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RESUMO

As proteases cisteinicas (EC 3.4.22.—) possuem um mecanismo catalitico que envolve o grupo
tiol de um residuo de cisteina com cardter nucleofilico, integrando uma diade catalitica
(Cys/His). Dentro desse grupo, diversas enzimas foram identificadas, como aquelas presentes
no latex de Calotropis procera. A protease CpCP3, do latex de C. procera, ainda ndo havia sido
obtida de forma heter6loga em sua forma ativa. O objetivo deste trabalho foi expressar em
Escherichia coli a peptidase cisteinica CpCP3 e demonstrar a sua funcionalidade. Para tal, a
sequéncia da peptidase foi expressa fusionada a diferentes tags de solubilidade, tiorredoxina A
(TrxA), glutationa S-transferase (GST) e a proteina de terminacdo/antiterminacdo de
transcricdo (NusA). Ao serem produzidas em E. coli BL21(DE3), as proteinas de fusdo
apresentaram massas moleculares iguais a 42,9 kDa (TrxA-CpCP3), 57,7 kDa (GST-CpCP3) e
85,9 kDa (NusA-CpCP3), quando analisadas por SDS-PAGE. Induc¢des piloto revelaram que
as protefnas de fusdo, ap0s lise das células em tampao padrao (Tris-HCl 50mM; NaCl 0,5M;
EDTA 2mM; Glicerol 10% em pH 8,0) se acumulavam como corpos de inclusio insoludveis.
Para tentar solubilizar as proteinas recombinantes, a incorpora¢do do detergente CTAB no
tampao de lise, em concentracdes variando de 6% a 10%, ndo resultou em incremento na
solubilidade. A solubilizacdo dos pellets com solugdes de ureia (2 M a 8 M, a pH8,0), também
nao foram eficientes. No entanto, ao incorporar ureia 8 M a pH 12,5 no tampao de lise, a anélise
por SDS-PAGE evidenciou a solubiliza¢do de uma fragcao considerdvel das proteinas de fusao.
Apesar das diversas abordagens metodolégicas empregadas, a purificacido da proteina nao foi
alcancada, mesmo utilizando cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados
(IMAC) com niquel e cobalto, cromatografia de troca idnica (DEAE-Sepharose) e
cromatografia de exclusdo molecular. Os ensaios de atividade enzimdtica com os extratos
proteicos demonstraram resultados positivos. A proteina fusionada a tag TrxA exibiu atividade
minima, evidenciada pela degradacdo in vitro de BSA. Em contraste, a proteina fusionada a tag
NusA apresentou uma atividade significativamente maior, sendo capaz de degradar gelatina no
zimograma e degradacdo in vitro de BSA. Na modelagem tridimensional, a estrutura nativa da
proteina apresentou uma Otima conformacdo, exibindo alta similaridade com proteases
cisteinicas ja cristalizadas (proceraina, proceraina B e papaina). No docking molecular,
observou-se que o sitio catalitico da protease interage significativamente com os ligantes, sendo

inibida por E-64 e efetiva na quebra do substrato BANA.

Palavras-chave: CpCP3; expressao heteréloga; modelagem tridimensional.



ABSTRACT

Cysteine proteases (EC 3.4.22.—) have a catalytic mechanism that involves the thiol group of a
cysteine residue with a nucleophilic character, forming a catalytic dyad (Cys/His). Within this
group, several enzymes have been identified, such as those present in the latex of Calotropis
procera. The CpCP3 protease from C. procera latex had not yet been heterologously obtained
in its active form. This study aimed to express the cysteine peptidase CpCP3 in Escherichia
coli and demonstrate its functionality. To this end, the peptidase sequence was expressed fused
to different solubility tags: thioredoxin A (TrxA), glutathione S-transferase (GST), and the
transcription termination/antitermination protein (NusA). When produced in E. coli
BL21(DE3), the fusion proteins exhibited molecular masses of 42.9 kDa (TrxA-CpCP3), 57.7
kDa (GST-CpCP3), and 85.9 kDa (NusA-CpCP3), as analyzed by SDS-PAGE. Pilot inductions
revealed that the fusion proteins, after cell lysis in standard buffer (50 mM Tris-HCI; 0.5 M
NaCl; 2 mM EDTA; 10% glycerol at pH 8.0), accumulated as insoluble inclusion bodies.
Attempts to solubilize the recombinant proteins by incorporating the CTAB detergent into the
lysis buffer at concentrations ranging from 6% to 10% did not improve solubility. Similarly,
solubilizing the pellets with urea solutions (2 M to 8 M, at pH 8.0) was ineffective. However,
when 8 M urea at pH 12.5 was incorporated into the lysis buffer, SDS-PAGE analysis showed
significant solubilization of the fusion proteins. Despite the various methodological approaches
employed, protein purification was not achieved, even using immobilized metal affinity
chromatography (IMAC) with nickel and cobalt, ion exchange chromatography (DEAE-
Sepharose), and size-exclusion chromatography. Enzyme activity assays with protein extracts
showed positive results. The protein fused to the TrxA tag exhibited minimal activity, evidenced
by the in vitro degradation of BSA. In contrast, the protein fused to the NusA tag showed
significantly higher activity, being able to degrade gelatin in a zymogram and degrade BSA in
vitro. In the three-dimensional modeling, the native structure of the protein exhibited an optimal
conformation, showing high similarity to crystallized cysteine proteases (procerain, procerain
B, and papain). In molecular docking, the catalytic site of the protease was observed to interact
significantly with the ligands, being inhibited by E-64 and effectively cleaving the BANA

substrate.

Keywords: CpCP3; heterologous expression.; three-dimensional modeling.
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1 INTRODUCAO

Proteases (proteinases, peptidases ou enzimas proteoliticas; EC 3.4.-.-.)
representam uma classe de enzimas com a habilidade intrinseca de catalisar a hidrélise das
ligagcGes entre aminodcidos, denominadas ligagdes peptidicas. Estas enzimas sdo classificadas
em exopeptidases (quando sua a¢do ocorre sobre aminoacidos localizados nas extremidades N
ou C-terminal) ou endopeptidases (quando atuam no interior da molécula). Dentro da
categorizacdo das endopeptidase, ocorre uma divisdo em subclasses, que apresentam como
caracteristica comum e distintiva a presenca de um residuo especifico de aminodcido no seu
sitio ativo. Algumas dessas divisdes sdo: peptidases do tipo glutdmicas, peptidases serinicas,
peptidases cisteinicas, peptidases asparaginica, peptidases aspdrticas, peptidases de treonina e
metalopeptidases (ARGUELLO-GARCfA; CARRERO; ORTEGA-PIERRES, 2023;
DOMSALLA; MELZIG, 2008; LOPEZ-OTIN; BOND, 2008; TAVARES e al., 2021).

As peptidases cisteinicas sdo enzimas proteoliticas que compartilham um
mecanismo catalitico comum que envolve um grupo tiol de um residuo de cisteina, com carater
nucleofilico, fazendo parte de uma diade catalitica (RAWAT et al., 2021). De acordo com a
classificacdo do banco de dados MEROPS, as proteases cisteinicas sdo agrupadas em 84
familias, cada familia constituindo um grupo de proteinas homdlogas, e essas familias sdo
agrupadas em 14 clas, cada cla reunindo duas ou mais familias com origens origens evolutivas
(RAWLINGS et al., 2018a). A papaina, obtida do mamoeiro (Carica papaya), foi a primeira
peptidase cisteinica isolada e caracterizada. Outra peptidase da mesma classe também foi
isolada e caracterizada, agora do latex de Calotropis procera, denominada CpCP3, e mostrou-
se promissora como substituinte da quimosina na fabricacdo de queijos, em condi¢des de

laboratério (SILVA et al., 2020).

A C. procera é uma planta que pertence a familia das Apocynaceae e € origindria
das regides do Norte da Africa e Sudoeste da Asia. No entanto, essa espécie se espalhou por
diversos locais tropicais ao redor do mundo, incluindo o Nordeste do Brasil. Ela se destaca
principalmente por sua notdvel capacidade de adaptacdo e desenvolvimento em ambientes com
condig¢des pouco favordveis, como a falta de 4gua e solos com salinidade e pH alcalino, sendo
capaz de prosperar mesmo em tais ambientes adversos (HASSAN et al., 2015; RABELO et al.,
2023). Além disso, o litex extraido dessa planta tem se revelado uma rica fonte de vérias

proteinas, incluindo osmotinas, quitinases e proteases, as quais tem sido amplamente estudadas
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devido ao fato de apresentarem grande potencial para aplicagdes no campo da biotecnologia

(FREITAS et al., 2016a; KWON et al., 2015; SOUZA et al., 2011).

A purificacao da protease CpCP3, proveniente do latex da C. procera, demanda a
implementacdo de procedimentos meticulosos, compreendendo diversas fases, que vao desde a
coleta inicial do latex até a obtencdo de amostras integralmente purificadas utilizando técnicas
e processos especificos, além da necessidade de condi¢cdes ambientais adequadas para o
crescimento da planta. Adicionalmente, a utilizacdo de uma grande quantidade de material
vegetal € necessdria para que seja alcancado rendimento satisfatério nestas condicdes que
demanda tempo e recursos ao longo do desenvolvimento do processo. Neste sentido, a
implementacdo da producgdo heterdloga de CpCP3 em células de Escherichia coli emerge como
uma estratégia alternativa e promissora para a obtencdo rdpida e em grandes quantidades de
amostras de CpCP3 purificadas, proporcionando, assim, uma maior amplitude de andlises
experimentais. Vale ressaltar que o sistema de expressio em microrganismo aumenta as
chances de facilitar o processo de purificagdo, estabilidade e resisténcia, mediante uma projecao
da proteina recombinante (KWON et al., 2015). A viabilidade dessa abordagem reside, dentre
outros aspectos, na perspectiva de produgdo em larga escala, favorecendo a obtencao de maiores

rendimentos e, por conseguinte, ampliando a capacidade de conducao de ensaios subsequentes.

A protease CpCP3 ainda ndo foi obtida de forma heteréloga em sua forma ativa,
tornando essencial o desenvolvimento de um protocolo eficiente para sua produgdo solivel e
funcional. A expressdo heter6loga bem-sucedida permitird estudos detalhados sobre suas
propriedades bioquimicas, com &nfase na atividade proteolitica frente a diferentes substratos.
Além disso, a investigacdo das interacdes enzima-substrato e enzima-inibidor sera fundamental
para elucidar seu mecanismo de a¢do, fornecendo subsidios para explorar seu potencial em

diversas aplicacdes biotecnoldgicas e terapéuticas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas, também denominadas proteases, proteinases ou
peptidases (EC 3.4.-.-), constituem uma classe fundamental de biomoléculas amplamente
distribuidas em organismos de todos os reinos da natureza. Essas enzimas sdo responsaveis pela
catalisacdo da hidrdlise das ligacOes peptidicas entre os residuos de aminodcidos,
desempenhando papéis cruciais em uma vasta gama de processos bioldgicos, como a digestao
de proteinas, a ativacdo de precursores proteicos e a regulacdo de diversas vias celulares. A
maioria dessas proteases € produzida inicialmente como formas inativas, conhecidas como
proenzimas ou zimogénios, que necessitam de uma ativagdo especifica para exercer sua
atividade catalitica. A classificacdo dessas enzimas pode ser baseada em trés critérios, como a
reacdo a qual catalisam; a natureza do seu sitio ativo; e as relagdes evolutivas a qual sua
estrutura esteja relacionada. De acordo com a reacdo catalitica, sdo classificadas na subclasse
3.4: grupo 3 - hidrolases, visto que utilizam uma molécula de dgua para realizar a quebra da
ligagdo, e subgrupo 4, pois realizam a quebra das ligacdes peptidicas entre os aminoécidos.
Ainda dentro desta subclasse 3.4, essas enzimas podem ser classificadas em exopeptidases, que
agem nas extremidades N ou C-terminal das ligagdes peptidicas externas, ou endopeptidases,
que atuam no interior das ligagdes peptidicas da proteina, como demonstrado na figura 1

(DAVID TRONCOSO; ALBERTO SANCHEZ; LUJAN FERREIRA, 2022).

. ndopeptidases > ;
; y,

\‘)_}J % Exopeptidases

Figura 1: Representagdo da acdo de exo e endopeptidases, enfatizando o local da clivagem na cadeia polipeptidica.
a) endopeptidases e b) exopeptidases. Fonte: Elaborada pela autora utilizado o servidor BioRender Template

(https://app.biorender.com/biorender-templates/figures).
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De acordo com o banco de dados MEROPS, relacionadas a natureza do seu sitio
ativo, elas podem ser agrupadas em oito principais familias: Peptidases Aspdrticas (A);
Peptidases Cisteinicas (C); Peptidases Glutamicas (G); Peptidases Metdlicas (M); Peptidases
Asparaginicas (N); Peptidases Mistas (P); Peptidases Serinicas (S); Peptidases de treonina (T);
Peptidases de Tipo Catalitico Desconhecido (RAWLINGS et al., 2018a). Baseadas em relagdes
evolutivas de estrutura, proteinas com homologia de sequéncia de aminodcidos pertencem a
mesma familia, enquanto clas incluem familias com um ancestral comum. O banco de dados
MEROPS contém 281 familias e 64 clas, com nomes baseados nas letras A, C, G, M, N, P, S,
T e U, conforme o mecanismo catalitico. Familias com mecanismos diferentes sao identificadas
pelaletra "P". As peptidases cistefnicas atualmente estdo agrupadas em 11 principais CLA (CA,
CD, CE, CF, CL, CM, CN, CO, CP, CQe CR) e 84 familias (DAVID TRONCOSO; ALBERTO
SANCHEZ; LUJAN FERREIRA, 2022; RAWLINGS et al., 2018a). Sendo a papaina (Carica
papaya), a primeira peptidase cisteinica isolada e caracterizada, muitos estudos foram
desenvolvidos no intuito de demonstrar propriedades bioquimicas e bioldgicas dessa classe de

enzimas (RAWAT et al., 2021).

As proteases cisteinicas da familia da papaina sdo inicialmente produzidas como
pré-proenzimas. Essas pré-proenzimas sao compostas por um peptideo sinal, um propeptideo e
um dominio catalitico. Cada componente da cadeia polipeptidica desenvolve um papel
importante no processo de maturagdo da enzima. O peptideo sinal é essencial para o
direcionamento da proteina a locais de clivagem. O propeptideo, além de auxiliar no
dobramento adequado do dominio catalitico, também pode ser responsdvel por inibir a atividade
da protease. E o dominio catalitico responsdvel por promover a atividade enzimética. A ativagao
dessa enzima geralmente ocorre em ambientes dcidos, onde o propeptideo pode ser removido
de forma autocatalitica ou por acdo de outras proteases (PETUSHKOVA; SAVVATEEVA;
ZAMYATNIN, 2022).

Além da denominagdo “peptidases cisteinicas”, essas enzimas também sdo
conhecidas como ‘proteases de tiol’, pois utilizam um tiol nucleofilico de uma cisteina para
realizar a quebra de uma ligacdo peptidica. Seu mecanismo catalitico € baseado naquele descrito
para a papaina, envolvendo processos de acilacdo e desacilagdo, além de um intermedidrio acil
relativamente estdvel (Evidenciado na Figura 2). O processo de catdlise comeca com a ativacio
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do grupo sulfidrila da Cys (Cys® na papaina) pela His (His!*® na papaina), removendo um

préton para tornar o enxofre nucleofilico. Apds ativado, o enxofre comeca com o ataque
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nucleofilico no carbono carbonilico do substrato, quebrando a ligagdo peptidica e formando um
intermedidrio acil. A protonac¢do da amida do substrato ocorre antes do ataque nucleofilico, o
que facilita a formacdo do intermedidrio acil. Essa protonacio é mediada por His'>’, um residuo
crucial para a reacdo, especialmente na etapa de desacilaciio. Durante essa fase, His'> estabiliza
o intermedidrio acil e facilita a liberacdao do produto da reacdo. A estabilizacdo do intermediario
acil é realizada por um "buraco oxianion", uma regido do sitio ativo que contém interacoes
especificas, como a formacgao de ligacdes de hidrogénio entre o grupo NH da cadeia principal
de Cys® e a carboxamida lateral de Gln'®. Essa estrutura proporciona uma estabilizacio
adicional ao intermedidrio instavel durante a reacdo, justificada por alguns autores como a triade
catalitica Cys-His-Asn/Gln. A transi¢do entre os estados de acilacao e desacilagdo € crucial para
a atividade enzimdtica, e a liberacdo do produto é facilitada pela acdo de His'*’, que induz a

desacilacdo do intermedidrio acil (ELSASSER; GOETTIG, 2021a).

