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INTRODUGAO

Presente na membrana plasmatica da maioria das células animais e membro da familia do
gene SLC8 esta o trocador de Na*/Ca?* que 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 for¢ca motriz eletroguimica liquida no permutador. Esta forgca motriz e,
portanto, o Ca?* movimentado pelo trocador, que pode mudar de direcdo durante o ciclo de
atividade de uma célula, quando o potencial de membrana varia e/ou quando a concentracdo
de Na* no citosol ou Ca?* é alterada (CHAPTAL, et al, 2007). O trocador Na*/Ca?* (FIGURA
1) é uma das proteinas baixa afinidade com Ca?*, mas a taxa de rotatividade é muito superior
a taxa de rotatividade das outras Bombas Ca?*. Uma caracteristica incomum da regulacdo de
Ca?" das células é a abundancia aparente dos sistemas de transporte de membrana
plasmatica de Ca?", ja que o trocador Na*/Ca?" opera em paralelo tanto com os canais
seletivos para Ca?* quanto 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).
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Figura 1: Estrutura proposta do trocador de Na+/Ca2+.
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Sao 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 repeticédo
a sdo mostradas em preto. Estas sdo regides de homologia intracelular e foram
implicadas na translocacao de ions. A regido XIP esta envolvida no processo de
inativacdo. Também é mostrado um sitio de ligacdo de Ca2+ responséavel pela
regulacdo da troca intracelular de Ca2+. O local onde a extens&do do splicing
alternativo ocorre € denotado, neste local as combinacdes de éxons auxiliam na
identificacdo da célula em que o NCX1 estava. Os éxons A e B devem estar
presentes, pois é responsavel por mantem uma fase de leitura (ORF).

Fonte: PHILIPSON, et al. 2006.

No caso desta proteina é de grande relevancia que sua atividade esteja em congruéncia com
a demanda fisiologica. E descrito que algumas moléculas possuem a capacidade de modular
a atividade desta proteina. Algumas formas de regulacdo utilizam de outras proteinas
multifuncionais de detecgcdo de Ca?* para controlar a atividade, alterando e retransmitindo os
sinais de Ca?*, e ligando-se as proteinas alvo, neste caso a NCX1 (CHOU, JU, PAN, 2015).

OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi realizar a clonagem do vetor de expressao em bactérias
competentes DH5-a.

METOLOGIAS

Realizou-se a transformacdo bacteriana utilizando células competentes E. coli DH5-a. Foi
utilizado plasmideo comercial contendo o inserto da proteina NCX1 (trocador sddio-calcio).
Para a transformacéo foi utilizado o método de choque térmico o que permite aumentando a
permeabilidade da membrana célula e consequentemente a entrada do plasmideo. Bactérias
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transformadas foram plaqueadas em meio LB suplementado com ampicilina e incubadas por
18hs a 37°C. Colbnias foram selecionadas da placa e submetidas a amplificagdo por PCR da
regido correspondente ao gene utilizando os primers forward 5-CGCAGAGGTGGTGATT-3’
e reverse 5-AATGAGTTTGTCCACAGTAC-3'. Material proveniente da PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose. Col6nias positivas foram amplificadas em meio LB, o
plasmideo foi purificado e submetido a digestao pelas enzimas de restricdo Bamhl (Cellco) e
Xbal (Jena Bioscience), para clivagem de sequencias especificas de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a FIGURA 2A, foi possivel obter colénias em meio de cultura sélido
suplementado com antibidtico indicando que houve transformacdo bacteriana com o
plasmideo comercial contendo o gene da NCXL1. A eletroforese em gel de agarose do produto
da PCR em colbnia (FIGURA 2B) utilizando primers especificos para o inserto permitiu a
amplificar de segmento do inserto comprovando que as bactérias foram corretamente
transformadas carregando o plasmideo que contém o gene da NCX1.

Figura 2: Resultado da transformacgao bacteriana (A) e PCR de col6nias (B).

A) Placa de 4gar sélido suplementada com antibiético com crescimento de colbnias. B) Resolucdo
eletroforética em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Coluna 1: Marcador de Peso
Molecular "High Ladder"; Coluna 2, 3, 4, 5, 6: clones contendo o inserto; Coluna 7: clone com baixa
concentracdo do inserto.

A aplicacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi baseada no design de primers 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 replicagédo, sendo necesséaria modular o tamanho a ser replicado. A Reacdo em
Cadeia da Polimerase é uma forma de amplificar uma regiéo especifica do gene alvo, sendo
utilizada de forma a identificar e quantificar, embora a forma quantitativa utilize de variacdes
desta técnica para obter o resultado preciso. A forma tradicional da PCR requer a utilizag&o
da eletroforese para que seja observado o resultado, ou seja, € necesséria uma técnica
complementar (HOSSAIN, 2018; SITTA, 2014).
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Figura 3: Resultado da Digestao Molecular do plasmideo comercial em gel de agarose.

A) VETOR COMERCIAL-5300 pb
B) INSERTO — 3000 pb
C) PLASMIDIO -2300 pb

Resolucao eletroforética em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Coluna 1: Marcador de
Peso Molecular "High Ladder"; Coluna 2, 3 e 4 demonstram: A) presenc¢a do material ndo clivado, B)
inserto separado do plasmideo comercial, C) plasmideo sem inserto; Coluna 5, 6 e 7: Apresentam
apenas o plasmideo completo (material ndo clivado).

Na Figura 3 é possivel visualizar o resultado da Digestdo Molecular por enzimas de restricao.
Sao possiveis identificar trés bandas; banda a) préxima a 5.3Kpb, indica a presenca do
plasmideo comercial com o gene da proteina NCX1 inteiro, ou seja, se refere ao material que
ndo foi clivado pelas enzimas de restricdo Bamhl e Xbal; banda b) préxima a 3Kpb, mostra a
presenca do gene da proteina NCX1 separada do plasmideo comercial, sendo este o material-
alvo a ser purificado; banda c) proxima de 2,3Kpb, é o restante do plasmideo comercial.

CONCLUSAO

A NCX1 possui grande importancia para estudos da fisiologia celular e a cada ano sdo
publicados novos estudos explicando mais sobre suas interagdes. Os primers Forward e
Reverse, desenhados para a identificacdo do gene de NCX1 por PCR foram efetivos e
funcionaram de forma congruente com a aplicacdo de seu protocolo. As enzimas Bamhl e
Xbal, cortaram corretamente as regides selecionadas para a separacdo do inserto do
plasmideo comercial, quando utilizadas na digestdo dupla, embora o tempo de incubacéo
tenha sido ajustado para 10 horas. Devido aos acontecimentos dos anos de 2020 e 2021,
grande parte do projeto foi trabalhada de forma a apenas revisar e complementar a
metodologia que seria aplicada, a perda de materiais e o periodo para aplicacdo dos
experimentos impactaram diretamente nos resultados do projeto.
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