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RESUMO

A expressao heteréloga de genes em microrganismos é ferramenta importante da
biotecnologia pois representa ciclo produtivo mais rapido, econémico e eficaz quando
comparado a métodos para obtencdo das proteinas codificadas a partir dos
organismos de origem. No entanto, a diversidade de técnicas disponiveis na literatura
evidencia a necessidade de utilizar critérios para a selecdo do sistema de expressao
microbiano mais adequado em cada caso. Neste trabalho, foram estudados alguns
dos métodos descritos na literatura cientifica e apresentados os critérios que
permitiram a selecdo da metodologia proposta. Para exemplificar as escolhas
realizadas durante a elaboracdo desta monografia, foi utilizada uma proteina
recombinante concebida em estagios de graduacgao e durante o trabalho de mestrado
do autor. Trata-se da denominada KTIMet, versado sintética de um inibidor de tripsina
do tipo Kunitz enriquecida em metioninas originalmente derivada de soja [Glycine max
(L.) Merrill]. As principais consideragdes para a definicdo da melhor metodologia de
producdo de KTIMet foram: (l) viabilidade da sintese de proteina recombinante
enriguecida em metioninas por bactérias; (Il) viabilidade da expressao heteréloga de
gene codificador de proteina vegetal inibidora de protease em bactérias; e (Ill) testar
a hipétese levantada em analise in silico quanto a reducao da atividade inibitéria em
comparacdo com a proteina nativa. Foram, assim, propostos métodos para a
expressao génica em Escherichia coli, a extracdo de proteinas e a purificacdo de
KTIMet. Esta monografia podera auxiliar na continuidade das pesquisas referentes a
esta proteina, validando os pressupostos originais relacionados as vantagens de sua
incorporagao no conjunto de proteinas da soja quanto aos ganhos nutricionais deste
grdo, os quais sao de grande relevancia econémica no cendrio da industria de

alimentos.

Palavras-chave: Proteina rica em metionina; Soja; Proteina recombinante; Proteina

heter6loga; inibidor de protease; Kunitz; KTIMet.



ABSTRACT

The heterologous expression of genes in microorganisms is an important tool in
biotechnology because it represents a faster, more economical and more efficient
production cycle when compared to methods for obtaining encoded proteins from the
original organisms. However, the diversity of techniques available in the literature
highlights the need to use criteria for selecting the most appropriate microbial
expression system in each case. In this work, some of the methods described in the
scientific literature were studied and the criteria that allowed the selection of the
proposed methodology were presented. To exemplify the choices made during the
preparation of this monograph, a recombinant protein designed in undergraduate
stages and during the author's master's work was used. This is the so-called KTIMet,
a synthetic version of a Kunitz-type trypsin inhibitor enriched in methionines originally
derived from soy [Glycine max (L.) Merrilll. The main considerations for defining the
best methodology for producing KTIMet were: (l) viability of the synthesis of
recombinant protein enriched in methionines by bacteria; (1) viability of heterologous
expression of the gene coding for a protease inhibitor plant protein in bacteria; and (lll)
test the hypothesis raised in an in silico analysis regarding the reduction of the
inhibitory activity compared to the native protein. Thus, methods for gene expression
in Escherichia coli, protein extraction and purification of KTIMet were proposed. This
monograph will be able to help in the continuity of the research related to this protein,
validating the original assumptions related to the advantages of its incorporation in the
pool of soy proteins regarding the nutritional gains of this grain, which are of great

economic relevance in the food industry scenario.

Keywords: Methionine-rich protein; Soy; Recombinant protein; Heterologous protein;
protease inhibitor; Kunitz; KTIMet.
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1 APRESENTACAO

A expressao de transgenes e a producao heteréloga de proteinas em bactérias
ou fungos tem sido utilizada como método para producado de quantidades suficientes
destas moléculas visando sua caracterizacdo bioquimica. A opcao pela expressao de
um gene de interesse em organismos diferentes daqueles de onde a molécula se
origina tem normalmente razbes técnicas e de ordem pratica. No entanto, requer
cuidados para garantir a quantidade e a qualidade final desejadas do peptideo de
interesse (KAUR et al.,2018; CHEN et al.,2019; CHOI et al.,2020).

Um aspecto a destacar refere-se a adequacao dos cédons originais do gene de
interesse ao padrao de codificagdo do microrganismo selecionado para o sistema de
expressdo. Em alguns casos, a presenca de cddons raros pode impedir ou reduzir a
taxa de traducdo do &cido ribonucleico (RNA) mensageiro (mMRNA) nas células
escolhidas para producao heteréloga, levando a um baixo rendimento na producao da
proteina desejada (PETI;PAGE,2007; KAUR et al.,2018), por exemplo.

Também € preciso analisar a questdao do enovelamento correto da proteina
apoés a traducdo, com formagéo de estruturas secundarias e terciarias presentes no
organismo de origem, normalmente resultantes da formacéo de pontes dissulfeto. A
formacao de eventuais estruturas quaternarias (formagéao de subunidades), também
pode ser necessaria para a manutencao da atividade da proteina-alvo (UTSUMI et
al.,2002; BASTOLLA;DEMETRIUS,2005; SINGH;PANDA,2005)

Outro ponto de atencao deve ser a eventual necessidade de processamento do
peptideo ap6s a traducdo, com insercdo de moléculas adicionais (glicosilacao,
fosforilacdo etc.). Este processamento podera requerer o transito do peptideo por
compartimentos celulares com auxilio de peptideos sinais. Esta condicao,
dependendo do tipo de célula utilizada, pode ou nao estar inviabilizada. Neste caso,
outras estratégias deverdo ser combinadas, ou outro tipo de célula devera ser
escolhido de modo a alcancar o resultado mais adequado (HUNT,2005;
KHOW;SUNTRARACHUN,2012; CAl et al.,2019).

Por fim, é importante considerar, em uma producgao heteréloga de proteinas, a
massa e a quantidade da proteina-alvo que o organismo selecionado sera capaz de
lidar. A formacgao de clusters ou agregados de proteinas (inclusion bodies ou corpos
de inclusdo) é comum sempre que o microrganismo tem alguma dificuldade em manter

a proteina soluvel em seu citoplasma como relata KAUR et al. (2018) . Neste trabalho,
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os autores também abordaram a questdo da toxicidade da proteina para a célula
hospedeira, que normalmente €& contornada direcionando a expressao para 0
periplasma ou via de secrecdo ou, ainda, controlando fortemente a taxa de expressao
do gene e a traducao do transcrito.

Eventualmente, a formacéo de corpos de inclusdo pode auxiliar no isolamento
e na purificacdo da proteina produzida. Porém, neste caso, ira requerer
processamento adicional apds sua recuperacdo do extrato de células visando a
solubilizagdo por meio da desnaturacao e posterior renaturacdo do polipeptideo em
um tampao adequado, de modo a recuperar as caracteristicas originais da molécula,
como realizado por SINGH e PANDA (2005) para o horménio do crescimento (GH, do
inglés, Growth Hormone). Neste trabalho, os autores estudaram em detalhe os
mecanismos de formacdo dos corpos de inclusdo em Escherichia coli, testando
diversos procedimentos de solubilizagdo e renaturacao da proteina produzida.

Considerando todos os aspectos citados anteriormente, a primeira etapa
recomendada para estruturar um projeto de pesquisa voltado a producao heteréloga
de proteinas seria coletar o maximo de informagdes disponiveis sobre 0 gene a ser
expresso e a proteina que se pretende produzir. Com estas informacées em maos, é
possivel antever alguns problemas e orientar as escolhas para as préximas etapas do
processo de expressao. Na sequéncia, € recomendado testar diversos sistemas como
o tipo de célula, o vetor de expressao, sequéncias promotoras, proteinas fusionadas
etc., buscando determinar aqueles viaveis e com melhor desempenho. Apds esta
etapa de testes, dever-se-a selecionar o(s) sistema(s) que demonstraram maior
viabilidade para obtencao do polipeptideo alvo e, sé entdo, desenvolver as melhores
condicdes visando aumentar a quantidade e a qualidade final da proteina produzida
(ROSANO;CECCARELLI,2014; AHMAD et al.,2018).

No segundo capitulo desta monografia é abordada a producao de proteinas
heter6logas em geral, apresentando alguns aspectos da sele¢éao do tipo de células e
os critérios mais conhecidos para uma escolha adequada. A revisao bibliogréafica
sobre os métodos existentes foi direcionada, ja que o objetivo principal foi subsidiar a
construcao de uma metodologia a ser aplicada a uma proteina especifica.

No terceiro capitulo, descrevemos os métodos de extracao e purificagdo de
proteinas voltados para escala laboratorial. A producdo em escala industrial ndo foi
abordada no presente trabalho, mas tal objetivo é previsto a mais longo prazo.
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No quarto capitulo, tratamos de métodos de caracterizacdo bioquimica das
proteinas produzidas. As técnicas quantitativas e qualitativas basicas utilizadas em
pesquisa com proteinas foram abordadas, assim como ensaios para determinacao
das estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das proteinas em geral.
Técnicas voltadas a avaliagdo da atividade enzimética de proteinas também foram
incluidas no trabalho.

Os conceitos teéricos abordados nos capitulos dois, trés e quatro foram
aplicados, a titulo de exemplificacdo, de forma dirigida, no capitulo cinco, para a
proteina KTi enriquecida de metioninas (KTIMet), cujo detalhamento estrutural e
concepgao geral podem ser encontrados na dissertacdo de mestrado do autor
(DELLA_GIUSTINA_NETO,2015).

No presente trabalho, optamos por eliminar diversas etapas do protocolo tipico
de expressao génica e producao de proteinas heterdlogas, buscando na literatura
protocolos ja testados, visando a produgado de proteinas similares a nossa proteina
alvo quanto aos aspectos de tamanho, funcéo e estrutura. Um ponto importante na
escolha de protocolos pré-existentes € a finalidade da sintese proteica. Portanto, os
objetivos do trabalho de referéncia a ser selecionado deverao estar alinhados com a
utilizacdo que se quer dar para a proteina a ser produzida. Com base nestas
consideracoes, elegemos o trabalho realizado por MAJOR e CONSTABEL (2008)
como referéncia inicial para desenvolvimento desta monografia e proposicdo de uma
metodologia visando a producao futura de nossa proteina recombinante. No referido
trabalho, os autores estudaram os aspectos funcionais da familia de genes
codificadores do inibidor de tripsina do tipo Kunitz (KTi, do inglés, Kunitz Trypsin
inhibitor) que servem como fator de protecdo das plantas, no caso especifico de
Populus trichocarpa e Populus deltoides, contra herbivoros. Estes pesquisadores
tinham por objetivo expressar genes e produzir, de forma heteréloga, algumas
proteinas desta familia, preservando sua atividade bioquimica e visando a
comparacao entre estas e um dos inibidores de proteases nativo da soja, o qual foi
objeto de estudo pioneiro em trabalhos publicados por KUNITZ (1946) e KUNITZ
(1947), de onde deriva 0 nome desta molécula.

Os objetivos gerais deste Trabalho de Conclusdo foram: (I) Revisdo dos
principais aspectos envolvidos com a producao heteréloga de proteinas em geral; (II)
Projetar uma metodologia, a ser validada no futuro, para a produ¢ao de uma proteina

recombinante especifica de soja, ja conhecida e estudada anteriormente pelo autor.
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2 PRODUCAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS

A expressao de genes em organismos distintos do original (transgenes) para a
producdo de proteinas heterélogas tem desempenhado um papel importante nos
estudos biotecnoldgicos considerando as possibilidades de controle das etapas e da
aceleracdo do processo, quando comparada com a alternativa de obter estas
proteinas a partir das células e tecidos do organismo de origem (LIN et al.,2004; SHIH
et al.,2004; HUNT,2005; KHOW;SUNTRARACHUN,2012). Portanto, contornar as
dificuldades inerentes a técnica de producdo heterdloga de proteinas € tarefa
permanente dos pesquisadores e das empresas de biotecnologia que desenvolvem
sistemas de expressao heterdloga disponibilizados ao mercado. O conhecimento dos
mecanismos envolvidos em cada uma das etapas e da natureza dos produtos
intermediarios € fundamental para o resultado do processo como um todo, como
abordam os trabalhos de KAUR et al. (2018) e KHOW e SUNTRARACHUN (2012).