His>:\ (Cys His>=\ (Cys H'+5>=\ (Cys

HN_ _N--H—S R —H---§" HN_ _N=H--8
P1J\r( g 2 PVKer\rN pH\}/ g
0 R 0 R

\ 0.
\ His>=\ His /

R ) lli Cys — H Cys '
P1%.r° HN, N=H--0 ( HN, N--~H—0 ( Ha“'j/""
° g b S
P1 i 0 P1’

Figura 2: Mecanismo catalitico de proteases cisteinicas (modelo da papaina), evidenciando a presenca do sitio
catalitico, substrato, ataque nucleofilico da Cys a ligacdo peptidica do substrato, formacdo do primeiro
intermedidrio, clivagem de uma por¢do do substrato e regeneracio da enzima com a liberagdo da segunda porgado

do substrato, sequencialmente. Fonte: (ELSASSER; GOETTIG, 2021a), adaptado pela autora.

As peptidases da subfamilia C1 possuem um subsitio de especificidade dominante
em S2, que prefere a ocupagdo por cadeias laterais hidrofébicas volumosas em vez de
carregadas. A papaina, é um exemplo dessa classe e apresenta uma preferéncia moderada por
residuos P1-Arg, com um padrdo de especificidade para a sequéncia P2-P4’ Leu/Val-
Arg/Lys|GIn-Gln-Xaa-Asp, semelhante a tripsina (ELSASSER; GOETTIG, 2021a;
RAWLINGS et al., 2018a) .
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Como exemplo, o substrato sintético Na-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida
cloridrato (BANA) ¢ utilizado para detectar a presenga de proteases cisteinicas (FREITAS,
2006), visto que em sua composi¢ao ha a presenca de residuos que essa classe de enzimas possui
afinidade, como a Arg. Na figura 3 é evidenciado os grupos funcionais presentes no BANA. A
hidrdlise desse substrato ocorre por meio de um mecanismo cldssico envolvendo as mesmas
etapas principais no mecanismo catalitico referenciado para proteases cisteinicas: ligacdo do
substrato ao sitio catalitico da enzima, ataque nucleofilico do residuo de Cys, formagdo do
intermedidrio acil-enzima e desacilacdo para regeneracdo da enzima. Nesse processo,
inicialmente, 0 BANA se liga ao sitio ativo da protease por meio da interagdo entre seu grupo
benzoilarginina. Em seguida, a cisteina catalitica da protease realiza um ataque nucleofilico ao
carbono carbonilico da ligagdo amida do BANA, promovendo a clivagem do substrato e a
liberacao de P-naftilamida, que pode ser detectada espectrofotometricamente. A parte
remanescente do substrato forma um intermediario acil-enzima e a entrada de moléculas de
agua promove a hidrélise do intermedidrio, liberando o grupo benzoilarginina e regenerando a
enzima para novos ciclos cataliticos (CHIRGWIN; PARSONS; NOLTMANN, 1975;
WAKABAYASHI et al., 1978).

ﬁ:h‘ 0 _f"’.f ) ‘-"'J/
‘ H I
L/ N "o, J i \H'%_v__, H‘\K“\_,

(8]

Figura 3: Substrato sintético No-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida cloridrato (BANA), evidenciando sua

composicao estrutural. Fonte: The Pubchem Project (PubChem).

O mecanismo de regulacio das proteases € altamente sofisticado e multifacetado,
englobando diferentes niveis de controle. Em termos de ativacao, essas enzimas frequentemente
dependem de mudangas conformacionais induzidas por modificacdes pds-traducionais, como
clivagens proteoliticas, que transformam as proenzimas em suas formas ativas. Além disso, o

controle da atividade enzimatica também € mediado por ativadores e inibidores, que podem se
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ligar ao sitio ativo das proteases, regulando sua fun¢do de acordo com as necessidades celulares
(DAVID TRONCOSO; ALBERTO SANCHEZ; LUJAN FERREIRA, 2022; FERNANDEZ-
FERNANDEZ: STAEL:; VAN BREUSEGEM, 2023). Em estudos anteriores, foram relatados
diversos inibidores especificos para proteases cisteinicas, como o tetrationato de sédio (STT),
acido iodoacético (IAA), trans -Epoxisuccinil-L-leucilamido(4-guanidino)butano (E-64),
cloreto de mercurio (HgCl), 4cido p -cloromercuribenzoico (PCMB) e N-Etilmaleimida
(NEM). Além disso, também foram descritos ativadores dessas enzimas, incluindo B-
mercaptoetanol, Ditiotreitol (DTT) e L-cisteina (FREITAS et al., 2016a, 2020; KUMAR
DUBEY; JAGANNADHAM, 2003; RAMOS et al., 2013b; SINGH et al., 2010).

Na figura 4 € evidenciado a interag@o do inibidor E-64 no sitio ativa da papaina. O
E-64 € um inibidor competitivo irreversivel de proteases cisteinicas, sendo composto por um
acido trans-epoxissuccinico ligado a um dipeptideo modificado [(leucilamino)-4-
guanidinobutano]. Seu mecanismo de acdo envolve a formacdo de uma ligacao covalente entre
o grupo epoxido da sua estrutura e a cisteina catalitica ativa das proteases, por meio de um
ataque nucleofilico do grupo -SH da cisteina ativa. Além disso, o E-64 estabiliza sua interagdo
com as proteases por meio de pontes de hidrogé€nio e contatos eletrostaticos realizados dentro
do sitio ativo com outros residuos. Como exemplo, o grupo carboxila N-terminal do E-64 forma
trés ligagdes de hidrogénio com os residuos GIn'®, Cys* e His'> (numeracdo de referéncia a
papaina). Adicionalmente, o subsitio S2 da enzima é formado pelos residuos Val'*, Val'*’ e
Ala'®, que fazem contato de Van der Waals com a cadeia lateral do residuo de leucina (por¢do
P2) do E-64 (MATSUMOTO et al., 1999). Além da regulacdo por inibicdo, a regulacdo
transcricional e pds-transcricional, também desempenham um papel importante na homeostase
da reacao proteolitica (DAVID TRONCOSO; ALBERTO SANCHEZ; LUJAN FERREIRA,
2022; FERNANDEZ-FERNANDEZ; STAEL; VAN BREUSEGEM, 2023).
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Figura 4: Mecanismo de inibi¢do do sitio ativo da papaina por E-64, evidenciado a estrutura quimica do E-64 e
seu mecanismo de inibi¢@o no sitio catalitico da papaina. a) evidencia as intera¢des que ocorrem dos residuos do
sitio catalitico com os dtomos do E-64. O grupo tiol da Cys catalitica ataca o carbono C2 no anel ep6xido do E-
64, estabelecendo uma ligag@o covalente. b) estrutura quimica do inibidor E-64. Fonte: (MATSUMOTO et al.,
1999); The Pubchem Project (PubChem).

Na figura 5 € evidenciado a estrutura e composicao quimica do DTT. O reagente é
comumente utilizado como um agente redutor para manter proteinas em sua forma reduzida,
prevenindo e/ou quebrando pontes dissulfeto indesejadas na cadeia polipeptidica da proteina ou
entre outras cadeias. Essa reacdo € baseada na quebra de ligagdes dissulfeto e restauracio da
conformacdo ativa da proteina, onde o DTT realiza um ataque nucleofilico a ligagao dissulfeto
e desfaz a ligacdo. Esse reagente, quando utilizado com proteases, assegura que os residuos de
cisteina no sitio ativo estejam na forma tiol livre (-SH), essencial para a atividade catalitica da
enzima (ALLIEGRO, 2000; LUKESH; PALTE; RAINES, 2012). No contexto das proteases
cisteinicas, o DTT desempenha um papel crucial na manutencdo da atividade enzimética,

mantendo os residuos de Cys livres para desempenhar seu papel catalitico.
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Figura 5: Dithiothreitol (DTT), evidenciando sua estrutura quimica. Fonte: The Pubchem Project (PubChem).

2.2 Calotropis procera (Aiton)

A Calotropis procera (Aifon) é uma espécie vegetal nativa da Africa, pertencente a
familia Apocynaceae e a subfamilia Asclepiadoideae, conhecidas como serralhas (Figura 6).
Amplamente distribuida, essa planta perene adapta-se a ambientes adridos e semidridos
(xerdfita), sendo encontrada no Norte da Africa, Oriente Médio, América Latina e Asia. O nome
do género Calotropis tem origem no grego e significa “bonito”, em referéncia a aparéncia de
suas flores. Ja o epiteto especifico procera deriva do latim, aludindo a cera presente nas folhas
e no caule da planta. Essa espécie recebe diferentes denominacdes regionais, como maga-de-
sodoma e calétropo. Além disso, € geneticamente proxima de C. gigantea, outra representante

do mesmo género (KAUR et al., 2021) .

Figura 6: Calotropis procera (Aiton). Espécimes fotografadas na Universidade Federal do Ceard, Campus do Pici.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Do ponto de vista morfoldgico, a C. procera apresenta caracteristicas diversas, tais
como caules que se assemelham a arbustos e atingindo alturas que variam de 2 a 6 metros. Suas
raizes, por sua vez, desenvolvem-se em extensao, alcangando até 4 metros de profundidade. As
folhas sdo simples, espessas e terminam em pontas agudas. Seus caules jovens sdo verde-
acinzentados e pubescentes, enquanto os maduros tém casca fissurada. As folhas sdo grandes,
suculentas, verde-claras e cobertas por cera cuticular (HASSAN et al., 2015; KAUR et al.,
2021; RABELO et al., 2023). Quando submetida a cortes ou lesdes, a planta demonstra a
capacidade de liberar um fluido leitoso e esbranquicado, conhecido como latex. Este composto
¢ amplamente reconhecido na literatura como uma substdncia potencialmente tdxica,
constituida por diversos elementos nocivos, incluindo glicosideos, fenois, flavonoides,
terpendides e proteinas. E plausivel inferir que essa complexa composicio desempenhe
variados papéis na defesa e preservacdo da planta (DHILEEPAN, 2014; WADHWANI et al.,
2021). Al Sulaibi et al., também fornecem informagdes sobre o potencial dos extratos
metandlicos provenientes das flores, destacando atividade esquistossomicida. Do létex,
evidenciaram as propriedades anti-helminticas (AL SULAIBI; THIEMANN; THIEMANN,
2020).

Estudos recentes evidenciaram também diversos potenciais terapéuticos e
aplicacdes biotecnoldgicas associadas a espécie, seja por meio de extratos ou de moléculas
1soladas provenientes do latex. Pesquisas experimentais destacaram vdrias atividades bioldgicas
vinculadas as moléculas isoladas do latex, com énfase nas peptidases. Essas enzimas
demonstraram atividade de coagulacdo plasmatica, potencial como substitutos da quimosina na
fabricacdo de queijos, além de apresentarem utilidade como agentes detergentes e antifingicos
contra fungos alimentares e fitopatogé€nicos (FREITAS et al., 2020; RAMOS et al., 2013b;
SILVA et al., 2020). Na Tabela 1, estdo detalhados os resultados de uma série de ensaios de
atividades bioldgicas realizados com o liatex de C. procera, evidenciando propriedades
terapéuticas e funcionais dessa substancia. Esses testes abrangem uma variedade de dreas, desde
atividades antimicrobianas e anti-inflamatérias até efeitos no tratamento de doengas,
inflamagdes e processos de cicatriza¢do. Além disso, os resultados provenientes desses ensaios
reforcam a versatilidade do latex dessa planta, sugerindo que ele pode ser utilizado em

diferentes contextos terapéuticos.
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas descritas contra diferentes modelos e alvos utilizando o latex

de Calotropis procera.

Atividade

Citotoxicidade

Inibicao da eclosao
de ovos e larvas em

desenvolvimento

Inibicao do
desenvolvimento

larval

Atividade

antibacteriana

Atividade

antifingica

Propriedade anti-
inflamatoria e

antipirética

Faixa de Modelo / Ensaio
dosagem
0,02 -25,0 In vitro, contra diferentes linhagens
pg /mL celulares de Cancer humano: HL-60
(promielocitica leucemia), HCT-8
(c6lon), MDA-MB-435 (mama) e
SF295 (cérebro).
10 —-1000 In vitro, usando Aedes aegypti
mg/mL (Linn).
0,1-2 In vitro, usando Aedes aegypti.
mg/mL
1 mg/mL In vitro, contra Gram-positivo
(Streptococcus piogenes e
Staphylococcus aureus) e Gram-
negativo bactérias (Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa) bem
como Candida albicans
20,7 — 1,368 In vitro, contra Coletotrichum
ug /mL gloeosporioides, Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani,
Fusarium solani, Neurospora sp e
Aspergillus niger.
5 e 25 mg/kg In vivo, usando ratos Wistar.

Referéncias

(SOARES DE
OLIVEIRA et
al., 2007)

(RAMOS et al.,
2006)

(RAMOS et al.,
2009)

(SAHER et al.,
2023)

(SOUZA et al.,
2011)

(KUMAR et al.,
2017)



Protecao de 30 e 60 mg
inflamacao /kg
induzida
Controle da 10 mg /kg
inflamacao
Coagulacao de leite 20— 100 pg
/200 pL
Amaciante de carne 0% — 0,5%
(p/p)
Reducao da 1 pg/uL
alergenicidade de
proteinas do leite
de vaca.
Atividade 100 uL e 0,1
antifiingica e —-0,3 g/kg
retardo do
crescimento.

Fonte: Elaborada pela autora.

In vivo, contra Salmonella entérica
em homem adulto suico e ratos

Wistar.

In vitro e in vivo, contra Salmonella

entérica e rato suico.

In vitro, usando leite desnatado.

In vitro, usando carne de vaca, carne

de porco e frango.

In vivo, usando camundongos

machos e leite bovino.

In vitro, usando farinha de trigo
comercial e Aspergillus Niger, A.
chevalieri, Trichoderma reesei,
Pythium oligandrum, Penicillium sp
e Lasiodiplodia, Saccharomyces

cerevisiae.

2.3 Proteinas purificadas e alguns genes descritos de Calotropis procera

28

(OLIVEIRA et
al., 2012)

(TAVARES et
al., 2021)

(FREITAS et
al., 2016b)

(RAWDKUEN;
JAIMAKREU;
BENJAKUL,
2013)

(OLIVEIRA et
al., 2019)

(FREITAS et
al., 2022)

Ao longo das udltimas décadas, diversos pesquisadores t€ém se dedicado ao estudo

de C. procera, com o objetivo de identificar seus compostos bioativos, investigar possiveis

atividades bioldgicas, bem como explorar aplicagdes biotecnoldgicas. Apesar de ser

amplamente utilizada na medicina tradicional desde a antiguidade, os primeiros avangos

significativos na purificacdo das proteinas presentes no latex de C. procera ocorreram apenas

nos anos 2000. Esse periodo marcou o inicio de um entendimento mais aprofundado das
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propriedades enzimaticas dessa planta, o que abriu caminho para a investigacdo de suas

possiveis aplicagdes terapéuticas e industriais.

O primeiro estudo relevante foi conduzido por Kumar et al., que conseguiram isolar
do latex de C. procera uma protease citseinica, a qual foi nomeada de proceraina. Os
pesquisadores avaliaram a atividade 6tima da enzima em termos de sua capacidade de digerir
azoalbumina, encontrando condi¢des ideais de temperatura entre 55 — 60°C e pH variando de
7,0 29,0. Além disso, a enzima demonstrou atividade de hidrélise sobre proteinas como caseina
e azocaseina. Esse estudo foi fundamental para estabelecer o potencial bioldgico das proteinas
extraidas do latex e ampliou o conhecimento sobre suas possiveis utilidades em processos

biotecnolégicos (KUMAR DUBEY; JAGANNADHAM, 2003).

Em 2010, Singh et al., isolaram uma outra proteina do latex, que apresentava
caracteristicas semelhantes a poceraina. Essa nova proteina foi denominada de proceraina B.
Os pesquisadores caracterizaram a atividade 6tima dessa enzima, que ocorreu em uma faixa de
pH entre 6,5 e 8,5 e em temperaturas de 40 — 60°C. Além disso, proceraina B demonstrou uma
atividade notdvel na hidrolise de manchas de sangue. Isso sugeriu uma possivel utilizagdo dessa
enzima na industria de detergentes, visto sua capacidade de degradar proteinas em substancias

como o sangue, uma aplicagcdo importante para processos de limpeza (SINGH et al., 2010).

Em 2013, Ramos et al., realizaram um estudo aprofundado e purificaram trés novas
proteinas do latex, que foram denominadas C. procera cisteina protease I, 2 e 3 (CPCP-1,
CPCP-2 e CPCP3). No decorrer da pesquisa, os autores observaram que as condi¢des ideais de
pH e temperatura para essas enzimas eram semelhantes entre si, com faixas de pH 6timas e
temperaturas ideais que variavam de 6,0 a 7,5 e 30 — 50°C. Mediante ensaios de ativacdo e
inibicdo com substratos especificos, essas proteinas foram identificadas como proteases
cisteinicas. Atividades importantes como fibrindlise e coagulante plasmatico foram
evidenciadas, indicando seu potencial para aplicacdes terapéuticas, especialmente em processos
relacionados a coagulacdo sanguinea (RAMOS et al., 2013b). Além disso, outros estudos
apresentaram outras aplicagdes biotecnoldgicas, como a fabricacio de queijo (FREITAS et al.,
2016b), depilacdo de couro (LOPEZ et al., 2017) e modulacio da cicatrizacio de feridas
(RAMOS et al., 2016).

