dos primers considerando suas caracteristicas quanto a formagao
de hairpins, temperatura de anelamento e porcentagem de CG.

O primer direto obteve a sequéncia:
5'-AAACATATGGGCGACCAGCGTGTCCTGC-3" com TM: 63,2°Ce % CG=57,1;

O primer reverso obteve a sequéncia:
5'-AAAGGATCCTCAGGTCTGAGAGGCTTCGCG-3" com TM: 63,4°C e % CG= 56, 7.

O vetor pET28a foi escolhido para clonagem e a sequéncia final do recombinante

pode ser observada na Figura 9.

Figura 9. Sequéncia do cDNA da ciclina D3 com os sitios da Ndel e BamHI nas extremidades 5" ¢ 3,
respectivamente. A sequéncia referente a cauda de histidina é indicada no inicio da sequéncia em verde, o codon
de inicio é mostrado em amarelo e o codon de terminacdo em azul ciano. Em vermelho é mostrado o sitio de
restricdo da Ndel e em azul, o sitio de restricao da BamHI.

5- ... ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT.CAT CAT.CAC AGC AGC. GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGCCAT
ATC GGC GAC CAG CGT GTC CTG CAG AGC CTG CTC CGC CTG GAG GAG CGC TAC GTACCG CGC GCC
TCC TAC TTC CAG TGC GTG CAG CGC GAG ATC AAG CCG CAC ATG CGC AAG ATG CTG GCT TAC TGG
ATG CTG GAG GTA TGT GAG GAG CAG CGC TGT GAG GAG GAA GTC TTC CCG CTG GCC ATG AAC TAC
CTG GAT CGC TAC CTG TCT TGC GTC CCG ACC CGC AAG GCG CAG TTG CAG CTC CTG GGT GCG GTC
TGC ATG CTG CTG GCC TCC AAG CTG CGC GAG ACC ACC CCG CTG ACC ATC GAA AAA CTG TGC ATC
TAC ACC GAC CAC GCT GTC TCT CCG CGC CAG TTG CGC GAC TGG GAG GTG CTG GTC CTG GGC AAG
CTC AAG TGG GAC CTG GCT GCT. GTG ATT GCA CAT GAT TTC CTG GCC TTC ATT CTG CAC CGC CTC TCT
CTG CCG CGT GAC CGC CAG GCC TTG GTC AAA AAG CAT GCC CAG ACC TTT TTG GCC CTC TGT GCT
ACA GAT TAT ACC TTT GCC ATG TAC CCG CCA TCC ATG ATC GCC ACC GGC AGC ATT GGC GCT GCA
GTG CAA GGC CTG GGT GCC TGC TCC ATG TCC GGC GAT GAG CTC ACA GAG CTG CIG GCA GGC ATC
ACT GGC ACT GAA GTG GAC TGC CTG CGC GCC TGT CAG GAG CAG ATC GAA GCT GCA CTC CGC GAG
AGC CTC CGC GAAGCC TCTCAGACCTGAGGATCCTTT....-3"

Fonte: Autoria propria
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3.1.1.2 Planejamento do clone do gene CCND3- Vetor pETSUMO

O sistema de expressao pET-SUMO ¢ composto pela fusdo da proteina SUMO
(ubiquitina), capaz de produzir niveis mais altos de proteinas fusionadas na fragdo soluvel em
E. coli. O efeito de aumento da solubilidade ¢ atribuido a sua estrutura, a qual possui uma
superficie hidrofilica e um ntcleo hidrofobico, promovendo um efeito semelhante ao
detergente (BUTT et al., 2005).

Para a producdo dos primers foram inseridos os sitios de restricdo para as enzimas
EcoRI e Xhol. O programa IDTDNA (https://www.idtdna.com/calc/analyzer) foi utilizado
para a verificagdo dos primers considerando suas caracteristicas quanto a formacao de
hairpins, temperatura de anelamento e porcentagem de CG.

O primer direto obteve a sequéncia:

5- AATGAATTCGGCGACCAGCGTGTCCTGC -3" com TM: 64,9 °Ce % CG=57,1;

O primer reverso obteve a sequéncia:

5’- AATCTCGAGTCAGGTCTGAGAGGCTTCGCGG -3" com TM: 64,9 °C e % CG=
58,1.

