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Resumo

O envelhecimento progressivo das populagdes dos paises ocidentais, tem vindo a agravar a
incidéncia de patologias neurodegenerativas, nomeadamente da doenca de Alzheimer (AD).
Esta patologia caracteriza-se pela deposicédo extracelular de fibrilhas do péptido B amildide
(AB) no coértex cerebral, levando a degeneracao das células nervosas circulantes. A
transtirretina (TTR), sintetizada principalmente no figado e plexos coroideus (CPs), parece
sequestrar o AB, prevenindo a formacao dos agregados amildides. As metalotioneinas (MTs)
sdo proteinas de baixo peso molecular cuja expressao parece estar alterada em cérebros com
AD. O aumento da expresséo de MT-1/2 e a diminuicdo de MT-3 em doencas
neuroinflamatérias tem suscitado um interesse crescente no papel destas proteinas na
patogénese da AD. O reconhecimento das fungbes da MT-1/2 na captacdo de espécies
reactivas de oxigénio (ROS), na viabilidade neuronal e no controlo da concentracdo de ibes
metalicos envolvidos na agregagdo amildide, tem reforcado o interesse da proteina na
neurodegeneracdo e neuroprotecgdo. Contudo, dados recentes indiciam que a MT-1/2 pode
comprometer a remocao de AB, ao interagir com a TTR. Nesta perspectiva, o esclarecimento
dos mecanismos que controlam os niveis de TTR e de MT-1/2 nos CPs pode prestar um
contributo valioso ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e de diagndéstico
para a AD. Com este trabalho pretendeu-se avaliar o efeito de uma hormona com conhecidos
efeitos neuroprotectores, o estradiol (E2,) na expressdo de TTR e de MT-1/2 nos CPs,
recorrendo a uma linha celular de CP de rato (RCP). Foi ainda objectivo deste trabalho
optimizar as condicdes de transfecgdo das linhas celulares RCP, com Lipofectamine 2000™, e
HEK 293, pelo método do CaCl,, com o intuito de estabelecer metodologias praticas e

eficazes para futuros estudos.

As culturas da linha celular RCP foram estimuladas com vérias concentragfes de E2 (0, 1, 10,
100 e 1000nM) durante 6, 12, 24 e 36h. Os extractos proteicos das células foram analisados

por Western blot para avaliar os niveis de expressédo de TTR e de MT-1/2.

Nas células tratadas com E2, os niveis de expressdo de TTR aumentaram as 12h de estimulo
com hormona a 10 e 100nM (p< 0,05). O efeito da hormona esterdide foi maximo as 24h de
estimulo com E2 a 10nM (p< 0,001), sendo os niveis de proteina aproximadamente 2 vezes
mais elevados que nas células ndo estimuladas. Relativamente ao efeito da hormona na
expressao de MT-1/2, os resultados revelaram aumentos significativos as 12h de estimulo para
todas as concentracdes de hormona testadas. 24h apds o estimulo hormonal, a expressao de
MT-1/2 permaneceu significativamente elevada, comparativamente ao controlo (OnM), sendo

o efeito atenuado as 36h de estimulo.



Posto isto, conclui-se que o E2 regula positivamente a expressdo de TTR e MT-1/2 na linha
celular RCP e este efeito pode constituir um mecanismo importante subjacente ao efeito

neuroprotector da hormona.

As experiéncias efectuadas para a optimizacdo da transfeccdo em HEK 293 com CaCl,
mostraram que o pH e concentragdo dos tampdes, a densidade celular e a concentracdo de
plasmideo sdo parametros criticos no processo de transfec¢éo. Obteve-se uma eficiéncia de
transfeccéo entre os 40 e os 60%, usando 5ug de plasmideo, CaCl, a 300mM, tampédo HBS 2x pH
7,05 e uma densidade celular entre os 60-80%. No caso da transfeccdo na linha RCP com

Lipofectamine 2000™ terdo que se testar mais condigdes para optimizar a técnica.

Palavras-chave

Transtirretina, Metalotioneina-1/2, Plexo Coroideu, Estradiol, Doenga de Alzheimer,

Transfeccéo.
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Abstract

In developed countries, the progressive aging of the population has lead to an increase of
neurodegenerative pathologies, particularly Alzheimer’s disease (AD). AD is characterized by
an extracellular deposition of amyloid fibrils, in the cerebral cortex, causing the degeneration
of the surrounding nervous cells. Transthyretin (TTR), a protein that is majority expressed in
the liver and choroid plexus (CPs), seems to sequester the amyloid beta peptide (AB),
preventing the formation of amyloid aggregates. The metallothioneins (MTs) are low
molecular weight proteins whose expression seems to be altered in AD brains. The higher
expression of MT-1/2 and diminished levels of MT-3 in neuroinflammatory diseases has an
increasing interest in its role in AD pathogenesis. The recognition of the ability of MT-1/2 in
scavenging oxygen reactive species (ROS), in neuronal viability and in the control of metal
ions involved in AB aggregation, has emphasized the interest of these proteins in
neurodegeneration and neuroprotection. Nevertheless, recent studies suggest that MT-1/2 in
interaction with TTR may compromise AB clearance. In this context, the elucidation of the
mechanisms which control TTR and MT-1/2 levels in CPs could provide a good approach in the

development of novel therapeutic and diagnostic targets in AD.

The aim of this study was to evaluate the effect of estradiol (E2), an hormone with
neuroprotector effects, in TTR and MT-1/2 expression in CPs, using a rat CP cell line (RCP).
Also, in the present study the transfection conditions for the RCP using the Lipofectamine
2000™ reagent and for the HEK 293 cell line, using the CaCl, method. This second aim

intended to achieve novel pratical methodologies for future works.

Cells were stimulated with different hormone concentrations (0, 1, 10, 100 e 1000nM) during
various time periods (6, 12, 24 e 36h). Total protein extracts were collected and TTR and MT-

1/2 expression were analyzed by Western blot.

The results from the stimulation of RCP cells with E2 showed that TTR expression was up-
regulated after 12h for concentrations between 10 and 100nM (p <0,05), and its expression
nearly doubled after 24h for 10nM of E2. For the MT-1/2 expression with the E2 stimulation,
the results showed that the protein levels were higher at 12 and 24h in all concentrations

tested. And, this up-regulation was attenuated after 36h of stimulation.

With the results obtained it can be concluded that the E2 up-regulates both TTR and MT-1/2
expression levels in RCP. This observed effect can constitute an underlying mechanism in

understanding the neuroprotector role of E2.

viii



The optimization of the transfection conditions in HEK 293 with CaCl, revealed that several
tested parameters were extremely important in the overall process. So, factors as the pH and
concentration of buffers, cellular density and plasmid concentration seem to be crucial for
the transfection success. After the optimization of all conditions, a transfection efficiency of
40-60% was obtained, using 5ug of plasmid, CaCl, 300mM, HBS2x buffer pH 7,05 and a cellular
confluence between 60-80%. The transfection of RCP cells using Lipofectamine 2000™ was not

completely optimized and additional assays are required.

Keywords

Transthyretin, metallothionein-1/2, choroid plexus, estradiol, Alzheimer’s disease,

transfection
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1. Introducéo



1.1.Transtirretina

1.1.1.Descoberta e Caracterizacdo Bioquimica

A transtirretina (TTR) foi identificada em 1942 no fluido cerebrospinal (CSF) [2] e no soro
humano. Inicialmente foi designada por componente X e depois por prealbumina, uma vez
que é a Unica proteina plasmatica que migra na frente da albumina, numa electroforese a pH
8,6 [3]. O papel funcional da proteina ndo era conhecido; assim que se descobriu que ligava a
tiroxina (T4), passou a ser designada por prealbumina de ligacdo a tiroxina (TBPA). Uma
década mais tarde, foi demonstrado que a TTR forma complexos com a proteina de ligacéo ao
retinol (RBP) [4] [5]. Como a proteina em questdo também desempenha um papel crucial no
transporte de retinol, foi sugerida a alteragcdo do nome para transtirretina (TRANS de

transporte, Tl de tiroxina e RETINA relativo a retinol) [5, 6].

1.1.2.Gene

A TTR humana é codificada por um gene de copia Unica [7] localizado no cromossoma 18,
[8]mais precisamente na regido 18ql11.2-q12.1 [9]. O gene, de aproximadamente 7kilobases
(kb), abrange 4 exdes de 95, 131, 136 e 253 pares de bases (pb) e 3 intr6es de 934, 2090 e
3308 pb. O primeiro exao codifica um péptido de 20 aminoacidos, que € removido no processo
pés-transducédo, e 3 aminodacidos da TTR madura. Os exdes 2, 3 e 4 codificam respectivamente
o0s residuos 4-47, 48-92 e 93-127 da subunidade da TTR [7], [10].

Uma caracteristica do gene da TTR é a presenca de dois open reading frames (ORF), no
primeiro e terceiro intrdo, com a mesma direcgdo transcripcional da TTR e com putativas
sequéncias consensus reguladoras da transcricdo do gene [7]. Posteriormente, foi
demonstrado que esses ORF intronicos ndo sdo transcritos para serem expressos CoOmo
polipéptidos independentes, nem integram o mMRNA completamente traduzido [11]. No
segundo e terceiro intrdo, Tsuzuki e seus colaboradores identificaram sequéncias de 300pb
homologas aos elementos repetitivos do tipo Alu [7]. Na regido 5’ndo traduzida (UTR), foram
identificadas duas sequéncias sobrepostas com uma extensa homologia com o elemento
responsivo aos glucocorticéides [12]. Nessa regido existem outras sequéncias consensus, a
CAAT box, do nucleotido -101 ao -96, a TATA box, da posicao -30 a -24, e uma regido rica em
GC com cerca de 20 pb. Na regido 3’UTR, mais precisamente na posi¢do 123, encontra-se o
sinal de poliadenilacédo (AATAAA) [10].



1.1.3.Estrutura da Proteina

A estrutura tridimensional da TTR humana foi deduzida com base nos dados obtidos por
cristalografia de raio X [13] e pela determinagdo da sequéncia de aminoacidos que constituem
a proteina [14, 15]. Trata-se de uma proteina tetramérica constituida por 4 subunidades
idénticas de 13745Da, sendo cada uma composta por 127 aminoacidos [15]. Cerca de 45% dos
aminodcidos que constituem o monomero da TTR formam 8 cadeias B (representadas na
imagem B da figura 1 de A a H) ligadas entre si por loops. A estrutura secundaria do
monomero da TTR inclui ainda uma pequena hélice a de 9 residuos, que esta ligada a cadeia
E. Dos 127 residuos que compdem cada subunidade, apenas 10 residuos da extremidade NH; e
5 da zona C-terminal ocorrem sem estrutura organizada. As cadeia B formam 2 folhas B
pregueadas, uma composta pelas cadeias CBEF, e outra com as cadeias DAGH (imagem B da
figura 1). As interaccoes estabelecidas entre as cadeias B sao antiparalelas, a excepcao da

conexao entre a cadeia A e G [16].

Duas subunidades de TTR interagem por pontes de hidrogénio formando um dimero estavel.
Os dimeros de TTR sao compostos por um par de folhas B internas (cadeias DAGHH’G’A’D’) e
outro externo (cadeias CBEFF’E’B’C’) [16, 17]. A associagao de dois dimeros por interaccfes
hidrofobicas e hidrofilicas entre os residuos dos loops AB e GH, formam uma molécula de TTR
de aproximadamente 55kDa. (Imagem A da figura 1) [16, 18]. A estrutura quaternaria da TTR
tem a forma de uma proteina globular cujo tamanho global é de 70 A x 55 A x 50 A. Os quatro
mondmeros associam-se, de tal modo que se forma um canal hidrofobico central com 2 locais

de ligacéo para a tiroxina [18].

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura tridimensional do tetramero (A) e do mondémero (B)
da TTR humana wild-type. As cadeias B estao representadas por fitas amarelas, os cilindros vermelhos

correspondem as hélices a. Adaptado de [19].



A TTR humana e a de rato apresentam algumas diferencas estruturais, mais precisamente nos
loops de superficie da proteina. No rato, a TTR apresenta mondmeros mais compactos mas

essas diferencas ndo surtem efeito ao nivel da sua fungao [18].

1.1.4. Expresséo

A TTR é sintetizada principalmente no figado e no cérebro. A TTR produzida no figado €
libertada para o sangue, onde a sua concentracdo oscila entre os 20 e os 40 mg/dL [20]. No
cérebro, a proteina é activamente sintetizada pelas células epiteliais dos plexos coroideus
(CPs) e libertada unidireccionalmente para o CSF, representando cerca de 20% das proteinas
totais do CSF [21, 22].