Na Tabela 2 é apresentado um resumo das propriedades bioquimicas das proteases

cisteinicas purificadas da C. procera. Essas enzimas distinguem-se pelo ponto isoelétrico (pl),



30

pH 6timo de atividade, massa molecular, temperatura 6tima e ampla faixa de estabilidade. Além

disso, como mencionado em outras sessdes desse trabalho, suas atividades cataliticas sdo

significativamente moduladas por inibidores especificos, como E-64 e IAA, evidenciando o

papel essencial do residuo de cisteina no sitio ativo (NOGUEIRA; VIEIRA; GRANGEIRO,

2024).

Tabela 2 — Propriedades bioquimicas de proteinas purificadas de Calotropis procera.

Proteina M: pI

(kDa)
Proceraina 28.79 9.3
Proceraina 257 9.5
B
CpCP-1 2621 4.2
CpCP-2 26.13 4.1

pH o6timo

(substrato)

7.0-9.0

(azoalbumina)

6.5-8.5
(azoalbumina;

hemoglobina)

6.0-7.0

(azocaseina)

6.0-7.0

Temperatura
otima (°C)

(substrato)

55-60

(azoalbumina)

40 - 60

(azocaseina)

30-50

(azocaseina)

30-50

Faixa de
estabilidade
pH T

°O
3.0 - até
12 70°C
6.5 - até
8.5 75°C
até até
7.5 50°C
até até

Inibidores

E-64,
IAA,
PCMB,
HgCl,
STT

E-64,
HgCl,
NEM,
PCMB,
IAA,
leupepitin

a, STT

E-64,
T1AA,
PMSF,
EDTA,
Pepstatina

A

E-64,
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(azocaseina) (azocaseina) 7.5 50°C IAA,
PMSF,
EDTA,
Pepstatina

A

CpCP3 25.08 9.2 6.0-7.5 30-50 até até E-64,

(azocaseina) (azocaseina) 7.5 50°C
IAA,

PMSF,
EDTA,
Pepstatina
A
Fonte: (NOGUEIRA et al., 2024).

Na Tabela 3, sdo apresentadas as diversas atividades biotecnoldgicas das proteases
cistefnicas purificadas da C. procera. Essas enzimas demonstram ac¢io semelhante a detergente
na hidrélise de manchas de sangue, além de alta efici€ncia na digestdo de proteinas dietéticas.
No contexto da coagulacdo do leite, observou-se inibi¢ao dessa atividade na presenga de ions
Cu?* e Zn*, enquanto os ions Co**, Ni** e Mn?" aumentaram significativamente a eficiéncia do
processo. As proteases também exibem atividades de coagulacdo plasmadtica, fibrinolitica e
fibrinogenolitica, tornando-se relevantes no tratamento de distdrbios trombdticos. Além disso,
apresentaram atividade antifiingica e sdo eficazes na coagulag¢do do leite para a produgdo de
queijos, destacando seu potencial em aplicacdes industriais e biomédicas (NOGUEIRA;

VIEIRA; GRANGEIRO, 2024).
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Tabela 3 — Potencial biotecnoldgico de proteases cisteinicas purificadas de Calotropis procera.

Proteina

Proceraina B

Proceraina B

Proceraina B

CpCP1
CpCP2
CpCP3

CpCP1

Atividade

Detergente

Digestao de
proteinas

dietéticas.

Coagulagdo na

presenca de ions

metalicos

Coagulacao

plasmatica

Fibrinolitica

Substrato
/Alvo

Manchas de

sangue

Albumina

Leite

desnatado

Plasma

humano

Fibrinogénio

Condicoes dos ensaios

Algodao manchado com
sangue, incubado com
1% de detergente
contendo 0,1 mg/mL de

proceraina B purificada.

Pedacos de ovos cozidos
incubados contendo
proceraina B, tampao
Tris-HCI 50 mM pH7,5 e

- mercaptoetanol

Leite desnatado 10%
(p/v) em solugdo tampao
Tris-HC1 50 mM pH7,5

contendo 0,01 M de

CaCl2, variando
concentragdes de ion
(Cu®*, Co, Ni%*, Zn?*,
Mn?*), 50 pl (2 mg/mL)

de proceraina B.

Proteases em diferentes
concentragdes incubadas
com amostras de plasma
humano em Tris- HCI,
pH 7,5 contendo 3 mM
DTT.

Peptidases purificadas,

Referéncias

(SINGH et
al., 2010)

(SINGH et
al., 2011)

(SINGH et

al.,2011)

(RAMOS et
al., 2013b)



CpCP2
CpCP3

CpCP1
CpCP2
CpCP3

CpCP1
CpCP2
CpCP3

CpCP3

Fibrinogenolitica  Fibrinogénio

Antifingico Fusarium
oxisporum e
Coletotrichum
acutatum
Coagulacao de Leite
queijo desnatado

Fonte: (NOGUEIRA et al., 2024), adaptado.

incubadas com
fibrinogénio contendo
tampao Tris-HCl e 3 mM
DTT em diferentes
intervalos de tempo (0 —

30 minutos) a 37°C.

Aplicagdo das proteases
purificadas em pogos de
gel de fibrinogénio-
agarose preparado e
solidificado sobre placas
de vidro, incubadas por

24 horas.

Peptidases dissolvidas
em 50 mM de tampao
fosfato de sédio (pH 7,0,
contendo 1 mM de L-
cisteina) e misturado com
suspensoes de esporo (2

x 1075 esporos / mL).

Diferentes quantidades
de CpCP3 dissolvidas em
tampao Tris- HCl 50 mM

contendo 1 mM de L-
cisteina (pH 6,5),
incubadas com leite

desnatado contendo 50

mM de CaCl; a 37°C.
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(FREITAS
et al., 2020)

(SILVA et
al., 2020)

Em novos estudos, Know et al., estudaram o perfil de proteases cisteinicas da C.

procera utilizando a analise do transcriptoma de novo. O objetivo do estudo foi identificar as
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sequéncias completas de mRNA de proteases cisteinicas por RNA-Seq e determinar seus niveis
de expressdo. Foram obtidas um total de 20 sequéncias genéticas distintas que codificam para
proteases cisteinicas, sendo estas moléculas nomeadas consecutivamente de SnuCalCpOl a
SnuCalCp20. No trabalho foi visto que a CpCP3 foi 99% idéntica a sequéncia de SnuCalCp03,
com um peso molecular equivalente € um maior nivel de expressdao. Decorrente disso, a
SnuCalCp03 foi expressa, purificada e redobrada, mas nado foi possivel obté-la em sua forma
ativa. Esse achado foi justificado devido a auséncia de condi¢des adequadas para seu
dobramento (KWON et al., 2015). As proteinas codificadas apresentaram diferentes
comprimentos e quatro tipos de arquitetura de dominio, todos contendo o dominio de cisteina
endopeptidase da familia da papaina (Peptidase_C1). SnuCalCp01 fo1 altamente semelhante a
proceraina (90,3%) e proceraina B (96,8 %), enquanto SnuCalCp16 apresentou maior identidade
com CpCP1 (88%) e CpCP2 (98%). Esses resultados indicam que o genoma de C. procera
apresenta pelo menos 27 genes que codificam CPs semelhantes a papaina, o que estd de acordo

com estudos prévios que demonstram a existéncia de grandes familias de genes codificando

CPs em plantas (KWON et al., 2015; NOGUEIRA; VIEIRA; GRANGEIRO, 2024).

Na figura 7 € apresentado a arquitetura de dominios dos genes descritos por Know
et al., (KWON et al., 2015). As sequéncias de aminoécidos das pré-pré-proteinas foram
previamente identificadas, e os peptideos sinais foram previstos utilizando o programa SignalP.
A pesquisa no Conserved Domain Database (CDD), por meio do servigo CD-Search, permitiu
a identifica¢do de dominios conservados e sitios funcionais. Os diagramas dos dominios foram
elaborados com o auxilio do software IBS (NOGUEIRA; VIEIRA; GRANGEIRO, 2024). E
visto que de fato todos os genes possuem a regido do propepetideo identificado pelo inibidor
129 e o dominio catalitico C1 das proteases. Foi identificado um dominio denominado
Granulina, pertencente a familia de peptideos ricos em cisteina. Esse dominio € frequentemente
encontrado no terminal C de proteases cisteinicas da familia de peptidases C1, sendo

comumente observado em plantas (NAKAKURA et al., 1992).
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Figura 7: Arquiteturas de dominios dos genes de proteases cisteinicas de C. procera. Na figura é evidenciada a
arquitetura de dominio proteicos de alguns genes descritos por KWON et al., 2015. Nesses dominios sdo mostrados
a regido do peptideo sinal (cor roxa), inibidor (cor amarela), C1 (cor bege) e Granulina (cor rosa). Fonte:

(NOGUEIRA; VIEIRA; GRANGEIRO, 2024).

Em um estudo mais recente Freitas et al., realizaram a identificacdo e a
caracterizacao de cinco genes de cisteina peptidase (CpCP A, CpCP B, CpCP C, CpCP D e
CpCPE) em C. procera. Esses genes, que ainda ndo haviam sido descritos anteriormente, foram
nao apenas identificados, mas também parcialmente caracterizados, revelando informagdes
importantes sobre suas propriedades. Além disso, os pesquisadores realizaram a purificagao de
trés proteinas (CpCP1, CpCP2 e CpCP3) e investigaram suas atividades antiftingicas. As
massas moleculares dos produtos génicos variaram entre 21 e 24,8 kDa, o que forneceu dados
relevantes sobre sua estrutura. No contexto das atividades antifungicas relacionadas as
proteinas purificadas, os resultados experimentais destacaram a agao eficaz de CpCP1, CpCP2
e CpCP3, que demonstraram serem ativas contra dois fitopatégenos de importancia agricola:

Fusarium oxysporum e Colletotrichum acutatum (FREITAS et al., 2020).
2.4 CpCP3 (Calotropis procera cisteine protease 3)

A CpCP3 foi purificada inicialmente por Ramos et al., a partir da fracdo proteica
do latex de C. procera (Apocynaceae). Essa proteina estd inserida na classificacio de peptidases

cisteinicas e incluida na familia C1 (familia da papaina) (RAMOS et al., 2013b). Seu
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mecanismo catalitico envolve processos de acilagdo e desacilagdo com um residuo de Cys em
seu sitio ativo, semelhante os descritos para papaina. Investigacdes minuciosas conduzidas por
pesquisadores tém fornecido achados valiosos sobre a estrutura da CpCP3. Sua composi¢do em
termos de estrutura secunddria, a qual foi revelada por meio de andlises avancadas de dicroismo
circular e espectroscopia de fluorescéncia, indicam que a organizacio secunddria da enzima é
distribuida entre diferentes elementos, tais como hélice-a (constituindo 15,1%), volta-f
(representando 21,3%), folha-f (abrangendo 30,2%) e estruturas de ordem aleatoria
(contribuindo com 33,4%) (FREITAS et al., 2020; RAMOS et al., 2013a, 2013b). Conforme
mencionado anteriormente, estudos com a CpCP3 purificada do litex demonstraram sua
atividade anticoagulante e fibrinogenolitica (RAMOS et al., 2013a), seu potencial como
coagulante na produgdo de queijo (FREITAS et al., 2020) e coagulante (OLIVEIRA et al.,
2023).

A purificacao da proteina CpCP3, embora realizada por metodologias relativamente
simples, apresenta um rendimento de aproximadamente 20,4% a partir do latex de C. procera
(RAMOS et al., 2013a). Além disso, at¢ o momento, a obtencdo da CpCP3 recombinante
biologicamente ativa ainda ndo foi alcangada, o que abre espago para novos estudos voltados a
superacdo dessa limitacdo e a exploracdo do potencial biotecnoldgico da enzima. Com o
desenvolvimento de novas abordagens e metodologias, espera-se que a CpCP3 possa ser
purificada em quantidades satisfatdrias, possibilitando sua aplicagdo em estudos bioquimicos e
biologicos, com potencial para o controle de fitopatdgenos, infec¢des bacterianas e

desenvolvimento de novas terapias.
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3 PERGUNTAS DE PARTIDA

i) A protease cisteinica CpCP3 de Calotropis procera pode ser produzida em niveis

satisfatorios em células de Escherichia coli e obtida de forma soldvel?
ii) A proteina recombinante é capaz de apresentar atividade proteolitica?
4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Expressar uma protease cisteinica de Calotropis procera (CpCP3) de forma

heteréloga em Escherichia coli e verificar a funcionalidade da proteina recombinante.
4.2 Objetivos especificos

e Obter células de E. coli BL21(DE3) carregando um plasmideo de expressao contendo
um fragmento de DNA codificando CpCP3.

e Determinar as melhores condi¢des (tempo de indugdo, temperatura durante o processo
de inducao) para a produgdo de CpCP3 recombinante.

e Purificar CpCP3 recombinante.

e Avaliar a funcionalidade da CpCP3 recombinante.

e Produzir e publicar em revistas cientificas indexadas, artigos cientificos relacionados ao

trabalho.
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5 MATERIAIS E METODOS
Etapa 1 — Expressao da proteina recombinante em trés construcoes distintas
5.1 Selecao de células hospedeiras e obtencao de plasmideos heterélogos

De acordo com as sequéncias génicas disponibilizadas no trabalho de Kwon et al.,
o gene SnuCalCp03 corresponde a protease CpCP3 (KWON et al., 2015). Dessa forma, a
protease CpCP3 foi produzida de forma heter6loga em células de Escherichia coli BL21(DE3)
transformadas com plasmideos de expressao carregando a sequéncia codificadora da enzima,
utilizando como base a sequéncia génica de SnuCalCp03. O plasmideo contendo a sequéncia
codificadora foi adquirido da empresa GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). A
partir dos vetores pET-32a(+); pET-41a(+) e pET-43.1a(+) contendo sequéncia codificadora, a
proteina CpCP3 foi produzida fusionadas aos tags tiorredoxina (TrxA), glutationa S-transferase
(GST) e a proteina de terminagao/antiterminacdo de transcricdo NusA, respectivamente. Além
dos tags, que permitiu melhor solubilidade, a proteina recombinante foi fusionada a uma cauda

de histidina na tentativa de facilitar sua purificagdo (HARA et al., 2021).

A atividade de acesso ao Patrimonio Genético de Calotropis procera
(Apocynaceae), com finalidade de Pesquisa Cientifica, foi cadastrada no SisGen (Cadastro n°

A582302), em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

5.2 Preparacao de células quimicamente competentes de Escherichia coli por tratamento

com cloreto de calcio

Seguindo o protocolo descrito por Sambrook et al., os vetores de expressiao
contendo a sequéncia de interesse foram inseridos em células de E. coli BL21(DE3). As células
de E. coli BL21(DE3) foram cultivadas em placas contendo LB dgar em estufa a 37°C por 16
horas. Apds o crescimento em placa, uma colonia isolada foi inoculada em 5 mL de LB caldo
e incubada a 37°C sob agita¢do de 180 rpm por uma noite. No dia seguinte, foi transferido 1
mL da cultura overnight para um frasco Erlenmeyer contendo 100 mL de meio LB caldo e
incubado a 37°C sob agitacdo vigorosa de 180 rpm, até atingir uma densidade 6ptica de 0,4 a
0,6 em uma leitura espectrofotométrica de 600 nm. Apds atingir a densidade de células
apropriada, a cultura foi centrifugada (Eppendorf Centrifuge 5810 R) a 3000 x g por 10 minutos
a 4°C. Em sequéncia, as células foram ressuspendidas em 20 mL (1/5 do volume da cultura) de

CaCl> 50 mM gelado e incubadas em gelo por 30 minutos. Posteriormente, as células foram
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centrifugadas nas mesmas condi¢des anteriores e ressuspendidas novamente em 2 mL (1/10 do

volume da suspensao de células) de CaCl, 50 mM gelado (SAMBROOK et al, 1989).

5.3 Transformacao de células quimicamente competentes de Escherichia coli usando o

método do choque térmico

Seguindo o protocolo descrito por Sambrook et al., 200 uL da suspensao de células
preparadas quimicamente na etapa anterior (5.2) foram adicionados a microtubos estéril
combinado a 10 pL da solugao de plasmideo recombinante. A mistura foi primeiramente
incubada em gelo por 30 minutos, posteriormente em banho-maria a 42°C por 3 minutos, € em
seguida, incubadas novamente em gelo por 2 minutos. Apds o processo de choque térmico,
foram adicionados 800 pL de meio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) a
cada microtubo e incubados em banho-maria a 37°C por 90 minutos. Em seguida, foram
plaqueados 200 plL de cada transformac¢do em placas de LB agar contendo o antibidtico
apropriado para cada construcdo (Ampicilina para pET-32a(+) e pET-43.1a(+); Kanamicina
para pET-4la(+)) a uma concentracdo de 100 pg/mL. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 37°C por 12 horas e, em seguida, estoques em glicerol foram preparados e

armazenados em ultrafreezer a — 80°C (SAMBROOK et al, 1989).