A sequéncia final do vetor recombinante pETSUMO-Ciclina D3 pode ser observada
na Figura 10.

Figura 10. Sequéncia do cDNA da ciclina D3 em PETSUMO. O coédon de inicio ¢ destacado em amarelo e o
codon de terminagdo destacado em verde. A sequéncia referente a cauda de histidina ¢ indicada no inicio da

sequéncia em laranja, a sequéncia referente a proteina SUMO (roxo claro) e estdo destacados os sitios da EcoRI
(roxo) e Xhol (azul).

5 .. ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCT
AGC ATG TCG GAC TCA GAA GTC AAT CAA GAA GCT AAG CCA GAG GTC AAG CCA GAA GTC AAG CCT GAG ACT
CAC ATC AAT TTA AAG GTG TCC GAT GGA TCT TCA GAG ATC TTC TTC AAG ATC AAA AAG ACC ACT CCT TTA
AGA AGG CTG ATG GAA GCG TTC GCT AAA AGA CAG GGT AAG GAA ATG GAC TCC TTA AGA TTC TTG TAC GAC

ACC GAC CAC GCT GTC TCT CCG CGC CAG TTG CGC GAC TGG GAG GTG CTG GTC CTG GGC AAG CTC AAG TGG
GAC CTG GCT GCT GTG ATT GCA CAT GAT TTC CTG GCC TTC ATT CTG CAC CGC CTC TCT CTG CCG CGT GAC CGC
CAG GCC TTG GTC AAA AAG CAT GCC CAG ACC TTT TTG GCC CTC TGT GCT ACA GAT TAT ACC TTT GCC ATG
TAC CCG CCA TCC ATG ATC GCC ACC GGC AGC ATT GGC GCT GCA GTG CAA GGC CTG GGT GCC TGC TCC ATG
TCC GGC GAT GAG CTC ACA GAG CTG CTG GCA GGC ATC ACT GGC ACT GAA GTG GAC TGC CTG CGC GCC TGT
CAG GAG CAG ATC GAA GCT GCA CTC CGC GAG AGC CTC CGC GAA GCC TCT CAG ACC TGA - CCT...3’

Fonte: Autoria propria

3.1.2 Amplificacido do cDNA da ciclina D3
3.1.2.1 Amplificacdo do cDNA da ciclina D3- Vetor pET28a

A reacdo de amplificacdo do cDNA da ciclina D3 foi realizada pela reacdo em cadeia
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da polimerase (Polymerase Chain Reaction- PCR), apo6s a aquisi¢ao dos primers ¢ do cDNA
sintetizado pela Thermo Fisher Scientific. Os parametros testados estdo descritos na tabela 2.
Apos amplificacdo, a amostra foi purificada utilizando o kit de extragao em gel (GeneJET Gel

Extraction Kit) da Thermo Ficher Scientific.

Tabela 2. Condigdes do PCR utilizadas para amplificacdo da ciclina D3.

Reagentes PCR PCR PCR PCR PCR PCR
1 2 3 4 5 6
(uL) (uL) (uL) (uL) (uL) (uL)
H.0 mili Q 33,0 32,0 15,5 15,5 11,0 11,0
HF Phusion 10 10 5 - 5 -
Buffer (5x)
CG Phusion - - - 5 - 5
Buffer (5x)
dNTPs (10mM) 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5
MgCl2 (25mM) - 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
Primer Rv (10pM) 25 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25
Primer Fw 25 2,5 1,25 1,25 1,25 1,25
(10uM)
Template DNA 0.5 1 1 1 5 5
(20ng/pL)
Phusion Hot
St 05 05 025 025 025 025
Polymerase
Fonte: Autoria propria
As condi¢des do termociclador estdo descritas na tabela 3.
Tabela 3. Descrig@o das condi¢des do termociclador para amplificagdo da ciclina D3.
Programa
Etapa Temperatura Tempo Repeticoes
(W9
Des.nz%tl%ragao 08 30 1x
inicial
Desnaturagao 98 10s
60,0 - 63,8 -
Anelamento 67.3-72-79.5 30s 35x
Extensao 72 30s
. 72 10 min
Extensdo final 1x
4 0

Fonte: Autoria propria
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3.1.2.2 Amplificacdo do cDNA da ciclina D3- Vetor pETSUMO

A reacdo de amplificacdo do cDNA da ciclina D3 para inser¢ao no vetor pPETSUMO
foi realizada utilizando o template de cDNA inserido no pET28a. A amplificacdo ocorreu pela
reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction- PCR) com as mesmas
condigdes do termociclador descrita anteriormente. A temperatura de anelamento utilizada foi
de 72°C, e as condicdes do PCR utilizadas estao descritas na tabela 4. Apos amplificacao, a
amostra também foi purificada utilizando o kit de extragdo em gel (GeneJET Gel Extraction

Kit) da Thermo Ficher Scientific.