Os CPs sao estruturas ramificadas muito vascularizadas que se projectam nos ventriculos do
cérebro e formam uma interface entre o sangue e o CSF, a barreira sangue-CSF. Constituidos
por um cordao de células epiteliais cubo6ides, conectadas por jungbes apertadas, restringem a
passagem de ibes e de moléculas entre o sangue e o CSF (figura 2) [23]. Os CPs representam o
principal local de producgédo e secrecéo de CSF, mas também sintetizam compostos essenciais
ao SNC e protegem o cérebro de agressdes neurotoxicas. As células dos CPs expressam um
vasto conjunto de receptores e péptidos, desde citocinas, receptores de citocinas, receptores
de neurotransmissores, factores de crescimento, péptidos neuroprotectores e receptores de
hormonas sexuais. Posto isto, supde-se que este tecido seja alvo da ac¢do das hormonas

sexuais [24].
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Figura 2- Representacdo morfologica e histoldgica do plexo coroideu do ventriculo lateral do cérebro.
Adaptado de [25].



No epitélio pigmentar do olho também ocorre a sintese de TTR [26]. Mais recentemente foi
detectada a presenca da proteina no epitélio pigmentar ciliado do olho em coelhos [27] e na
placenta humana [28]. Pequenas quantidades de TTR sdo expressas nas meninges [29-31],

pancreas [32], estdbmago, coragdo, musculo e bago [33].

1.1.5.Regulacgéo do gene

Resultados de estudos levados a cabo pela equipa de Robert Costa, que se debrugaram sobre
0 gene da TTR de rato, foram cruciais para a compreensdo da regulacdo transcripcional do
gene TTR humano [34-36]. A sequéncia codificante do gene TTR de rato apresenta 82% de
homologia com o respectivo gene humano. Relativamente a sequéncia de aminoécidos que
constituem a proteina, a homologia é ainda mais acentuada (91%) [34]. A sequéncia
compreendida entre o nucledtido -50 e o -190 € muito conservada entre o gene humano e o
dos roedores [12, 37], insinuando conter bons candidatos para a regulacéo transcripcional do
gene TTR [34].

O estudo da regido a montante do gene TTR de rato permitiu identificar duas sequéncias
reguladoras: o promotor proximal, situado entre os nucledtidos -50 e -150, e o enhancer
distal, -1.86 a -1.96 kilobases (kb) [34, 35]. O promotor contém sitios de ligagdo para o0s
factores nucleares de hepatocitos 1, 3 e 4 (HNF-1, HNF-3 e HNF-4) e para a proteina de
ligacdo ao enhancer/CCAAT (C/EBP) [12, 35]. O enhancer contém sitios de ligacdo para a
proteina activadora-1 (AP-1), HNF-4 e C/EBP (figura 3). Essas sequéncias reguladoras foram
detectadas no gene TTR humano por andlise comparativa e sdo suficientes para regular a

expressao do gene no figado [34, 36].

Enhancer Promoter-proximal region
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1.96 kb 1.86 -200 bp bron
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Figura 3 - Representacéo do enhancer distal e do promotor proximal do gene TTR de rato, com destaque
para os sitios de ligacédo dos factores de transcricdo que controlam a expressao da TTR nos hepatdcitos.
Adaptado de [38].



A activacdo e manutengao da transcricdo do gene TTR no figado requer a combinacgdo de
véarios factores de transcricdo ligados aos sitios de reconhecimento. Resultados de estudos
realizados em ratinhos transgénicos, contendo sequéncias incompletas do gene da TTR
humana, sugerem que a transcricdo do gene é diferencialmente regulada no figado e no CP.
No cérebro, a transcricdo do gene TTR envolve uma sequéncia adicional localizada a pelo

menos 65pb a montante do inicio da transcricéo [36, 39].

Os niveis séricos de TTR estéo tipicamente diminuidos em condi¢bes de malnutri¢édo, trauma,
cirurgia ou inflamacgéo, resultado da inibicdo da transcricdo do gene no figado [6]. As
citocinas libertadas na resposta aguda a inflamacdo (factor de necrose tumoral q,
interleucina le 6) induzem a expressdo de HNF-3 e C/EBP que podem suprimir a transcri¢éo
do gene TTR no figado. Contudo, no CP a expressdo da TTR ndo é afectada pela resposta
inflamatoria [40]. A andlise dos genes responsivos ao estimulo inflamatério induzido por
lipopolisacarideos (LPS) no CP de rato mostrou que a transcricdo do gene TTR ndo é afectada
[41]. Por outro lado, as hormonas 17-8-estradiol (E2) e 5-a-dihidrotestosterona (DHT) induzem
a expressao da TTR no figado de ratos [42]. No CP, a TTR é regulada positivamente pela DHT
[43], E2 [44, 45], e progesterona (P) [46], segundo estudos in vitro e in vivo realizados em
ratos. Experiéncias recentes realizadas pelo nosso grupo de investigacdo, cujos resultados
ainda ndo foram publicados, sugerem que a hidrocortisona aumenta a expressdo da TTR nos
CPs de rato. (Martinho et al, 2011, com pers) Por outro lado, o stress associado a separacao
materna reduz a expressdo da TTR no cérebro de ratos recém-nascidos [47]. Dados obtidos
por Li e seus colaboradores mostram que a nicotina aumenta a expressao e secre¢do de TTR
no CP [48]. A administrac@o de extracto de Ginkgo biloba [49], tal como o 6leo de peixe rico
em 6mega-3 [50], induzem a expressdo da TTR no cérebro de ratos. Um estudo levado a cabo
por Pulford revelou uma reducdo dos niveis de mRNA de TTR em CPs de ratos tratados com
litio [51].

1.1.6. Funcgdes bioldgicas

1.1.6.1. Transporte das hormonas da tiréide

No homem, a TTR que circula no plasma é responsavel pelo transporte de aproximadamente
15% da T4 total. 70% das hormonas tiroideas circulam ligadas a globulina de ligagcéo a tiroxina
e 10% ligam-se a albumina [52]. No CSF humano, a TTR é a principal proteina transportadora
das hormonas da tirdide, tal como no CSF e corrente sanguinea dos roedores [53]. O
tetramero de TTR possui um canal hidrofébico central com 2 sitios de ligagdo estruturalmente
idénticos para a T4 [54], mas com afinidades diferentes para a hormona. Em condigdes

fisiologicas a TTR liga apenas uma molécula de T4, dada a cooperacédo negativa da ligagao



[55]. Estudos da funcdo da TTR com ratinhos knockout (KO) para TTR ndo revelaram
diferencas na concentragdo das hormonas da tirdide, comparativamente aos ratos wild-type
(WT). Estes dados sugerem que a TTR ndo é indispensavel para a entrada das hormonas da

tiréide no cérebro, nem nos outros tecidos [56, 57].

1.1.6.2. Transporte de retinol

O transporte de retinol (vitamina A) é mediado pela proteina de ligacédo ao retinol (RBP) que,
na corrente sanguinea, se associa a TTR. Apesar do tetramero de TTR possuir varios sitios de
ligacdo para a RBP, em condicdes fisiologicas, a TTR sO transporta uma molécula de RBP,
provavelmente devido a concentracdo limitante de RBP (2uM) comparando com a de TTR
(4,5uM) [58]. A formagdo do complexo retinol-RBP-TTR (80kDa) facilita a liberacéo da RBP do
seu local de sintese (reticulo endoplasméatico dos hepatdcitos) e previne a perda desta

proteina de baixo peso molecular (21kDa) durante a filtracao glomerular [5, 59].

Figura 4 - Representacdo do complexo TTR-RBP. O tetramero de TTR esta ligado a duas moléculas de

RBP, representadas na imagem a vermelho. Adaptado de [16].

Tendo em conta a elevada quantidade de TTR que circula livre e demonstrada, in vitro, a sua
afinidade para pequenas moléculas (benzodiazepinas, salicilatos, fenoxazinas, flavenoides,
etc.), é possivel que esta proteina desempenhe um papel relevante na remocdo de

substancias enddgenas e exdgenas potencialmente toxicas [1].



1.1.6.3. Actividade anti-apoptética

No pancreas, a TTR protege as células B da apoptose induzida pela apolipoproteina CllI
(apoClll). Esta funcdo é desempenhada apenas pela forma tetramérica da TTR e postula-se
que a conversao do tetramero no mondmero de TTR esteja envolvida na destruicdo das

células B em pacientes com diabetes tipol [17, 60].

1.1.6.4. Actividade proteolitica

Uma fraccdo da TTR plasmatica (1-2%) circula associada a lipoproteinas de alta densidade via
ligacdo a apolipoproteina A-I (ApoA-1). Recentemente, foi reconhecida in vitro e in vivo a
capacidade da TTR clivar a ApoA-lI no terminal carboxilico, mais precisamente depois do
residuo fenilalanina 225 [61]. A actividade proteolitica da TTR sobre a ApoA-lI promove um

decréscimo no efluxo de colesterol e aumenta o potencial amiloidogénico da ApoA-I [62].

O neuropéptido Y foi identificado como um dos substratos naturais da TTR. A TTR cliva o
neuropétido Y depois da arginina 33 e 35 o que promove a regeneragao axonal dos neurdénios
[63].

Actualmente sabe-se que a TTR também exerce a sua actividade proteolitica sobre o péptido
beta amildide (AB). A TTR cliva o AB soluvel, contribuindo para a manutencdo dos niveis de
AB numa taxa normal, e degrada os agregados de AB, desfavorecendo a formacgao das fibras

amildides, caracteristicas da doenca de Alzheimer (AD) [64, 65].

1.1.7. Transtirretina e Doenca de Alzheimer

O primeiro indicio do papel da TTR na AD adveio da observacdo de uma consideravel
diminuicdo dos niveis da proteina no CSF de doentes com a patologia [66, 67]. Estudos
complementares referem uma correlacdo negativa dos niveis de TTR no CSF com o grau de
deméncia [68] e com a prevaléncia de placas senis nos doentes [69]. Estudos recentes
confirmam a diminuicdo de TTR no CSF de doentes com AD [70-72], ainda que outros mostrem
resultados ambiguos. A analise de amostras de CSF de doentes em diferentes estadios da
doenca pode explicar este facto. In vitro a TTR sequestra o péptido AB, o principal
constituinte das placas senis que ocorrem no cérebro de doentes com AD, prevenindo a

formacao de agregados amildides toéxicos [73].



Estudos realizados em animais transgénicos evidenciaram o papel da TTR na modulacdo dos
agregados AB in vivo. Experiéncias efectuadas em C.elegans transgénicos induzidos a
expressar os genes AB e TTR humanos mostram uma atenuacao da neurodegeneracao [74]. Em
ratinhos modelo de AD, expostos a um ambiente rico em AB, detectou-se um aumento da
expressdo de TTR nos CPs, associado a reducéo da deposicao de AB no SNC [75]. Como forma
de superar a deposi¢cdo amiléide, em ratinhos transgénicos modelo de AD, observou-se uma
sobreexpressao de TTR, face a superproducao de AB [76]. Choi e seus colaboradores
observaram niveis mais elevados de AB e de deposicao amildide no cérebro de ratinhos
modelo de AD portadores da deleccao do gene TTR (ceAPPswe/PS1AE9/TTR+/-),
comparativamente aos controlos (ceAPPswe/PS1AE9/TTR+/+) [77]. A sobreexpressdo do gene
humano TTR wild type, em ratinhos transgénicos APP23 modelos de AD, parece melhorar o
fendtipo da doenca. Por sua vez, o silenciamento do gene TTR no modelo animal favorece o
desenvolvimento da doenca. Recorrendo a técnicas bioquimicas, os autores reportam ainda a
interaccao directa entre a TTR e os agregados AB [78]. Pressupde-se que a deposi¢do amildide
nos pacientes com AD numa fase inicial se deva a insuficiéncia de TTR no CSF para sequestrar

0 excesso de AB [79].

Colectivamente, estes dados evidenciam o contributo da TTR na prevencdo da deposicao
amildide no cérebro, tornando-a num mecanismo de defesa nativo e um potencial alvo

terapéutico para a AD.

1.2. Metalotioneinas

1.2.1.Descoberta e Caracterizacdo Bioquimica da Proteina

Em 1957, Margoshes e Vallee isolaram, do cortex renal de equinos, uma proteina com elevada
afinidade para o cadmio. A proteina foi caracterizada bioquimicamente por Kagi e Vallee e
recebeu a designacdo de metalotioneina (MT), dado o seu elevado teor em cisteina e
afinidade para os metais pesados [80]. Actualmente, metalotioneina € o0 nome genérico para
uma superfamilia de metaloproteinas de baixo peso molecular (6-7 kDa), encontradas no
reino animal, em eucariontes e alguns procariontes, e em plantas superiores [81]. Em
humanos, a MT foi isolada pela primeira vez do tecido hepatico por Pulido e seus

colaboradores [82].



