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Abstract

Urease (EC 3.5.1.5, urea amidohydrolase) is a nickel-dependent metalloenzyme, that
catalyzes the hydrolysis of urea to form ammonia and carbon dioxide. Ureases are
produced by many organisms, including plants, fungi and bacteria. Soybean
produces two isoenzymes, the ubiquitous urease, which is encoded by Eu4 gene and
is present in small amounts in all plant tissues, and the embryo-specific urease, which
is encoded by the Eul gene, and is synthesized only in the developing embryo. The
ubiquitous urease is responsible for recycling metabolically derived urea while the
role of the embryo-specific urease remains unkown. Previous studies had suggested
that the embryo-specific urease could be involved in plant defense. Since the
ubiquitous urease is found in low amounts in plant tissues making difficult to purify the
enzyme, little is known about this protein. In the present work, a system for the
expression and partial purification of soluble soybean ubiquitous urease was
established expressing a protein fusioned with glutathione S- transferase (GST). The
urease gene amplified by PCR was inserted into a pGEX-4T-2 GST fusion vector and
then expressed in Escherichia coli BL21 (DE3). The recombinant urease was partially
purified by a Glutathione Sepharose 4B affinity chromatography, yielding about 2 mg
protein/L of culture broth. The recombinant protein was tested for enzymatic activity
and imunoreactivity against anti Canavalia ensiformis antibodies. Successful
expression of ubiquitous urease in E. coli provides a way to produce this protein in

amounts enough for posterior studies and characterization.
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Resumo

Ureases (uréia amino-hidrolases; EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas niquel-
dependentes, que catalisam a hidrélise da uréia a amoénia e dioxido de carbono. Elas
sao produzidas por fungos, bactérias e plantas, mas ndo por animais. A soja produz
duas isoenzimas, a urease ubiqua, que é codificada pelo gene Eu4, presente em
pequenas quantidades em todos os tecidos da planta, e a urease embrido-
especifica, codificada pelo gene Eu1l, que é sintetizada apenas no embrido em
desenvolvimento. A urease ubiqua € responsavel pela biodisponibilizacdo de
nitrogénio para planta, enquanto o papel da embrido-especifica permanece
desconhecido. Estudos prévios, sugerem que esta urease possa estar envolvida na
defesa da planta. Como a urease ubiqua é encontrada em pequenas quantidades
em todos tecidos da planta, tornando dificil sua obtencao, pouco é conhecido sobre
esta enzima. No presente trabalho, estabeleceu-se um sistema de expressido e
purificacdo parcial da urease ubiqua recombinante, expressa como uma proteina
fusionada a uma cauda de glutationa-S-transferase (GST). O gene da urease foi
amplificado por PCR e ligado em plasmideo pGEX-4T-2 e expresso em Escherichia
coli BL21 (DE3). A urease recombinante foi parcialmente purificada em resina de
afinidade Glutationa Sepharose 4B, obtendo-se um rendimento de aproximadamente
2 mg/L de cultura. A proteina recombinante foi analisada para atividade enzimatica e

imunorreatividade para anticorpos contra urease de Canavalia ensiformis. O sucesso



deste método de expressdo da urease ubiqua da soja, permitira a produgcédo de

quantidades suficientes desta proteina para estudos posteriores de caracterizagao.



1. Introducéo

1.1 Ureases

Ureases (uréia amino-hidrolases; EC 3.5.1.5) s&o enzimas que catalisam a
hidrélise da uréia a amdnia e carbamato, o qual espontaneamente decompde-se
para formar diéxido de carbono e uma segunda molécula de amobnia. Elas s&o
produzidas por fungos, bactérias e plantas mas n&o por animais. As ureases de
plantas e fungos sado proteinas homo-hexaméricas, ou seja, formadas por seis
subunidades idénticas (SIRKO & BRODZIK, 2000), enquanto as ureases bacterianas
sdo proteinas formadas por duas ou trés subunidades distintas: UreA e UreB,
formando (AB)s, em Helicobacter pylori, e UreA, UreB e UreC formando (ABC)s, em

outras bactérias, como Klebsiella aerogenes, como € mostrado na Figura 1 abaixo.

e L o

(AAABIEIT)

Klebsiela aerogeneses ﬁ I‘ ﬁ “ 100/106/567aa

(AAAZE14D/AAAZS1E0/AAAZE151) &60% 53% 61%
Helicodactar pyion A senB| 7380569 aa
(AADDSES2/AADDSEST) 52% 58%

Figura 1. Comparacdo esquematica das subunidades estruturais das ureases de diferentes
organismos. Os valores em percentual, indicados abaixo de cada bloco, indica o grau de identidade
com a urease de C. ensiformis. O numero de aminoacidos de cada bloco estdo indicados a direita
(aa). (Adaptado de SIRKO & BRODZIK, 2000).

11



Em bactérias, a urease esta envolvida como fator de viruléncia em infeccdes
humanas do trato urinario e gastro-intestinal (MOBLEY et al., 1995), favorecendo a
sobrevivéncia destes microrganismos em pH desfavoravel, além de estar presente
em bactérias de solo e em bactérias anaerdbicas presentes em ruminantes,
favorecendo a reciclagem de compostos nitrogenados. Em plantas, a urease esta
presente abundantemente na semente e distribuida nos demais tecidos, apesar da
uréia ndo ser um metabdlito majoritario em plantas (POLACCO & HOLLAND, 1993;
SIRKO & BRODZIC, 2000) o que desperta curiosidade para estudo das fungdes
fisiologicas desta enzima nos vegetais. Apesar de diferengcas na estrutura
quaternaria entre as ureases, a identidade de sequéncia primaria € maior que 50%
entre bactérias e plantas, e com similaridades maiores que 70% dentro de cada

grupo (MOBLEY et al., 1995).

1.1.2 Ureases de semente de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis)

O feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), planta-modelo utilizada em nosso
laboratério, € uma leguminosa com alta resisténcia a insetos e possui varias
proteinas interessantes, como a lectina concanavalina A (SUMNER & HOWELL,
1936), a canatoxina (CARLINI & GUIMARAES, 1981) e a urease, que foi a primeira
enzima a ser cristalizada (SUMNER, 1926) e a primeira metalo-enzima a ser

caracterizada (DIXON, 1975).
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A urease de C. ensiformis constitui-se de uma cadeia polipeptidica com 840
aminoacidos e massa molecular de 90,77 kDa. A forma minima da enzima ativa é
trimérica, com 270 kDa, e a enzima é encontrada em sua forma nativa como um
hexadmero de 540 kDa (ZERNER, 1991). Ela possui dois atomos de niquel no sitio
ativo, cada um coordenado por dois residuos de histidina.

CARLINI & GUIMARAES (1981), isolaram a CNTX, uma proteina toxica a
insetos e mamiferos que anos mais tarde, foi caracterizada como uma isoforma de
urease (FOLLMER et al., 2001). A CNTX apresenta massa molecular de 184 kDa
quando analisada em gel-filtracdo em pH 7,5. Em SDS-PAGE, em meio redutor, sua
massa molecular é de 95 kDa, sugerindo que a forma nativa da proteina seja um
dimero mantido por ligacbes nédo covalentes. Além disso, € uma metalo-proteina
contendo zinco e niquel. A CNTX e a urease de C. ensiformis apresentam um alto
grau de homologia entre si (85%), mas a CNTX apresenta apenas 30 - 40% da sua
atividade enzimatica sobre uréia em relagdo a urease majoritaria.

A CNTX, quando injetada por via intraperitoneal, induz convulsdo e morte de
ratos e camundongos, com uma DLsy de 2 mg/kg, mas é ind6cua quando
administrada através de via oral nesses animais, provavelmente devido a sua
instabilidade em meio acido (CARLINI et al., 1984; CARLINI & GUIMARAES, 1991).
Ela também apresenta potente atividade inseticida (CARLINI et al.,1997; FERREIRA-
DA SILVA et al.,2000; CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002), que esta relacionada com
a clivagem da proteina por enzimas digestivas dos insetos, gerando um peptideo de

10 kDa que € o agente responsavel por essa atividade.
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Estudos adicionais mostraram que quando a CNTX é tratada com um inibidor
irreversivel de urease, p-hidroximercuriobenzoato, ela perde totalmente sua atividade
ureolitica, mas suas atividades biolégicas permanecem inalteradas, sugerindo que
estas propriedades sdo independentes da atividade enzimatica. A urease classica
possui atividades biologicas descritas para a CNTX, como ativagdo plaquetaria e
interacdo com gangliosideos, mas n&o é letal por via intraperitoneal em
camundongos. As atividades citadas também s&o independentes da atividade
ureolitica (FOLLMER et al., 2001). Esse dado indica a existéncia, nestas proteinas,
de pelo menos dois dominios protéicos distintos, responsaveis por atividades
bioldgicas diferentes: um dominio com atividade hidrolitica sobre a uréia, suscetivel
de inibigdo por agentes oxidantes; e pelo menos mais um dominio, responsavel pela
toxicidade intraperitoneal da CNTX e outras propriedades farmacoldgicas

compartilhadas com a urease.