Tabela 4. Condigdes do PCR utilizadas para amplificacdo da ciclina D3- vetor pPETSUMO

Reagentes PCR
(bL)
H20 mili Q 31,75
HF Phusion 10
Buffer (5x)
dNTPs (10mM) 1
MgCl2 (25mM) 0,5
Primer Rv (10uM) 25
Primer Fw (10pM) 25
Template DNA pET28a (94,9 ng/pL) 1.5
Phusion Hot Start Il DNA Polymerase 0,5

Fonte: Autoria propria

3.1.3 Hidroélise usando enzimas de restricao especifica e Reacao de ligacao
3.1.3.1 Inserto cDNA- ciclina D3 — vetor pET28a
A reagdo de hidrélise e ligagdo do inserto e do vetor pET-28a foram realizadas
concomitantemente € sem a purificagao usual, devido a baixa concentragdo obtida de cDNA
ap6s a amplificagdo. As reagdes foram planejadas a partir da propor¢ao molar 10:1 (inserto:
vetor) na presenca do tampao 2x Tango, no qual as enzimas de restricao utilizadas (Ndel e
BamHI) possuem 50-100% de atividade. A reagdo de digestdo foi realizada por 1 hora e meia
a 37°C, seguida de 20 minutos a 80°C. A reagdo de ligagdo foi realizada por 16 horas a 16°C.
Os protocolos de digestdo e ligagdo estdo apresentados nas Tabelas 5 e 6,

respectivamente.



Tabela 5.

Protocolo da reagdo de digestdo do inserto e do vetor (volume da reagdo 50 uL).

Amostra Quantidade (uL) Concentracgio
Vetor (pET28a) 1,17ul 126,78 ng/ul
Inserto
(cDNA- ciclina D3) 30ul 7,95 ng/ulL
Enzima Ndel 1ul 10000U/mL
Enzima BamHI 1ul 20000U/mL
Tampao 2X Tango 10ul -
H,0 6,83ul -

Fonte: Autoria propria

Tabela 6. Protocolo da reagdo de ligagdo do inserto-vetor (volume da reagdo 70 uL).

Amostra Volume utilizado
Produto da digestao 50ul
Enzima T4 DNA ligase (1 U/uL) 3,5ul
Tamp3ao de ligagdo da Enzima DNA T4 ligase 7ul
ATP (10mM) 7ulL
H,O 2,5uL

Fonte: Autoria propria

3.1.3.2 Inserto cDNA- ciclina D3 — vetor pETSUMO
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A reagdo de hidrdlise do inserto e do vetor pETSUMO foram realizadas

separadamente. Os protocolos da reacao de digestdo do inserto estdo apresentados na Tabela 7

e do vetor na Tabela 8.

Tabela 7. Protocolo da reagdo de digestdo do inserto (volume da reacdo 25 uL).

Amostra Quantidade (uL) Concentracgio
Vetor (pETSUMO) 2 uL 177 ng/ulL
Enzima EcoRI 1ul 10000U/mL
Enzima X#hol 1ul 10000U/mL
Tampao 10x Buffer O 2,5ul 1X
H,0 18,5 ul -

Fonte: Autoria propria

Tabela 8. Protocolo da reagdo de digestdo do vetor (volume da reagdo 25 uL).