Uma questdao sempre presente quando se pretende produzir proteinas em
escala laboratorial é a quantidade de produto necesséaria para realizar todas as
analises para as quais a proteina-alvo esta sendo produzida. Assim, um planejamento
prévio dos ensaios que serao realizados, considerando a quantidade de repeticdes
necessarias e as perdas de material em cada andlise ou processamento, é
fundamental para estabelecer esta quantidade minima (AHMAD et al.,2018).

Admitindo que ja tenhamos conhecimento prévio de parte significativa das
informacgdes disponiveis na literatura especializada sobre o tipo de proteina ou até
mesmo do peptideo especifico que pretendemos produzir, 0 primeiro ponto sobre o
qual devemos dedicar atencao € o tipo de célula a ser utilizado e sua compatibilidade
com sistemas de expressao heterdloga disponiveis no mercado. Estes sistemas
normalmente possuem um vasto ferramental ja disponivel para os pesquisadores, 0s
quais resolvem ou contornam problemas usualmente encontrados pelos usuérios. E
evidente que ao trabalhar com proteinas recombinantes com caracteristicas muito
especificas ou ainda nao conhecidas, provavelmente sera necessario superar
problemas nao previstos pelos fornecedores destes sistemas. Entre os sistemas de
expressao heteréloga mais conhecidos podemos destacar pelo menos dois, que
utilizam organismos procariontes: (I) Sistema pET e (Il) Sistema pGEX.

O sistema pET da Novagen baseia-se na expressao, em E. coli, de genes sob
o controle transcricional de sequéncias derivadas do bacteriéfago T7, sendo
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amplamente utilizado para a producao laboratorial de proteinas recombinantes (YIN
et al.,2007).

O sistema pGEX originalmente concebido pela GE Healthcare Life Sciences
fundamenta-se na expressao de genes de interesse fusionados ao gene da Glutationa
S-transferase (GST, do inglés Glutathione S-transferase) sob controle de um promotor
hibrido (fac), obtido a partir de dois promotores nativos de E. coli que sao o promotor
lac (operon da lactose) e o promotor fpr (operon do triptofano) (DE BOER et al.,19883;
HARPER;SPEICHER,2008; GE_ HEALTHCARE,2013).

Selecionado o sistema de expressao e respectivo tipo de células, sera
necessario definir a linhagem de células e o plasmideo de expressao mais adequados

para a producao do peptideo-alvo, dentro das opgdes de cada sistema.
2.1 TIPOS DE CELULAS OU “CHASSIS” CELULARES DE PRODUGCAO

A selecao do tipo de células precede a escolha do sistema de expressao e
requer uma analise preliminar quanto a diversos aspectos. Assim, devemos avaliar a
compatibilidade geral entre a célula hospedeira, 0 gene a ser expresso e seu produto.
Um tipo de célula mal selecionado poderd resultar em uma série de dificuldades
decorrentes da fisiologia da propria célula tais como funcionamento inadequado da
maquinaria de traducdo, deficiéncia no transporte interno de aminoacidos,
enclausuramento ou ndo do produto em vesiculas, secrecao via membrana plasmatica
ou dispersdo no citosol, impossibilidade de processamento pds-traducional,
degradacao da proteina-alvo e, por fim, morte celular (HANNIG;MAKRIDES,1998;
PETI;PAGE,2007; KHOW;SUNTRARACHUN,2012; CONTRERAS-GOMEZ et
al.,2014; ROSANO;CECCARELLI,2014; AHMAD et al.,2018; KAUR et al.,2018; CAIl
et al.,2019).

A possibilidade de utilizar mais de um tipo de célula ou, ainda, o mesmo tipo
com linhagens diferentes para a expressao heteréloga, dividindo as etapas de
expressao génica e producao do peptideo, pode ser uma alternativa, como relatam
em seu trabalho CHEN et al. (2019). Neste artigo, os autores apresentaram uma
revisdo sobre o assunto abordando diversos trabalhos publicados entre 2014 e 2018,
0s quais introduzem o conceito de “engenharia modular de cocultura”.

Apesar da diversidade de tipos e combinacées de células possiveis, 0s
sistemas de expressao mais conhecidos e difundidos utilizam bactérias (organismos

procariontes), fungos e leveduras (organismos eucariontes). As linhagens derivadas
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da bactéria Escherichia coli K12 tem lugar de destaque na expressao heteréloga de
proteinas com vistas as tipicas analises bioquimicas realizadas em laboratorios. Isto
se deve ao conhecimento ja adquirido sobre este microrganismo, a facilidade de
cultivar e armazenar em ambiente laboratorial e o baixo risco em relacdo a
biossegurancga, ja que é considerado organismo de classe 1 de risco bioldgico, a sua
flexibilidade e variabilidade genética e fenotipica, a capacidade de se reproduzir na
presenca ou na auséncia de oxigénio (aerdbio facultativo), crescimento rapido, meios
de cultivos mais baratos, grande variedade de plasmideos compativeis, além de
varias outras caracteristicas estudadas por PAPANEOPHYTOU e KONTOPIDIS
(2012), SCHLEGEL et al. (2012) e BLOUNT (2015).

Sistemas de produc¢éo que utilizam baculovirus associados a células de insetos
séo bastante conhecidos em escala industrial e tem resultados bastante satisfatorios
quando exigem processamento pés-traducional (CONTRERAS-GOMEZ et al.,2014).

2.2 CRITERIOS PARA SELECAO DO TIPO DE CELULA

Os principais critérios utilizados para a selecdo do tipo de célula, como ja
referido anteriormente, derivam da analise de compatibilidade entre a fisiologia da
célula e as caracteristicas relacionadas a producao da proteina-alvo, desde a
expressao do gene até o peptideo final na sua forma ativa (YIN et al.,2007; AHMAD
et al.,2018; KAUR et al.,2018). No entanto, a simples constatacdo de que um
determinado tipo de célula ndo € o mais adequado em funcao de alguma dificuldade
fisioldgica frente aos produtos intermediarios do processo de expressao nao é
suficiente para descartar sua utilizacdo. Outros fatores como disponibilidade no
laboratério e conhecimento prévio na manipulagdo do microrganismo, ou vantagens
comparativas em relacédo aos custos de cultivo, podem ser decisivos para sua selecao,
sendo necessario, deste modo, criar os mecanismos para superar as dificuldades pela
nao adequagao inicial (BLOUNT,2015; JOSEPH et al.,2015). A seguir, passamos a
descrever 0s principais problemas derivados da escolha do tipo de célula e possiveis

mecanismos para contornar estas dificuldades.
2.2.1 Cobdons raros

A producgao de uma proteina conforme o dogma central da biologia molecular
inicia na transcricao a partir do gene para um mRNA e, deste, a traducao para uma
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sequéncia de aminoacidos conforme o cédigo genético. Uma molécula-chave no
processo de traducdo, o qual ocorre no ribossomo, € o RNA transportador (tRNA),
responsavel por reconhecer, ligar e transportar cada aminoacido, posicionando-o0 no
ribossomo para a formacdo da ligacdo peptidica. Existem moléculas de tRNA
especificas para pelo menos um dos cédons correspondentes a cada aminoécido.
Portanto, a ndo disponibilidade de moléculas de tRNA em quantidade suficiente para
um determinado cédon podera afetar a traducao, reduzindo a taxa de sintese proteica
ou até interrompendo o processo. Sendo o0 codigo genético degenerado, existe mais
de um cddon para a maioria dos aminoacidos. Existem, também, diferengas na
frequéncia de uso destes cddons de um organismo para outro. Ao inserir um gene
para expressao em um organismo diverso do original, é preciso analisar a existéncia
de cddons raros no gene a ser expresso e que sejam incompativeis com o tipo de
célula hospedeira selecionada, como abordam os autores KURLAND (1991);
HERSHBERG e PETROV (2008), e QUAX et al. (2015).

Caso algum cédon presente no gene nao seja usual na célula hospedeira, é
preciso considerar sua alteracdo para outro cédon do mesmo aminoacido. Esta
escolha devera ser realizada de forma antecipada, ja na constru¢do do gene, tendo
em mente a célula em que sera expresso. Na pratica, podem existir restricbes a adotar
um ou outro cédon que facilite a tradugéo do gene e, assim, deve-se entao optar por
utilizar vetores capazes de suprir a demanda de tRNAs para a producdo de uma
proteina, como abordaram os autores KIM et al. (1998); SORENSEN et al. (2003) e
KAUR et al. (2018) ou, ainda, trocar o tipo de célula ou linhagem celular, utilizando
linhagens de E. coli especificas para este fim, como E. coli BL21CodonPlus-RIL,
BL21CodonPlus-(DE3)-RIL-RIPL, Rosetta? e Rosetta-pLysS (NOVAGEN,2011;
JOSEPH et al.,2015).

2.2.2 Processamento pos-traducional

A necessidade de processamento pés-traducional pode ser um impeditivo para
a producao da proteina-alvo em determinados tipos de células. O processamento de
uma proteina ap6s a tradugao pode envolver apenas um conjunto de reacdes aditivas
a molécula do peptideo tais como glicosilacdo, fosforilagdo, metilacdo, etc.
(KRISHNA;WOLD,1993; RAMAZI;ZAHIRI,2021). Outro tipo de processamento pos-
traducional, muito frequente em proteinas heterdlogas, € a formagcdo de pontes
dissulfeto entre residuos de cisteina (Cys). A linhagem de E. coli K12 originais nao
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tém a capacidade de formar este tipo de ligagdo em seu citoplasma. No entanto, ha
sistemas de expressao comerciais com linhagens modificadas desta estirpe de E. coli
com genes capazes de alterar a caracteristica oxi-redutora do citosol, como relata
KAUR et al. (2018). Na tabela 2, abaixo, transcrita dos dados suplementares deste

artigo podemos encontrar varias linhagens com propriedades especificas.

Tabela 2 — Linhagens comerciais disponiveis de E. coli (Transcricdo da Tabela 3 —
Dados Suplementares de KAUR et al. (2018)

Strains Derivation Features Company
. Met auxotroph, Novagen, USA
B634 B-strain | 353 met labelling
Expression host for plasmids/vectors | Novagen, USA;
. that do not use T7 promoter NEB, USA
BL21 B-strain | | 1ost used with pGEX, pMAL, pTrcHis
vectors
Basic IPTG-inducible strain Addgene, USA;
containing T7 RNAP (DE3) Stratagene,
BL21 (DE3) B834 Deficient in lon and ompT proteases | USA; NEB,USA;
Host used for pET series vectors Novagen, USA
BL21 (DE3) pLysS expresses T7 lysozme to Addgene, USA;
plysS BL21 redqce basal expression level. Stratagene,
Toxic protein expression USA
BL21 (DE3) pLysE h_avs higher T7 lysozyme Addgene, USA;
pLysE BL21 expression 'than pL ysS Novagen, USA
Toxic protein expression
RecA-deficient; best for plasmids with | Addgene, USA
BLR (DE3) Bl21 repetitive sequences.
Unstable protein expression
Toxic or insoluble protein expression
Mutated lac permease that allows Addgene, USA
Tuner (DE3) BL21 linear control of expression
Toxic or insoluble protein expression
Double mutant in thioredoxin Novagen, USA
reductase (trxB) and glutathione
Origami K-12 reductase (gor)
(DE3) Facilitate proper folding by enhancing
disulfide bond formation in cytoplasm
Insoluble protein expression
Double mutant in thioredoxin Novagen, USA
reductase (trxB) and glutathione
Origami B BL21 reductase (gor)
Facilitate proper folding by
enhancing disulfide bond formation
AD494 K-12 %utg)tion in thioredoxin reductase Novagen, USA
rX.
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Strains Derivation Features Company
Facilitate cytoplasmic disulfide bond
formation
BL21TrxB(D Bl21 Similar to AD494 Novagen, USA
E3)
B PRARE plasmid contains 7 tRNAs for | Novagen , USA
osetta BL21 rare codons
(DE3) : , :
Eukaryotic protein expression
PRARE plasmid contains 7 tRNAs for | Novagen, USA
rare codons
Rosettg- Origami Eukaryotic protein expression
gami Deficient in lon and ompT proteases
Facilitate cytoplasmic disulfide bond
formation
BL21 (DE3) Expresses rare tRNAs; useful for AT- | Stratagene,
CodonPlus- BL21 rich genomes USA
RIL Deficient in lon and ompT proteases
BL21 (DE3) Expresses rare tRNAs; useful for GC- | Stratagene,
CodonPlus- BL21 rich genomes USA
RP Deficient in lon and ompT proteases
Single mutant Avidis, France
C41(DE3) | BL21(DE3) Membrane bound protein expression
C43(DE3) BL21 Double mutant . . Avidis, France
Membrane bound protein expression
Salt inducible T7 RNA polymerase Invitrogen, USA
Expression is induced with NaCl
BL21-SI BL21 Better/strindent control of toxic gene
expression
Arabinose inducible T7 RNA Invitrogen, USA
polymerase
BL21-Al BL21 Expression is induced with arabinose
Better control of toxic gene
expression
TKB1 BL21 Geperatgs phosphorylateq proteins Stratagene,
(DE3) as it carries elk tyrosine kinase gene | USA
Rhamnose—tunable T7 RNAP Addgene, USA;
Lemo 21 BL21 ?xprefgion alleviates inclusion body | NEB, USA
ormation.
(DE3) (DE3) Toxic, insoluble or membrane protein
expression
T7 Express BL21 Does not restr'ict methy/gted DNA Addgene, USA
General protein expression
T5 promoter efficiently requlated by Addgene, USA;
lac repressor encoded by lacl gene Qiagen,
M15 pREP4 K-12 on pREP4 plasmid Germany