1.1.3 Urease de soja

A soja (Glycine max) possui duas isoformas de urease: a ubiqua, que esta
presente em pequenas quantidades em todos os tecidos da planta, e uma segunda
isoenzima, designada embrido-especifica, expressa no embrido em desenvolvimento
e preservada na semente madura, onde é encontrada em cerca de 1.000 vezes mais
abundéancia do que a urease ubiqua (POLACCO & SPARKS, 1982, POLACCO &
WINKLER, 1984). As isoformas de urease encontradas na soja, a embrido-especifica
e a ubiqua, sdo altamente homdlogas entre si (cerca de 85%) e também a urease de

C. ensiformis (TORISKI et al, 1994.) Cada isoenzima de urease parece ser
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codificada por um unico gene estrutural: Eu1 e Eu4 para a urease embrido-especifica
e a ubiqua, respectivamente. Mutagdes em cada um dos genes afetam somente uma
das isoenzimas (MEYER-BOTHLING & POLACCO, 1987; POLACCO et al., 1989).
Um estudo realizado com plantas de soja mutantes mostrou que, com o
silenciamento da urease ubiqua, as plantas apresentaram anormalidades como
necroses nas extremidades das folhas e raizes, acumulo de uréia nas folhas e
sementes, além de retardamento na germinacdo sugerindo um papel importante
desta enzima na reciclagem de derivados de uréia. Ja a perda da urease embrido-
especifica ndo acarretou danos visiveis a planta, sugerindo que esta enzima néao
possua funcgao fisioldgica importante no metabolismo de nitrogénio (POLACCO &
HOLLAND, 1993).

Em culturas de cotilédones de ervilha e de soja, mostrou-se que as ureases
desempenham pouca ou nenhuma fungao na nutricdo do embrido, visto que a uréia
comporta-se como uma fonte extremamente pobre de nitrogénio (POLACCO &
HOLLAND, 1993).

Estes dados sao conflitantes, pois, se a urease embrido-especifica ndo possui
papel relevante para a planta, por que esta apresentaria conteudos elevados desta
proteina na semente? Tem sido proposto que, em decorréncia da liberagao
enzimatica de amoénia, esta isoforma possa estar envolvida na protecdo da planta
contra insetos, fungos e agentes agressivos a semente. (POLACCO & HOLLAND,

1993).
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1.1.4 Ureases: proteinas de defesa em plantas?

(CARLINI et al., 1997, FERREIRA-DASILVA et al., 2000) descreveram a
atividade inseticida da CNTX. Nestes trabalhos, insetos de diferentes ordens foram
testados e apenas foram suscetiveis os insetos Callosobruchus maculatus e
Rhodnius prolixus, cujos sistemas digestivos sdo baseados em enzimas proteoliticas
acidas, do tipo catepsinas (TERRA et al., 1988). Nesse caso, o efeito inseticida ndo
esta associado a atividade ureolitica da toxina, pois depende da formacao de
peptideos entomotdxicos a partir da hidrélise das proteinas por enzimas digestivas
dos insetos. Nesses estudos realizou-se a digestdo in vitro da canatoxina com
enzimas obtidas da larva de C. maculatus. Obteve-se, desta forma, um conjunto de
peptideos (10 — 15 kDa) toxicos quando injetados ou ingeridos pelos barbeiros R.
prolixus. O fragmento mais toxico (10 kDa); chamado de pepcanatox, foi
sequenciado em sua regido N- terminal. A partir desta sequéncia, utilizando-se como
molde a sequéncia da urease JBURE-Il de Canavalia ensiformis, foi expresso em
Escherichia coli um peptideo chamado de jaburetox-2 Ec (MULINARI et al., 2004),
que apresentou toxicidade a barata Blatela germanica ao inseto manchador-de-
algoddo Dysdercus peruvianus (STANISCUASKI et al., 2005). Em outro estudo
(FOLLMER et al., 2004), verificou-se que a urease embrido-especifica da soja e a
urease majoritaria de C. ensiformis, ambas purificadas a partir da semente,
apresentam atividade toxica contra o inseto D. peruvianus, e s&o capazes de
promover a agregacgao de plaquetas de coelho. Neste mesmo trabalho, mostrou-se

que estas atividades sao independentes da atividade ureolitica.

16



OLIVEIRA, et al., (1999) descreveram a atividade fungicida da CNTX sobre
alguns fungos filamentosos. Recentemente, nosso grupo descreveu a agao fungicida
das ureases vegetais (urease embrido-especifica da soja, e a urease de C.
ensiformis) e urease bacteriana de Helicobacter pylori, sobre fungos fitopatogénicos.
Foram realizados ensaios de inibicdo de crescimento por difusdo em disco de papel
(Figura 2), e por método de turbidimetria, bem como microscopia eletronica de
transmissdo de fungos afetados em que monitoramos a inibicdo em
espectrofotdmetro. As trés ureases estudadas apresentam atividade tdéxica aos
fungos, mas as ureases vegetais foram mais potentes em relagdo a bacteriana
(BECKER-RITT et al., no prelo). Verificamos ainda que as propriedades antifungicas
persistem na urease inibida por p-hidroximercuribenzoato, mostrando ser

independente da atividade enzimatica.
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Figura 2: Efeito da urease embrido-especifica da soja sobre os fungos Penicillium herguei (A) e

Trichoderma viride (B). Painel de esquerda: uma suspenséo de 10° esporos foi incubada com 40 pL
da solugéo de proteina (12,5 ng proteina/uL) (1, 2,3) ou tampéao (4) durante 2 horas a temperatura
ambiente, e inoculadas em placas contendo meio BDA, incubadas a 28°C por 48 horas. Painel da
direita: 500 pg da proteina em 40 ulL (1,2,3) ou somente tamp&o (4) foram pipetados em discos de
papel estéril e colocados em placas previamente inoculadas com os fungos. As placas foram
incubadas a 28°C por 48 horas. A urease inibiu o crescimento e a germinagdo dos esporos dos
fungos (BECKER-RITT et al., no prelo).
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1.2 Expresséao de proteinas recombinantes

Nem sempre € possivel obter preparagcbes enriquecidas de proteinas
especificas a partir de células, tecidos ou 6rgaos onde elas sao naturalmente
encontradas. Para contornar estes problemas, surgiram técnicas para a expressao
em larga-escala de proteinas de diferentes organismos em células procaridticas. A
expressao de genes em E. coli, talvez seja a via mais utilizada para a producao de
proteinas recombinantes, devido a algumas caracteristicas especificas deste
microrganismo, como: ser geneticamente bem caracterizado, manipulagao simples
do microrganismo, baixo custo de cultivo, curto tempo necessario para obtencao de
grande quantidade da proteina desejada (HUNT, 2005), além da disponibilidade de
numeros cada vez maiores de vetores de clonagem e cepas mutantes de expressao,
permitindo seu uso para uma grande variedade de atividades, tais como: produgao
de antigenos, vacinas, imunologia molecular, estrutural, além de estudos
bioquimicos (SALUTA et al., 1998).

Em geral, é dificil decidir qual € o melhor sistema plasmidial e cepa bacteriana
para expressao heterdloga de proteinas (TERPE, 2006). Entretanto, para esta
escolha, ha alguns elementos essenciais que devem ser levados em consideragao. A
expressao normalmente € induzida a partir de um plasmideo que carrega um sistema
genético compativel. Os elementos genéticos de um plasmideo de expressao
incluem a origem de replicagdo, um ou mais marcadores de resisténcia a antibidtico,
um promotor da transcricdo, com ou sem a regido iniciadora da tradug¢ao, bem como

a regiao terminadora da transcricao (SORENSEN, 2004).
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Muitos vetores de expressao de proteinas recombinantes replicam-se a partir
do replicon ColE1 ou p15A. O ColE1, presente em plasmideos de expressao
modernos, é derivado da familia de plasmideos pBR322 (15 a 20 cdpias por célula
bacteriana) ou do pUC (500 a 700 copias/ célula), e o replicom p15A é derivado do
pACYC184 (10 a 12 copias/ célula). Além disso, o numero de cépias de um
plasmideo € controlado pela origem de replicagao que preferencialmente replica na
conformacao relaxada do plasmideo (BANEYX, 1999).

