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ESTUDO DA EXPRESSÃO CITOPLÁSMICA BACTERIANA DE 

U M A F O R M A DE PROLACTINA H U M A N A E DE SUA 

SOLUBILIZAÇÃO E RENATURAÇÃO A PARTIR DE CORPOS DE 

INCLUSÃO 

Regina Affonso 

RESUMO 

Neste trabalho foi realizado um estudo relativo aos elementos que 

podem influenciar os elevados níveis de expressão de uma forma de 

prolactina humana (taghPrl) obtida no citoplasma bacteriano. Primeiramente 

foram otimizadas as condições de expressão utilizando u m vetor de referência 

(ptac-taghPrl), no qual variaram-se as concentrações do agente ativador 

(IPTG) e o tipo de cepa bacteriana. As cepas utiüzadas foram HB2151, RRI e 

RB791 e a expressão maior (113±16 ng/mL.Aeoo) foi obtida com IPTG 0,1 

mM, na cepa HB2151. Em um segundo estudo foi avahada a influência, na 

eficiência de expressão de taghPrl, do terminador de transcrição ig32 do 

bacteriófago T4), do ativador de tradução (glO áo bacteriófago T7), do gene 

que confere resistência ao antibiótico (amp"^ ou kan) e do promotor (ÀPL OU 

tac). A anáhse do terminador de transcrição, da seqüência atívadora de 

tradução e dos promotores, mostrou que esses elementos não influenciam 

significatívamente a expressão de taghPrl, pelo menos em nossos sistemas. O 

resultado obddo a partir da anáhse dos genes que conferem resistência ao 

antibiótico ampicihna e canamicina mostrou, inesperadamente, que a 

eficiência de expressão é aproximadamente 5 vezes maior para os vetores que 

possuem este úlfimo gene. O úlümo estudo visou a obtenção de taghPrl 

monomérica por meio de uma metodologia de extração, solubihzação. 



renaturação e purificação que proporcionasse bons rendimentos, juntamente 

com uma alta qualidade do produto. Adaptando uma metodologia que 

emprega uréia e P-mercaptoetanol como agentes solubilizantes, a renaturação 

sendo realizada por diálise, obteve-se uma recuperação final de 35,4±4,5 % de 

taghPrl monomérica, uma das maiores já descritas na hteratura. A atividade 

biológica da taghPrl, testada em células Nb2, foi da mesma ordem daquela 

encontrada para o Padrão Internacional de prolactina humana de origem 

pituitaria é da mesma ordem das preparações mais puras de hPrl. 

Com base nestes dados podemos concluir que o sistema de expressão 

citoplásmico aqui descrito, com uma eficiência de expressão 50-100 vezes 

superior à expressão periplásmica, pode representar uma váüda alternativa 

para a produção deste e de outros hormônios de interesse e quahdade 

farmacêutica. 



A STUDY OF THE CYTOPLASMIC EXPRESSION OF A F O R M OF 

H U M A N PROLACTIN A N D OF ITS SOLUBILIZATION AND 

RENATURATION F R O M BACTERIAL INCLUSION BODIES 

Regina Affonso 

Abstract 

Different vector elements, that can determine a high expression level of 

a form of human prolactin (taghPrl) in bacterial cytoplasm, were studied. 

Expression conditions were first optimized for a reference vector, which was 

used to transform different strains of E. coli: HB2151, RRI and RB791 . The 

highest expression level (113±16 p-g/mL.Aôoo) was obtained in HB2151, after 

activation with only 0.1 m M EPTG. At this point the influence of the 

tianscription terminator (g32 from bacteriophage T4), of the translation 

enhancer (glO from bacteriophage T7), of the promoter (APL or tac) and of 

the antibiotic resistance gene (amp'' or kan'') were studied. The first three 

elements did not show any significant influence, at least in our systems. On 

the contrary, the analysis of the influence of amp'^ and kan'^ genes showed, 

unexpectedly, that the presence of the last one provides an approximately 5 -

fold higher expression for taghPrl in E. coli cytoplasm. 

Finally, an appropriate extraction, solubihzation, renaturation and 

purification process, able to provide a monomeric form of taghPrl, was 

studied. A method utihzing urea and mercaptoethanol as solubihzing agents 

and a dialysis as a renaturation procedure, provided with some modifications, 

one of the highest yields ever reported in the hterature: 35.4±4.5% of total 

recovery. Moreover, the biological activity of the taghPrl obtained, when 

tested in the Nb2 cell prohferation assay, was of the same order of that shown 

by the International Standard of human prolactin of pituitary origin. 



These data show that the cytoplasmic expression system here described, 

which can provide an expression efficiency 50-100 - fold higher than the 

periplasmic expression, can represent a vahd alternative for the production of 

this and of other hormones of pharmaceutical interest and grade. 
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1. Introdução 

O desenvolvimento das técnicas de DNA recombinante abriu 

uma nova era na produção de proteínas com potencial terapêutico e 

diagnóstico, como é o caso dos hormônios hipofisários. A expressão de 

proteínas recombinantes em microorganismos garante um iümitado 

suprimento de proteínas que são de difícil obtenção por estarem presentes em 

baixas quantidades e m tecidos humanos ou por necessitarem de onerosos e 

lentos processos de extração e purificação. As proteínas recombinantes podem 

ser obtidas em diferentes hospedeiros como bactérias, leveduras, células de 

insetos ou de mamíferos. A utiüzação de um hospedeiro como a Escherichia 

coli possui a vantagem de produzir proteína recombinante em altos níveis, em 

um organismo bem conhecido geneticamente e que não requer altos custos 

para seu crescimento. 

Entre os hormônios que mais podem se beneficiar destas técnicas 

há a prolacdna humana que pode ser produzida, em bactérias, em larga escala, 

visando sua utihzação em campo diagnóstico como padrão em ensaios de 

dosagem deste hormônio, como reagente de marcação e para a produção de 

anücorpos, juntamente com inúmeras aphcações "in vitro" relacionadas com 

diferentes campos de pesquisa. Ressaltamos que a prolactina é um dos 

hormônios mais determinados na rotina dos ensaios chnicos [42]. Com 

relação às aphcações terapêuücas, recentes estudos indicaram uma possível 

utihzação no tratamento de mulheres com baixa lactação associada a isquemia 

pituitária temporária [59, 62] e na reconstituição das características normais 

espermáticas e m homens inférteis e hipoprolactinêmicos [58]. A 

administração de prolactina se apresenta também potencialmente útil no 

tratamento de infecções e da imunosupressão. Como foi recentemente 



demonstrado e m camundongos, este hormônio possui uma ação protetora 

contra as infecções induzidas por agentes patógenos [39], na recuperação das 

funções do baço após grave hemorragia [64] e também pode ser chnicamente 

útil para reverter o efeito mielosupressor induzido por AZT ou em outras 

terapias mieloablativas [60]. Além disso, recentes esmdos 'in vitro" 

mostraram que a prolactina pode reverter os efeitos antiprohferativos do fator 

transformador de crescimento p, indicando o seu uso potencial como agente 

imunoterápico na infecção por HTV [49]. Especialmente em vista destas duas 

últimas aphcações, a prolactina recombinante se encontra amalmente na Fase 

n de testes chnicos nos EUA. 

A prolactina é um hormônio hipofisário pertencente a uma 

famíha que inclui o de crescimento (GH) e lactogênio placentário (PL) [9]. 

Este hormônio está presente em todos os vertebrados e é sintetizado e 

secretado pelas células lactotróficas da pituitaria anterior. E m mamíferos, sua 

ação mais conhecida é a lactogênica, no crescimento e desenvolvimento das 

glândulas mamarias, mas também tem ação em diferentes tecidos, incluindo o 

fígado, ovarios, testículos e próstata [43]. O cDNA da prolactina humana 

(hPrl) possui 914 pares de bases (pb), incluindo a seqüência do peptídio 

sinahzador de secreção, bem como as regiões 5 ' e 3 ' não traduzidas do RN A 

mensageiro [9]. A proteína madura possui 199 aminoácidos (aa), um peso 

molecular de 23 kDa e contém seis cisteínas que, hgadas por pontes 

dissulfeto, formam três alças: uma na região N-terminal (cisteínas 4-11), outra 

na região mediana (cisteínas 58-174) e uma terceira na região C-terminal 

(cisteínas 191-199) [43]. 

A primehra síntese de prolactina humana em bactéria levou à 

obtenção de corpos de inclusão citoplásmicos e ao isolamento e purificação 

de uma prolactina contendo o aminoácido meüonina na extremidade N-



terminal [10, 47]. Esta produção proporcionou níveis relativamente altos de 

expressão de proteína recombinante, porém com as conhecidas dificuldades e 

baixos rendimentos próprios do processo de solubihzação e renaturação. 

MORGANTI e col. [40] obtiveram a expressão de hPrl autêntica no espaço 

periplásmico, porém somente em quantidade da ordem de 3x10 '^ |Ltg/mL. Agoo, 

utihzando um vetor de expressão baseado no promotor XPi. Os mesmos 

autores, utihzando outro vetor de expressão contendo o promotor tac, 

obtiveram uma significativa melhora na eficiência de expressão periplásmica, 

obtendo quantidades da ordem de 0,7 jag/mL.Aeoo para uma forma de hPrl 

contendo 12 aminoácidos a mais na extremidade N-terminal (tag-hPrl) [41] e 

de 0,07 ¡j-g/mL.Aóoo para a prolactina autêntica [42]. 

Dados da hteratura relativos à eficiência de expressão de 

diferentes construções mostraram que a síntese em bactérias e estocagem na 

forma de corpos de inclusão leva a uma produção muito variável. A 

Tabela 1.1 reporta dados relativos à expressão citoplásmica em bactérias de 

prolactina de várias espécies, mediante diferentes vetores de expressão. 

• • • . I (CL6*"<»MW 



Tabela 1.1: Expressão citoplásmica em E. coli de prolactina de várias 

espécies, utilizando diferentes vetores. 

Espécie 
(proteína de 

fusão) 
Promotor 

Terminador 
de 

transcrição 

Gene que 
confere 

resistência ao 
antibiótico 

Nível de 

Expressão ® 

Referência 

bovina tac amp'' 4-5% [32]) 

salmão XPL RmBT amp'' 10-15% [53]) 

bovina lac amp'^ 
5% 

20-25 mg/L [33] 

galinha lac + amp'^ 1,5% [24] 

humana trp carbenicilina 2-5% [10] 

Tilapia 
l e l l (¡>10 T0 amp'^ 70 e 45mg/L [56] 

humana 010 T7 amp'' 50% [47] 

humana 
(p-galactosidase) lac amp'^ 48rag/L [19] 

humana 
(proteína A) XPR + amp'^ 

0,06-0,2% 
3-6mg/L [25] 

rato tac rmb amp'^ 15% [61] 

gahnha tac rmBT amp^ 10% [44] 

peru 
(S-transferase) tac amp'' 40% [26] 

(D Nível de expressão: atividade específica (%) ou concentração no meio de 

cultura (mg/mL). 

+ tem o terminador de transcrição, mas não o identifica; 

- não tem o terminador de transcrição; 

não faz referência deste elemento. 



Na Tabela 1.1, podemos observar alguns dos elementos 

constitutivos dos vetores de expressão e os relativos m'veis de expressão 

obtidos na produção de prolactina. Os trabalhos de SONG e col. [53], 

Y A M A M O T O e col. [61] e OHKUBO e col. [44] obtiveram uma atividade 

específica da mesma ordem utihzando vetores comerciais que diferiam apenas 

nos promotores {XPL e tac). KARATZAS e col. [26], utihzando um vetor com 

o promotor tac e um diferente terminal de transcrição, obtiveram uma 

atividade específica 4 vezes maior que a dos autores citados anteriormente. 

Utihzando o mesmo promotor (070) e os terminadores de transcrição 7 0 e 77, 

PARIS e col. [47] e SWENNEN e col. [56] obtiveram mveis de expressão 

entre os mais altos apresentados na hteratura. 

Ê interessante também observar que em todas estas construções 

nunca foi considerada a utiüzação de u m ativador de tradução, como por 

exemplo a següência glO do fago T4, que será utíüzada em alguns dos nossos 

vetores. 

Em conseqüência dos resultados apresentados por MORGANTI e 

col. [42], de acordo com os quais a expressão de taghPrl foi aproximadamente 

8 vezes maior que a da hPrl autêntica, optou-se pelo estudo de uma forma de 

taghPrl que contém 14 aminoácidos ügados à extremidade N-terminal. A 

Figura 1.1 apresenta uma estrutura simpüficada da taghPrl. 
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Figura 1.1: Estrutura simplificada da taghPrl evidenciando os aminoácidos da 

seqüência tag e as pontes dissulfeto. 

Para avahar a ação dos componentes principais de um plasmídeo 

de expressão, estudou-se portanto, neste trabalho, a expressão de taghPrl no 

citoplasma bacteriano. Desta forma, sendo a proteína de interesse estocada em 

corpos de inclusão, foi ehminada a influência da seqüência sinahzadora e dos 

mecanismos celulares relacionados com o processamento do precursor e com 

o transporte e a secreção da forma madura do hormônio [22]. Este modelo 

possibihta também a obtenção de níveis relativamente altos de proteína 

heteróloga, facihtando a anáhse do produto com as metodologias 

convencionais. Os elementos esmdados foram o promotor, a seqüência 

atívadora de tradução, o terminador de transcrição e o gene que confere 

resistência ao antibiótico. 

Os promotores utihzados foram o ÂPL e tac, que são 

considerados fortes por induzirem eficientemente a expressão de genes 



situados sob o seu controle [35]. É interessante observar que DEUSHLE e col. 

[12] estudaram a eficiência de 14 promotores diferentes e obtiveram uma 

expressão 2 vezes maior para o promotor ÁPi e m relação ao tac. 

Estes dois promotores são bloqueados pela ação de uma proteína 

repressora. O promotor XPi é reprimido pelo produto do gene XcIAtl, que 

expressa uma proteína termosensível, contido no plasmídeo pRK248cIts que 

pode estar presente, como será o nosso caso, na cepa utilizada para a 

expressão. C o m a elevação da temperatura para 42°C, a proteína repressora 

muda a conformação não se ligando mais ao operador e liberando, portanto, o 

promotor para a transcrição. O plasmídeo pRK248cIts tem baixo número de 

cópias e aparentemente impossibilita uma perfeita repressão do promotor [8]. 

Quanto ao promotor tac, que é um híbrido, derivado dos promotores trp e lac 

[5], é bloqueado pelo produto do gene lacf. Açúcares, como lactose, 

presentes no meio de cultura, são convertidos em alolactose que se hga ao 

repressor, causando uma mudança conformacional. Desta forma é reduzida a 

afinidade do repressor pelo operador, hberando o promotor para a transcrição. 

O composto isopropil P-thiogalactosídeo (IPTG) age da mesma forma que a 

alolactose, na inativação do repressor produzido pelo gene lacf.O gene lacP 

pode estar contido no cromossomo da bactéria e/ou no vetor de expressão. 

Quando está presente só no cromossomo bacteriano, a repressão é ineficiente 

porque sua produção é baixíssima: 0 ,001% sobre o total de proteína 

bacteriana [63, 55]. 