Amostra Quantidade (uL) Concentracgio
Inserto
(cDNA- ciclina D3) 2 uL 186 ng/ul
Enzima EcoR [ 1ul 10000U/mL
Enzima X#ho [ 1ul 10000U/mL




45

Tampdo 10x Buffer O 2,5ul 1X
H,0 18,5 ul -

Fonte: Autoria propria

A reacdo de digestdo foi realizada por 1 hora e meia a 37°C, seguida de 20 minutos a
80°C. A concentragcdo do vetor pETSUMO apo6s a reacao de digestdo foi de 15 ng/uL, e a
concentragdo do inserto cDNA-ciclina D3 apo6s a reagao de digestao foi de 30 ng/ul.
A reagao de ligagdo foi planejada a partir da propor¢do molar 10:1 (inserto: vetor) e realizada

por 16 horas a 16°C. O protocolo da reagdo de ligagao esta apresentado na Tabela 9.

Tabela 9. Protocolo da reagdo de ligagdo do inserto-vetor (volume da reagdo 70 uL).

Amostra Volume utilizado
(cDNA- ciclina D3) 10ul
Vetor (pETSUMO) 15ul
Enzima T4 DNA ligase (1 U/uL) 3,5ul
Tamp3ao de ligagdo da Enzima DNA T4 ligase 7ul
ATP (10mM) 7ulL
H,0 27,5ul

Fonte: Autoria propria

3.1.4 Transformacio do produto de ligacio em cepas de E. coli

A quantidade de 20 pL referente ao produto de ligagdo cDNA- ciclina D3/pET28a foi
adicionado a 100 pL da aliquota de células DH5a competentes. Para o produto de ligacao
cDNA- ciclina D3/pETSMO a mesma quantia de 20 uL foi utilizada porém utilizando 100 puL
de células One Shot competentes.

A mistura foi mantida em gelo por 30 minutos, seguida de choque térmico (42°C por 2
minutos, seguido de 3 minutos em gelo). Apds o choque, foram adicionados a amostra 500uL
de meio Luria-Bertani- (LB) liquido (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L
de NaCl), e a mistura foi mantida em agitacao a 37°C, 200 rpm por uma hora.

Apo6s o periodo de agitagdo para o crescimento de cada inoculo, a mistura foi aplicada
em placa de Petri contendo 20 mL de meio s6lido LB-agar, acrescentado de 30 pg/mL do

antibidtico canamicina e incubada em estufa a 37°C overnight.

3.1.5 PCR de colonia

Para confirmar a inser¢do do DNA nas construgdes de plasmideo, foi realizado o
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método do PCR de coldnia. Da placa obtida da transformagao do produto de ligagao em cepas
de E. coli, foram selecionadas algumas colonias as quais foram solubilizadas em 15 pL de
agua Milli Q autoclavada e incubadas por 95°C durante 20 minutos. Posteriormente, para o
conteudo de cada colonia obtida foram adicionados os reagentes, conforme indicado na tabela

10.

Tabela 10. Protocolo da reacdo de PCR de coldnia (volume da reagdo 10 uL).

Reagentes Volume utilizado
H,0 4ul
Taq Buffer + (NH;),SO4.MgCl, (10x) lulL
dNTPs (10mM) 0,4ul
Primer Fw da ciclina D3 (10uM)- referente aos
respectivos vetores 0,4ul
Primer Rv da ciclina D3 (10uM)- referente aos
respectivos vetores 0,4ul
Template DNA 3ul
MgCl, 25mM) 0,7uL
Taq Polimerase 0,1ul

Fonte: Autoria propria

O produto da reagdo de PCR foi analisado posteriormente por eletroforese em gel de
agarose 0,8% para confirmacdo da presenca do possivel recombinante pET28a::cicD3 e

pETSUMO::cicD3.

3.1.6 Sequenciamento

Apos confirmagao da presenga do recombinante pET28a::cicD3 nas colonias de
DH50, e do recombinante pETSUMO::cicD3 nas colonias de One Shot foram realizados o
pré-inoculo referente a cada recombinante em 5 mL de meio LB crescido overnight a 37°C.
No dia seguinte, cada plasmideo recombinante foi isolado e purificado das células bacterianas
pelo Kit Miniprep (Thermo Scientific).