5.4 Inducao e expressao de proteina recombinante em células de Escherichia coli

transformadas

A inducgido da expressdo da proteina recombinante seguiu o protocolo descrito por
Sambrook et al., com adaptacdes para as condi¢des a serem testadas da proteina estudada. Os
estoques em glicerol contendo células de E. coli BL21(DE3), transformadas com o plasmideo
recombinante, conforme item 5.5, foram utilizados para semeadura em placas contendo meio
LB dgar com antibidtico em uma concentracdo de 100 pug/mL e posteriormente incubadas a
37°C por 16 horas. Em seguida, uma col6nia isolada de cada placa foi inoculada em 5 mL de
meio LB caldo novamente contendo antibidtico apropriado para cada constru¢do e incubadas a
37°C com agitagdo orbital de 180 rpm por uma noite. No dia seguinte, foi transferido 1 mL da
cultura overnight para um frasco Erlenmeyer contendo 250 mL de meio LB caldo contendo
antibidtico, seguido de uma incubacio a 37°C sob agitacdo vigorosa de 180 rpm, até atingir
uma densidade o6ptica de 1.0. O crescimento foi monitorado por meio de leituras
espectrofotométricas a 600 nm. Apds atingir a densidade de células apropriada, IPTG (Isopropil

B-D-1-tiogalactopiranosideo) a 0,4 mM foi adicionado ao meio e incubado por um periodo de



40

1 hora a 30°C sob agitac@o orbital vigorosa de 180 rpm. Apds 1 hora de indugdo, as células
foram coletadas por centrifugagcdo a 6.000 x g por 20 minutos a 4°C, descartando o sobrenadante

e o precipitado resultante submetido ao processo de lise (SAMBROOK et al, 1989).
5.5 Lise de células transformadas

A lise das células por sonicac@o seguiu o protocolo segundo Nascimento (2014),
com modificagdes. Os precipitados resultantes da etapa anterior (5.4) foram transferidos para
falcons de 15 mL para garantir um bom acesso da sonda ao material. Os precipitados foram
pesados e em sequéncia adicionado tampao de lise contendo PBS 50 mM; NaCl 0,5 M; EDTA
2 mM; Ureia 8 M; Glicerol 10% em pH 12,5, onde para cada 1 grama de precipitado foram
adicionados 10 mL de tampao. As células foram mantidas em gelo e a sonicacdo para a lise
celular foi conduzida em pulsos de 135 W por 15 segundos e intervalos de 30 segundos no
sonicador Branson Digital Sonifier 450 na propor¢do de 1 ciclo a cada 2 mL de amostra. Ao
final, as células sonicadas foram centrifugadas a 10.000 x g por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante (extrato proteico) submetido as etapas posteriores (ABDEL-MONAIM; ABO-
ELYOUSR; MORSY, 2011; NASCIMENTO, 2014).

5.6 Eliminacio da ureia e mudanca de pH

O extrato proteico obtido na etapa anterior (5.5) foi submetido a didlises exaustivas
em duas etapas, primeiro para remover a ureia e posteriormente para reducdo do pH. Na
primeira etapa, a ureia foi removida dialisando contra tampao PBS 50 mM, pH 12,5 contendo
concentracdes decrescentes de ureia (6 M, 4 M, 2 M e auséncia de ureia). Na segunda etapa, a
didlise ocorreu contra tampao PBS 50 mM em valores decrescentes de pH (11; 9,5; 8,0) e por

ultimo com dgua destilada.
5.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicoes desnaturantes (SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Laemmli, adaptado para géis
montados entre placas de vidro. Apds serem misturadas com tampao apropriado, as amostras
foram aquecidas a 100°C por 10 min. A corrida eletroforética foi conduzida sob uma tensao
inicial de 80 V por 30 min e posteriormente a 120 V em uma corrente de 40 mA. As bandas

proteicas foram visualizadas com Comassie Coloidal com CBB250 (LAEMMLI, 1970).
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Etapa 2 — Tentativas de purificacao de CpCP3 recombinante
5.8 Protocolo 1 - Cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC)
5.8.1 Niquel (Ni*?)

O extrato soldvel contendo as proteinas totais foi submetido a cromatografia em
matriz de Ni Sepharose™ 6 Fast Flow contendo niquel imobilizado, equilibrada com tampio
Tris-HC1 50 mM (pH 8,0), contendo 0,5 M de NaCl e 10 mM imidazol. Proteinas que ndo se
ligaram a matriz foram eluidas com tampao de equilibrio em um fluxo de 1mL por minuto,
sendo coletadas fragdes de 4 mL por tubo, até que a absorbancia a 280 nm do material eluido
atingisse valor préximo ou inferior a 0,050. Apds isso, o material retido na coluna foi eluido
com tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) contendo 0,5 M de NaCl e concentragdes crescentes de
imidazol (10 mM, 40 mM, 150 mM, 250 mM e 500 mM).

5.8.2 Cobalto (Co*?)

O extrato soldvel, contendo as proteinas totais, foi aplicado a uma coluna de
Chelating Sepharose Fast Flow carregada com cobalto, previamente equilibrada com tampao
Tris-HC1 50 mM (pH 8,0), acrescido de 0,5 M de NaCl e 10 mM de imidazol. As proteinas ndo
ligadas a matriz foram removidas com o mesmo tampao de equilibrio, sob um fluxo de 1
mL/min, e coletadas em fracdes de 4 mL por tubo, até que a absorbancia da leitura a 280 nm se
aproximasse ou ficasse abaixo de 0,050. Em seguida, as proteinas retidas na coluna foram
eluidas utilizando tampao Tris-HC1 50 mM (pH 8,0), 0,5 M de NaCl e concentragdes crescentes
de imidazol (40 mM, 150 mM, 250 mM e 500 mM).

5.9 Protocolo 2 — Combinacao de cromatografias por troca ionica e Exclusao molecular
5.9.1 Cromatografia de troca ionica em DEAE

O extrato soluvel contendo as proteinas totais foi submetido a uma cromatografia
de troca idnica utilizando a matriz de DEAE-Sepharose (HiTrap™ 5mL DEAE FF) equilibrada
com Tris-HC1 50 mM, pH 8,0. Em cada corrida foi injetado no sistema 25 mL de amostra, o
fluxo foi ajustado para 2 mL/min e as fracdes foram coletadas em um volume de 2 mL por tubo.
As proteinas retidas na coluna foram, entdo, eluidas com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 em
um gradiente de 0-500 mM de NaCl. Posteriormente, as fracdes coletadas foram dialisadas

contra dgua destilada para remocao do sal utilizado durante o processo de lavagem da coluna e
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sequencialmente concentradas por liofilizagdo e solubilizadas com tampao Tris-HCl 50 mM

pH8,0 a uma concentragdo de 2 mg/mL.
5.9.2 Cromatografia de Exclusao Molecular

O material liofilizado foi solubilizado em tampao Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 a uma
concentracdo de 10 mg/mL de proteina e submetido a uma cromatografia de exclusao molecular
(HiPrep™ 16/60 Sephacryl™ S-300 HR) equilibrada com Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 contendo
NaCl 150 mM. Em cada corrida foi injetado um volume de 5 mL de amostra, o fluxo foi
ajustado para 2 mL/min e as fragdes coletadas em um volume de 2 mL tubo. A lavagem da
coluna foi realizada com o mesmo tampdo de equilibrio. Apds a purificacdo, os tubos

correspondentes aos picos obtidos foram analisados separadamente por eletroforese em gel.
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Etapa 3 — Atividade proteolitica dos extratos proteicos com substratos
5.10 Deteccio de Proteases por Zimograma

Uma metodologia para detec¢do de atividade proteolitica foi realizada por
‘Zimograma’, conforme descrito por Freitas er al., com adaptacdes para as condi¢des da
proteina investigada neste estudo. Os extratos proteicos foram misturados em tampdo de
amostra Tris-HC] 200 mM (pH 6,8) contendo SDS 8%, glicerol 10% e azul de bromofenol
0,4%, sendo separadas em géis de poliacrilamida (12,5%) contendo 0,1% de gelatina por
eletrofofrese em gel. Apds a eletroforese, os géis foram incubados em Triton X-100 2,5% por
30 min a 25°C, sob agitacdo constante. Posteriormente, os géis foram incubados em tampao
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) contendo DTT 3 mM por 16 horas a 37°C. Apos este periodo, os géis
foram corados com solugdo de coomassie brilliant blue G-250 — CBB (80%) e, posteriormente,
descorados com lavagens sucessivas em dgua destilada. Como controle positivo foi utilizada a
papainaa 0,1 mg/mL e a atividade enzimadtica foi detectada como bandas transparentes nos géis

(FREITAS, 2006).
5.11 Atividade proteolitica in vitro
5.11.1 Ensaio para Proteases Cisteinicas utilizando BANA

Os ensaios especificos para proteases cisteinicas foram realizados conforme
descrito por Freitas et al., utilizando Na-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilida cloridrato (BANA)
como substrato. A reacdo foi produzida em triplicata, consistindo em 260 uL do extrato proteico
pré incubado em banho maria por 30 min a 37°C com 40 pL de uma solug@o contendo DTT 3
mM e EDTA 2 mM, 200 uLL de BANA 1 mM, totalizando um volume de reacdo de 500 uL.
Ap6s o periodo de incubagdo, a reacao foi interrompida pela adi¢do de 500 pl de HCI 2%, em
etanol, e 500 uL de DMCA 0,06%, em etanol. Foi cronometrado um tempo de 40 min para o
desenvolvimento de cor e em seguida foi medida absorbancia de cada amostra a 540 nm. Como
controle positivo, foi utilizada a papaina a 0,1 mg/mL e como controle negativo o tampao Tris-
HCI1 50 mM, pH 8,0. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de proteina
capaz de aumentar a absorbancia em 0,01 em 30 min de reacdo (FREITAS, 2006).
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5.11.2 Ensaio de degradacao in vitro utilizando BSA

O ensaio foi realizado conforme Singh et al., com adaptacdes. Os testes foram
conduzidos utilizando varios valores de pH (6,0; 7,0; 8,0) e DTT em uma concentra¢io de 3
mM (SINGH et al., 2010). A solu¢ao de BSA foi preparada na concentragdo de 5 mg/ml em
dgua destilada e posteriormente submetida a 95°C por 15 min para realizar a desnaturagdo.
Como controle positivo, foi utilizado a enzima papaina na concentra¢do de 0,1 mg/mL em agua
destilada. A reacdo de degradacao foi conduzida misturando-se 150 uL de extrato proteico pré
incubado em banho maria por 1 hora a 37°C com DTT 3 mM, 50uL de BSA e tampao com os
respectivos valores de pH no volume de 1/10 do volume do extrato proteico. Para interromper
areacdo enzimatica, adicionou-se tampao de amostra 4x concentrado para SDS-PAGE. Por fim,
as amostras obtidas foram analisadas por SDS-PAGE para verificar a extensdo da degradagao

da BSA.
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Etapa 4 — Analise in silico
5.12 Analise de sequéncia e predicao das caracteristicas moleculares da proteina

Foram utilizadas as ferramentas do ProtParam disponiveis no ExPASy

(https://www.expasy.org/) para estimar algumas informag¢des: massa molecular (Mw) e ponto

isoelétrico (pl). Para visualizacdo da presenca do peptideo sinal foi utilizado a plataforma

SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/). Para visualizacdo dos

dominios presentes na proteina, foi utilizado o Conserved Domain Database

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

5.13 Modelagem

A estrutura tridimensional da proteina fusionada as tags e em sua forma nativa foi

produzida utilizando o servidor Alfhafold 3 (https://alphafoldserver.com/), a partir das

sequéncias disponiveis. Posteriormente, cada estrutura gerada foi analisada e validada usados

os  servidores QMEAN  (https:/swissmodel.expasy.org/gmean/) e  MolProbity

(http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php). Os modelos finais e edi¢des subsequentes

foram visualizados e editados usando PyMOL (https://www.pymol.org/). Para verificar a

modelagem realizada pelo servidor, papaina, proceraina e proceraina B disponivel no Protein

Data Bank (PDB) foi utilizada para comparacao.
5.14 Analise da estrutura
5.14.1 Docking molecular

Os experimentos de docking molecular foram conduzidos utilizando o programa
AutoDock Vina (EBERHARDT et al., 2021), um software que emprega algoritmos para prever
interacdes entre proteinas e ligantes. O docking foi realizado considerando as conformagdes
mais favoraveis dos ligantes no sitio ativo da proteina (docking sitio dirigido). A estrutura da
proteina foi mantida rigida e os residuos cataliticos (Cys'° e His*®) e ligantes foram tratados
como flexiveis, visto que ja se sabe os residuos envolvidos nas interagdes proteina-ligante com
base na classificacdo enzimdtica da proteina, permitindo assim a exploracdo de diversas
conformacdes possiveis. Os ligantes utilizados foram o E-64 como inibidor e BANA como
substrato sintético. Para realizar os encaixes, a estrutura do E-64 foi obtida do PDB. A do
BANA, como nao estava disponivel no PDB, foi obtida do PubChem - Centro Nacional de

Informacdes sobre Biotecnologia (The Pubchem Project).
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O centro da caixa de docking foi estabelecido nas coordenadas (x = 9.438,y = -
8.782, z = -7.789), garantindo que a regido de interacdo fosse devidamente explorada. As
dimensdes da caixa foram ajustadas para 16 x 18 x 16 A (x, y, z), permitindo uma cobertura
adequada do sitio ativo e possiveis conformagdes do ligante. O nimero de modos de ligacao
gerados foi definido como 10, assegurando que diferentes poses do ligante fossem avaliadas.
Além disso, a exaustividade do docking foi configurada com um valor de 32, garantindo uma
busca mais detalhada e abrangente no espago conformacional, aumentando a confiabilidade dos

resultados obtidos.

Os parametros do espago de busca foram definidos com base na identificacdo do
sitio catalitico da proteina, levando em conta informagdes estruturais disponiveis na literatura.
Para a preparacdo das moléculas, os ligantes foram convertidos para o formato adequado
utilizando o software AutoDock Vina, e as cargas parciais foram ajustadas para pH 7,0 no
PDB2PQR (JURRUS et al., 2018), garantindo compatibilidade com o protocolo de docking.
Para validar a acurdcia dos experimentos de docking, foi realizado um processo de redocking,
utilizando a estrutura da proceraina (PDB: 8JCQ), no qual o ligante cristalizado E-64 foi
reposicionado no sitio ativo da proteina utilizando o mesmo protocolo de docking adotado para
os demais ligantes. Esse procedimento permite comparar a posi¢ao prevista pelo software com
a posicao real do ligante na estrutura cristalografica, servindo como um controle interno para a
confiabilidade do docking. A precisdo do redocking foi avaliada por meio do calculo do Root
Mean Square Deviation (RMSD) entre a conformacao experimental e a conformacgdo prevista

pelo AutoDock Vina. O RMSD também foi estabelecido como parametro no docking.
5.14.2 Analise das interacoes proteina-ligante

Para complementar a andlise das interagdes proteina-ligante, foi utilizado o
software LigPlot" (LASKOWSKI et al., 2011) para gerar representacdes bidimensionais das
interacdes moleculares, destacando os residuos de aminoécidos que participam dos processos e

as ligacdes intermoleculares entre os ligantes e residuos da proteina.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
Etapa 1 — Expressao da proteina recombinante
6.1 Transformacao e inducio piloto da expressao da proteina recombinante

Os plasmideos recombinantes pET32(a)-CpCP3, pET41(a)-CpCP3 e pET43.1(a)-
CpCP3 foram introduzidos em células de Escherichia coli BL21(DE3) com sucesso, utilizando
o método de choque térmico. A proteina codificada em cada uma das constru¢des foi
denominada TrxA_CpCP3, GST_CpCP3 e NusA_CpCP3, respectivamente, de acordo com o
plasmideo utilizado. A indug¢do piloto da expressdo das proteinas recombinantes fora realizada
por 3 horas, a 37°C e utilizando IPTG a uma concentragdo final de 0,4 mM. Apds esse periodo,
as células foram coletadas, lisadas com tampao de lise padrao (Tris-HCl 50 mM; NaCl 0,5 M;
EDTA 2 mM; Glicerol 10% em pH 8,0) e analisadas. No entanto, ao realizar a andlise das
amostras por SDS-PAGE, observou-se que as proteinas recombinantes TrxA_CpCP3 e
NusA_CpCP3 estavam predominantemente localizadas na fracdo insoldvel do extrato total,
formando corpos de inclusdo. Esse resultado € visualizado nas Figuras 8 e 10 que mostram
claramente a presenca de bandas correspondentes as proteinas expressas na fracdo insolivel. A
expressdo da GST_CpCP3 ndo foi detectada nas colonias induzidas (Figura 9). Para fins de
controle, um extrato de células de E. coli BL21(DE3) ndo transformadas foi submetido aos
mesmos procedimentos, garantindo a validacao da expressdo das proteinas de fusdo (Figura

11).
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Figura 8: Expressdo de TrxA_CpCP3. A imagem mostra as fracdes proteicas obtidas apds a lise de células de E.
coli transformadas com o pET32(a)+ contendo a proteina de fusdo TrxA, com a massa molecular total de 43,9
kDa. Da esquerda para a direita, é visualizado o marcador de massa molecular (kDa), fracdo soldvel (S) e insolivel

(I) de quatro repeticdes. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 9: Expressdao de GST_CpCP3. A imagem mostra as fragdes proteicas obtidas ap6s a lise de células de E.
coli transformadas com o pET41(a)+ contendo proteina de fusdo GST, com a massa molecular total de 57,7 kDa.