Toxic protein expression
Expression host used mostly with
PQE vectors
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Strains Derivation Features Company
HMS174 K-12 recA mutant Novagen, USA
(DE3) rif resistance
JM 83 K-12 Facilitates the secretion of Addgene, USA
recombinant protein into periplasm
JM109 K-12 recA and endA deficient Novagen, USA
Harbour lacld mutation
TB1 JM 83 | Host for pUC and pMAL vectors NEB, USA
Host for cloning and plasmid Invitrogen, USA;
propagation ThermoFisher
TOP10 DH-108 Expression host used for vectors Scientific, USA;
containing BAD promoter NEB, USA
Carries pREP4 plasmid Qiagen,
Constitutive expression of lac Germany
SG13009 K-12 repressor at high levels
Expression host used with pQE
vectors
dsbC gene for proper disulphide bond | NEB (New
SHuffle B strain | formation England
Enhanced BL21 derivative Biolabs), USA
SHuffle B strain Constitutive expression of disulphide | NEB, USA
Express bond isomerase DsbC
Shuffle T7 K-12 Suitable for T7 promoter-driven NEB, USA
protein expression
L MG194 Host used for vectors containing BAD | Invitrogen, USA
promoter
Labelling of protein with 35S- C. Muller,
DL41 (DES3) methionine and selenomethionine Germany
Chaperone encoded gene adapted to | Agilent
Arctic B strain low temperature Technologies,
express lac, tac and trc promoter-driven USA
expression vector
Arctic T7 promoter-driven expression vector Agilent
. like pCAL and pET vectors Technologies,
express B strain USA
(DE3)

Quanto maior a complexidade do processamento pds-traducional requerido,

mais importante sera a selecdo das células hospedeiras e do sistema de expressao.

2.2.3 Toxicidade da proteina-alvo

A proteina-alvo deve ser avaliada quanto a possibilidade de ser toxica para a

célula hospedeira. Neste caso, normalmente, devemos buscar o direcionamento da

proteina para o periplasma ou reduzir a taxa de expressao génica evitando, assim,
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qualquer acao deletéria para o organismo. Linhagens de células nas quais é possivel
bioquimicamente controlar a indugdo da expressdao também podem ser utilizadas.
Outra possibilidade seria reduzir o niumero de plasmideos no interior da célula ou,
ainda, utilizar linhagens tolerantes a proteina tdxica. Estas sdo, entre outras,
estratégias propostas por ROSANO e CECCARELLI (2014) para contornar o
problema de baixa taxa de expressao devido a toxicidade da proteina para a célula
hospedeira.
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3 EXTRACAO E PURIFICACAO DE PROTEINAS

Selecionamos trés aspectos relacionados diretamente a extracao e purificacao
das proteinas produzidas em sistemas heterélogos para uma analise mais detalhada,
quais sejam: () localizacédo final da proteina; (ll) existéncia ou nao de moléculas

fusionadas a proteina; e (lll) solubilidade da proteina.
3.1 LOCALIZACAO FINAL DA PROTEINA HETEROLOGA

Os sistemas de extracao e purificacdo de proteinas dependem basicamente do
local onde a proteina-alvo serd armazenada. A proteina poderd acumular-se no
citoplasma, no periplasma ou no espaco extracelular, por exemplo. No caso de
sistemas heterélogos, normalmente envolvendo células em lugar de tecidos, o espaco
extracelular referido anteriormente corresponde ao meio de cultivo. Existem
vantagens e desvantagens associadas a localiza¢do da proteina ao final do processo
de producao. A extracao a partir do periplasma €, a principio, preferivel a extracao a
partir do interior da célula (citoplasma), pois neste ultimo caso teremos, em geral, mais
contaminantes e riscos de degradacgao da proteina produzida ou formacao de corpos
de inclusdo. Quanto ao espaco extracelular (meio de cultivo), é necessario
previamente certificar-se da existéncia efetiva de rotas de secrecéo no tipo de células
selecionadas, como abordam HANNIG e MAKRIDES (1998).

3.2 PROTEINAS FUSIONADAS

A utilizacdo de moléculas fusionadas a proteina-alvo € uma das técnicas
empregadas para permitir a separacao efetiva e posterior purificacao da proteina a
partir de extratos brutos de células. Esta estratégia proporciona certa padronizacao
nestes processos, considerando que a molécula fusionada passa a ser uma parte
conhecida da proteina expressa, direcionando, assim, as etapas de extracdo e
purificacdo dos sistemas comerciais existentes. Outras propriedades derivadas da
adicdo de uma proteina auxiliar ao peptideo-alvo justificam eventualmente suas
utilizacées. Entre elas podemos citar o aumento da estabilidade da proteina, o
direcionamento para um compartimento especifico da célula, visando algum tipo de
processamento pds-traducional, facilitar a posterior identificacdo da proteina, a

inativagao bioquimica temporaria, o aumento da solubilidade, etc., como abordado
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nos artigos publicados por FORD et al. (1991); UHLEN et al. (1992), e YOUNG et al.
(2012).

3.3 SOLUBILIDADE DA PROTEINA

A manutencao da solubilidade da proteina durante as etapas de expressao
heter6loga é um aspecto de extrema importancia para a obtencado da proteina-alvo
com rendimento e qualidade adequados. Portanto, devemos sempre buscar,
preferencialmente, uma configuracdo do sistema de expressao que resulte nesta
condicdo. Para isto, € necessario modular a eficiéncia de expressao génica e de
formacao da proteina. Outro aspecto a ser controlado é a temperatura durante o
periodo de inducao, a qual deve ser reduzida de modo a desacelerar as interacoes
que produzem a agregacao das moléculas. Quando se deseja obter uma proteina na
forma soluvel, devemos considerar também o momento exato para iniciar a inducao
da expressao. Deste modo, é preciso determinar, em cada caso, o ponto 6timo da
curva de multiplicagcao celular (inicio, meio ou fim da fase Log) para adicdo de um
indutor quimico no meio de cultivo. Quanto as possiveis medidas de controle
relacionadas ao meio de cultivo, a adigdo de glicose pode, por exemplo, reprimir 0
operador lac, reduzindo a expressao génica e a formacao de proteinas a um nivel
basal. Outros aditivos no meio de cultivo também podem ser utilizados com propdsitos
de permitir o enovelamento correto da proteina, a manutencao de sua estabilidade,
fungbes protetora ou estabilizadora da proteina-alvo. Entre os tipos conhecidos de
aditivos podemos citar: (I) Detergentes, tais como Tween, Triton X-100, Sarkosyl (do
inglés, Sodium lauroyl sarcosinate) e outros; (l1) Agentes Caotrépicos, tais como Ureia,
Guanidina HCI, CaClz, N-Etil-uréia, e outros; (Ill) Aminoacidos e derivados, tais como
Arginina Etil Ester, Glutamato de potassio, e outros; (IV) Agucares e osmdlitos, tais
como Trealose, Manitol, inositol e outros; (V) Etanol, ciclohexanol, e outros. Para
informacdes mais completas, tais como a concentracédo usual, e outras alternativas de
aditivos consultar a tabela 5 do artigo de KAUR et al. (2018)

Por fim, a produgdo conjunta de moléculas chaperonas especializadas na
preservacao da estrutura e funcionalidade da proteina-alvo também € alternativa
plausivel para obter proteinas na forma soluvel (AHMAD et al.,2018; KAUR et
al.,2018).
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4 CARACTERIZAGAO DE PROTEINAS

A caracterizacao de proteinas envolve a determinacao ou confirmacao de sua
estrutura assim como o conhecimento do modo como interagem com outras proteinas,
com as demais moléculas presentes no organismo e com o0 meio em que a célula esta
localizada. Por exemplo, enzimas, fatores transcricionais, de traducgao e de replicacao,
inibidores e ativadores em geral, transportadores de membrana e receptores sao
proteinas com propriedades bioquimicas que determinam seus papeis fisiolégicos nos
seres vivos. Diversos ensaios sdo normalmente utilizados para a caracterizacao
proteica. A seguir, apresentamos resumidamente alguns deles indicando referéncias
para um estudo mais detalhado das técnicas e suas possiveis aplicacoes.

4.1 ENSAIOS QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS

Entre os primeiros ensaios necessarios a caracterizacao proteica estao aqueles
que apenas informem: (I) se a proteina-alvo foi realmente produzida (analise
qualitativa); e (ll) qual a quantidade de peptideo produzido (analise quantitativa). Para
estas primeiras andlises, as amostras obtidas apds o processo de extracdo das
proteinas totais das células poderao ser utilizadas diretamente sem qualquer outro
processamento ou purificacdo preliminar. A seguir, 0os ensaios tradicionalmente

empregados com estas finalidades.
4.1.1 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

O ensaio de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida, com Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS-PAGE, do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) é uma técnica que promove a desnaturacdo de proteinas e de
separacao eletroforética, a qual permite obter estimativas sobre o peso molecular do
peptideo. Conhecida a estrutura primaria da proteina-alvo deduzida a partir da
sequéncia génica (nucleotidica), assim como de qualquer outra proteina ou molécula
fusionada, pode-se inferir o conteldo de uma banda formada no gel comparando sua
posicdo com a posicdo das bandas formadas por um marcador de peso molecular
utilizado (informagao qualitativa), assim como obter uma estimativa da quantidade de
polipeptidio (informacao quantitativa) comparando a intensidade da banda da amostra
com as intensidades das bandas do marcador, cuja quantidade é conhecida. Para
visualizacdo direta e registro das imagens das bandas formadas no gel, sdo utilizadas
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solucdes contendo agentes corantes do tipo Coomassie Blue ou sais de prata que se
ligam a proteina revelando a imagem diretamente no gel. Para realizacdo destas
analises, podemos utilizar protocolo descrito em AUSUBEL et al. (1999).

4.1.2 Western Blot

A técnica de Western Blot permite maior seletividade ou especificidade na
identificacdo da proteina-alvo ao empregar anticorpos em relacdo as técnicas
eletroforética com corante descritas no item anterior, ja que os corantes normalmente
utilizados ligam grupos quimicos presentes na maioria das proteinas de modo
inespecifico.

