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RESUMO

O uso de caudas de afinidade tem facilitado a purificagdo de proteinas recombinantes para
aplica¢des bioquimicas, terapéuticas e estudos estruturais. A cauda mais comum ¢ a cauda
contendo seis-histidinas (His-tag) porque permite a purificagdo das proteinas recombinantes
por cromatografia de afinidade. Em alguns casos, as caudas de tamanhos maiores podem
aumentar a solubilidade da proteina de interesse. Em outros, a presenga da cauda pode alterar
a conformagdo estrutural da proteina, a atividade, interagdes proteina-proteina e a formagao
de cristais com um bom padrio de difragdo, necessario para elucidar a estrutura
tridimensional. Todos esses efeitos negativos reforgam a importidncia de realizar uma
caracterizagdo funcional das proteinas expressas com caudas e que a clivagem das mesmas ¢
de grande utilidade antes de realizar estudos funcionais e estruturais. A protease TEV ¢ uma
das mais utilizadas para clivar a cauda de proteinas recombinantes porque ela reconhece uma
seqiiéncia de aminodcidos muito especifica (EXXYXQ*S/G) (onde X pode ser qualquer
residuo) e ¢ ativa a baixas temperaturas ¢ na presen¢a de inibidores de protease adicionados
durante o processo de purificacdo. A protease TEV € disponivel comercialmente na forma
soluvel, porém ¢ muito cara. Quando a TEV ¢ utilizada na forma soluvel, ela deve ser
separada da proteina de interesse. Esta separagdo ¢ normalmente realizada por uma etapa de
cromatografia de exclusdo molecular, que permite a separagdo da cauda, da proteina clivada e
ndo clivada. Nos casos em que a proteina de interesse possua uma massa molecular
semelhante a protease TEV, sdo necessarias etapas adicionais de purificagdo diferentes da gel
filtracdo. Quando um grande niimero de proteinas ¢ estudada, como nos projetos de gendmica
estrutural para a cristalizagdo de proteinas, a produ¢do da TEV deve ser continua nos
laboratdrios, aumentando o custo do processo de purificagcdo. Neste trabalho, a protease TEV
foi produzida e imobilizada em diferentes suportes visando obter um biocatalisador ativo,
estavel e que possa ser reutilizado em véarios processos de clivagem de caudas de histidina de
proteinas recombinantes. Para isso, foram utilizadas trés estratégias: a primeira pela
imobilizagdo no suporte glutaraldeido-agarose (G-agarose) que permite a ligacdo da TEV
pelos grupos e-amino das lisinas. A segunda pela imobiliza¢ao em tiolsulfinato-agarose (TSI-
agarose) pela unido da proteina pelos grupos tiol das cisteinas e a tltima pela imobilizagao
pelos grupos tiol e por outros nucledfilos da superfice da TEV. O rendimento da purificacao
das proteinas a partir de 1 litro de cultivo foi de 20 mg para a TEV e 5 mg para o substrato da
TEV. A protease TEV imobilizada em TSI-agarose clivou 100% do substrato em 24 h a
temperatura ambiente e a imobilizada em G-agarose clivou 50% do substrato nas mesmas
condi¢des. A TEV imobilizada em TSI-agarose foi mais estavel que a enzima soluvel durante
um periodo de armazenamento de 16 dias a 4°C e pode ser reutilizada em pelo menos cinco
ciclos de clivagem.

Palavras chave: protease TEV, imobilizagéo, clivagem de caudas



ABSTRACT

The use of affinity tags has facilitated purification of high amounts of proteins for application
in biochemical, therapeutic and structural studies. The most common affinity tag is the hexa-
histidine (His-tag) because it facilitates the purification of recombinant proteins by affinity
cromathography. In some cases the addition of large tags can increase the solubility of the
target protein. However, the presence of the tag may disturb the protein conformation, the
protein activity, the protein-protein interactions, and the formation of crystals with a good
pattern of diffraction, necessary to elucidate protein structure. All these negative effects
emphasize the importance of functional characterization of recombinant proteins expressed
with tags and how its cleavage could be useful before biochemical and structural studies. TEV
protease is the more frequently used protease to cleave recombinant proteins tags because it is
a very specific protease that recognizes an extended seven amino acid consensus sequence
(EXXYXQ*S/G) (where X is any residue) and is catalytically active at low temperatures and
in the presence of protease inhibitors added during the purification process. TEV protease is
commercially available in soluble form and it’s very expensive. When the TEV is used in
soluble form it should be separated from target protein. This separation is normally achieved
by one step of size exclusion chromatography, which allows also the separation from the tag
and from the cleaved and non-cleaved protein. However, when the molecular weight of the
cleaved protein is similar to that of the TEV-protease, additional purification steps are needed,
increasing the steps of the total process. Moreover, when a great number of proteins are
studied as in genomic structural projects for protein crystallization the production of the
soluble TEV should be performed continuously in the laboratory increasing the total cost of
the purification process. In this work, TEV was produced and was covalently immobilized in
different supports in order to obtain an active and stable biocatalyst which can be reused in
several process of cleavage of histidine tags of recombinant proteins. Three strategies were
used: the first by the use of glutaraldehyde-agarose (G-agarose) for binding the protein by the
g-amino groups of lysines. The second strategy is based on the immobilization onto
thiosulfinate-agarose (TSI-agarose) by the thiol groups of exposed cysteines of TEV. The last
one is based on the immbolization onto epoxy-thiol agarose (ET-agarose) by the tiol groups
and other nucleophiles of the protein. The yield of purified protein from 1 liter of culture was
20 mg for TEV and 5mg for a 20 kDa TEV-substrate. TEV-protease immobilized onto TSI-
agarose cleaved 100% of the substrate in 24 h at room temperature and TEV immobilized
onto G-agarose cleaved 50% of the substrate. TEV immobilized onto TSI-agarose is more
stable than the soluble enzyme stored at 4°C during 16 days and can be reused, at least, in five
cycles of reactions.

Key words: TEV protease, immobilization, tags cleavage
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1. INTRODUCAO

Proteinas de fusdo ou quiméricas sdo utilizadas ha varios anos para aplicagdes diversas
como, por exemplo: purificagdo, cristalizacdo, imunodeteccdo, terapia baseada em proteinas,
desenvolvimento de novas vacinas e estudos funcionais (BECKWITH, 2000; TERPE, 2003;
SMYTH et al.,2003). Os avangos na tecnologia de obtengao de proteinas recombinantes tém
levado ao uso rotineiro de diferentes tipos de “caudas” (tags) (TERPE, 2003). As caudas sao
adicionadas na por¢do amino ou carboxi terminal durante o processo de subclonagem em
plasmideos e expressas como parte da proteina de interesse. As mais comuns incluem a cauda
contendo seis histidinas (His-tag) (BORNHORST e FALKE, 2000), glutationa-S-transferase
(GST) de Schistosoma japonicum (SMITH, 2000), tioredoxina (TRX) de Escherichia coli
(LA VALLIE et al., 2000) e a proteina de ligacao a maltose (MBP) de E. coli (SACHDEV e
CHIRGWIN, 1998).

Embora a bactéria E. coli continue sendo o hospedeiro de expressdo escolhido devido
as vantagens de facil manipulagdo, crescimento e taxas de producao elevadas, ela apresenta
desvantagens em relacdo a expressao de genes eucaridticos porque nao faz modificagdes pos-
traducionais e as proteinas sdo geralmente expressas na forma insolivel em corpos de
inclusao (BANEYX, 1999). Alguns estudos indicam que 1/3 a 1/2 das proteinas procarioticas
ndo podem ser expressas em bactéria na forma soluvel utilizando caudas de histidinas
(EDWARDS et al, 2000; STEVENS, 2000) e esse numero ¢ maior para proteinas
eucarioticas (BRAUN et al., 2002; HAMMARSTROM et al., 2002; SHIH et al., 2002). Como
os processos de renaturagdo das proteinas dos corpos de inclusdo sdo dificeis, uma estratégia
utilizada para aumentar a solubilidade ¢ a adi¢cdo de caudas maiores de solubilidade
conhecida. Na literatura estdo descritas muitas caudas que aumentam a solubilidade de

proteinas como MBP, TRX e GST (SACHDEV e CHIRGWIN, 1998; HAMMARSTROM et
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al., 2002; ESPOSITO e CHATTERIJEE, 2006). A GST ¢ a MBP também podem atuar como
caudas de afinidade e facilitar a purificagdo da proteina recombinante, pois a MBP se une a
resinas de amilose (DI GUAN et al.,, 1998) e a GST se une a resinas de glutationa (SMITH e
JOHNSON, 1988).

A cauda de histidinas é a cauda de uso mais freqiiente por adicionar apenas um
peptideo da ordem de 2 kDa (20 aa) a proteina de interesse ¢ ndo uma proteina de 26 kDa
como no caso da GST ¢ de 40 kDa como a MBP. A presenga do His-tag na proteina permite
sua purificagdio em uma Unica etapa diretamente do lisado celular por cromatografia de
afinidade a metal (IMAC, Immobilized metal ion affinity chromatography) (PORATH et al.,
1975). A purificagdo ¢ baseada na interacdo dos residuos de histidinas da cauda com o ion
metélico imobilizado (Co*", Cu®", Zn *" ou Ni*") ao grupo 4cido iminodiacético do suporte de
sepharose (Figura 1.1 A). As histidinas sdo os aminoacidos que interagem mais fortemente
com esse tipo de complexo metélico porque o grupo imidazol é doador de elétrons e forma
ligacdes de coordenacdo com o metal de transi¢cao imobilizado (Figura 1.1 B). Uma vez que a
proteina com o His-tag ¢ imobilizada no suporte e separada do extrato protéico total, o
suporte pode ser lavado e ela pode ser eluida da matriz rompendo-se esta interagdo por

afinidade com um competidor (imidazol) ou por diminui¢ao do pH (Figura 1.1 C).
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FIGURA 1.1 — Purifica¢do por cromatografia de afinidade (IMAC). (A) Representagdo diagramatica de um
adsorvente de IMAC. Me: metal; P: suporte cromatografico insoliivel e X: H,O, ions de solugdo tampdo ou
residuos de aminoacidos da proteina. (B) Residuo de histidina coordenado ao Cu(Il) unido ao grupo
iminodiacetico que estd imobilizado a um suporte cromatografico insoluvel (adaptado de Karmali, 2000) (C)
Purificagdo das proteinas com his-tag (adaptado de QIAGEN,2000).

Diferentes estudos tém demonstrado que a presenca da cauda pode afetar
caracteristicas ou fungdes importantes da proteina a ser estudada. Em alguns casos, a cauda
resulta em efeitos positivos, como aumento da solubilidade da proteina recombinante. Em
outros casos, as caudas afetam negativamente a estrutura e a fungdo bioldgica da proteina
(atividade, interacdo proteina-proteina), resultando em efeitos indesejados. Esses efeitos
podem ocorrer devido a posi¢ao de inser¢do da cauda, do tamanho ou de modificagdes pos
traducionais na mesma. Recentemente foi demonstrado que a presenca da cauda His-tag na
proteina reguladora AreA de Aspergillus nidulans causou uma mudanga conformacional no
sitio ativo da proteina, porém nao afetou sua propriedade de ligagdo ao DNA (CHANT et al.,
2005). Essa constatacdo ¢ importante quando se deseja realizar andlises estruturais de alta
resolugdo em proteinas contendo caudas de histidina. Outro exemplo ¢ que a cauda de
histidinas inserida na por¢ao C-terminal da constru¢do da por¢do Fv do anticorpo associado a
tumor (tumor-associated single-chain Fv construct) cobriu o sitio de ligagdo ao antigeno e
afetou suas propriedades de ligagio (GOEL et al., 2000). Outro estudo, realizado com a

proteina de canal aquaporina Z (AqpZ) de E. coli, constatou que o tamanho da cauda
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introduzida nesta proteina afetou o grau de oligomerizagdo da mesma (tetrameros quando a
cauda ¢ de 6 histidinas e oligdbmeros maiores quando a cauda ¢ de 10 histidinas) e que o
rendimento da purificacdo diminuiu quando o tamanho da cauda foi aumentado de 6 para 10
histidinas (MOHANTY e WIENER, 2004). No caso da citocina trimérica do fator de necrose
tumoral alfa (TNF), a atividade biologica foi revertida aos valores normais somente apos a
remocao da cauda de histidinas (FONDA et al., 2002).

Embora alguns grupos mostraram a possibilidade de obter cristais de proteinas de
fusdo (SMYTH et al., 2003), outros demonstraram que as caudas podem dificultar a
cristalizagdo das proteinas ¢ a qualidade dos cristais, requeridos para os ensaios de difragao
por raios-X e resolugdo da estrutura tridimensional. Por exemplo, durante a expressdo do
dominio SH3 da proteina src tirosina quinase de galinha (src SH3) com His-tag, foi observada
uma modificagdo pos-traducional (glicosilagdo) da cauda que produziu uma heterogeneidade
(em tamanho e em carga) da preparagdo protéica. Neste trabalho, foi demonstrado que a
remogao da cauda His-tag foi essencial para a cristalizagdo da proteina selvagem e da mutante
SH3 (KIM et al., 2001). Outro grupo investigou a influéncia de varias caudas de afinidade de
pequeno tamanho na cristalizagdo da proteina que se liga a maltodextrina de Pyrococcus
furiosus (PfuMBP). Eles ndo obtiveram cristais com a proteina contendo a cauda Srep tag Il e
constataram que a PfuMBP fusionada a caudas de arginina formou cristais similares aos
cristais da proteina sem cauda, porém eles ndo difrataram bem (BUCHER et al., 2002). Nos
estudos por ressonancia magnética nuclear (RMN), as caudas sdo frequentemente removidas
apds a purificacdo porque aumentam o tamanho da proteina de interesse e atrapalham os
estudos por RMN (CANDEL et al., 2007).