Da esquerda para a direita, € visualizado o marcador de massa molecular (kDa), fracdo solivel (S) e insoldvel (I)

de trés repeti¢des. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 10: Expressdo de NusA_CpCP3. A imagem mostra as fracdes proteicas obtidas apds a lise de células de
E. coli transformadas com o pET43.1(a)+ contendo proteina de fusdo NusA, com a massa molecular total de 85,9

kDa. Da esquerda para a direita, é visualizado o marcador de massa molecular (kDa), fracdo solivel (S) e insoltivel

(D) de trés repeti¢des. Fonte: Elaborada pela autora.



49

E.coli TrxA_CpCP3  GST_CpCP3 NusA_CpCP3
M S 1 N I N I N 1
kDa |
66,2 ' .
45,0 - —

35,0 — = R e “‘

25,0
184 A

’\
144

Figura 11: Indugdo das diferentes proteinas recombinantes (TrxA_CpCP3, GST_CpCP3 e NusA_CpCP3) e
proteinas da E. coli ndo transformada. No primeiro poco € visualizado o marcador de massa molecular (kDa),
seguido pela frag@o soldvel e insolivel do extrato de E. coli ndo transformado, proteina de fusdo TrxA_CpCP3,

GST_CpCP3 e NusA_CpCP3, sequencialmente. Fonte: Elaborado pela autora.

O uso de proteinas de fusdo com tags para aumentar a solubilidade do produto
recombinante, em sistemas de expressao heter6loga, ¢ uma metodologia bastante utilizada para
a producdo de proteinas que necessitam de uma atencdo especial no quesito solubilidade.
Algumas proteinas (fags) de fusdo para essa finalidade, como glutationa-S-transferase (GST),
tiorredoxina (TrxA) e proteina de terminagdo/antiterminacdo de transcricio (NusA),
desempenham papéis importantes na solubilizacdo e estabilidade de proteinas recombinantes
expressas em E. coli. A GST, por exemplo, ndo apenas facilita a purificacdo por meio de
afinidade, mas também protege contra a protedlise intracelular e contribui para a manutencao
da proteina na fracdo solivel. A NusA, por sua vez, desacelera a tradugdo, proporcionando mais
tempo para que o dobramento da proteina ocorra corretamente, aumentando assim a
solubilidade. J4 a TrxA auxilia no redobramento de proteinas que dependem de um ambiente

redutor para sua estruturagdo adequada (KAUR; KUMAR; KAUR, 2018).

Porém, apesar de a glutationa-S-transferase (GST) ser frequentemente utilizada
para aumentar a solubilidade de proteinas recombinantes, sua eficicia nesse quesito pode ser
limitada em determinadas proteinas. Em alguns casos, as proteinas fusionadas a GST podem
ainda ser parcialmente ou totalmente insoliveis, formando corpos de inclusao em E. coli
(FRANGIONI; NEEL, 1993; KAUR; KUMAR; KAUR, 2018). Esse achado corrobora com o

resultado obtido da tentativa de expressar a CpCP3 com a rag GST. A auséncia de uma banda
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especifica na SDS-PAGE pode indicar que a proteina provavelmente possa ter sofrido baixa
expressdo, degradacdo proteolitica ou formagdo de agregados insoldveis. Por outro lado, a
proteina CpCP3 fusionada a TrxA e NusA foi expressa de forma satisfatéria, embora ainda na

fracdo insoluvel do extrato celular em forma de corpos de inclusdo.

Como € descrito em varios experimentos, a expressao de proteinas heterélogas em
Escherichia coli BL21(DE3) pode resultar na formacgdo de corpos de inclusdo, especialmente
quando as condi¢des de expressao sdo subdtimas ou quando a proteina € altamente expressa.
Esses corpos de inclusdo sdo agregados de proteinas mal dobradas ou mal processadas, que se
acumulam na fracd@o insoldvel da célula bacteriana. Esse fendmeno ocorre porque, quando a
proteina heter6loga é superexpressa, as vias celulares de dobramento proteico da E. coli muitas
vezes nao conseguem acompanhar a demanda de producdo da proteina. Como resultado, a
proteina ndo consegue se dobrar corretamente e forma agregados insoliveis. Esses agregados
podem ser visualizados como grandes massas dentro da célula e geralmente contém proteinas
que ndo estdo no seu estado funcional ativo. Essa formacdo de corpos de inclusdo nao é
incomum em experimentos de expressdo de proteinas recombinantes, € embora as proteinas
presentes nesses agregados ndo possam ser usadas diretamente para aplicacdes que dependem
de sua conformacao ativa, € possivel solubiliza-las utilizando detergentes ou agentes redutores
para recuperar a proteina funcional posteriormente (BHATWA et al., 2021; JAGER et al.,
2020).

Diante desse desafio, algumas estratégias foram testadas para melhorar a
solubilidade da proteina recombinante e possibilitar sua recuperacao na forma ativa. Para isso,
foram realizadas modificagdes no tampao de lise celular, incluindo a adicio de agentes

solubilizantes e desnaturantes, além de variacdes no pH da solucao.
6.2 Expressao da proteina recombinante em sua forma solivel

Inicialmente, o tampao de lise padrao (Tris-HC1 50 mM, NaCl 0,5 M, EDTA 2 mM,
Glicerol 10%, pH 8,0) foi suplementado, individualmente, com o detergente CTAB (Brometo
de Cetiltrimetilamo6nio) em concentragdes finais de 6% a 10%. No entanto, essa estratégia nao
foi eficaz na solubilizagdo dos corpos de inclusdo, uma vez que a proteina recombinante
permaneceu predominantemente na fracao insolivel. A Figura 12 apresenta a anélise por SDS-
PAGE da expressao da proteina de fusdo TrxA_CpCP3, evidenciando o padrdo de bandas

obtido apds modificagdo do tampao de lise.
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Figura 12: Expressao de TrxA_CpCP3 utilizando tampao de lise contendo CTAB em concentragdes variando de
6 — 10%. A imagem mostra a expressao de TrxA_CpCP3 na fragdo insoliivel. No primeiro gel sdo evidenciadas as
fragdes obtidas com tampao de lise contendo CTAB nas concentragdes de 0%, 6% e 7%. O segundo gel, mostra
as fragdes obtidas com tampao de lise contendo CTAB nas concentragdes de 8%, 9% e 10%. Em cada coluna no
gel segue o seguinte padrdo: no primeiro poco é visualizado o marcador de massa molecular (kDa), seguido da

fracdo soldvel (S) e insoldvel (I) nas diferentes concentragdes de CTAB. Fonte: Elaborada pela autora.

O CTAB € um detergente catidnico amplamente utilizado para a solubilizacdo de
biomoléculas devido a sua capacidade de interagir com membranas celulares e proteinas por
meio de interacdes eletrostdticas e hidrofébicas. Sua estrutura anfifilica permite a formacao de
micelas, que podem envolver proteinas agregadas e promover sua solubiliza¢do ao interagir
com residuos carregados negativamente na superficie proteica. No entanto, a eficiéncia do
CTAB na solubilizagdo de corpos de inclusdo depende da natureza das interacdes
estabilizadoras desses agregados. Em casos em que as proteinas nos corpos de inclusdo sao
mantidas por interacdes hidrofébicas intensas ou pontes dissulfeto, o CTAB pode ndo ser
suficientemente disruptivo para liberar a proteina de forma solivel. Além disso, altas
concentragdes do detergente podem induzir mudangas conformacionais na proteina, levando a
sua precipitacdo em vez de solubilizacao (KHAN et al., 2019). Diante disso, € provavel que os
corpos de inclusdo formados por diferentes constru¢des das proteinas de fusdo tenham sido
estabilizados por interacdes hidrofébicas intensas, tornando o CTAB incapaz de rompé-las e
solubilizar a proteina. Além disso, por se tratar de uma protease cisteinica, a formacao de pontes
dissulfeto era esperada, o que dificultou ainda mais a solubiliza¢do, pois essas ligacdes

covalentes exigem condigdes especificas para serem rompidas.
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Posteriormente, em uma segunda tentativa de solubilizar os corpos de inclusdo e
recuperar a proteina recombinante em sua forma ativa, a fragc@o insolivel do extrato (pellet) foi
tratada com solugdes de ureia em diferentes concentragdes (2 M a 8 M) a pH 8,0. A solugao foi
pré-incubada em banho-maria por 1 hora a 45°C, visando promover a dissolu¢do das proteinas
agregadas. A concentracdo de ureia foi gradualmente aumentada para identificar a concentracdo
ideal que promovesse a solubilizacdo da proteina sem comprometer sua estrutura funcional. No
entanto, apesar da aplicacdo dessa metodologia, observou-se que boa parte das proteinas
permaneceram na fracdo insolivel, conforme mostrado na Figura 13. Entretanto, notou-se um
aumento na quantidade de proteinas nas fragdes soliveis com o aumento da concentracio de
ureia (Figura 14). Isso sugere que, embora nem toda a proteina tenha sido completamente
recuperada na fracdo soldvel sob as condicdes aplicadas, a ureia foi eficaz na solubiliza¢ao

parcial.
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Figura 13: Solubilizacdo dos pellets de TrxA_CpCP3 com solucdes de ureia de 2 M a 8 M. No primeiro pogo é
visualizado o marcador molecular (kDa), seguido da fragdo soltivel (S) ndo contendo ureia, posteriormente a fragao
soldvel e insolivel (I) do extrato proteico contendo as proteinas em solugdes com diferentes concentragdes de

ureia (2 M, 4 M, 6 M e 8 M, sequencialmente). Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14: Fracdes soluveis dos extratos proteicos de TrxA_CpCP3 contendo solugdes de Ureia2 M, 4 M, 6 M e
8 M. Um actimulo progressivo de proteinas nas fragdes soltiveis foi observado a medida que concentragdes maiores
de ureia foram utilizadas. No primeiro poco é visualizado o marcador de massa molecular (kDa), seguido da fracdo
insoldvel (para efeito de comparac@o) e fracdes solivel (S) dos extratos contendo diferentes concentragdes de

ureia. Fonte: Elaborado pela autora.

Com base nesses resultados, um novo protocolo foi proposto, otimizando o uso de
ureia a 8 M, ajustando o pH (de 8,0 para 12,5) e incorporando o desnaturante no tampao de lise.
Conforme mostrado na Figura 14, a banda correspondente a solubilizagdo com 8 M de ureia
apresentou um maior acimulo de proteinas na fracdo soldvel, sugerindo que essa concentragao
foi mais eficaz para promover a solubilizagdo. A induc¢do da expressdo das proteinas
recombinantes TrxA_CpCP3 e NusA_CpCP3 em células de E. coli BL21(DE3) foi realizada
com IPTG na concentragio final de 0,4 mM por 3 horas a 37°C. A lise celular foi realizada por
meio de ultrasonicacdo e tampao de lise contendo ureia 8 M a pH 12,5. Apds aplicar o tampao
modificado no processo de lise celular, observou-se uma melhoria significativa nos resultados,
com maior acimulo da proteina na fracdo soldvel, indicando que as condi¢des de alta
concentragdo de ureia em pH mais alcalino favorecem a solubilizacio eficiente de uma parte
dos corpos de inclusdo. A Figura 15 demonstra que a proteina foi expressa em quantidades
significativas na fracdo soldvel do extrato total, reforcando a aplicabilidade do protocolo

adaptado para a recuperacao de proteinas de corpos de inclusao.
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Figura 15: Expressdo das proteinas TrxA_CpCP3 e NusA_CpCP3 na frag¢do soldvel contendo ureia 8 M no
tampao de lise, demonstrando a solubilizacdo eficientes de uma parte dos corpos de inclusdo. No primeiro pogo é
visualizado o marcador de massa molecular (kDa), seguido da fragéo solivel (S) e insolivel (I) do extrato contendo

TrxA_CpCP3 e NusA_CpCP3, sequencialmente. Fonte: Elaborado pela autora.

A ureia é amplamente utilizada para solubilizar proteinas agregadas, pois desnatura
essas moléculas ao interagir com residuos polares e hidrofébicos. Ela forma pontes de
hidrogénio com grupos polares, competindo com as interagdes intramoleculares da proteina, e
reduz a estabilidade do efeito hidrofébico, expondo regides apolares ao meio aquoso
(FREGNAN et al., 2020). De acordo com Esmali et al., o uso de ureia em altas concentracdes
e pH alcalino demonstrou ser eficaz para romper intera¢des intermoleculares, aumentando a
solubilidade das proteinas presentes em corpos de inclusdo. O pH alcalino facilita a quebra das
pontes dissulfeto intermoleculares, promovendo a solubilizacdo dos agregados proteicos. Essa
condi¢do também favorece o refolding de proteinas ricas em residuos de cisteina, uma vez que
reduz a formacao de liga¢des dissulfeto incorretas e previne o enovelamento inadequado. Nesse
estudo, os autores solubilizam a proteina reteplase, utilizando ureia como agente desnaturante.
A reteplase é uma forma recombinante ndo glicosilada do ativador de plasminogénio tecidual,
produzida em Escherichia coli, cuja superexpressdo geralmente resulta na formacdo de
agregados inativos ou corpos de inclusdo. Para solubilizar esses corpos de inclusdo, os
pesquisadores utilizaram diferentes agentes desnaturantes e determinaram que a melhor

condi¢do foi o uso de 6 M de ureia em pH 12,3 (ESMAILI; MOHAMMAD SADEGHI;
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AKBARI, 2018). Dessa forma, utilizando a metodologia abordada pelo autor anterior (ureia em
altas concentracdes e em pH alcalino), mas adicionando o desnaturante ao tampao de lise, foi
possivel solubilizar grande parte da proteina presente nos corpos de inclusdo. Isso indica que a
agregacdo da proteina era mantida, em grande parte, por interacdes ndo covalentes, as quais
foram eficazmente dissociadas pelo tratamento desnaturante, permitindo sua recuperacao na
fracao soluvel. Com o protocolo de solubilizacdo definido, otimizar as condi¢des de inducio e
expressao, tornaram-se necessarios para aumentar a produc¢do da proteina recombinante na

forma soldvel.
6.3 Otimizacao dos protocolos de inducao da expressao

Nos testes piloto a expressao das proteinas foi realizada a 37°C e com um tempo de
inducdo de 3 horas. Assim, a fim de otimizar a expressdo da proteina recombinante, foram

avaliados diferentes tempos de inducgdo (1 e 2 horas) e temperaturas (25, 30 e 35°C).

A andlise do gel de SDS-PAGE (Figura 16) mostrou que, nessas condicoes, a
construcdo TrxA_CpCP3 manteve um padrdao de expressdo consistente, enquanto a construgao
NusA_CpCP3 apresentou um maior acimulo de proteina nas temperaturas de 30 e 35°C,
sugerindo que a temperatura influenciou positivamente a eficiéncia da expressdo. Por outro
lado, a constru¢cdo GST_CpCP3 continuou apresentando um padrdo de expressao baixo e nao
detectdvel. Mithlmann et al., demonstraram que a temperatura tem um impacto direto na
expressao de proteinas recombinantes em E. coli, com temperaturas mais altas aumentando o
fardo metabdlico e reduzindo a expressdao proteica, enquanto temperaturas mais baixas
favorecem a producgio de proteina solivel e minimizam a formacéo de corpos de inclusdo. Com
base nesses resultados, a proteina de fusdo NusA_CpCP3 parece ter alcancado uma expressao
mais eficiente a 30°C, e o tempo de inducdo testado ndo afetou significativamente o padrao de

expressdo (MUHLMANN et al., 2017).
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Figura 16: Expressdo das proteinas em diferentes temperaturas na fase de inducédo, evidenciando as fracdes
soldveis (S) e insoltveis (I) dos extratos proteicos contendo ureia 8 M no tampao de lise. a) indugdo a 25°C, b)
inducdo a 30°C e c¢) inducdo a 35°C. No gel a, no primeiro pogo € visualizado o marcador de massa molecular
(kDa), seguido da fragdo solivel contendo os extratos induzidos em 1 e 2 horas, seguindo a sequéncia das
construgdes em TrxA_CpCP3, GST_CpCP3 e NusA_CpCP3. Nos geis b e ¢, o marcador se encontra no ultimo

pogo. Fonte: Elaborado pela autora.