1.2.2.Gene

No homem, os genes que codificam as MTs estdo agrupados no cromossoma 16, na regido gql13
[83]. Pelo menos 10 genes MT, dos 17 identificados, sdo funcionais e codificam as varias
isoformas da MT-1 (MT-1A, -B, -E, -F, -G, -H e -X), a MT-2, MT-3 e MT-4 [84]. Um gene
conhecido por MT-like 5 (MTL-5) foi descrito no cromossoma 11 e codifica uma MT especifica
dos testiculos, designada por tesmina [85, 86]. Em ratos foram identificados 4 genes no
cromossoma 8, que codificam a MT-1, MT-2, MT-3 e MT-4. Comparativamente aos humanos, 0s
genes MT dos roedores sé&o menos complexos, uma vez que possuem um unico gene funcional
para cada MT. A heterogeneidade das isoformas resulta de modificacdes pos-traducéo,
nomeadamente acetilacGes, e na composicdo em ides metdlicos [87]. O rato também possui o

gene MTL-5, localizado no cromossoma 19B [85, 88, 89].

1.2.3. Estrutura da Proteina

As MTs que que ocorrem nos mamiferos (MT-1, MT-2, MT-3 e MT-4) sdo proteinas néo
enzimaticas de baixo peso molecular, compostas por uma Unica cadeia polipeptidica de 61 a
68 aminoéacidos, dos quais aproximadamente 30% sdo cisteinas [80]. A analise da sequéncia de
amino&cidos das MTs revela ainda a auséncia de aminoacidos aromaticos e um baixo teor ou
mesmo auséncia de histidinas [81]. Estas metaloproteinas tém tipicamente um ou dois
dominios onde se ligam mdaltiplos ides metalicos mono ou divalentes [80]. In vivo, as MTs
ligam Zn(Il), Cu(ll), Cd(ll) e Hg(ll). Outros metais como Ag(l), Au(l), Bi(lll), Co(ll), Fe(ll), Pb(ll),
Pt(Il) e Tc(IV) sao capazes de se ligar a apotioneina (proteina na sua forma livre de metais) in

vitro. Em condicdes fisioldgicas normais, as MTs dos mamiferos contém zinco [86, 90].

A pH neutro a MT-1 e MT- 2 diferem apenas numa carga negativa e sdo muitas vezes referidas
colectivamente como MT-1/2 uma vez que, no contexto do SNC, partilham propriedades e
funcdes que contrastam com as da MT-3 [91]. A MT-1/2 consiste numa cadeia polipétidica de
61 e 62 aminodcidos, arranjados em sequéncias repetitivas de Cys-X-Cys, Cys-X-Cys-Cys, Cys-
X-X-Cys, onde X corresponde a um aminoacido que ndo a cisteina [90]. A proteina possui 2
dominios globulares (dominio a e B) separados por uma pequena sequéncia polipeptidica rica
em lisinas [92]. O dominio a na extremidade carboxilica (residuo 32 ao 61) contém 11
cisteinas onde a proteina incorpora 4 catides divalentes ou 6 monovalentes. Por sua vez, o
dominio B na extremidade amina (residuo 1 ao 31) contém 9 cisteinas onde se ligam 3 catides
divalentes ou 6 monovalentes. A ligagdo dos metais a apotioneina promove o enrolamento da

cadeia polipeptidica (figura 5 e 6) [93].
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Figura 5 - Esquema representativo da MT-2. O esquema ilustra a cadeia polipeptidica da MT-2, com
destaque para os residuos de cisteina (quadrados azuis). O polipeptido incorpora 7catiées Zn no dominio

a e B, por pontes dissulfeto. Adaptado de [86].

M-term

B-domain

Figura 6 - Estrutura tridimensional da MT-2 de rato ligada a 7 i6es metalicos. Os metais, ligados a cadeia

polipeptidica por pontes dissulfeto, estao representados por esferas. Adaptado de [94].

A MT-3 é estruturalmente muito semelhante & MT-1/2. Esta isoforma de 68 amino&cidos
apresenta uma Thr na regido do terminal amina e um hexapéptido acidico na regido C-
terminal. A MT-3 possui sequéncias altamente conservadas de Cys(6)-Pro-Cys-Pro(9) que estao

ausentes em todos os outros membros da familia MT [92].
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1.2.4. Expresséo e Distribuicao Celular

Os genes MT-1 e MT-2 sdo expressos em praticamente todos os tecidos, ja a expresséo de MT-
3 e de MT-4 é mais restrita. A MT-3 € predominantemente expressa no cérebro, porém foram
detectados niveis baixos de proteina na lingua, estdbmago, coracéo, rim e tecidos reprodutivos
[95-97]. Relativamente a MT-4, sabe-se que é expressa em alguns epitélios estratificados e no
deciduo materno [84, 98].

A presenca de MT-1/2 no parénquima cerebral foi confirmada por imunohistoquimica em
diversas espécies [99]. A expressdo desta proteina é mais relevante nos astrocitos, contudo a
sua presenca também foi detectada nas células ependimais, pia mater, epitélio vascular e CPs
[100, 101]. Microglia, oligodendrdcitos e células endoteliais séo praticamente desprovidos de
MT-1/2 [100]. Alguns estudos apontam para a presen¢a de MT-1/2 imunoreactiva nalgumas

populacbes de neurdnios mas esses dados sao controversos [99, 102].

As MTs sdo proteinas intra e extracelulares [103] e dados experimentais mostram que exibem
funcdes anélogas dentro e fora da célula [86]. Os astrdcitos podem libertar MT-1/2 para o CSF
e espaco extracelular como forma de proteger os neurdnios adjacentes [104]. Dentro da
célula, a MT-1/2 esta dispersa pelo citoplasma, mitocdndrias e lisossomas. Dado o seu baixo
peso molecular, a proteina consegue difundir-se para o nacleo em resposta ao stress oxidativo
[105, 106]. Apesar do processo de degradacdo das MTs ainda ndo estar bem esclarecido, sabe-
se que a proteina é degradada rapidamente no lisossoma e a nivel citosolico, por intermédio
do complexo 26S. A apotioneina € mais susceptivel a protedlise e a incorporacdo de metais

parece regular a degradacéo lisossomal da proteina [107].

1.2.5.Regulacéo do gene

Os genes MT-1 e MT-2 sdo expressos coordenadamente e respondem em paralelo a uma
variedade de estimulos [108]. O estado nutricional e a actividade fisica regulam a expresséo
de MT-1/2, afectando os niveis de mRNA e de proteina [81, 109]. Alguns metais, como Zn, Cu,
Cd e Hg, promovem a transcricdo do gene MT-1/2 e este processo é mediado pelo factor de
transcricdo MTF-1, que se liga aos elementos responsivos a metais (MRES), na regido
promotora do gene (ver figura 7) [109-113]. Perante um défice de Zn, o inibidor da
transcricdo de MT interage com o MTF-1 e impede a ligac@o desta proteina dedo de zinco com
0s MREs, controlando negativamente a expressao de MT [109]. O tratamento de ratos adultos
com Cu parece reduzir o mRNA de MT-1/2 a nivel renal, sendo acompanhado por um aumento
significativo da proteina, sugerindo uma regulacdo pds-transcripcional [114]. Nas células

humanas, a proteina PZ120 inibe a expressdo do gene MT-2A por ligacdo ao sitio de inicio da
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transcricdo [115]. A biosintese de MT-1/2 € estimulada por hormonas glucocorticoides,
testosterona, estrona [116], e por catecolaminas (noradrenalina e isoproterenol) [109, 117].
As hormonas glucocorticoides, libertadas em situacdes de stress, podem ser o elemento chave
para o aumento da expressdo das MTs no figado, coracdo e cérebro em resposta ao stress (ver
figura 7) [118]. Valendo-se de estudos efectuados em ratinhos transgénicos com
superproducdo e com défice de citocinas pré-inflamatdrias, Carrasco e seus colaboradores
verificaram o aumento da expressao da MT-1/2 no cérebro, induzida pela IL-6, IL-3, TNF- a e
INF-a [119]. As espécies reactivas de oxigénio (ROS) e o stress oxidativo também regulam
positivamente a transcricdo do gene MT-1/2 e este mecanismo envolve a interaccao de
factores de transcricdo com os elementos responsivos a antioxidantes (ARES) no promotor do
gene (ver figura 7) [110]. Os factores de transcrigdo Fos e Fra-1 podem inibir a sintese de MT-
1/2 por ligacdo aos AREs [109]. Os niveis de MT-1/2 estdo aumentados em doencas
neuroinflamatoérias, como € o caso da AD [120]. Curiosamente, a expressao de MT-3 néo sofre

alteracdes significativas [121] ou encontra-se diminuida em cérebros com AD [122].

Oxidative
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Figura 7- Regulacdo da expressdo do gene MT-1/2. O esquema ilustra a regulacdo da transcricdo do
gene MT-1/2 por stress, inflamacédo, metais e stress oxidativo. Os iGes metalicos e as espécies reactivas
de oxigénio (ROS) activam o factor de transcricdo MTF-1 que interage com 0s elementos responsivos a
metais (MREs) e os elementos responsivos a antioxidantes (AREs), no promotor do gene MT-1/2. As
citocinas proé-inflamatoérias activam uma cascata de proteinas, levando a activacdo do factor de
transcricdo STAT e a transcricdo do gene. As hormonas glucocorticoides, libertadas em situagfes de
stress, difundem-se até ao nucleo e ligam-se aos respectivos receptores. O complexo hormona-receptor
funciona como factor de transcricéo e interage com os elementos responsivos a glucocorticéides (GREs),

promovendo a transcri¢do do gene MT-1/2. Adaptado de [123].
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1.2.6. Funcdes Biologicas

1.2.6.1. Homeostase dos metais

Uma das funcdes bioldgicas atribuida a MT-1/2 é o seu papel na homeostase dos metais
essenciais, em particular do Zn e Cu, e a proteccdo contra metais pesados [124-126].
Enquanto proteina dadora e receptora de ides, a MT-1/2 consegue controlar a activacdo de
proteinas dependentes de Zn e Cu, enzimas e factores de transcri¢éo, e regular os niveis dos
ibes metélicos em resposta a dieta e a alteragfes fisioldgicas. Esta MT pode ainda funcionar
como reservatério de metais, cedendo-os as apometaloproteinas (enzimas, factores de

transcricdo, etc.) quando necessario [124].

Estudos desenvolvidos em células e ratinhos transgénicos mostram o papel protector da MT-
1/2 na toxicidade por metais pesados [81]. Assim, astrécitos com défice em MT-1/2
apresentavam maior susceptibilidade ao metilmercirio, comparativamente aos astrocitos com
expressao normal da proteina. A transfecgcdo do gene MT-1 nos astrécitos deficientes em MT-
1/2 conferiu-lhes resisténcia ao metal pesado [125]. Recorrendo a ratos transgénicos com
superproducdo de MT-1, foi demonstrado que a MT-1 protege as células da toxicidade e da
morte induzida pelo Cd. Por sua vez, ratos KO para MT-1/2 sdo mais sensiveis a toxicidade do
metal [105].

1.2.6.2. Imunomodelagao

A MT-1/2 é uma proteina imunomodeladora, na medida em que reduz significativamente a
activacdo e o recrutamento de macrdfagos e linfécitos T, numa situacdo de dano cerebral.
Também interfere na activacdo da microglia e das células B, embora a inibicdo seja mais
pronunciada nos macrofagos e linfocitos T CD4+. A MT-1/2 inibe a expresséo de citocinas pro-
inflamatérias, como a IL-18, IL-6, IL-12 e TNF-a, reprimindo a resposta inflamatoria dos
linfocitos [86, 127].

1.2.6.3. Protecc¢édo contra stress oxidativo

Dados de diversos estudos permitiram atribuir a MT-1/2 um papel crucial na captura de
espécies reactivas de oxigénio e na preven¢édo da neurodegeneracdo e apoptose. Estudos in
vivo, realizados em ratinhos com défice em MT-1/2 mostram um aumento da producgéo de ROS
e do stress oxidativo, desde peroxidacdo lipidica, nitrosilacdo proteica a oxidacdo do DNA,

comparando com os controlos WT. Adicionalmente, ratinhos KO para a MT exibiam um
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aumento da neurodegeneracdo e da apoptose, relativamente aos controlos WT [128]. Células
com sobreexpressao de MT-1 revelam protecgéo contra o stress oxidativo, enquanto as células
derivadas de ratinhos KO para a MT-1/2 apresentam maior sensibilidade. O papel antioxidante
e neuroprotector da MT-1/2 é de tal ordem que, em ratinhos KO para a MT, mesmo com o
aumento da expressao de outras proteinas antioxidantes, verifica-se o0 aumento de ROS [86].
A administracdo de MT-1/2 exdgena em ratinhos modelo de neuroinflamacdo promove uma
atenuacdo dos danos cerebrais, resultado da diminuicdo de ROS e do stress oxidativo [103]
Colectivamente, estes dados sugerem que in vivo a MT-1/2 é um antioxidante relevante e o
aumento dos niveis da proteina em doencas neurodegenerativas pode tornar-se numa

promissora estratégica terapéutica.