Outro fator importante € a marca de resisténcia de um plasmideo. Os
marcadores mais comuns sdo genes codificadores de proteinas de resisténcia a
ampicilina, canamicina, cloranfenicol ou tetraciclina. Plasmideos contendo o gene
bla, expressam a B-lactamase que confere resisténcia a ampicilina. Esta enzima &
secretada para o periplasma, onde catalisa a hidrolise do anel B-lactamico das
penicilinas. A ampicilina presente no meio de cultivo é especialmente suscetivel a
degradacgéo, tanto pela pB-lactamase ou por condigdes acidicas em culturas de alta
densidade. O efeito de degradagdo pode ser aliviado com uso de analogos mais
resistentes como a carbenicilina. A canamicina, o cloranfenicol e a tetraciclina
interferem na sintese de proteinas por se ligarem em areas criticas do ribossomo
bacteriano. A canamicina ¢é inativada no periplasma pela aminoglicosideo-
fosfotransferase, e o cloranfenicol pelo produto do gene cat, a cloranfenicol-
acetiltransferase. De forma analoga, varios genes conferem resisténcia a tetraciclina

(CONNELL et al., 2003).
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Para a expressao da proteina recombinante, em altos niveis, em E. coli é
necessario um promotor transcricional forte. O promotor do operon Lac de E. coli é o
mais comumente utilizado, sendo a molécula de acucar isopropil-Beta-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG) o seu indutor (HANING et al., 1998). Aproximadamente
80% das proteinas utilizadas para analise de estrutura tridimensional submetida ao
banco de dados de proteinas (PDB) em 2003 foram obtidas a partir do sistema de
expressao em E. coli (SORENSEN, 2004). O sistema de expressao plasmidial pET
(Novagen), contendo promotor T7, foi de longe o mais utilizado nestes estudos.
Outro sistema muito utilizado é o pGEX (GE healthcare), que possui o promotor tac.

Outro fator decisivo para expressao de proteinas recombinantes € a escolha
da cepa de E. coli, entretanto grandes variedades de cepas podem ser usadas na
clonagem e na expressdo. As cepas para expressao podem ser deficientes de
proteases naturalmente nocivas, mantendo a expressdo do plasmideo estavel e
conferindo elementos genéticos relevantes para o sistema de expressdo. A cepa
mais comumente utilizada é a E. coli BL21, por ser uma bactéria robusta, capaz de
se multiplicar rapidamente em meio de cultivo pobre, além de ndo ser patogénica. A
BL21 é deficiente em ompT e lon, duas proteases que podem interferir no isolamento
da proteina recombinante intacta.

Como foi dito anteriormente, um sistema de expressido para a produgao de
proteinas recombinantes em E. coli normalmente envolve a combinacdo de
plasmideo e uma cepa de bactéria (SORENSEN, 2005). O principal propdsito da
expressdo é obter um grande acumulo da proteina-alvo na célula bacteriana,
preferencialmente na sua forma soluvel. Esta estratégia nem sempre é aceita pelo

sistema metabdlico da bactéria, podendo ocorrer respostas ao estresse celular como
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o0 acumulo da proteina-alvo como agregados insoluveis, denominados corpos de
inclusdo. Estes agregados protéicos em geral ndo permitem a adequada
conformacao protéica e sdo biologicamente inativos (VILLAVERDE et al., 2003). O
agregado de proteinas recombinantes expressas em células bacterianas pode
algumas vezes resultar no acumulo de altas concentragdes de proteinas com folding
intermediario ou de processamento ineficiente das chaperonas. Na literatura estao
descritos alguns métodos para redirecionar corpos de inclusdo para a fragao
citoplasmatica soluvel, ou modificar condicdes de expressao para obter a proteina na

forma soluvel (SORENSEN, 2005), como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico de passos para a obtencdo de proteina recombinante em E. coli. A
proteina-alvo pode ser obtida na fragdo soluvel ou na forma de corpos de inclusdo. (Adaptado de

SORENSEN et al., 2005 b).

Outro sistema muito utilizado é a expressao da proteina-alvo fusionada a uma
cauda de aminoacidos que pode ser mais tarde removida por clivagem. Exemplo
disto € a cauda de histidinas, amplamente utilizada em proteinas recombinantes
possibilitando a purificagdo com resinas de afinidade a metais. A introducdo de uma
cauda pode trazer muitos beneficios como o aumento do rendimento da proteina, a
prevencao contra a protedlise, o aumento da solubilidade, além de facilitar o
processo de purificagcdo (ARNAU et al., 2006). Por outro lado, a presenga da cauda
pode afetar a proteina-alvo através de alteragdo da atividade enzimatica e bioldgica,

por interferir na conformagao correta da proteina. (CHANT et al., 2005).
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1.2.1 Sistema de expressido pGEX

O sistema pGEX, apresentado por SMITH (1988), possui um sitio de
multiclonagem para ligacdo do gene de interesse, o qual sera fusionado na sua
porcdo N-terminal a uma proteina do parasito Schistosoma japonicum, a Glutationa-
S-transferase (GST). Esta proteina, de 26 kDa, liga-se reversivelmente e com alta
afinidade a resina de Glutationa-Sepharose, permitindo a rapida purificagdo da
proteina de fusdo, na maioria dos casos. A expressao de insertos clonados em vetor
pGEX é controlada pelo promotor tac induzido por IPTG. Todos os vetores pGEX sao
construidos com um gene lacl®. O produto deste gene é uma proteina repressora
que se liga a regido operadora do promotor tac, prevenindo sua expressao até a
inducdo com IPTG. Na Figura 4, esta mostrado o mapa do vetor pGEX-4T-2 (GE
Healthcare).

Muitas cepas de E. coli podem ser usadas na clonagem e expressao de vetor
pGEX. A cepa mais comumente utilizada é a E. coli BL21, que como ja descrito, é
deficiente em ompT e lon, duas proteases que podem degradar a proteina

recombinante quando presentes.
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Figura 4. Mapa esquematico do vetor pGEX de fusdo a Glutationa-S-transferase. Estd sendo

mostrado o sitio de multiclonagem na versdo do pGEX-4T-2 além do sitio de clivagem proteolitica por

trombina. (Figura retirada do manual do fabricante GE healthcare).

Apesar deste sistema de expressdo em E. coli ser bem estabelecido, ha varios

fatores que podem influenciar na obtencdo da proteina de fusdo na sua forma

soluvel e sua purificacdo, sendo muito importante a escolha da cepa de E. coli, a

otimizagdo do processo de multiplicacdo bacteriana como

temperatura e

concentracao do indutor IPTG e nos diversos passos subsequentes de purificacdo da

proteina (SALUTA, 1998).
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2. Objetivos

2.1 Objetivos gerais

Clonagem e expressao heteréloga do gene estrutural da urease ubiqua de
soja, em células de Escherichia coli. Além disto, realizar a otimizagdo das condi¢des
de expressao, purificacdo parcial, e caracterizagao bioquimica da proteina, visando

estudos funcionais posteriores.

2.2 Justificativa:

Estudos anteriores de nosso grupo mostraram as agdes inseticida, e fungicida
das ureases vegetais, incluindo a urease embrido-especifica da soja. Entretanto, a
outra isoforma encontrada na soja, a urease ubiqua, foi pouco estudada, por ser
encontrada em pequenas quantidades em todos os tecidos da planta e assim,
dificultar a obtengdo de quantidades suficientes desta proteina por métodos
convencionais de purificagdo. Além disto, na literatura esta descrito que a provavel
funcdo desta isoforma é a disponibilizagdo de nitrogénio para a planta, mas como as
duas isoformas da soja apresentam similaridade de 85% na sua sequéncia de
aminoacidos, pode-se sugerir que a urease ubiqua também esteja envolvida na
protecdo da planta, como € sugerido para a urease embrido-especifica.

Um plasmideo binario de expressdao em planta, denominado pGPTV-JIT,
contendo o cDNA do gene estrutural da urease ubiqua, foi gentilmente cedido ao
nosso laboratorio pelo pesquisador Dr. Mark Taylor (Scottish Crop Research

Institute, Escocia). Com este cDNA da urease ubiqua da soja, foi tentado sua
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expressao em plantas de tabaco. Entretanto, nao foi obtido éxito nesta tentativa. Foi
tentado também a expresséo deste gene em Escherichia coli, utilizando plasmideos
da versdo pET. Também nao foi obtido sucesso.

A partir disto, decidimos realizar a expressao desta proteina, utilizando outro
plasmideo de expressao em E. coli, o sistema pGEX de fusdo a GST, utilizamos este
mesmo cDNA a partir do plasmideo cedido para nosso grupo. Desta forma procedeu-
se a clonagem e expressao da urease ubiqua, sem niquel, a fim de obter

quantidades suficientes para estudos funcionais posteriores.