6.4 Remocao de ureia e retorno ao pH 8,0

Apés o estabelecimento de um protocolo que permitiu a obtencdo da proteina
recombinante na fracdo soluvel e em condi¢des ideais, foi necessario remover a ureia 8 M da
solucdo e ajustar o pH do tampao de lise (inicialmente em pH 12,5) para que os procedimentos
subsequentes pudessem ser realizados de maneira adequada. Para isso, foi realizado um
procedimento de didlise sucessiva contra tampdes com concentragdes progressivamente
decrescentes de ureia e valores de pH (para 8,0). A Figura 17 demonstra que a proteina

permaneceu soltivel apds o procedimento, indicando a eficcia do processo na manutencio da
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solubilidade da proteina recombinante apds o tratamento. Esse resultado corrobora com os
estudos realizados por Maksum et al., no qual relata que a diminuicdo da concentracido de
agentes desnaturantes facilita o processo de refolding da proteina. Assim, a redugdo gradual da
ureia permite que a proteina passe por um processo controlado de refolding, minimizando a
formagdo de agregados insoliveis, enquanto o ajuste gradual do pH proporciona a proteina mais
tempo para adotar conformacdes soliveis antes de atingir um ponto critico de agregacao,
permitindo a formagdo ordenada de ligacdes (MAKSUM et al., 2022). Dessa forma, foram

iniciados os testes subsequentes para sua purificacdo.
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Figura 17: Remocéo gradual de ureia 8 M da fragfo solivel da proteina recombinante NusA_CpCP3. A imagem
mostra as fragdes dos extratos proteicos correspondentes a cada etapa de reducdo gradual de ureia. No primeiro
pogo € visualizado o marcador de massa molecular (kDa), seguido da fracio 8 M, 6 M, 4 M, 2 M e sem ureia.

Fonte: Elaborada pela autora.
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Etapa 2 — Tentativas de Purificacao de CPCP3 recombinante
6.5 Protocolo 1 - Cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC)

Durante o processo de purificagdo da proteina recombinante, utilizando
cromatografia de afinidade a fons metalicos imobilizados (IMAC) com resinas contendo niquel
(Ni*") e cobalto (Co**), diversas tentativas de elui¢do foram realizadas utilizando um gradiente
de concentragdo de imidazol que variou de 10 mM a 500 mM. No entanto, a proteina ndo se
ligou de forma eficiente as resinas. A proteina NusA_CpCP3, utilizando a matriz contendo Co?**
imobilizado, ndo foi visualizada no pico ndo retido, bem como no pico retido, sugerindo
possivelmente sua autoprotedlise no processo de purificacdo. Os resultados obtidos podem ser
observados na Figura 18, evidenciando a presenga da proteina no pico nao obtido em cada

cromatografia.
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Figura 18: Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados (IMAC) utilizando resinas de niquel (Ni*")
e cobalto (Co?"). A imagem mostra a presenca da proteina nas fragdes do pico ndo retido coletadas durante cada
cromatografia. No primeiro poco € visualizado o marcador de massa molecular (kDa), seguido do pico nio retido

de TrxA_CpCP3 da cromatografia com niquel e cobalto e pico ndo retido de NusA_CpCP3 (na mesma ordem).

O imidazol compete com a cauda de histidina (His-tag) pelos sitios de ligacao na
resina, deslocando a proteina de interesse e permitindo sua elui¢do. Este método é amplamente
utilizado devido a sua eficiéncia e especificidade na purificacdo de proteinas recombinantes
(KIELKOPF; BAUER; URBATSCH, 2020b; LOUGHRAN; BREE; WALLS, 2023). Uma

possivel explicacdo para a nio aderéncia das proteinas de fusdo a matriz cromatogréfica pode
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ser atribuida a inacessibilidade da cauda de histidina na superficie da proteina. A eficiéncia da
IMAC depende da exposi¢do adequada da His-tag que interage com os fons metalicos da resina.
Se a His-tag estiver em uma conformacio desfavordavel ou ndo suficientemente exposta, a
interacdo com aresina € prejudicada, impedindo a purificacao desejada. Alguns autores indicam
que o posicionamento e a acessibilidade da His-tag sdo cruciais para a eficiéncia da purificagdo

(KIELKOPF; BAUER; URBATSCH, 2020b; LOUGHRAN; BREE; WALLS, 2023).

Esses resultados estao alinhados com outros estudos que relataram dificuldades na
purificacdo de proteinas recombinantes utilizando IMAC. Por exemplo, Lima relatou a
expressdo e purificacdo da proteina recombinante Fh8MolA em Escherichia coli, observando
que grande parte da proteina ndo se ligou a coluna de niquel, indicando uma possivel
inacessibilidade da His-tag ou condic¢des de purificacdo inadequadas (LIMA, 2013). Em outro
estudo, pesquisadores relatam as dificuldades encontradas na purificacio da proteina
recombinante Nectina (rNec) também expressa em Escherichia coli. Apesar de testar diferentes
condi¢des de purificagdo por IMAC, incluindo variagdes nos tampdes de ligagado e eluigdo, os
autores relataram que a proteina de interesse ndo foi obtida em sua forma completa, sendo

detectadas apenas versdes truncadas, e que a proteina pode ter tornado a cauda de histidina

inacessivel, impedindo sua ligacdo a coluna de Ni** (BATISTA, 2020).
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6.6 Protocolo 2 — Combinacio de cromatografias por troca ionica e exclusao molecular

O extrato total contendo as proteinas recombinantes fusionada a tag NusA foi
utilizada para testar a segunda metodologia, utilizando a combinagcdo de duas técnicas
eletroforéticas. Apds a etapa de purificacdo com a matriz DEAE-Sepharose, a andlise por SDS-
PAGE revelou a presenca da protease no pico retido (PR), juntamente com outras proteinas

(Figura 19).
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Figura 19: Cromatografia em DEAE-Sepharose. A imagem do gel SDS-PAGE apresenta, no primeiro pogo, o
marcador de massa molecular (kDa), seguido das fracdes correspondentes ao pico retido, coletadas em diferentes
tubos apds a elui¢do com um gradiente de 0 - 500 mM de NaCl. A segunda imagem exibe o cromatograma da
cromatografia de troca idnica em DEAE-sepharose, destacando dois picos distintos: o néo retido e o retido. Fonte:

Elaborada pela autora.

A matriz de DEAE-Sepharose possui carga positiva e interage seletivamente com
proteinas carregadas negativamente, promovendo sua reten¢do. O extrato proteico contendo a

proteina de fusdo NusA_CpCP3 foi preparado em pH 8,0, condi¢do na qual a proteina assumiu
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carga negativa, uma vez que seu ponto isoelétrico € de 5,17. Dessa forma, a proteina interagiu
com a matriz e pdde ser eluida gradualmente com um gradiente de NaCl de 0 a 500 mM. No
entanto, devido a alta concentra¢do de proteinas presentes no extrato celular, é provdvel que
tenha ocorrido saturacdo da coluna, o que pode ter comprometido a eficiéncia da separacio.
Como consequéncia, proteinas foram detectadas tanto na fracdo retida quanto na ndo retida,
indicando que parte da proteina de interesse pode ndo ter sido completamente capturada pela
matriz ou que houve coeluicdo com outras proteinas do extrato. Dessa forma, as fracdes
contendo as bandas mais intensas da proteina no pico retido foram reunidas, liofilizadas e
posteriormente solubilizadas a uma concentragdo de 2 mg/mL para injecao na coluna de

exclusdo molecular.

A cromatografia de exclusdo molecular resultou na separacdo de dois picos
distintos, conforme observado no gel de SDS-PAGE (Figura 20) e no cromatograma (Figura
21). A proteina recombinante foi detectada no primeiro pico, correspondente a fracao de
proteinas de maior peso molecular. No segundo pico, foram eluidas proteinas de menor peso

molecular, sem a presenga detectdvel da protease.
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Figura 20: Cromatografia em Exclusdo molecular. Fra¢des correspondentes ao primeiro e segundo pico na
purificacdo de NusA_CpCP3 em Exclusio molecular - Sephacryl. No primeiro gel, no primeiro pogo é visualizado

o marcador de massa molecular (kDa), seguido das amostras dos tubos obtidos no primeiro pico. No segundo gel,
no primeiro poco € visualizado o marcador de massa molecular (kDa), seguido das amostras dos tubos obtidos no

segundo pico cromatografico. Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 21: Cromatograma da purificacdo de NusA_CpCP3 em exclusdo molecular. O primeiro pico corresponde

ao gel 1 daimagem 14. O segundo pico corresponde ao gel 2 da imagem 14.

A andlise da cromatografia de exclusio molecular revelou que a proteina
recombinante foi eluida principalmente no primeiro pico, correspondente a proteinas de maior
massa molecular. Considerando que a proteina de interesse possui 85,9 kDa e que a coluna
utilizada possui uma faixa de separacdo de 10 a 1.500 kDa, € esperado que proteinas de maior

massa molecular ou a formacdo de complexos oligoméricos ocorram.

A proteina de maior massa molecular € a NusA_CpCP3, mas como demonstrado
na Figura 20, ela ndo foi purificada. Esse resultado apesar de estar de acordo com o principio
da separacdo cromatogrifica da coluna utilizada, demonstrando que, dentre as diversas
proteinas presentes no extrato proteico, a constru¢ao da proteina de fusao foi eluida primeiro, a
coluna possui uma faixa de eluicdo bem ampla, também sendo apropriada a esse tipo de
separacdo. No entanto, a presenca de outras proteinas de menor massa molecular juntamente
com NusA_CpCP3 pode sugerir que possivelmente houve a formagdo de complexos entre as
proteinas, e assim, ocasionou problemas na purificacdo. No entanto, fragmentos menores
também foram observados no segundo pico. A presenca desses fragmentos também pode

indicar uma possivel autodegradacdo da protease, pois a degradag¢do enzimdtica resultaria em

produtos de menor massa molecular.

Essa hipdtese, bem como o ndo aparecimento da proteina nos picos da cromatografia
por IMAC utilizando Co**, pode ser atribuida a autoprotedlise da enzima durante o processo de
purificacdo. Proteases, por sua natureza catalitica, podem hidrolisar suas proprias cadeias
polipeptidicas ou outras proteinas presentes na amostra, especialmente na auséncia de
inibidores especificos ou sob condi¢cdes ndo ideais de pH e temperatura. Essa autoprotedlise

resulta na formacao de fragmentos peptidicos de menor massa molecular, que podem nao ser
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detectados nas andlises subsequentes devido a sua baixa concentragdo ou tamanho reduzido.
Estudos indicam que a estabilidade de proteases pode ser comprometida durante a purificagdo,
levando a perda de atividade enzimdtica e a dificuldade na detec¢do da proteina intacta
(SILVEIRA, 2015). Esse problema é bem documentado para as proteases Procerain e Procerain
B, isoladas do latex de C. procera. Estudos demonstraram que essas enzimas permanecem
estdveis sob condi¢des normais, mas tornam-se altamente susceptiveis a degradacdo na
presenca de agentes desnaturantes ou redutores. No entanto, a adicdo de inibidores foi essencial
para prevenir a autodigestdo e permitir a visualizacdo das bandas em SDS-PAGE, indicando
que a degradacdo ocorre rapidamente em condi¢des adversas se a enzima nao estiver protegida
(SRIVASTAVA et al., 2022). De acordo com Costa, ao purificar proteases do besouro
Ulomoides dermestoides, foi observada a necessidade de otimizar as condicdes de purificacio
para evitar a autodegradagdo enzimatica (COSTA, 2014). Estudos evidenciam que desafios na
purificacdo de IMAC podem surgir da autodegradacdo de proteinas, ligacdo ineficiente a
matrizes cromatograficas ou competicdo com impurezas por sitios de ligacdo. Esses problemas
podem resultar na perda de marcadores de histidina ou seletividade reduzida, impactando
potencialmente a eficiéncia da purificacdo (KIELKOPF; BAUER; URBATSCH, 2020a;
RIGUERO et al., 2020).

Esses resultados sugerem que a proteina recombinante pode ter passado por um processo
de autoprotedlise e/ou ndo interagiu de forma eficiente com as matrizes cromatogréaficas
utilizadas. Além disso, a resolucdo da coluna de exclusd@o molecular pode ter comprometido a
separacdo adequada da proteina, resultando em sua coelui¢do com outras proteinas presentes
no extrato. A presenca de fragmentos menores no segundo pico reforca a hipdtese de que a
protease tenha sofrido autodegradagdo ao longo do processo de purificagdo, dificultando sua
obtencdo na forma integra. Diante desses desafios, torna-se essencial a adog¢do de estratégias
adicionais para aprimorar a purificacdo da proteina recombinante, como a otimizacdo das
condi¢des cromatograficas, o uso de inibidores de protease para minimizar a degradagdo e a

aplicacdo de outras técnicas de separacdo com maior resolucao.
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Etapa 3 — Atividade proteolitica dos extratos proteicos
6.7 Deteccao de atividade proteolitica
6.7.1 Zimograma

Diante das dificuldades encontradas na purificagdo da proteina recombinante,
optou-se por realizar os ensaios de atividade proteolitica utilizando os extratos celulares
contendo as proteinas de fusdo. Essa abordagem permitiu avaliar preliminarmente a

funcionalidade da enzima, mesmo na presenca de outras proteinas da célula hospedeira.

Inicialmente, a atividade proteolitica foi avaliada por zimografia, utilizando
gelatina a 0,1% como substrato. Os extratos celulares contendo as diferentes construgdes
recombinantes da CpCP3 foram testados para verificar sua capacidade de degradacdo proteica,
utilizando diferentes concentracgdes (0,5, 1, 5, 10, 15 e 20 mg/mL). A papaina foi utilizada como
controle positivo na concentragdo de 0,5 e 0,25 mg/mL. Apds a eletroforese e a incubacdo a
37°C em tampao Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) contendo DTT 3 mM, apenas o extrato contendo a
construcdo NusA_CpCP3 (Figura 22) apresentou atividade detectdvel, evidenciada pela
degradacdo da gelatina incorporada no gel. Como esperado, a papaina também digeriu a

gelatina, reforcando a confiabilidade do experimento.

05 1 5 10 15 20 05 025 (mgml)

Figura 22: Gel de eletroforese do zimograma com a proteina recombinante NusA_CpCP3. No primeiro poco é
visualizado o extrato na concentragdo 0,5 mg/mL, seguida da concentragdo 1, 5, 10, 15 e 20 mg/mL. Logo apés, a

papaina também estd presente na concentragdo de 0,5 e 0,25 mg/mL. Fonte: Elaborado pela autora.
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Essa técnica eletroforética é amplamente utilizada para detectar e caracterizar
atividades proteoliticas gerais, pois o gel nativo (Native-PAGE) é preparado com substrato
especifico para a enzima de interesse (MARTINEZ-CASTILLO et al., 2024). Khadka et al.,
também utilizaram zimografia como um dos métodos para confirmar a atividade de protease,
utilizando diferentes concentracdes do extrato e obtendo resultados promissores (KHADKA et

al., 2024), corroborando com a metodologia utilizada para o experimento realizado.

A deteccao de atividade enzimdtica apenas na proteina recombinante fusionada a
tag NusA durante a zimografia sugere que essa fusdo foi essencial para a expressdo e
funcionalidade da CpCP3. A presenca da fag pode ter contribuido para uma maior estabilidade
estrutural da enzima, reduzindo sua susceptibilidade a protedlise por outras proteases do extrato
de E. coli e/ou a autoprotedlise. Além disso, a fusdo com NusA pode ter facilitado o correto
dobramento da proteina, garantindo uma melhor acessibilidade ao sitio ativo e,
consequentemente, preservando sua atividade enzimadtica. Esse resultado corrobora com
estudos realizados por De Marco et al., no qual o uso da tag NusA fusionada a sua proteina de
estudo melhorou a solubilidade e estabilidade da molécula, reduzindo a formag¢ao de corpos de
inclusdo e protegendo contra degradacdo proteolitica, e consequentemente refletindo na

atividade da proteina (DE MARCO et al., 2004).
6.7.2 Digestao in vitro de BSA

Uma segunda abordagem foi empregada para avaliar a capacidade de digestdo
proteica dos extratos contendo as diferentes proteinas recombinantes. Para isso, a albumina
sérica bovina (BSA) foi utilizada como substrato na concentragdo de 5 mg/mL, na presenca de
3 mM de DTT e tampdes com diferentes valores de pH (6—8). As reacdes foram incubadas a
40°C por 24 horas, permitindo a andlise do padrdo de degradacdo proteica, conforme

apresentado na Figura 23.
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Figura 23: Digestdo in vitro de BSA pelas diferentes proteinas recombinantes. No primeiro gel € evidenciado o
ensaio enzimdtico com TrxA_CpCP3 e extrato de E. coli como controle. No segundo gel, é evidenciado a

NusA_CpCP3 e o extrato de E. coli como controle. Fonte: Elaborado pela autora.

No gel correspondente a construcao TrxA_CpCP3, observa-se o aparecimento de uma
banda inferior a marcacdo do marcador molecular de 35 kDa, ausente no controle contendo o
extrato de E. coli ndo transformada. Esse achado sugere que ocorreu uma digestdo discreta da
BSA. No gel referente NusA_CpCP3, a banda correspondente a BSA apresenta um tamanho
menor em comparacdo ao controle de E. coli ndo transformada, indicando uma possivel
degradacdo, ainda que em menor grau. Além disso, uma banda de aproximadamente 25 kDa,
de acordo com o marcador molecular, também foi visualizada no mesmo gel, reforcando a
hipétese de digestdo parcial da BSA pela proteina de fusdo. Esses resultados sugerem que,
embora a atividade proteolitica tenha sido limitada, houve alguma degradacdo da BSA nos

ensaios realizados.