Amostras referentes a cada plasmideo recombinante foram submetidas ao
sequenciamento utilizando os primers T7 promoter e T7 terminator no sequenciador 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) do Laboratério de Biologia Molecular do Grupo de
Cristalografia do Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC/USP), utilizando o método de Sanger

automatizado.
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3.2 Ensaios de Expressao e Purificacdo da Ciclina D3
3.2.1.1 Inducao da expressao da proteina recombinante pET28a::cicD3

A expressdo da proteina ciclina D3 foi realizada a partir da transformagao do
recombinante pET28a::cicD3 em células de E. coli da linhagem BL21(DE3)pG-KJES8 e
BL21(DE3). Para a linhagem BL21(DE3)pG-KIJES, as colonias foram selecionadas a partir
das placas contendo meio LB na presenca de antibidtico canamicina (30 ug/mL) e
clorofenicol (34 pg/mL); enquanto para a linhagem BL21(DE3) as col6nias foram
selecionadas em placas adicionadas contendo meio LB e antibidtico canamicina (30 pg/mL).

Apo6s a selecdo de colonias, estas foram transferidas para meio liquido contendo os
mesmos antibioticos, € a cultura foi conduzida a 37°C, a 180 rpm, até a densidade optica a 600
nm atingir a absorbancia entre 0,4 a 0,6. Neste ponto, a expressao foi induzida pela adi¢ao de
isopropil-tiogalactosideo (IPTG) 0,1 mM, e mantida a diferentes temperaturas (37°C, 20°C e
16°C) a 250 rpms, entre 5 e 72 horas.

3.2.1.2 Inducao da expressao da proteina recombinante pETSUMO::cicD3

A expressdo da proteina ciclina D3 foi realizada a partir da transformacao do
recombinante pETSUMO::cicD3 em células de E. coli da linhagem BL21(DE3). As coldnias
foram selecionadas a partir das placas contendo meio LB na presenca de antibidtico
canamicina (30 pg/mL).

Apo6s a selecdo de colonias, estas foram transferidas para meio liquido contendo o
mesmo antibiotico, € a cultura foi conduzida a 37°C, a 180 rpm, até a densidade Optica a 600
nm atingir a absorbancia entre 0,4 a 0,6. Neste ponto, a expressao foi induzida pela adi¢ao de
1sopropil-tiogalactosideo (IPTG) 0,1 mM, e mantida a diferentes temperaturas (37°C, 20°C e
12°C) a 250 rpms, entre 5 e 72 horas.

3.2.2.1 Lise das células contendo o recombinante pET28a::cicD3

Ap6s cada periodo estabelecido de expressdao, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas na propor¢ao de 1 grama de sedimento bacteriano para 5 mL de tampao de lise
(50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, e I mM PMSF, 1mg/ml lisozima, 0,5u
DNase), as quais foram mantidas em banho de gelo por 30 min e sonicadas (10 pulsos de 20
segundos cada, com amplitude de 20%) no equipamento Branson Sonifier S250A (Soni-Tech
Ultrassonic Systems). O lisado foi centrifugado por 30 minutos a 11.100 rpm a 4°C, obtendo-

se fragdes soluveis e insoluveis (corpos de inclusdo) da expressdo em sistema bacteriano.
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3.2.2.2 Lise das células contendo o recombinante pETSUMO::cicD3

ApoOs cada periodo estabelecido de expressdo, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas na propor¢ao de 1 grama de sedimento bacteriano para 5 mL de tampao de
lise. Dois tipos de tampdes foram testados, o primeiro, compondo: (50 mM Tris. HCI, 500 mM
NaCl, 20 mM Imidazol, ¢ 1 mM PMSF, 1mg/ml lisozima, 0,5u DNase); e o segundo
compondo: (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol, e 1 mM PMSF, Img/ml
lisozima, 0,5u DNase). As solugdes foram mantidas em banho de gelo por 30 min e sonicadas
(10 pulsos de 20 segundos cada, com amplitude de 20%) no equipamento Branson Sonifier
S250A (Soni-Tech Ultrassonic Systems). O lisado foi centrifugado por 30 minutos a 19.000
rpm a 4°C, obtendo-se fracdes soluveis e insoluveis (corpos de inclusdo) da expressao em

sistema bacteriano.