1.2.7. Metalotioneina-1/ 2 e Doenca de Alzheimer

A AD é uma doencga neurodegenerativa associada a sinais de inflamacédo, stress oxidativo e
deposicdo de agregados AB. Além disso, o numero de células que expressam factores
apoptoticos aumentam significativamente na doenca. Posto isto, é natural que uma proteina
neuroprotectora como a MT-1/2 esteja implicada na patogénese da doenca. A ligacdo da
biologia das MTs a AD estreou-se com o0s estudos de Duguid e seus colaboradores que
detectaram um aumento do mRNA de MT-1/2 no hipocampo de cérebros com a patologia
[129]. Em estudos mais recentes, foram encontrados niveis drasticamente elevados de MT-1/2
nas células adjacentes aos agregados AB, astrocitose, microgliose e sinais de stress oxidativo
em cérebros com AD e em modelos animais de neuroinflamacao [120].). Estudos em culturas
celulares mostram que a expresséo de MT-1/2 é directamente induzida pelos neurénios
lesados adjacentes, insinuando que o aumento da MT-1/2 é secundario & neurodegeneracéo
[104]. Por sua vez, estudos realizados em ratinhos transgénicos com sobre ou subexpressdo de
MT-1/2 e em ratinhos com ablac@o dos genes MT-1/2 indicam que a MT-1/2 esta directamente

envolvida no desenvolvimento da AD [92].

Adicionalmente, sabe-se que os ides Zn e Cu interferem na agregacao de péptidos AB. A MT-
1/2 regula os niveis de Zn e esté envolvida na distribui¢do celular do metal, de tal modo que
a distribuicdo de Zn coincide com a distribuicao celular de MT-1/2 [92]. O péptido precursor
amiléide (APP) é clivado por a-secretases, que ndo sdo mais do que metaloproteases
dependentes de Zn, formando péptidos AB sollveis. Os péptidos AB ligam-se a catides Zn e
tornam-se compostos insollveis, favorecendo a sua agregacado e a formacédo das placas senis
caracteristicas da AD [130]. A isoforma MT-2A também previne a agregacdao AB mediada por

Cu, aparentemente por troca dos metais entre a Zn7MT-2A e o Cu2+-AB [131].
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1.3. Estrogénios

1.3.1. As Hormonas

Os estrogénios Os estrogénios constituem um grupo de hormonas sexuais onde se inclui a
estrona, o estriol e o estradiol (figura 8), sendo o estradiol o estrogénio mais relevante. A
sintese destas hormonas ocorre predominantemente nos ovarios, a partir do colesterol. O
papel biolégico destas hormonas esterdides passa pela diferenciacdo sexual e

desenvolvimento reprodutivo mas também pela neuroproteccao [132].

HO

Figura 8 - Estrutura do 17-B-estradiol.

1.3.2.Sintese, Transporte e Excrecao

Nas mulheres, o estradiol € maioritariamente sintetizado nos ovarios, pela aromatizacéo da
androstenediona em estrona, sendo esta convertida em estradiol pela 17-B-hidroxiesterdide
desidrogenase. Pequenas quantidades de estradiol sdo produzidas no cortex adrenal,
testiculos, artérias e cérebro. No cérebro, o colesterol é transformado em pregnenolona, ao
nivel da membrana interna da mitocondria, pela enzima P450scc. A pregnenolona pode ser
convertida em progesterona ou em dehidroepiandrosterona, no reticulo endoplasmatico. A
formacdo de androstenediona, a partir da dehidroepiandrosterona, permite a sintese de
testosterona por accao da 17-B-hidroxiesterdide desidrogenase. Uma parte da testosterona é

convertida em estradiol pela P450 aromatase [133].

A expressdo das enzimas envolvidas na sintese do estradiol nas células cerebrais determina a
producdo da hormona, que ocorre sobretudo a nivel neuronal. Oligodendrécitos exibem

elevada actividade da P450scc, jd nos neurdnios e astrocitos a actividade da enzima € mais
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discreta. A P450 aromatase € expressa quer nos astrécitos, quer nos neuronios mas, em

condi¢Bes normais, a aromatizagdo da testosterona é mais relevante nos neurénios [134].

Dado o seu caracter lipofilico, o estradiol circula nos fluidos corporais ligado a proteinas
plasmaticas (globulina de ligagdo a hormonas sexuais e albumina). A fraccdo de hormona livre
€ biologicamente activa e atravessa as membranas celulares, actuando através de receptores
intracelulares. Os complexos hormona-receptor actuam como factores de transcricéo,
ligando-se a sequéncias especificas no DNA, e induzem a expressdao de proteinas que

determinam os seus efeitos.

A desactivacdo do estradiol envolve a sua conversdo em estrona e estriol, sendo este ultimo
composto excretado por via urindria. No figado, o estradiol é conjugado com o acido

glucuronico, formando-se um composto hidrosoluvél excretado pelos rins [132].

1.3.3. Estrogénios e a Doenga de Alzheimer

Nos altimos anos, um crescente nimero de estudos evidencia o papel neuroprotector dos
estrogénios e os seus efeitos benéficos nas doengas neurodegenerativas, em especial na AD. O
mecanismo pelo qual os estrogénios protegem o cérebro na AD ainda ndo esta totalmente
esclarecido, mas estudos in vitro e in vivo demonstram que promove a viabilidade neuronal e
a degradacao do AB pelas células da microglia. Além disso, regula os niveis de AB e de

proteinas que interferem na agregacao amildide.

Estudos epidemioldgicos e evidéncias clinicas mostram que a deplecdo de hormonas sexuais
na menopausa aumenta o risco de AD, em mulheres pés-menopausa. O tratamento de
reposi¢do hormonal em mulheres com menopausa parece reduzir o risco de desenvolverem AD
[135], se bem que a administracdo de estrogénios em doentes com a patologia parece ndo ter
qualquer efeito [136]. Apesar das evidéncias experimentais que sugerem que 0s estrogénios
reduzem o risco de AD, de acordo com o Women’s Health Initiative Memory Study, tém-se
verificado um aumento da incidéncia de deméncia em mulheres sujeitas a terapéutica
hormonal pds-menopausa [137]. Os défices de E2 no cérebro estdo associados a um aumento
na producao e deposicao de AB, em modelos animais de AD [138]. Por sua vez, a ovariectomia
prolongada promove um aumento significativo de deposicdo amiléide no cérebro de ratos
[139]. Os estrogénios protegem os neuronios da toxicidade mediada pelo AB, o primeiro sinal
de neurodegeneracao na AD. Os estrogénios inibem a apoptose neuronal induzida por AB, em
parte pelo aumento da expressdo de proteinas anti-apoptoticas e pela diminuicdo de
proteinas pro-apoptoticas [140]. Relativamente a regulacao dos niveis de AB, os estrogénios
promovem, por um lado, a degradacdo do APP pela via nao amiloidogénica, estimulando as a-

secretases [141] e, por outro, a fagocitose da substancia amildide pelas células da microglia
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[142]. Estas hormonas sexuais estédo ainda implicadas na regulacéo de proteinas envolvidas na
remocdao de AB. Num estudo realizado em mulheres sujeitas a terapia com estrogénios,
observou-se uma diminuicdo dos niveis séricos de apo-E, um conhecido factor de agregacao
amildide [143]. Os estrogénios também regulam a expressdo da enzima que degrada a insulina
e da neprilisina, ambas envolvidas na remocao de AB e na patogénese da AD [140]. Para além
disso, experiéncias in vitro e in vivo realizadas pelo nosso grupo de investigacdo mostram que
0 E2 aumenta a expressao da TTR nos CPs de rato [42, 44] sendo que, esta proteina intervém

na captacao de AB e portanto podera prevenir a deposicédo amildide [73].

1.4. Estradiol, Transtirretina, Metalotioneina-1/2 e Doenca de

Alzheimer

Da revisdo da literatura, ficou claro o contributo do estradiol, bem como da TTR, na
proteccdo contra a AD. Dada a existéncia de elementos responsivos para 0s estrogénios no
promotor do gene TTR e a identificacdo de locais de ligacdo para os receptores de
estrogénios, depreende-se que esta hormona sexual regule a expressdao da TTR. De facto,
estudos realizados in vivo [42] e em culturas primarias de células epiteliais do CP de rato [42,
44], mostram que o E2 regula positivamente a expressdao de TTR, dando énfase ao papel

neuroprotector da hormona.

Relativamente as MTs, o aumento da expressdo de MT-1/2 e a diminuicdo de MT-3 em
doencas neuroinflamatérias, como € o caso da doenca de Alzheimer, tem suscitado um
interesse crescente no impacto destas proteinas no cérebro. O reconhecimento do papel da
MT-1/2 na captacdo de espécies reactivas de oxigénio, na viabilidade neuronal e no controlo
de ides metalicos envolvidos na agregacao amildide, tem reforcado o interesse da proteina na
neurodegeneragdo e neuroprotecgdo. Contudo, dados recentes indiciam que a MT-1/2 pode
comprometer a remocao de AB. Resultados obtidos pelo nosso grupo de investigacao
mostraram a ocorréncia de uma interacgdo entre a TTR e a MT-1/2 in vitro e in vivo. Os
complexos TTR-MT-1/2 foram detectados no figado humano e no rim e CP de ratos. Estes
complexos podem ser funcionalmente significantes em condi¢Bes normais mas também na AD,
intervindo na remocao/deposicao de AB. Tendo em conta que a MT-2 diminui a ligagdo da TTR
ao AB, o aumento dos niveis de MT-1/2 pode comprometer a remocao de AB pela TTR. [144].
Por outro lado, a TTR interage com a MT-3 e essa interac¢do parece fomentar a ligacdo da
TTR ao AB [145]. Posto isto, é de todo o interesse avaliar o efeito do E2 na regulacéo da

expressao das MTs nos CPs.
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2. ODbjectivos
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Com este trabalho pretende-se avaliar o efeito do 17-B-estradiol (E2) na expressdo da
transtirretina (TTR) numa linha de células epiteliais de plexo coroideu de rato (RCP), tendo
por objectivo verificar se a resposta da linha RCP ao estimulo com a hormona esteroide é
concordante com resultados obtidos em culturas primarias de plexo coroideu de rato e in

vivo.

Dado o papel neuroprotector do E2 e reconhecido o seu efeito in vitro e in vivo na expresséao
da TTR, € de todo o interesse ver o efeito desta hormona na regulacéo da expresséo da MT-
1/2 nos plexos coroideus, dada a sua relagdo com a TTR. Este estudo seré efectuado na linha
celular RCP.

E ainda objectivo deste trabalho optimizar as condi¢des de transfec¢do na linha celular RCP

com Lipofectamine 2000™ e numa linha de células embrionarias de rim humano (HEK 293)

pelo método do cloreto de célcio.
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3. Material e Métodos
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3.1.Cultura de linhas celulares

3.1.1.Linha celular RCP

A linha comercial RCP - rat choroid plexus - (Health Protection Agency, Franca) foi
estabelecida a partir de culturas primarias de células de plexo coroideu, dissecadas do quarto
ventriculo cerebral, de ratos Wistar adultos. A cultura priméaria foi imortalizada por
transfeccdo com o adenovirus TSori minus. Das células imortalizadas foram seleccionados os
clones que libertavam ides célcio em resposta aos estimulos da vasopresina, angiotensina,
bradiquinina, serotonina ou endotelina. O sub-clone que exibia uma melhor resposta as cinco

hormonas foi seleccionado e expandido em cultura, constituindo-se assim a linha celular RCP.

Figura 9 - Células RCP observadas ao microscépio 6ptico numa ampliagéo de 100x.

3.1.2.Linha HEK 293

A linha celular HEK 293 - human embrionic kidney - (Health Protection Agency, Franca) foi
constituida a partir de células embrionarias de rim humano, transformadas com DNA do
adenovirus 5. Com a transformacéo conseguiu-se inserir um fragmento de aproximadamente
4,5kb do genoma viral no cromossoma 19 humano. Estas células epiteliais s&o muito usadas

para estudos de biologia molecular, dada a facilidade de transfeccao.
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Figura 10 - Células HEK 293 observadas ao microscopio 6ptico numa ampliagdo de 100x.