2.3 Objetivos especificos

e Expressar a urease ubiqua recombinante, fusionada a GST, em E. coli;

e Otimizar as condi¢gdes de expressao, para obter a proteina-alvo na fragao
soluvel,

e Purificar a proteina recombinante utilizando cromatografia de afinidade;

e Clivar a proteina de fusdo com trombina;

e Testar a atividade enzimatica;

e Caracterizar a proteina recombinante por Western-blot e ELISA.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amplificacdo do cDNA da urease ubiqua de soja

3.1.1 pGPTV-JIT-urease

O cDNA da urease ubiqua de soja foi gentilmente cedido ao nosso grupo pelo
pesquisador Dr. Mark Taylor (Scottish Crop Research Institute, Invergowrie,
Escdcia). O cDNA veio ligado a um plasmideo de expressao em plantas denominado
pGPTV-JIT (Figura 5). O cDNA de 2520 pb foi removido deste plasmideo com a
enzima de restricdo EcoRI (Fermentas) e ligado ao plasmideo SK (+) pBluescript
(Stratagene) que havia sido previamente digerido por EcoRI e defosforilado com a
enzima fosfatase alcalina de camardes (Fermentas).

O plasmideo SK(+)-urease foi sequenciado no sequenciador automatico ABI
PRISM 3100 (Applied Biosystems) utilizando-se os primers universais M13 —40
Forward e SK-reverse. Um alinhamento por BLASTn (www.ncbi.org) foi realizado
para comparar nossa seqUéncia com a disponivel no GenBank (No. Acesso
AJ276866). Apos a analise da sequéncia, foi encontrado um cdédon de terminagao
antes do cddon de inicio de traducao (ATG) e a falta de todo o cédon de terminagéo.
Para corrigir estes erros, primers foram projetados para adicionar a trinca de
nucleotideos ao final da sequéncia a retirar o cédon de terminagdo no inicio da
sequencia sem que a sequéncia de aminoacidos fosse comprometida. Os primers
utilizados foram: Sequéncia Forward: 5 TTA AAA ATG AAA CTG AGT CC 3 e

sequéncia reversa: 5 TTA AAA GAG GAA GTA ATT TCG 3'. Utilizamos o programa
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OligoTech para checar a Tm (temperatura na qual a metade dos oligonucleotideos
estdo anelados) e a formagado de estruturas secundarias dos oligonucleotideos,

assim como a temperatura necessaria para romper estas estruturas.

Hindll
(==
Sal
BarmHI
Srmal

BareH| Sacl
Ecorl .
Kol Xhol Hindiil EcoRl
{823) [ I Spbl
LB pAGT npnl Pnos 358 35S Urease CaMV/ polyA RB

Figura 5. Desenho esquematico do vetor de expressdo binario pGPTV-JIT, contendo o cDNA da
urease ubiqua. O cDNA foi removido deste plasmideo com a enzima de restricdo EcoRlI, subclonado

em plasmideo SK (+) pBluescript (Stratagene) e seqlienciado.
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3.1.2 Reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR)

A PCR foi realizada num volume final de 50 uL contendo 250 ng de cada
oligonucleotideo, 10 mM de dNTPs, tampao da enzima na concentragao final de 1x,
2,5 U de DNA polimerase pfu (Stratagene) e 50 ng de SK(+)-urease contendo a
sequéncia da urease ubiqua de 2520 pb como molde. A amplificagao foi realizada
em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) e teve as
seguintes condi¢des reacionais: desnaturagao prévia a 94°C por 3 min; 35 ciclos de
incubacao a 94°C por 30 seg (desnaturagao), 41°C por 30 seg (anelamento) e 72°C
por 3 min (extensdo). A fase de extensao final foi realizada a 72°C por 5 min. O
produto da amplificagcdo por PCR foi resolvido por eletroforese em gel de agarose a
0,8% corado com brometo de etideo a 0,01 mg/L. O fragmento amplificado de
tamanho esperado foi removido do gel e purificado, utilizando-se o Kit de purificagdo
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences), seguindo-

se as recomendacgdes do fabricante.

3.2 Construcao do vetor de expressao:

3.2.1 Ligacao do inserto e transformacao de células de E. coli

termocompetentes.

O produto de PCR previamente purificado do gel foi fosforilado com a enzima
T4-polinucleotideo quinase (Fermentas). A reacado foi realizada nas seguintes

condigdes: 500 ng de DNA (produto de PCR), 1 U de enzima, 1 mM de ATP, tampao
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de enzima na concentracdo final de 1x, volume final de reacao de 20 uL. A reacgao foi
incubada a 37°C por 1 h. Apds, a enzima foi inativada a temperatura de 65°C
durante 15 min.

O vetor de expressao pGEX-4T-2 (GE Healthcare) foi digerido com a enzima
de restricdo Sma | (Fermentas) e defosforilado com a enzima Fosfatase alcalina de
camarao (Fermentas). A reagao de digestdo foi realizada utilizando-se tampéao da
enzima na concentragdo de 1x, 500 ng de RNAse (GIBCO BRL), 30 U de enzima
Sma |, 5 ug de plasmideo pGEX-4T-2 e volume final da reagdo de 30 uL. A reacao
foi incubada a 37°C durante 3 horas. A reacao de defosforilacdo foi realizada nas
seguintes condigdes: tampao de enzima na concentragao final de 1x, 3 U de enzima
Tsap, 3 pyg do plasmideo digerido, e um volume final da reagdo de 40 pL. Foi
incubada a 65°C por 15 min, e inativada com 4 uL de stop buffer (GE Healthcare) a
65°C por 15 min.

A reacéo de ligagao foi realizada com 280 ng do produto de PCR e 100 ng do
vetor pGEX-4T-2 tratado, 10 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen), tampao da
enzima na concentracao final de 1x. Procedeu-se incubagao a temperatura ambiente
por 16 h. Células competentes de E. coli DH10B foram transformadas com todo o

volume da reacgao de ligagao, por choque térmico.

3.2.2 Selecao das colbnias transformadas:

A selegao das colbnias contendo o vetor foi realizada por meio da resisténcia
a carbenicilina. Desta forma, as bactérias transformadas foram semeadas em placas

de Petri contendo meio LB agar e 100 ug/mL de carbenicilina. Somente as bactérias
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contendo o vetor formaram colénias nestas condigdes. Para confirmar a presenca do
inserto e a correta orientagdo do mesmo, foi realizada a extragao de DNA plasmidial
de 6 colbnias pelo método de lise alcalina (MANIATIS et al., 1982) e digestdo com
enzima de restricdo Xho | (Amersham). Esta enzima possui sitio interno na
sequéncia da urease e no plasmideo pGEX-4T-2. A reacao de digestao foi realizada
utilizando-se: tampédo da enzima na concentragdo final del1x, 2 ug de DNA
plasmidial, 500 ng de RNAse e 10 U de enzima. Os produtos da digestdo foram
resolvidos em gel de agarose a 0,8% sendo que os fragmentos esperados possuem

1700 pb e 5770 pb.

3.2.3. Sequenciamento do plasmideo pGEX-4T-2- urease a analise da
sequéncia

A fim de confirmar os dados de orientagdo do inserto obtido pela analise de
restricdo e verificar se houve corregdao dos erros encontrados anteriormente no
cDNA, foram projetados dois pares de primers para sequenciar as extremidades do
inserto e internamente a sequéncia da urease ubiqua.

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POPG6 (Applied Biosystems). Os DNAs-molde (30 a 45 ng) foram marcados
utilizando-se 3,2 pmol dos primers 5-TGT CAA GTC AAG GTA CTG GAA GA-3', 5’
GTT CAG GTT GAA GCC ACC TT 3, 5’ATG GTG ATC AAA GGT GGT GA 3,

5AAC TAC CAG CCT TGC CAA AT 3’ e 2 uL do reagente BigDye Terminator v3.1
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Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 uL. As
reagcdes de marcacdo foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturagao inicial a 96 °C por 3 min
seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 seg, 55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Apos
marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol e
lavagem com etanol 70%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 uL de
formamida, desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e
eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento foram
coletados utilizando-se o programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com
os parametros: Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS
Project “3100_Project1”. Run Module 1 “StdSeq50 POP6 _50cm_cfv_100"; e
Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz’.