A atividade enzimatica observada com TrxA_CpCP3 foi um resultado que ndo foi
detectado no zimograma. Uma hipétese para essa diferenga pode ser atribuida a especificidade
de substrato da CpCP3, pois proteases cisteinicas exibem preferéncias distintas por sequéncias
de aminoacidos em seus substratos, influenciando assim na sua eficiéncia catalitica
(RAWLINGS et al., 2018b). A gelatina, utilizada no zimograma, e a BSA, empregada no ensaio
subsequente, embora ambas sejam proteinas, possuem composi¢des e estruturas diferentes. A

gelatina € derivada do coldgeno e consiste principalmente em sequéncias repetitivas de glicina-
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prolina-hidroxiprolina, resultando em uma estrutura menos ordenada (RATHER et al., 2022).
Em contraste, a BSA é uma proteina globular com uma conformagdo tridimensional bem
definida e uma composi¢ao de aminodcidos mais diversificada, sendo rica em valina (Val),
arginina (Arg), dcido aspartico (Asp) e outros aminodcidos (YILDIZ; KARA; ACARTURK,
2020). Proteases cisteinicas, como as semelhantes a papaina, costumam apresentar uma
preferéncia por substratos que contém cadeias laterais hidrofébicas e residuos de aminodcidos
diversificados, como leucina (Leu), valina (Val), arginina (Arg), lisina (Lys), glutamina (GIn)
e dcido aspartico (Asp) (RAWLINGS et al., 2018b). Além disso, o ensaio com BSA, apesar de
revelar uma atividade proteolitica minima, sugere que a composi¢do de aminodcidos desse
substrato facilita a ligacdo da protease nas duas construcdes, ao contrario da gelatina utilizada
no zimograma, que provavelmente favoreceu apenas a constru¢dao NusA_CpCP3. A abundancia
desses residuos interativos pode ter proporcionado um maior nimero de sitios de afinidade e
assim a atividade enzimética da constru¢do TrxA_CpCP3 pdde ser evidenciada, refor¢cando a
hipdtese de que a especificidade enzimadtica € influenciada pela composi¢do do substrato e pela

complementaridade com o sitio ativo da protease.
6.7.3 Ensaio colorimétrico com BANA

O ensaio colorimétrico utilizando BANA foi empregado para avaliar a atividade
enzimatica das proteinas de fusdo, uma vez que este substrato sintético € amplamente utilizado
na detecgio de proteases cistefnicas (ARAUJO, 2009). Como mencionado anteriormente, essas
enzimas possuem especificidade por substratos contendo residuos de arginina ou lisina
préoximos ao sitio de clivagem, sendo o BANA um substrato que apresenta essa composicao. A
hidrélise do BANA resulta na liberagdo da B-naftilamida, que aumenta a absorbancia em 540
nm, permitindo a quantificacdo da atividade enzimatica da protease recombinante (ARAUJO,

2009).

O extrato total de E. coli expressando NusA_CpCP3 apresentou apenas uma
atividade discreta quando submetido a ensaio de degradacgdo proteolitica do substrato BANA,
quando comparado a extrato oriundo de células de E. coli ndo transformadas, com
NusA_CpCP3 apresentando 79,3 unidades de atividade e E. coli 65,4 unidades de atividade, o
que corresponde a um percentual de hidrdlise relativo a papaina de 26,43 e 21,8%,
respectivamente (Grafico 1). Este resultado se opde ao achado de que o extrato contendo
NusA_CpCP3 apresentou-se ativo contra gelatina (zimograma — Figura 22) e BSA (digestao in

vitro — Figura 23), enquanto o extrato de E. coli ndo.
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Griéfico 1: O grafico mostra o percentual de degradagao de BANA em relag@o a papaina.

Degradacdo de BANA em relacdo a papaina (%)
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Fonte: Elaborado pela autora. No eixo x € evidenciado a papaina, NusA_CpCP3 e extrato de E.coli ndo

transformada. No eixo y, unidade de atividade.

Deste modo, a baixa atividade da constru¢do NusA_CpCP3 com o substrato BANA
pode estar relacionada a dependéncia de uma conformacao correta para a interagdo eficiente. O
BANA, por ser um substrato mais simples e especifico, requer um contato otimizado com o
sitio ativo da enzima para que a hidrélise ocorra de maneira eficiente, conforme demonstrado
nos testes in silico (préxima etapa de resultados). Assim, qualquer alteracdo na estrutura da
proteina recombinante pode comprometer essa interagcdo com BANA e reduzir sua atividade.
Esse resultado corrobora com estudos que demonstraram que a estrutura de uma enzima e as
mudancas conformacionais desempenham um papel crucial na especificidade do substrato e na
eficiéncia catalitica, particularmente para substratos pequenos que dependem de interacdes

precisas do sitio ativo (POST; RAY, 1995).

Por outro lado, substratos maiores e mais complexos, como BSA e gelatina,
possuem maior diversidade de aminodcidos e multiplos sitios de intera¢do, aumentando a
probabilidade de clivagens proteoliticas bem-sucedida. Dessa forma, mesmo que a proteina
recombinante tenha sofrido um possivel dobramento nado ideal, a atividade enzimdtica ainda
pdde ser detectada visualmente nesses substratos. Esse efeito ndo foi observado no extrato de

E. coli, reforcando a ideia de que a conformagdo da proteina influencia diretamente sua
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especificidade e eficiéncia catalitica, especialmente em substratos pequenos e altamente

dependentes da interagc@o precisa com o sitio ativo
Etapa 4 — Estudos de in silico
6.8 Propriedades bioquimicas e analises estruturais
6.8.1 CpCP3 (Calotropis procera cisteine protease 3)
6.8.1.1 Andlise da sequéncia

A partir das sequencias génicas disponibilizadas no trabalho de Kwon et al., o gene
SnuCalCp03 corresponde a protease CpCP3 (KWON et al., 2015). A analise da sequéncia de
aminodcidos no SignalP 6.0 indicou que a proteina apresenta um possivel peptideo sinal
putativo na regido N-terminal (Figura 24). Essa regido é composta de 23 residuos de
aminodcidos em sua extremidade N-terminal, iniciando-se em Met' e terminando em Ala?** A
predicdo da sequéncia primdria do peptideo sinal foi fundamental na projecdo das etapas
posteriores, visto que pode ser removido para modelar a proteina em sua forma mais real no

ambiente celular.

SignalP 6.0 prediction: SnuCalCp03
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Figura 24: Predicdo do peptideo sinal na sequéncia de SnuCalCp03 (CpCP3). Fonte: Elaborado pela autora

utilizando o Servidor SignalP 6.0.

A busca por dominios conservados no CDD (Conserved Domain Database) com a
sequéncia primdaria da proteina madura mostrou que SnuCalCp03 (CpCP3) apresenta um
propeptideo denominado Inhibitor_I29 (nimero de acesso no CDD: smart00848) referente aos
residuos compreendidos na posi¢do 39 a 95 na regido N-terminal, seguido por um dominio
catalitico denominado Peptidase_C1 (nimero de acesso no CDD: pfam00112) referente aos

residuos na posicdo de 126 a 335. Adicionalmente, as andlises no ProtParam revelaram que
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SnuCalCp03 (CpCP3) apresenta ponto isoelétrico e a massa molecular monoisotdpica tedrica

de 7,67 e 39 kDa, respectivamente, sem a presenca do peptideo sinal.

6.8.1.2 Modelagem da estrutura tridimensional

A modelagem da estrutura tridimensional de CpCP3 foi realizada utilizando a
sequéncia da proteina sem o peptideo sinal, sem o propeptideo e com o propeptideo (Figura
25). O modelo gerado apresentou alto grau de confiabilidade, conforme indicado pelos valores
de Predicted Local Distance Difference Test (pLDDT), que ultrapassaram o valor de 90 para a
maior parte da estrutura. Segundo os critérios do AlphaFold3, valores de pLDDT superiores a
90 indicam regides estruturalmente bem definidas e altamente confidveis, enquanto valores
entre 70 e 90 podem representar regides de menor estabilidade ou flexibilidade conformacional
(ABRAMSON et al., 2024). A analise do mapa de confianga revelou que as regides centrais da
proteina, particularmente aquelas associadas aos residuos cataliticos, exibiram elevada

previsibilidade, sugerindo que a conformacao dessa drea é bem definida.

A qualidade do modelo estrutural avaliada pelo QMEAN4, uma métrica que
compara o modelo gerado com estruturas cristalograficas depositadas no PDB, foi 0,94,
indicando alta qualidade estrutural. Na avaliacdo utilizando o MolProbity, o Clashscore obtido
foi 2,46, indicando que a estrutura apresenta poucos choques estéricos em compara¢ao com
outras proteinas cristalogrificas de resolu¢do semelhante. A andlise de rotdmeros mostrou que
99,43% dos residuos estdo em conformacdes favorecidas. Além disso, o MolProbity score foi
1,03, o que indica uma excelente qualidade geométrica. Nao foram identificadas liga¢cdes ruins,
desvios significativos ou angulos inadequados, sugerindo que a estrutura modelada € altamente
confidvel e estdvel. A andlise do grafico de Ramachandran revelou que 98,1% (206/210) dos
residuos estavam localizados em regides favorecidas, enquanto 100% (210/210) dos residuos
estavam em regides permitidas. Esses valores sugerem que a estrutura modelada apresentou
uma conformac¢do bem definida e estavelmente dobrada, indicando alta confiabilidade do
modelo gerado. Dessa forma, o modelo gerado foi considerado adequado para andlises

estruturais subsequentes de docking molecular com substratos selecionados.
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Sitio catalttico,

Figura 25: Estrutura tridimensional de CpCP3. a) estrutura de CpCP3 sem o propeptideo, b) estrutura de CpCP3

ligada ao propeptideo. Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software Pymol.

6.8.1.3 Docking molecular

Para entender melhor os tipos de interacdes que os inibidores e substratos
estabelecem com a estrutura de CpCP3 e procurando estudar a possivel geometria que esses
ligantes adquirem durante essas ligacdes, foram realizadas andlises de docking molecular
utilizando os substratos BANA e E-64 (Figura 26). O docking foi conduzido com a estrutura
modelada pelo AlphaFold3 e validado pelo redocking com o inibidor E-64, cuja estrutura
complexada com uma protease da mesma familia (proceraina: 8JCQ) j4 estava disponivel no
Protein Data Bank (PDB). O substrato BANA, por ndo possuir uma estrutura previamente

cristalizada, foi utilizada sua conformacdo disponivel no PubChem.
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Figura 26: Disposi¢des dos ligantes BANA e E-64. a) disposi¢do das interagdes entre CpCP3 e BANA, b)

disposicdo das intera¢des entre CpCP3 e E-64. Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software PyMol.

Como mostrado na Figura 26a, o substrato sintético BANA (representado em
amarelo) foi corretamente inserido no sitio ativo da protease CpCP3, com seu anel aromatico
posicionado de maneira favordvel para interagdes adjacentes. A andlise retornou 50 poses e
todas foram analisadas. As distdncias observadas para as interagdes estdo dentro dos valores
esperados para interagdes estdveis entre proteina e ligante, sugerindo um encaixe adequado do
substrato na cavidade ativa da protease. Os residuos Trp'>!, Trp>*? e Tyr!® foram identificados
como pontos de contato importantes, auxiliando na estabilizacdo do ligante. Os residuos Trp'>!
e Trp**? parecem estabelecer interagdes m-m com o anel aromatico do ligante, contribuindo para
a o reconhecimento molecular e estabilidade do complexo enzimdtico. Essa interacdo pode
facilitar o posicionamento adequado do substrato no sitio ativo, favorecendo seu

reconhecimento pela enzima e potencialmente influenciando a afinidade de ligacdo. Além
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disso, o empilhamento n-m pode auxiliar na orientagdo precisa do substrato para a clivagem
catalitica, reforcando a importincia dessas interacdes na especificidade enzimdtica. O Tyr!'%
provavelmente atua como um ponto adicional de reconhecimento do substrato pela enzima. A

193 ¢ o ligante (3.1 A e 3.0 A) também pode indicar um possivel

interacdo estabelecida entre Gln
envolvimento na estabilizacdo do complexo enzimdtico. A interacdo estabelecida entre o
residuo Cys'™® e o ligante (3.7 A) estd coerente com aquele esperado para uma protease
cisteinica da familia C1, sugerindo um reconhecimento apropriado do substrato pela enzima e
atividade catalitica favorecida (CHIRGWIN; PARSONS; NOLTMANN, 1975;
WAKABAYASHI et al., 1978) . Foram identificadas pontes de hidrogénio entre His?**" e o
ligante (2.8 A), resultado também coerente com aquele disponivel na literatura, visto que esse
residuo participa diretamente do mecanismo catalitico, auxiliando na estabiliza¢ao do substrato
durante a hidrdlise. Assim, todas as possiveis interacdes indicadas no encaixe molecular entre
a proteina e o ligante reforcam a estabilidade do complexo e confianca do experimento, de

modo que os dados obtidos corroboram com aqueles descritos na literatura para essa classe de

enzimas.

O docking molecular realizado entre a CpCP3 e o inibidor E-64 (Figura 26b)
revelou interacdes fundamentais que indicam alto grau de afinidade e especificidade pelo sitio
ativo da enzima. A analise estrutural demonstrou que o E-64 se acomoda de maneira precisa
nesse sitio, sugerindo que sua ligacdo ocorre de forma estdvel e eficiente. A visualizacio
espacial evidenciou que o inibidor estd orientado de maneira favordvel para interagir com os
principais residuos cataliticos da protease, indicando um possivel mecanismo de inibi¢cao
irreversivel. Dentre as interacdes observadas, destaca-se a possivel ligacdo direta entre Cys'>
e o E-64, estabelecendo uma interagdo essencial com o residuo catalitico da enzima. Com base
na disposi¢ao desses residuos, o resultado obtido no encaixe sugere um possivel mecanismo de
inibicdo covalente, em concordancia com dados previamente descritos na literatura para essa
classe de inibidores e nas respectivas posicoes (MATSUMOTO et al., 1999). Além disso, a

192

interacdo Arg ~~ — E-64 (2.9 A) pode contribuir para a estabilizacdo do complexo enzima-

inibidor, favorecendo um encaixe firme do E-64 no sitio ativo. O residuo His?*

aparentemente
desempenha um papel crucial na estabilizacdo da interacdo proteina-ligante, reforcando a
especificidade da inibicdo. Residuos adicionais, como GIn'** e Asn?”°, podem atuar
indiretamente na acomodacio do inibidor dentro do sitio ativo, enquanto Tyr!%® parece estar
envolvido na estabilizacdo hidrofébica do E-64 no ambiente catalitico. A proximidade do

inibidor com Cys'", residuo essencial para a hidrélise do substrato, sugere que a inibicdo ocorre
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por um bloqueio direto do sitio ativo, impedindo o acesso a substratos naturais da enzima. Esses
achados corroboram com os mecanismos de inibicdo ja descritos para essa classe de enzimas,

refor¢ando a especificidade do E-64 como inibidor de proteases cisteina.

Esses resultados reforcam a confiabilidade do modelo e sugere que a regido
identificada no docking corresponde ao sitio ativo funcional da enzima. Os valores de RMSD
do E-64 quando comparado com a estrutura cristalizada foi de 1.061 A, o que indica uma
reproducdo precisa da pose do ligante cristalizado. Valores de RMSD abaixo de 2.0 A sdo
geralmente considerados aceitdveis para validacao do protocolo de docking (THAKUR et al.,
2024). Para o BANA, que foi gerado a partir de sua estrutura no PubChem (sem referéncia
cristalografica), apresentou um RMSD de 1.765 A. Embora esse valor S€ja um pouco maior que
o observado para E-64 (1.061 A), ele ainda estd dentro dos limites considerados aceitdveis para
esse tipo de modelagem. Isso sugere que, apesar da auséncia de uma estrutura cristalografica
para o BANA, a modelagem foi bem-sucedida e o complexo gerado € confidvel para a andlise
das interacOes proteina-ligante. No entanto, como a enzima foi travada para se aproximar da
conformacgdo do cocristal com E-64, isso pode ter influenciado a previsdo da interagdo com
BANA, ja que ndo hd uma estrutura cristalografica de referéncia para esse ligante. Ainda assim,
a similaridade dos residuos envolvidos na interacdo sugeriu que a modelagem foi bem-sucedida

e que o complexo gerado € confidvel para a andlise das interagdes proteina-ligante.
6.8.1.4 Andlise das Interagoes Proteina-Ligante pelo LigPlot+

Para complementar a andlise estrutural do docking molecular, foi utilizada a
ferramenta LigPlot*, um software amplamente empregado na bioinformatica para a
visualiza¢do bidimensional das interacdes entre proteinas e ligantes. A andlise realizada gerou
representacdes esquematicas que evidenciam a contribui¢do de cada residuo na estabilizacao
dos ligantes dentro do sitio ativo da enzima. Essas representacdes sdo essenciais para
compreender a afinidade e seletividade dos ligantes, fornecendo informagdes valiosas para a
interpretacdo dos resultados do docking. Nas Figuras 27 e 28, sdo apresentados os mapas de
interagOes gerados, onde € possivel observar os residuos criticos que participam da interacdo e

as forcas intermoleculares predominantes na estabilizacdo dos complexos.
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Figura 27: Interacdes proteina-ligante geradas pelo LigPlot* entre BANA-CpCP3, destacando os residuos

envolvidos nas interagdes estabelecidas. Fonte: Elaboradas pelo autor utilizando o software LigPlot*.