A técnica de Western Blot inicia com um gel de PAGE ou SDS-PAGE e a
transferéncia das proteinas deste para uma membrana-suporte, podendo ser
composta de nitrocelulose ou néilon, aplicando-se uma corrente elétrica ou por
gravidade. Apds a transferéncia, as superficies livres da membrana (onde nao se
depositaram as proteinas transferidas do gel) sdo recobertas com outra proteina que
nao tem especificidade para ligacdo com os anticorpos selecionados como, por
exemplo, caseina ou albumina (etapa de bloqueio). Na sequéncia, ocorre ligacao dos
anticorpos com as proteinas especificas. Na etapa final de revelacao, os anticorpos
primarios sao ligados por uma segunda classe de anticorpos que, por sua vez, estao
covalentemente ligados a grupos luminescentes, fluorescentes ou enzimas que
catalizam a formacado de produtos de coloracao conhecida e especifica (analise
qualitativa). No caso de anticorpos secundarios fluorescentes ou luminescentes, a
membrana é exposta a filmes autorradiograficos que, posteriormente, sao revelados
fotograficamente. No caso de anticorpos acoplados a enzimas, a membrana-suporte
fica direta e especificamente marcada pela cor dos produtos no local das bandas onde
os anticorpos primarios ligaram (AUSUBEL et al.,1999). Do mesmo modo que na
técnica abordada no item anterior, poderemos também estimar a quantidade da
proteina-alvo pela intensidade da cor produzida com a ajuda de softwares como, por
exemplo, Image-J (SCHNEIDER et al.,2012; MCKENZIE et al.,2015; ANTIABONG et
al.,2016).
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4.2 ENSAIOS PARA DETERMINACAO ESTRUTURAL DA PROTEINA

O conhecimento e a eventual confirmacao das estruturas primaria, secundaria,
terciaria e quaternaria de uma proteina tem grande relevancia no entendimento de
sua funcgéo bioquimica e do seu comportamento fisico-quimico. Portanto, para uma
completa caracterizacao de proteinas, é preciso determinar, ainda que in silico, estas
estruturas para posterior validacdo por meio de técnicas especificas.

Para confirmacdo da estrutura primaria sao utilizados métodos de
espectrometria de massas como a lonizacao e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz
com Analisador de Tempo de Voo (MALDI-TOF, do inglés, Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization -and Time of Flight).

Para obtencdo de informagdes sobre as estruturas secundarias (hélices q,
folhas B, e algas), sua dindmica e estabilidade, pode ser utilizada a técnica de
Dicroismo Circular.

Duas técnicas muito conhecidas e relevantes para estudos estruturais
detalhados de proteinas, envolvendo a estrutura tercidria e quaterndria sdo a
Cristalografia por Raios X e a Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN ou NMR, do

inglés, Nuclear Magnetic Resonance).
4.2.1 MALDI-TOF

O ensaio MALDI-TOF ou qualquer outro método que envolva espectrometria
de massas (MS, do inglés, Mass Spectrometry), permite determinar a estrutura
primaria peptidica, ou seja, a sequéncia de residuos de aminoacidos que compdéem a
cadeia peptidica, assim como eventuais grupos prostéticos ligados a estes residuos
(BONK;HUMENY,2001; KISLINGER et al.,2005; CARDAMONE,2010; KAFKA et
al.,2011; GOMES et al.,2014; HOSSAIN;KOMATSU,2014).

A técnica inicia com a vaporizagdo da amostra depositada sobre uma matriz
formada por acidos organicos fracos, responsaveis pela ionizacdo das moléculas.
Apés a dessorcao das moléculas pela acao de um laser, as particulas carregadas séao
aceleradas em um campo elétrico alcancando os detectores. O tempo de
deslocamento (tempo de v6o) destas moléculas até serem detectadas fornecem os

dados referentes a relagdo entre a massa e a carga da particula.
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4.2.2 Dicroismo Circular

O dicroismo circular permite determinar as estruturas secundaria da proteina
em estudo. Por meio desta técnica, também podemos estudar como é afetado o
enovelamento quando a proteina € exposta a variagdes de pH e temperatura do meio,
acrescentando, assim, mais informagdes sobre a estabilidade da proteina e sua acao
bioquimica. A técnica se utiliza de grupos cromoéforos presentes nas ligacdes
peptidicas e a submisséo da solugao a feixes de radiacao plano-polarizadas na regiao
de UV préximo (320 a 260 nm) e UV distante (240 a 180 nm) que circulam em torno
da amostra no sentido horario e anti-horario. Sado analisadas as diferencas de
absorcdo entre os dois sentidos de rotagdo (MCMILLIN;WALTON,1974;
JOHNSON,1999; KELLY;PRICE,2000; KELLY et al.,2005; BULHELLER et al.,2007;
LOUIS-JEUNE et al.,2012).

4.2.3 Cristalografia por Raios X

A técnica de cristalografia por raios X utiliza a difragéo sofrida por um feixe de
raios X que colide com um cristal da proteina e cujo espectro consequente de
espalhamento de radiagdo é registrado pela sensibilizacdo de filmes
autorradiograficos (GUINIER,1952) e, mais modernamente, por detectores digitais. O
cristal €, normalmente, obtido por um processo lento decorrente da supersaturacao
de uma solugédo a qual contém a proteina a ser analisada e, eventualmente, outras
moléculas que se deseja pesquisar quanto as possiveis interagdes. E um processo
oneroso em tempo e recursos que se justifica pela alta qualidade de seus resultados.
Podemos obter informagcdes referentes a formagdo das estruturas secundaria,
terciaria e até quaternaria, quando existentes, incluindo outras moléculas ligadas a
proteina ou que apresentem algum tipo de interacdo. A principal limitacdo desta
técnica envolve a dificuldade de obtengéo dos cristais. Esta dificuldade eventualmente
resulta na necessidade de utilizar solugdes que interferem no enovelamento nativo da
proteina (MONTELIONE et al.,2000; SMYTH;MARTIN,2000; BILLETER et al.,2008).

4.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear

A técnica de RMN permite que a proteina seja analisada em solugédo com sua
estrutura e atividade integralmente preservadas. E possivel realizar andlises
submetendo a amostra a condicdes diversas como, por exemplo, alterando o pH para
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visualizar os efeitos estruturais (MONTELIONE et al.,2000). A limitagdo quanto ao
emprego desta técnica relacionada a massa (tamanho) da proteina vem sendo
atualmente superada como nos relata em seu trabalho KARUNANITHY et al. (2021)
que apresenta os mais recentes avangos metodolégicos alcancando estudos com
complexos proteicos de até 200 kDa. Assim como a cristalografia por raios X, esta
técnica possibilita conhecer a proteina e suas interacbes com outras moléculas.
Existem algumas peculiaridades da técnica que, dependendo do tamanho da proteina,
é preciso trabalhar com um percentual minimo de is6topos '°C e '°N, considerando
que eles ndo sao abundantes na natureza. (MONTELIONE et al.,2000; STAUNTON
et al.,2003). A técnica de RMN cumpre uma funcdo complementar importante nas
analises estruturais onde nao é possivel obter cristais das proteinas para analise por
difracdo de raios X, ou quando é necessaria a andlise sobre a dindmica da proteina
em estudo. Outros autores podem ser consultados para completa compreensao da
técnica, suas vantagens e desvantagens e, entre eles, podemos citar ZUIDERWEG
(2002); BILLETER et al. (2008); MARKWICK et al. (2008); WAGNER (2010)

4.3 ENSAIOS PARA DETERMINACAO DE ATIVIDADE INIBITORIA

Para caracterizacao de proteinas com atividade bioquimica, sdo necessarias
técnicas destinadas a determinar a atividade enzimatica ou inibitéria de enzimas. Para
as proteinas do tipo inibidores de protease sao utilizados basicamente dois tipos de

ensaios, 0s quais estao descritos resumidamente a seguir.
4.3.1 Ensaio da Benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanilida

O ensaio que utiliza benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA, do inglés,
Benzoyl-DL-Arginine-p-NitroAnilide) descrito no artigo de KAKADE et al. (1974) foi
originalmente desenvolvido com a finalidade especifica de medir a acao inibitéria de
produtos derivados de soja sobre a tripsina, visando aperfeicoar o método publicado
pelo mesmo pesquisador em 1969, quanto a medi¢ao da acao antitriptica de produtos
da soja submetidos a tratamento térmico. Um aperfeicoamento posterior proposto por
HAMERSTRAND et al. (1981) ainda tem sido utilizado para aplicacao desta técnica.
A técnica caracteriza-se pela hidrélise triptica do substrato sintético BAPNA, o qual
libera a p-nitroanilida. Este produto tem cor amarela (absor¢do na faixa de 410 nm).

Quanto mais intensa a cor, menor é a atividade inibitéria sobre a tripsina resultante da
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presenca do analito. Assim, um amarelo intenso representa uma atividade inibitoria
nula, enquanto um amarelo quase inexistente representa uma atividade inibitéria

elevada.
4.3.2 Titulacao Calorimétrica Isotérmica

O ensaio de titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC, do inglés, Isothermal
Titration Calorimetry) permite medir o calor liberado durante a reacao de ligacao entre
moléculas em geral e, entre elas, a reacdo de ligacdo entre uma enzima e seu
substrato. Considerando que o mecanismo de a¢ao de um inibidor de um determinado
tipo de enzima caracteriza-se pela ocupacéo do espaco destinado ao substrato e por
algum tipo de interacdo quimica, a intensidade desta interacdo seria o fator
determinante para aferir a atividade inibitoria. Portanto, se desejarmos comparar a
atividade inibitéria de proteases entre duas moléculas que apresentam este tipo de
comportamento, bastaria medir a liberagdo de calor quando a enzima (no caso, uma
protease) reagir, separadamente, com cada uma das moléculas com efeito inibidor
que se deseja comparar. Detalhes da teoria na qual se embasa esta técnica e
referéncias aos protocolos utilizados podem ser encontrados nos trabalhos de
WISEMAN et al. (1989) e VELAZQUEZ-CAMPOY et al. (2004).
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5 PROPOSICAO DE METODOLOGIA PARA PRODUCAO DE KTIMET

Neste capitulo, sera apresentado e discutido um roteiro para a expressao
heterdloga e producédo da proteina recombinante KTIMet em E. coli, abordando os
tépicos apresentados nos capitulos anteriores.

Para uma melhor visualizacao do conjunto de técnicas sugeridas, que compdem
a metodologia proposta, apresentamos, no Apéndice A, um diagrama com 0 resumo
de todas as etapas projetadas.

5.1 EXPRESSAO HETEROLOGA DO GENE ktimet

A definicao do sistema de expressao inicia pelo conhecimento da proteina-alvo
e suas propriedades principais, tais como estrutura e atividades bioquimicas.

5.1.1 Caracteristicas da proteina KTIMet

KTIMet € uma proteina recombinante com aproximadamente 21 kDa, resultado
da substituicdo de codons de leucina (Leu) e isoleucina (lle) por cédons de metionina
(Met) e cuja sequéncia nucleotidica original foi obtida do GenBank a partir do trabalho
de SEVERIN et al. (2010).

A ideia que deu origem a KTIMet esta relacionada a uma deficiéncia nutricional
caracteristica das leguminosas em geral, entre elas a soja. Esta deficiéncia refere-se
a baixa disponibilidade do aminoacido Met no conjunto geral de proteinas presentes
no grao. Sendo este um aminoacido essencial, ou seja, ndao produzido pelos animais
em geral, deve ser obtido por meio da alimentacao. Assim, a busca de uma proteina
de reserva de metioninas, no conjunto de proteinas da soja, capaz de mitigar esta
deficiéncia tem um valor biotecnolégico relevante, considerando que os produtos
derivados de soja sdo, atualmente, a base da industria mundial de producao de
proteina animal, como principal fonte de proteina para formulacéo de ra¢des animais.