Apds sequenciamento, fizemos analise de toda sequéncia da urease para
verificar se ndo havia mais qualquer cédon de terminacdo que pudesse comprometer
a expressao da proteina recombinante. Para esta analise, utilizamos a ferramenta

“Translate a DNA sequence” (www.expasy.ch/tools/dna.html).
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3.3 Expresséao de urease ubiqua recombinante em E. coli:

3.3.1 Transformacdo das células competentes para expressao

Células competentes de E. coli BL21 (DE3) (Stratagene) foram preparadas para
transformacgao por choque térmico (MANIATIS et al., 1982). Adicionou-se 1 ug do
vetor de expressdo pGEX-4T-2-urease em 200 ul das células, que foram incubadas
no gelo por 30 min. Realizou-se o choque térmico por 2 min a 42° C. As células
foram colocadas novamente em gelo e adicionou-se 1 mL de meio de cultura LB (10
g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de cloreto de sodio, em 1L de agua
destilada, pH 7). A seguir, as células foram colocadas sob agitacdo de 150 rpm,
durante 60 min a 37° C. Apds, as células foram semeadas em meio LB agar,
contendo 100 ug/ml de carbenicilina. O controle utilizado foi a E. coli BL21 DE3
transformada apenas com o plasmideo pGEX-4T-2 parental. A transformacao foi

realizada nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

3.3.2 Selecio de coldnias recombinantes para expressio da proteina de fusdo
(GST+urease).

Um total de sete colbnias isoladas de E. coli BL21:pGEX-4T-2- foram usadas
para inocular tubos contendo 2 mL de meio 2x YT (16 g de triptona, 10 g de extrato
de levedura, 5 g de cloreto de sédio, em 1L de agua destilada, pH 7,0) contendo
carbenicilina (100 mg/L) para verificar a expressao da proteina de fusao GST-urease.

As bactérias foram multiplicadas a 37°C, 150 rpm até atingir ODggo de 0,7 e, a estas
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adicionou-se 1 mM de IPTG. Apds 3 h de inducgéo, retirou-se aliquotas de 1 mL, que
foram centrifugadas e o sobrenadante desprezado. Adicionou-se aos sedimentos,
tampao de amostra suficiente para concentracao final de 2x (tampao 6x: 0,35 M de
Tris-HCI, pH 6,8, 10% de SDS, 36% de glicerol, 5% de pB-mercaptoetanol, 0,012% de
azul de bromofenol). As amostras foram fervidas e centifugadas. Aplicaram-se 20 pl
de cada amostra em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), posteriormente
corado com azul de Coomassie. A bactéria controle foi testada nas mesmas
condi¢cbes descritas acima, mas por possuir o plasmideo pGEX-4T-2 parental na
presenca do indutor IPTG expressa apenas GST.

Um clone foi selecionado e feito estoque em glicerol para utiliza-lo na
expressao da proteina de fusdo. Com este clone, foi realizada otimizacdo das

condi¢des de expressao, como descrito a seguir.

3.3.3 Otimizacio das condicoes de expressao:

O procedimento realizado foi igual ao descrito no item anterior, com
expressao-piloto de 2 mL para a amostra (E. coli transformada com o vetor pGEX-
4T-2-urease) e 2 mL para controle (E. coli transformada com o plasmideo pGEX-4T-
2). Foram retiradas aliquotas de 1 mL apds 1, 2, 3 e 16 h de indugao da expressao
com IPTG nas concentracbes de 0,1 mM e 1 mM, e temperaturas de 28 e 37°C.
Todas amostras foram igualadas pela mesma quantidade de células por ODggo. As
amostras foram transferidas para microtubos, centrifugadas a 5.000 rpm durante 1
min, e o sobrenadante descartado. Ao sedimento celular foi adicionada quantidade

suficiente de tampao de amostra 2x. As amostras foram fervidas por 5 min,
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centrifugadas e 20 uL do sobrenadante foram aplicados a SDS-PAGE 10%,

posteriormente corado com azul de Coomassie.

3.3.4 Solubilidade da proteina urease recombinante fusionada a GST

Foram determinadas as melhores condigdes de expressao para a obtencao de
maior rendimento da proteina, na forma soluvel, apés a lise das células bacterianas.
O procedimento realizado foi igual ao descrito no item anterior, com expressao-piloto
de 2 mL de meio de cultura. Foram retiradas aliquotas de 1 mL apés 1, 2, 3 e 16 h de
inducdo com IPTG nas concentracées de 0,1 mM e 1 mM, e temperaturas de 28 e
37°C. Todas as amostras foram igualadas para a mesma quantidade de células por
ODsgpp. As amostras foram transferidas para microtubos, centrifugadas, e o
sobrenadante descartado. O sedimento celular foi ressuspendido em 1mL de tampao
PBS 1x (140 mM de cloreto de sodio, 2,7 mM de cloreto de potassio, 100 mM de
fosfato de sodio, 1,8 mM de fosfato de potassio, pH 7,3), lisado por ultrasom (6 vezes
de 30 s com intervalos de 30 s) em gelo, centrifugado a 12.000 rpm por 10 min. Aos
sobrenadantes foram aplicados tamp&o de amostra 2x, e 20 uL das amostras foram
resolvidas em SDS-PAGE 10%, posteriormente corado com azul de Coomassie € as

condicbes de expressao foram analisadas.

3.4 Expressdo da urease ubiqua recombinante

Otimizadas as condicbes de expressao, realizou-se a expressdao em maior
escala para proceder-se a purificacdo da proteina recombinante. O meio 2x YTA

(200 mL) contendo 100 mg/mL de carbenicilina e 1 uM de cloreto de niquel foi
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inoculado com uma pré-cultura de E. coli transformada, na diluicdo de 1/100, e
incubada a 28°C com agitacdo de 180 rpm. Quando a absorbéncia em 600 nm
alcangou 0,7, a expressao da proteina de fusao foi induzida pela adicdo de IPTG na
concentracao final de 0,1 mM. Apds 16 h de indugao, as células foram centrifugadas
por 10 min a 5.000 rpm, o sobrenadante descartado, e o sedimento celular foi
suspendido em 10 mL de tampao PBS 1x. As células foram lisadas por ultrasom (6
vezes de 30 s com intervalos de 30 s) em gelo, centrifugadas por 25 min a 12.000

rom a 5°C. O sobrenadante foi mantido em gelo.

3.4 .1 Purificacido da proteina de fusio

Utilizaram-se 200 mL de cultura incubada a 28° C com agitagdo de 180 rpm,
inducdao com 0,1 mM de IPTG durante 16 h. Apds a centrifugacao e lise celular como
descrito no item anterior, o sobrenadante (10 mL) obtido foi submetido a
cromatografia de afinidade a glutationa, utilizando 1 mL da resina Glutationa
Sepharose 4B (GE Healthcare), com capacidade de reter 8 mg de proteina
recombinante com cauda de GST. A resina foi previamente equilibrada com 20
volumes de PBS 1x. O extrato de E. coli foi purificado em filtro com poros de 0,4 um
e incubado com a resina. A amostra foi circulada pela coluna 3 vezes. As proteinas
nao retidas foram eluidas com 10 mL de PBS 1x. A proteina de fusao retida (GST-
urease fusionada) foi eluida da coluna em fragbes de 0,5 mL de tampao de eluicéo
contendo glutationa reduzida (50 mM de Tris-HCI, 10 mM de glutationa reduzida, pH

8,0). As fragbes foram quantificadas por absorbancia a 280 nm e analisadas por
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SDS-PAGE e western-blot. Como controle, nos géis foi utilizada a urease JBU

purificada a partir da semente (FOLLMER et al., 2004a), e somente GST.

3.4.2 Purificacao e clivagem de proteina de fusdo GST-urease

No sistema de expressao pGEX-4T-2, a proteina recombinante possui um sitio
para clivagem proteolitica entre a GST e a proteina-alvo. Para se obter a urease livre
da GST é necessario fazer-se uma digestdo com trombina. Esta digestdo pode ser
realizada com a proteina fusionada imobilizada na coluna de purificagao.

Para tanto, o extrato de E. coli foi preparado, sonicado, o sobrenadante
circulado pela resina e imobilizado com descrito acima. Com a proteina GST-urease
imobilizada na coluna, adicionou-se 10 U de trombina (Sigma) em tampao PBS 1x,
incubado durante 20 h a temperatura ambiente para ocorrer a clivagem. A urease
livre da cauda de GST foi eluida com tampao PBS 1x acrescido de 500 mM de
cloreto de sddio, pH 6,5. As amostras foram quantificadas pelo método de BCA (Bio-

Rad) a analisadas em SDS-PAGE 10%.

3.5 Atividade ureasica

Para ensaio da atividade ureasica, as amostras foram previamente dialisadas
contra o tampado 20 mM de Fosfato de sédio, 1 mM de EDTA, 5 mM de B-
mercaptoetanol pH 7,5, que € o tampao utilizado para estabilizar a enzima. Aliquotas

de 50 uL de solucdo de uréia (100 mM) foram misturadas com amostras de proteina,
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e tamponadas com 20 mM de fosfato de sédio, pH 7,5, obtendo volume final de
reacao de 500 uL. A reagao foi incubada por 30 min a 37 °C e a amoénia formada foi

determinada colorimetricamente (WEATHERBURN, 1967).