Todas essas constatacdes reforcam a importancia da caracterizagdo funcional das
proteinas recombinantes expressas com caudas e que a remog¢do da mesma ¢ de grande

utilidade antes de realizar estudos bioquimicos e estruturais.
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As caudas podem ser removidas por processos quimicos ou enzimaticos. Os métodos
quimicos sdo pouco especificos e geralmente atuam em condigdes severas que podem
danificar a proteina (CARTER, 1990). As reacdes enzimaticas sdo mais especificas e ocorrem
em condigdes mais suaves (FORSBERG et al., 1992). O processo de remocdo da cauda por
esse método envolve a inser¢cdo de uma seqii€ncia Unica de aminoacidos entre a cauda e a
proteina de interesse, a qual & susceptivel a clivagem por uma protease especifica. Esta
clivagem permite obter a proteina nativa para posteriores aplicagdes.

Uma grande variedade de proteases esta comercialmente disponivel para clivar as
caudas de proteinas de fusdo como a trombina (JENNY, MANN, LUNDBLAD, 2003), fator
Xa (NAGAI, 1994), enteroquinase (FANG, SUN, HUA, 2004), e a protease Tobacco etch
virus (TEV) (PARKS, 1994) (Tabela 1.1). Essas proteases sdo mais especificas que a tripsina.
A tripsina cliva ligagdes peptidicas em todos os residuos de lisina ou arginina presentes na
proteina, enquanto a trombina e o fator Xa clivam ligagdes peptidicas em residuos de arginina
(R) localizados em uma seqiiéncia especifica na proteina. Para a trombina a seqiiéncia ¢
LVPRG ou LVPRGS que ¢ derivada da seqiiéncia do fator VIII bovino clivado pela trombina
durante o processo de ativacdo da cascata de coagulacdo. A clivagem pela trombina resulta
em um aminodcido Gly ou Gly-Ser na por¢ao amino terminal da proteina de interesse. O fator
Xa cliva geralmente em IEGR, que ¢ uma seqiiéncia derivada da protrombina, hidrolisada
pelo fator Xa durante a conversio de protrombina a trombina (JENNY, MANN,
LUNDBLAD, 2003).

A enteroquinase reconhece um polipeptideo de cinco aminoacidos (DDDDKX) ¢ a
clivagem ocorre do lado carboxilico da lisina, porém pode ocorrer em outros residuos
dependendo da conformacao e do tipo de substrato (CHOI et al., 2001). Analises bioquimicas
mostraram que a eficiéncia de clivagem depende do aminoacido ocupando a posi¢do X

situada depois do sitio de reconhecimento (D4K) (HOSFIELD e LU, 1999). A literatura esta
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repleta de exemplos de proteinas de fusdo que foram clivadas por essas proteases em outros
locais que o sitio de clivagem desejado (FORSBER et al., 1992; WAGNER et al., 1996,
STEVENS, 2000; JENNY, MANN, LUNDBLAD, 2003). Por essa razao, quando as proteases
trombina, fator Xa e enteroquinase forem utilizadas ¢ necessario realizar uma caracterizagao
do produto desejado apos clivagem da proteina para assegurar que nao houve digestdo em

regides nao desejadas.

TABELA 1.1 — Proteases comumente utilizadas para remover a cauda de proteinas de fusdo

Protease Nome Sitio de clivagem ™  Referéncias

TEV Tobacco etch virus protease EXXYXQ/S ou G Parks et al., 1994

3C Protease 3C do virus Coxsackie = LEALFQ/GP Miyashita et al., 1992

Xa Fator Xa IEGR/ Jenny, Mann, Lundblad, 2003
EntK Enteroquinase DDDDK/ Hosfield e Lu, 1999

Thr Trombina LVPR/GS Jenny, Mann, Lundblad, 2003
Caspase Caspase-3 DXXD/ Feeney et al., 2005

* A (/) indica o local onde ocorre a clivagem pela protease
® Cada letra representa um aminoécido, onde X pode ser qualquer residuo

A protease TEV, originalmente denominada nuclear inclusion a (Nla) protease ¢
codificada pelo Tobacco etch virus da familia Potyviridae (DOUGHERTY, 1983; RYAN e
FLINT, 1997). Os potivirus sao membros da superfamilia dos picornavirus que infectam
plantas ¢ usam muitas proteases durante a replicagdo. O Tobacco etch virus possui um RNA
simples fita e seu genoma (~9500 nucleotideos) ¢ transcrito em uma Unica poliproteina de 346
kDa (ALLISON et al., 1986) que ¢ subsequentemente processada por proteases virais. A
maioria das clivagens ¢ mediada pela protease TEV de 27 kDa (SEIPELT et al., 1999). A
protease TEV reconhece uma seqiiéncia heptapeptidica estritamente especifica
(EXXYXQ*S/G) (X pode ser qualquer residuo) (CARRINGTON e DOUGHERTY, 1988)
que assegura a maturacao viral sem dano as proteinas da célula hospedeira. Essa caracteristica
¢ uma vantagem no momento de eliminar a cauda de proteinas de origem bacteriana ou

eucariota, ja que € pouco provavel que elas apresentem o sitio de reconhecimento especifico
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da protease TEV. Os aminoacidos que ocupam as posi¢oes P6 (E), P3 (Y), P1(Q) e P1'(S/G)
do sitio de reconhecimento sdo essenciais para a clivagem, entretanto, o grau de clivagem ¢
afetado pelo tipo de residuo de aminoacido ocupando as outras posi¢des (DOUGHERTY e
PARKS, 1989; DOUGHERTY, CARY, PARKS, 1989). A clivagem ocorre entre Q/G ou Q/S,
resultando em uma serina ou glicina na por¢do amino terminal da proteina de interesse
(PARKS, 1994).

Além da protease TEV ser muito especifica, ela ¢ ativa a baixas temperaturas ¢ na
presenga de varios inibidores de proteases normalmente adicionados durante os processos de
purificagdo (POLAYES et al., 1994). Estruturalmente a protease TEV apresenta dois
dominios barril-p antiparalelos, tipicamente encontrados nas serina proteases, como
quimotripsina e tripsina. Ela pertence a familia das cisteino-proteases, apresentando a triade
de aminoacidos cataliticos His 46, Asp 81 e Cys 151, localizados na interface entre os

dominios (PHAN et al., 2002) (Figura 1.2).

Triade catalitica

L 3 4//_;;

Wy W His 46, Asp 81 e Cys 151
L |

FIGURA 1.2 — Modelo estrutural da protease TEV. Os residuos do sitio catalitico ¢ cauda de histidinas estdo
demonstrados como ball-stick-ball. O produto peptidico esta colorido em azul (adaptado de Phan et al., 2002).

Por todas as vantagens descritas, a protease TEV tem sido a enzima de escolha para
remover a cauda das proteinas recombinantes em grandes projetos como o de genOmica

estrutural de proteinas de Trypanosoma cruzi, desenvolvido por um consorcio liderado pelo
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Instituto de Biologia Molecular do Parana (http:/www.ibmp.org.br/) ¢ de Mycobacterium

tuberculosis e M. Leprae, desenvolvidlo no Instituto Pasteur de Paris

(http://www.pasteur.fr/SGM).

Na natureza, a protease TEV ¢ uma porcao proteolitica de 27 kDa do polipeptidio Nla
de 49 kDa encontrado como um agregado ao polipeptidio NIb de 54 kDa em corpos de
inclusdo de células de plantas infectadas com o virus (CARRINGTON ¢ DOUGHERTY,
1988; PARKS et al., 1995). A purificagdo da proteina a partir desses corpos de inclusdo da
planta ¢ dificil e ndo rende quantidades significativas da proteina ativa. As primeiras
tentativas de purificacdo da protease TEV recombinante expressa em E. coli produziram
resultados de rendimento similares, ja que a maioria da proteina fica armazenada na fracao
insoluvel em corpos de inclusdo (PARKS et al., 1995). Além desse problema, a protease TEV
possui um sitio de auto-clivagem, produzindo uma proteina truncada com atividade catalitica
reduzida e de dificil separagdo da proteina ndo truncada, pois possuem massas moleculares
similares (PARKS et al., 1995) (Figura 1.3). Para resolver esse problema, foram realizadas
mutagdes sitio dirigidas no sitio de auto-clivagem da protease TEV (KAPUST et al., 2001) e
obteve-se um mutante S219N que inibiu a auto-proteodlise e ndo afetou a atividade catalitica
da enzima (LUCAST, BATEY, DOUDNA, 2001). A protease TEV que possui a mutagao

S219N se expressa principalmente na fragao insolivel em corpos de inclusdo.
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Jungciio NIa/TNIh
Nla
P P —
Nib
1 Sitio de auto-clivagem
Protease 27 kDa

!

Forma truncada

...GGHKVFM SKPEEPFQPVKEATQLMNELVYSQ

FIGURA 1.3 - Diagrama esquematico do processamento da poliproteina do Tobacco etch virus resultando na
liberacdo da protease de 27 kDa. O diagrama também mostra o sitio de auto-clivagem. Os ultimos seis residuos
da seqiiéncia da protease de 27 kDa que estdo sublinhados correspondem ao sitio proteolitico interno (adaptado
de NUNN et al., 2005).

A produgédo de grandes quantidades da protease TEV em E. coli ¢ dificultada devido a
baixa solubilidade da mesma e o rendimento ¢ de aproximadamente de 1 mg/l de cultivo
(PARKS et al., 1995). Dessa forma, para obter a proteina ¢ necessario utilizar protocolos
complexos que permitem sua purificagdo a partir da fracdo insoliivel do lisado celular
(LUCAST, BATEY, DOUDNA, 2001). A protease TEV deve ser purificada em condigdes
desnaturantes e posteriormente renaturada, sendo este processo muito delicado e determinante
quanto a qualidade da preparagdo (atividade especifica).

Recentemente, o problema da solubilidade foi solucionado por trés estratégias. O
grupo sueco coordenado pela Dra. Helena Berglund desenvolveu um mutante da TEV
(TEVsn) que € 5,5 vezes mais soluvel que o mutante S219N (VAN DEN BERG et al, 2006).
A TEVgsy contém trés aminoacidos substituidos, T17D, N68D e L77V localizados em lagos
que conectam elementos de estrutura secunddria na superficie da proteina ou proximo dela
(PHAN et al, 2002). A TEVgsy diretamente da fragdo solavel do lisado celular e obtiveram um
rendimento de 54 mg/l (VAN DEN BERG et al, 2006). Em outro caso, a TEV foi co-expressa
com chaperonas a 28°C, resultando em 80% de proteina expressa na fra¢do soluvel e obtendo-

se 65 mg de TEV por 1 de cultivo (FANG et al., 2007). Baseado nesses trabalhos, Blommel e
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Fox (2007) aperfeicoaram a construgdo da protease TEV e utilizaram técnicas de producao em
grande escala, alcangando rendimentos de 400 mg/1 de cultivo.

A protease TEV ¢ produzida, comercializada e utilizada na forma solavel. A utilizagao
da protease TEV na forma soliivel aumenta as etapas do processo de purificacdo da proteina
de interesse, porque ao eliminar a cauda ¢ necessario separar a proteina de interesse da TEV.
Essa separagdo ¢ normalmente realizada por gel filtracdo, que permite a separacdo da
protease, da cauda de histidinas e da proteina clivada e ndo clivada. Nos casos em que a
proteina de interesse possui uma massa molecular semelhante a TEV, a separagdo torna-se
mais dificil, sendo necessarias etapas adicionais de purificacao.

Para clivar 3 mg de cada proteina com cauda, sdo necessarios 1000 unidades da
protease TEV, que custam aproximadamente US$ 140. Quando um grande ntimero de
proteinas com caudas ¢ estudado, como no caso de projetos de gendmica estrutural

(http://www.pasteur.fr/SGM) torna-se economicamente inviavel comprar a TEV e os

laboratorios preferem produzi-la. A produgdo deve ser continua nesses laboratorios e em
grandes quantidades, aumentando o custo total do processo de purificagao.

Uma solugdo interessante seria a imobilizagdo covalente da protease TEV em um
suporte soélido. A imobilizacdo de enzimas permite a sua reutilizagdo em varios ciclos de
catdlise, diminuindo assim a quantidade de enzima soluvel necessdria para as reagdes
enzimaticas (BICKERSTAFF, 1997). Em muitos casos, a imobilizacdo estabiliza as proteinas
frente a diferentes agentes como a temperatura ou a presenca de solventes orgénicos, o que
permite obter um biocatalisador com propriedades de estabilidade melhores que os da
proteina soluvel. Além disso, a imobilizagdo de enzimas também proporciona um melhor
controle operacional, flexibilidade no desenho de reatores e permite que a enzima imobilizada
possa ser separada do produto final da reagdo por filtragdio ou centrifugagdo

(KATCHALSKY-KATZIR, 1993; GUISAN et al., 1993).
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As propriedades da proteina imobilizada podem ser manipuladas dependendo de
varios fatores, como o tipo de quimica utilizada para a imobilizagdo, os aminoacidos
envolvidos na interagdo, o numero de ligagdes entre a proteina e o suporte € o ambiente
gerado ao redor da molécula imobilizada. (GIACOMINI et al., 1998, 2001; FERRER et al.,
2002; IRAZOQUI et al., 2002; ULBRICH-HOFFMAN et al., 1999; MATEO et al., 2005).
Existem varios métodos de imobilizagao de enzimas como adsor¢do, encapsulagdo e ligacao
covalente (Figura 1.4). Nos métodos de imobilizagao por adsor¢ao fisica, as for¢as envolvidas
incluem ligagdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interagdes hidrofobicas e ligagdes
ionicas. A grande desvantagem desse método é que devido as ligagdes ndo serem covalentes ¢
possivel reverter a imobilizagdo modificando as condi¢gdes que afetam a unido da proteina ao
suporte (pH, forca ibnica, temperatura, polaridade do solvente ou presenca de um
competidor). Os métodos de encapsulacdo envolvem o encerramento das moléculas de
enzima dentro dos poros de uma matriz polimérica, micelas reversas, microcapsulas ou entre

membranas macroscopicas (GROBOILLOT et al., 1994).