Outros autores estudaram também a influência de uma seqüência 

ativadora da tradução, descrita por OLINS e col. [45] relativamente à 

expressão de genes de mamíferos, plantas e bactérias. Esta seqüência de DNA 

faz parte do gene glO do bacteriófago T7 e é composta por 9 bases próximas à 

região do sítio de hgação do ribossomo (SLR). O modelo proposto por Ohns 



foi o do emparelhamento desta região do mRNA com a região do RNA 

ribossômico 16S (rRNA), ao redor dos nucleotídeos 458 e 466 (Figura 1.2). A 

interpretação do autor quanto ao incremento na expressão das proteínas 

analisadas, foi que esta região, rica em bases adenina e uracila, diminuiria a 

formação de uma estrutura secundária do mRNA e, portanto, peraiítiria um 

acesso fácil do ribossomo ao SLR e ao códon inicial AUG, Ele denominou 

esta região de "Epsilon" ("Enhancer of Protein Synthesis Initiation") e sua 

influência no incremento da expressão proteica foi observada em vetores 

contendo os promotores recA, lac, trpP e ÃPi . 

/UCACGUs. 

U iJ ^ rRNAieS 
mRHAdogeneÍO / A C-CUUUGCUC* ^CCCGCAGAAG 3" ''^'^^^ 

U I I I I I > 
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• A 
I • I I • I t • I 
I I I I 1 1 I I I 

I I 
5' CUAGAAAUAAUUUUGUUUAACUUUAAGAAGGAGAUAUAUCCAUGG...3" 

I 1 I 1 I I 
região SLR met-1 

homóloga 
(Epsilon) 

Figiu-a 1.2: Modelo proposto para o emparelhamento de bases entre o mRNA 

da seqüência gJO e a região do RNA ribossômico 16S. As linhas 

pontilhadas indicam uma potencial interação entre as 9 bases do 

mRNA do g/O e a região do rRNA 16S. 

(SLR: sitio de ligação do ribossomo; met-1 : metionina inicial) 

LEHMEIER e AMANN [31] estudaram a influência desta 

mesma seqüência na expressão de genes eucarióticos em plasmídeos da "série 

ptrc'" que contém o promotor trp lac. Os plasmídeos que receberam a 

seqüência glO passaram a ser denominados "série ptac'\ O estudo comparou a 

expressão em E. coli de quatro proteínas, duas com baixa e duas com alta 



expressão. Um aumento significativo no m'vel de expressão (3 e 20 vezes) só 

foi observado nas proteínas que apresentavam uma baixa produção. 

Outro elemento considerado crítico, relacionado com a própria 

estabilidade do mRNA, é o terminador de transcrição [35]. O terminador de 

transcrição utilizado e cuja influência foi estudada neste trabalho foi o do 

gene 32 do bacteriófago T4 [3], também usado por MORGANTI e col. 

[41,42] para a expressão de taghPrl e hPrl no periplasma bacteriano. Esta 

seqüência possibihta a formação de uma alça na região 3 ' do mRNA (grampo 

de terminação), locaüzada imediatamente antes do último nucleotídeo a ser 

transcrito, ocasionando uma longa pausa no alongamento da cadeia. Essa 

pausa, associada a uma região de ügação das bases adenina-uracila, onde há 

uma hgação de hibridização relativamente fraca, desestabihza o híbrido 

RNA/DNA (Figura 1.3). Este tipo de interação é denominada Rho-

independente, pois não necessita que a proteína rho se ügue ao mRNA para o 

desügamento e é comum em 90 % dos mRNAs de E. coli [63]. 

Terminador de transcrição 
U G 
c A 

""uuuu y ' 
3' .TT AATT AACCCCTGGGATCTCCAGGGGA A AAA A 5' 

DNA 

Figura 1.3: Seqüência de nucleotídeos do terminador de transcrição do gene 

32 e formação da alça desestabiüzadora do emparelhamento 

mRNA/DNA, segundo BELIN [3]. 
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Além destes três elementos (promotor, ativador de tradução e 

terminador de transcrição) foi estudada a influência dos genes que codificam 

a aminoglucosídeo fosfotransferase, responsável pela resistência à canamicina 

(kan^) e a p-lactamase, responsável pela resistência à ampicilina {amp^). 

Outro elemento fundamental de um vetor de expressão é a 

origem de replicação {ori) que determina o número de cópias de plasmídeo a 

serem replicadas e que, em última análise, influencia a quantidade de proteína 

expressa pela bactéria. Dentre as ori mais utilizadas encontra-se a pMBl, 

própria dos vetores da série pUC, que possibilita a obtenção de um grande 

número de cópias [36]. A oripMBl possui uma deleção da seqüência de DNA 

que é responsável pela síntese da proteína Rop. Esta proteína Rop está 

associada ao controle negativo, que impede o início da replicação do 

plasmídeo [36]. Salienta-se que as ori utilizadas neste trabalho, embora sejam 

do p U C 18/19, foram retiradas de diferentes plasmídeos. 

Para a obtenção de um produto a partir dos corpos de inclusão 

foi importante estudar os processos de solubihzação e renaturação, sem os 

quais não seria possível obter a taghPrl biologicamente ativa. U m esquema 

das principais etapas utiüzadas por vários autores para a obtenção de 

proteínas renaturadas a partir de corpos de inclusão, pode ser observado na 

Tabela 1.2 [7, 14, 34 ,37 , 47]. 
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Tabela 1.2: Métodos comumente empregados na obtenção de proteínas 

renaturadas a partir de corpos de inclusão citoplásmicos. 

Etapa Método 

Ruptura da parede 

bacteriana 

"French press" 

Homo geneizador 

Ultra-som 

Lisozima e Ultra-som 

Lavagem dos 
corpos de inclusão 
obtidos por 
centrifugação 

Solução de EDTA (1 mM) 

Água destilada 

Água destilada e deoxicolato (1 %) 

Uréia (2-4 M) 

Redução Dithiothreitol (10 mM) 

B-mercaptoetanol (1%) 

Glutationa reduzida 

Solubihzação Hidrocolato de guanidina (5-8 M) 

Uréia (6-8 M) 

Solução de tris e m pH alcahno ou ácido 

Solventes orgânicos (Acetonitrila) 

Detergentes (0,2% de N-laurilsarcosina) 

Renaturação e 

Oxidação 

Oxidação ao ar 

Oxidação com Glutationa oxidada 

Diáhse prolongada contra solução tamponante 

Diluição e Oxidação ao ar 

Oxidação com Thioredoxina 

, •<.-.;• fc- NUCLEAR ¡sai 
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Embora a conformação precisa das proteínas nos corpos de 

inclusão não seja bem conhecida, sabe-se que estes são compostos por formas 

monoméricas e multiméricas derivadas de interações não-covalentes intra e 

intermoleculares entre as proteínas de interesse. Esta interação pode ocorrer, 

também, entre as proteínas de interesse e as da própria bactéria. FUTAMI e 

col. [17] propuseram que, além da interação hidrofóbica, haveria uma 

interação eletrostática entre as proteínas recombinantes expressas no 

citoplasma e o RNA bacteriano. Os corpos de inclusão deveriam conter assim 

também ácidos nucleicos. 

Quando o pohpeptídio possui cisteínas em sua composição, 

ocorre a formação desordenada de pontes dissulfeto. Para a obtenção de 

proteínas monoméricas com sua conformação nativa e biologicamente ativas, 

é necessária a ruptura destas hgações intermoleculares para que se formem as 

hgações corretas, compatíveis com a estrutura terciária natural [37, 57]. 

A utihzação de detergentes na solubilização é um dos métodos 

mais econômicos empregados para esta finalidade. Detergentes são moléculas 

anfipáticas que contém grupos polares e hidrofóbicos e que, por esta 

característica, são muito utihzados na solubihzação de proteínas de membrana 

[4] e das proteínas de corpos de inclusão. A desvantagem do uso de 

detergentes é que estes também solubihzam algumas proteases de membrana, 

que são ativadas e m sua presença. Esta atividade proteásica leva a baixos 

rendimentos da proteína recombinante de interesse, durante as fases de 

solubilização e renaturação [57]. 

Outros agentes solubihzantes utihzados são o cloridrato de 

guanidina e a uréia. O cloridrato de guanidina é um reagente caro e por isso 

inviável para uma produção em larga escala. A uréia apresenta um custo 
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menor, porém pode conter isocianeto que pode reagir com grupos amino, 

sulfidril, carboxil e fosfato das proteínas [54]. A concentração de isocianeto 

pode aumentar principalmente e m altas temperaturas, em pH alcalino [50] e 

por períodos longos de incubação, da ordem de 10 dias [18], aumentando 

assim o seu efeito negativo. 

A escolha da estratégia utihzada para a renaturação é 

influenciada, ou até determinada, pelo método de solubihzação utihzado. A 

renaturação pode ser feita por meio de diáhse, em que a proteína é exposta ao 

denaturante em concentrações decrescentes, por um determinado período de 

tempo. Para certas proteínas, esta forma de retirada do denaturante possibihta 

a obtenção da conformação correta da molécula (folding), mas para outras 

pode causar precipitação das moléculas que se encontram e m estados de 

folding intermediários e que são susceptíveis à agregação. Neste último caso, 

a renaturação deve ser processada rapidamente por meio de diluição 

utihzando uma solução de renaturação (Tabela 1.2), sendo o procedimento 

específico para cada caso [50]. 

A formação das pontes dissulfeto do pohpepitídeo pode reahzar-

se pela ação do oxigênio do ar, que reage em pH alcahno com as cisteínas 

reduzidas. O oxigênio, como um receptor de elétrons, oxida as cisteínas 

possibihtando o folding correto, de forma espontânea [15]. 

Pelo que se refere à redução, solubihzação e renaturação, o nosso 

trabalho baseou-se especialmente nas metodologias descritas por LUCK e col. 

;33] para prolactina bovina e por PARIS e col. [47] para a prolacdna humana. 



14 

1.1 Objetivos do T r a b a l h o 

O presente trabalho se propõe, portanto, a: 

1 Anahsar a influência, no nivel de expressão de taghPrl citoplásmica, dos 

componentes intrínsecos dos vetores como: 

^ promotor (tac e AP¿), 

^ terminador de transcrição (g i2) , 

^ seqüência ativadora de tradução (glO). 

^ gene que confere a resistência ao antibiótico (amp'^ e kan). 

2 Estudar uma metodologia para a solubihzação e renaturação de taghPrl, a 

partir de corpos de inclusão, que de forma eficiente leve à uma rápida 

obtenção de grandes quantidades de hormônio biologicamente ativo, 

quahtativamente comparável ao produto natural. 
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2. Materiais e Métodos 

2.1 Materiais 

2.1.1 Equipamentos e acessórios principais 

> agitador rotatório de tubos ("rotator"), fornecido pelo laboratório NETRIA, 

North East Thames Region ImmunoAssay unit, Londres, Inglaterra; 

> autoclave de mesa, série 2100, KAVOKLAVE, São Paulo, SP, Brasil; 

> banho-maria, modelo 100, PANEM LTDA, São Paulo, SP, Brasil; 

> centrífuga refrigerada automática, modelo Super Speed RC-2B, SORVALL, 

Newtown, Connecticut, EUA; 

> centrífuga para secagem de DNA, D N A speed vacDNA 110 Savant, EUA; 

>- coluna de exclusão molecular XK16 (16 cm x 70 mm), PHARMACIA, 

Uppsala, Suécia; 

> contador gama tipo "poço", modelo Cobra auto-gamma, com troca automática 

de amostra, cuja eficiência aproximada para ^^ Î é de 80%, PACKARD 

INSTRUMENT COMPANY, minois , EUA; 

> densitômetro, modelo CS-9301PC Dual Wavelength, SHIMADZU, Kioto, 

Japão; 

> eletroporador, modelo I I , INVFTROGEN, San Diego, CA, EUA; 

> espectrofotômetro, modelo PMQ 11, CARL ZEISS, Oberkochen, Alemanha; 

> estufa para cultura bacteriológica, modelo 002 CB, FANEM LTDA, São 

Paulo, SP, Brasil; 

> estufa de cultura de células, modelo 3159, FORMA SCIENTIFIC, Marietta, 

Ohio, EUA; 
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> filmes de raios-X para auto-radiografias, KodakX-OMAT,(KODAK, St. 

Louis, MO, EUA; 

> fluxo laminar horizontal, classe I, VECO, Campinas, SP, Brasil; 

> fluxo laminar classe n A/B3, modelo 1140, Forma Scienfific, Marietta, Ohio, 

EUA; 

> material plástico estéril para cultura celular, CORNING COSTAR CORP., 

Cambridge, M.^ EUA e NALGENE COMPANY, Rochester, N.Y., EUA; 

> membranas de fitoação de 0,22 |im, MILLIPORE, Bedford, MA, EUA. 

> membrana de troca iónica, DEAE-celulose, NA-45, Schleicher & Schueh, N. 

Y., EUA; 

> microscópio invertido, modelo ID 03, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha; 

> sistema de estocagem de criotubos em nitrogênio liqüido. Locator Jr., 

Thermolyne, Dubuque, LA, EUA; 

> termociclador para a técnica de PCR (Reação de Pohmerase em Cadeia), 

Thermal Reactor-Hybaid, Londres, Inglaterra; 

> ultra som, Virsonic cell disrupter, model 150, Gardiner, N. Y., EUA. 

2.1.2 Nucleotídeo marcado 

> o nucleotídeo a^^S dATP utihzado na reação de sequenciamento foi adquirido 

da AMERSHAM INTERNATIONAL, Aylesbury, Buckinghamshire, 

Inglaterra. 
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2.1.3 Oligonucleotídeos 

> os oligonucleotídeos utilizados nas técnicas de mutação sítio dirigida, 

sequenciamento e PCR foram sintetizados pela GIBCO-BRL, Gaithersburg, 

MD, EUA. 

2.1.4 Marcadores de peso molecular 

> os marcadores de peso molecular de DNA foram adquiridos da GIBCO-BRL 

Gaithersburg, MD, EUA: 

(L) bacteriófago X cüvado com as enzimas EcoR I e Hind EI apresentando as 

bandas de: 

21,0 - 5,0 - 4,9 - 4,3 - 3,5 - 2,0 - 1,9 - 1,6 - 1,4 - 0,9 - 0,8 - 0,6 - 0,1 kb 

(quilobases); 

(P) plasmídeo pUC19 chvado com a enzima Hae IH apresentando as bandas de: 

0,59 - 0,56 - 0,43 - 0,30 - 0,27 - 0,26 - 0,17 - 0,10 kb; 

> marcadores de peso molecular de proteínas: soroalbumina bovina (66 kDa), 

ovoalbumina (43 kDa), prolactina humana ou ovina (23 kDa), hormônio de 

crescimento humano recombinante (22 kDa) e mioglobina (17 kDa). 

2.1.5 Cepas de E.coli utilizadas 

HB2151 : K12-ara A lac-pro thi (F' proAB lacf A M l 5 ) [33]; 

RB791 :W3110/ac7^L8 [16] ; 
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R R I : supEU hsáSlO (te" mg ' ) ara-14 proA2 lacYl galK2 rpsLlO xyl-5 mtl-\ 

[36]; 

RZ1023 : [HFrKL 16 Po]45, Zbd-279::Tn 10, lys A, thi-1, rel Al, spo Tl, sup 

E44, dut 1, ung 1 [34]. 

2.1.6 Vetores de expressão 

Os vetores de expressão utilizados foram: pÀPi hGH-amp'^ [2] e 

ptactaghPrl [41], ambos existentes no laboratório de Bioengenharia, IPEN/CNEN 

- São Paulo. O vetor ptactagExo foi cedido pelo Dr. R. W. Graham, do 

Departamento de Microbiologia, Universidade de British Columbia, Vancouver, 

B.C., Canadá. 