3.6 Determinacéo de Proteina

A proteina total das fragbes foi determinada pelo método de BCA (Bio-Rad) de
acordo com instrucdes do fabricante. Para a quantificacdo de proteinas por BCA,
uma aliquota das amostras foi dialisada contra o tampédo PBS 1x para se retirar a
glutationa reduzida, a qual pode interferir neste ensaio.

Alternativamente, a concentragdo de proteina nas amostras foi determinada por

absorbancia a 280 nm em espectrofotdmetro.

3.7 SDS-PAGE

As amostras foram resolvidas em gel de poliacrilamida a 10%, contendo 0,1% de
SDS, como descrito por LAEMMLI (1970). As eletroforeses foram conduzidas em
aproximadamente 90 min, sob voltagem constante de 200 v e temperatura de 4 °C.
O gel foi corado com azul de Coomassie. O marcador de massa utilizado foi o

BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen).

3.8 Western blot

Depois de separadas por SDS- PAGE, as amostras foram transferidas por
gravidade para uma membrana de PVDF em tampao Tris-Glicina-SDS pH 8,3

contendo 20% de metanol. Apds a transferéncia por 16 h a temperatura ambiente, a
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membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em tampao TBS (100 mM de
Tris-HCI, 1,5 M de cloreto de sédio, pH 7,5) contendo 0,05% de Tween 20 (TTBS).
Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpos anti-CNTX produzidos em
coelhos (FOLLMER et al., 2001), e anti-GST produzido em rato (Gentilmente cedido
pelo grupo do prof. Arnaldo Zaha) em diluicdo de 1:10000 e 1:2000, (v/v)
respectivamente, durante 2 h. Apds trés lavagens de 2 min cada, a membrana foi
incubada com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho e anti-lgG de rato,
respectivamente, ambos conjugados com a fosfatase alcalina (Sigma) em dilui¢gao de
1:15000 durante 2 h. A revelagédo colorimétrica foi feita usando BCIP a 0,015% e
NBT a 0,03% em tampao contendo 10 mM de Tris-HCI, pH 9,6, 100 mM de cloreto

de sodio e 5 mM de cloreto de magnésio (TOWBIN et al., 1991).

3.9 ELISA

Para realizar este ensaio, a urease recombinante clivada, a fusionada e o
GST foram concentrados e dialisados em cartuchos centricon (Millipore), com cortes
de 30 kDa para as ureases e de 10 kDa para o GST, por centrifugagao de 4 vezes a
1200 rpm durante 15 min, contra tampao TBS.
Placas para ELISA (Nelge) foram sensibilizadas com 50 uL de amostra/pogo (5 ug
de amostra diluidas em tampao TBS) durante 16 horas a 4°C. Apds este periodo, as
placas foram bloqueadas com 5% de caseina em tampao TBS durante 1 h. Apds 3
lavagens com TBS, as amostras foram incubadas com anticorpo primario anti-CNTX
com diluigdo de 1:10000 (v/v) durante 1 h. Apdés 3 lavagens, as amostras foram

expostas ao anticorpo secundario anti IgG de coelho, conjugado com fosfatase
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alcalina (Sigma) em diluicdo de 1:15000 durante 1 hora. As amostras foram
reveladas com 50 ulL/pogo da solugdo de revelagdo contendo 1 mM de p-
nitrofenilfosfato, 10 mM de borato de sddio e 0,25 mM de cloreto de magnésio, pH
9,0. A absorbancia foi medida a 405 nm, e comparada 5 ug de urease de C.

ensiformis nas mesmas condi¢des, considerada 100%.
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4. Resultados

4.1 Amplificacdo por PCR e subclonagem do cDNA da urease ubiqua

O cDNA da urease ubiqua de soja, clonado no plasmideo pGPTV-JIT, foi
clivado com EcoRI e subclonado em plasmideo SK(+) e sequenciado. Os dados
obtidos no sequenciamento mostraram que havia dois erros na sequéncia de
nucleotideos quando comparada com a sequéncia original depositada no Genbank
(No. Acesso AJ276866). Foi observada a presenca de um cdédon de terminacao
antes do cdédon de inicio da tradugcédo (ATG) e faltavam trés nucleotideos do cédon
de terminagédo da sequéncia. Para corrigir estes erros, primers foram projetados, e o
cDNA foi reamplificado por PCR como pode ser visto na Figura 6. Assim a regiao
codificadora do gene da urease possui tamanho de 2520 pb. O produto de PCR foi
purificado a partir de gel de agarose e ligado com sucesso no vetor de expresséo
pGEX-4T-2 (desenho esquematico do plasmideo mostrado na figura 4). A orientagao
do inserto foi verificada por digestdo com a enzima de restricdo Xhol, sendo o
tamanho dos fragmentos esperados de 1700 pb e 5770 pb como € mostrado na
Figura 7. Os seis plasmideos minipreparados resultaram positivos, ou seja, 0s

insertos encontravam-se na orientagao correta.
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21.226 pb -

31.530 pb —»
2.027pb W B - “+—

Figura 6. Gel de agarose a 0,8% contendo o fragmento correspondente ao cDNA da urease ubiqua

de soja, reamplificado por PCR. M. Marcador 1. Amplificagdo do cDNA de tamanho de 2.700 pb.

M 1 2 34 5 6

21.226 ph —J»
5148 pb —»

1.504 pb —
1.375 pb —

Figura 7. Gel de agarose a 0,8% contendo os dois fragmentos resultantes da digestdo do vetor
pGEX-4T-2 contendo o cDNA da urease ubiqua de soja. O plasmideo foi digerido com a enzima de
restricdo Xhol, para checar orientagdo do inserto. M. Marcador, 1-6. Fragmentos esperados da

digestdo de 1.700 pb e 5.770 pb.
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O produto da preparagao de plasmideos, mostrada na canaleta 2 da Figura 7,
contendo pGEX-4T-2-urease, foi utilizada em sequenciamento para confirmar as
corregbes da sequéncia e a fase de leitura. Na figura 8 esta apresentada a
sequéncia de nucleotideos do inserto e a sequéncia deduzida de aminoacidos. Em
colorido, estda marcado o cdédon de inicio de tradugcdo e no final o cédon de
terminacao que foi adicionado na reagdo de PCR. Esta analise mostrou que os erros
anteriormente detectados foram corrigidos com sucesso, que o inserto da urease
encontra-se na orientacdo correta e em fase de leitura com a sequéncia de codons
do peptideo da GST codificado no pGEX-4T-2. Esta mesma preparagao plasmidial
utilizada no sequenciamento foi usada para transformar células termocompetentes

de E. coli BL21 (DE3) com vistas a expressao da proteina recombinante.

4.2. Selecao de clones para expresséo

Sete colbnias de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmideo pGEX4T-
2-urease e selecionadas em meio de cultura contendo antibidtico foram utilizadas
para inocular 2 mL de meio 2x YT contendo carbenicilina (100 mg/L) e induzidas com
1 mM de IPTG, a fim de selecionar clones para a expressao da proteina de fusao
(GST-urease). Apos trés horas de indugéo com IPTG em temperatura de 37°C, 1 mL
da cultura foi recuperada por centrifugagao e tratada com tampao de amostra para

SDS-PAGE. Foi obtida uma banda diferencial no perfil da eletroforese do extrato de
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células induzidas, em comparagdo com o controle (sem adicdo de IPTG), de
tamanho correspondente ao esperado para a proteina de fusédo, isto €, de 120 kDa,
sendo 90 kDa correspondentes a urease e 26 kDa ao GST (Figura 9).

Todos os clones testados expressaram a proteina de fusdo, mas o clone da
canaleta numero 4, indicado com a seta na Figura 9, foi o que expressou a maior
quantidade da proteina e foi selecionado para dar continuidade ao trabalho. Com
este clone, foram feitas solugdes-estoque em glicerol, mantidas em nitrogénio

liquido.