A visualizagdo das interagdes intermoleculares por meio do software LigPlot*
revelou que o substrato BANA estabelece trés pontes de hidrogénio principais: uma com Asn*”,

193 23.02 A e 3.12 A. Essas interacdes sdo essenciais

a uma distincia de 2.82 A, e duas com Gln
para o posicionamento adequado do substrato no sitio ativo, favorecendo sua estabilizacdo e
possivel hidrélise enzimdtica. Além das pontes de hidrogénio, os residuos Trp**® e Trp'!
possivelmente formam interagdes -, dados em acordo com o docking anterior. O aminodcido
Tyr'%® possivelmente interage com regides apolares do substrato, enquanto os residuos polares

e de superficie, como GIn'*, Gly!* e Gly'®!, podem estabelecer interagdes de van der Waals e

outros tipos de interagdes, auxiliando na estabilidade do complexo. A presenga dos residuos
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pertencente ao sitio catalitico como Cys'™ (3.02 A) e His?®° nas proximidades do substrato
reforca o posicionamento adequado do BANA para a catdlise, visto que esses sdo elementos-
chave da diade catalitica de proteases cisteinicas (ELSASSER; GOETTIG, 2021b). A energia
de ligacdo obtida no docking molecular (-6.7 kcal.mol ™) confirma a forte interacdo entre BANA
e CpCP3, sugerindo uma afinidade significativa do substrato pela enzima. Essas interacdes
complementam os resultados obtidos no encaixe molecular, refor¢ando a ideia de que o BANA
estd firmemente acomodado no sitio ativo, favorecendo um reconhecimento eficiente e

possivelmente aumentando a especificidade enzimatica.

His280

Figura 28: Interagdes proteina-ligante geradas pelo LigPlot* entre E-64 e CpCP3, destacando os residuos

envolvidos nas intera¢des estabelecidas. Fonte: Elaboradas pelo autor utilizando o software LigPlot*.

A andlise das interac¢des entre o inibidor irreversivel E-64 e CpCP3 evidenciou que

o inibidor possivelmente se acomoda de maneira favordvel no sitio ativo da protease,
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estabelecendo interacoes especificas que justificam sua alta afinidade e mecanismo de inibicao.
O residuo Cys!'®, essencial para a catélise enzimdtica, possivelmente interage diretamente com
o carbono C2 do E-64, formando uma liga¢do covalente. Esse resultado estd de acordo com a
aquele disponivel na literatura (MATSUMOTO et al., 1999). Essa interacao € caracteristica do
mecanismo irreversivel de inibi¢do, impedindo a regeneracdo do sitio ativo e resultando na
inativacdo completa da enzima. Além da ligacdo covalente, o inibidor estabelece trés pontes de
hidrogénio principais com residuos préximos ao sitio catalitico, auxiliando na sua estabilizac¢ao,
sendo eles Gly*®! (3.02 A) que possivelmente contribui para a fixacdo do inibidor, Gly'*! (3.06
A) que ajuda a posicionar o E-64 no sitio ativo e Arg'*? (2.93 A) refor¢ando o ancoramento do
inibidor 2 enzima. Ainda de acordo com a literatura, os residuos GIn®*' e His*®*" interagem
diretamente com o oxigénio da carbonila do E-64, estabilizando sua posi¢ao e fortalecendo o
bloqueio da atividade enzimatica (MATSUMOTO et al., 1999). Essas interacdes sdo essenciais
para garantir o alinhamento correto do inibidor dentro do sitio ativo, maximizando sua
eficiéncia inibitéria. Além disso, o residuo Tyr'®® possivelmente contribui com interacdes
hidrofébicas, favorecendo o encaixe de E-64. Asn*” e His?* possivelmente também participam
da estabilizacdo do complexo, reforcando a especificidade do inibidor para essa classe de

280

proteases, além da participacao direta de His“*" na reacao catalitica.

Essas andlises reforcam que a modelagem forneceu 6timas estruturas, bem como o
encaixe molecular foi bem-sucedido na predi¢do das interacdes proteina-ligante, fornecendo
informagdes detalhadas sobre os residuos envolvidos e permitindo a comparacdo com dados

experimentais da literatura.
6.8.1.5 Andlise comparativa da estrutural tridimensional por sobreposicdo estrutural

Para avaliar a similaridade estrutural da protease modelada com outras enzimas da
mesma familia, foi realizada uma sobreposi¢do estrutural utilizando as proteinas papaina
(9PAP), proceraina (8JCQ), proceraina (8JCR) e proceraina B (8JCS) como referéncia (Figura
29).
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RMSD = 0.519 A RMSD = 0.571 A

Figura 29: Sobreposi¢do de CpCP3 com as estruturas cristalizadas da papaina, proceraina e proceraina B. a)
sobreposi¢do com proceraina (8JCQ), b) sobreposi¢do com proceraina (8JCR), ¢) sobreposi¢cao com proceraina B

(8JCS) e d) sobreposicdo com papaina (9PAP).

Essas proteinas pertencem a classe de proteases cisteinicas, compartilhando o
mesmo mecanismo de catdlise enzimadtica, tornando-as modelos adequados para comparagao.
Os resultados demonstraram uma elevada similaridade estrutural entre a protease modelada e
as proteinas de referéncia, sugerindo uma conservacao significativa da arquitetura do sitio ativo
e do dobramento global da proteina. A andlise quantitativa revelou que as estruturas sobrepostas
apresentaram um baixo RMSD, considerando que valores abaixo de 2.0 A sdo geralmente
considerados aceitdveis (THAKUR et al., 2024), indicando desta forma uma variacio minima

entre os modelos e refor¢ando a robustez da predicao estrutural realizada pelo AlphaFold3.

A conservacao dos principais residuos cataliticos nas estruturas comparadas reforca
a hipétese de que a protease estudada compartilha mecanismos de reconhecimento de substrato
e atividade catalitica semelhantes aos das proteinas de referéncia. Essa similaridade estrutural
sugere que a enzima segue um padrdo funcional ji estabelecido para as proteases cisteinicas,
fortalecendo a validade do modelo gerado. Além disso, a anélise de sobreposicao estrutural ndo

apenas confirma a confiabilidade do modelo predito, mas também corrobora as interagdes
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observadas no docking molecular, demonstrando coeréncia com o comportamento dessas
enzimas amplamente caracterizadas na literatura. Dessa forma, os dados obtidos fornecem um

suporte robusto para a funcionalidade da protease e sua relacdo com outras da mesma familia.
6.9.2 CpCP3 recombinantes
6.9.2.1 Andlise das sequéncias

As andlises no ProtParam revelaram que as proteinas recombinantes TrxA, GST e
NusA_CpCP3 apresentam ponto isoelétrico e a massa molecular monoisotopica tedrica
distintas (Tabela 4). Esse resultado é consistente, pois as moléculas foram expressas a partir de
diferentes construcoes, refletindo suas particularidades estruturais e bioquimicas. Essas
caracteristicas podem influenciar a estabilidade, solubilidade e desempenho das proteinas em

experimentos subsequentes.

Tabela 4 — Propriedades bioquimicas das proteinas de fusao

Proteina Ponto isoelétrico Massa molecular (kDa)
TrxA_CpCP3 7,02 42,9
GST_CpCP3 7,91 57,7
NusA_CpCP3 5,17 85,9

Fonte: Elaborado pela autora.

A busca por dominios conservados no CDD (Conserved Domain Database) com a
sequéncia da proteina nas diferentes constru¢des mostrou que todas as sequéncias possuem
codificacdo para o dominio catalitico denominado Peptidase_C1 (ntimero de acesso no CDD:

pfam00112), precedido pelas respectivas tags de fusao.

6.9.2.2 Modelagem da estrutura tridimensional

A modelagem da proteina contendo as fags de fusdo também foi realizada seguindo
o mesmo protocolo utilizado para CpCP3 (Figura 30). A estrutura resultante foi submetida a
validacdo nos mesmos servidores (QMEAN e MolProbity), permitindo avaliar possiveis

alteragdes estruturais decorrentes da adi¢do das rags.
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Figura 30: Estrutura tridimensional das proteinas recombinantes. a) TrxA_CpCP3, b) GST_CpCP3 e c)
NusA_CpCP3. Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software PyMol.

A andlise do pLDDT revelou que a confianca preditiva das estruturas
permaneceram alta (pLDDT > 90) para a regido catalitica da protease, sugerindo que o nicleo
estrutural da enzima foi preservado independentemente da tag utilizada. A presenca das tags
ndo comprometeram significativamente a conformacao global da proteina, mantendo-se uma
boa porcentagem de residuos em regides favorecidas no grafico de Ramachandran. No entanto,
foram observadas diferencas na distribuicao de regides desordenadas e na flexibilidade das tags,
especialmente em torno da fenda catalitica. Essas diferencas possivelmente podem influenciar

a eficiéncia do dobramento da proteina e sua estabilidade durante a expressao proteica.

As modelagens indicam que as fags TrxA e GST se posicionam adjacentes a

estrutura principal de CpCP3, enquanto as caudas de histidina aparecem como regides mais
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expostas. J4 a tag NusA, por sua vez, estd localizada sobre o sitio catalitico, o que poderia
dificultar o acesso do substrato e reduzir a efici€ncia catalitica da enzima. Mas, embora as tags
e as caudas de histidina favorecam a solubilidade e a purificacdo da proteina, elas também
podem restringir movimentos conformacionais essenciais, afetando a flexibilidade estrutural e
a acessibilidade ao sitio ativo. Dependendo do posicionamento, essas modificacdes estruturais
podem interferir na funcdo bioldgica da proteina, alterando sua interagdo com substratos ou

inibidores.

Vale destacar que a modelagem ndo reflete a dindmica real da proteina em solugao,
mas fornece uma estimativa da disposi¢do espacial das proteinas de fusdo. A baixa atividade
enzimdtica observada nos ensaios experimentais pode estar associada a interferéncias
estruturais causadas pela presenca da fag. Além disso, a ineficiéncia na purificagdo pode ser
resultado de uma exposi¢do inadequada da cauda de histidina. Dessa forma, estudos de

dindmica molecular seriam necessarios para confirmar essas hipoteses.
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7 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel expressar de forma heteréloga a protease CpCP3 de
Calotropis procera em Escherichia coli e avaliar sua funcionalidade por meio de diferentes
abordagens bioquimicas e bioinformdticas. A expressdo da proteina recombinante apresentou
desafios significativos, especialmente relacionados a solubilidade e purifica¢do. A incorporacao
de ureia a 8 M em pH 12,5 no tampao de lise mostrou-se uma estratégia eficaz para solubilizar
a proteina, permitindo sua recuperacdo na fracdo solivel. Os experimentos de purificacao
revelaram que a proteina recombinante sofreu possiveis processos de autodegradagdo, o que
dificultou sua obtencdo. A andlise da cromatografia de exclusdo molecular indicou a presenga
de fragmentos menores, reforcando a hipdtese de degradacdo proteolitica. Esses achados
destacam a necessidade de otimizar as condi¢des de purificagdo e utilizar inibidores de protease

para minimizar a degradagdo da proteina recombinante.

Os ensaios de atividade enzimdtica demonstraram que a CpCP3 recombinante foi
capaz de degradar substratos proteicos, confirmando sua funcionalidade. No entanto, a baixa
atividade observada com BANA sugere que a conformagdo estrutural da proteina pode
influenciar sua especificidade por diferentes substratos. No entanto, a proteina de fusdo
NusA_CpCP3 foi a mais eficiente para manter a proteina na forma solivel e funcional,

conforme evidenciado pelos ensaios de zimografia e digestao de BSA.

As andlises bioinformdticas complementaram o0s estudos experimentais,
proporcionando uma visao detalhada da estrutura tridimensional da protease e de suas
interacdes com substratos e inibidores. A modelagem da estrutura pelo AlphaFold3, aliada ao
docking molecular, confirmou a conservacao do sitio catalitico e a capacidade da enzima em
interagir com ligantes especificos. A sobreposicao estrutural com outras proteases cisteinicas,
como papaina e proceraina, refor¢ou a similaridade da CpCP3 com proteinas da mesma familia,

corroborando sua funcdo enzimatica.

Em conjunto, os resultados deste estudo fornecem informacdes importantes sobre a
viabilidade da expressdo heter6loga da CpCP3 e sua funcionalidade enzimadtica. As dificuldades
encontradas na purificacdo ressaltam a complexidade envolvida na obtencdo de proteases
recombinantes e a necessidade de estratégias aprimoradas para garantir a estabilidade e a
integridade da proteina. As andlises in silico demonstraram coeréncia com os dados

experimentais, refor¢ando o potencial biotecnolégico da CpCP3 para futuras aplicacgoes.
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Abstract: The latex of the xerophytic plant Caletrepis precera, popularly known as giant milk-
weed, contams 3 complex mivture of sacondary metzbolites and proteins and has attracted the at-
tention of many researchers. Severzl buoactive lzticifer enzymes from £ procera have besn
studied for their potential apphicanons 1n the medical. agncultuwral and food mdusmes. The prezent
work zimed to review the current seientific knowledgze on eysteine peptidases from the latex of
this plant, highlighting their biochemical properties and possible nses as biotechnological tools Bi-
bliographic databases (PubMed, Scopus and Web of Science) were searched for serentific works
publiched in the last s1x decades reperting the punfication, biochemical charactennzation, molecu-
lar cloming and potentiz] applications of laticifer cysteine peptidazes from C. procera. Since the
first works publizhed i the late 1960 on the occwrence of thiol pephidases in this species. five
cysteine peptidases (proceramn. procerain B, CpCP-1, CpCP-2 and CpCP-3) have been punfied
and biochemieally charactenized. The charactenzed enzymes are members of the subfamuly C14
of mlfhydryl proteazes, showing the charactenstic biochemical and stuctural features of papain
and related protems. Several biological activities of the punfied enzymes have been demonsirated,
includmg the mhibition of phytopathozenie fungi and milk coagulation properties, which may be
of practical use. Moreover, pharmacologically active propepiides released from the posttranslation-
al processing of C. procsra eysteine peptidase zvmogens have been shown to be promising thera-
peufic agents against cancer cells. Further research 15 needed to provide 2 better comprehensive un-
derstanding of the mode of action and biozafety of theze molecules.

Keywords: Latex. cysteine peptidases, Calotropis procera, punfication. biochemical properties. potential applications.

1. INTRODUCTION

Peptidases are ubiguitous enzymes that catalyze the clea-
vage of peptide bonds, releasing anuno acids or peptides
from proteins or large peptides. These enzymes are also re-
ferred to as proteolytic enzymes. proteinases and proteases.
Peptidases are found in all three domains of life as well as in
virises, representing a sipmficant proportion of the encoded
proteins in most organisms [1]. In the human genome. for ex-
ample. the MEROPS database (available online at http-
sifwww.eblac uk'merops/. accessed on 12 June 2024) cata-
logs 1.146 zenes coding for peptidases and their homelogs.
which accounts for approximately 4. 7% of the human pro-
teome. These enzymes plav crucial roles in different biologi-
cal processes, including digestion of food proteins. protein
turnover, DINA repair and cell cycle regulation [2]. proteolyt-
ic activation cascades [3. 4] (hke the blood coagulation path-
way. caspase-mediated apoptosis. the compiemem system.
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the matrix metalloproteinase cascade, and the invertebrate
prophencloxidase-activating cascade), cell signaling and sig-
gal transduction pathwavs [5], and processing of polypep-
tide hormones [6]. Furthermore. extracellular proteazes are
key factors that contribute to the virnlence of pathogenic bac-
teria, fungi and protozoans [7-9].

On the basis of the nature of the catalytic residue. pepti-
dases ate breadly classified into seven catalytic types: aspar-
tic peptidases (catalytic type A according to the MEROPS
database), cysteine peptidases (catalytic type C). serine pepti-
dases (cataljrhc type 5). metallopeptidases (catalytic type
M), threonine peptidases (catalytic type T). ghutamic pepti-
dases (catalytic type G) and asparagine peptide lyases (cata-
Iytic type N). To reflect their evolutionary relahous}:nps pep-
tidases are assigned to families of homelogons amine acid
sequences, and families sharing similar three-dimensional
structures are grouped into clans or superfamilies [10]. Crs-
teine peptidases constitute a major and complex type of pep-
tidase. being classified mto 125 families (C1 to C125). and
most of which grouped into 11 elans (CA. CD, CE, CF. CL,
CM, CN. CO, CP, CQ and CR). The largest clans of cys-
teine peptidases are CA and CD. The clan CA includes 46
families of peptidases with a papain-like fold (clan CA. farm-
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