2.1.7 Elementos constituintes dos vetores: 

)JPL - seqüência de DNA correspondente ao promotor XPL ; 

tac - seqüência de DNA correspondente ao promotor tac; 

SLR - seqüência de DNA correspondente ao sítio de ügação ao ribossomo; 

glO - seqüência ativadora de tradução, do gene 10 do fago T7 (TTAACTTTA); 

tag - seqüência de DNA que codifica os aminoácidos metionina, alarüna, treonina, 

serina, seis histidinas e para o sítio de cüvagem do fator Xa; 

amp' - gene que confere resistência à ampiciüna (P-lactamase); 

kan'^ - gene que confere resistência à canamicina (aminoglucosida 

fosfotransferase); 
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g32 - seqüência de DNA que determina o término da síntese do mRNA 

(terminador de transcrição) do gene 32 do bacteriófago T4; 

ori - seqüência de DNA, que determina a origem de replicação dos plasmídeos 

pUC I S e p U C 19; 

Fi - seqüência de DNA que inicia a transcrição de DNA fita simples; 

lacl^ - gene que codifica a proteína repressora do operou lac; 

Exo - seqüência de DNA que codifica uma exoglucanase; 

hPrl - seqüência de DNA que codifica o hormônio prolactina, sem a seqüência 

sinahzadora. 

2.1.8 L inhagem celular 

As células utihzadas no ensaio biológico foram as células de 

ünfoma de rato, Nb2, cedidas pelo Dr. P. Gout (Bridsh Columbia Cancer 

Agency, Vancouver, Canadá). 

2.1.9 Reagentes 

> acetato de amonio p.a., MERCK, São Paulo; 

> acetona p.a., MERCK, São Paulo; 

> ácido acético p.a., MERCK, São Paulo; 

ácido bórico p.a., QM, São Paulo; 

> ácido clorídrico p.a., CAAL, São Paulo; 

> ácido etilenodiaminotetraacético (sal dissódico) (EDTA), CARLO ERBA, São 

Paulo; 
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> acrilamida p.a., SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> agarose, GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA; 

> ágar-ágar purificado para bacteriologia, MERCK, São Paulo; 

> ampicihna, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> anticorpo poüclonal, anti-human Prolactin-rabbit, NIDDK, EUA; 

> azida sódica, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> azul de bromofenol, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> azul dextran 2000, PHARMACIA, Uppsala, Suécia; 

> bacto-triptona, DIFCO, Interlab, São Paulo; 

> P-mercaptoetanol, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> bicarbonato de amónio p.a., LABSYNTH, São Paulo, São Paulo; 

> bisacrilamida p. a., SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> canamicina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> cloreto de cálcio dihidratado p.a., MERCK, São Paulo; 

> cloreto de sódio p.a., MERCK, São Paulo; 

'r clorofórmio p.a., MERCK, São Paulo; 

'r deoxidocolato de sódio, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

'r dithiotreitol (DTT), SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

'r dodecil sulfato sodium, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

'r enzimas de restrição e de modificação da GIBCO-BRL (Gaithersburg, MD, 

EUA), da PHARMACIA (Uppsala, Suécia) ou da NEW ENGLAND 

BIOLABS (Beverly, MA, EUA); 

'r etanol p.a., REAGEN, São Paulo; 

extrato de levedura para microbiologia, DIFCO, Interlab, São Paulo; 

r fenol p.a., SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

'r fluoreto de fenilmetilsufonila (PMSF), SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

'r fosfato de sódio bibásico p.a., MERCK, São Paulo; 
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> fosfato de sódio monobásico p.a., MERCK, São Paulo; 

> glicose p.a., CAAL, São Paulo; 

> glicerol, MERCK, São Paulo; 

> hidróxido de sódio p.a., MERCK, São Paulo; 

> hormônio de crescimento humano recombinante, preparação interna de 

referência do Departamento de Bioengenharia, IPEN/CNEN, SP; 

> isopropil-thiogalactosideo (IPTG), SIGMA, St. Louis, M O , EUA; 

> leite desnatado, MOLIÇO, São Paulo; 

> meio de Fisher, Gibco-BR, Gaithersburg, MD, EUA 

> metanol p.a., MERCK, São Paulo; 

> mioglobina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> Na I comercial, hvre de carreadores e oxidantes, fornecido pela NORDION 

EUROPE S.A. (Fleurus, Bélgica), com atividade específica de 11100-22200 

MBq/mL (300-600 mCi/mL); 

> N-laurilsarcosina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> n-propanol p.a., REAGEN, São Paulo; 

> ovoalbumina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> pohetileno gücol 8000, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> prolactina humana padrão (WHO 84/500; 53 mI.U./2,5 \ig), Inglaterra; 

> prolactina ovina, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> proteína A, SIGMA, St. Louis, MO, EUA; 

> resina cromatográfica Sephacril-SlOO, PHARMACIA, Uppsala, Suécia; 

> sistema de sequenciamento Sequenase™ Version 2.0 DNA Sequencing Kit, 

AMERSHAM LIFE SCIENCE INC, Arhngton Heights, IL, EUA; 

> soroalbumina bovina (BSA), RIA grade (fração V), SIGMA, St. Louis, MO, 

EUA; 
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> soro de cavalo castrado, cedido pelo Dr. P. Gout (British Columbia Cancer 

Agency, Vancouver, Canadá). 

> soro fetal bovino (SFB), Gibco-BR, Gaithersburg, MD, EUA; 

> tris (hidroximetil) aminometano p.a., MERCK, São Paulo; 

> Tween-20, SIGMA, St. Louis, M O , EUA; 

> uréia, SIGMA, St. Louis, MO, EUA. 
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2.2 Métodos 

2.2.1 Amplifícação dos plasmídeos 

2.2.1.1 Transformação de bactérias E. coli 

As cepas de E.coli foram transformadas com os plasmídeos de 

interesse pelo método de cloreto de cálcio [36] ou por eletroporação utilizando 1,5 

kV; 25mA e 25 W [13]. 

2.2.1.2 Condições de crescimento 

Cepas bacterianas transformadas com o plasmídeo de interesse foram 

cultivadas e m LB (Extrato de levedura 0,5%, Triptona 15% e NaCl 0,17 M) com 

ampicilina (100 p-g/mL) ou canamicina (50 |ig/mL), à temperatura de 37°C, exceto 

as cepas RRI contendo vetores baseados no promotor ÀPi, que foram cultivadas a 

30°C. Todas as cepas foram cultivadas com agitação de 200 rotações por minuto 

(rpm) por 16 h. 

2.2.2 Preparação de plasmídeos 

A preparação dos plasmídeos, em pequena e em larga escala, foi 

realizada utilizando os métodos: 
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1) lise alcalina [36] e no método e m larga escala, a lise alcalina 

foi seguida por uma etapa de precipitação de proteínas com acetato de amonio 2,5 

M e a purificação do DNA foi feita com polietileno gücol 20%. 

2) Kit QIAGEN (Quiagen, Hilden, Alemanha), que utiüza mini 

colunas de afinidade após üse alcaüna. 

2.2.3 Remoção de proteínas e RNA 

Nas soluções de DNA, em que era necessário a retirada de proteínas e 

RNA, foi empregada a seguinte metodologia: adicionou-se um volume, igual ao 

volume da amostra, de uma mistura composta por 50% de fenol e 50% de 

clorofórmio. Após agitação e centrifugação a 12000g por 2 min a 4°C, o 

sobrenadante foi transferido para outro mbo, adicionado um volume igual ao 

anterior de clorofórmio. Esta mistura foi homogeneizada e centrifugada nas 

mesmas condições anteriores. Ao sobrenadante foi adicionado acetato de sódio 

(concentração final de 0,3 M) e dois volumes iguais ao da amostra de etanol. Após 

uma incubação de 15 min a 0°C a amostra foi centrifugada a 12000g por 10 min a 

4 T . O DNA precipitado foi lavado com o mesmo volume de etanol 70%, 

centrifugado nas mesmas condições descritas anteriormente e secado em centrífuga 

savant. 

2.2.4 Separação e purificação dos fragmentos de DNA 

Os fragmentos de DNA foram separados e m gel de agarose 1%, 

corados com brometo de etídeo e visuaüzados com luz ultravioleta. A purificação 

dos fragmentos de interesse foi reaüzada por meio de três métodos : 
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1) A transferência do fragmento de interesse do gel de agarose 

para uma membrana de troca iónica (DEAE celulose) foi feita aplicando-se uma 

corrente elétrica. Após a transferência, a membrana foi lavada com uma solução de 

baixa concentração salina (NaCl 0,15 M; EDTA 0,1 mM e Tris-HCl 20 mM pH 

8,0), sendo a eluição do DNA, realizada com uma solução de alta concentração 

sauna (NaCl 1,0 M; EDTA 0,1 mM e Tris-HCl 20 mM pH 8,0). Esta solução de 

DNA foi tratada de acordo com a metodologia descrita no item 2.2.3. 

2) A região do gel de agarose que continha o fragmento de 

interesse foi removida e homogeneizada com um volume de fenol correspondente 

ao peso do gel cortado. Esse homogeneizado foi congelado a -70°C por 10 min, 

centrifugado a 16000g por 5 min a 4°C após o descongelamento e guardado o 

sobrenadante. Ao precipitado foi adicionado um volume correspondente a 30 % do 

volume de fenol utihzado inicialmente, de fenol e o mesmo volume de TE (Tris 

HCl lOm M e EDTA ImM, ambos em pH 8,0). A suspensão foi congelada 

novamente e centrifugada nas mesmas condições. O novo sobrenadante foi 

adicionado ao anterior sendo tratado de acordo com o mesmo procedimento 

descrito no item 2.2.3 (Dra. Rebouças, ICB/USP). 

3) Extração e purificação com o uso do "Kit QIA quick" 

(Quiagen, Hilden, Alemanha). 

2.2.5 Reação de clivagem parcial de DNA 

Nas reações de cHvagens parciais com as enzimas EcoR I e Xba I foi 

utihzada 1 unidade de enzima (u) para cada 800 ng de DNA, incubando a 37°C, 

com monitoramento e m gel de agarose de 5 em 5 min por 30 min. 
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2.2.6 Reação de ligação de DNA 

Nas reações de recircularização ou ligação de inserto com vetor foi 

utiüzada 1 u de T4 DNA Ligase para 100 ng de DNA, incubando de 1 a 3 h a 20°C 

ou 16 h a 16°C. As proporções do vetor em relação ao inserto foram de 1:1, 1:2 ou 

1:3. Para a ligação tríplice a quantidade de cada fragmento foi proporcional ao seu 

peso molecular. 

2.2.7 Mutação 

2.2.7.1 Sítio dirigida 

A- Produção de DNA fita simples 

A cepa bacteriana RZ1023 foi semeada em placa de Petri com meio 

mínimo (Na2HPO4.7H20 0,05 M, K H 2 P O 4 0,02 M, NaCl 0,009 M, N H 4 C I 0,02 M e 

glicose 0,4%), incubando por 28 h a 3 7 T . A partir destas colônias foram 

preparadas células competentes que foram transformadas com o plasmídeo 

bluescript KS" contendo o inserto a ser mutado. Uma colônia contendo o plasmídeo 

foi cultivada em 2 mL de meio YT (triptona 16%, extrato de levedura 10% e NaCl 

0,086M), com agitação, a 37 ' 'C por 16 h. Desta culmra foram utilizados 15 |iL 

diluídos e m 1,5 mL de YT, cultivando nas mesmas condições até o meio ficar 

turvo. Foram adicionadas 10^ a lO'^ pfu/mL (pfu: unidades formadoras de placa) 

do fago R408, incubando a 37°C, sob agitação, por 5 a 6 h. Após esse período a 

cultura foi centrifugada e ao sobrenadante, que contém o DNA de fita simples 

(ssDNA), foram adicionados 200 p.L de uma solução de PEG 20 % e NaCl 2,5 M, 

(WHTITUTO D.-, r-' •:».,'-• • . -

L. 
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incubando por 15 min em temperatura ambiente. O ssDNA foi isolado por 

centrifugação a 16000 g por 15 min e o precipitado sendo dissolvido em 100 |LLL de 

TE [29]. Nesta solução foi empregada a metodologia descrita no item 2.2.3. 

B- Produção de DNA de fita dupla contendo a mutação 

E m tubo eppendorf foram colocados: 1 p-g de ssDNA, 5 pmol de 

oligonucleotídeo fosforilado, 1 |xL de tampão "M" e água até 10 |iL. A composição 

do tampão M é a seguinte: NaCl 500 mM, Tris HCl 100 mM pH 8, MgCla 100 

mM, DTT 10 mM. O tampão pode ser estocado a -20°C. 

Após uma incubação a 55°C por 5 min foram adicionados os 

nucleotídeos, todos em concentração de 0,5 mM, desoxiadenosina, 

desoxiguanidina, desoxicitosina, desoxitimidina e adenosina tri-fosfato, 1 | iL de 

tampão para a enzima Ligase T4, 1 u de DNA-polimerase íragment Klenow, 1 u de 

Ligase T4 , água deionizada até 20 p.L. Esta reação foi incubada por 2 h em 

temperatura ambiente e utilizada na transformação de bactérias. 

2.2.7.2 Mutação mediante reação de P C R 

Para 100 a 300 ng de DNA a ser mutado, utilizaram-se 100 ng 

de cada oligonucleotídeo (sense e anti-sense), 1/10 do volume de reação de 

tampão BIP V2, 2,5 u da enzima TAQ polimerase e água deionizada até 50 pL. 

Após rápida agitação, centrifugou-se a reação e submeteu-se a 15 ciclos de 

polimerização nas seguintes condições: 1 min de denaturação a 94°C, 1 min de 



28 

hibridização a X °C e 1 mm de poümerização a 72 °C. A temperatura X °C 

corresponde à temperatura de hibridização (Tm) menos 5^C. 

A Tm é calculada para cada oHgonucleotídeo pela seguinte fórmula: 

Tm = [ (n- guaninas + n- citosinas) x 4 ] + [ (n^ adeninas + n^ timinas) x 2 ] 

Neste cálculo são consideradas somente as bases que hibridizam 

A composição do tampão BIP V2 é a seguinte: Tris HCl 0,38 

M pH 8,8; p-mercaptoetanol 0,0004%; tritonX-100 0,008%; EDTA 0,4 mM 

MgC12 11 mM; desoxiadenosina 1,1 mM; desoxiguanidina 1,1 mM 

desoxicitidtosina 1,1 mM; desoxitimidina 1,1 mM; sulfato de amónio 0,093 M 

gelatina 1,1% e água deionizada até completar u m volume de 8,93 mL. 

2.2.8 Sequenciamento de DNA 

O DNA a ser sequenciado (4 p,g e m 18 |JiL) foi primeiramente 

desnaturado com 2 | iL de uma solução contendo NaOH 2M - EDTA 2mM, sendo 

precipitado com 75 |xL de etanol na presença de 2 |LiL de acetato de amónio 2M. A 

seguir adotou-se o protocolo UBS Sequenase versão 2.0, que reaüza a marcação 

com [«-'' ' 'SldATP e terminação de cadeia com dideoxinucleotídeos [51]. As 

amostras obtidas foram anahsadas em gel de pohacrilamida 8% na presença de 

uréia 48%. Os géis secados por 2 horas a 80'^C e auto-radiografados em filmes de 

raios-X. 
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2.2.9 Expressão de taghPrl 

2.2.9.1 Ativação com incremento de temperatura 

Foi feito u m inoculo da cepa RRI, transformada com plasmídeo 

baseado no promotor XPi, cultivando por 16 h a 30°C. Este inoculo foi dilm'do em 

meio LB até uma densidade ótica (Aeoo) de 0,2 u.o. e novamente cultivado até A ôo 

de 0,5 a 1,0 u.o.. Atingida esta absorbância a temperatura foi elevada a 42^C, para a 

ativação do promotor XPL , por até 9 h, com coletas de amostras e m 6, 7, 8 e 9 hde 

ativação. Como controle negativo foi utihzado o mesmo clone mantido a 3 0 V . 