A concepgéo geral da proteina KTIMet, envolvendo, entre outros, os seguintes
aspectos: (l) escolha de um inibidor de tripsina tipo Kunitz para receber as metioninas
adicionais e funcionar como proteina de reserva, (ll) justificativa para substituicao dos
residuos de Leu e lle, encontram-se detalhados na dissertagédo de mestrado do autor
(DELLA_GIUSTINA_NETO,2015) de onde foi retirada Figura 1 apresentada a seguir.
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TAACACTAATTAATGTGAATCATATCAAATAATGAAAAGTAAATAAAATTGTAATTAACTCTATATGTATACACACACAAATA

ATAAATAATAGTAAAAAAAAATTATGATAAATATTTACCATCTCATAAAGATATTTAAAATAATGATAAAAATATAGATTATT
TTTTATGCAACTAGCTAGCCAAAAAGAGAACACGGGTATATATAAAAAGAGTACCTTTAAATTCTACTGTACTTCCTTTATTC
CTGACGTTTTTATATCAAGTGGACATACGTGAAGATTTTAATTATCAGTCTAAATATTTCATTAGCACTTAATACTTTTCTGT
TTTATTCCTATCGTAGTCCCGATTCTCCCAACATTGCTTATTCACACAACTAACTAAGAAAGTCTTCCATAGCCCCC
CAAA ‘ AAGAGCACCATCTTCTTTCTCITTCTCTTTTGTGCCTTCACCACCTCATACCTACCTTCAGCCATCGCTIGATTTC
GTGATGGATAATGAAGGTAACCCTATGGAAAATGGTGGCACATATTATATGATGTCAGACATGACAGCATTTGGTGGAATGAG

AGCAGCCCCAACGGGAAATGAAAGATGCCCTATGACTGTGGTGCAATCTCGCAATGAGATGGACAAAGGGATGGGAACAATGA

TGTCGTCCCCATAﬂKGAATGCGﬂhTTATGGCCGAAGGCCATCCTATGAGCATGAAGTTCGATTCATTTGCAGTTATGATGATG
TGTGTTGGAATGCCTACCGAGTGGTCTGTTGTGGAGGATATGCCAGAAGGACCTGCTGTTAAAATGGGTGAGAACAAAGATGC

AATGGATGGTTGGTTTAGAATGGAGAGAGTTTCTGATGATGAATTCAATAACTATAAGATGGTGTTCTGTCCACAGCAAGCTG

AGGATGACAAATGTGGGGATATGGGGATGAGTATGGATCATGATGATGGAACCAGGCGTATGGTGGTGTCTAAGAACAAACCG

ATGGTGGTTCAGTTTCAAAAAATGGATAAAGAATCAATGGCCAAGAAAAATCATGGCATGTCTCGCAGTGAGTGA|GACACAAG
TGTGAGAGTACTAAATAAATGCTTTGGTTGTACGAAATCATTACACTAAATAAAATAATCAAAGCTTATATATGCCTTCTAAG
GCCGAATGCAAAGAAATTGGTTCTTCTCGTTATCTTTGCCACTTTACTAGTACGTATTAATTACTACTTAATCATCTTGTTAC
GGCTCATTATATCC

Figura 1 — Sequéncia completa do gene ktimet.

Na figura, podemos observar, destacados com fundo cinza e letras em negrito (N), os 41 nucleotideos
alterados de um total de 576, o que representa apenas 7% de bases modificadas na regido codificante,
em relacdo ao gene nativo. Os nucleotideos da sequéncia codificadora do peptideo-sinal (69 bp) estao
destacados somente com fundo cinza- (NNN). O bloco do esta na regiao promotora a -30
do provavel codon iniciador da tradugao ; na regido terminadora esta o cédon terminador . A
sequéncia codificadora da proteina KTIMet esta em caracteres sublinhados O local correspondente ao
sitio ativo no gene nativo estd indicado com uma borda dupla . Edicéo baseada na Figura 10 da
dissertacdo de mestrado de DELLA_GIUSTINA_NETO (2015).

Na figura 2 abaixo, podemos observar a estrutura primaria das proteinas nativa
e recombinante, destacando todas as metioninas adicionadas, o que podera
transformar este peptideo, originalmente destinado a protecao da planta, em proteina
de reserva de metioninas, aumentando seu valor nutricional. Nesta figura, também
podemos constatar que a isoleucina, posicionada no sitio ativo, foi substituia por uma
metionina. Esta substituicdo podera agregar outra propriedade nutricional a proteina
KTIMet ao reduzir ou eliminar a atividade inibitoria de protease.

Sequéncia Nativa (KTi)
MKSTIFFLEFLFCAFTTSYLPSATIADFVLDNEGNPLENGGTYYILSDITAFGGIRAAPTGNERCPLTVVQSRNELD
KGIGTIISSPYE:@FIAEGHPLSLKFDSFAVIMLCVGIPTEWSVVEDLPEGPAVKIGENKDAMDGWFRLERVSDD
EFNNYKLVFCPQQAEDDKCGDIGISIDHDDGTRRLVVSKNKPLVVQFQKLDKESLAKKNHGLSRSE*
Sequéncia recombinante (KTIMet) - para expressdo em soja
MKSTIFFLFLFCAFTTSYLPSATIADFVMDNEGNPMENGGTYYMMSDMTAFGGMRAAPTGNERCPMTVVQSRNEMD
KGMGTMMSSPYEEEFMAEGHPMSMKFDSFAVMMMCVGMPTEWSVVEDMPEGPAVKMGENKDAMDGWFRMERVSDD
EFNNYKMVECPQQAEDDKCGDMGMSMDHDDGTRRMVVSKNKPMVVQFQKMDKE SMAKKNHGMSRSE*

Figura 2 — Estruturas primarias das proteinas nativa e recombinante.

Na figura acima, apresentamos a estrutura primaria da proteina nativa KTi e da proteina recombinante
KTIMet. Nesta figura, podemos observar a sequéncia de aminoacidos do peptideo-sinal destacada em
cinza. Em negrito, dentro de uma caixa, estdo destacados os residuos de aminoacido pertencentes ao
sitio ativo do inibidor, no qual foi substituida uma isoleucina por uma metionina e, em negrito, todas as
metioninas adicionadas na molécula de KTIMet. Edicdo baseada na Figura 11 da dissertagdo de
mestrado de DELLA_GIUSTINA_NETO (2015).
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A proteina nativa, da qual se origina KTIMet apresenta um peptideo-sinal,
indicando que a proteina KTi é, em sua célula de origem, provavelmente traduzida na
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e transportada em vesiculas para a
membrana celular ou armazenada em vesiculas no citosol.

A partir desta inferéncia, podemos considerar dois aspectos relevantes quanto
a expressao do gene nativo de onde deriva KTIMet: (I) a proteina nativa ndao é
encontrada de forma dispersa no citosol, reforcando a ideia de sua possivel toxicidade
até para a célula onde é originalmente produzida; (Il) a proteina nativa requer ao
menos um processamento pos-traducional que € a remocgao do peptideo-sinal.

Com base em estudos estruturais detalhados da molécula de KTi realizados
por DE MEESTER et al. (1998), a forma ativa destes inibidores de proteases, em geral,
nao requer qualquer processamento adicional do tipo glicosilacéo, fosforilacao, etc.

A formacdo espontdnea de corpos de inclusdo, observada no trabalho de
MAJOR e CONSTABEL (2008) em E. coli, proporciona ao mesmo tempo duas
vantagens: (l) a eliminacao de um possivel efeito téxico para a célula hospedeira; e
(1) uma maior facilidade no procedimento de extracdo. No entanto, representa uma
desvantagem para a obtengdo da proteina na sua forma ativa. Os autores
supracitados conseguiram obter a molécula de KTi na forma ativa a partir dos corpos
de incluséo. Para isto, utilizaram a solubilizacdo dos corpos de inclusdo em tampdes
com pH alcalino e submeteram estes a dialise para obtencao das amostras na forma
soluvel e com o enovelamento correto. A possibilidade de obter a proteina KTIMet
diretamente na forma solluvel ndo pode ser descartada, apesar dos resultados obtidos
por MAJOR e CONSTABEL (2008) indicarem o contrario.

Para remocéao do peptideo-sinal, adotamos a mesma estratégia de MAJOR e
CONSTABEL (2008), ou seja, extrair a sequéncia indesejada por meio de uma reagao
em cadeia da DNA polimerase (PCR, do inglés, Polymerase Chain Reaction),
utilizando como referéncia primers projetados durante o mestrado do autor,
especificamente para este fim, porém com a introdug&o de nucleotideos adicionais
nas extremidades dos primers, necessarias para um melhor acoplamento das enzimas
de restricdo. As sequéncias completas dos primers estao apresentadas na Tabela 1
abaixo.
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Tabela 1 — Primers flanqueadores de ktimet projetados para subclonagens em
vetores de transformacao de E. coll.

Designacao Sequéncia
Primer 5’ r_BamHI 5
(Forward primer) 5’-CGGGATCCATGGATTTCGTGATGGATA-3’
Primer 3’ r Hindlll -

(Reverse primer) 5’-CCCAAGCTTTCACTCACTGCGAGACAT-3’

Fonte: Primers elaborados com base na dissertagdo de DELLA_GIUSTINA_NETO (2015).

Nas sequéncias apresentadas na Tabela 1 acima, as bases que se pretende
adicionar ao amplicon estdo sublinhadas, sendo elas: (I) codon iniciador ATG
adicionado em fungéo da retirada do peptideo-sinal; () sitio de clivagem de BamHI
(GGATCCO); (ll) sitio de clivagem de Hindlll (AAGCTT); e (IV) nucleotideos adicionais
CG e CCC a montante dos sitios de restricao nos primers 5'- forward e 3’-reverse,
como proposto por MAJOR e CONSTABEL (2008), de modo a facilitar o
posicionamento adequado das enzimas de restricdo sobre o amplicon, quando o
mesmo for submetido, em etapa posterior, a uma digestdao seguida de uma reacao de
ligagdo com o plasmideo de expresséo.

5.1.2 Selecao do tipo de célula para expressao de ktimet

Para a selecdo do tipo de célula a ser utilizada na producdo da proteina
recombinante, é preciso conhecer a familia de inibidores de proteases do tipo KTi na
sua forma nativa, o qual é produzido em diferentes tecidos vegetais, tais como folhas,
caules e sementes (KOIWA et al.,1997). Logo, os organismos de origem desta
proteina sao geralmente eucariontes autotréficos. Existem sistemas de expressao que
utilizam organismos eucariontes como fungos e leveduras para expressao heteréloga.
No caso de KTIMet, considerando que nao existe previsao de processamento pos-
traducional para adicdo de moléculas a cadeia polipeptidica, ndo foi considerado este
tipo de célula para a expressao de ktimet.

No artigo de referéncia selecionado no inicio deste trabalho
(MAJOR;CONSTABEL,2008), a célula e as linhagens utilizadas foram derivadas de
Escherichia coli K12. A partir desta definicdo, deveremos verificar quais os possiveis
problemas para a producdo de nossa proteina-alvo para mitigar ou eliminar os

mesmaos.
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Diferentemente das proteinas estudadas por esses pesquisadores, a proteina
KTIMet podera apresentar desafios adicionais para sua producao quando comparada
com a expressdo de um inibidor de protease nativo. Entre estes desafios temos a
quantidade adicional de metioninas na cadeia primaria. A quantidade aumentada de
metioninas podera gerar dificuldades durante a tradu¢cdao do mRNA recombinante por
dois aspectos, quais sejam: (l) cada c6don de metionina equivale a um cédon iniciador
de traducado, elevando, assim, a probabilidade de erro de inicio de traducao
(PREIBISCH et al.,1988); e (ll) possivel escassez de tRNA-Met para o transporte
destes aminoacidos durante a sintese proteica (SORENSEN et al.,2003).

Outro ponto relevante é a composicao do meio de cultivo das bactérias, o qual
pode ser limitante em funcédo das exigéncias de enxofre acima do usual, como nos
indica os trabalhos de FUJIWARA et al. (1992); AWAZUHARA et al. (2002),
CHIAIESE et al. (2004) e OHKAMA et al. (2002). Estes autores abordaram os efeitos
da concentracdo de enxofre no meio sobre a expressao génica e a acumulacao de
proteinas de reserva ricas em metioninas e cisteinas, em plantas.

Quanto a possiveis efeitos apo6s a traducao de KTIMet, é importante destacar
que o excesso de metioninas pode, também, trazer instabilidade a proteina, mesmo
que estruturalmente o enovelamento nao seja muito alterado em relacédo a molécula
nativa, como de fato verificou-se nas andlises in silico durante o mestrado do autor
(DELLA GIUSTINA NETO, 2015). No entanto, persiste a expectativa fundamentada
em um trabalho publicado de GASSNER et al. (2003) onde foram estudados os efeitos
sobre 0 enovelamento e a estabilidade da T4 lisozima apds multiplas substituicoes de
Leucina, Isoleucina, valina (Val) e fenilalanina (Phe) por Metionina na regidao C-
terminal da proteina. Neste trabalho, os autores relataram pouco efeito sobre a
estrutura em geral, mas uma perda progressiva de estabilidade com o aumento do
namero de metioninas devido a provaveis efeitos entropicos e perdas de estabilidade
hidrofdbica.