3.1.3.Descongelamento e Contagem de células viaveis

Para proceder a cultura da linha celular, descongelou-se a 37°C uma aliquota de células
criopreservadas em azoto liquido. As células foram ressuspendidas em meio Dulbeccos’s
Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma-Aldrich) com 10% de soro fetal bovino (FBS, Biochrom)
e 1% de penicilina-estreptomicina (PS, Sigma-Aldrich). Ap6s centrifugagdo a 1300 rotacgdes por
minuto (rpm) durante 5 min, aspirou-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as células em 1
mL de meio de cultura. Retiraram-se 10uL da suspensdo celular e colocaram-se as restantes
na estufa a 37 °C, para minimizar perda de células viaveis. Aos 10uL de células juntou-se igual
volume de azul de tripano e a mistura foi colocada numa camara de Neubauer para contar as
células vidveis. Apos a contagem de células foi estimado o nimero de células vidveis por mL

com base nas seguintes formulas:

N células total = média do n° de células x 10* x 2 x volume de suspenséo de células

Ne células por mL = N° de células total / volume de suspenséo de células

Tendo em conta que se devem semear 1-3x10000 células por cm?, retirou-se o volume
correspondente ao numero de células indicado a &area do frasco de cultura e juntou-se meio
de cultura suficiente para a manutengdo e proliferagdo celular. As células foram mantidas

numa estufa a 37 °C com 5% CO, e atmosfera himida.
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3.1.4.Passagem

O processo de passagem de células realiza-se quando a sua confluéncia atinge valores
préximos de 100%. Com este processo pretende-se diminuir a densidade celular de forma a
assegurar uma continua expansdo da linha celular. No caso das RCP e das HEK 293, como
aderem ao frasco de cultura, necessitam de ser tripsinizadas. Aspirou-se o meio de cultura e
lavaram-se as células com PBS1x (tampdo fosfato salino pH 7,4), fazendo-o circular
suavemente sobre estas. Aspirou-se o PBS e adicionou-se tripsina-EDTA 0,25% num volume
suficiente para cobrir as células, deixando-a actuar durante 3 a 5 min. Quando as células se
encontram em solugdo, adiciona-se DMEM com 10%FBS, num volume igual ao de tripsnina,
para neutralizar a accdo da enzima. Recolheu-se a suspensdo para um tubo de 50 mL e
centrifugou-se 5 min a 1300 rpm. De seguida, aspirou-se o sobrenadante, e ressuspendeu-se o
pellet de células em 5 mL de PBS1x. Efectuou-se mais uma lavagem com PBS1x para remover
a tripsina. Ressuspendeu-se o pellet num mL de meio de cultura e procedeu-se a contagem do

nimero de células.

O numero de células colocado varia consoante a area do frasco de crescimento celular, assim,
para frascos de cultura de 25cm? semeiam-se 10° células, 3x10° células para frascos de 75 cm?
e 6x10° células para frascos de 175 cm?. Em placas de 6 pocos aconselha-se a cultura de

1.5x10° células e 5x10* células para as de 12 pogos.

3.1.5.Congelamento

O processo de congelamento de células foi efectuado nas passagens iniciais, de modo a
assegurar a eternizacd@o da linha celular. Para tal, procedeu-se a tripsinizacéo e contagem de
células viaveis como descrito anteriormente. As células foram diluidas em meio de cultura de
modo a ter 1x10° células por mL e adicionou-se 10% de DMSO (dimetilsulféxido). O DMSO
previne a formacéo de cristais de agua capazes de lisar as células mas é toxico para estas,
pelo que é importante remover o DMSO ao descongelar as células. Numa primeira fase, as
aliquotas de células foram mantidas a -20°C durante 3 a 4h passando depois 48h a -80°C.

Seguiu-se 0 armazenamento das células em azoto liquido
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3.2. Estudo do efeito do 17-B-estradiol na viabilidade celular -
Ensaio do MTT

Antes de estimular a linha celular RCP com E2 para estudar o seu efeito na expressdo da
transtirretina e da metalotioneina, efectuou-se o teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio bromido, Sigma-Aldrich) para avaliar o efeito da hormona na viabilidade
celular. O MTT é absorvido pelas células e reduzido a formazano por accdo da succinato
desidrogenase mitocondrial, uma enzima activa apenas nas células com metabolismo e cadeia
respiratdria intactos. As células sdo lisadas para extrair os cristais purpura de formazano que
sdo dissolvidos em isopropanol acidificado. A absorvéancia da solugdo resultante é lida a

570nm e é directamente proporcional ao nimero de células viaveis.

Semearam-se aproximadamente 3x103 células em placas de 96 po¢os em DMEM com 10%FBS e
1%PS. 8h antes de submeter as células ao efeito da hormona foi-lhes retirado o meio com soro
e substituido por DMEM com 1%PS. As células foram estimuladas com E2 a 100 e 1000nM em
DMEM 1%PS durante 6, 12, 24 e 36 horas. O E2 (Sigma-Aldrich) foi reconstituido em etanol
absoluto numa solugéo stock de 1mM preservada a 4°C. Terminado o tempo de estimulo,
retirou-se o meio de cultura e adicionaram-se 150ul de solugdo de MTT (0,5mg/mL preparado
em Tampédo Krebs) e deixou-se a incubar 1h a 37°C. A solugdo de MTT foi removida e as
células foram lisadas com 100 pl de HCI 0,04 M preparado em isopropanol. A placa foi
colocada no agitador durante 30 min para facilitar a dissolu¢cdo dos cristais e sempre
protegida da luz. Seguiu-se a leitura da densidade Optica num leitor de microplacas (Anthos
2020, Biochrom) usando o filtro de 570 nm. Realizaram-se 3 experiéncias independentes e

para cada condigao foram efectuados hexaplicados.

3.3. Estimulo hormonal da linha celular RCP com E2

O meio DMEM com 10% FBS, 1% PS foi substituido por meio sem FBS 8h antes de proceder ao
estimulo das células. Estimularam-se as células com vérias concentracdes de E2, 0, 1, 10, 100
e 1000 nM em DMEM com 1% PS e incubaram-se durante 6h, 12h, 24h e 36h. Seguidamente
recolheu-se o extracto celular de cada uma das condi¢des para posterior analise por Western
blotting.

Para cada condicdo foram efectuados triplicados e foram recolhidos dados de 3 experiéncias

independentes.

25



3.4. Extraccdo e Quantificacdo da proteina total

Para comparar os niveis de expressdo proteica entre células ndo tratadas e células
estimuladas com E2, extraiu-se a proteina total e submeteram-se as amostras a técnica de
Western blot.

Findo o periodo de estimulo, lavaram-se e recolheram-se as células com PBS1x frio.
Centrifugaram-se as células 30 min a 12000rpm a 4°C e descartou-se o0 sobrenadante. Os
extractos proteicos foram obtidos por homogeneizagdo e lise das células em 50ul de tampao
de lise composto por 25 mM Tris, 2,5 mM EDTA (acido etilenodiamino tetra acético), 2,5mM
EGTA (acido etilenoglicol tetra acético), 1% Triton X-100, 1mM DTT (ditiotreitol), ImM PMSF

(fluoreto de fenilmetilsulfonilo) e 25uM de leupeptina.

A concentracdo de proteina total foi determinada pelo método de Bradford, usando uma
recta de calibracéo calculada com base na absorvancia dos padrées de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma-Aldrich) (ver tabela 1). O ensaio de Bradford baseia-se na mudanca de
absorvancia do corante Azul Brilhante Coomassie que, em condigdes &cidas, se liga aos
residuos positivos das proteinas passando a sua forma aniénica. A 595nm a forma anidnica do
corante tem absorvancia maxima, sendo esta proporcional a quantidade de proteina presente

na amostra.

Tabela 1- Reagentes e respectivos volumes para a quantificacdo de proteina total em placa de

96 pocos, pelo método de Bradford.

Protein assay

Concentracao Volume de Agua Meio de _
_ reagent (BioRad)

(ug/pL) Padrao/Amostra (pL) (uL) lise (uL) W)
0,2 2uL de BSA 0,01pg/pL 157 1 40
0,4 4uL de BSA 0,01ug/pL 155 1 40
1 1uL de BSA 0,1pg/pL 158 1 40
Padroes 2 2uL de BSA 0,1pg/pL 157 1 40

de BSA

4 4pL de BSA 0,1pg/pL 155 1 40
8uL de BSA 0,1pg/pL 151 1 40
10 10uL de BSA 0,1pg/pL 149 1 40
Amostra ? 1puL 159 - 40
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3.5.Western blot

A técnica de Western blot é utilizada na detec¢do e/ou quantificacéo relativa de proteinas a
partir de extractos de proteina total. Esta técnica baseia-se numa electroforese em gel de
poliacrilamida para separar proteinas, previamente desnaturadas, segundo o seu tamanho.
Depois, sob a ac¢do da corrente eléctrica, as proteinas sdo transferidas do gel para uma
membrana, normalmente de polivinildieno diflourido (PVDF) ou de nitrocelulose. A membrana
€ incubada com o especifico para a proteina de interesse, de forma a detectar a sua
presenga. Para que o anticorpo tenha acesso ao epitopo, que pode ndo estar acessivel na
conformacéo tridimensional da proteina, € necessario desnaturar as proteinas. As amostras
sdo tratadas com tampao de reducdo e sujeitas a 100°C durante 10 minutos para desnaturar
as proteinas. O tampédo de reducdo contém dodecilsulfato de sodio (SDS), um detergente
anionico, que se liga as proteinas conferindo-lhes carga negativa, e B-mercaptoetanol ou
ureia, para reduzir as pontes dissulfeto. Para além dos agentes desnaturantes possui glicerol
ou sacarose, para conferir densidade & amostra, e azul de bromofenol, para facilitar a
visualizagdo da migracdo das proteinas no decorrer da electroforese. Paralelamente as
amostras, corre-se um marcador de pesos moleculares com proteinas de peso molecular
conhecido (Kaleidoscope Prestained Standads, BioRad) (ver anexo). Uma vez transferidas as
proteinas, a membrana é bloqueada com uma solucdo de leite magro para impedir ligacbes
inespecificas do anticorpo primario e/ou secundario. Segue-se a incubagdo com o anticorpo
primario que possui especificidade para a proteina de interesse. E importante lavar a
membrana com tampdo Tris para remover o anticorpo primaério ligado inespecificamente. O
anticorpo secundario, que reconhece o primario usado, estd conjugado a fosfatase alcalina.
Esta enzima converte o substrato ECF num produto que emite fluorescéncia, quando excitado
por uma fonte de luz adequada. A fluorescéncia da banda é directamente proporcional a

guantidade de proteina presente na amostra. A imagem é de seguida analisada por

densitometria, permitindo quantificar a proteina presente.

3.5.1.Protocolo Western blot TTR

Num microtubo de 1,5mL, juntou-se o volume de amostra equivalente a 30 ug de proteina
total e tampao de reducao 2x (4% SDS, 6% B-mercaptoetanol, 40% sacarose, 0,02% azul
bromofenol em Tris-HCI 0,125M pH 6,8), de modo a ficar numa concentragdo de 1x. Os
extractos proteicos, previamente desnaturados a 100°C durante 5min, foram separados em
gel desnaturante com 12% de acrilamida a 100-120 V. As proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF 0,45um de poro (Amersham) previamente activadas em metanol e
equilibradas na solugdo de electrotransferéncia constituida por 10 mM CAPS (acido 3-
(ciclohexilamino)-1-propanosulfénico), 10% metanol, pH 11, e cortadas numa zona intermédia

a localizacdo das duas proteinas de interesse (aproximadamente a meio da membrana). A
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electrotransferéncia foi efectuada a 750 mA durante 10 min para a TTR e 30 min para a B-
actina. As membranas foram bloqueadas com 5% de leite magro em TBS-T (0,1% Tween 20 em
20 mM Tris e 137 mM NaCl pH7,4) durante 1 h a temperatura ambiente. Findo esse periodo, as
membranas foram incubadas com o anticorpo primério rabbit anti-human TTR (1:300,
Dakocytomation) ou mouse anti-B-actina (1:5000, Sigma-Aldrich), diluidos em TBS-T, durante
1 h a temperatura ambiente ou overnight a 4°C e com agitacéo lenta constante. Efectuaram-
se 3 lavagens de 15 min com TBS-T, seguindo-se a incubagdo com o anticorpo secundario
correspondente: anti-rabbit ligado a fosfatase alcalina (1:20000) para a detec¢do da TTR e
com anti-mouse ligado a fosfatase alcalina (1:20000) na deteccao da B-actina. Lavaram-se as
membranas 3 vezes com TBS-T e incubaram 5 min com o substracto ECF (ECF Western
Blotting Reagent Packs, GE Healthcare). As bandas de proteina foram detectadas por
quimiofluorescéncia, usando o Molecular Imager FX system (Bio-rad) e quantificadas por

densitometria, usando o software Quantity One.