2.2.9.2 Ativação com adição de IPTG 

A cepa HB2151, transformada com plasmídeo baseado no promotor 

tac, foi inoculada em meio LB e cultivada por 16 h a 37°C. A partk deste inoculo 

foram reahzados dois procedimentos de ativação com IPTG: 

a) ativação com adição de IPTG em fase log: o inoculo foi diluído em LB até 

uma absorbância de 0,2 u.o. e cultivado até atingk uma Aéoo de 0,4 - 0,5 u.o. A 

cultura com esta densidade ótica foi ativada com IPTG nas concentrações de 

0,1 mM e 2 mM por 5 a 9 h [21]. 

b) ativação com adição inicial de IPTG: o inoculo foi diluído e m LB até uma 

absorbância de 0,02 - 0,04 u.o., ativado simultaneamente com IPTG, nas 

concentrações de 0,1 mM e 2 mM e cultivado por 16 h [34]. 

Como controle negativo foi utihzado o mesmo clone, sem ativação. 
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2.2.10 Carac ter ização da íagiiPrl 

2.2.10.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Esta eletroforese foi realizada como descrito por Laemmli (1970), 

com gel de separação a 12% de poliacrilamida e o de empilhamento a 3%. Às 

amostras de suspensão bacteriana ou amostras renaturadas (correspondentes a uma 

A600 de 0,06 u.o. ou equivalentes a 4,8 x 10^ céls/mL), foi adicionado o tampão de 

amostra para uma concentração final de Tris-HCl 50 mM pH 6,8, DTT 25 mM, 

ghcerol 10%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,08 mg/mL e p-mercaptoetanol 1%. 

As amostras foram fervidas por 10 min e centrifugadas. Para as amostras não 

reduzidas utiüzou-se o mesmo tampão sem P-mercaptoetanol e sem fervê-las. Cada 

amostra foi aphcada no gel e a corrida foi reahzada em 30 mA até a saída do 

corante azul de bromofenol do gel. 

A coloração das proteínas, separadas por esta metodologia, foi 

reaüzada tratando o gel de pohacrilamida com uma solução de Azul de Coomassie 

0,25%, metanol 45 %, ácido acético 10 % e água 45 %; em seguida descorou-se 

com uma solução de metanol 40 %, ácido acético 10 % e água 50 %. 

2.2.10.2 Western blot 

Após separação das proteínas por eletroforese em gel de 

poüacrilamida, as mesmas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose 

pelo método semi-seco como descrito por BURNETTE (1981). Após lavar a 

membrana com solução de NaCl 0,15 M e Na3P04 0,01 M pH 7,4 (PBS) e leite 
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desnatado 5% (M), esta foi incubada com anticorpo policlonal contra a proteína de 

interesse, em PBS+M durante 16 h. Em seguida a membrana foi lavada 5 vezes 

com PBS+M e incubada com proteína A marcada com ^̂ Î (4x10^ cpm/mL) em 

PBS+M por 1 h. Após a incubação esta foi lavada 4 vezes com PBS+M e 2 vezes 

com PBS. Com a membrana seca foi feita a auto-radiografia. 

2.2.10.3 Cromatografia em coluna de exclusão molecular 

Para a cromatografia de exclusão molecular uülizou-se uma coluna de 

Sephacryl S-100, equiübrada e eluída com tampão bicarbonato de amónio 50 mM 

e com fluxo de 60 mLTh. 

Esta coluna foi cahbrada definindo os seguintes parâmetros: volume 

de exclusão molecular identificado pelo volume de eluição do azul dextran (Vo) 

e o volume total da coluna identificado pelo volume de eluição da acetona (Vt). 

Foi utihzada a notação Ve para o volume de eluição de proteínas udhzadas como 

padrão ou desconhecidas. 

Para o cálculo do IQ de cada amostra aphcada na coluna foi 

utihzada a fórmula: 
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2.2.10.4 Ensaio biológico 

A determinação da atividade biológica da taghPrl foi feita por meio da 

estimulação do crescimento de células de ünfoma de rato (Nb2) [20]. E m uma 

cultura destas células, foram adicionadas amostras em dupücata de diferentes 

diluições de taghPrl, incubando em estufa de C O 2 a 37°C por 48 h. Em seguida as 

células foram contadas e o resultado comparado com uma curva feita estimulando 

as mesmas células com prolactina pituitária humana padrão, em concentrações de 

0,01 a 0,25 n g / m L [ 4 1 ] . 

2.2.11 Extração, solubilização e renaturação de taghPrl em corpos 

de inclusão 

2.2.11.1 Solubilização com N-laurilsarcosina e 

renaturação ao ar (IVIétodo de Luck) 

Uma cultura de bactérias de 100 mL (Aeoo ~ 4 u.o.) foi centrifugada a 

4.000g por 5 min a 4°C e em seguida foi processada seguindo a metodologia: 

1) Lise bacteriana por ultrasom 

O precipitado foi ressuspenso em tampão fosfato de sódio 10 mM pH 7,4, 

dithiotreitol (DTT) 10 mM e fluoreto de metilfenilsulfonila (PMSF) 1 mM. A esta 

suspensão foi aphcado ultrasom com uma freqüência de 60 khz por 30 s, por 5 

vezes a intervalos de 30s, em gelo. 

O usado foi centrifugado a 20.000g por 30 nun a 4°C. 
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2) Isolamento dos corpos de inclusão 

O precipitado contendo os corpos de inclusão foi ressuspenso em 8 mL de tampão 

fosfato de sódio 1 mM pH 7,4, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM, a 4^C. 

2.1) Lavagem com solução com deoxicolato 

Em algims experimentos foi adicionado aos corpos de inclusão em suspensão 

deoxicolato de sódio 1 % incubando por l h a 37°C. 

A suspensão foi centrifugada a 4.000g por 5 min, a 4^C descartando o 

sobrenadante. 

2.2) Lavagem com água 

Em todos os experimentos, os corpos de inclusão foram ressuspensos em 8 mL de 

água a 4*^C, centrifugando a 4.000g por 5 min a 4°C e descartando o sobrenadante. 

3) Solubilização com N-laurilsarcosina 

Os corpos de inclusão foram solubihzados em 3 m L de fosfato de sódio 0,1 M pH 

7,4 contendo N-laurilsarcosina 0,2%, por 16 h a 4*^0. 

4) Renaturação 

A renaturação foi feita em pH alcahno com adição de 6 mL de borato de sódio 0,1 

M pH 10 contendo N-laurilsarcosina 0,2% e incubando 1 h a 20*^0 ao ar 

atmosférico saturado de umidade para inçedfr a evaporação. No final da incubação 

a solução foi neutrahzada com HCl, centrifugada e estocada a -20°C [34]. 
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2.2.11.2 Solubilização com uréia e renaturação 

por diálise (Método de Paris) 

100 mL de cultura bacteriana ativada (A^ ~ 4 u.o.) foram 

centrifugados a 4000g por 5 min a 4^C e processado utilizando o seguinte 

protocolo: 

1) Lise bacteriana por ultra-som 

O precipitado foi ressuspenso em solução de Tris HCl 50 mM e EDTA 0,5 mM 

pH 8,0. A esta suspensão foi aplicado ultrasom com uma freqüência de 60 khz 

por 30 s, por 5 vezes a intervalos de 30s, em gelo. 

O Usado foi centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4°C. 

2) Isolamento dos corpos de inclusão 

O precipitado foi lavado 3 vezes com 40 mL de solução Tris HCl 10 mM pH 8,0, 

EDTA 1 mM pH 8,0 e PMSF 0,1 mM, centrifugando a 12000 g, por 15 min., 4°C. 

3) Solubilização com uréia 

Na solubihzação foi utihzado fosfato de sódio 0,2 M pH 7,0, uréia 8 M e p-

mercaptoetanol 1%, nas concentrações de 0,16; 0,60 e 0,80 mg de prolactina /mL. 

Esta solução contendo os corpos de inclusão foi aquecida a 55 °C por 5 min e 

deixada em temperatura ambiente por 2 h. 

4) Renaturação 

A renaturação foi reahzada por diáhse contra 20 volumes de solução contendo 

bicarbonato de amonio 50mM e PMSF 0,5 mM, por 60 h, com 8 trocas da solução. 
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A solução contendo a proteína renaturada foi centrifugada a 12.000g, por 15 min, a 

4°C. 

A solução contendo a proteína solubiüzada foi üofíüzada e ressuspensa em 

bicarbonato de amónio 50mM [47]. 

2.2.12 Extração das proteínas bacterianas por choque osmótico 

Uma cultura bacteriana foi centriftigada a 4.000g por 15 min a 4°C. O 

pellet de bactérias foi ressuspenso em solução de Tris HCL lOmM pH 7,5 

contendo sacarose 20 % e solução de EDTA 0,5 M pH 8,0, e mantido nesta 

solução por 10 min em gelo. A suspensão obtida foi centrifugada a 4.000 g por 15 

min a 4^C. O pellet foi ressuspenso em solução de TrisHCl 1 mM pH 7,0 e 

mantido em gelo por mais 10 min. Após nova centrifugação, sempre nas mesmas 

condições, o sobrenadante contendo as proteínas periplásmicas foi coletado, sendo 

chamado "extrato periplásmico" [27]. 
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3.1 Padronização das condições de ativação do promotor tac na 

expressão de uma proteína bacteriana (exoglucanase) 

A análise da influência dos componentes intrínsecos dos vetores de 

expressão utilizados neste trabalho, sobre a expressão de prolactina humana 

ügada a uma seqüência tag (taghPrl) e m corpos de inclusão, iniciou-se com a 

determinação da eficiência de expressão de u m vetor citoplásmico que fosse 

utihzado como referência. Os valores de MORGANTI e col.(1993), referentes 

à eficiência de expressão de hPrl periplásmica, foram da ordem de lO^^ 

^ig/mL.AgPQ quando foi utihzado um vetor de expressão com o promotor AP^ 

[40] e da ordem de 0,7[Lg/mL.A^^ para a taghPrl quando utihzando u m vetor 

de expressão com o promotor tac [41]. Diante destes dados optou-se por 

padronizar as condições de expressão da taghPrl citoplásmica com u m vetor 

contendo o promotor tac, aparentemente mais eficiente, e utihzá-lo como 

vetor de referência. 

A principio utihzou-se como proteína de referência uma 

exoglucanase [46] ligada a uma seqüência tag (tagExo) que, sendo uma 

proteína natural de E. coli, teria uma menor possibiüdade de sofrer degradação 

e, de alguma forma, poderia ter sua expressão favorecida [35]. Para a 

expressão desta proteína, que possui um peso molecular de ~ 23 kDa,foi 

utihzado o vetor ptac-tagExo, na cepa HB2151. Na Figura 3.1 está 

apresentado um estudo de expressão citoplásmica desta proteína em SDS-

3. Resultados 
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PAGE. Observa-se que houve expressão significativa somente quando o IPTG 

foi adicionado ao meio de cultura em fase de crescimento exponencial. Nestas 

condições de ativação foram estudadas diferentes concentrações de IPTG (2; 1 

e 0,1 mM) e não foram observadas diferenças significativas na expressão de 

tagExo. C o m a adição de IPTG 0,1 mM foi obtida uma expressão de 

aproximadamente 11 \ig/mL.A^^ em 6 h e de 33 [ig/mL.A^^ em 9 h de 

cultivo (dado obtido posteriormente e apresentado na Figura 3.3, canaletas 5 e 

6). Portanto, por estes resultados, concluiu-se que as condições de ativação 

que propiciaram a maior expressão de tagExo foram: ativação por um período 

de 9 horas com IPTG 0,1 mM adicionado à cultura com a A ^ entre 0,4 e 0,5 

u.o. 

Nesta mesma Figura 3.1, canaletas 8 e 9, ainda podemos observar que a 

expressão periplásmica da exoglucanase, utihzando uma seqüência 

sinahzadora de Celulomonas fimi (SC), só é observada no hsado total 

bacteriano, não sendo detectada no periplasma [21]. 
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Figura 3.1: Análise realizada mediante eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) da expressão de exoglucanase pelo plasmídeo ptac­

tagExo na cepa HB2151. Todas as amostras são derivadas de lise 

total de bactérias, com exceção daquelas derivadas de choque 

osmótico. 1) marcadores de peso molecular (10 |^g): soroalbumina 

bovina, 66 kDa; ovoalbumina, 45 kDa; hormônio de crescimento 

humano recombinante, 22 kDa e mioglobina, 17 kDa; 2) cultura 

sem ativação; 3) cultura ativada por 16 h com adição inicial de 

EPTG 2mM ao meio; 4) cultura ativada após ter atingido uma Agoo 

=0,4-0,5 com IPTG 2mM por 6h; 5) cultura nas mesmas condições 

da n°. 4, ativando com IPTG ImM; 6) proteínas periplásmicas 

(choque osmótico): cultura nas mesmas condições da amostra n°. 5; 

7) cultura nas mesmas condições da n°. 4, ativando com 0,1 mM 

IPTG; 8) ptac-SC-tagExo (SC, seqüência sinahzadora da celulase), 

sem ativação; 9) ptac-SS-tagExo, mesmas condições da n°. 4, 

advando com IPTG ImM: üse total; 10) proteínas periplásmicas: 

cultura nas mesmas condições da amostra n''. 9 (choque osmótico). 

KDa 

66 

45 
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3.2 Análise da expressão de taghPrl citoplásmica sob as condições 

de ativação estabelecidas para a exoglucanase bacteriana 

Após ter estabelecido as condições ideais de expressão da 

exoglucanase bacteriana, estas foram aplicadas à expressão de taghPrl. A 

expressão de taghPrl foi estudada com o vetor ptac-taghPrI, derivado do 

mesmo vetor capaz de expressar a exoglucanase, utiüzando-o como vetor de 

referência para a expressão de taghPrl. Na Figura 3.2 observa-se que não 

houve diferenças significativas de expressão entre as ativações com IPTG 0,1 

e 2 mM. Quanto à duração da ativação com IPTG, confirmaram-se os 

resultados encontrados para a expressão de tagExo. 

Após este experimento ficou evidente a possibihdade de obter-se 

uma alta expressão de taghPrl no citoplasma bacteriano, provavelmente maior 

do que a obtida para a exoglucanase. 
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Figura 3.2: Gel de poliacrilamida em que se observa a expressão da 

exoglucanase e taghPrl na cepa HB2151. As amostras se referem 

ao hsado bacteriano total. Quando não especificado a ativação 

sempre foi reaüzada por adição de EPTG na fase de crescimento 

exponencial. 1) marcadores de peso molecular (5 |ig); 2) ptac­

tagExo sem advação; 3) ptac-tagExo, ativação por 6 h, 

adicionando 0,1 mM de IPTG; 4) vetor de referência (ptac­

taghPrl) sem ativação; 5) vetor de referência, ativação por 16 h 

com 0,1 mM de IPTG (adição inicial); 6) vetor de referência, 

ativação por 16 h com 2 m M de IPTG (adição inicial); 7) vetor de 

referência, ativação por 6 h, adicionando 0,1 mM de IPTG; 8) 

vetor de referência, ativação por 6 h, adicionando 2 mM de IPTG; 

9) vetor de referência, ativação por 9 h, adicionando 0,1 mM de 

IPTG; 10) vetor de referência, ativação por 9 h, adicionando 2 

mM de IPTG. 
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E m outro experimento foram analisados também dois clones 

transformados com o vetor de referência (ptac-taghPrI), a distância de 1 ano 

entreum do outro (Figura 3.3), os quais apresentaram aproximadamente a 

mesma eficiência de expressão. A utilização de marcadores de peso molecular 

em três m'veis diferentes (10, 5, e 2,5 |ig) facilitou a quantificação 

densitométrica da proteína de interesse: 59 |j.g/mL (canaleta 8). Aeoo para o 

clone recém transformado e 53 [ig/mL.A^^ para o clone com 1 ano de 

estocagem (canaleta 10). Este m'vel de expressão foi claramente superior à 

expressão da tagExo (canaleta 6). 