Quanto a linhagem de E. coli a ser utilizada, selecionamos duas bem
conhecidas para expressao heterdloga, quais sejam: E. coli BL21 (DE3) e E. coli
Lemo21 (DES). A Linhagem BL21 é de uso geral e utilizada no trabalho de referéncia,
enquanto a Lemo21 € notadamente mais eficiente quando se trata de expressar
proteinas mais desafiadoras por permitir um controle mais apurado da indugédo da
expressao (SCHLEGEL et al.,2012; ROSANO;CECCARELLI,2014).
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5.1.3 Selecao do sistema de expressao

Com base no artigo de referéncia (MAJOR;CONSTABEL,2008), na
disponibilidade de vetores para este sistema e na experiéncia prévia nos laboratoérios
do CBiot/UFRGS, optamos pelo sistema pET da Novagen para a expressao e
producao de nossa proteina-alvo. A seguir descreveremos as etapas da metodologia
proposta até a obtencao das culturas de células de E. coli.

5.1.4 Selecao do vetor de expressao do sistema pET (Novagen)

O sistema pET (Novagen) previamente selecionado estd fundamentado na
expressao de genes sobre forte controle transcricional do promotor do bacteriéfago
T7. A expressao € induzida ao fornecer uma fonte adicional de T7 RNA polimerase
para a célula hospedeira. O sistema pode ser utilizado de dois modos basicos: () a
célula hospedeira é infectada pelo fago ACE6 que carrega o gene da T7 RNA
polimerase sob controle dos promotores ArL e Ari apds 0 periodo de multiplicacéo; (1)
a célula hospedeira carrega em seu cromossomo uma copia do gene da T7 RNA
polimerase sob controle do repressor lacUV5, sendo a inducéao realizada pela adicao
de um analogo sintético da lactose, o isopropil-p-tiogalatosideo (IPTG), ao meio de
cultura. Uma descricdo mais detalhada do sistema, dos vetores e das caracteristicas
das células hospedeiras, assim como os protocolos para cada etapa da expressao
podem ser encontrados no manual do usuario (NOVAGEN,2011).

O sistema pET oferece uma série de plasmideos com diferentes recursos. Foi
selecionado o plasmideo pET23a+ cujo mapa esta apresentado na Figura 3. As
razdes que levaram a selecao deste vetor de transformacao entre os disponiveis para
o sistema pET foram as seguintes: (l) disponibilidade do plasmideo nos laboratérios
do CBiot/UFRGS; (ll) o vetor carrega a sequéncia codificante para expressao de uma
cauda de seis histidinas (His), a exemplo do plasmideo utilizado por MAJOR e
CONSTABEL (2008) no artigo de referéncia; (lll) a cauda de His é expressa na regiao
C-terminal, o que reduz a possibilidade de interferir na atividade bioquimica da
molécula no caso de nao ser removida ap0s a purificacao, ja que o sitio ativo interage

na regido N-terminal na proteina nativa.
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Figura 3 — Mapa do plasmideo pET23a (+).

O plasmideo pET23a (+) é o vetor de expressdo do sistema pET selecionado para a produgédo
heter6loga de KTIMet. O sinal (+) ao lado do nome do plasmideo indica que o vetor contém uma origem
f1 de replicagdo que permite a producdo de DNA plasmidial de cadeia simples para mutagénese e
aplicativos de sequenciamento. Na imagem podemos identificar: AmpR, o gene que confere resisténcia
a ampicilina - producéo de B-lactamase (gene bla); AmpR promoter, regido promotora do gene bla; T7
terminator, regido responsavel pelo término da transcricdo pela T7 RNA polimerase; T7 promoter,
regido promotora do gene codificador da T7 RNA polimerase; RBS, regido de ligagao do ribossomo; f1
ori, origem de replicacao do bacteriéfago; ori, origem de replicagao plasmidial promotora da sintese de
ndamero elevado de coépias; 6xHis, regido codificadora da cauda de His; MCS, sitio) sitio de
multiclonagem, do inglés, Multiple Cloning Site. Figura gerada com o emprego do programa SnapGene

version 6.2.1.

Na Figura 3 acima, podemos visualizar os sitios de BamHI (posicdo 198) e
Hindlll (posicao 173), entre os quais sera inserido o amplicon j& orientado no sentido

correto, logo apés a digestdo com as referidas enzimas de restricao.
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5.1.5 Producao do amplicon contendo ktimet e ligacao a pET23a

O ponto de partida da nossa rota de expressao é o plasmideo projetado durante
o mestrado do autor, denominado pUC57-ktimet, sintetizado pela empresa GenScript
a partir de nosso plano de sintese (DELLA GIUSTINA NETO, 2015), o qual contém o
gene completo codificador de KTIMet e cuja sequéncia nucleotidica foi apresentada
anteriormente (Figura 1). Na Figura 4, o mapa do plasmideo pUC57-ktimet é
apresentado, sendo destacadas e posicionadas as regides codificadoras de (l)
KTIMet, (ll) peptideo-sinal, (Ill) primer 5’ forward e (IV) primer 3’ reverse.
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Figura 4 — Mapa do plasmideo pUC57-ktimet.

Vetor de clonagem contendo o gene ktimet sintetizado pela GenScript durante o mestrado do autor
(DELLA GIUSTINA NETO, 2015). Na imagem, pode-se identificar: AmpR, gene bla que confere
resisténcia a ampicilina, codificador da B-/actamase; AmpR promoter, regido promotora do gene bla;
ori, origem de replicagao; MCS, sitio de multiclonagem. Estédo representados no mapa o gene ktimet
completo e, em destaque, as regides codificadoras do peptideo-sinal e da proteina KTIMet. Estdo
posicionados os primers 5-forward e 3-reverse que serao utilizados para a produgédo do amplicons por

PCR. Figura gerada pelo emprego do programa SnapGene version 6.2.1 a partir das sequéncias de
DNA informadas pela GenScript.
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A partir do plasmideo pUC57-ktimet, pretendemos realizar uma PCR utilizando
os primers flanqueadores projetados (Tabela 1) e uma DNA polimerase de alta
fidelidade. Os parametros para ajuste do termociclador e as quantidades dos
reagentes deverao seguir as orientacdes do fabricante da DNA polimerase disponivel
no momento da realizacdo desta etapa, também € preciso levar em consideracao a
sequéncia dos primers para determinar a temperatura de anelamento da reacéo de
PCR,

Finalizada a reacédo, seguir-se-a eletroforese para resolucao em gel de agarose
a 0,8% para visualizacdo e obtencdo de uma banda contendo o amplicon, no qual
estdo presentes a regidao codificadora de KTIMet e as sequéncias adicionais
fornecidas pelos primers para as etapas posteriores. O amplicon devera ser purificado
a partir de um excerto do gel de agarose recortado com ajuda de um transluminador
de luz Ultravioleta. Para a purificacao, sera utilizado o kif da Invitrogen denominado
PureLink Quick Gel Extraction Kit, ou outro protocolo usual para este fim. Obtido o
inserto de ktimet purificado na etapa anterior, sera preciso realizar a digestao deste
fragmento e do vetor de expressao pET23a+ utilizando as enzimas de restricao BamHI
e Hindlll. As condi¢cbes da reacao de digestdo deverdao seguir as orientacdes dos
fabricantes. Sera avaliada a possibilidade de realizacao da digestdo em uma s6 etapa
com as duas enzimas de restri¢ao.

A escolha das enzimas de restricdo BamHI e Hindlll para a inser¢cdo do
amplicon no plasmideo pET23a+ foi resultado da analise de pelo menos dois
aspectos, quais sejam: (I) presenca de um Unico sitio de restricdo para cada enzima
nos fragmentos a serem digeridos; e (Il) estarem posicionados no sentido correto de
ligacdo ao plasmideo de expressdo. A ligagdo na orientagdo correta sera,
evidentemente, fundamental para a geracéo de um transcrito funcional.

A reacgao de ligacao entre o inserto ktimet e o plasmideo pET23a+ digeridos por
BamHI e Hindlll devera ser efetivada com o uso de uma T4 DNA ligase. O protocolo
da reacao, as concentragdes dos regentes, temperaturas e etapas deverao seguir
instrugdes do fabricante da enzima.

Ao final da etapa de ligacdo, os produtos serdo diretamente utilizados na
transformacao genética de E. coli DH5a por choque térmico (INOUE et al. (1990);
AUSUBEL et al. (1999)). Plasmideos serao “minipreparados” (AUSUBEL et al. (1999))
a partir das colénias resultantes sob selecédo do antibi6ético ampicilina. A presenca do

inserto ktimet em pET23a sera confirmada pela digestao dos plasmideos com BamHI
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e Hindlll. As versdes positivas deverao apresentar fragmentos de ~3,7 kbp (pET23a)
e ~0,6 kbp (ktimet) apos eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Finalmente, a partir
da cultura de uma das coldnias positivas, teremos o plasmideo pET23a-KTIMet que
sera purificado (AUSUBEL et al.,1999) e pronto para transformacéao das células de E.

coli selecionadas para expressao da proteina-alvo.

MCS 6xHis

(4034 .. 4058) 3' reverse (ver tabela 1, item 5.1.1)
(4052) HindIII
(sequencia codificadora de KTIMef)

(3464) BamHI
(3464 .. 3488) 5' forward (ver tabela 1, item 5.1.1)

pET23a-KTIMet
4229 bp

Figura 5 — Mapa do plasmideo pET23a-KTIMet.

Vetor pET23a(+) contendo a sequéncia codificadora da proteina KTIMet sem o peptideo-sinal, Na
imagem, podemos identificar AmpR, gene blasitio que confere resisténcia a ampicilina pela producéo
de B-/lactamase; AmpR promoter, regido promotora do gene bla; T7 terminator, regiao responsavel pelo
término da transcricao pela T7 RNA polimerase; T7 promoter, regiao promotora da T7 RNA polimerase;
ori, origem de replicacdo plasmidial; RBS, regido de liga¢do do ribossomo; 6xHis, regiao codificadora
da cauda de His; MCS, sitio de multiclonagem. Na figura, os primers utilizados na produ¢éo do amplicon
ktimet e que fornecem o cddon de inicio de traducdo ATG e cddon de fim de traducdo TCA estao
posicionados, assim como os sitios das enzimas BamHI e Hindlll utilizados na digestao antes da reacao
de ligacdo. Figura gerada com o emprego do programa SnapGene version 6.2.1, a partir da biblioteca
de vetores do proprio programa.

E recomendavel que, antes da etapa de transformacdo de E. coli BL21 e
Lemo21, seja confirmada a integridade da sequéncia codificadora de KTIMet. Para
isto, consideramos utilizar o0 método de sequenciamento de DNA do tipo Sanger
(SANGER;COULSON,1975; CROSSLEY et al.,2020). Para este sequenciamento,
poderao ser utilizados os mesmos primers da Tabela 1.
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5.1.6 Transformacao de E. coli BL21 e E. coliLemo21 com pET23a-KTIMet

Com o plasmideo pET23a-KTIMet purificado e confirmado, poderemos iniciar o
processo de transformacao de dois tipos de células com vistas a producao da proteina
de interesse. Serdo inicialmente utilizadas duas linhagens especificas de E. col,
considerando possiveis dificuldades de expressao de ktimet, como ja referido no item
5.1.2.

O protocolo de preparacao de células termocompetentes de E. coli devera ser
realizada conforme procedimento descrito por INOUE et al. (1990). A transformacgéao
de E. coli termocompetente devera ser realizada conforme descrito em AUSUBEL et
al. (1999).