45



1

L KMKULSUPRETIEIKTILDTILUHNASGY

1 TTAAAAATGAAACTGAGTCCAAGGGAGATCGAGAAACTAGACCTGCATAATGCAGGCTAC

21
61

41
121

61
181

81
241

101
301

121
361
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421

161
481

181
541

201
601

221
661

241
721

261
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301
901

321
961

341
1021

361
1081

381
1141

401
1201

421
1261

441
1321

461

L AQKRLARGLW RLNYVETVAL
CTTGCACAGAAACGCCTTGCTCGTGGTTTAAGGCTCAATTATGTTGAAACTGTGGCTCTC

I AT Q1 L EFVRDGEI KTV AOQLWM
ATAGCAACACAGATTTTGGAATTTGTTCGTGATGGTGAAAAGACTGTTGCACAGCTAATG

c 1 GRELLGRIKZOQVLPAVPHILYV
TGCATTGGGAGAGAACTTCTGGGAAGGAAACAAGTTCTTCCAGCTGTTCCTCATCTTGTT

ESVQVEATFRUDGTIKLV T 1T HD
GAAAGTGTTCAGGTTGAAGCCACCTTTCGAGATGGTACTAAGTTAGTCACCATTCATGAC

L FACENSGNLIELALUZFGSE FLPYV
CTATTTGCTTGCGAGAATGGAAACCTTGAACTAGCATTATTTGGTTCTTTTCTTCCAGTA

P S L DKFTENZEETDUHRT®PGE I 1
CCTTCACTTGACAAGTTTACAGAGAACGAAGAAGATCATAGAACTCCAGGTGAAATCATA

C R SENWLILNPRRNATILIILILRVYV
TGTAGAAGTGAAAATCTGATTCTTAACCCCAGAAGGAATGCAATAATTCTCAGAGTTGTC

N K G DR®P 1T QV G SHY HF 1 EV NP
AACAAGGGAGACAGACCAATTCAGGTTGGCAGCCACTATCATTTTATTGAAGTAAATCCT

Yy L T FDRRIKAYGMRILNTILIAAGN
TATTTAACCTTTGATCGAAGGAAAGCATATGGCATGCGCCTCAATATAGCTGCTGGGAAT

AT RFEWPGETCIKSVVLV ST GGN
GCCACACGCTTTGAGCCAGGGGAATGTAAAAGCGTTGTGCTTGTAAGCATTGGAGGTAAC

K v 1 R GG NNIADG®PVNDSNT CR
AAAGTCATCAGAGGAGGTAATAACATTGCCGATGGTCCAGTTAATGATTCTAATTGCAGA

AAAMI KAV YV TRGFGHV EETENAR
GCAGCCATGAAAGCTGTGGTCACAAGGGGATTTGGACATGTGGAAGAGGAAAATGCTAGG

E GV TGETDY SLTTV 1 SRETEYA
GAAGGTGTTACTGGAGAAGACTATTCATTAACTACAGTAATTTCTCGAGAGGAATATGCT

H K Y G P TTGDIK 11 R L G DTDL F A
CACAAGTATGGCCCTACAACTGGTGACAAAATCCGTCTTGGTGATACTGACTTGTTTGCT

E 1 E K D FAVY G DEU CVF G G G KV
GAAATTGAAAAAGATTTTGCTGTCTATGGTGATGAATGTGTTTTTGGAGGTGGGAAAGTC

l R DGMGQ S S GHWPWPEGSLDTV
ATAAGAGACGGAATGGGTCAATCAAGTGGCCATCCACCTGAGGGCTCCTTGGATACTGTT

I T NAV 1 1 DY TG G111 KADTI G 1 K
ATAACAAATGCTGTGATCATTGATTATACTGGAATTATCAAAGCAGATATCGGTATTAAA

b6GL 1T 1 STGIKAGNPTDI MNDVF
GATGGACTGATCATCTCAACAGGAAAAGCAGGAAATCCAGACATTATGAATGATGTATTT

P NM 1T 1 GANTEV I AGEGTL 1 VT
CCTAATATGATAATTGGGGCTAATACCGAAGTTATTGCTGGAGAGGGCTTGATTGTGACA

AAG A1l DCHVHZFI1T CPOQL VY DAYV
GCTGGGGCTATAGATTGTCATGTGCATTTTATATGTCCTCAATTAGTATATGATGCCGTA

T S GG I1 T TLV GG GTGP ADGTR A
ACAAGTGGTATCACAACATTAGTGGGAGGAGGAACAGGACCAGCTGATGGAACACGTGCT

T T CTPAPNOQQMIKTILMLQS TDDWM
ACAACTTGTACACCAGCACCAAATCAGATGAAATTGATGCTACAATCAACAGATGACATG

P LNZFGIFT G K GNSAIKUPDETLHE
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1381 CCTTTAAACTTTGGTTTCACTGGAAAAGGGAATAGTGCCAAACCTGATGAACTGCATGAA

481 I 1 RAGAMGTLI KILHETDWSGTTP A
1441 ATAATCAGGGCTGGAGCTATGGGACTGAAGCTGCATGAGGACTGGGGAACTACACCGGCT

500 A1 DS CLTVADU QYDI1I QVNT1THT
1501 GCAATAGACAGTTGTTTGACAGTTGCAGACCAATATGATATCCAGGTTAACATACATACT

521 b T LNESGFVEHTI AAFIKGRT
1561 GACACCTTAAACGAATCTGGATTTGTTGAACATACAATTGCTGCATTTAAAGGAAGAACT

541 Il HTYHSEGAGG G GHAPTDTI 1 KV
1621 ATTCATACTTACCACAGTGAAGGAGCTGGTGGTGGCCATGCTCCAGATATCATAAAAGTA

561 c GEKNVLUPSSTNWPTRWPY THN
1681 TGTGGTGAGAAGAATGTCCTACCCTCATCAACAAATCCCACACGTCCTTATACACATAAT

581 T 1 D EH L DMULMV CHMHILNIKNTIWP
1741 ACCATAGATGAGCATCTCGACATGTTGATGGTCTGCCATCATCTTAATAAGAATATTCCA

601 E DV AFAESRTIRAETI AAETDI
1801 GAAGATGTAGCTTTTGCTGAATCAAGAATAAGAGCTGAAACAATTGCTGCTGAAGATATT

621 L HDKGAIOSITI1T S SDSQAMGR RI
1861 TTACATGACAAGGGGGCAATTAGCATTATATCATCTGATTCACAGGCTATGGGTCGAATT

641 G E V. I S R T W Q T A DKMIK S Q R G P
1921 GGAGAGGTGATAAGCAGAACCTGGCAAACTGCTGATAAGATGAAGTCACAAAGAGGACCA

661 L Q P G EDNUDNZFRTIKIRYVAIKYT
1981 CTGCAGCCTGGTGAAGACAATGACAACTTTCGGATCAAGCGTTATGTTGCAAAGTATACC

681 I NP A1 ANGL S QY V G SV EAGK
2041 ATAAATCCAGCTATAGCGAATGGTTTGTCGCAATATGTTGGTTCAGTTGAGGCGGGTAAG

701 L ADLVLWIKWZPSZFZFGAKU®PEWMWVI
2101 TTGGCTGATCTTGTATTATGGAAGCCGTCATTTTTTGGAGCAAAACCAGAAATGGTGATC

721 K 6 6 EVAY ANMGTD®PNASTITPTUP
2161 AAAGGTGGTGAGGTTGCATATGCTAACATGGGTGACCCAAATGCAAGCATCCCAACACCT

741 E PV I MRPMFGATFG GIKAGS S H S
2221 GAACCGGTGATTATGAGGCCTATGTTCGGAGCATTTGGCAAGGCTGGTAGTTCACACTCC

761 Il ANFVSKAALUDESG GV KASY G LN
2281 ATTGCTTTTGTGAGCAAGGCAGCTTTGGACGAAGGGGTGAAAGCTTCATATGGACTTAAC

781 K RV EAYV KNVRKLTIKIRDMIKL N
2341 AAGAGGGTGGAAGCTGTGAAGAATGTGAGGAAGCTCACCAAACGAGACATGAAACTGAAT

801 b T oL P Q11 TV DPETYTVTADGE
2401 GACACTCTTCCACAAATCACTGTGGACCCAGAAACATACACAGTTACAGCAGATGGAGAG

821 VvV L T C T A A K TV PL SRNYF L F
2461 GTTCTCACCTGCACCGCAGCCAAGACTGTTCCTCTTTCTCGAAATTACTTCCTCTTT]

Figura 8. Sequéncia do cDNA da urease ubiqua de soja. Na figura, esta representada a sequéncia de
2.520 nucleotideos amplificada por PCR, para adicionar os nucleotideos que estavam faltando. Em
amarelo esta mostrado o nucleotideo que foi trocado (G por T) para eliminar o cédon de terminagao,
em verde estda marcada a primeira metionina (codificada por ATG) e, em vermelho, o cédon de
terminacdo da sequéncia. Para esta analise, foi utilizada a ferramenta disponivel na pagina de

internet: www.expasy.ch/tools/dna.html.
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160 kDa
120 kDa
100 kDa

50 kDa

Figura 9. Gel de poliacrilamida a 10% em condigbes desnaturantes (SDS) para analise da expressao
da urease recombinante a partir de col6nias de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o plasmideo
pGEX-T-2-urease. Legenda: M. marcador de massa molecular BenchMark™ Protein Ladder
(Invitrogen); 1,3,5 e 8. Controle (sem indugdo com IPTG); 2,4,6 e 7. Amostras induzidas com 1 mM de
IPTG durante 2 horas a 37 °C; 9. 20 ug da Urease de Canavalia ensiformis (JBU). A seta indica a
banda de 120 kDa correspondente a proteina de fusdo (GST+urease) e ao clone selecionado para

expressao desta proteina.
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4.3 Otimizacdo da expressédo da urease ubiqua recombinante de soja