Meétodos para Imobilizagio de Enzimas
I |
Encapsulagio Ligagio
Por ligacao
Em matriz Em memhbrana Por adsorgio Covalente
(fisica ou idnica)
LI
wer | I o | ]
]@ E[ Microcépsulas  Entre membranas Mo suporte Por ligagio c:_uzaula
_”_| _|r . TI'IH.ETQ'I&II!{'I]_‘I'ii."HS enlre 4 enzima

4 = ¢ 0 suportc
gl r.;*}. | s F, o 4{

A=
Y, of

FIGURA 1.4 — M¢étodos de imobilizacdo de enzimas (extraido de Dalla Vechia, 2004).
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A imobilizagdo covalente de uma proteina em um suporte sélido ¢ baseada nas reagdes
entre os residuos de aminoacidos da proteina e os grupos reativos dos suportes. As reagdes
geralmente envolvem os grupos amino, tiol, carboxilico e anéis aromaticos de L-tirosina e
imidazolicos de L-histidina das proteinas. Para conservar a estrutura ¢ a fungdo da proteina, as
quimicas de imobilizagdo utilizadas devem ser eficientes em condi¢des suaves. As reagdes
mais comumente utilizadas sdo de diazotagdo, formacdo de ligacdo amida, alquilagdo e
arilacdo, formacao de bases de Schiff e reagdes de substituicao tiol-dissulfeto (Tabela 1.2). A
grande vantagem da imobilizagdo covalente ¢ a estabilidade das ligagdes que se formam entre
a enzima e o suporte. Como a maioria dos suportes geralmente utilizados ndo possui os
grupos funcionais para estas reacdes de imobilizacdo, ¢ necessario ativa-los previamente
(CABRAL et al., 1991; CARLSSON et al., 1998). Atualmente existe uma grande variedade
de suportes para a imobilizacdo de proteinas com grupos reativos que permitem direcionar a
imobilizacdo utilizando grupos diferentes da superficie da proteina. Isso permite obter
biocatalisadores com propriedades diferentes onde a proteina é imobilizada no suporte por um
ou multiplos pontos. Ultimamente, suportes multifuncionais tém sido desenvolvidos
(MATEO et al., 2000, 2001). A estratégia mais recente utiliza um suporte que contém uma
pequena propor¢ao de grupos tiol € uma maior quantidade de grupos epoxi. Esse tipo de
suporte permite dirigir a imobiliza¢cdo da proteina primeiramente pelos grupos tiol, pela
formacgao de ligagdes de dissulfeto entre a enzima e o suporte ¢ em uma segunda etapa pela
reacdo de outros nucledfilos da superficie protéica (Lys, His, Tyr, Ser, etc.) com os grupos
epoxi do suporte (GRAZU et al., 2003).

O objetivo deste trabalho ¢é produzir a protease TEV solavel e imobiliza-la
covalentemente em diferentes matrizes. Trés estratégias de imobilizagdo foram utilizadas
procurando obter um biocatalisador ativo, estavel e reutilizdvel em véarios processos de

clivagem das caudas de proteinas recombinantes.



TABELA 1.2 - Métodos de imobilizagdo de proteinas por ligacdes covalentes

Grupos reativos

Grupos reativos

Quimica de

no suporte na proteina imobilizacao
NH, ) N
—@—NfCl' SH Diazotagdo
Sal de diazonio _®'0H
—Q i Formagao de
, C=NH NI imidocarbamato
. substituido
Imidocarbamato
-R-NCS -NH, Formagao de
Isotiocianato isotiouréia
substituida
—@—NCO -NH; Formacao de
isouréia
Isocianato substituida
O =0 NH, Formagao de
— ligagdo amida
Carbonato ciclico
= Arilagio
| -NH,
|
Triazinil
- O—CH\—/ CH2 _NH2 ' y
_OH Alquilacao
AN N\ -SH
X= /NH /O /S
Ex:oxirano

Continua...
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TABELA 1.2 - Métodos de imobilizacdo de proteinas por ligacdes covalentes

Grupos reativos

Grupos reativos

Quimica de

no suporte na proteina imobilizaciao
-0-CH,-CH,-SO,-CH=CH, -NH, N
-SH Conjugagio
Vinil sulfonil -OH
-CHO -NH, Formacao de
base de Schiff
Aldeido
Ry -COH Reagdo de Ugi
— " NH= C\ -NH,
R>
Imina
NH
|j| OC,H, -NH» Amidagédo
Imidoéster
AY oA
— S=0 SH Substituigdo
| tiol- dissulfeto
—S
Tiolsulfonato
VAY, o
— S Substitui¢cao
| -SH tiol- dissulfeto
—S
Tiolsulfinato
Substitui¢cao
—S— -SH tiol- dissulfeto

2-piridildissulfeto

Fonte: adaptado de GTACOMINI (2005).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Construir um biocatalisador da protease TEV pela imobilizagdo em agarose ativada para

clivar a cauda de histidinas de proteinas recombinantes

2.2 Objetivos especificos

Produzir a protease recombinante TEV ndo mutada (wild type - TEVwr) e mutada
(TEVsh) e o substrato da TEV, a proteina fosfotirosina fosfatase de T. cruzi pela super-
expressao em E. coli e purificagdo por cromatografia de afinidade

e Sintetizar os suportes tiolsulfinato-agarose, glutaraldeido-agarose e epoxi-agarose

e Imobilizar a protease TEV nos diferentes suportes sintetizados

e Avaliar e comparar as propriedades bioquimicas da protease TEV soluvel e imobilizada

e Analisar se a remocao da cauda de histidina, pelo biocatalisador de TEV, melhora as

propriedades funcionais da fosfotirosina fosfatase de T. cruzi
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3. METODOLOGIA

3.1. Transformacio das bactérias E. coli

3.1.1 Obtencéo de células competentes para transformacéo

A metodologia empregada é baseada no protocolo descrito por Ausubel et al. (1995) e
tem por finalidade através de tratamento quimico tornar cepas bacterianas capazes de
incorporar facilmente fragmentos de DNA. As bactérias E. coli DHSa, E. coli BL21(DE3) e
BL21(DE3)pLysS foram semeadas separadamente em meio LB-agar (peptona 1%, extrato de
levedura 0,5%, NaCl 1%, agar 1,5% em pH 7,5) pelo método de esgotamento ¢ mantidas em
estufa a temperatura de 37°C por 16 h. Ap6s esse periodo, uma coldnia foi semeada em 10 ml
de meio LB (peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 1% em pH 7,5) e mantidas a 37°C
com agitacdo até atingir a DOgoy 0,4. As bactérias foram centrifugadas e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi suspenso com 25 ml de CaCl, 0,1 M a 4 °C e deixado no gelo
por 1 h. As bactérias foram entdo centrifugadas 10 min a 2500 x g e o precipitado foi
suspenso com 5 ml de CaCl, 0,1 M a 4°C contendo glicerol 20% e mantido 30 durante min
em banho de gelo. Posteriormente, as bactérias foram aliquotadas em fragdes de 150 pl e

armazenadas a -80 °C.

3.1.2 Transformacao das bactérias E. coli

As bactérias E. coli DH5a e B121(DE3) foram transformadas com o vetor que contém

a seqiiéncia de nucleotideos que codificam a protease TEVwr, fornecido pelo Laboratorio de

Bioquimica Estrutural do Instituto Pasteur de Paris. Um volume de 2 ul de plasmideo foi
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acrescentado a 100 pl de bactérias competentes € mantido 30 min a 4 °C, 2 min a 42 °C e
novamente a 4 °C por 2 min. Apos esse periodo, foram adicionados 500 pl de meio LB e as
bactérias foram mantidas a temperatura de 37 °C por 1 h. As bactérias foram entdo semeadas
em placa de petri com meio LB-agar contendo ampicilina (100 pg/ml) e mantidas a
temperatura de 37 °C por 16 h.

Para a obtengdo de transformantes da protease TEVgy, bactérias E. coli DH5a e
BL21(DE3) pLysS foram transformadas com o vetor pTH24-TEVsy obtido do grupo de
Helena Berglund (Instituto Karolinska, Suécia) (VAN DEN BERG et al., 2006), conforme
protocolo descrito anteriormente. Para a selegdo de bactérias E. coli BL21(DE3)pLysS
transformadas com o plasmideo, foi adicionado cloranfenicol (50 pg/ml) ao meio de cultivo
LB-4agar, além da ampicilina.

O substrato utilizado para os ensaios de atividade da protease TEV foi a proteina
fosfotirosina fosfatase de T. cruzi (PTP) de aproximadamente 20 kDa, a qual foi clonada pelo
grupo do Prof. Samuel Goldenberg (Instituto de Biologia Molecular do Parana-IBMP, Brasil).
O vetor de clonagem foi o pDEST17, o qual permite a inser¢do de um sitio de clivagem da
TEV entre a cauda de histidinas e a seqiiéncia da proteina recombinante. As bactérias E. coli
BL21(DE3)pLysS foram transformadas com esse vetor e selecionadas adicionando-se
ampicilina (100 pg/ml) e cloranfenicol (50 pg/ml) ao meio de cultivo LB-agar.

Com as colonias de E. coli DH5a transformadas foi realizado um cultivo de 5 ml de
LB contendo ampicilina (100 pg/ml) para a preparagdo de um estoque de DNA plasmidial,
utilizando-se para extracdo do DNA o kit MiniPrep-QIAGEN, seguindo o protocolo padrao
do fabricante. Para posterior expressdo das proteinas, foi preparado um estoque a -20°C de
bactérias E. coli BI21(DE3) ¢ BL21(DE3)pLysS transformadas a partir de um precipitado de

50 ml de cultivo, suspenso em glicerol 50 % previamente autoclavado.
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3.2 Expressao das proteinas recombinantes

3.2.1 Expressado da protease TEVwr

Para a expressdo da protease TEVwr, 10 ml de LB-ampicilina (100 pg/ml) foram
inoculados com o estoque de bactérias E. coli BL21(DE3)-TEVwr mantidas em glicerol a
-20°C. O crescimento foi realizado a 37°C por 16 h e utilizado para inocular 1 1 de LB-
ampicilina (100 pg/ml) a uma dilui¢do 1:200. O cultivo foi mantido a temperatura de 37°C
sob vigorosa aeragdo (140 rpm) até uma DOgg correspondente a fases de crescimento
exponencial previamente determinadas. Foram realizados testes de expressdo da protease
TEVwr com 0,5 mM de isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG) nas seguintes condicdes: 3 h a
37°C, com indugdo no inicio da fase exponencial (DOgyy ~0.02), metade da fase exponencial
(DOgoo ~0.30) e final da fase exponencial (DOgpo ~1.2) € também 16 h a 15°C, 22°C e 30°C
com indu¢do na metade da fase exponencial. Apds esses periodos, os cultivos foram
centrifugados a 2500 x g por 20 min e os sobrenadantes descartados. A protease TEVwr foi

purificada da fracdo soluvel e insoluvel.

3.2.2 Expressao da protease TEVsy e da proteina PTP de T. cruzi

Para a expressdo da protease TEVsy e da proteina PTP foram utilizadas os estoques de
bactérias de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas que estavam armazenadas em glicerol a -
20°C. O crescimento foi realizado a 37°C conforme descrito para a protease TEVyr até uma
DOgoo de ~0.6, adicionando-se cloranfenicol (50 png/ml) e ampicilina (100 pg/ml) ao meio de
cultivo. A expressdo da protease TEVgy foi induzida com 1,0 mM de IPTG por um periodo de

20 h a 20°C conforme descrito por van den Berg et al. (2006) e a expressdo da PTP foi
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realizada com 0,5 mM de IPTG durante 16 h a 15°C. Apos esses periodos, os cultivos foram
centrifugados a 2500 g por 20 min e os sobrenadantes descartados. As proteinas foram

purificadas a partir da fracdo soluvel.

3.3 Purifica¢io das proteinas recombinantes

3.3.1 Purificagdo da protease TEVwr a partir da fragdo soltvel

As células frescas, obtidas de 1 1 de cultivo realizado com indugdo a 30°C e 22°C
durante 16 h foram suspensas em 30 ml de tampao de lise em condi¢des ndo desnaturantes
(Tris-HCI1 20 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, glicerol 10 %, imidazol 10 mM e inibidores de
protease) (Boehringer Maneheim, GmbH, Germany) e rompidas por sonicacdo (Fisher
Scientific Model 60 Sonic Dismembrator) em 10 ciclos de 1 min em banho de gelo. O
sobrenadante de lise foi centrifugado a 4°C por 1 h a 8500 x g e depois imobilizado em 3 ml
de suporte Chelating Sepharose (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) previamente
ativada com CuSO4 0,1 M, por 1 h a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Para
eliminar os contaminantes, o suporte foi lavado com tampdes de lavagem (Tampao A: Tris-
HCI1 20 mM, pH 8,0, NaCl 500 mM, glicerol 10%, imidazol 20 mM, triton X-100 0,5%, B-
mercaptoetanol 1 mM e Tampao B: o mesmo que A, mas com imidazol 30 mM). A protease
TEVwr foi eluida do suporte em 5 etapas: quatro elui¢des com 3 volumes de coluna (VC)
com tampao A sem triton X-100, contendo imidazol 300 mM e uma ultima elui¢do com 3 VC

com o mesmo tampao contendo imidazol 500 mM.