Novamente foi realizada uma comparação entre a expressão 

citoplásmica e periplásmica de taghPrl (Figura 3.3, hnhas 8 e 12, 

respectivamente). Obteve-se uma eficiência de expressão periplásmica de 1,3 

jlg/mL.AgQQ. O valor médio de expressão de taghPrl no periplasma obtido em 

três experimentos foi de 0,87 ± 0,37 | ig/mL.Ag^, confirmando os dados já 

mencionados, obtidos por MORGANTI e col. (1996). A banda mais intensa na 

posição imediatamente superior àquela relativa à taghPrl periplásmica, 

anahsada em Western blotting (canaleta 8), não foi identificada como uma 

forma de prolactina (Figura 3.4). O mesmo Western blotting também 

confirmou a identidade da prolactina expressa no periplasma e no citoplasma. 

Observa-se, na hnha 8, que a forma da banda de taghPrl sugere a presença de 

uma grande quantidade de proteína bacteriana, de fato observada na hnha 12 

da Figura 3.3. 

Além dos altos m'veis de expressão citoplásmica obtidos 

(aproximadamente 50 vezes superior aos m'veis de expressão periplásmica). 
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Figura 3.3: Anáhse em SDS-PAGE da expressão da exoglucanase e da taghPrl 

na cepa HB2151. As amostras de 4 a 10 se referem ao hsado 

bacteriano total, enquanto as amostras 11 e 12 somente ao 

produto de choque osmótico (proteínas periplásmicas). 

1, 2 e 3) marcadores de peso molecular (10, 5 e 2,5 p,g, 

respectivamente); 4) ptac-tagExo sem ativação; 5) ptac-tagExo, 

ativação por 6h; 6) ptac-tagExo, ativação por 9 h; 7) vetor de 

referência (ptac-taghPrI), clone A recém transformado, sem 

ativação; 8) vetor de referência, clone A, ativação por 9 h; 9) 

vetor de referência, clone B com um ano de estocagem, sem 

ativação; 10) vetor de referência, clone B, ativação por 9 h; 11) 

ptac-SC-taghPrI, sem ativação (choque osmótico); 12) ptac-SC-

taghPrl, ativação por 9 h (choque osmótico); 13) marcadores de 

peso molecular (2,5 p.g). 

observa-se, também, a eficiente repressão do promotor tac que, sem ativação, 

ou seja na ausência de IPTG, não apresentou praticamente nenhuma expressão 

da proteína colocada sob o seu controle. As amostras sem ativação (controles) 

foram incubadas simultaneamente e pelo mesmo tempo das amostras ativadas. 
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Figura 3.4: Análise e m Western blotting em que se observa a expressão de 

taghPrl pelo vetor de referência no citoplasma e no periplasma de 

E. coli (HB2151). 1, 2 e 3) hPrl pituitária (0,500; 0,250 e 0,125 

|ig, respectivamente); 4) vetor de referência sem ativação; 5) 

vetor de referência, clone A ativação por 9 h; 6) vetor de 

referência, clone B ativação por 9 h ; 7) ptac-SC-taghPrl sem 

ativação (choque osmótico); 8) ptac-SC-taghPrl, ativação por 9 h 

(choque osmótico). 
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3.3 Determinação da eficiência de expressão do vetor de referência 

(ptac-taghPrl) em três diferentes cepas bacterianas 

No estudo da eficiência de expressão de taghPrl no vetor ptac­

taghPrl, foram utihzadas 3 cepas de E. coli. : a cepa HB2151, que foi também 

utihzada no estudo de expressão da exoglucanase, a cepa RB791, muito 

utihzada com vetores ptac, para expressão citoplásmica e periplásmica de 

diferentes proteínas [1] e [31] e a cepa RRI que é amplamente utihzada com 

os vetores contendo o promotor AP¿. A cepa RRI, que normalmente é 

cultivada a 30^C para manter reprimido o promotor AP¿, foi cultivada a 37^C 

com os vetores baseado no promotor tac. 

Na Tabela 3.1 são apresentadas as eficiência médias de expressão 

de taghPrl obtidas, em três experimentos independentes, com as referidas 

cepas de E. coli. Este estudo indicou que a expressão na cepa HB2151 foi 

claramente maior que nas outras, obtendo-se quase o dobro da expressão 

quando comparada com a cepa RRI. Na cepa HB2151 também foi obtida a 

maior atividade específica, o que é de grande interesse para a padronização do 

processo de purificação. A diferença encontrada na eficiência de expressão em 

HB2151 com relação aos dados anteriores pode ser devida à grande 

quantidade de amostra de taghPrl aphcada anteriormente no gel, não 

permitindo uma determinação densitométrica exata por estar acima da região 

de hnearidade da relação dose-resposta. 
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Tabela 3.1: Eficiência de expressão do vetor de referência nas cepas HB2151, 

RRI e RB791, determinada por densitometria (n=3). 

Cepas 
Eficiência de Expressão 

_ (^ig/mL.A600) 

X ± D P CV(%) 

Atividade específica® 

X ± D P CV(%) 

HB2151 112,7±16,3 14% 49,7±8,1 16% 

RRI 59,0±10,0 17% 44,2+18,6 4 2 % 

RB791 32,7±4,6 14% 17,9±2,1 12% 

® A atividade específica foi calculada como a porcentagem de taghPrl sobre o 

total de proteínas bacterianas. 



46 

3.4.1 Cons t rução do vetor pÀFi I 

C o m este vetor foi obtida a expressão de taghPrl no citoplasma sob 

o controle do promotor XPL. Nesta construção foi retirado, do vetor de 

referência, o cDNA para a taghPrl por meio das enzimas de restrição EcoR I e 

Hind EQ e colocado em um fragmento contendo o promotor XPL , a origem de 

rephcação do vetor pUC19 e o gene que confere resistência à ampicihna 

(amp') (Fig. 3.5). 

;, p. z. 

3.4 C o n s t r u ç ã o de diferentes vetores de expressão ci toplásmica p a r a 

met-ala- thr-ser-(his)5- i le-glu-gly-arg-hPrl ( taghPr l ) 

O estabelecimento das melhores condições de ativação para a 

expressão de taghPrl citoplásmica no vetor de referência (ptac-taghPrI), 

utihzando a cepa bacteriana HB2151, produziu uma eficiência de expressão de 

até 112 iLig/ml.Aôoo (Tabela 3.1). Esta expressão está entre as mais altas já 

descritas na hteratura para qualquer tipo de proteína recombinante obtida em 

E. coli. Os estudos que se seguiram dveram o escopo de identificar os 

elementos responsáveis por esta alta expressão, por meio da anáhse de 

expressão de taghPrl nos plasmídeos pÃPi I, pXPi II, pXPi III, plPi IV e 

ptac I que serão descritos a seguir. Deu-se prioridade à obtenção de uma alta 

expressão em vetores baseados no promotor XPL , que é ativado a 42°C, por 

ser este tipo de ativação mais indicada para a obtenção de produtos 

farmacêuticos injetáveis. 
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3.4.1.1 Criação do sítio EcoR I por mutação sítio dirigida 

Para retirar o cDNA da taghPrl do vetor de referência foi 

necessária a criação do sítio para a enzima EcoR I na região 5 ' , entre a 

seqüência tag e a glO. Na Figura 3.5 está esquematizada esta construção, na 

qual encontram-se o esquema de retirada do fragmento de 464 pb do vetor de 

referência com a enzima Xba l e a inserção deste no vetor pbluescript KS", 

originando o vetor a. A mutação nesta seqüência foi reahzada no vetor KS~ 

porque o vetor original, mesmo possuindo a seqüência Fl, se mostrou 

ineficiente na produção de D N A fita simples [41]. A mutação foi reahzada em 

cepa bacteriana RZ1034 com o ohgonucleotídeo 

5 ' ctttaagaaggagaattcaatatggcgactagtc 3 ' 

Após a mutagenese foram anahsados 12 clones utihzando a enzima 

EcoR I. Este novo sítio foi encontrado somente em dois clones, nos quais foi 

reahzado também o sequenciamento da região de mutação. Este plasmídeo foi 

denominado (5. 

Do plasmídeo p foi retfrado o fragmento mutado e recolocado no 

plasmídeo de referência, originando o plasmídeo 5. Foram anahsados 6 clones 

resultantes desta inserção, dois dos quais apresentaram o inserto na orientação 

correta. 
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Figura 3.6: Estudo em gel de agarose da cinética de chvagem parcial do 

plasmídeo 6 com EcoR I. Foram usados 800 ng do plasmídeo e 

1 u de EcoR I. Fragmentos esperados: 708 pb (desejável) e 540 

pb (indesejável). 1) marcador de peso molecular de 590 a 100 pb 

(P-vetor pUC19 cüvado com a enzima Hae HI); 2) marcador de 

peso molecular de 21.000 a 560 pb (L-fago X cüvado com as 

enzimas Hind in e Eco RI); 3) a 8) Reação enzimática de 0; 5; 

10; 15; 20 e 30 min respectivamente, a 37°C. 

3.4.1.2 Inserção do cDNA da taghPrl no vetor contendo o 

promotor AP^ 

A inserção do cDNA da taghPrl no vetor pXPi^- amp' foi feita pela 

ügação das extremidades coesivas produzidas pelas enzimas EcoR I e Hind 

tanto no vetor quanto no inserto (Figura 3.5). Para obter o fragmento EcoR 

I-Hind in a partir do plasmídeo ô foi necessário um estudo de chvagens 

parciais com a enzima EcoR I, pois o DNA da hPrl, que não pode obviamente 

ser chvado, já possm'a um sítio para esta enzima. Pode-se observar o estudo da 

cinética de reação enzimática na Figura 3.6. Este estudo mostrou que em 15 

min de reação produziu-se aproximadamente a mesma quantidade dos 

fragmentos, derivados de chvagem e m um ou em dois sítios EcoR I, sendo 

esta condição a mais útil para a purificação do fragmento desejado. 
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Estabelecidas as condições de reação, o fragmento de interesse 

(708 pb) foi purificado com o uso de membrana de troca iónica (materiais e 

métodos, item 2.2.4). Após a ligação ao fragmento 8, obtido a partir de um 

vetor e m uso no laboratório para a produção de outro hormônio, e 

transformação, foram obtidos seis clones sendo que três destes apresentaram o 

inserto na orientação correta. 

Conclm'da a construção do vetor desejado (pÁP^ I) este foi usado 

para transformar a cepa RRI sendo reahzada uma cinética de expressão com 

um dos clones. Pode-se observar na Figura 3.7 que a produção de taghPrl, sob 

o controle do promotor XPi , teve seu pico de expressão após 8 - 9 h de 

ativação a 4 2 ^ 0 , sendo aproximadamente 10 vezes inferior à expressão do 

vetor de referência. Nesta figura observa-se, também, a expressão do vetor 5 

que permaneceu semelhante àquela do vetor de referência, mesmo após a 

manipulação efetuada, (hnhas 12 e 13, respectivamente). 

Na Figura 3.10 são anahsados, e m Western blotting, dois clones 

derivados de pAP¿ /, em comparação com outros clones derivados do vetor de 

referência e do vetor pXPj^ II. Esta anáhse confirmou que o produto da 

expressão deste vetor é realmente uma forma imunologicamente ativa de 

prolactina humana. 
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Figura 3.7: Cinética de expressão de taghPrl obtida na cepa RRI transformada 

com o vetor pÃP^ I e anahsada em gel de pohacrilamida. 

1) a 3) marcadores de peso molecular (3, 2 e 1 p-g); 4) vetor de 

referência sem ativação; 5) vetor de referência, ativado por 9 h; 

6) pXPi I sem ativação; 7) a 11) pXPL A ativado por 2, 4, 6, 8 e 9 

h, respectivamente; 12) repetição da amostra rf. 5; 13) vetor Ô, 

ativado por 9 h 
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Figura 3.8: Esquema de construção do vetor pÀPL II • 

3.4.2 Construção do v e t o r / / 

Com o intuito de a^/aliar a influência do elemento ativador de 

tradução glO derivado do bacteriófago T7, na eficiência de expressão de 

taghPrl, este foi inserido no plasmídeo p^Pi I (Figura 3.8). Esta seqüência 

glO também está presente no vetor de referência. 
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A retirada do fragmento de 748 pb do vetor 5, contendo a 

seqüência glO-taghPrl, foi efetuada com as enzimas de resfrição Xba I, 

klenow para obter extremidade não coesiva e Hind III. Para a enzima Xba I 

houve necessidade de fazer, também, uma chvagem parcial porque o gene 

para hPrl contém um sítio para esta enzima. O fragmento de 2515 pb contendo 

o promotor XPi , a origem de rephcação e o gene amp' foi retfrado do 

plasmídeo pÀ,Pi I utihzando as enzimas EcoR I, klenow e Hind ni. 

Após a reação de hgação entre os dois fragmentos (748 e 2515 pb), 

foram encontrados 3 clones com o inserto glO-taghPrl na orientação correta. 

Este plasmídeo foi testado quanto à expressão de taghPrl, 

reahzando uma cinética de ativação da mesma forma que para o plasmídeo 

pXPi^ I. Os resultados apresentados na Figura 3.9 confirmaram o tempo de 

ativação de 8 h como sendo o de maior expressão de taghPrl. O nível de 

expressão deste vetor foi discretamente inferior à do mesmo vetor sem a 

seqüência glO. A influência da seqüência glO na expressão de taghPrl 

mostrou-se nula. É interessante observar que, para estas duas construções, o 

promotor AP¿ nunca é totalmente reprimido (hnhas 5 e 9). 
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Figura 3.9: Cinética de ativação de taghPrl relativa aos plasmídeos pÁPi I e 

pXPi 11, anahsada e m gel de pohacrilamida. 

1) e 2) marcadores de peso molecular (2 e 1 |ig); 3) vetor de 

referência sem ativação; 4) vetor de referência ativado; 5) pÀP^ I 

sem ativação; 6) a 8) pXPj^ I, ativado por 7, 8 e 9 h; 9) pÀF^ II 

sem ativação; 10) a 12) pXP^ II, ativado por 7, 8 e 9 h. 
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Figura 3.10: Anáhse em Western blotting de taghPrl expressa pelos vetores 

pXPi I e pXPi II, relativa a dois clones. As hnhas 5 e 6 são 

relativas a dois clones diferentes contendo o plasmídeo pÃPi I , 

enquanto as hnhas 8 e 9 de dois clones contendo o plasmídeo 

PXPL II. 1) hPrl pituitária (200 ng); 2) vetor de referência sem 

ativação; 3) vetor de referência ativado; 4) pXPi I sem ativação; 

5) e 6) pÀ,Pi I, ativado por 8 h (clones 1 e 2); 7) p?iP[^ II sem 

ativação; 8) e 9) pXPj^ II, ativado por 8 h (clones 1 e 2). 

O Western blotting apresentado na Figura 3.10 demonstra que a 

proteína expressa pelos vetores / e /?AP¿ / / é uma forma de taghPrl 

imunologicamente ativa. Observa-se que o vetor com a seqüência glO parece 

possuir u m mecanismo mais eficiente de repressão. Uma avahação 

quantitativa reahzada com base neste Western Blotting indicaria que pÀFj^ I e 

pXP]^ II possuem praticamente a mesma eficiência de expressão. Ao nosso 

ver, porém, a quantificação reahzada por SDS-PAGE merece maior confiança. 
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Figura 3.11; Esquema de construção do vetor p/iP III. 