3.5.2.Protocolo Western blot MT

Num microtubo de 1,5mL, juntou-se o volume de amostra equivalente a 30 ug de proteina
total e tampdo de reducdo 2x (4% SDS, 6% mercaptoetanol, 40% sacarose, 0,02% azul
bromofenol em Tris-HCI 0,125M pH 6,8), de modo a ficar numa concentracdo de 1x. Para
obter uma desnaturagdo eficaz as amostras foram mantidas a 100°C durante 5-10min. O
extracto proteico foi sujeito a uma electroforese em gel desnaturante com 12% de acrilamida
a 148 mA. Prosseguiu-se com a electrotransferéncia das proteinas contidas no gel para
membranas de PVDF de 0,2 pm de poro (Thermo Scientific), previamente activadas em
metanol e equilibradas na soluc@o de electrotransferéncia constituida por 10 mM CAPS, 10%
metanol, 2mM CaCl,, pH 11. A electrotransferéncia foi efectuada a 220 mA durante 2h.
Terminada a electrotransferéncia, procedeu-se a fixacdo das proteinas com gluteraldeido a
0,25% durante 1h a temperatura ambiente. Lavaram-se as membranas 3vezes durante 5min
com TBS-T (20 mM Tris, 137 mM NaCl, 0,1%Tween20, pH 7,6) e secaram-se. Prosseguiu-se 0
Western blot reactivando as membranas em metanol, removendo o seu excesso com TBS-T.
Bloquearam-se as membranas com 3% de caseina em TBS-T durante 1 h a temperatura
ambiente. Findo esse periodo, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario
mouse anti-human MT (1:1000, Dakocytomation) ou mouse anti-B-actina (1:5000, Sigma-
Aldrich), diluidos em TBS-T, durante 1 h a temperatura ambiente e com agitacdo lenta
constante. Efectuaram-se 3 lavagens de 15 min com TBS-T e incubaram-se as membranas com
0 anticorpo secundéario anti-mouse ligado a fosfatase alcalina (1:20000, GE Healthcare). Apds
3 lavagens de 15 min com TBS-T, as membranas foram incubadas com o substrato ECF (ECF

Western Blotting Reagent Packs, GE Healthcare) durante 5 min. As bandas de proteina foram
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detectadas por quimiofluorescéncia, usando o Molecular Imager FX system (Bio-rad) e

guantificadas por densitometria usando o software Quantity One.

Durante o processo de optimizacdo do Western blot para a MT foram testadas varias
condi¢bes, nomeadamente a quantidade de proteina total (20, 30, 50 e 70ug), tempo de
electrotransferéncia (1h, 1h15min, 1h30min, 1h45min, 2h, 2h15min), tempo de incubacao e
concentracdo do anticorpo primario anti-B-actina (1h e 2h a temperatura ambiente, overnight
a 4°C; 1:20000; 1:10000; 1:7500 e 1:5000).

3.6.Transfeccao

A transfeccdo é uma técnica laboratorial, que consiste na introducdo de DNA exdgeno no
interior de células. O objectivo é que as células repliquem o fragmento de DNA introduzido ou
gue expressem uma determinada proteina. Em condic¢8es fisioldgicas, ha repulsa entre o acido
nucleico, carregado negativamente, e as membranas celulares; pelo que, € necesséria a
intervencdo de moléculas, como lipossomas catidnicos (Lipofectamine 2000™) ou CaCl,, que
permitem a permeabilizagdo das membranas celulares e a entrada do DNA. Um dos objectivos
deste trabalho foi optimizar as condigdes de transfec¢éo na linha RCP com lipofectamine e
nas HEK 293 pelo método do CaCl,. O intuito foi estabelecer metodologias praticas e eficazes

de induzir as células a expressar genes exdgenos de interesse para estudos futuros.

3.6.1. Transfeccdo de RCP com lipofectamine 2000™

Para os ensaios de transfeccé@o foi usado o vector plasmidico pCMV.sport-B-Gal (ver anexo).
Transformaram-se células E.coli DH5a competentes para obter DNA plasmidico (pDNA) em

guantidade suficiente para os ensaios de transfeccéo.

Preparacgéo de células competentes:

Inocularam-se 5 mL de meio LB-Broth sem antibidético com 100uL de células E.coli DH5a
competentes preservadas a -80°C. As células foram incubadas a 37°C no agitador orbital a
250rpm durante a noite. Retiraram-se 800uL do pré-inoculo e adicionaram-se a 100mL de
meio LB-broth sem antibidtico, sempre em condices estéreis. As células foram incubadas a
37°C no agitador orbital a 250 rpm até atingirem uma Optica densidade entre 0,3 e 0,4 a
600nm. Centrifugou-se o inoculo a 5000rpm durante 10min a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendendido em 25mL de MgCl, a 100mM frio. A suspenséo foi
sujeita a uma centrifugacdo de 10min a 4000rpm a 4°C. Depois de descartar o sobrenadante,

ressuspendeu-se o pellet em 5mL de CaCl, a 100mM frio e adicionaram-se 45mL de CaCl,. A
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suspensado foi mantida em gelo por 20min. Centrifugou-se a suspensdo de células a 4000rpm
10min a 4°C e ressuspendeu-se o pellet em 2mL de CaCl, 85mM com 15% de glicerol w/v. As
células competentes foram distribuidas por aliquotas e colocadas em azoto liquido, sendo

posteriormente armazenadas a -80°C.

Preparagéo do pDNA

As células E.coli DH5a competentes foram transformadas, por choque térmico, para inserirem
o plasmideo pCMV.sport-B-gal.Pretende-se que as células repliquem o DNA plasmidico (pDNA)
de modo a obter material genético em quantidade suficiente para os ensaios de transfecc¢éo.
Como o pCMV.sport-B-Gal contém o gene lacZ, que codifica a enzima B-galactosidase, e o
gene B-lactamase, responsavel pela resisténcia a ampicilina, semearam-se as bactérias em
LB-agar com ampicilina para seleccionar as células transformadas. As células foram incubadas
a 37°C durante a noite. Seleccionou-se uma colonia e semeou-se em meio LB-broth com
10mg/mL de ampicilina. O pré-inéculo foi mantido 12h a 37°C num agitador orbital a 250rpm.
200mL de meio LB-Broth com ampicilina foram inoculados com o pré-inéculo e incubados a
37°C no agitador orbital durante a noite, sendo posteriormente recolhido para extrac¢éo do
pDNA. Para a extracgcdo do plasmideo foi usado o kit Qiagen Plasmid Maxi Prep (Qiagen),
segundo as instrugbes do fabricante. O pDNA foi quantificado espectrofotometricamente,
recorrendo ao NanoPhotometer (IMPLEN) e a sua pureza estimada com base na razdo da
absorvancia a 260nm sobre a absorvancia a 280nm. A integridade do DNA foi avaliada por
electroforese em gel de agarose 1% com brometo de etideo e revelada no Fire Reader (UviTec

Cambridge).

Transfeccao

As células RCP foram semeadas em placas de 24 pocos e mantidas a 37% com 5%CO, e
atmosfera humida até atingirem as confluéncias pretendidas. 12h antes da transfeccao, foi-
Ihes retirado o meio e substituido por meio sem antibi6tico. Posteriormente, as células foram
transfectadas, testando varios parametros, como a confluéncia das células, quantidade de
lipofectamine (Invitrogen) e quantidade de pDNA (ver tabela 2). Primeiro diluiu-se a
lipofectamine 2000™ em 50 pL de meio Opti-MEM (meio de Eagle’s minimo essencial,
Invitrogen) e incubou 5min & temperatura ambiente. Entretanto, diluiu-se o0 pDNA em 50pL de
Opti-MEM e adicionou-se a mistura de lipofectamine. Apds 20 min de incubacéo a temperatura
ambiente, para se formarem os complexos DNA-lipofectamine, adicionaram-se 100uL da
mistura a cada poco da placa de cultura celular e as células foram incubadas 6, 8 ou 10h a
37°C com 5% CO, e atmosfera hiimida. Findo o tempo de tranfeccao, foi removido o meio com

a lipofectamine e pDNA e adicionou-se meio DMEM com 10% FBS e 1% PS. A expressdo da
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enzima B-galactosidase foi detectada, 24h apds a transfeccdo, com o B-gal Staining Kit
(Invitrogen), segundo as recomendacdes do fabricante. A observacdo das células ao
microscépio permitiu inferir a eficiéncia da transfec¢do, por contagem do namero de células

totais e de células tranfectadas, com uma tonalidade azul.

Tabela 2 - Condigdes testadas na transfeccéo da linha RCP com lipofectamine 2000™.

Confluéncia das células 40% 60% 80%
Quantidade de lipofectamine 2000  0,6pL 1,2uL 2,4uL
Quantidade de pDNA 0,8ug 1,2ug 2uUg
Tempo de tranfeccgéao 6h 8h 10h

3.6.2. Transfeccdo de HEK 293 pelo método do CaCl,

Este trabalho passou ainda pela optimizagcdo das condi¢des de transfeccdo pelo método do
cloreto de célcio. Para isso, recorreu-se a linha celular Hek 293, uma vez que estas células
tém facilidade em incorporar DNA exodgeno. Durante o processo de optimizacdo foram
testadas varias condi¢bes apresentadas na tabela 3.

As células foram semeadas em placas de 24 pocos e mantidas a 37°C com 5% CO, e atmosfera
himida até atingirem a confluéncia pretendida. 12h antes da transfecgao foi substituido o
meio por meio sem antibidtico. O pDNA foi diluido em &gua bi-destilada (Tudor) ao qual foi
adicionado CaCl,, perfazendo um volume total de 20uL. A formacgéo dos precipitados DNA-
CaCl, foi favorecida pela adicdo de igual volume de HBS2x (tampéo salino de HEPES (&cido 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico): 280mM NaCl, 1,5mM Na,PO, e 50mM HEPES) e
deixou-se incubar 30, 40 ou 60min a temperatura ambiente. Homogeneizou-se a mistura dos
complexos DNA-CaCl, e adicionaram-se 40uL a cada po¢o da placa de cultura celular. As
células foram mantidas 10, 11, 12, 13, 16 ou 18h a 37°C com 5% CO, e atmosfera himida.
Findo o tempo de tranfecgédo, foi removido o meio e substituido por DMEM com 10% FBS e 1%
PS. Foi ainda testado o tratamento com glicerol, uma vez que nalgumas células o choque com
DMSO ou glicerol aumenta a eficiéncia de transfeccdo. Cuidadosamente, adicionaram-se
100uL de glicerol 1%, preparado em HBS1x, as células e deixou-se actuar 2 min a temperatura
ambiente. Aspirou-se a solugdo de glicerol e lavaram-se as células 2 vezes com PBS1x. A

expressao da enzima B-galactosidase foi detectada 24, 36, 40 e 48h apoés a transfeccao, com o
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B-gal Staining Kit (Invitrogen), segundo as instrucdes do fabricante. A observacao das células

ao microscopio permitiu inferir a percentagem de células transfectadas.

Tabela 3 - Condic¢des testadas na transfecgao das células HEK 293 pelo método do cloreto de

calcio.
Confluéncia das células 40% 50% 60% 65% 70% 75% 80% 85%
Quantidade de pDNA lug 2ug 2,5ug 5ug 7,5ug 10 ug
Concentracéo de CaCl, 125mM 200mM 250mM 300mM 500mM
pH do HBS2x 6,95 7,00 7,05 7,10 7,05
Tempo de incubagéo para ) ) )
30min 40min 60min
formar os complexos DNA-CaCl,
Tempo de transfeccéo 10h 11h 12h 13h 16h 18h
Tratamento com glicerol Sim Nao
Tempo de incubacao para
24h 36h 40h 48h

producao de B-Gal
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4. Resultados
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4.1. Efeito do E2 na viabilidade celular

Antes de proceder ao estimulo das culturas celulares com E2 para estudar o seu efeito nos
niveis de expressédo de TTR e de MT-1/2, efectuou-se o ensaio do MTT para avaliar o efeito da
hormona na viabilidade das células RCP. Com base na reducédo do MTT a formazano, por ac¢éo
da succinato desidrogenase mitocondrial, inferiu-se a percentagem de células viaveis, o que
permitiu comparar a viabilidade celular das culturas tratadas com E2 com a das culturas néo
tratadas. Aplicando o teste T-Student, observou-se que ndo ha diferencas significativas na
viabilidade de células tratadas com E2 a 100 e 1000nm, relativamente as células néo tratadas

(OnM) nos diferentes periodos de estimulo (figura 11).
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Tempo de estimulo (h) e concentragdo de E2 utilizada (nM)

Figura 11 - Analise do efeito de E2 na viabilidade das células RCP. A redugéo do MTT foi usada para
avaliar a viabilidade celular 6, 12, 24 e 36h ap06s o estimulo das culturas com 0, 100 e 1000nm de E2. Os
dados apresentados sdo expressos em percentagem de células viaveis e representam a média +- desvio
padrdo de 3 ensaios de MTT. O teste T-Student mostrou ndo haver diferencas significativas (p>0,05) na

viabilidade de células tratadas com E2, relativamente as ndo tratadas.