3.3.2 Purificacdo da protease TEV wr a partir da fracéo insoluvel
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As células frescas, obtidas de 1 I de cultivo foram suspensas em 50 ml de tampao de
lise em condi¢des desnaturantes (Tris-HCL 10 mM, pH 8,0, NaH,PO4 100 mM, GuHCI1 6 M),
mantidas em banho-maria 65°C por 30 min para dissolver o precipitado e posteriormente
submetidas a sonicacdo. O sobrenadante foi centrifugado e imobilizado em 4 ml de suporte
Chelating Sepharose, conforme o protocolo descrito anteriormente. As lavagens do suporte e
eluicdo da proteina foram realizadas utilizando o tampao (NaH,PO4 100 mM, uréia 8 M, Tris-
HCI1 10 mM) a diferentes pHs (lavagem: pH 8.0 e pH 6.0 ¢ eluicao: pH 4.0). O suporte foi
lavado 4 vezes com 5 VC a pH 8,0 e pH 6,0 ¢ eluida 4 vezes a pH 4,0, utilizando-se 3 VC.
Para a renaturacdo da proteina, as eluigdoes foram ajustadas a pH 8,5 e a proteina foi dialisada
2 vezes a 4°C em tampao de dialise (Tris-HCI 100 mM, pH 8,5, NaCl 500 mM, EDTA 0,5
mM, glicerol 20%, DTT 5 mM) e por ultimo dialisada duas vezes no mesmo tampao

contendo glicerol 40%.

3.3.3 Purificacdo da TEVsy e da PTP de T. cruzi a partir da fracéo soltvel

Para a purificacdo da TEVgy, foi utilizado o protocolo de purificagdo da TEVyr a
partir da fragcdo solivel com modificagdes: foram utilizados 50 ml de tampao de lise; o
sobrenadante de lise foi imobilizado em 6 ml de suporte a 4°C e os tampodes de lavagem nao
continham triton X-100 (adaptado de VAN DEN BERG et al., 2006). A proteina foi dialisada
em tampao C (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, NaCl 200 mM, EDTA 2 mM, glicerol 20%, DTT 2
mM) com concentragdes decrescentes de imidazol (150 mM, 75 mM, 35 mM e sem
imidazol). O mesmo procedimento foi realizado para a proteina PTP de T. cruzi, porém
suspendendo-se as células obtidas a partir de 1 1 de cultura em 30 ml de tampao de lise,
imobilizando-se o sobrenadante de lise em 3 ml de resina a 4°C e utilizando-se os tampdes de

lavagem A e B, contendo triton X-100 0,5%.
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Depois da dialise, as proteinas TEVwrt, TEVsy e PTP foram centrifugadas a 2500 g por
10 minutos para eliminar os possiveis materiais precipitados e concentradas por ultrafiltragao
(Amicon Ultra-15 Millipore, membrana de poro de 10 kDa). A concentragdo protéica foi
determinada por uma curva de calibracdo obtida com diferentes concentracdes de BSA 1
mg/ml utilizando a metodologia de Bradford (Biorad) (BRADFORD, 1976). A pureza das
amostras foi analisada por eletroforese em gel SDS-PAGE 12% (Sodium Dodecyl Sulfate —
Polyacrylamide Gel Electrophoresis), corado com Azul de Coomassie R-250.

Para melhorar a purificagdo das proteinas e separar as proteinas monoméricas dos
possiveis agregados presentes nas amostras, foi realizada uma etapa adicional de gel filtragao.
Foi utilizada a coluna Superdex 200 16/60 em um sistema HPLC (AKTA Basic, General
Eletrics) para a analise de quantidades preparativas de proteina. A coluna de 150 ml foi lavada
com 2 VC de agua MilliQ (previamente degaseificada durante 15 min ao vacuo) e equilibrada
com 2 VC do tampao C previamente filtrado por 0.22 pum (Millipore) e degaseificado. Foram
injetados 5 ml de cada amostra a um fluxo de 0,8 ml/min. O volume dos picos
correspondentes a TEVwr, TEVgy e PTP foram coletados, concentrados (Amicon Ultra-15

Millipore, membrana de 10kDa) a 2 mg/ml, aliquotados e congelados a -20 °C.

3.4 Obtencio e caracteriza¢ao do biocatalisador de TEV imobilizada

As proteases TEVwr ¢ a TEVgy foram imobilizadas covalentemente em trés suportes
de agarose: um ativado com grupos tiolsulfinato (TSI-agarose) (BATISTA-VIEIRA et al.,
1994), outro com grupos aldeido (G-agarose) (GUISAN et al, 1997) e outro ativado com
grupos tiol e epoxi (GRAZU et al., 2003). Estes suportes foram sintetizados durante um

estagio realizado no Laboratorio de Bioquimica da Faculdade de Quimica de Montevidéu, o
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qual ¢ dirigido pelo Dr. Batista Vieira. Este grupo possui reconhecida experiéncia em

imobilizagdo de proteinas.

3.4.1 Sintese do suporte tiolsulfinato —agarose

O suporte tiolsulfinato-agarose (TSI-agarose) foi preparado e titulado, essencialmente
como descrito por Batista-Vieira et al (1994). Neste método, primeiramente ocorre a reagao
da epicloridina com a agarose em meio alcalino, formando grupos oxirano. Os grupos
oxiranos reagem com tiosulfato de so6dio e sdo convertidos a grupos tiolsulfato, os quais sao
finalmente reduzidos com DTT a grupos tiol. A formagdo dos grupos tiolsulfinato ocorre em
duas etapas: primeiramente os grupos tiol sdo oxidados com ferrocianeto de potassio
formando estruturas de dissulfeto e posteriormente ocorre a formagdo dos grupos
tiolsulfinatos através do controle da oxidagdo dos grupos dissulfeto da agarose com o agente
oxidante monoperodxiftalato de magnésio (Figura 4.6 A). Para quantificar os grupos
tiolsulfinato, primeiramente ¢ adicionado glutationa reduzida (GSH) ao suporte e depois os
grupos GSH livres na solucdo sdo titulados. Os grupos GSH livres reagem com 2,2°-
dipiridildissulfeto (2-PDS) formando 2-tiopiridona e a absorbancia ¢ medida a 343 nm. O

coeficiente de extingdo molar para a 2-tiopiridona a 343 nm ¢ 8.02x10° M .cm™,

3.4.2 Sintese do suporte glutaraldeido-agarose

O suporte glutaraldeido-agarose (G-agarose) foi preparado e titulado conforme
descrito por Guisan et al. (1997). Neste método, primeiramente ocorre a reacdo da agarose
com glicidol em meio alcalino na presenca de borohidreto de s6dio. O suporte gliceril-agarose

formado na reagdo ¢ oxidado com periodato de sddio a glioxil-agarose. Os grupos aldeidos
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obtidos sdo titulados através de uma titulacdo indireta com iodeto de potassio pelo ndo
consumo de periodato de so6dio. O suporte glioxil-agarose ¢ tratado com etilediamina a pH
10,0 formando bases de Schiff, em seguida reduzidas com borohidreto de sédio para formar
ligacdes alquil-amina estaveis (suporte amina-agarose). Foram sintetizados dois suportes, um
com alta e outro com baixa carga de grupos amino. A ultima etapa da sintese do suportes G-
agarose consiste na reagdo dos grupos amina com glutaraldeido, formando suporte

Glutaraldeido-agarose (Figura 4.6 B).

3.4.3 Sintese do suporte epoxi-piridil-dissulfeto agarose

O suporte epoxi-piridil-dissulfeto agarose (ET-agarose) foi preparado conforme o
método descrito por Grazu et al. (2003), com algumas modificagdes. Para a sintese dos grupos
epoxi, adicionou-se epicloridina em meio alcalino as esferas de agarose, como descrito por
Axén et al. (1975). A analise dos grupos epodxi foi realizada conforme descrito por Sundberg e
Porath (1974). Para parcial tiolacdo desses grupos com DTT, 200 ml de bicarbonato de
potassio 0,2 M, pH 8,5 ¢ 200 ml de EDTA 1 mM contendo DTT 22 mM foram adicionados a
10 g de suporte epoxi-agarose previamente lavado com agua destilada. A mistura foi mantida
a temperatura ambiente durante 1 h e a rea¢do foi parada com a lavagem do suporte por
filtragdo em um frasco de sucg¢do com bicarbonato de potassio pH 8,5, dgua destilada e
finalmente com acetato de soédio pH 5,0. O suporte parcialmente tiolado foi armazenado em
fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0 a 4°C até o uso. A quantidade de grupos tidis no suporte de
agarose parcialmente tiolado foi determinada espectrofotometricamente pela titulagdo com 2-
PDS (solugdo saturada 1,5 mM preparada durante 30 min de agitagdo e posterior filtragdo)
dissolvida em fosfato de so6dio 0,1 M, de acordo com Brocklehurst et al. (1973). Em seguida,

o suporte epoxi-agarose parcialmente tiolado foi suspenso em 200 ml de uma solucdo 1:2



36

(v/v) de fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,0 e acetona, contendo 2-PDS em excesso de duas vezes
em relagdo a quantidade de grupos ti6is do suporte. A suspensao foi agitada durante uma 1 h
a temperatura ambiente e depois o suporte foi lavado com fosfato de sédio 0,1 M pH 8,0 e
com EDTA 1 mM. O suporte epoxi-piridil-dissulfeto agarose (ET-agarose) formado foi
armazenado em fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0 a 4°C. A titulacdo dos grupos 2,2-
piridildissulfeto ¢ baseada na liberagdo da 2-tiopiridona apdés reducdo do suporte 2-
piridilssulfeto-agarose com DTT. Para a quantificacdo, uma aliquota do suporte seco por
vacuo foi suspensa em fosfato de s6dio 0,1 M pH 8,0, contendo DTT 25 mM e mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente durante 30 min. O sobrenadante foi filtrado e a absorbancia
medida a 343 nm. O coeficiente de extingdo molar para a 2-tiopiridona a 343 nm é 8.02x10°

M .cm'l.

3.4.4 Imobilizacdo da protease TEV em TSl-agarose

Para imobilizar a TEV pelos grupos tiol das cisteinas, adicionou-se 1 ml de tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 contendo 1 mg de enzima a 0,1 g do suporte TSI-agarose seco
vacuo. A imobilizacdo foi realizada a 4°C por 16 h com agitacdo ¢ em seguida o suporte foi
lavado com o mesmo tampao de dilui¢do da enzima. Para o bloqueio dos grupos reativos
remanescentes, 0,1 g do suporte TSI-agarose seco por vacuo foi suspenso em 1 ml de tampao
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0 contendo glutationa reduzida 2,5 mM e mantido a temperatura
ambiente com agitagdo durante 60 min. Posteriormente, o suporte foi lavado com 3 ml de
tampao D (fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0, NaCl 0,5 M), lavado 3 vezes com 3 ml de tampao
E (fosfato de s6dio 0,1 M pH 7,0, glutationa reduzida 2,5 mM) e adicionou-se 1 ml de tampao
E e manteve-se a temperatura ambiente com agitacdo por 30 min. Em seguida, lavou-se

novamente o suporte TSI-agarose com 3 ml de tampao D, com 3 ml de tampao E e novamente
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com 3 ml de tampao D. Finalmente, o suporte foi lavado com 5 ml de tampao de atividade

(Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, EDTA 0,5 mM, DTT 0,5 mM) e utilizado imediatamente.

3.4.5 Imobilizacdo da protease TEV em G-agarose

O suporte G-agarose que permite a imobilizacdo da protease TEV pelos grupos e-
amino das lisinas foi obtido a partir da ativagdo de um suporte amino-agarose com alta carga
de grupos reativos (75 pumoles de grupos amino / g de gel seco por vacuo) e outro com baixa
carga (15 umoles de grupos amino / g de gel seco por vacuo) com glutaraldeido. Para isso, 0,1
do suporte amino de alta e baixa carga foram suspensos em 112 pl de tampao fosfato de sodio
0,2 M pH 7,0. Em seguida, foram adicionados 168 pL de glutaraldeido 25% e agitou-se a
temperatura ambiente por 12-14 h. Apoés esse periodo, os suportes foram lavados
abundantemente com agua destilada e equilibrados com tampao fosfato de sédio 0,1 M pH
8,0. Esses suportes foram chamados de G75-agarose e Gl5-agarose, de acordo com a
quantidade de pumoles de grupos amino / g de gel seco por vacuo que continham previamente
a ativagdo com glutaraldeido.

Para a imobilizagdo da protease TEV, foi adicionado 1 ml de tampao fosfato de sédio
0,1 M, pH 7,0 contendo 1 mg de enzima a 0,1 g de suporte G75-agarose ¢ G15-agarose secos
por vacuo. A imobilizagdo foi realizada a 4°C por 16 h com agitagdo. Ao término desse
periodo, os suportes foram lavados com o mesmo tampao utilizado na imobilizacdo da
enzima. Para a reducdo das bases de Schiff formadas e bloqueio dos grupos aldeido
remanescentes nos suportes, 0,1 g de cada suporte foi suspenso em 1 ml de tampao carbonato
de s6dio 40 mM pH 10,0 contendo 1 mg/ml de borohidreto de s6dio e mantidos a temperatura
ambiente sob agitacdo durante 30 min. Posteriormente, os suportes foram lavados com

tampao de atividade e utilizados imediatamente.



38

3.4.6 Imobilizacéo da protease TEV em ET-agarose

O suporte ET-agarose faz parte de uma nova geragdo de suportes multifuncionais, o
qual contém uma pequena quantidade de grupos tiol € uma maior quantidade de grupos epoxi.
Primeiramente, para a imobilizagdo pelos grupos tiol do suporte, adicionou-se 1 ml de tampao
fosfato de s6dio 50 mM pH 7,0 contendo 1 mg de TEV em 0,1 g de suporte ET-agarose seco
por vacuo. A mistura foi agitada levemente por 16 h a temperatura ambiente e o sobrenadante
foi removido. Para posterior imobiliza¢do pelos grupos epoxi, foi adicionado 1 ml de tampao
carbonato de s6dio 40 mM, pH 9,0, contendo glicerol 20% ao suporte TEVsy-ET-agarose ¢ a
mistura foi agitada a temperatura ambiente por 24 h. Apos esse periodo, o sobrenadante foi
descartado e os grupos epoOxi remanescentes no suporte foram bloqueados com 400 pl de
glicina 3 M, pH 8,50 por 24 h a temperatura ambiente com agita¢cdo. Em seguida o suporte
TEVsy-ET-agarose foi lavado abundantemente com tampao fosfato de s6dio 50 mM e

utilizado imediatamente.