3.4.3 Construção do vetor pAP¿ III 

No estudo dos elementos de um vetor de expressão que atuam na 

expressão proteica, tbi analisado o conjunto tenninador de transcrição {g32, 

derivado do fago T4) - gene que confere resistência ao antibiótico canamicina 

(g32-kan''). Partiu-se do pÀPi II para a obtenção do inserto contendo o 

promotor ÀPL, a seqüência glO e o cDNA para a taghPrl (1086 pb). O 

fi-agmento com a origem de replicação e o conjunto g32-kai{ (2426 pb) foi 

retirado, por praticidade, de um vetor de expressão para o hGH que tinha sido 

construído a partir do plasmídeo § Fig. 3.5. Ambos os fragmentos, de 1086 e 

2426 pb, foram obtidos a partir de clivagens com as enzimas Aat II e Hind III. 

Na Figura 3.11 está esquematizada a construção deste vetor. 
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Figura 3.12: Anáhse e m gel de pohacrilamida da expressão de taghPrl nos 

cinco clones obtidos, contendo o vetor pPiPi III. 

1) marcadores de peso molecular (2 pg); 2) vetor de referência 

sem ativação; 3) vetor de referência ativado; 4) clone 1 sem 

ativação; 5) a 9) clones 1 a 5, ativados por 8 h. Entre as hnhas 

3) e 4) foram colocadas amostras não relacionadas com este 

experimento. 

A reação de ligase entre estes fragmentos produziu cinco clones 

contendo um plasmídeo de ~ 3500 pb que possuíam orientação correta do 

inserto. A expressão de taghPrl produzida a partir destes cinco clones foi 

anahsada em SDS-PAGE. Na Figura 3.12, pode-se observar que a expressão 

relativa aos clones 3 e 4 (hnhas 7 e 8, respectivamente) é sensivelmente maior. 
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Figura 3.13: Anáhse em Western blotting da expressão de taghPrl pelo vetor 

pXPi III. 

1) hPrl pituitária (200 ng); 2) vetor de referência sem ativação; 

3) vetor de referência ativado; 4) pXPi^ III (clone 1) sem ativação; 

5) a 9) clones 1 a 5, ativados por 8 h. 

A confirmação da atividade imunológica da taghPrl expressa pelos 

cinco clones foi confirmada por Western blotting (Figura 3.13). De acordo 

com esta técnica os clones 4 e 5 foram aqueles que apresentaram o maior nível 

de expressão (hnhas 8 e 9, respectivamente). Foi escolhido, portanto, o clone 4 

para os fudiros estudos. 
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3.4.4- Construção do vetor pÀFi, 

Para analisar a influência dos elementos g32 e kan , foi retirada do vetor 

pÀP]^ III a sequência g32. Para esta finalidade clivou-se o vetor com as enzimas Aat 

II e Hind lll originando dois fragmentos: um de 1086 pb contendo o promotor >IP¿ , 

a seqüência de DNA glO &o cDNA para a taghPrl e o outro de 2426 pb contendo a 

seqüência para a origem de replicação, o gene kan e a seqüência g32 . O fragmento 

de 2426 pb ainda foi clivado com a enzima Pst l produzindo os fragmentos de 1826 

pb e 560 pb. No fragmento de 560 pb, que continha parte do gene kan e a seqüência 

g32, foi realizado o PCR utilizando os ohgonucleotídeos: 

Sense -5 ' ttttatttaagcttcacgctgccgcaagc 3 ' e 

Anti-sense - 5 ' cctcgtcctgcagttcattc 3 ' 

Com este procedimento a seqüência g32 (28 pb) foi retirada, colocando no 

seu lugar um sítio Hind III e obtendo assim um fragmento de 532 pb (Figura 3.14). 
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Figura 3.14: Esquema de construção do ve to rpÀPi IV. 
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Figura 3.15: Anáüse de restrição e m gel de agarose do plasmídeo pXPi IV 

comparado com o vetor pXPj^ III. 

1) marcador de peso molecular (L); 2) cüvagem parcial do vetor 

pXPi III com as enzimas Pst I e Hind HI; 3) a 6) fragmentos 

(1089, 2426, 1826 e 532 pb) purificados para a construção do 

vetor pXPi IV; 7) clone positivo derivado do / 7 A P ¿ IV com o 

fragmento de 532 pb; 8) vetor plP^ III com o fragmento de 560 

pb. 

Os fragmentos de 1086 pb, 1826 pb e 532 pb foram utilizados em 

reação de BGACAO trípüce que produziu 21 clones. A análise de restrição feita 

para u m dos clones confirmou a ausência da seqüência de 28 pb (Figura 3.15). 

No mesmo gel podem também ser observados os fragmentos purificados 

necessários para a construção do vetor pXPj^ IV. 
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C o m o clone positivo foi feita a análise de expressão de taghPrl. 

Nesta anáhse foi comparada a expressão do vetor pÁPi^ IV com aquela do 

pXP]^ III, que contém o terminador de transcrição (Figura 3.16). 

kDa 

23 
22 

ghPrl 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Figura 3.16: Anáhse, e m gel de pohacrilamida, da expressão de taghPrl pelo 

vetor pXPh IV, que não possui o terminador de transcrição, 

comparada com aquela relativa ao vetor pXPi III 

1) e 2) marcadores de peso molecular (2 e 1 pg, respectivamente); 

3) vetor de referência ativado (preparação de 6 meses); 4) vetor de 

referência sem ativação; 5) vetor de referência ativado (preparação 

recente); 6) vetor pXPi III sem ativação; 7) vetor pXPi III ativado; 

8) vetor pXPi IV sem ativação; 9) vetor pÀPi IV ativado. 
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Figura 3.17: Anáhse em Western blotting de taghPrl, expressa pelos vetores 

pÃPLlIIepÃPiIV. 

1) vetor de referência sem ativação; 2) vetor de referência ativado; 

3) P?ÍPL III sem ativação; 4) pXP^ III ativado; 5) pÁPi IV sem 

ativação; 6) pXPj^ IV ativado. 

Por quanto podemos observar na Figura 3.16, o m'vel de 

expressão de taghPrl pelos dois vetores com o promotor APL, tendo ou não a 

seqüência do terminador g32, é da mesma ordem. Observa-se que a repressão 

no vetor pXPi IV é mais eficiente que no pÁPi HI- Estes dados são 

confirmados por Western blotting apresentado na Figura 3.17. 
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Figura 3.18: Esquema de construção do vetor ptac I. 

3.4.5- Construção do vetor ptac I 

Nesta constmção foi analisado o efeito da ausência do conjunto 

g32-kad na expressão de taghPrl sob o controle do promotor tac, em direta 

comparação com o vetor de referência. A construção deste vetor (Fig. 3.18) 

foi feita a partir do fragmento do plasmídeo pÀPi II (2254 pb), que contém a 

seqüência do gene amp e a origem de rephcação do plasmídeo e do fragmento 

do plasmídeo ô (858 pb), que contém o promotor tac, a seqüência glO e aquela 

da taghPrl. Os dois fragmentos foram obtidos a partir de clivagens com as 

enzimas Ssp 1 e Hind III. O vetor obtido diferiu do vetor de referência quanto 

à ausência da seqüência g32 e a substituição do gene kan com o gene amp\ 

Embora este novo vetor não possua o gene lacP, a falta desta seqüência não 

deveria alterar a expressão da proteína de interesse, aherando somente a 

repressão, como relatado na hteratura. 
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Após a ligação dos dois fragmentos, obteve-se dois clones 

positivos, que foram testados quanto a orientação do inserto. Destes clones 

apenas um manteve o D N A íntegro apresentando o inserto na orientação 

correta. 

A análise de expressão da taghPrl deste vetor foi feita e m gel de 

pohacrilamida (Figura 3.19) e a comprovação da presença de uma forma de 

prolactina imunoreativa em Western blotting (Figura 3.20). Na Figura 3.19, 

observa-se que a expressão da taghPrl com este vetor é aproximadamente 

igual às obtidas com os vetores contendo o promotor AP¿ e o gene amp'. 

Como esperado, a amostra sem ativação deste vetor, teve a mesma expressão 

que a ativada, demonstrando que a quantidade de proteína repressora 

produzida pelo gene lací^, contido no cromossomo bacteriano, é bem inferior 

àquela expressa pelo plasmídeo. 
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Figura 3.19: Análise em gel de poliacrilamida da expressão de taghPrl pelo 

vetor ptac I. 

1) e 2) marcadores de peso molecular (2 e lp.g, respectivamente); 

3) vetor de referência sem ativação; 4) vetor de referência, 

ativado por 9 h; 5) ptac I sem ativação; 6) ptac I, ativado por 9 h; 

7) pXPi^ I sem ativação ; 8) e 9) pXPi I, ativado por 7 e 8 h ; 

10) pXPi II sem ativação; 11) e 12) pÃPi II, ativado por 7 e 8 h. 
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Figura 3.20: Anáhse em Western blotting da expressão de taghPrl pelo vetor 

ptac I. 1) hPrl pituitária (200 ng); 2)vetor de referência sem 

ativação; 3)vetor de referência, ativado por 9h; 4) ptac I sem 

ativação; 5) ptac I, ativado por 9 h. 
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Tabela 3.2: Eficiência de expressão para taghPrl obtida com os 6 vetores em 

anáhse, calculada em p.g/mL. AÓOO-

Vetores Cepas 
Eficiência de expressão 

(p.g/mL.A6oo) 
X ± D P 

n 

ptac-taghPrI HB2151 110,3±26 17 

ptac-taghPrI RRI 52,4±34,4 11 

P^PLI RRI 16,3±9,7 13 

P^PL II RRI 12,8±6,4 11 

pXPl III RRI 69,6±35,4 7 

pXPlIV RRI 61,4±9,1 7 

ptac I HB2151 9,2±6,9 9 

3.5 Estudo da efíciêncía de expressão de taghPrl nos 5 vetores 

obtidos 

Uma estatística relativa aos m'veis de expressão de taghPrl para os 

cinco vetores construídos e para o vetor de referência, utihzando as cepas 

HB2151 e RRI, está reportada na Tabela 3.2. Após extensa anáhse estatística, 

foi confirmado que o valor da eficiência de expressão encontrado para o vetor 

de referência é o dobro na cepa HB2151 em comparação à expressão do 

mesmo na cepa RRI. A eficiência de expressão dos vetores pXPj^ III e pÂP^ 

IV foi da mesma ordem daquela apresentada pelo vetor de referência quando 

na cepa RRI. 
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Tabela 3.3: Atividade específica® de taghPrl no hsado bacteriano. 

Vetores Cepas 
Atividade específica (D 

X ± D P 
n 

ptac-taghPrI HB2151 48,4±3,4 5 

ptac-taghPrI RRI 31,8±7,9 5 

pXPLl RRI 20,6+5,2 5 

pXPl II RRI 16,4±6,4 6 

pXPl III RRI 42,0±7,5 6 

pXPlIV RRI 30,(>^-5,0 7 

ptac I HB2151 8,5±2,3 6 

D A atividade específica é calculada como a porcentagem de taghPrl sobre o 

total de proteínas bacterianas. 

Na Tabela 3.3 estão os valores da atividade específica da taghPrl 

obtida no hsado bacteriano. Observa-se que os valores obtidos com os vetores 

pXPi^ III e p?íP]^ IV são da mesma ordem dos valores obtidos com o vetor de 

referencia, mesmo quando este é expresso na cepa HB2151 , onde tem a sua 

maior expressão. Os baixos valores de atividade específica encontrados para 

os vetores com o gene amp' acompanharam os baixos níveis de expressão 

apresentados na Tabela 3.2. 
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Na Tabela 3.4 são apresentados os valores médios da eficiência de 

expressão obtidos com todos os vetores e seus principais elementos 

constitutivos. Podemos observar que as construções que contém o gene kan 

apresentaram em média uma expressão 4,8 vezes maior daquela apresentada 

pelos vetores que contém o gene amp'. As respectivas médias são as seguintes: 

Xkan = 61,1 ± 14% e Xamp' = 12.8 ± 28%. Confirmou-se também, como já 

observado, que os outros elementos analisados (promotor, glO & g32) não 

exerceram nenhuma influência significativa na expressão citoplásmica de 

taghPrl. 

Tabela 3.4: Eficiência de expressão de taghPrl obtida com os vetores que 

utihzam o promotor XP]^ e com o vetor de referência. 

plasmídeo promotor glO g32 Antibiótico 

ptac-taghPrI ® tac - 1 - kan 52,4 

ptac I tac - 1 - — amp' 9,2 

pXPiI XPL amp' 16,3 

PXPL II XPL — amp' 12,8 

PXPL III XPL - 1 - + kan 69,6 

pXPiIV XPL — kan 61,4 

® vetor de referência 



70 

3.6.1 IVIetodologia de solubilização com detergente 

O estudo foi iniciado com a metodologia de solubihzação por ação 

do detergente N-laurilsarcosina. Após anáhses quahtativa e quantitativa de 

cada etapa deste processo, observou-se que a solubilização da taghPrl ocorria 

em grande parte na etapa que utihzava o deoxicolato de sódio. Este detergente 

aniônico, que é utihzado para solubihzar as proteínas bacterianas a serem 

descartadas [34, 57], solubihzou também grande parte da taghPrl. 

Na Figura 3.21 observa-se a anáhse eletroforética dos produtos 

obtidos nas várias etapas do processo. As hnhas 8 e 9 se referem a diferentes 

volumes da solução de deoxicolato que foi descartada nesta etapa, nos quais se 

encontra uma grande quantidade de taghPrl dissolvida. Se compararmos a 

3.6 Obtenção de taghPrl monomérica a partir de corpos de 

inclusão. 

A partir dos corpos de inclusão citoplásmicos, obtidos com o vetor 

de referência na cepa HB2151, nos quais a atividade específica do hormônio 

era de aproximadamente 50 %, estudaram-se alguns processos pelos quais este 

hormônio poderia ser solubihzado, renaturado e purificado. Das metodologias 

descritas na hteratura [10, 34, 47] para obtenção de prolactina monomérica a 

partir de corpos de inclusão, duas foram utihzadas nesse trabalho. Como 

descrito nos Métodos, uma metodologia prevê a solubihzação dos corpos de 

inclusão mediante u m detergente e a renatiuação por diluição, na presença de 

oxigênio atmosférico. A outra é baseada na solubihzação com uma solução 

contendo uréia e |3-mercaptoetanol e a renaturação por diáhse, 
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quantidade de taghPrl presente nos corpos de inclusão (hnha 7) com a 

ehminada após tratamento com deoxicolato (hnha 8), observamos que quase 

todo o produto estava sendo ehminado nesta etapa. 

ghPrl 

1 ^ 3 4 - o - S " l'J II i : 14 IS I'. I ? 18 19 

Figura 3.21: Análise em gel de poliacrilamida de taghPrl obtida nas etapas de 

solubilização e renaturação utilizando o método com N-lauryilsarcosina. 

As quantidades aplicadas em cada linha são indicadas como porcentagens 

relativas ao total da cultura processada. Utilizou-se o vetor de referência na 

cepaHB2151. 

