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INTRODUCAO

Presente na membrana plasmatica da maioria das células animais e membro da familia
do gene SLCS, o trocador de Na*/Ca?" (FIGURA 1) é um sistema de transporte de Ca?", que
opera em paralelo com os canais seletivos de Ca?" e bombas de Ca?* acionadas por ATP. A
familia de proteinas trocadoras de Na*/Ca?" (NCX) faz parte da superfamilia dos trocadores
de cation/Ca?*. O trocador Na* / Ca?* pode mover o Ca?* para dentro ou para fora das células,
dependendo da forca eletromotriz liquida no permutador. Esta forga motriz e, portanto, o Ca?*
movimentado pelo trocador, pode mudar de direcdo durante o ciclo de atividade de uma célula,
quando o potencial de membrana véria e/ou quando a concentragdo de Na* ou Ca?* no citosol
ou é alterada (CHAPTAL, et al, 2007).

Figura 1: Estrutura proposta do trocador de Na+/Ca2+.
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S&0 mostrados 9 segmentos transmembrana e um amplo loop intercelular. quase todos os
aspectos de sua topologia foram confirmados experimentalmente. O primeiro segmento
extracelular é glicosilatado (CH20) Também sdo mostrados dois loops de reentrada
propostos, que tém algum suporte experimental. Duas regides de repeticdo a sdo mostradas
em preto. Estas séo regibes de homologia intracelular e foram implicadas na translocacéo de
ions. A regido XIP esta envolvida no processo de inativagdo. Também € mostrado um sitio de
ligacdo de Ca2+ responsavel pela regulacdo da troca intracelular de Ca2+. O local onde a
extensdo do splicing alternativo ocorre € denotado. Fonte: PHIPLIPSON, et al. 2002. O
trocador Na*/Ca?" é uma da proteina de baixa afinidade com Ca?*, mas a taxa de rotatividade
é muito superior a de outras bombas Ca?*. Uma caracteristica incomum na regulacéo de Ca?
das células é a abundancia aparente dos sistemas de transporte de membrana plasmatica de
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Ca?", ja que o trocador Na+/Ca?* opera em paralelo tanto com os canais seletivos para Ca?*
guanto com as bombas. No entanto, o trocador tem varias caracteristicas Unicas que podem
ajudar a explicar a necessidade de estar em redundancia, assim como a utilidade do trocador
(ROBERTS, MATSUDA e BOSE, 2012). A expresséao alterada de NCX1 e a atividade de NCXs
foram associadas ao influxo anormal de Ca?', causando uma significante participacdo de
disfuncbes neuroaxonais e reparo de mielina desadaptativo ou falha de remielinizacdo em
doengas desmielinizantes inflamatorias cronicas, como esclerose multipla (BOSCIA, et al.
2020).

OBJETIVOS

Amplificacdo do gene comercial da proteina NCX1 em bactérias E. coli (Dh5a)
competentes.

METODOLOGIA

Transformacdo Bacteriana: Insercdo do plasmideo comercial em um organismo
competente (E. coli) atras do choque térmico, aumentando a permeabilidade da membrana
celular. PCR (Reacdo em cadeia da polimerase): Selecdo de coldnias transformadas que
tiveram seu DNA extraido, e em seguida tiveram uma regido especifica do DNA amplificada
por oligonucleotidios desenhados especificamente para o anelamento naquela regido e
variacdo de temperatura proporcionada pelo termociclador. Utilizando os primers forwar 5’-
CGCAGAGGTGGTGATT-3’ e reverse 5- AATGAGTTTGTCCACAGTAC-3'. Eletroforese:
Utilizacdo de um gel de agarose para a separacdo de fragmentos da molécula de DNA de
acordo com seu tamanho por uma corrente elétrica continua. Sendo que a amostra colocada
migra do polo negativo para o positivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se a transformacao das bactérias E. coli com o vetor comercial contendo o
cDNA da proteina NCX1 de 2952 pb e resistente a ampicilina. Esse procedimento inicial visava
amplificar o material para posteriores ensaios de clonagem e expressao em vetor pET-28. A
placa de Agar seletivo contendo ampicilina permitiu o crescimento somente de colbnias
bactérias que incorporaram o plasmidio. Foram selecionadas 10 colénias para verificar se a
transformacéo foi realizada corretamente por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Para a aplicagéo foram utilizados os primers descritos em metodologia que corresponderam
exatamente a uma sequéncia alvo especifica presente no gene da NCX1. A especificidade do
primer foi modulada pelo seu comprimento e percentual das bases nitrogenadas, guanina e
citosina. O comprimento do produto da PCR tem impacto na eficiéncia da replicacdo, sendo
necessaria modular o tamanho a ser replicado. O comprimento do produto da PCR teve sua
aplicacdo especifica para a verificagdo da etapa de transformacédo bacteriana. Com o intuito
de detectar a sequéncia de DNA presente no gene, visando replicar uma regiao especifica
com o tamanho de até 1000pb do produto (DIEFFENBACH, LOWE, DVEKSLER. 1993).
A eletroforese torna possivel separar fragmentos de DNA na faixa de 10 pb até 50 Kpb. No
entanto, a matriz a ser utilizada varia de acordo com o grau de separac¢ao e a faixa de tamanho
gue se deseja analisar, neste caso sendo de agarose (CHART, et al. 2000). A Figura 2
demonstra o resultado do procedimento da PCR evidenciando que todas as 10 colbnias
selecionadas incorporaram o plasmideo comercial contendo o gene da NCX1.
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Figura 2: Eletroforese do produto da PCR de col6nia de bactérias transformadas com o gene comercial
da NCX1.

Padrdo representa os fragmentos com tamanhos conhecidos, utilizados para
comparagdo. A Ultima banda de cima para baixo corresponde a 500pb. Cada banda
corresponde um acréscimo de 500pb, As amostras sdo representadas pelas colunas
seguintes de 1 a 10. A regido amplificada corresponde ao redor de 1000pb.

CONCLUSOES

Conseguimos efetuar a amplificacdo do gene da NCX1 contida em vetor comercial
utilizando os primers especificamente desenhados para ampliar uma regido do gene da NCX1
ao redor de 1000pb de um total de 2952 pb. A NCX1 possui grande importancia para estudos
da fisiologia celular e a cada ano séo publicados novos estudos explicando mais sobre suas
interacdes. O projeto seguiu com seu cronograma até o més de marco. Mas devido ao estado
de pandemia as atividades foram interrompidas. Nao sendo possivel concluir a etapa de
clonagem. Com a retomadas das atividades do laboratdrio pretendemos para as proximas
etapas isolar o cDNA da NCX1 do vetor comercial e transferi-lo ao vetor de expresséo pET-
28, expressar e purificar a proteina.
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