3.4.7 Determinacao do rendimento da imobiliza¢do nos suportes

O rendimento da imobilizag¢do da protease TEV nos suportes TSI-agarose, G-agarose e
ET-agarose foi determinado através da quantificagdo das bandas do gel SDS-PAGE da
quantidade de protease aplicada ao suporte ¢ da quantidade presente no sobrenadante da
imobilizagdo e nos lavados utilizando-se o programa Scion Image Analysis (Scion
Corporation, EUA). A quantidade de proteina imobilizada representa a diferenga entre a
quantidade de TEV oferecida ao suporte e¢ a quantidade de proteina recuperada no
sobrenadante e lavagens. Os resultados foram expressos em porcentagem, considerando como

100% a quantidade de proteina oferecida ao suporte.
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3.5 Teste de atividade da protease TEV solivel e imobilizada

Para os testes de atividade da protease TEV utilizou-se como substrato a proteina PTP
de T. cruzi de aproximadamente 20 kDa, a qual contém uma cauda de histidinas
(MSYYHHHHHHLESTSLYKKAGS) e um sitio de clivagem da TEV (ENLYFQG).

Para os primeiros testes de atividade da TEV soluvel, foi utilizado uma relagdo molar
enzima:substrato de 1:5, correspondendo a 10 ug de PTP e 3 pg de TEVwr ¢ TEVggem um
volume final de 30 pl de tampao de atividade. A reagdo ocorreu por 24 h a temperatura
ambiente e ao final desse periodo retirou-se uma aliquota de 12 pl. A reagdo enzimatica foi
parada adicionando-se 4 ul de tampao de amostra (5x) (Tris-HCI1 0.5 M, pH 8,2, glicerol 10
%, SDS 10 %, DTT 250 mM, azul de bromofenol 0,001 %) e aquecendo-se por 5 min a 95°C.
A amostra foi analisada por SDS-PAGE 15%. Para os primeiros testes de atividade da
protease TEV imobilizada utilizou-se uma relacdo molar enzima:substrato de 3.4:1.
Adicionou-se 250 pl de tampao de atividade contendo 100 pug de PTP a 0,1 g de cada suporte
em uma coluna. A mistura foi mantida a temperatura ambiente com agitagao durante 24 h. Ao
final da reacdo, o sobrenadante foi removido por filtragao, o suporte foi lavado com tampao
de atividade e suspenso em 250 ul do mesmo tampao. Retirou-se uma aliquota de 12 pl do
sobrenadante e da suspensao do suporte e analisou-se por SDS-PAGE 12%. A quantidade de
PTP clivada e ndo clivada foi determinada através da quantificacdo das bandas no gel SDS-
PAGE utilizando-se o programa Scion Image Analysis (Scion Corporation, EUA). Os
resultados foram expressos em porcentagem de substrato PTP clivado, considerando como

100% a quantidade de substrato clivado e ndo clivado presente no gel SDS-PAGE.
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3.6 Comparacio da atividade da protease TEV soluvel e imobilizada

Para comparar o perfil cinético da protease TEV soluvel e imobilizada em TSI-
agarose, foram utilizados 0,04 pg de protease TEV x pul” solivel ou suspensdo da protease
TEV imobilizada em TSI-agarose e uma relacdo enzima:substrato de 1:6,5. Para a TEV
soluvel, 2,28 pg da TEVgy foram adicionados a 15 pg de PTP em um volume final de 65,5 ul
de tampao de atividade. Para a enzima imobilizada, 19 pg of TEVsy foram adicionados a 125
png de PTP em um volume final de 625 pl de tampao de atividade. A mistura foi agitada a
temperatura ambiente, removeram-se aliquotas de 12,5 pl a diferentes intervalos de tempo e
analisou-se por SDS-PAGE. A quantidade de PTP clivada e ndo clivada foi determinada
através da quantifica¢do das bandas no gel SDS-PAGE utilizando-se o programa Scion Image
Analysis (Scion Corporation, EUA). Esta quantificagdo permitiu calcular os pg de PTP
clivada x pg TEV™! e fazer um grafico desses resultados em fungdo do tempo de reagdo. A
atividade da TEV foi determinada na regido linear do grafico e expressa em pg de PTP
clivada x ug TEV™ x h™'. Para avaliar se existiam ou ndo problemas difusionais do substrato,

foram realizados também experimentos utilizando uma relagdo enzima:substrato de 1:13 além

de 1:6,5.

3.7 Teste de estabilidade da protease TEV soluvel e imobilizada

Para avaliar a estabilidade de armazenamento, uma solu¢ao da TEVgy soltvel e uma
suspensao padrdo da enzima imobilizada em TSI-agarose, ambas contendo 0,76 pg/ml foram
armazenadas na geladeira a 4°C por 16 dias em tampao de atividade. Aliquotas foram
removidas a diferentes periodos de tempo e a atividade enzimatica residual foi determinada

como descrito no item 3.7.
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3.8 Capacidade de reutilizacio do biocatalisador da protease TEV

A protease TEV imobilizada no suporte TSI-agarose foi submetida a cinco ciclos de
clivagem. O biocatalisador utilizado nos ciclos de reuso continha 5 mg de TEVgy / g de
suporte. Uma quantidade de 0,1 g do biocatalisador foi adicionada a 100 pg de substrato PTP
em um volume final de 250 ul de tampao de atividade. A reagdo ocorreu a temperatura
ambiente com agitacdo durante 24 h. Ao término desse periodo, o sobrenadante da reacao foi
analisado por SDS-PAGE 12% e os ug de PTP clivados determinados como descrito no item
3.5. Os resultados foram expressos em porcentagem, considerando como 100% a quantidade
de substrato PTP clivado e ndo clivado. Antes de comegar o proximo ciclo, o biocatalisador
foi lavado abundantemente com tampao de atividade e armazenado 24 h a 4°C no mesmo
tampao contendo glicerol 10%. Foram realizados cinco ciclos de clivagem (24 h a
temperatura ambiente) com intervalos de 24 h (armazenamento a 4°C) entre cada ciclo,

totalizando 10 dias de experimento.

3.9 Ensaios funcionais com a PTP de T. cruzi

A atividade da PTP de T. cruzi com e sem cauda de histidinas foi medida a 30°C ¢ a
37°C em 400 pl de tampao Hepes 20 mM, pH 7,0, DTT 20 mM, utilizando p-nitrofenol
fosfato 40 mM (pNPP) como substrato. Utilizou-se 1,5 x10” pumoles de PTP por reagdo ¢ a

quantidade de p-nitrofenol produzida foi determinada através da absorbancia a 410 nm,

1

utilizando o coeficiente de extingdo molar de 17,8 x 10° M cm”
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao das proteinas recombinantes

4.1.1 Otimizacao das condicdes de expressao da protease TEVwr

A producdo de grandes quantidades da protease TEVwr € dificultada devido a baixa
solubilidade da proteina expressa em E. coli. Dessa forma, numa primeira etapa foram
otimizadas as condi¢gdes de expressdo com o objetivo de obter uma maior quantidade da
protease TEVwr na fragao soluvel que o descrito anteriormente (1mg/1 de cultivo) (PARKS et
al., 1995). A expressdo da protease TEVwr foi realizada a diferentes temperaturas (15°C,
22°C, 30°C e 37°C) e fases de crescimento da cepa de E. coli transformada com o vetor que
contém a seqiiéncia de nucleotideos que codifica para a TEVyr. As fases de crescimento da
cepa de E. coli transformada foram previamente determinadas, medindo-se a DO a 600 nm
em fungdo do tempo (Apéndice A). A figura 4.1 A mostra o gel SDS-PAGE da inducdo a
37°C (3h) em trés fases diferentes de crescimento exponencial bacteriano. Nessas condicdes,
observou-se que a protease TEVwr foi expressa principalmente na fracdo insolivel e que a
maior quantidade de proteina foi obtida quando a expressao foi realizada na metade da fase
exponencial. Uma das estratégias utilizadas para aumentar a solubilidade das proteinas
recombinantes ¢ baixar a temperatura de expressao (BANEYX, 1999) para a sintese protéica
ocorrer mais lentamente. Dessa forma, realizaram-se outros testes de expressao a 15°C, 22°C e
30°C, com indug@o na metade da fase exponencial como definido a 37°C. Na temperatura de
15°C ndo foi detectada expressdo da protease TEVwr em nenhuma das fragdes (soluvel e
insoluvel). Nas temperaturas de 22°C e 30 °C, a proteina foi expressa na fracdo soluvel e

insoluvel, porém em pequena quantidade (Figura 4.1 B). Mesmo assim, purificou-se a
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protease TEVwr a partir da fragdo soluvel obtida de um litro de cultivo com indugdo a 22°C e
30°C, mas o rendimento foi menor que 1 mg/l de cultivo (dados ndo mostrados), insuficiente

para realizar os estudos posteriores.
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FIGURA 4.1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% desnaturante (SDS-PAGE) das fraggos solivel (S) e
insoluvel (I) do extrato celular de E. coli BL21(DE3) expressando a protease TEVyr. (A) As células foram
induzidas por 3 h a 37°C com 0,5 mM IPTG a partir de culturas no inicio da fase exponencial. (IE: DOgyy ~0.02),
metade da fase exponencial (ME: DOg ~0.30), final da fase exponencial (FE: DOgyy ~1.2) de crescimento. C:
indica o extrato de células ndo induzidas com IPTG (B) Culturas de bactérias crescidas até a ME e induzidas
com 0,5 mM de IPTG por 16 h a 22°C. Mw: marcador de massa molecular. A fragdo soluvel corresponde ao
sobrenadante do lisado celular e a frag@o insolivel ao precipitado celular suspenso com SDS 2%. O gel SDS-
PAGE 15% foi corado com azul de Coomassie R-250.

4.1.2 Purificagdo das proteinas recombinantes

Como nao foi possivel melhorar a expressao da protease TEVwr na fracao soluvel,
procedeu-se a purificacdo da proteina a partir da fragdo insoluvel. Utilizou-se o protocolo
descrito por LUCAST e colaboradores (2001), porém utilizando-se as condigdes de expressao
otimizadas neste trabalho: 3 h de indugdo a 37°C na metade de fase exponencial. As proteinas
presentes na fracdo insoluvel de 1 1 de cultivo foram dissolvidas e a protease TEVwr foi
purificada por cromatografia de afinidade a metal em condigdes desnaturantes. A proteina foi

eluida da matriz e renaturada através de varias etapas de didlise para retirar gradualmente a
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uréia. A figura 4.2 mostra o gel SDS-PAGE contendo as amostras das diferentes etapas da

purificagdo por afinidade.
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FIGURA 4.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% desnaturante (SDS-PAGE) da purificagdo por
afinidade da protease TEVwr. SN: sobrenadante do lisado celular ap6s 3 h de inducdo com IPTG 0,5 mM a
37°C, FT: proteinas que nao se ligaram no suporte de afinidade: E: eluicdes com 300 mM de imidazol, Mw:
marcador de massa molecular. A migracdo das amostras do SN e FT esta prejudicada devido a presenca de
cloreto de guanidina (GuHCI) nas amostras. O gel SDS-PAGE 15% foi corado com azul de Coomassie R-250.

Diferentemente da protease TEVwr, o mutante soluvel TEVgsy e a proteina PTP de T.
cruzi (substrato da protease TEV utilizado neste trabalho) foram obtidas da fragdo solavel do
extrato celular. As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade a metal em
condigdes ndo desnaturantes a partir da fracao solivel, como descrito em materiais € métodos.
A figura 4.3 mostra os géis SDS-PAGE da purificacao por afinidade da protease TEVgy e da

proteina PTP.
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FIGURA 4.3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% desnaturante (SDS-PAGE) da purificagdo por
afinidade da protease TEVgy e da proteina PTP. SN: sobrenadante do lisado celular, FT: proteinas que ndo se

ligaram no suporte de afinidade: E: elui¢des com 300 mM de imidazol. Mw: marcedor de massa molecular. Os
géis SDS-PAGE 15% foram corados com azul de Coomassie R-250.

A protease TEV em solug@o encontra-se na forma monomérica (PHAN et al., 2002) e
para a PTP de T. cruzi ndo existiam evidéncias experimentais prévias, ja que esta € a primeira
vez que essa proteina foi purificada. Na literatura, os homologos da familia das PTPs sao
proteinas monoméricas em solucdo (VAN ETTEN, 2003). Dessa forma, para separar as
proteinas monoméricas dos possiveis agregados presentes nas amostras e eliminar outros
contaminantes, as proteinas purificadas por afinidade foram dialisadas, concentradas e
posteriormente injetadas em uma coluna de gel filtragdo. A figura 4.4 mostra o perfil
cromatografico das proteinas TEVwr, TEVgy e PTP de T. cruzi eluidas da coluna Superdex
16/60 200. A TEVwre a TEVgy eluiram da coluna de gel filtragdo em um volume de 87,3 ml e
85,6 ml, correspondendo a uma massa molecular de 29 kDa e 33 kDa respectivamente, o que
indica que a protease TEV se encontra na forma monomérica. Os calculos da massa
molecular foram realizados de acordo com uma curva de calibragdo previamente elaborada
injetando-se na coluna proteinas de massa molecular conhecida (Apéndice B). A proteina PTP
eluiu da coluna em um volume de 96,5 ml, que corresponde a aproximadamente 20 kDa e que
indica que a proteina ¢ monomérica em solugdo, como seus homoélogos. O gel SDS-PAGE

dentro da figura 4.4 mostra as bandas das proteinas coletadas em cada pico e observa-se que
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as massas moleculares sdo similares as massas nativas determinadas por gel filtragdo.
Observa-se também que a TEVyr apés a etapa de gel filtragdo permanece com alguns
contaminantes associados. O rendimento da purificacdo das proteinas a partir de 1 1 de cultivo
foi de 20 mg para a TEVwr e TEVsy e de 5 mg para o substrato PTP, o que foi suficiente para

iniciar os proximos ensaios.
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FIGURA 4.4 - Purificagdo das proteinas recombinantes por gel filtragdo. Perfil cromatografico da protease
TEVywr e TEVgy e da proteina PTP. Apds purificag@o por afinidade, as proteinas foram dialisadas, concentradas
e injetadas em uma coluna preparativa Superdex 200 16/60 (item 3.3.3, metodologia). A diferenca do volume de
elui¢do da TEVyr e TEVgy € devida as massas molecular das proteases serem diferentes, 29 kDa para a TEVyr
e 33 kDa para a TEVgy. O pico da TEVgy possui uma absorbancia menor a 280 nm que a TEVwr porque foram
realizadas duas inje¢des com quantidades menores de proteina. Os picos correspondentes as proteinas foram
coletados, concentrados e analisados por SDS-PAGE (12%) (figura inserida).

