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Objetivos

A partir deste trabalho buscou-se aprofundar, a
partir da expressdo, andlise e caracteriza¢é@o
do VEGFA, o0s mecanismos de interacdo
moleculares desta proteina com seus
receptores, a fim de permitir o desenvolvimento
de ferramentas que inibam com maior precisao
e seletividade as vias de sinalizacdo da
angiogénese exacerbadas em processos
patoldgicos.

Métodos e Procedimentos

A fim de expressar o VEGFA, diversas técnicas
bioguimicas e biomoleculares foram utilizadas.
Inicialmente, por meio de transformagéo,
inseriu-se vetores pet_28a_VEGFA contendo a
sequéncia codificante para a proteina de
interesse em diversas cepas da bactéria da
espécie Escherichia coli, com o intuito de
realizar uma analise comparativas da
expresséo proteica nessas cepas em variadas
condicBes de temperatura. As cepas utilizadas
foram: BL21DE3, RP, Shuffle e Arctic. Cada
uma com particularidades que poderiam ser
propicias ou ndo a expressao do VEGFA.

Uma vez plaqueadas e crescidas as bactérias
transformadas, testes de expressdo com IPTG
foram realizados em meio LB sob a
temperatura de 18°C e 37°C a fim de verificar
gual condi¢do era mais favoravel a expressao
qualitativa do VEGFA bem como para avaliar
sua solubilidade.

A purificacdo do VEGFA foi feita por meio de
coluna de afinidade de niquel/NTA. Apoés
etapas de desnaturacdo com uréia, toda a
porcdo sollvel foi submetida a filtracdo pela
coluna de niquel, onde as proteinas do VEGFA
contendo His-Tag ficaram retidas na coluna e
foram posteriormente eluidas com
concentragbes crescentes de buffer contendo
imidazol e uréia.

Concluidas as etapas de purificacdo foi
necessario realizar o refolding do VEGFA para
sua conformacdo nativa. Para  isso,
empregaram-se métodos de diluicdo infinita e
dialise para remover lentamente as
concentracbes de uréia que mantinham a
proteina desnaturada e solubilizada.

Por fim, foi necessario clivar a cauda de
histidina, que geraria interferéncias nas
andlises posteriores por RMN. A clivagem foi
executada de acordo com os protocolos
definidos pelo Thrombin CleanCleave Kit
(SIGMA).

Em face a problemas enfretados com a
clivagem da His-tag do VEGFA, buscou-se por
alternativas biomoleculares para a expressao
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da proteina sem a tag. Para isso foram
utiizadas reacdes de PCR, digestdo por
enzimas de restricdo e enzimas de ligacdo para
a criacdo de um plasmidio codificante para
VEGFA que néo incluisse a His-tag.

Resultados

Os testes de expressdo nas diversas cepas
bacterianas revelaram que as melhores
condicdes para expressdo do VEGFA se
situam na regido dos 37°C com as cepas RP e
BL21.

As etapas de purificacéo e refolding foram bem
sucedidas e revelaram bandas no peso
molecular adequado, bem como a formagéo de
dimeros, a conformacdo nativa do VEGFA
guando ligado em seu receptor.

No entanto, a etapa de clivagem da His-tag
com resina de trombina foi problematica, onde
verificou-se a ineficiéncia do processo e perda
da largura de banda da proteina dialisada que
foi submetida a clivagem.

Com isso, adotou-se uma nova estratégia, a de
criacdo de um vetor codificante para VEGFA
sem a His-tag, por meio de técnicas
biomoleculares de PCR, digestdo com enzimas
de restricdo e ligagédo do inserto amplificado em
um novo plasmidio.
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Legenda:

MW — Peso Molecular 3 — Arctic Induzida

1 — Shuffie Induzida 4 - BL21 Induzida

2 - RP Induzida

Figura 1: Gel de acrilamida contendo os produtos de
inducao das diferentes cepas de E. Coli
transformadas com pet_28a_VEGFA

Conclusoes

Por meio dos estudos realizados pdde-se com
sucesso produzir o VEGFA em sua
conformacéo natural, condicdo ideal para as
analises subsequentes por RMN que poderéo
esclarecer seus mecanismos de interagdo com
os dominios de seu receptor VEGFR2. No
entanto, problemas experimentais com a
clivagem por trombina e achados experimentais
de insolubilidade do VEGFA produzido pela
expressao bacteriana, levaram a tentativas de
expressdo do VEGFA sem a His-tag por meio
do emprego de técnicas biomoleculares de
manipulacdo do plasmidio pet 28a VEGFA,
possibilitando uma rota mais curta de
expressdo, purificagdo e analise desta proteina
de grande interesse fisiopatoldgico.
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