4.2. Efeito do E2 na expressao de TTR

Para comparar os niveis de expressdo de TTR entre RCP estimuladas com E2 a 1, 10, 100 e
1000 nM com células ndo estimuladas (0 nM) extraiu-se a proteina total e analisaram-se os
extractos por Western blot. A intensidade das bandas de proteina, detectadas por
quimiofluorescéncia, foi quantificada por densitometria. Para a quantificacdo relativa de

TTR, utilizou-se uma proteina normalizadora, a B-actina, cuja expressdo nao € regulada por
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E2. Os resultados obtidos no Western blot estdo representadas na figura 12 e a sua
interpretacdo grafica é apresentada na figura 13. De acordo com os resultados, ndo ha
alteragdes significativas nos niveis de expressao de TTR as 6h de estimulo para qualquer uma
das concentracdes de E2 testadas. As 12h de estimulo verifica-se um aumento pouco
pronunciado dos niveis de TTR , nas células estimuladas com E2 a 10 e 100nM (p< 0,05),
relativamente as ndo estimuladas (OnM). A expressdo de TTR aumenta consideravelmente as
24h de estimulo com E2 a 10nM (p< 0,001), se bem que, para a concentracao de 1nM também
se regista o aumento dos niveis da proteina (p< 0,05), comparando com as células nao
estimuladas (OnM). Perante estes resultados, deduz-se que o efeito de E2, nas células RCP ao
nivel da expressdo de TTR, € méximo as 24h de estimulo numa concentracdo de 10nM.
Passadas 36h de estimulo, o efeito da hormona na regulac@o da expressdo do gene TTR é
atenuado, de tal modo que os niveis da proteina ndo sofrem alteracGes significativas,

relativamente as células ndo estimuladas (OnM).

E-actina
TTR
iC (&]
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Figura 12 - Analise da expressdo de TTR a partir de extractos proteicos de RCP por Western blot, usando
a B-actina como proteina normalizadora. A expresséo de TTR foi avaliada em células estimuladas 6 (A),
12 (B), 24 (C) e 36h (D) com 0, 1, 10, 100 e 1000 nM de E2, que na figura correspondem as bandas 1, 2,
3, 4 e 5 respectivamente. Para cada condigdo foram efectuados triplicados.
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Figura 13 - Andlise dos niveis de expressao de TTR em células RCP estimuladas 6, 12, 24 e 36h com E2 a
0, 1, 10, 100 e 1000nM. Os resultados apresentados sdo expressos em percentagem de niveis de
expressao de TTR e representam a média +- desvio padrdo de 3 experiéncias independentes. (*- p<0,05;
***-n<0,001).

4.3.Efeito do E2 na expressao de MT-1/2

As culturas de células da linha RCP foram estimuladas 6, 12, 24 e 36h com diferentes
concentragdes de E2 (0, 1, 10, 100 e 1000nM) para avaliar o efeito da hormona na expressao
de MT-1/2. Findo o tempo de estimulo, as células foram lisadas e o extracto proteico
analisado por Western blot. Para a deteccdo e quantificagcdo relativa de MT-1/2 foi usado
anticorpo especifico para esta MT, mas também anticorpo dirigido a B-actina, que foi usada
como proteina normalizadora. Recorrendo a anticorpos secundarios, conjugados com a
fosfatase alcalina, que reconhecem os anticorpos primarios , foram detectadas as bandas de
proteina por quimioluminescéncia, apés a incubacdo das membranas com o subtrato ECF. As
bandas obtidas sdo apresentadas na figura 14 e a interpretacdo dos resultados, apos
guantificacdo e normalizacéo, representada na figura 15.

Os resultados mostram um aumento dos niveis de expressdo de MT-1/2 as 12h de estimulo
para todas as concentracbes de E2 testadas (p< 0,001), relativamente as células né&o
estimuladas (OnM). As 24h de estimulo, a expressdo de MT-1/2 est4 aumentada comparando
com a situacao controlo (OnM) e esse efeito é mais acentuado para a concentracdo de 100nM

(p< 0,001). O efeito da hormona esteréide na regulagdo da expressdo de MT-1/2 parece
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diminuir as 36h, uma vez que apenas se regista um aumento estatisticamente significativo de
proteina para estimulos com E2 a 1nM (ver figura 15).
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Figura 14 - Andlise da expressdo de MT-1/2 a partir de extractos proteicos de RCP por Western blot,
usando a B-actina como proteina normalizadora. A expressdo de MT-1/2 foi avaliada em células
estimuladas 6 (A), 12 (B), 24 (C) e 36h (D) com 0, 1, 10, 100 e 1000 nM de E2, que na figura
correspondem as bandas 1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente. Para cada condicdo foram efectuados

triplicados.
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Figura 15 - Analise dos niveis de expressdo de MT-1/2 em células RCP estimuladas 6, 12, 24 e 36h com
E2 a 0, 1, 10, 100 e 1000nM. Os resultados apresentados sdo expressos em percentagem de niveis de
expressao de MT-1/2 e representam a média +- desvio padréo de 3 experiéncias independentes. (**- 0,01
<p> 0,001 e ***- p< 0,001).
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4.4. Eficiéncia de Transfeccéo

4.4.1.Transfeccdo em RCP com lipofectamine 2000TM

Com o intuito de optimizar as condi¢cdes de transfec¢cdo na linha celular RCP com
Lipofectamine 2000™ foram testadas diferentes densidades celulares, concentragdes de
pDNA, quantidades de Lipofectamine 2000™ e tempos de transfeccéo (ver tabela 2).

A percentagem de células transfectadas néo foi além dos 5% e estes resultados foram obtidos
com 80% de confluéncia celular, 1,2ug de pDNA, 1,2uL de Lipofectamine 2000™ e 8h de
transfeccéo (figura 16 e tabela 4).

A E L

Figura 16 - Células RCP transfectadas com Lipofectamine 2000™ observadas ao microscdpio 6ptico numa

ampliacdo de 100x. Na imagem as células azuis correspondem as células transfectadas, que passam a
expressar a enzima B-galactosidase, capaz de degradar o substrato X-gal num produto de cor azul.

Tabela 4 - Condicdes testadas na optimizacdo da transfeccdo em RCP usando o reagente Lipofectamine
2000™, com referéncia as respectivas imagens da figura 16 e eficiéncias de transfeccéo.

Confluéncia celular (%) 60 40 80

Lipofectamine 2000 (uL) 2,4 1,2

Tempo de incubacgédo para a expresséo de B-gal (h)




4.4.2.Tranfeccdo em HEK 293 com CaCl2

Durante o processo de optimizagdo da transfeccdo na linha celular HEK 293 com CaCl, foram
testados varios parametros: confluéncia das células, concentracdo de pDNA, concentragdo de
CaCly, pH do HBS 2x, tempo de incubagdo para formar os complexos DNA-CaCl,, tempo de
transfeccao, choque com glicerol e tempo de incubacao para expressao de B-gal.

Os resultados obtidos mostram que os parametros pH do HBS 2x, densidade celular,
concentragdo de pDNA e de CaCl, séo criticos no processo de transfeccdo pelo método do
CacCl, (figura 17 e tabela 5).

D E F
G H I

Figura 17 - Células HEK 293 transfectadas pelo método do CaCl, observadas ao microscépio 6ptico numa

ampliacdo de 100x.
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Tabela 5. Condig8es testadas para a optimizagdo da transfeccédo na linha celular HEK 293 pelo método

do CaCl,, com referéncia as respectivas imagens da figura 17 e eficiéncias de transfecgao.

Imagem A B © D E F G H |
Confluéncia celular (%) 40 40 70 80 65 85 60 70 75
pDNA (ug) 1 25 2,5 75 5 5 10 75 5
CaCl, (mM) 125 125 125 250 300 300 500 300 300
pH HBS 2x 7,14 71 6,9 69 7,06 7,06 7,06 7,06 7,05
Tempo de incubacgdo para a
formacéo dos complexos pDNA-CaCl, 30 40 40 40 60 60 60 60 60
(min)
Tempo de transfeccao (h) 18 16 13 13 11 11 13 11 11
Choque com glicerol Sim Ndo Nado Nao N&o Nao N&o Nao Néo
Tempo de incubacédo para a
24 24 36 36 36 36 36 48 36
expressao de B-gal (h)
Eficiéncia de transfeccéo (%) 2 10 15 20 40 50 40 50 60

Os melhores resultados foram obtidos usando 5ug de pDNA, CaCl, a 300mM, HBS 2x pH 7,05 e
uma densidade celular entre os 60-80%, obtendo-se uma eficiéncia de transfeccdo entre os 40

e 0s 60% (figura 18).

Figura 18 - Células HEK 293 transfectadas pelo método de CaCl, observadas ao microscépio 6ptico numa
ampliacdo de 200x. As células azuis correspondem as células transfectadas que, ao inserirem o

pCMV.sport-8-gal, passam a expressar a enzima B-galactosidase capaz de degradar o substrato X-gal num

composto azul.
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5. Discussao e Conclusao
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5.1.Efeito do E2 na expressédo da TTR

Nos ultimos anos, um crescente ndmero de estudos evidencia o contributo da TTR na
proteccdo contra a AD. O primeiro indicio do papel neuroprotector da TTR resultou da
observacdo de uma consideravel diminuicdo dos niveis da proteina no CSF de doentes com a
patologia [66, 67]. Outros estudos mostram que os niveis de TTR no CSF relacionam-se
negativamente com o grau de deméncia [68] e com a abundancia de placas amiloides nos
doentes com esta neuropatologia [69]. Actualmente, sabe-se que a TTR interage com o
péptido AB, prevenindo a formacao dos agregados amiléides caracteristicos da AD [73, 78]. O
esclarecimento dos mecanismos que controlam os niveis de TTR nos CPs pode prestar um
contributo valioso ao desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas e de diagnéstico
para a AD. Diversos trabalhos debrucaram-se no estudo da regulacé@o transcripcional do gene
TTR no cérebro. Esses estudos mostram a regulacdo positiva de TTR mediada por nicotina
[48], extracto de G. biloba [49], oléo de peixe rico em émega- 3 [50] e pelas hormonas DHT
[42, 43], P [46] e hidrocortisona (Martinho et al, 2011, com pers). Dada a existéncia de
elementos responsivos para 0s estrogénios no promotor do gene TTR e a identificacdo de
locais de ligac@o para os receptores dos estrogénios, depreende-se que esta hormona sexual
regule a expressdo do gene da TTR. De facto, estudos realizados in vivo [42, 44, 45] e em
culturas primarias de células epiteliais de CP de rato [44], mostraram que o E2 regula
positivamente a transcricdo do gene TTR nos CPs, tendo-se verificado aumentos ao nivel da
proteina e do mRNA.