4.1.3 Teste de atividade da protease TEV soluvel

Para verificar se as proteases TEVwr e a TEVgy eram ativas, realizou-se uma reacao
de clivagem utilizando a proteina PTP como substrato. Apos 24 de reagdo, retirou-se uma
aliquota de 12 pl e analisou-se por SDS-PAGE (figura 4.5). Observou-se que a protease

TEVwr ¢ a TEVgy sdo ativas porque ocorreu a clivagem da cauda His-tag. No gel podemos
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observar o desaparecimento quase total da banda da proteina PTP com cauda (20 kDa) e o
aparecimento de duas novas bandas correspondentes a proteina PTP sem cauda (16,5 kDa) e a

cauda His-tag liberada (3,5 kDa).
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FIGURA 4.5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % desnaturante (SDS-PAGE) da atividade da protease
TEVyr € TEVgy. Adicionou-se 3 pg de TEVyr e TEVgy a 10 pg de PTP e manteve-se a temperatura ambiente
durante 24 h (relagcdo molar enzima:substrato 1:5). A clivagem da cauda da PTP (20 kDa) produziu um produto
de 16,5 kDa e a cauda His-tag de 3,5 kDa. Mw: marcador de massa molecular. O gel SDS-15% foi corado com
azul de Coomassie R-250.

4.2 Sintese dos suportes utilizados na imobilizacao da TEV

Os suportes foram sintetizados a partir de modificacdes dos grupos hidroxila da
agarose, os quais permitem a introducdo de grupos ativos para a imobilizagdo covalente de
enzimas através de protocolos relativamente simples. A figura 4.6 mostra os esquemas das
sinteses dos diferentes suportes utilizados neste trabalho. A quantidade de grupos ativos
(tiolsulfinato) do suporte TSI-agarose foi de 16 pmoles de grupos tiolsulfinato / g de suporte
seco por vacuo. Esse tipo de suporte permite a imobilizagdode proteinas através dos grupos
tiol das cisteinas. Para o suporte G-agarose, a quantidade de grupos amino previamente a

ativacao do suporte amina-agarose com glutaraldeido foi 75 pmoles de grupos amino / g de
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gel seco por vacuo (G75-agarose) e 15 umoles de grupos amino / g de gel seco por vacuo
(G15-agarose). O suporte G-agarose permite a imobilizacdo das proteinas através dos grupos
g-amino das lisinas. Para o suporte multifuncional ET-agarose, o nimero de grupos epoxi foi
de 52,5 umoles de grupos epdxi / g de gel seco por vacuo e de 1,27 umoles de grupos tiol/ g
de gel seco por vacuo. No suporte ET-agarose, a imobilizagdo ocorre primeiramente pelos
grupos tiol das proteinas e em uma segunda etapa através de outros grupos nucléofilos da

superficie da proteina, como os grupos amino das lisinas.

A, Sintese do suporte Tiolsulfinato-agarose
0

AR

0-CH

0 CHQA M OMH 3) FeiCh; O/\/\S 4) WWMPP /\/\5
2

. it N OH | ‘
o 7 DTT o/\/\eH o/\l/\s /\/\s
o-CHEA OH OH
Epdxi-anarose Tiol-agarose Dissulfeto-agarose Tinlsulfinato-agarose

{TSl-agarose)

B sintese do suporte Glutaraldeido-agarose

6]
MH i
H \/\NH hY
0/\( 1) EDA O/VNH ? 3 Glutaraldeido ”N/\/\/O "
0/\/ \/\NH
o/\( 2) NaBH, 2 NN H

Glioxil-agarose Amina-agarose Glutaraldeido-agarose
(G-agarose)

C Sintese do suporte Epdxi-piridil dissulfeto-agarose

o]
i" t o]
—O-CHEA —0-CH, o —O-CHE—L\‘ S@

o SH H
/N _NDTT =0 2)2-PDS |,
—0-CH; 0 - " aH OH —_—

0 0OH o OH
—O-CHE—L\\ - CH, L kN | 0-CH, / N
Epdxi-agarose Epdxi-piridil dissulfeto-agarose

(ET-agarose)

FIGURA 4.6 - Ilustracdo esquematica da sintese dos suportes. (A) Sintese do suporte TSI-agarose. 1) Reacdo
dos grupos oxiranos com tiosulfato de s6dio, formando grupos tiolsulfato, 2) posteriormente reduzidos a grupos
tiol com DTT.3) Oxidagdo dos grupos tiol com ferrocianeto de potassio Fe(CN),~> formando estruturas de
disulfeto. (4) Formacdo dos grupos tiolsulfinatos através da oxidagdo dos grupos dissulfeto da agarose com o
agente oxidante monoperoxiftalato de magnésio (B) Sintese do suporte G-agarose. 1) Reagdo do suporte glioxil-
agarose com etilenodiamina (EDA), formando Bases de Schiff, 2) posteriormente reduzidas com borohidreto de
sodio (NaBH,). 3) reagdo dos grupos amina da agarose com glutaraldeido formando o suporte G-agarose. (C)
Sintese do suporte ET-agarose. 1) Tiolagdo parcial dos grupos epdxi com DTT. 2) oxidag¢do dos grupos tiol com
2,2’-dipiridildissulfeto (2-PDS).
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4.3 Imobilizaciao da protease TEV

Previamente a realizacdo dos experimentos de imobilizacdo, analisou-se a seqiiéncia e
a estrutura da protease TEV utilizando o programa PyMol (DeLano Scientific LLC, EUA). As
analises da estrutura mostraram que 12 das 14 lisinas presentes na protease TEV estdo
expostas e distribuidas por toda a superficie da proteina, das quais trés estdo proximas a
entrada do substrato (K215, K220, K147) (Figura 4.7 A). A protease TEV possui 4 cisteinas,
das quais somente 2 estdo expostas (Cys 130 e Cys 110) e localizadas do mesmo lado da
superficie da TEV e distantes do sitio ativo. A cisteina catalitica (Cys 151) esta localizada no
interior da molécula. Baseando-se nessas informagdes € possivel esperar um comportamento
diferente na imobiliza¢do da protease TEV pelas cisteinas e pelas lisinas. Alguns métodos de
imobilizagdo podem ocultar o sitio ativo ou distorcé-lo, diminuindo a atividade das enzimas

imobilizadas (GOMEZ et al., 2000; TURKOVA, 1999).

1-GESLFKGPRD YNPISSTICH LTNESDGHTT SLYGIGEFGPF IITNKHLERR
NNGTLLVQSL HGVFKVKNTT TLOOHLIDGR DMIIIRMPKD FPEFFPOKLKE
REPOREERIC LVTTNFQTKS MSSMVSDOTSC TEPSSDGIEFW KHWIOQTKDGO
CGSPLYSTRD GFIVGIHSAS NETNTNNYFT SVPKNFMELL THNOEAQOWYS
GWRLNADSVL WGGHKVEFMSK PEEPFOPVKE ATQLMN-236

FIGURA 4.7 - Analise da sequéncia e da estrutura da protease TEV. (A) Lisinas expostas do lado da entrada do
substrato. (B) Cisteinas expostas da TEV. S: substrato peptidico (Phan et al., 2002). A TEV possui 14 Lis
(negrito+sublinhadas) e 4 Cys (negrito). A analise da estrutura da TEV foi realizada utilizando dados da estrutura
da protease TEV: PDB-1LVM e PDB-1LVB_B. As imagens foram criadas usando PyMol e a PDB-1LVB B
(estrutura da protease TEV complexada com o substrato TENLYFQSGT).
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A imobilizagdo da protease TEV no suporte TSI-agarose ¢ baseada na reagdo dos
grupos tiol (-SH) das cisteinas da proteina com os grupos dissulfeto presentes no suporte
solido (tiolsulfinatos) a pH neutro ou ligeiramente alcalino (Figura 4.8 B) (BATISTA-
VIEIRA et al., 1994). O grupo tiol das cisteinas ¢ o unico grupo funcional que permite a
imobilizacdo covalente e reversivel das proteinas. Embora a freqiiéncia (1,73 %) com que os
grupos tiol se encontram nas proteinas (KARLSSON et al., 1998) e a exposicao dos mesmos
na superficie sejam baixas (HERMANSON, 1996), ele ¢ o nucledfilo mais reativo encontrado

nas proteinas (KARLSSON et al., 1998).
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FIGURA 4.8 - Imobiliza¢ao da protease TEV nos suportes. (A) Imobilizagdo da TEV em TSI-agarose através
dos grupos tiol das cisteinas. (B) Imobilizacdo da TEV em G-agarose através dos grupos amino, formando bases
de Schifff, posteriormente reduzidas com borohidreto de sodio. (C) Imobilizagdo da TEV em ET-agarose,
primeiramente pelos grupos tiol e em uma segunda etapa por outros nucleofilos da superficie da proteina.
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A imobilizagdo da protease TEV no suporte G-agarose ¢ baseada na formacgao de uma
base de Schiff entre os grupos carbonila do suporte ativado e os grupos g-amino das lisinas da
proteina (Figura 4.8 B). Uma desvantagem desse método ¢ a reversibilidade das unides por
bases de Schiff em meio aquoso, principalmente em pHs baixos. Isso pode ser evitado pela
reducdo das bases de Schiff com borohidreto de sddio, obtendo-se grupos alquilamino
estaveis. Ao mesmo tempo, o tratamento com borohidreto de sédio também permite reduzir os
grupos aldeido do suporte a grupos hidroxila, evitando liga¢des adicionais entre a proteina e
grupos ativos remanescentes do suporte (CABRAL e KENNEDY, 1991). As lisinas sao
residuos de aminoacidos hidrofilicos geralmente expostos na superficie da proteina. Quando
estdo desprotonadas, tornam-se nucle6filos muito reativos com atomos de cargas +9o
localizadas nas superficies dos suportes. Além disso, as lisinas geralmente ndo estdo
envolvidas no sitio ativo de proteinas (GUISAN, 1988).

A ultima estratégia utilizada foi imobilizar a protease TEV em ET-agarose, onde a
primeira reagdo ocorre entre os grupos tiol da proteina e o grupo tiol do suporte ¢ em uma
segunda etapa ocorre a ligagdo entre outros nucleofilos (Lys, His, Tyr, Ser, etc.) da superficie
da proteina com os grupos epdxi do suporte (Figura 4.8 C). Esta estratégia desenvolvida
recentemente ¢ inovadora, porque permite direcionar o ataque da enzima ao suporte através de
areas definidas na proteina (GRAZU et al., 2003). O direcionamento ocorre pela imobilizagdo
das cisteinas em uma primeira etapa, porque os grupos tiol das mesmas sdo os nucledfilos
mais reativos encontrados nas proteinas. Muitas proteinas nao possuem cisteinas expostas e
nesses casos os grupos tiol podem ser introduzidos quimicamente ou podem ser realizadas
mutagdes na proteina para introduzir cisteinas.

Para a imobilizagdo, foram oferecidos 1 mg de TEVwr e TEVsy a 0,1 g de suporte
secos por vacuo de G-agarose, TSI-agarose e ET-agarose. As misturas foram mantidas a 4°C

durante 18 h com agitagdo. O rendimento da imobiliza¢do foi determinado mediante a
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quantificagdo da proteina clivada e ndo clivada presente nos géis SDS-PAGE, utilizando-se o
programa Scion Image Analysis como descrito em materiais ¢ métodos.

A figura 4.9 mostra que uma alta porcentagem da protease TEV oferecida aos suportes
TSI-agarose ¢ G-agarose foi imobilizada. No suporte TSI-agarose, 96% da protease TEVgsy e
75% da protease TEVwr foram imobilizadas. No suporte G15-agarose foi observado um
rendimento de 87% de imobilizacio da protease TEVgsy. No suporte ET-agarose o

rendimento de imobilizacao foi 75% (Figura 4.10).
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FIGURA 4.9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% desnaturante (SDS-PAGE) da imobilizagdo da
protease TEV em TSl-agarose ¢ G-agarose. (A) Imobilizagdo da TEVgy em TSI-agarose. (B) Imobilizagdo da
TEVwr em TSI-agarose. (C) Imobilizagdo da TEVgy em G15-agarose. (Mw: marcador de massa molecular, linha
1: quantidade de TEV aplicada ao suporte; linha 2: TEV ndo imobilizada ao suporte, linha 3: lavagem do
suporte, linha 4: quantidade de TEV liberada ap6s ferver o suporte na presenga de DTT). O gel SDS-PAGE 12%
foi corado com azul de Coomassie R-250.

Embora as trés estratégias de imobilizacao utilizadas sejam covalentes, a imobilizagao
da protease TEV no suporte TSI-agarose ¢ reversivel. Como esperado, ocorreu a liberagdo da
TEV imobilizada por liga¢des de dissulfeto em TSI-agarose depois de aquecer o suporte em
agua fervente na presenca de tampao de amostra que contém o agente redutor DTT (Figura
4.9 A, linha 4). A reversibilidade das ligacdes covalentes entre a enzima e o suporte TSI-
agarose pode ser 1til, pois permite que ap6s uso extensivo do biocatalisador, o suporte possa

ser reutilizado para uma nova imobilizacdo (CARLSSON et al., 1998).