1) e 2) marcadores de peso molecular (2,50 e 1,25 pg); 3) lisado de cultura 

bacteriana sem ativação (0,13%); 4) hsado de cultura bacteriana ativada 

(0,13%); 5) sobrenadante do hsado bacteriano após centrifugação (0,5%); 

6) e 7) corpos de inclusão (0,06% e 0,13%); 8) e 9) solução de deoxicolato 

a ser descartado (0,13% e 0,25%); 10) corpos de inclusão ressuspensos em 

água de lavagem (0,13%); 11) água de lavagem dos corpos de inclusão a 

ser descartada (2,5%); 12) taghPrl solubilizada com N-laurilsarcosina 

(0,15%); 13) precipitado obtido após solubilização e centrifugação 

(1,88%); 14) taghPd renaturada (0,13%); 15) precipitado obtido após a 

renaturação e centiifugação (7,5%); 16) a 18) produto final (0,13%, 0,25% 

e 0,63%); 19) repetição da amostta n°. 4 (0,06%). 
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Tabela 3.5: Recuperação de taghPrl nas etapas do processo de extração, 

solubihzação e renaturação, utihzando o método de Luck e col. 

(1992). 

Etapas taghPrl 

(mg) 

Recuperação relativa a 
quantidade inicial 

(%) 

Lisado bacteriano 3,75 100 

Corpos de inclusão 1,87 50 

Lavagem com 
solução de deoxicolato 

0,31 8,4 

Lavagem com água nd® -

Produto solubilizado nd -

Produto fmal 
solubilizado e renaturado 

0,24 6,4 

® não detectável 

Na Tabela 3.5 são apresentados os rendimentos aproximados de 

cada etapa do processo. Pode-se observar que houve também grandes perdas 

entre a etapa de hse bacteriana (hnha 4) e o isolamento dos corpos de inclusão 

(hnha 7). 
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3.6.2 Metodologia de solubilização com detergente, modifícada 

A partir destes resultados, após contatos pessoais com o Dr. Luck 

que sugeriu a omissão da etapa de solubilização das proteínas bacterianas com 

deoxicolato. Os resultados obtidos após a alteração da metodologia estão na 

Figura 3.22. Pode-se observar que não houve perdas significativas entre as 

etapas de extração dos corpos de inclusão e a solubihzação com N-

laurilsarcosina (hnhas 7 e 10). A perda de taghPrl na etapa de hse também não 

foi observada neste experimento. O sobrenadante produzido após a hse e o 

isolamento dos corpos de inclusão foi concentrado por hofihzação e o 

resultado está apresentado na hnha 6. Na Tabela 3.6 estão relacionadas as 

etapas e as respectivas recuperações obtidas neste experimento, com uma 

recuperação final de 33 %, sem contaminação aparente de proteínas 

bacterianas. 

A média da recuperação de taghPrl para dois experimentos 

reahzados uühzando deoxicolato foi de 6,2% ± 0,3 enquanto que sem a 

utihzação deste composto foi de 27 ,5% ± 7,8. 
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Tabela 3.6: Recuperação de taghPrl nas etapas do processo de extração, 

solubihzação e renaturação, utihzando a metodologia sem o uso do 

deoxicolato de sódio. 

Recuperação relativa a 
Etapas taghPrl quantidade inicial 

(mg) (%1 
Lisado bacteriano 2,4 100 

Corpos de inclusão 2,0 83,3 

Lavagem com água 1,8 69,6 

Produto final renaturado e 0,8 33,3 
solubilizado 
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KDa 

66 

45 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Figura 3.22: Análise em gel de poliacrilamida das etapas de solubilização e 

renaturação de taghPrl sem o uso do deoxicolato. 

1) e 2) marcadores de peso molecular (2,50 e 1,25 p,g); 3) a 5) 

hsado de cultura bacteriana ativada (0,12%, 0,06% e 0,03%); 6) 

sobrenadante descartado do hsado bacteriano após centrifugação e 

hofihzação (50%); 7) e 8) corpos de inclusão (0,13% e 0,06%); 

9) água de lavagem dos corpos de inclusão a ser descartada (2,5%); 

10) e 11) taghPrl solubihzada com N-laurilsarcosina (0,15% e 

0,3%); 12) e 13) precipitado obddo após solubiüzação e 

centrifugação (0,38% e 0,19%); 14) e 15) taghPrl renaturada 

(0,25% e 0,13%); 16) precipitado obtido após renaturação e 

centrifugação (descartado) (7,5%); 17) e 18) produto final (0 ,13% 

e 0,25%). 
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Considerando que a técnica de SDS-PAGE somente oferece uma 

avaliação muito aproximada quanto à qualidade de uma proteína, analisou-se 

o produto final também com outra metodologia. Esta metodologia utilizou 

uma coluna cromatográfica de exclusão molecular (Sephacryl SI00) , que 

possibihtou a avahação da pureza da taghPrl e sua natureza monomérica ou 

pohmérica. 

O produto solubihzado e renaturado, segundo a metodologia de 

solubihzação com detergente modificada, foi diahsado para a retirada do N-

laurilsarcosina contra o tarrç>ão de eluição (bicarbonato de amonio 50 mM) e 

anahsado nesta coluna cromatográfica. No perfil de eluição da amostra, 

apresentado na Figura 3.23, pode-se observar que praticamente toda a proteína 

se encontra na região do volume de exclusão molecular, tratando-se portanto, 

de algum tipo de complexo de alto peso molecular. Encontrou-se somente uma 

forma de baixo peso molecular em quantidade hmitada, não havendo 

indicações da presença de taghPrl monomérica também por anáhse em SDS-

PAGE. 

3.6.2.1 Análise qualitativa do produto obtido mediante 

solubilização com detergente 
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3.6.2.1 Análise qualitativa do produto obtido mediante 

solubilização com detergente 

Considerando que a técnica de SDS-PAGE somente oferece uma 

avaliação muito aproximada quanto à qualidade de uma proteína, analisou-se 

o produto fmal também com outra metodologia. Esta metodologia utilizou 

uma coluna cromatográfica de exclusão molecular (Sephacryl SI00) , que 

possibihtou a avahação da piu*eza da taghPrl e sua natureza monomérica ou 

pohmérica. 

O produto solubihzado e renaturado, segundo a metodologia de 

solubihzação com detergente modificada, foi diahsado para a retirada do N-

laurilsarcosina contra o tampão de eluição (bicarbonato de amonio 50 mM) e 

anahsado nesta coluna cromatográfica. No perfil de eluição da amostra, 

apresentado na Figura 3.23, pode-se observar que praticamente toda a 

proteína se encontra na região do volume de exclusão molecular, tratando-se 

portanto, de algum tipo de complexo de alto peso molecular. Encontrou-se 

somente uma forma de baixo peso molecular em quantidade hmitada, não 

havendo indicações da presença de taghPrl monomérica também por anáhse 

em SDS-PAGE. 
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Vo V e V t 

Figura 3.23: Perfil de eluição obtido em Sephacryl S-IOO para a amostra 

purificada pelo método da N-laurilsarcosina, modificado. 

VQ = volume de exclusão molecular ( 8 1 , 5 mL); = volume 

total da coluna ( 1 8 6 , 5 mL); Ve = volume de eluição de uma 

forma de baixo peso molecular ( 1 6 6 , 5 mL). 
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3.6.3 Método de Paris: solubilização com uréia e renaturação 

mediante diálise prolongada 

Em conseqüência dos resultados obtidos com o método de 

solubilização com N-laurilsarcosina, estudou-se outro método que utiliza 

uréia e |3-mercaptoetanol na solubilização e denaturação. A renaturação foi 

feita por diálise prolongada contra uma solução de bicarbonato de amonio 50 

m M e, após a diálise, a amostra foi concentrada por liofilização. 

A Tabela 3.7 apresenta as recuperações das etapas principais deste 

processo de obtenção de taghPrl monomérica. O rendimento final de 10,6% 

corresponde à forma monomérica eluída da coluna. 

Tabela 3.7: Recuperação de taghPrl monomérica nas etapas principais da 

metodologia de Paris. 

Recuperação relativa à 
Etapas taghPrl quantidade inicial 

(mg) (%) 
Lise bacteriana 39,5 100 

Renaturação 15 38 

Produto eluído 4,2 10,6 

O produto final deste processo foi anahsado em Sephacryl-SlOO 

sendo o perfil cromatográfico apresentado na Figura 3.24-A. Pode-se observar 

que existe um pico relativamente alto na região de exclusão molecular (Vo) e 

u m pico menor com um volume de eluição de 111 mL. Observou-se em gel 
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de poliacrilamida que este pico menor correspondia à taghPrl. Considerando 

que a quantidade de prolactina aphcada na coluna foi de 6,4 mg e que a 

taghPrl elm'da neste pico foi de 1,7 mg, a recuperação em forma monomérica 

correspondeu a 27%. 

C o m 0 intuito de verificar se a forma agregada havia se formado 

na coluna, a amostra de taghPrl purificada foi novamente aphcada na mesma 

coluna. O perfil de eluição está apresentado na Figura 3.24-B, no qual o 

volume de eluição de 114,7 m L corresponde à taghPrl. A quantificação da 

taghPrl por absorbância em 279 nm, antes e depois desta coluna, não indicou 

perdas significativas, demonstrando que a etapa cromatográfica não causa 

diretamente formação de agregados. O pico relativamente pequeno com 

volume de eluição de 82 mL, correspondente ao Vo (Figura 3.24-B), foi 

provavelmente derivado de uma contaminação do agregado, presente na 

amostra aphcada. 
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Vo Ve Vt 

B 

Figura 3.24: Perfil de eluição obtído em Sephacryl-SlOO para a amostra de 

taghPrl, solubihzada com uréia e renaturada com diáhse. 

VQ = volume de exclusão molecular ( 8 1 mL); Vt = volume total 

da coluna ( 1 8 6 mL); A - Separação cromatográfica dc taghPrl 

aphcada e m coluna após hofihzação, (Ve = 1 1 1 mL); 

B - Repetição da separação cromatográfica utihzando a taghPrl 

obtida em " A " (Ve = 1 1 4 , 7 mL). 
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Após a constatação que a taghPrl não agregava devido à técnica 

cromatográfica, outro ponto estudado foi o efeito da hofihzação. Como 

descrito na hteratura o processo de hofihzação pode levar a uma 

pohmerização descontrolada das proteínas. Portanto, para avahar este efeito, 

uma amostra não hofihzada, obtida mediante o mesmo processo descrito, foi 

aphcada na coluna, produzindo o perfil cromatográfico da Figura 3.25. Neste 

experimento a recuperação de taghPrl monomérica, embora não resolvida do 

primeiro pico foi de 37% (do aphcado na coluna). O produto final ficou muito 

dilm'do (0,05 mg/mL), porém permitiu aumentar de aproximadamente 10% o 

rendimento em forma monomérica. 

Figura 3.25: Perfil de eluição obtído em Sephacryl-SlOO para a amostra 

solubihzada pelo método com uréia, sem a etapa de hofihzação. 

VQ = volume de exclusão molecular (81 mL); = volume total 

da coluna (186 mL); Ve = volume de eluição (121 mL). 
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3.6.4 Metodologia de solubilização com uréia, modifícada 

E m vista dos resultados obtidos após retirar a etapa de liofilização, 

que levaram a um aumento de 1 0 % na recuperação da forma monomérica e a 

um produto muito dilm'do, optou-se por iniciar o experimento com uma 

solução mais concentrada de taghPrl para compensar em parte a diluição 

subseqüente. Esta concentração inicial foi de 3 a 5 vezes maior e possibihtou 

a aphcação na coluna de uma quantidade maior de taghPrl, com o mesmo 

volume. 

Na Figura 3 . 2 6 está apresentado o perfil cromatográfico desta 

purificação, em que se observa aproximadamente a mesma área para o pico 

correspondente ao volume de exclusão molecular e o pico de taghPrl 

monomérica. 

j ,r 

Ve2 Vt 

Figiu*a 3 . 2 6 : Perfil de eluição obtido em Sephacryl-SlOO para a amostra 

solubihzada pelo método da uréia, modificado, 

VQ = volume de exclusão molecular ( 8 1 mL); Vt = volume total 

da coluna ( 1 8 6 mL); Vei = volume de eluição da forma de peso 

molecular maior ( 1 1 8 , 5 mL); Ve2 = volume de eluição da forma de 

menor peso molecular ( 1 5 6 mL). 
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Na Tabela 3.8 é apresentada a recuperação de taghPrl 

monomérica obtida pelo método de Paris com e sem hofihzação e pelo 

método modificado. Pode-se observar que o processo de solubihzação, 

utihzando uma amostra mais concentrada, não dificultou a ação solubihzante 

da uréia, tanto que a recuperação na forma monomérica de taghPrl foi 

aproximadamente 2 vezes maior, em relação aos rendimentos obfidos pelo 

método original. O rendimento final de todo o processo foi de 35,4±6,2 % 

(n=4). 

Tabela 3.8: Recuperação de taghPrl monomérica e m Sephacryl-SlOO, 

utihzando diferentes estratégias baseadas no método de Paris. 

taghPrl aplicada na taghPrl monomérica Recuperação de 
Estratégia coluna eluida taghPrl monomérica 

(mg) (mg) (%) 

Cora liofilização 6,4 1,7 27 

Sem üofilização 2 0,74 37 

Sem liofilização, a 
partir de amostra 9 4,9 50 

concentrada 
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Os 2 picos eluidos da Sephacryl-SlOO foram anahsados em SDS-

PAGE (Figura 3.27). Esta anáhse confirmou que a taghPrl eluiu em Vei. 

Foram anahsadas, também neste SDS-PAGE, as etapas de solubihzação e 

renaturação. 

kDa 

aghPrl 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Figura 3.27: Anáhse em gel de pohacrilamida de taghPrl obtida nas etapas de 

solubihzação, renaturação, purificação e nas fi-ações eluidas da 

Sephacryl-SlOO, de acordo com a metodologia modificada. 

1) marcadores de peso molecular (2|Lig); 2) hsado de cultura 

bacteriana ativada (0,13%); 3) taghPrl renaturada e diahsada 

(0,10%); 4) amostra 3 após centrifugação (0,10%); 5) precipitado 

obtido após renaturação e diáhse (descartado) (0,76%); 6) amostra 

correspondente a Vo; 7) fração central correspondente a Vci; 

8) fração central correspondente a Ve2; 9) pool de todas as frações 

que compõem o Vei; 10) e 11) pool de Vei, hofihzado, (0,459% e 

1,38% ); 12) produto solubihzado em 8 M de lu-éia (0,10%), antes 

da renaturação e diálise. 
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A Tabela 3.9 apresenta um exemplo relativo à recuperação das 

principais etapas deste processo, bem como a taghPrl eluída e m Vo e na 

forma monomérica. Pode-se observar que não há praticamente perda de 

taghPrl na região de alto peso molecular (0,7%). 

Tabela 3.9: Recuperação de taghPrl dos corpos de inclusão, utihzando a 

metodologia em que a taghPrl está mais concentrada na etapa de 

solubihzação com uréia, modificada. 

Recuperação relativa a 
Etapas taghPrl quantidade inicial 

(mg) (%) 

Lise bacteriana 29 100 

Renaturação 24 82,8 

Produto eluido em Vo 0,2 0,7 

Produto eluido em Vei 13 44,8 
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Para a determinação do peso molecular da taghPrl na coluna de 

Sephacryl-SlOO, foi feita uma curva de cahbração com os dados obtidos na 

eluição de 5 proteínas utihzadas como padrões. Os resultados estão 

apresentados na Tabela 3.10. 

Tabela 3.10: Volumes de eluição e seus respectivos e Kd obtidos com a 

eluição de 5 proteínas padrão da coluna de exclusão molecular. 