Desta etapa resultarao duas placas (uma para cada linhagem) de onde serao
selecionadas cinco colbénias para obteng&o de cinco “minipreparacdes” plasmidiais
(AUSUBEL et al. (1999). Apds a confirmagao da presencga dos plasmideos pET23a-
KTIMet por PCR ou digestao com Hindlll e BamHI seguido de eletroforese em gel de
agarose a 0,8% (AUSUBEL et al. (1999)), seguir-se-a com pelo menos duas culturas
diferentes uma de cada linhagem para producgéo da proteina de interesse

5.1.7 Cultivo de E. coli BL21:: e LEMO21::pET23a-KTIMet

As linhagens E. coli BL21:pET23a-KTIMet e LEMO21::pET23a-KTIMet
selecionadas serao inoculadas em meio LB liquido acrescido de ampicilina a 100 mg/L
(para BL-21) ou ampicilina e cloranfenicol (para Lemo21) e IPTG a 1 mM. As culturas
serdao conduzidas o/n a 20 °C. A adicao de IPTG no meio de cultivo destina-se a
inativacao do gene repressor /lacUV5 ligado a regidao promotora do operador /ac no
cromossomo da célula hospedeira, o qual bloqueia a expressao do gene da T7 RNA
polimerase. Ao desbloquear esta expressdo, a célula hospedeira passara a produzir
a T7 RNA polimerase que, por sua vez, passara a transcrever o gene de interesse
presente no vetor de expressao pET23a-KTIMet. O mRNA sera traduzido pela
maquinaria de traducao da célula hospedeira (ribossomos).

As opcdes quanto aos procedimentos para extracao e purificacdo da proteina
a partir das culturas de células estardao condicionadas por outras escolhas realizadas
em etapas anteriores. Por exemplo, ao optar por um plasmideo de expressao que
fusiona uma cauda de His a proteina de interesse, direcionaremos uma das etapas de
purificacdo. No caso da extracao e purificacao da proteina KTIMet, deveremos avaliar,
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inicialmente, o que se pretende fazer com o produto. Como ja definido anteriormente,
pretendemos realizar alguns ensaios com vistas a: (l) confirmar a massa molecular do
peptideo; (ll) confirmar sua estrutura primaria; (l1l) confirmar as estruturas secundaria
e terciaria da molécula; e (1V) avaliar a atividade inibitoria de protease em comparacao
com a proteina nativa.

Os objetivos | e Il poderiam ser alcancados sem necessidade de grandes
processamentos. Para atender os objetivos Il e IV, no entanto, pelo menos parte da
proteina produzida devera ser extraida, purificada e processada para eliminar
qualquer residuo do processo de lise celular ou outras proteinas presentes no extrato
de células. Apds a separacao, a proteina-alvo devera ser desnaturada e renaturada
caso seja obtida na forma insoluvel, condicdo mais provavel segundo resultados
obtidos por MAJOR e CONSTABEL (2008) para a familia de inibidores de protease
do tipo Kunitz em alamo (Populus spp.).

Analisando os resultados dos estudos estruturais in silico apresentados na
dissertacao de mestrado do autor (DELLA_GIUSTINA_NETO,2015), a remocao da
cauda de His podera, a principio, ser dispensada para atender aos objetivos Il e IV
referidos acima. No entanto, somente uma nova analise, adicionando esta sequéncia
de His na cadeia de aminoacidos de KTIMet, podera antecipar possiveis efeitos
estruturais e no sitio ativo.

Com base nos aspectos abordados nos paragrafos anteriores, apresentamos a
seguir as etapas da metodologia proposta, desde a cultura de células contendo a
proteina alvo até a obtencao da proteina purificada na qualidade e na quantidade
necessarias aos ensaios de caracterizagao pretendidos.

5.2 EXTRACAO DA PROTEINA

No caso da producéo de KTIMet em E. coli, ndo é esperada a secrecao desta
proteina para o meio de cultivo. Portanto, toda a proteina produzida devera estar no
interior das células, provavelmente em corpos de inclusao insollveis. No entanto,
considerando as diferencas entre as moléculas de KTi e KTIMet, incluindo a
expectativa de redugéo da atividade inibitéria, ndo podemos descartar a possibilidade
real de se obter esta Ultima proteina na forma solUvel. Portanto, o procedimento
proposto incluiu uma etapa para verificacao da presenca da proteina na fase soluvel
durante o processo de extracdo. Neste sentido, serd necessario estudar melhor a
concentracao e pH dos tampdes utilizados nesta etapa.
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A extracao de proteinas totais inicia pela separacao das células do meio de
cultivo, conforme sequéncia de etapas listadas abaixo:

19) Centrifugar as culturas em LB, descartando-se o sobrenadante e coletando o
sedimento celular;

2

3

4

5

?) Ressuspender o sedimento celular formado em tampéao Tris.HCI 50 mM, pH 8;

9) Lisar com lisozima a temperatura ambiente e apds incubar em sonicador de banho;
9) Centrifugar novamente a suspensao em tampao Tris.HCI 50 mM, pH 8;

9) Coletar o sedimento celular e reservar o sobrenadante para verificacao de uma
possivel fracao solluvel da proteina-alvo;

6°) Ressuspender o sedimento celular formado na 32 etapa em tampéao Tris.HCI,

pH8. Neste devera estar presente a fracao insoluvel da proteina.

Ao final do processo de extracao, teremos amostras prontas para as analises
subsequentes. Uma parte das amostras podera ser utilizada diretamente para os
ensaios desnaturantes como o SDS-PAGE corado com Comassie Blue e Western-
Blot. Outra parte devera ser reservada para purificacéao, solubilizacdo, desnaturacao
e renaturacdo de modo a garantir que tenhamos a proteina com suas estruturas
originais preservadas.

No caso de ocorrer a formacao de corpos de inclusdo, a separacao destes dos
demais residuos das células deverd ser realizada por centrifugagdo leve. Os
agregados proteicos sao normalmente mais pesados que as demais partes das
células de acordo com SINGH e PANDA (2005).

5.3 PURIFICACAO DA PROTEINA KTIMET

Para atender aos objetivos Ill e IV da caracterizacao de KTIMet descritos no
item 5.2 desta monografia, sera necessario processar as amostras brutas de extratos
celulares obtidas e purificar a proteina de interesse. No caso de KTIMet, a opgéo pela
fusdo com uma cauda de His, fornecida pelo plasmideo de expressao pET23a,
permitird a utilizagdo da técnica de purificacdo em coluna por afinidade ao niquel
(Chelating Sepharose) (Ni) com a posterior retirada da cauda de His. Assim,
poderemos obter uma amostra com pureza suficiente para os ensaios subsequentes

de caracterizacao proteica.
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O tratamento das amostras insolUveis requerera um processamento adicional
com o objetivo de recuperar a proteina dos corpos de inclusao. Para esta recuperacao,
serdo necessarias trés etapas baésicas: () solubilizacdo, a qual envolvera a
desnaturacao das proteinas; (Il) renaturacao; e (lll) purificacdo da proteina KTIMet
solubilizada. Entre estas etapas, a solubilizacdo e a renaturagéo irdo requerer maiores
cuidados para que, ao final, obtenha-se a proteina na forma ativa, como nos relata
SINGH e PANDA (2005). Neste trabalho, os autores analisaram os protocolos
tradicionais de recuperacao de proteinas a partir de corpos de inclusao.

Considerando que na concepcao de KTIMet buscou-se preservar ao maximo
as caracteristicas estruturais de KTi, propomos que seja testado o mesmo protocolo
descrito no artigo de referéncia onde os autores extrairam e purificaram KTi expressa
em E. coli. (MAJOR;CONSTABEL,2008).

Quanto a remocao da cauda de His, é preciso avaliar, a priori, sua interferéncia
nas analises as quais se pretende submeter as amostras de proteina extraida. Para
os testes desnaturantes (SDS-PAGE e Western Blot) nao sera necessaria a remogao
da cauda de His pois os resultados serdo apenas qualitativos e quantitativos, sem
possibilidade de qualquer avaliacao quanto a atividade bioquimica. Na verdade, para
o teste Western Blot a cauda de His podera ser utilizada como ferramenta auxiliar na
identificagdo da proteina produzida. Ja para os testes destinados a avaliar as
estruturas secundaria e terciaria da proteina, assim como a atividade enzimatica, sera
necessario definir o grau de interferéncia da cauda de His no enovelamento da
molécula e na sua atividade bioquimica, respectivamente.

Analisando-se a estrutura da molécula KTIMet, a extremidade C-terminal da
proteina ndo possui qualquer tipo de interacdo com o sitio ativo e podera nao interferir
no enovelamento da proteina. Portanto, é provavel que ndo seja necessaria a
remocao da cauda fusionada. Caso estudos complementares orientem para remogao
da cauda de His, existem dois métodos basicos e conhecidos na literatura para este
procedimento: o enzimatico e o quimico (CARTER,1990). Os métodos enzimaticos
sdao normalmente muito especificos e exigem condi¢gdes muito restritivas para ter
eficiéncia. Os métodos quimicos, por outro lado, sdo muito eficientes, porém
inespecificos e muito agressivos, principalmente quando se deseja preservar a
atividade enzimatica da proteina (FORD et al.,,1991). Portanto é preciso estudar
previamente qual o método e o protocolo mais adequado para cada caso como nos
relata UHLEN et al. (1992) em seu artigo.
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5.4 CARACTERIZACAO DA PROTEINA KTIMET

Os ensaios de caracterizacdo da proteina KTIMet deverdao atender aos
objetivos iniciais do estudo desta proteina. Como citado anteriormente, pretende-se
analisar a manutencao das estruturas secundaria e terciaria, além de medir a atividade

inibitéria de proteases para se comparar com a da proteina nativa (KTi).
5.4.1 Analise das amostras de proteinas nao purificadas

Iniciaremos a analise com duas amostras de extratos proteicos brutos para
cada uma das linhagens de E. coli utilizadas na expressao heterdloga: (l) fracdo
contendo as proteinas soluvel; e (ll) fracao contendo as proteinas insolUveis. Para a
confirmacédo da presenca de KTIMet e estimativa da quantidade produzida, sera
realizado o ensaio SDS-PAGE utilizando o corante Coomassie Blue (AUSUBEL et
al.,1999).

Com base nas imagens obtidas neste ensaio, processadas pelo software
Image-J (SCHNEIDER et al.,2012; MCKENZIE et al.,2015; ANTIABONG et al.,2016),
teremos resultados que permitirdo confirmar, ou n&o, a produgdo da proteina
(qualitativo) e resultados aproximados quanto a quantidade produzida (quantitativo),
pela comparagao da intensidade da banda correspondente a proteina-alvo com a da
banda do marcador de peso molecular cuja concentracdo € conhecida.
Alternativamente podera ser utilizada uma amostra de referéncia com uma proteina
padrao cuja concentracao seja conhecida.

Para confirmagdo dos resultados obtidos no SDS-PAGE, optamos pela
realizacdo de um Western Blot utilizando um protocolo adaptado a partir de HARLOW
e LANE (1988) ou AUSUBEL et al. (1999), utilizando anticorpo especificos para cauda
de His e analise da intensidade da imagem pelo software Image-J (SCHNEIDER et
al.,2012; MCKENZIE et al.,2015; ANTIABONG et al.,2016). A utilizacdo de anticorpos
policlonais especificos pata KTi ou KTIMet é outra possibilidade promissora a ser
avaliada no futuro, pois poderia fornecer informagdes importantes sobre a similaridade
entre as estruturas primarias das duas proteinas. A preservacao desta semelhanca
estrutural entre as duas proteinas foi um dos objetivos durante a concepcao de
KTIMet, visando estabelecer uma competicdo entre a expressado dos genes nativo e
recombinante e ndo uma eliminagao total da proteina original, jA que KTi pode

apresentar valor nutracéutico contra tumores, em concentracoes reduzidas, como
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referido nos trabalhos de GUILLAMON et al. (2008) e CRANCIANINOV et al. (2005)
que relatam a acao de outros inibidores de protease derivados de soja com possivel
inibicao de genes de cancer de mama, pele, bexiga, célon, pulmao, pancreas, boca e
esOfago. Estudos mais recentes com outros inibidores de proteases tem demonstrado
efeitos nutracéuticos destas moléculas, sugerindo a capacidade de induzir apoptose
em linhagens de células tumorais, como relatado no trabalho publicado por BAI et al.
(2015) que realizou analises in vitro e in vivo referentes aos inibidores de protease

presentes no trigo sarraceno.
5.4.2 Analise das amostras de proteinas purificadas

As amostras purificadas serdo utilizadas (I) na determinagdo das estruturas
secundaria e terciaria da proteina-alvo (KTIMet) e (ll) na determinacdo da atividade
inibitéria comparada a proteina nativa (KTi, ndo recombinante). Consideramos o0 uso
do dicroismo circular (KELLY;PRICE,2000; KELLY et al.,2005) para a determinacao
das estruturas secundarias presentes na molécula. Esta técnica permitira estabelecer
a presenca de hélices alfa, folhas beta (B, do inglés, beta-sheets) e regides
desestruturadas em proteinas em seu estado soluvel e ativo. A molécula de KTi, apds,
enovelamento possui um total de 12 folhas B, as quais sao responsaveis pela sua
estrutura terciaria em forma de cesto, como podemos observar no artigo de DE
MEESTER et al. (1998).