53

Para o suporte G-agarose, depois de ferver o suporte com tampao de amostra nao foi
observado liberagdo da protease TEV imobilizada, confirmando a irreversibilidade da ligacao
covalente (figura 4.9 B, linha 4). Para o suporte ET-agarose, ap6s ferver o suporte ocorreu
liberagdo inesperada da protease TEV, o que indica que a proteina se imobilizou somente
pelos grupos tiol e ndo pelos grupos epoxi (figura 4.10, linha 3). A realizagdo de uma nova
titulagdo dos grupos epdxi demonstrou a perda dos mesmos no suporte ET-agarose. O suporte
utilizado no artigo que descreve o método original foi sepabeads, que ¢ um suporte comercial
que possui uma alta densidade de grupos epoxi na superficie (~100 poles/ml) e ndo agarose
como o utilizado neste trabalho (GRAZU et al., 2003). Essa perda dos grupos epdxi pode ter
ocorrido durante o transporte dos suportes a temperatura ambiente de Montevidéu a
Florianodpolis. Contrariamente, ndo foi observada a perda de grupos epoxi em suportes
comerciais que ja possuem grupos epoxi, como sepabeads e eupergit (dados ndo mostrados).
Portanto, o suporte ET-agarose necessita de mais etapas de otimizag¢do e caracterizacdo. A
utilizagdo do suporte original sepabeads ao invés de agarose poderia ser uma alternativa mais
vantajosa, ja que a agarose necessita ser ativada com grupos epoxi.

ET-agarose
Mw 1 2 3

41kDa
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FIGURA 4.10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% desnaturante (SDS-PAGE) da imobilizagdo da
protease TEV em ET-agarose. Mw: marcador de massa molecular, linha 1: quantidade de TEV aplicada ao
suporte; linha 2: TEV nao imobilizada ao suporte, linha 3: quantidade de TEV liberada apos ferver o suporte na
presenca de DTT. O gel SDS-PAGE 12% foi corado com azul de Coomassie R-250.
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Como os perfis de imobilizacdo da TEVwr e TEVsy sdo similares nos suportes e
ambas enzimas sdo ativas (item 4.1.3, resultados e discuss@o), os experimentos posteriores
foram realizados somente com a protease TEVsy, pois o protocolo de purificagdo ¢ mais

simples, ja que ela se expressa na fragao soluvel.

4.4 Atividade da protease TEV imobilizada

Para avaliar a atividade da protease TEVsy imobilizada nos suportes TSI-agarose ¢ G-
agarose, foram realizados testes de atividade a uma relagao molar E:S de 3,4:1. Ao término
das reacdes, os sobrenadantes foram separados por filtracdo, retirou-se uma aliquota de 12
ul.e analisou-se por SDS-PAGE. A figura 4.11, linha 2 mostra que a TEV imobilizada em
TSI-agarose cliva 100% da PTP em 24 h a temperatura ambiente. As duas bandas observadas
na linha 1 da figura 4.11 do TSI-agarose supde-se que correspondem a estados de oxidacao
diferentes da PTP, ja que apds incubar essa mesma preparagdo de PTP com 50 mM de DTT
ocorre o aparecimento de uma unica banda em gel SDS-PAGE e apds clivar a cauda (Figura

4.11, linha 2, TSI-agarose), as duas bandas se unificam em uma unica banda.
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FIGURA 4.11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE) das fracdes correspondentes a
atividade da TEV imobilizada em TSl-agarose e G15-agarose.1: PTP utilizada na reagdo, 2: sobrenadante de
reacdo 24 h a temperatura ambiente, 3: proteinas liberadas do suporte ap6s fervé-lo na presenga de SDS e DTT.
O gel SDS-PAGE 12% foi corado com azul de Coomassie R-250.



55

Nas mesmas condi¢gdes, nao houve clivagem da cauda de histidinas utilizando a
protease TEV imobilizada no suporte G-agarose altamente carregado com grupos ativos
(G75-agarose) (dados ndo mostrados). A auséncia de atividade pode ser causada por
distor¢des na conformacdo da protease TEV devido a imobilizagdo ou por inativagdo durante
o processo de bloqueio com borohidreto de sddio, o qual pode produzir efeitos deletérios nas
proteinas (BLANCO e GUISAN, 1989). Entretanto, testes realizados com a enzima soltvel
nas mesmas condi¢des de bloqueio da enzima imobilizada (Apéndice C) descartaram a
possibilidade de perda de atividade durante o bloqueio, sugerindo que a inativagdo ocorre
devido a imobilizagdo. Devido ao maior numero de lisinas presentes na superficie da protease
TEV, provavelmente a imobilizagdo ocorreu por multiplos pontos de unido com o suporte,
causando a perda de atividade por distor¢des na conformagao ativa e/ou obstrugao do local de
entrada do substrato. Em muitos casos, a imobilizagdo covalente por multiplos pontos pode
aumentar a estabilidade de enzimas monoméricas e multiméricas (Figura 4.12), porque
aumentam a rigidez da estrutura tercidria da proteina e¢ a estabilizam frente a agentes como
calor e solventes organicos (GRAZU et al., 2004; LOPEZ-GALLEGO et al., 2005), porém
podem ocorrer alteracdes estruturais, obstrugcdo ou distor¢do do sitio ativo, diminuindo a

atividade das enzimas imobilizadas (GOMEZ et al., 2000; TURKOVA, 1999).

Imobilizacao
uni - pontual miiltiplos pontos
estabilidade + estabilidade +++

FIGURA 4.12 - Imobilizagdo de proteinas por um ou multiplos pontos de unido ao suporte.
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Em uma segunda etapa, a protease TEV foi imobilizada em um suporte com menor
quantidade de grupos ativos (G15-agarose) para verificar se uma interagao da protease por
menos pontos poderia evitar a distorcdo da conformag@o ativa da protease e aumentar a
atividade. A figura 4.11 mostra o gel SDS-PAGE onde se observou atividade no suporte G15-
agarose (da ordem de 50%). Entretanto, a atividade observada ¢ menor que a obtida para a
protease TEV imobilizada em TSI-agarose. A imobilizagdo da protease TEV no suporte TSI-
agarose provavelmente ocorreu de forma uni ou bi-pontual causando menos alteragdes na
estrutura da proteina. Além disso, as cisteinas estdo localizadas distantes do sitio ativo,
conforme a estrutura cristalina, o que nao impediria a entrada do substrato (Figura 4.7 B).

Baseado nesses resultados selecionou-se a imobilizacdo da protease TEV em TSI-
agarose como o suporte mais adequado para ensaios posteriores. No gel SDS-PAGE das
fragoes da atividade da protease TEV (Figura 4.11), observou-se uma ligagcdo ndo desejada do
substrato PTP clivado e nao clivado ao suporte G15-agarose e da PTP clivada no suporte TSI-
agarose (Figure 4.11, linha 3). As causas dessa unido no suporte TSI-agarose foram
investigadas. Verificou-se que a unido da PTP ocorre com o suporte e ndo com a TEV
imobilizada através de um teste no qual se adicionou PTP ao suporte bloqueado com excesso
de glutationa ou B-mercaptoetanol (12,5 mM) e que ndo continha TEV imobilizada (Apéndice
D). Outros testes realizados na presenga de NaCl 1 M e inclusive baixando pH para 2,5,
mostraram que a PTP continuou se unindo ao suporte, na auséncia de TEV, o que sugere que
a natureza da interacdo ¢ covalente reversivel e ndo ionica ou hidrofébica. Portanto, o
substrato PTP estaria interagindo com grupos tiolsulfinato do suporte TSI-agarose, mesmo
apos bloquea-lo com excesso de agentes bloqueadores, sugerindo uma possivel substitui¢ao
dos grupos GSH causada por uma alta concentragdo de PTP (20 uM). A PTP possui cinco

cisteinas, mas ainda nao se sabe se estdo expostas porque a estrutura ainda nao foi resolvida.
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4.5 Comparacio da atividade da protease TEVsy solivel e imobilizada

Para comparar o perfil cinético da protease TEV soluvel e imobilizada em TSI-agarose
foram utilizados 0,04 pg de protease TEV x ul' de solugio de uma suspensdo de
biocatalisador e uma mesma relacdo enzima:substrato 1:6,5. A figura 4.13 mostra o grafico
representando a massa (pug) de substrato PTP clivados por pg de protease TEV em fun¢do do
tempo de reagdo. Para a TEV soluvel, observou-se um comportamento linear até 1 h,
permitindo calcular a atividade da enzima soltvel que foi de 2,48 ug de PTP clivados x ug de
TEV™" x h'. Para a protease TEV imobilizada em TSI-agarose a reagio é linear até 3 h, sendo
a atividade da enzima imobilizada de 0,76 ug de PTP clivados/ug de TEV x h™. Esses valores
de atividade permitiram determinar uma porcentagem de 70 % de inativacdo devido a
imobilizacdo, comparando-se a atividade da enzima solivel em relagdo a imobilizada no
suporte TSI-agarose (figura 4.13). A analise da seqiiéncia e da estrutura da TEV (Figura 4.7
B) mostra que somente duas cisteinas estdo expostas e localizadas distantes do sitio ativo, o
que sugeria que uma imobilizacdo por um ou dois pontos da proteina ndo poderia causar uma
inativagdo como a que foi encontrada. Como as condi¢des de imobilizagdo sdo suaves (pH
8.0) a possibilidade de uma inativagdo devido a essas condic¢des foi descartada. Em muitos
casos, uma menor atividade da enzima imobilizada em relacdo a soltivel pode ocorrer devido
a problemas difusionais do substrato, ocasionados principalmente pela porosidade do suporte
utilizado, neste caso agarose (CALDWEEL et al. 1976; UHLICH, ULBRICHT,
TOMASCHEWSKI, 1996). Alguns estudos demonstraram que quanto menor o didmetro e 0s
poros das particulas utilizadas para imobilizacdo de enzimas, menores sdo os problemas
difusionais e maior a atividade especifica (BAILEY e CHO, 1983; LEE et al., 1980).

Para avaliar esta possibilidade, a atividade da protease TEV foi determinada

utilizando-se uma concentracdo de substrato duas vezes maior que a usada no primeiro ensaio,
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passando de uma relagdo E:S de 1:6,5 a 1:13. Se ocorressem impedimentos difusionais, ao
dobrar a quantidade de substrato, a atividade da protease TEV teria que ser maior em
comparagdo com o ensaio utilizando menor quantidade de substrato. Os resultados mostraram
o mesmo perfil cinético para as duas relacdes E:S utilizadas, sugerindo a auséncia de
problemas difusionais (Apéndice E). Uma outra hipdtese é que a protease TEV em solugdo
poderia estar se comportando diferente que a estrutura cristalina (Figura 4.7), apresentando
mais residuos de cisteinas expostos. Considerando a possibilidade de que a cisteina catalitica
(cys 151) estivesse exposta em solucdo, ela poderia se unir covalentemente ao suporte TSI-
agarose impedindo a reacdo com o substrato, causando a inativacdo da protease. Para
esclarecer melhor essa hipdtese, seriam necessarios estudos complementares por RMN para
avaliar o comportamento da TEV em solu¢do. Foram publicados trabalhos que apresentam
evidéncias de sensibilidade a glutationa (oxidada e reduzida) de proteinas contendo cisteinas
no sitio ativo (BARRET et al., 1999). Portanto, suspeitou-se que a atividade reduzida da
protease TEV imobilizada no suporte TSI-agarose possa ser uma conseqiiéncia da inativagao
da protease com a glutationa utilizada durante o procedimento de bloqueio dos grupos

tiolsulfinato remanescentes no suporte. Essa hipotese esta sendo avaliada no momento.

Cinética da atividade da TEV solavel Cinética da atividade da TEV imobilizada
em TSl-agarose
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Figura 4.13 - Cinética da atividade da TEV solavel e imobilizada. A atividade enzimatica foi medida utilizando
uma relagdo enzima substrato de 1:5 a 25°C. Removeram-se aliquotas nos tempos indicados e analisou-se por
SDS-PAGE 12%. Os valores s8o médias de dois experimentos independentes ¢ as barras indicam o desvio
padrao.
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4.6 Estabilidade a 4°C da protease TEV soluvel e imobilizada

Avaliou-se a estabilidade de armazenamento a 4°C da protease TEV solavel e
imobilizada em TSI-agarose. Ambas foram armazenadas a uma concentracido de 0,76 pg/ul
em tampdo de atividade. A atividade residual foi medida apés 0, 4, 8 e 16 dias de
armazenamento a 4°C conforme procedimento descrito no item 3.7 (figura 4.14). Entre 0 ¢ 8
dias de armazenamento a enzima soluvel perde estabilidade rapidamente, observando-se uma
cinética de inativagdo rapida, com uma atividade residual do ordem de 50% apos 5 dias de
armazenamento. Entre 8 ¢ 16 dias observou-se uma cinética de inativagdo lenta, mantendo-se
uma atividade residual do ordem de 30%. Para a protease TEV imobilizada a atividade
residual observada a tempo O permaneceu relativamente estavel e apos 16 dias de
armazenamento apresentou uma atividade residual da ordem de 50%. Isto indica que a
quantidade de protease imobilizada que permanece ativa no suporte TSI-agarose ¢ trés vezes

mais estavel que a enzima soluvel.