Proteína Volume de eluição 
(mL) 

IQ ® 

Peso 
molecular 

(kDa) 

Citocromo 128.5 0.452 0.767 12,3 

Mioglobina 118 0.352 0.706 17 

hGH 112.2 0.298 0.668 22 
Ovoalbumina 95 0.133 0.510 45 

Soroalbumina 89.7 0.083 0.436 66 
bovina 

®Considerando Vo = 81 mL e Vt = 186 m L 



87 

A curva de calibração, obtida em coluna de exclusão molecular, 

utilizada para a análise de taghPrl está apresentada na Figura 3.28. A curva 

foi calculada com os dados de IQ '̂̂  e pesos moleculares apresentados na 

Tabela 3.10. 

O, 

O, 

O, -

O, -

2 O, -

O 

Cit 
• 

Mio ^"""---^ 
h G H ^ ^ 

O V Ô 
BSA 

O 10 20 30 40 50 60 70 

Peso molecular 

Figura 3.28: Curva de cahbração obtida em uma coluna de Sephacryl-SlOO 

(100x1,6 cm de diâmetro interno) equihbrada e eluida com 

tampão de bicarbonato de amónio 50 mM, pH = 7,0. Fluxo: 1 

mL/min. Volume das frações: 5 mL. Equação da curva: Y^^'^ = 

0,8141 - 0,0061 xPM. Os padrões utihzados são os mesmos já 

apresentados na Tabela 3.10. 
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O rendimento final e o peso molecular da taghPrl correspondente a 

cada uma das anáhses cromatográficas em Sephacryl-SlOO, são reportados na 

Tabela 3.11. 

Pode-se observar que há diferenças significativas nos valores dos 

pesos moleculares obtidos nos 4 experimentos. Este fato não foi observado 

em gel de pohacrilamida (Figura 3.27), onde a posição da taghPrl eluida nas 

separações cromatográficas correspondeu à mesma posição da taghPrl no 

hsado bacteriano. Os valores de peso obtidos indicam que se trata de uma 

forma monomérica. Não foi possível porém encontrar uma exphcação que 

justificasse esta queda de peso molecular aparente para as amostras não 

hofihzadas. 
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Tabela 3.11: Recuperação final de taghPrl e peso molecular obtído nos 

experimentos que utíhzaram diferentes estratégias baseadas no 

método de Paris. 

Estratégia 
Concentração de 
taghPrl/ mL de 

solubihzante 
(mg/mL) 

Recuperação 
final 

(%) 

Peso 
molecular ® 

(kDa) 

Com liofilização-A 0,16 10,6 0,659 25,6 

Com liofilização-B@ - - 0,685 21,3 

Sem Liofilização 0,16 13,4 0,725 14,7 

Sem liofilização, a 
partir de amostra 

concentrada 
0 ,70±0,16 (D 35,4±4,5 ® 0,70710,016 17,6 ±2,7 

(D Peso molecular (PM) calculado a partir da equação da reta 

Kd^^^ = 0,8141 - 0 , 0 0 6 1 x P M 

® Reaphcação da taghPrl monomérica obtida no procedimento com 

hofihzação; 

(D X ± D P ( n = 2) 

® X ± D P ( n = 4) 
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3.7 Determinação da bioatividade de taghPrl em cultura de células 

Nb2 

Foi utihzada uma cultura de células Nb2 para avahar a 

bioatividade da taghPrl em sua forma solúvel e renaturada, obtida a parth: da 

metodologia de Paris modificada. Foram reahzados 3 ensaios sendo que um 

está apresentado como exemplo na Figura 3.29. O ensaio indica que a taghPrl 

possui uma capacidade de prohferação celular semelhante à produzida por 

doses equivalentes de prolacfina pituitária. A taghPrl, após todo o processo de 

extração, solubihzação, renaturação e purificação adquiriu portanto uma 

conformação próxima à natural. A potência da taghPrl, com relação ao padrão 

internacional, cuja potência declarada é de 21,2 U.I./mg, resuhou de 38,8 ± 

2,9 U.I./mg, (n = 3 ensaios independentes). 

0,00 0,05 0,10 0,15 

[hPrI] ng/mL 
0,20 0,25 

Figura 3.29: Curva dose resposta relaüva ao crescimento de células Nb2 em 

meio de cultura contendo o padrão internacional de hPrl (WHO) e 

taghPrl obtida mediante a metodologia de solubihzação com uréia, 

modificada. 
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4. Discussão 

Neste trabalho anahsou-se primeú-amente a influência de alguns 

componentes estruturais de vetores procarióticos sobre o nível de expressão de 

taghPrl em corpos de inclusão bacterianos. Em uma segunda etapa 

estabeleceu-se uma metodologia de obtenção de taghPrl na sua forma 

monomérica a partir destes corpos de inclusão, resultantes da expressão 

citoplásmica do hormônio, em bactérias. 

No primeko esmdo, sobre a eficiência de expressão de taghPrl, 

foram definidas as condições de ativação do promotor t a c para uma melhor 

produção. A ativação do promotor t a c na cepa HB2151 foi esmdada 

relativamente à exoglucanase, proteína utihzada como referência de expressão, 

por ser uma proteína bacteriana e por ter sido utihzada pelos autores que 

construíram e otimizaram o funcionamento do vetor original. Nas condições 

estabelecidas neste trabalho, com uma otimização do tempo de cultivo e da 

concentração de EPTG utihzada, foi de fato obtida uma certa expressão de 

exoglucanase. Estas condições, aphcadas à expressão de taghPrl, propiciaram 

uma produção ainda maior, que pode chegar, em biorreator, até cerca de 1 g/L. 

Neste estudo de otimização da expressão houve a necessidade de 

se estudar a expressão de taghPrl também na cepa RRI, pois o estudo dos 

constituintes de um vetor seria feito com um vetor contendo o promotor AP¿ e 

este vetor pÀPi só pode ser utihzado em cepa RRI. Como já mencionado pela 

hteratura [35], podem ocorrer variações na expressão de proteínas 

recombinantes dependendo da cepa bacteriana utihzada. Utihzando o promotor 

t a c com a cepa RRI constatou-se uma marcada redução na expressão de 

<í !"ii«"fifT\ • • • •• nCAS 6 NUCLEABB8 f 
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taghPrl em relação à cepa HB2151. A porcentagem de taghPrl produzida em 

relação à quantidade de proteína bacteriana (40%) foi da mesma ordem nas 

duas cepas (HB2151 e RRI), sugerindo a existência de um hmite de atividade 

específica para esta proteína heteróloga no citoplasma bacteriano. 

Estabelecidas as condições ideais de expressão e com os resultados 

obtidos na produção de taghPrl pelo vetor ptac-taghPrI nas duas cepas 

utihzadas, foi reahzado o estudo dos conçonentes do vetor que podem influir 

na eficiência de expressão de uma proteína recombinante, uma vez fixado o 

promotor APL . Foi feita a expressão de taghPrl no vetor pÁPi I, que contém, 

além do promotor ÁFL , o gene amp' e houve baixa expressão. A seqüência 

glO do bacteriófago T7 foi inserida no vetor PÀPL I obtendo-se o vetor />AP¿ //. 

A presença da seqüência gJO não influiu absolutamente na expressão. Os 

novos dados diferem dos estudos reahzados por OLINS e col. (1989) com esta 

seqüência, na expressão de diferentes proteínas em E. coli, que mostraram um 

incremento de expressão de 40 a 340 vezes para proteínas heterólogas, 

enquanto que para duas proteínas de E. coli o incremento foi somente de 1,6 a 

12 vezes. Os resultados obtidos no presente trabalho são semelhantes aos 

encontrados por LEHMEIER e AMANN (1992), que não obtiveram aumento 

na expressão de duas proteínas humanas comparando vetores com e sem a 

seqüência gJO. Estes autores estudaram a expressão em biorreator e a 

produção das proteínas que tiveram um incremento de expressão devido à 

seqüência gJO, foi de 5 a 20 mg/L, enquanto que em nosso caso a produção 

chegou a 400 mg/L já em erlenmayer. Esta expressão é bem maior daquela 

gerahnente descrita para prolactina em bactérias (Tabela 1.1). 



93 

A influência do terminador de transcrição g32 também foi 

praticamente nula em nosso caso, quando comparam-se os vetores pÀFi III e 

pÁPi IV. Apesar de não terem sido encontrados trabalhos que ñzessem lun 

estudo sobre a influência do g32 na expressão em bactéria, KRISCH and 

ALLET (1982) propuseram que esta seqüência estabihzaria o mRNA, na 

expressão do gene lacZ. 

U m elemento que, neste estudo, apresentou uma influência 

altamente significativa e inesperada foi o gene que confere resistência à 

canamicina. A produção de taghPrl pelos vetores pÁPi III e IV, os dois 

contendo este gene, foi da mesma ordem que a produção do vetor de referência 

na cepa RRI. A eficiência de expressão de taghPrl pelo vetor pÁPi IV (com o 

gene kan') foi aproximadamente 6 vezes maior em relação ao vetor pÀFi II, em 

todo idêntico, mas com o gene amp' no lugar do kan'. 

Em vútude dos resultados obtidos na expressão de taghPrl pelo 

vetor de referência e pelo pÁPi III, que só diferem no tipo de promotor, fica 

confirmada a designação de promotores de alta eficiência, feita por GRAHAM 

e col. (1995) para o tac e por SONG e col. (1988) para o XPL não tendo sido 

encontrada, em nosso caso, diferença significativa entre os dois promotores. 

Os dados de DEUSCHLE e col. (1986), que obtiveram uma expressão duas 

vezes superior com o promotor ÁPL em relação ao tac não foram confirmados 

neste trabalho. A confirmação de que a eficiência dos promotores ÁPL e tac é 

da mesma ordem, resultou também de anáhse dos dados obtidos com os 

vetores PÁPL II e ptac I. Embora a eficiência tenha sido baixa em ambos, não 

houve diferença significativa entre a expressão dos dois. 
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Os vetores pÀPi I, pÁPi II e ptac I, todos contendo o gene de 

resistência à ampicilina, tiveram a mesma ordem de expressão de taghPrl. Esta 

expressão foi quase 1/5 da expressão dos vetores com o gene kan', em cepas 

RRI. 

O vetor ptac I, que apresentou a mais baixa eficiência entre os 5 

vetores, possui o gene de resistência à ampicihna que, como observado para os 

vetores da série pÁPi , leva a uma produção menor de taghPrl. Este vetor 

contém a seqüência do repressor lacf só no cromossomo bacteriano. Embora 

o produto deste gene só ame como repressor, ocorreu a hipótese de que esta 

seqüência, uma vez inserida no vetor, poderia atuar positivamente na expressão 

de taghPrl. Estudos feitos por AMANN e col. (1988) comparando a expressão 

da proteína cat em vetores com e sem o gene lacf verificcuam porém que a 

expressão da proteína, quando induzida por IPTG, era idêntica nos dois casos. 

Estes autores, também, observaram que o nível basal de expressão (sem 

indução) em experimentos sem esse gene era o mesmo daquele obtido com 

indução. Isto, na prática, também acontece em nosso caso. O trabalho de 

HANKS e col. (1989), na expressão de prolactina de gahnha, confirmou os 

resultados de AMANN e col. (1988), pois estes autores utiüzaram um vetor de 

expressão sem esta seqüência, só contendo-a no cromossomo bacteriano e 

observaram, em Western blotting, que havia a mesma expressão de prolactina 

no vetor sem ativação. 

Como já mencionado anteriormente, a utiüzação de proteínas 

recombinantes produzidas no citoplasma em corpos de inclusão requer etapas 

subseqüentes de solubiüzação e renaturação. Utíüzando a metodologia de Luck 

e col., para solubiüzar e renaturar os corpos de inclusão de taghPrl, foi 

observado que o deoxicolato de sódio solubihzava a taghPrl, juntamente com 
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as proteínas bacterianas, levando a baixíssimos rendimentos. Esta extração de 

proteínas bacterianas, também foi utilizada por SONG e col. (1988), para 

prolactina de salmão, não tendo sido feito um estudo comparativo de 

solubilização entre as proteínas bacterianas e a proteína de interesse. Este 

estudo foi feito pelo mesmo Luck na eliminação de inçurezas nos corpos de 

inclusão compostos por uma forma de prolactina bovina sem a alça central, em 

que esta foi solubilizada. E m nosso caso a retirada do deoxicolato possibilitou 

um incremento na recuperação de taghPrl de 6,4% para 27%. 

LUCK e col (1989 e 1991) porém demonstraram a obtenção de 

prolactina monomérica somente mediante anáhse por SDS-PAGE sem 

redução, não reahzando outra anáhse quahtativa. Utihzando uma metodologia 

mais sensível às alterações de tamanho molecular, a cromatografía de exclusão 

molecular, observamos que o nosso produto final permanecia todo agregado. 

O produto obtído neste trabalho utíüzando a metodologia de Paris, 

mostrou assim, pela primeira vez, uma porcentagem considerável de prolactina 

monomérica que não tínha sido observada com outros métodos. A obtenção de 

um produto mais concentrado antes da etapa cromatográfica, para evitar o 

processo de hofihzação, levou a rendimentos ainda maiores em taghPrl 

monomérica. Esta metodologia propiciou rendimentos maiores também nas 

etapas de hse bacteriana e de renaturação. Nossa recuperação total de 34%, 

em todo o processo de solubihzação e renaturação de prolactina em corpos de 

inclusão, é bem superior aos valores de 5 - 15 % geralmente encontrados na 

hteratura [47, 61]. 
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O peso molecular por nós encontrado para a taghPrl está 

infelizmente muito abaixo do esperado e não conseguimos enconttar uma 

justificativa para isto, a não ser uma alteração conformacional capaz de 

influenciar as propriedades hidrodinámicas da molécula, devida ao número e 

tipo de tratamentos aos quais a taghPrl foi submetida. Também estudos 

reahzados utihzando HPLC de exclusão molecular não levcu^am a resultados 

melhores. Ressaltamos por outro lado que PARIS e col., utihzando o mesmo 

tipo de coluna cromatográfica, não reahzaram a determinação nem do peso 

molecular, nem da porcentagem de prolactina monomérica obtida por meio do 

processo por eles padronizado. 

A renaturação da taghPrl e sua correta estrutura terciária foram 

finahnente confirmadas pelo ensaio de prohferação e m células Nb2, em que a 

atividade do nosso produto resultou superior, a do Padrão Internacional de hPrl 

pituitária e da mesma ordem daquela já descrita para a taghPrl periplásmica 

[41 ,42] . 
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5. Conclusões 

Foram esmdados vetores que, nas cepas bacterianas HB2151 e 

RRI, são capazes de produzir uma forma imunologicamente ativa de prolactina 

em níveis extremamente altos e com ótima reprodutibilidade. Foi identificada a 

seqüência que é aparentemente responsável por estes altos m'veis de expressão. 

A simples presença da seqüência do gene kan' devido a mecanismos que ainda 

estamos investigando, proporciona uma expressão ~ 6 vezes maior à obtida na 

presença do gene amp'. Este fato, não relatado na literatura, merece 

posteriores estudos, sua importância na produção biotecnológica sendo, 

obviamente, considerável. Alguns testes preliminares já realizados na ausência 

de antibióticos parecem de fato excluir que isto seria devido simplesmente ao 

tipo de antibiótico presente no cultivo. Finalmente foi padronizada uma técnica 

de solubilização e renaturação de taghPrl em corpos de inclusão com os 

maiores rendimentos já descritos e pela primeka vez capaz de fornecer um 

produto comprovadamente monomérico. Estes resultados indicam que a 

prolactina humana de origem citoplásmica, bacteriana, cujos m'veis de 

expressão são notoriamente superiores aos periplásmicos, pode já ser 

considerada um produto potenciahnente muito interessante para aphcações 

farmacêuticas. 

r — 
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