Na Figura 6 abaixo, retirada da dissertacdo de mestrado do autor
(DELLA_GIUSTINA_NETO, 2015), esta ilustrada uma possivel alteracao no sitio ativo
que justifica a expectativa para reducdao da atividade inibitéria que queremos
confirmar. Podemos observar que as cadeias laterais dos residuos da Arg-63, Arg-65,
lle-64/Met-64 proximas da alca responsavel pela atividade inibitoria estdo alteradas
em KTIMet quando comparadas com KTi.
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Figura 6 — Sltio Ativo de KTi e dominio correspondente de KTIMet.

Nesta Figura podemos observar os trés residuos Arg-63, lle-64 e Arg-65 posicionados no sitio ativo do
inibidor KTi. Estes residuos sofrem alteragbes de posicao quando a lle-64 é substituida pela Met-64 em
KTIMet. As imagens foram obtidas dos resultados de uma analise in silico que faz parte da dissertacéo
de mestrado do autor (DELLA_GIUSTINA_NETO,2015) e nos estudos estruturais e interagdes dos
inibidores de tripsina do tipo Kunitz elaborados por DE MEESTER et al. (1998).

Para a determinacdo experimental da atividade inibitéria de proteases de
KTIMet e KTi, poderemos utilizar as técnicas do BAPNA e da ITC. Ambas as técnicas
poderdo ser empregadas para validar, ou ndo, a hipbétese levantada durante o
mestrado do autor, corroborada pela analise in silico realizada aquela época, de que
a proteina recombinante KTIMet, apesar de se manter estruturalmente semelhante a
proteina nativa KTi, sofre uma mudanca significativa no sitio ativo e, como
consequéncia, perda da capacidade de inibir proteases.

No ensaio com BAPNA, utilizando protocolo adaptado com base em
HAMERSTRAND et al. (1981), teremos como controle negativo da atividade inibitoria
BAPNA + tripsina. Nos testes comparativos, teremos BAPNA + Tripsina + KTIMet.
Como controle positivo (atividade inibitéria maxima), teremos BAPNA + tripsina + KTi.

A técnica de ITC devera ser conduzida como descrito em VELAZQUEZ-
CAMPOQY et al. (2004) e podera ser utilizada para confirmar os resultados do ensaio
anterior e consistira na medi¢do do calor liberado na reacao do inibidor de proteases
com a enzima tripsina, que devera ser proporcional a intensidade desta reagao. Deste
modo, se a afinidade de KTIMet por tripsina for menor do que a do inibidor nativo KTi,
teremos menos calor liberado e mais um resultado em favor da hipotese referida

anteriormente, isto €, de que as alteragcdes estruturais promovidas pela substituicao
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de codons na sequéncia nucleotidica resultaram em uma proteina com atividade de
ligagdo — e, por conseguinte, inibicdo — de proteases reduzida ou ausente.

Todas as analises previstas para determinacdo da alteracdo da atividade
inibitéria de KTIMet deverao utilizar a proteina nativa Inibidor de Tripsina tipo Kunitz
(ITK) de Soja” (grau P.A.), o substrato BAPNA (grau P.A.) e a enzima tripsina (grau
P.A.) adquiridos da Sigma Aldrich. O ITK de soja sera a referéncia para 100% da
atividade inibitéria na andlise comparativa com KTIMet..

Dos resultados desses ensaios, poderemos inferir sobre uma possivel reducao
da atividade inibitéria, com evidente ganho nutricional e reducdo no custo de
processamento dos derivados de soja para a industria. Esta reducao dar-se-ia pela
reducado no consumo de vapor, normalmente utilizado pela industria para aquecer os
produtos derivados de soja (farelo) visando inativar este tipo de fator antinutricional
(SILVA;DA_SILVA,2000; CRANCIANINOV et al.,2005; CARNEIRO et al.,2010).
Indiretamente, poderemos esperar um aumento do conteludo de proteina total do
material tratado, considerando que os processos de aquecimento geralmente
degradam parte da proteina do produto (DELLA_GIUSTINA_NETO,2015).
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6 CONCLUSAO

Com o desenvolvimento futuro do trabalho aqui proposto, pretendemos trazer
informacgdes suficientes para fundamentar a metodologia especifica de produgédo em
escala laboratorial da proteina recombinante KTIMet. Nao é intencédo ou pretensao
esgotar os temas da expressdao heterbloga de genes e a produgdo das
correspondentes proteina recombinantes, dos métodos de extracdo e purificacdo
proteica, assim como da caracterizacao bioquimica destas moléculas de forma geral.
Entendemos que o conhecimento prévio dos sistemas existentes de expressao
heter6loga e a aplicacao dos critérios de selecdo abordados nesta monografia sao
determinantes para o sucesso de quem pretende produzir uma proteina recombinante,
em um tipo de célula ou tecido diferente daquele onde ela é produzida naturalmente.
Sopesar as vantagens e desvantagens durante a aplicacao destes critérios é a chave
para o sucesso de qualquer trabalho nesta area como, alias, o0 € em qualquer outra
area.

Outro ponto importante a ser considerado é o entendimento prévio sobre a
proteina a ser produzida, o que envolve, a priori, a obtencao de informacgdes sobre o
gene, as estruturas da molécula proteica, o tamanho, as propriedades bioquimicas,
etc. Conhecida a estrutura primaria do peptideo, a analise in silico prévia das
estruturas secundaria, terciaria, quaternaria e do comportamento da molécula em
diferentes meios poderdo auxiliar sobremaneira as decisdes a serem tomadas durante
0 processo de purificagdo. Nem sempre isto é possivel, considerando que o objeto de
uma pesquisa podera ser isolar uma determinada proteina, ou conjunto de proteinas
desconhecidas, justamente para permitir seu estudo mais detalhado e determinar
suas propriedades ou, até mesmo, descobrir sua origem genética.

Quanto ao plano de trabalho proposto para a expressao heteréloga do gene
ktimet e producao da proteina KTIMet, esperamos que seja testado e validado no
futuro ou adaptado e aperfeicoado por pesquisadores interessados no estudo dos
ganhos nutricionais da soja. Sempre havera mais de um caminho para expressar
transgenes, assim como diferentes pontos de partida e formas de producao de
proteinas heterdlogas. Portanto a proposicao resumida no fluxograma de atividades
apresentado no apéndice A desta monografia € apenas uma entre as muitas
alternativas possiveis, mas que resume, de forma grafica, as etapas e objetivos

pretendidos neste trabalho.
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A area de desenvolvimento de novas variedades de sementes com ganhos
nutricionais e nutracéuticos encontra-se, ainda, na fronteira tecnoldgica das pesquisas
com a soja e devera ganhar forca a medida que os objetivos de tolerancia a seca, a
herbicidas e resisténcia a doencas e pragas, que hoje capturam toda a atencao,
estejam plenamente atendidos e ndo gerem mais ganhos de participacdo no mercado
de sementes (MARINHO et al.,2014). Sera entdo necessario apresentar uma
novidade para aumentar a participagdo no mercado de sementes de soja. Esta
novidade serd o ganho nutricional e nutracéutico, além da reducdo nos custos de
processamento industrial dos derivados da soja (DELLA_GIUSTINA NETO,2015;
PASQUALI;DELLA_GIUSTINA_NETO,2019).
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APENDICE A — PLANO DE TRABALHO PROPOSTO

PCR

pUCS7-KTIMet + Primer 5’ + Primer 3’
Pfu Polymerase

| Eletroforese Gel Agarose 0,8% |

Purificacdo do Amplicon
(BamHI-5’-ATG-KTIMet-TGA-3’-HindIIl)

Digestéo R1A Eletroforese Gel Agarose 0,8% com aliquotas de Digestéo R1B
Amplicon + BamHI + HindIIl + todas as digestdes e do amplicon original para PET23a + BamHI + HindIIl +
Inativagio Enzimas estimativa visual das quantidades relativas Inativagio Enzimas

Reacgao Ligagao R1
Produto Digestao R1A + Produto
Digestao R1B + DNA Ligase

pET23a-KTIMet + subprodutos da Reagdo

Transformacdo 1
E. coli DH5a. + Prod Reagdo Lig R1

1 Placa

Inoculagdo em meio LB liquido
(a partir de 12 coldnias da Transformag&o 1

12 indculos

Minipreparagao
(a partir de 12 colonias T1

12 minipreparagdes

DigestaoR1C

(p/ confirmar presenga de KTIMet em pET23a-KTIMet)
12 Minipreps + Bam HI + Hind III

12 digestoes

Eletroforese Gel Agarose 0,8%

|

SiM Resultados (+) NAO
KTIMet

Sequenciamento
Selecionar 3 Minipreps confirmados

(3) Miniprep R1 confirmado + Primer 3 Forward
(3) Miniprep R1 confirmado + Primer 4 Reverse

Recuperar inéculos de 1 colénia
confirmada pelo sequenciamento e

preparar estoque em glicerol para - Para Etapa 2 de Expressdo e Purificacdo

armazenamento a -80°C




Etapa 2

Inocular em (LB sélido) por esgotamento

(a partir da aliquota selecionada e armazenada a—80°C)
E. coli DH5a. - pET23a-KTIMet

1placa

Inoculagdo em meio LB liquido
(a partir de 1 colénia da placa de esgotamento)

linéculo

Minipreparagao

(a partir do inéculo)

1 miniprep

56

Estas etapas poderao ser
Desconsideradas. Neste caso
Deverdo ser utilizados os
Plasmideos confirmados

No final da Etapa 1l

Transformagdo T2 Transformagao T3
E. coli BL21 termocompetentes + miniprep E. coli Lemo21 termocompetentes + miniprep

1placa
5 pré-in6culos em 1,5 mL LB liq
AMP

Expressao
(a partir de 5 + 5 pré-indculos)
Incubar em LB liquido (a 20°C) + 1 mM IPTG

5+ 5 culturas em 5 mL LB lig

Extracdo da Proteina
(a partir 5 culturas linhagem E.coli BL21::pET23a-KTIMet)
(a partir 5 culturas linhagem E.coli Lemo21::pET23a-KTIMet)

CENTRIFUGAR Culturas em LB, descartando sobrenadante;
Ressuspender sedimento celular em Tris.HCI 50 mM, pH8;
LISAR com lisozima a temperatura ambiente e incubar em sonicador
de banho;
CENTRIFUGAR suspensdo em tamp3&o Tris.HCl 50 mM pHS;

O Sobrenadante - Fracdo com Proteina soltivel

O Sedimento - Fragdo com Proteina Insolvel + Debris
Ressuspender Sedimento em Tris.HCl 50 mM, pH8+ Centrifugacdo Leve
Descartar sobrenadante e Ressuspender sedimento em Tris.HCI 50
mM, pH8

5+5 amostras de proteina soltvel em TrisCl
5+5 amostras de proteina insoluvel suspensas em TrisCl

2 Géis (um para BL-21

SDS — PAGE e outro para Lemo21)
Amostras sollveis e insoltveis
Gel Poliacrilato + Marcador PM

2 Géis (um para BL-21

e outro para Lemo21) Comparag&o com Kti Nativa

Western Blot
(+/anticorpo para His tag)
Analise quantitativa pelo Image-J

Coomassie Blue

2 Western (um para BL-21
e outro para Lemo21)

1placa
5 pré-indculos em 1,5 mL LB lig
AMP + CLO

P/ Amostras Insoluveis
(Corpos de inclusio)
(Tratamento preliminar)

Solubilizagao,
Desnaturagao,
Renaturagdo (Dialise)

P/ Amostras Soltveis

Purificagaol
(Separagdo por Afinidade com Ni)

Purificagaolll
(Remogao cauda de histidinas -
A necessidade desta etapa devera ser
avaliada em uma nova analise in silico)
KTIMet purificada e ativa

Anélise quantitativa e qualitativa pelo Dicroismo Ensaio
images] Circular BAPNA