Estabilidade a 4°C
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FIGURA 4.14 — Estabilidade de armazenamento a 4°C da TEV soluvel (quadrados) e da TEV imobilizada em
TSI-agarose (circulos). A TEV soluvel e a imobilizada foram armazenadas a 4°C por 16 dias em tampao de
atividade. Aliquotas foram removidas a diferentes periodos de armazenamento e atividade residual foi analisada
utilizando uma relagdo 1:6,5 (enzima:substrato) como descrito no item 3.7.
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Estudos de cinética de inativacdo térmica de enzimas imobilizadas e de
desenovelamento térmico de enzimas imobilizadas marcadas por fluorescéncia mostraram que
a estabilizagdo por imobilizagdo depende muito da regido pela qual a enzima se imobiliza ao
suporte (MANSFELD et al, 1999). Foi sugerido um modelo que permite entender a
estabilizagdo enzimatica por imobilizacdo (ULBRICH-HOFMANN et al., 1999). Ele se baseia
na concep¢do de que o desenovelamento de uma proteina sob condi¢cdes desnaturantes
comeca em uma regido definida da molécula, conhecida como regido de desenovelamento. Ao
imobilizar uma proteina, a regido de desenovelamento da molécula pode estar livre ou unida
ao suporte por ligacdes covalentes ou ndo covalentes. Portanto, as proteinas em que a regido
de desenovelamento permaneceu livre irdo se desenovelar da mesma forma e com a mesma
constante de velocidade que a enzima solivel. J4 nos casos em que a regido de
desenovelamento se encontre unida ao suporte, o desenovelamento ndo acontecerd. De acordo
com essa teoria, a estabilizacdo de uma proteina por imobilizagcao depende da regido pela qual
ela foi imobilizada. S6 é possivel fazer um desenho dirigido quando se conhece a estrutura da
enzima ¢ sua regido de desenovelamento. Como essas propriedades ndo se conhecem para a
maioria das enzimas, a estabilizagdo por modificagdo quimica ou por imobilizagdo é empirica
(MANSFELD et al., 1999; ULBRICH-HOFMAN et al., 1999). No caso da imobilizacdo da
protease TEV, os resultados obtidos de estabilidade indicariam que a regido de
desenovelamento ja ndo se encontra livre e que isto explica porque se observou estabilizagao

adicional devido a imobilizacao.

4.7 Capacidade de reutilizacao do biocatalisador da TEV

No desenvolvimento dos processos com enzimas imobilizadas, um parametro

fundamental ¢ a estabilidade operacional. Os processos com enzimas imobilizadas somente
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serdo mais econdmicos que 0s processos com a enzima soltvel, se for possivel que a enzima
imobilizada seja capaz de reter consideravel atividade enzimadtica apo6s varios ciclos de uso.
Dessa forma, haveria uma redug¢do no custo operacional advindo do menor consumo de
enzima, além de compensar as despesas adicionas com os processos de imobilizagao (ZANIN
e MORAES, 2004).

Para determinar a atividade do biocatalisador da TEV em condigdes operacionais
foram realizados cinco ciclos de clivagem usando a PTP como substrato. Para cada ciclo de
reutilizacdo, foram utilizados 100 ug de PTP em um volume final de 250 ul de tampao de
atividade temperatura ambiente com agitacdo por 24 h. Na figura observa-se que o

biocatalisador da TEV foi ativo em pelo menos 5 ciclos de clivagem (Figura 4.15).

100 ~
80 -

40 -

% de clivagem

20 +

1 2 3 4 5

Ciclos de reuso

FIGURA 4.15 — Capacidade de reutilizagdo do biocatalisador da TEV. A TEV imobilizada em TSI-agarose foi
submetida a cinco ciclos de clivagem a temperatura ambiente. Foram removidas aliquotas a 24 h de reagdo em
cada ciclo e analisadas por SDS-PAGE 12%.
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4.8 Ensaios funcionais com a PTP de T. cruzi

A atividade da PTP de T. cruzi com cauda de histidinas foi medida utilizando como
substrato PNPP. Embora estudos de RMN de uma dimensdo mostrassem que a proteina se
encontra bem enovelada (Apéndice F) ndo se detectou atividade nas condic¢des testadas.
Baseado nesses resultados suspeitou-se que a cauda de histidinas poderia estar interferindo
com a atividade e realizou-se a clivagem da mesma utilizando o biocatalisador da TEV
imobilizada em TSI-agarose e mediu-se atividade com pNPP a 410 nm. Os resultados
mostraram que a PTP sem cauda foi capaz de produzir p-nitrofenol, porém a atividade foi

muito baixa e novas condi¢des de atividade precisam ser testadas.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A protease TEV tem sido a enzima escolhida para remover a cauda de histidinas em
grandes projetos de gendmica estrutural devido as vantagens que ela apresenta, como alta
especificidade, atividade a baixas temperaturas e na presenca dos inibidores de protease
utilizados durante a purificagdo de proteinas recombinantes. Nesses projetos, onde centenas
de proteinas recombinantes sdo estudadas, ¢ necessario utilizar uma grande quantidade de
TEV para clivar a cauda das mesmas. Por ser economicamente inviavel comprar a TEV
comercial, os laboratérios preferem produzi-la continuamente. Devido a importancia dessa
protease, muitos trabalhos tém sido desenvolvidos buscando aumentar o rendimento da
purificagdo da TEV na fragdo solivel (VAN DEN BERG et al., 2006; FANG et al., 2007;
BLOMMEL e FOX, 2007). O melhor rendimento (400 mg/l) foi obtido com uma nova
constru¢do da protease TEV e utilizando fermentadores (BLOMMEL e FOX, 2007).
Entretanto, ndo sdo todos os laboratdrios que possuem fermentadores para obter essas grandes
quantidades.

Visando diminuir os gastos com a remog¢ao das caudas de proteinas recombinantes,
desenvolvemos um biocatalisador da TEV com alta quantidade de proteina imobilizada no
suporte TSI-agarose (5 mg/g de suporte seco por vacuo) que foi reutilizado em pelo menos
cinco ciclos de clivagem com 100% de atividade. Além disso, ele ¢ mais estavel que a enzima
soluvel. Esses resultados sdo muito promissores € em uma proxima etapa o biocatalisador da
protease TEV sera doado para laboratdrios de cristalografia para remover a cauda de proteinas
que nao cristalizam ou ndo difratam bem.

Seria interessante também analisar se o biocatalisador da TEV ¢ capaz de clivar caudas

de histidina de proteinas maiores, ja que neste trabalho foram analisados somente testes com a
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proteina tirosina fosfatase de T. cruzi de 20 kDa. Como a estrutura da TEV ¢é conhecida, é
possivel gerar novas proteinas TEV com especificidades diferentes por engenharia genética.

A imobilizacdo da protease TEV no suporte TSI-agarose ndo permite a utilizagao de
grandes quantidades de DTT, ja que as ligagdes de dissulfeto entre os grupos tiol da proteina e
do suporte sdo rompidas por esse reagente em altas concentragdes. Por outro lado, esse tipo de
imobilizacdo covalente reversivel ¢ vantajosa, ja que ao diminuir a atividade enzimatica ap6s
uso extensivo, a enzima pode ser liberada do suporte com DTT e o mesmo reutilizado para
uma nova imobilizagao.

A imobilizagdo em suportes que permitam a utilizagao de grandes quantidades de DTT
¢ desejavel, ja que a TEV possui uma cisteina catalitica e provavelmente aumentaria a
estabilidade e capacidade de reutilizacdo do biocatalisadores e em muitos casos os substratos
também necessitam de DTT. Uma alternativa que possibilita a utilizagdo de maiores
quantidades de DTT ¢ a imobilizacdo de enzimas em suportes multifuncionais como tiol-
epoxi, os quais cont€ém uma pequena propor¢do de grupos tiol € uma maior quantidade de
grupos epoxi. Nesse tipo de suporte ocorre a imobilizagdo por multiplos pontos da proteina e
no caso de realizar a atividade na presenga de DTT, a ligacdo dissulfeto entre a TEV e o
suporte seria rompida, porém a proteina continuaria imobilizada pelas unides com os grupos
epoxi. Os suportes ativados com grupos epoxi sdo materiais muito eficientes para
imobilizacdo de enzimas em escala industrial, porque as ligagcdes formadas sdo muito estaveis
e também ¢ possivel estabilizar as enzimas pela unido ao suporte por multiplos pontos
(MATEO et al., 2002). Nesse trabalho, tentamos imobilizar a protease TEV em um suporte
tiol-epoxi sintetizado a partir da agarose, porém verificamos que houve perda de grupos epoxi
nesse suporte. Estamos avaliando a imobilizagdo em um novo suporte tiél-epdxi sintetizado a
partir de sepabeads, que foi o material utilizado no artigo que descreve esse método (GRAZU

et al., 2003). As condi¢des de imobilizagdo ja foram otimizadas para ndo causar inativa¢ao
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enzimatica. Outra alternativa poderia ser a realizacdo de mutacdes na protease TEV para
incrementar o contetido de lisinas ou cisteinas do lado oposto do sitio ativo, fazendo com que
a TEV se imobilize por essas regides e ndo obstrua a entrada do substrato.

Esse trabalho motivou as pesquisadoras Dra. Cecilia Giacomini e Dra. Gabriela
Irazoqui, especialistas em imobilizagdo de enzimas da Faculdade de Quimica do Uruguai a
continuar caracterizando o suporte multifuncional ET-agarose e outros suportes. Entre as
novas estratégias buscadas estdo: sintetizar suportes multifuncionais com grupos reativos
iminodiacetato-metal(Il) e epoéxi e um suporte ativado com 1-ciano-4-(dimetilamino)-
piridinotetrafluorborato. Esse grupo tem ampla experiéncia em imobilizagdo de enzimas,
porém ¢ a primeira vez que trabalhardo com uma proteina em que o substrato ¢ também uma
proteina o que implica em desafios nas pesquisas a serem realizadas. Nesses estudos, a
protease TEV sera utilizada para clivar a cauda e proteinas recombinantes estudadas no
Instituto Pasteur de Montevidéu. Um projeto em colaboragdo com nossa equipe de pesquisa
foi recentemente apresentado pela Dra. Cecilia Giacomini a 6rgaos financiadores do Uruguai.

Neste trabalho, desenvolvemos um biocatalisador da protease TEV pela imobilizagdo
covalente em TSI-agarose que em termos de atividade, estabilidade, reutilizacdo e tempo

poderia substituir a utilizacao da protease TEV na forma soluvel (Figura 5.1).
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FIGURA 5.1 - Purificagdo de proteinas recombinantes. (A) Clonagem da regido codificadora para proteinas
com caudas de histidinas e com um sitio TEV. (B) Expressao das proteinas. (C) Purificagdo por cromatografia de
afinidade. (D) Gel filtragdo para separar as proteinas dos agregados e contaminantes. (E) Clivagem das caudas
de histidinas. Na utilizagdo da TEV soluvel ¢ necessario realizar uma nova gel filtragdo para separar a TEV da
cauda e da proteina de interesse. Nas clivagens utilizando a TEV imobilizada em TSI-agarose, a TEV ¢é separada
dos produtos da reagdo por filtragdo e a cauda é removida por cromatografia de afinidade. Além disso, a TEV em
TSI-agarose pode ser reutilizada cinco vezes.
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APENDICE A

Curva de crescimento a 37°C das bactérias
E. coli BI21(DE3) e BI21(DE3)TEV
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Curva de crescimento das bactérias E. coli BL21(DE3) e BL21(DE3)TEV a 37°C. As bactérias foram
crescidas em meio LB, adicionando-se ampicilina 100 pg/ul ao cultivo de bactérias transformadas com o
plasmideo da TEV. Foram realizadas leituras no espectrofotdmetro a DOg a cada 20 min. Estabeleceram-se as
seguintes fases de crescimento exponencial: inicio da fase exponencial (IE) = DO600 0.02 (70 min); metade da
fase exponencial (ME) = DO600 0.3 (130 min) e final da fase exponencial (FE) = DO600 1.2 (230 min).
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APENDICE B
Curva de calibragao )
Proteinas Ve VelVo kDa
Superdex 200 16/60prep grade (AKTA)
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Curva de calibragao da coluna GF Superdex 200 16/60. TG: tioreoglobulina, AP: apoferritina, AM: amilase,
AD: alcool desidrogenase, AB: albumina, CA: anidrase carbdnica, BD: blue dextrano, Ve: volume de eluigdo,
V0: volume morto da coluna. As proteinas foram dissolvidas e injetadas na coluna na concentragéo indica pelo
fabricante (GE healthcare).
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APENDICE C
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Teste de estabilidade da enzima soliivel na presenca de NaBH,. A atividade da TEVyr soluvel foi testada
apo6s manter a enzima presenca de 1mg/ml NaBH, durante 30 e 60 min e realizada atividade conforme descrito
no item 3.5. 1: PTP, 2: reacdo TEV+PTP na forma soltavel, 3: reagdo TEV+PTP com NabH4 por 30 min, 4:
reagdo TEV+PTP com NabH4 por 60 min. Mw: marcador de massa molecular. O gel SDS-PAGE 15% foi

corado com azul de Coomassie R-250.
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APENDICE D

Controles realizados para o suporte TSI-agarose. (A) TSI-agarose bloqueado com 12.5 mM glutationa. (B):
TSI-agarose previamente bloqueado com 12.5 mM de B-mercaptoetanol. (C) G-agarose bloqueado com NaBH,
.1: marcador de massa molecular; 2: PTP aplicada ao TSI-agarose, 3: PTP que ndo se uniu ao TSI-agarose, 4:
suporte apos aquecimento em agua fervente na presenga de DTT.
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Atividade TSI1:6,5e TSI 1:13
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Atividade TSI 1:5 e TSI 1:10 apo6s 14 dias de armazenamento a 4°C. Foram realizados testes de atividade

utilizando a relagdo 1:6,5 e 1:13 de enzima:substrato, como descrito em materiais e métodos, item 3.7.
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APENDICE F

b RMN 1D da PTP de T. cruzi

Espectro de ressonincia magnética nuclear de 1 dimensdo. A regido mostrada na figura acima corresponde a
porcao +-6 a 10 ppm e cobre toda a regido amidica da proteina, ou seja, todos os NHs dos aminoacidos. Se eles
estivessem sobrepostos, a proteina possuiria pouca dispersdo dos deslocamentos quimicos ¢ estaria
desenovelada. A figura mostra ampla disperséo e linhas finas de ressonancia. Para a PTP de T. cruzi predominam
hélices, ela estda bem enovelada ¢ possui um tamanho de aproximadamente 20 kDa. Experimento realizado por
Guilherme Razzera (Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear Jiri Jonas -CNRMN- UFRYJ).