3.2.3 Ensaio de solubilizacdo dos corpos de inclusio a partir de protocolo de
reenovelamento

Para a expressdo da proteina a partir do recombinante pET28a::cicD3 foi realizada na
linhagem BL21(DE3), e ensaios de solubilizagao dos corpos de inclusdo foram realizados a
partir do protocolo de reenovelamento de HE e OHNISHI (HE e OHNISHI, 2017).
A fragdo insoluvel obtida apo6s centrifugagdo da lise das células foi submetido a processos de
lavagens (20mM Tris Base, pH= 7,4) seguidos de centrifugacao a 4°C a 11.100rpm por 10
minutos. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em tampao (50mM de Tris-HCI, 300mM de
NaCl, 5mM de imidazol, 2% de SDS, 10mM de B-mercaptoetanol e pH=7,4) e mantido em
agitacdo overnight. No dia seguinte, a amostra foi sonicada (5 pulsos de 30 segundos com
intervalos de 59,9, com amplitude de 20%), armazenada a 4°C por 20 minutos, e centrifugada

em seguida por 10 minutos, 11.100rpm e 4°C, obtendo-se a proteina na fragao soluvel.

3.2.4.1 Purificacao da proteina obtida a partir do recombinante pET28a::cicD3

A purificacdo da proteina ciclina D3 foi realizada utilizando um cromatografo liquido
de alta eficiéncia, o Akta Purifier (GE).

As proteinas obtidas a partir da expressdao na linhagem BL21(DE3)pG-KJES foram
purificadas utilizando o método da cromatografia de afinidade ao niquel (coluna HisTrap "
FF com Ni*" imobilizado) e de exclusdo de tamanho (coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 pg).
Para a coluna de afinidade, foi utilizado o tampao de ligacao (20mM de NaH,PO,, 300mM de
NaCl, SmM de imidazol, 10% de glicerol e pH=7,4), e o tampao de elui¢do, o qual possui a

mesma composi¢dao do tampao de ligagdo, com a adicao de 300mM de imidazol, ao invés de
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SmM. Para a coluna de exclusdo de tamanho, o tampao utilizado foi de 50mM de Tris-HCI,
100mM de NaCl e 10% de glicerol.

Para as proteinas obtidas a partir da expressao na linhagem BL21(DE3), a purificacao
ocorreu somente pela cromatografia de afinidade, utilizando o tampao de ligagdo (50mM de
Tris-HCI, 300mM de NaCl, SmM de imidazol, 10% de glicerol, 10mM de B-mercaptoetanol e
pH=7,4), enquanto o tampao de eluicdo possuia a mesma composi¢cdo do tampao de ligacao,
com a adi¢do de 500mM de imidazol, ao invés de SmM. O volume utilizado no gradiente foi
de 94 mL e o fluxo utilizado de 1 mL / min. As fragdoes de 1 mL obtidas foram analisadas em

gel de poliacrilamida a 15%.

3.2.4.2 Purificacao da proteina obtida a partir do recombinante pETSUMO::cicD3

A purificagcdo da proteina ciclina D3 foi realizada utilizando um cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia, o Akta Purifier (GE), como também pelo uso de colunas gravitacional
(resina HisPur ™Y NI-NTA).

As proteinas obtidas a partir da expressdao da linhagem BL21(DE3) foram purificadas
utilizando o método da cromatografia de afinidade ao niquel (coluna HisTrap ™ FF com Ni**
imobilizado), ou coluna gravitacional (resina HisPur ™ NI-NTA) seguida da exclusdo de
tamanho (coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 pg), como também de duas etapas de
purificacao sucessivas utilizando somente a cromatografia de afinidade ao niquel.

Para a coluna de afinidade, foram testados duas composicoes de tampdes de ligagdo e
eluicdo. Na primeira composicdo, foi utilizado o tampao de ligagdo (50mM de TrisHCI,
500mM de NaCl, 20mM de imidazol, 10% de glicerol e pH=7,4), e o tampao de elui¢do
(50mM de TrisHCI, 300mM de NaCl, 300mM de imidazol, 10% de glicerol e pH=7,4). Na
segunda composicao, foi utilizado o tampao de ligacao (50mM de NaH,PO4, 500mM de
NaCl, 20mM de imidazol, 10% de glicerol e pH=7,4), e o tampao de elui¢do (50mM de
NaH,POy4, 300mM de NaCl, 300mM de imidazol, 10% de glicerol e pH=7,4).

Para a coluna de exclusdao de tamanho, o tampao utilizado foi de 50mM de NaH,PO,,
100mM de NaCl e 10% de glicerol, pH=7.4.