Um dos objectivos do presente trabalho consistiu em avaliar o efeito do E2 na expressao de
TTR na linha celular RCP, para verificar se a resposta da linha RCP ao estimulo com a
hormona esterdide é concordante com resultados obtidos em estudos in vitro e in vivo.
Pretende-se averiguar se esta linha celular representa uma alternativa viavel face as culturas
primarias de células epiteliais de CP de rato e a experimentacdo animal. De acordo com 0s
resultados obtidos, o E2 induz o aumento da expressdo de TTR nas células da linha RCP,
corroborando com dados prévios de estudos realizados in vitro [44] e in vivo [42, 44, 45].
Experiéncias realizadas em culturas primérias de células epiteliais de CP de rato mostraram
que o efeito de E2 € maximo as 12h de estimulo com hormona a 1 puM [44]. Por sua vez, 0s
resultados do presente estudo revelam que, nas RCP, os niveis de expressdo de TTR
aumentam significativamente 24h apds o estimulo da cultura celular com E2 a 10nM, com
niveis de proteina aproximadamente 2 vezes mais elevados que nas células ndo estimuladas.
Na linha RCP, o efeito do E2 na regulacdo da expressdo de TTR também é notado as 12h com
E2 a 10 e 100nM, bem como as 24h a 1nM. Aparentemente, a linha celular carece de mais
tempo para a activagdo das vias de sinalizacdo mediadas pelo E2, que culminam com a
transcricdo do gene TTR. Nos estudos de Quintela et al foi demonstrado o aumento da
expressdo de TTR nas culturas primérias de células epiteliais de CP de rato quando
estimuladas com E2 em concentracbes na gama dos pPM [44]. Experiéncias posteriores

demonstraram que o mesmo efeito é alcancado usando doses mais baixas de E2,
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nomeadamente com concentracdes na ordem dos nM [46], tal como o observado no presente
estudo. Apesar das diferengas na concentracdo e tempo Optimos de estimulo hormonal, a
linha celular RCP responde do mesmo modo ao E2, constituindo uma ferramenta viavel para

futuros estudos.

5.2.Efeito do E2 na expressédo da MT-1/2

Os mecanismos pelos quais 0s estrogénios protegem o cérebro das lesdes neurodegenerativas
tém sido alvo do interesse cientifico. Sabe-se que o efeito neuroprotector destas hormonas
esterdides se deve, em parte, a regulacdo positiva da expressdo de proteinas envolvidas na
remocao amiléide, como € o caso da TTR [42, 44]. O E2, para além de regular os niveis de
proteinas que interferem na agregacédo [140, 141, 143] e na remogdo da substéncia amildide
[42, 44, 146] , fomenta a viabilidade neuronal [140] e a degradacao do AB pelas células da
microglia [142]. Posto isto, o estudo do efeito do E2 na regulacdo de outras proteinas

implicadas na AD, nomeadamente das MTs, parece promissor.

O primeiro indicio do envolvimento das MTs na AD proveio da observacdo de niveis
drasticamente elevados de MT-1/2 [120, 129] e a diminui¢&o dos niveis de MT-3 em cérebros
com a doenga [122]. Este facto, associado ao papel da MT-1/2 na captacdo de ROS, na
viabilidade neuronal e no controlo dos niveis de metais envolvidos na agregacéo amildide,
tem suscitado o interesse na funcdo neuroprotectora desta metaloproteina. Dados mais
recentes sugerem que o aumento dos niveis de MT-1/2 pode comprometer a remocao de AB
mediada pela TTR. A MT-2 interage com a TTR e essa ligacdo parece desfavorecer a remoc¢éo
do AB pela TTR [144]. Perante estes dados, o estudo da regulacdo dos niveis de MT-1/2 nos
CPs pode fornecer informacdes importantes para a compreensao da patogénese da AD e para

o0 estabelecimento de estratégias terapéuticas.

No presente estudo foi avaliado o efeito do E2 na expressdo da MT-1/2 numa linha celular de
CP de rato. No decorrer da experiéncia foram testadas varias concentra¢gdes de hormona (1,
10, 100 e 1000nM) a varios periodos de estimulo (6, 12, 24 e 36h), sendo os niveis de
expressao de MT-1/2 das células estimuladas comparados aos niveis de proteina detectados
nas células ndo tratadas (OnM). Os dados obtidos sugerem que a hormona esterdide regula
positivamente a expressao da MT-1/2 na linha celular RCP. De acordo com os resultados
obtidos, o efeito do E2 é notado as 12h de estimulo para todas as concentragbes de hormona
testadas. 24h apés o estimulo hormonal, a expressdo de MT-1/2 permanece significativamente
elevada, comparativamente ao controlo (células ndo estimuladas). A concentracéo 6ptima de
E2, para a qual se verifica o efeito mais evidente sobre os niveis de MT, é ambigua. Uma
analise pormenorizada sobre os niveis de expressdao de MT-1/2 para a mesma concentragao

hormonal ndo revela diferencas significativas entre as 12 e 24h de estimulo (p> 0,05). Este
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facto podera indiciar que o periodo 6ptimo de actuacdo da hormona sobre a expressao desta
MT ocorrera entre as 12 e 24h, sendo por isso pertinente testar o efeito do E2 as 18h de

estimulo com as varias concentracdes.

O efeito da estrona na expressdo cerebral de MTs foi estudado por Beltramini e seus
colaboradores. A semelhanca dos resultados obtidos na linha celular de CP de rato estimulada
com E2, Beltramini detectou um aumento dos niveis de MTs no cérebro de ratos tratados com
0 estrogénio estrona [116]. A sobreexpressdo de MT-1/2 induzida pelo E2 reforca o papel
neuroprotector da hormona, se pensarmos nas funcdes que esta metaloproteina desempenha
na captura de ROS, na viabilidade neuronal e na regulacdo dos niveis de ides metdlicos
envolvidos na agregacdo amildide. No entanto, propde-se um estudo mais aprofundado sobre
este efeito da hormona, uma vez que o aumento dos niveis de MT-1/2 pode favorecer a
formacao dos complexos MT-1/2-TTR, que parecem comprometer a remocao do AB pela TTR
[144].

5.3. Transfeccéao

5.3.1. Transfeccdo em RCP com lipofectamine 2000™

A transfeccdo é uma ferramenta essencial nos laboratérios de investigagdo e consiste na
introducd@o de material genético exdgeno em células eucariotas. A finalidade é que as células
repliquem o fragmento de DNA introduzido ou que expressem uma determinada proteina.
Muitos dos protocolos de transfeccéo descritos recorrem ao uso de lipossomas cationicos,
como é o caso da formulacédo Lipofectamine 2000™, ou a moléculas de calcio. Os lipossomas
formam complexos com o &acido nucleico; a natureza catidnica e lipofilica dos complexos
permite, por um lado, superar a repulsa electrostatica entre as moléculas de acido nucleico e
a membrana celular e, por outro, a permeabilizacéo celular [147]. A precipitacédo dos acidos
nucleicos com CaCl, € um método mais simples e barato de promover a entrada do material

genético em células eucariotas [148].

Um dos objectivos deste trabalho experimental consistiu em optimizar as condi¢bes de
transfecc&o na linha RCP com Lipofectamine 2000™ e em HEK 293 pelo método do CaCl,, com
o intuito de estabelecer metodologias préaticas e eficazes de induzir as células a expressar

proteinas de interesse para estudos futuros.

Durante o processo de optimizacdo da transfeccdo com Lipofectamine 2000™ na linha celular
RCP foram testadas diferentes densidades celulares, concentra¢des de pDNA, quantidades de
Lipofectamine 2000™ e tempos de transfeccdo. Dos ensaios efectuados ficou claro que a

quantidade de Lipofectamine 2000™ e de pDNA sdo parametros cruciais na transfeccdo. A
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eficiéncia de transfeccdo nado foi além dos 5%, tendo sido este resultado obtido em células
com 80% de confluéncia, 1,2ug de pDNA, 1,2uL de Lipofectamine 2000™ e 8h de transfeccao.
A deteccao da enzima B-galactosidase foi efectuada 24h ap6s o fim da transfecgcdo, mas o
prolongamento deste periodo de incubacdo dara as células tempo para activar os todos os
factores de transcricdo e enzimas envolvidas na transcricdo do gene lac Z. Portanto, o
aumento do tempo de incubacdo podera favorecer a expressao de B-gal pelas células. Seria

conveniente testar concentracdes mais elevadas de pDNA e de Lipofectamine 2000™

, uma vez
que a eficiéncia de transfec¢éo tende a diminuir com baixas concentracdes de plasmideo e de
Lipofectamine 2000™. Por outro lado, 0 excesso de pDNA, bem como de Lipofectamine 2000™
induz a morte celular. A optimizacdo da transfeccdo em RCP requer mais ensaios onde se
testem varias densidades celulares, concentracdes mais elevadas de plasmideo e de

OTM

Lipofectamine 200 e eventualmente prolongar o tempo de incubacédo para as células

expressarem o gene da B-gal.

5.3.2. Transfecgdo em HEK 293 com CacCl2

Testadas varias condic¢des e varios parametros decisivos na transfec¢éo com CacCl,, conseguiu-
se obter uma eficiéncia de transfeccdo de 40-60% em células HEK 293. Das experiéncias
efectuadas constatou-se que o tratamento com glicerol parece ndo promover o aumento da
eficiéncia de transfeccdo nas HEK 293, como ainda fragiliza as células. O aumento da
concentracao de CaCl, para 500mM induziu a morte de algumas células, bem como o0 aumento
do tempo de transfec¢do para as 16 e 18h. Os melhores resultados foram obtidos com 5ug de
pDNA, CaCl, a 250 e 300mM, HBS 2x com pH de 7,05 e densidades celulares entre os 60 e 0s
80%. Nestas condi¢des, uma taxa consideravel de células inserem o pDNA exdgeno, dispondo
de uma metodologia pratica e eficaz de induzir as células HEK 293 a expressar proteinas de

interesse para estudos futuros.
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6. Perspectivas Futuras
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Este trabalho evidenciou o papel do E2 na regulacdo da expressdo de TTR na linha celular
RCP. Concluiu-se ainda que a hormona esterdide induz a expressao da MT-1/2, dando enfase
ao caracter neuroprotector do E2. No futuro, serd conveniente complementar os resultados
deste trabalho analisando o efeito do E2 na expressao da TTR e da MT-1/2 a nivel do mRNA,
por PCR em tempo real. Paralelamente aos estudos j& descritos para a TTR, seria uma mais
valia analisar o efeito da hormona E2 na expressdao de MT-1/2 em culturas primarias de
células epiteliais de CP de rato, assim como in vivo. Os estudos in vitro ndo substituem as
experimentacgdes in vivo, pelo que, sera importante delinear uma experiéncia em ratinhos
modelo de AD ovariectomizados e sujeitos a tratamento com varias concentracdes de E2, com
0 objectivo de avaliar, por um lado, o efeito da hormona na expressao das proteinas TTR e
MT-1/2 e, por outro, o seu efeito na deposi¢cdo amildide. Uma experiéncia deste tipo poderia
ajudar a compreender o papel da MT-1/2 na AD, uma vez que, apesar do seu impacto na
captura de ROS, na viabilidade neuronal e na regulacdo dos niveis de ides metélicos
envolvidos na agregacdo amildide, esta metaloproteina parece desfavorecer a remocéo de A B
mediada pela TTR. O efeito da hormona na expressdo das proteinas TTR e MT-1/2 podera ser
avaliado por Western blot ou ELISA e a deposicao de AB por determinacao dos niveis de AB

soluvel.

Propde-se ainda a identificacdo da regido reguladora do gene MT-1/2, por ensaios de
transfeccdo com um gene repodrter e o putativo elemento responsivo ao estradiol do promotor

do gene MT-1/2 humano.

Dado o papel neuroprotector e demonstrada a regulacdo positiva da TTR nos CPs pelas
hormonas DHT e P, seria interessante avaliar o efeito das hormonas sexuais na expresséo da
MT-1/2 na linha celular RCP, em culturas primérias de plexo coroideu de rato e in vivo. No
seguimento destes estudos, uma abordagem do efeito destas hormonas sexuais na expressao

da MT-3 também seria promissora.

Relativamente & optimizacdo da transfeccdo com Lipofectamine 2000™ na linha celular RCP,
sugerem-se novos ensaios onde se testem concentragcdes mais elevadas de plasmideo e de
Lipofectamine 2000™ em diferentes densidades celulares, bem como prolongar o tempo de

incubacdo para as células expressarem o gene lac Z.
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7.1. Marcador de pesos moleculares

Mynsin

B-galactosidase

Bowvina serum albumin

Carbaric anhwydrase

Soybsan trypsin inhioitor

Lysozymes
Aprotinin

216 kD

132

78

45,7

325

184
76

Figura 19 - Marcador de pesos moleculares Kaleidoscope Prestained Standards. O marcador contém as

proteinas: miosina de 216 kDa, B-galactosidase de 132 kDa, albumina sérica bovina de 78 kDa, anidrase

carbdnica de 45,7 kDa, inibidor da tripsina de soja de 32,5 kDa, lisozima de 18,4 kDa e aprotinina de 7,6

kDa.

7.2.Vector pCMV.sport-B-gal

]
=
=

o,
z

Figura 20 - Mapa do vector pCMV.sport-B-gal. O plasmideo pCMV.sport B-gal contém o gene lac Z, que

codifica a enzima B-galactosidase, e o gene da B-lactamase, que confere resisténcia ao antibidtico

ampicilina.
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