Entre a primeira e a segunda etapa de purificagdo, independente do tipo, foi realizada a
clivagem da proteina SUMO fusionada a proteina Ciclina D3. O eluato da primeira etapa de
purificacdo foi concentrado até aproximadamente 8 mg mL™" utilizando-se o dispositivo de
filtro centrifugo Amicon® Ultra 30K da MerckTM Millipore®.

Apos a etapa de concentracdo, procedeu-se com a reagdo de clivagem da proteina para

posterior isolamento da proteina Ciclina D3. O protocolo foi determinado com base nos
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manuais de uso da Merck'™ Sigma-Aldrich® SUMO Protease, da Thermo Fisher Scientific
Inc. Invitrogen™ SUMO Protease e da CoolCutter' " SUMO Protease. A reacio foi realizada
utilizando-se 2,5 U de SUMO protease da Merck'™ Sigma-Aldrich® para cada 1 mg de
proteina His-SUMO-CicD3 na presenca de 10 mmol L™ de ditiotreitol (DTT), a qual foi
incubada a 16 °C por 16h. Apo6s o tempo de incubagdo, o produto da reacao foi submetido a

segunda etapa de purificagao.

3.2.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O padrao proteico (fragdes soluveis e insoluveis) foi avaliado pela anélise do gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). O marcador de massa molecular utilizado foi o Unstained
Protein Molecular Weight Marker (Fermentas).

Em cada amostra foi adicionado tampao de amostra nao redutor na propor¢ao de 1:1
(v/v), e aquecidas durante 5 minutos a 95°C, imediatamente antes da aplicagdo em cada raia
do gel. A voltagem utilizada na eletroforese foi de 90V até entrada no gel de empilhamento, e
conduzida a 120V apds entrada no gel de resolu¢do. Apods a eletroforese, os géis foram
impregnados com o corante Coomassie Brilliant Blue R (BioRad) e em seguida foram

descorados para andlise das bandas obtidas.

3.2.6 Didlise e determinacio da pureza e concentracio da proteina

A pureza da proteina foi determinada pelo programa Image J, a partir da imagem
obtida pelo gel de SDS-PAGE redutor e também pelo gel nativo, o qual ndo possui em sua
composi¢do, ¢ na do tampao de amostra, SDS (desnaturante) e f-mercaptoetanol (redutor).

As amostras que possuiam pureza acima de 95% foram submetidas a dialise em
tampdo de 20mM de Tris-HCI, 50mM de NaCl, 5% de glicerol,10mM de B-mercaptoetanol e
pH=7.4.

Apos a didlise, a concentracao da proteina foi determinada por um espectrofotdmetro
utilizando absorbancia de 280 nm e coeficiente de extingao molar especifico, pela substitui¢ao
na equagdao de Lambert-Beer. Para a proteina ciclina D3 expressa pelo recombinante
pET28a::cicD3 a cauda de histidina se manteve, e os valores substituidos na equacao citada
foram o da massa molecular de 31,6 kDa e do coeficiente de extingdo molar de 28420 M~ cm”
!, Para a proteina ciclina D3 expressa pelo recombinante pETSUMO::cicD3 a cauda de
histidina foi removida com a clivagem da proteina SUMO, e os valores substituidos na
equagao citada foram o da massa molecular de 27,4 kDa e do coeficiente de extingao molar de

28420 M em™.
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3.3 Ensaios de Caracterizacao Estrutural da Ciclina D3
3.3.1 Espectroscopia de dicroismo circular (CD)

A espectroscopia CD ¢ uma ferramenta biofisica bem estabelecida para a
caracterizagdo estrutural de biopolimeros, como proteinas e acidos nucleicos. A base fisica da
técnica ¢ a absor¢do diferencial de luz circularmente polarizada a esquerda e a direita, e
devido ao fato das proteinas serem constituidas de residuos de aminoacidos que possuem
carbonos quirais (Ca) com essa técnica ¢ possivel predizer o percentual de estruturas
secundarias caracteristicas de uma determinada proteina (MILES e WALLACE, 2016).

A técnica inclui varias vantagens como a capacidade de explorar uma ampla variedade
de condig¢des e temperaturas da solucdo, a rapida coleta de dados e o consumo de quantidades
relativamente pequenas de material da amostra (MILES e WALLACE, 2016), além de poder
predizer o percentual de