Diversas condi¢des de expressao foram testadas, como pode ser visualizado
na Figura 10 (a e b). Nao houve diferencga significativa na quantidade de proteina
expressa nas diferentes condi¢cbes testadas sem a lise das células bacterianas.
Entretanto, quando as células bacterianas foram rompidas por ultrasom, a urease
recombinante encontrou-se na fragdo soluvel (sobrenadante) apenas na condigao de
indugdo da expressdo com 0,1 mM de IPTG durante 16 h a 28 °C. A proteina de
fusdo apresentou tamanho aproximado de 120 kDa, o qual corresponde exatamente
ao tamanho esperado: urease (~90 kDa) e GST (~26 kDa). A proteina recombinante
foi confirmada por Western-blot utilizando como anticorpo primario 1gG anti-GST
(Figura 11, a e b). O western blot mostra que a bactéria estad expressando, além da
urease inteira fusionada a GST, também fragmentos da proteina fusionados a GST.
Isto pode ocorrer por alguns motivos: se ocorrer falhas durante o processo de
traducao de proteinas, a fusdo da cauda de GST a porcdo N- terminal da proteina
alvo favorecera a traducéo de fragmentos de urease fusionados a GST. Além disto, o
tempo de 16 h de inducado, otimizado para expressao da proteina na forma soluvel,
também pode favorecer este efeito. Outra explicacdo provavel ou possivel é a
degradagdo por proteases, uma vez que, ao lisado de bactérias ndo foram
adicionados inibidores de proteases para se evitar a inibicdo da trombina no passo

posterior de clivagem da proteina de fusdo.
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240 kDa

120 kDa

100 kDa
90 kDa

IPTG _ 1mM 0,21mM 1mM _ 0,1 mM 1mM
Temperatura 28°C 37°C 37°C 28°C 28°C
3 horas 2 horas

Figura 10a. Andlise em SDS-PAGE a 10% da urease ubiqua recombinante em diferentes tempos de
indugdo com IPTG. Legenda: M. Marcador de massa molecular BenchMark™ Protein Ladder
(Invitrogen); 1 e 5. Controle negativo (E. coli carregando apenas o plasmideo vazio); 2. Trés horas
apos indugado com 1mM de IPTG a 28 °C; 3. Trés horas ap6s indugdo com 0,1 mM de IPTG a 37 °C;
4. Trés horas de indugdo com 1mM de IPTG a 37°C; 6. Duas horas de indugao com 0,1 mM de IPTG
a 28 °C; 7. Duas horas de indugdo com 1 mM de IPTG a 28 °C, 8: Urease de Canavalia ensiformis

(JBU).
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240 kDa —»
120 kDba —»
100 kba —»
50 kba —»
-
-_—
IPTG _01mM 1mM _ 0,1mM 1mM
Temperatura _ 37°C 37°C _ 28°C  28°C
16 horas 16 horas

Figura 10 b. Analise em SDS-PAGE a 10% de urease ubiqua recombinante em diferentes tempos de

k™ Protein Ladder (Invitrogen); 1 e 4:

indugdo com IPTG. M: Marcador de massa molecular BenchMar|
Controle negativo (E. coli carregando apenas o plasmideo vazio); 2: Dezesseis horas apds indugao
com 0,1'mM de IPTG a 37 °C; 3. Dezesseis horas apds indugdo com 1 mM de IPTG a 37 °C; 5:

Dezesseis horas de indugdo com 0,1mM de IPTG a 28°C; 6: Dezesseis horas de indu¢gdo com 1 mM

de IPTG a 28 °C; 7: Urease de Canavalia ensiformis (JBU).
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IPTG 0,AmM O01mM1ImM _ 0,lmM O01mM1ImM _
Temperatura 37°C 28°C 37°C _ 37°C 28°C 37°C _
3 horas 16 horas 3 horas 16 horas

Figura 11. Analise em SDS-PAGE a 10%, da proteina recombinante GST-urease produzida em
diferentes condigdes de expressdo. (A) Amostras contendo extratos protéicos totais de células de E.
coli foram resolvidas em gel de poliacrilamida 10% e coradas com azul de Coomassie. Legendas: 1.
GST purificado; 2. Trés horas de indugdo com 0,1 mM de IPTG a 37 °C; 3. Dezesseis horas de
inducdo com 0,1 mM e IPTG a 28 °C; 4. Dezesseis horas de indugdo com 1 mM de IPTG a 37 °C; 5.
Controle negativo (E. coli carregando o plasmideo vazio), 6. JBU. (B) Amostras foram resolvidas em
gel de poliacrilamida 10% e as proteinas trasferidas para membrana de PVDF. A membrana foi
incubada com anticorpo monoclonal anti-GST e com IgG anti-rato conjugado com Fosfatase alcalina.
As canaletas sdo as correspondentes da Figura 11 (A). A seta indica a urease fusionada com

tamanho de 120 kDa.
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4.3 Purificagdo da proteina de fuséo

A purificagdo da proteina de fusdo GST-urease ubiqua foi realizada por
cromatografia de afinidade, utilizando-se a resina Glutationa Sepharose. A partir da
expressao-piloto em 200 mL de meio de cultura, utilizando as condicbes de
expressao padronizadas, as células foram lisadas e o sobrenadante aplicado na
resina. As fragdes enriquecidas com a urease fusionada foram eluidas com tampao
de eluicdo contendo glutationa reduzida. Em paralelo, foi realizada também
expressdo em 200 mL de cultura da E. coli Bl21 (DE3) carregando o plasmideo
pGEX vazio capaz de permitir a expressdao das proteinas da bactéria e GST. A
multiplicagdo e a expressao foram realizadas nas mesmas condi¢des utilizadas no
item anterior. As células bacterianas também foram lisadas, centrifugadas e o
sobrenadante aplicado na coluna contendo a resina Glutationa Sepharose. As

fracbes das duas purificagcdes foram analisadas em SDS-PAGE (Figura 12).
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120 kba —»
100 kba —»

60 kba —» ]
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|
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GST

Figura 12. Analise da purificagdo da proteina de fusdo a partir da cultura em 200 mL de meio de
cultivo. As células de E. coli foram sonicadas, centrifugadas e o sobrenadante submetido a purificagéo
em cromatografia de afinidade, com a resina Glutationa Sepharose. Legendas: M. Marcador de massa

k™ Protein Ladder (Invitrogen); 1. 20 ng da fragdo eluida da coluna contendo

molecular BenchMar
GST, 2. 20 ug da fragdo contendo GST-urease eluida da coluna, 3. 20 ug de JBU purificado da

semente.
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4.4 Clivagem da proteina de fusdo GST-urease com trombina

Para o ensaio foi realizada cultura de E. coli BL21 (DE3) em 200 mL de meio
de cultivo, nas condi¢des de crescimento otimizadas anteriormente. As células foram
sonicadas, centrifugadas e o sobrenadante aplicado na resina Glutationa Sepharose.
A resina foi lavada com tampdo para remocgao de proteinas nao-retidas. Foram
adicionadas a resina 10 U de trombina (Sigma) e a digestdo foi deixada a
temperatura ambiente por 20 h. Apds este periodo, a urease clivada foi eluida da
coluna com tampao PBS acrescido de cloreto de sédio para que a proteina se
desligasse da coluna. Como pode ser visto na Figura 13, apds a clivagem, a urease
ubiqua recombinante apresentou o tamanho esperado de 90 kDa, o qual pode ser
comparado com o da urease de C. ensiformis.

As fracdes eluidas da coluna foram misturadas e o “pool” foi quantificado pelo
método de BCA. Foi obtida da cultura em 200 mL de meio de cultivo uma quantidade
final de 500 ug da proteina recombinante, sendo este um rendimento aproximado de
2,5 mg/L de meio de cultivo.

A identidade da urease apos a clivagem, foi novamente analisada por SDS-
PAGE e Western blot, utilizando-se anticorpos anti-CNTX, para as fragdes contendo
a mistura de proteinas fusionada a GST e para a urease apds a clivagem com
trombina. Como controle positivo utilizamos a urease de C. ensiformis. (Figura 14,a e

b). O Western blot confirmou a identidade da banda de ~120 kDa que representa a
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urease fusionada a GST, e a da banda de ~90 kDa, representando a urease poés-
clivagem. O anticorpo também reconheceu bandas menores que devem
corresponder a fragmentos da urease fusionada, que mesmo apd6s a cromatografia
de afinidade, permaneceram na mistura com a proteina-alvo, devido a fusdo com a
cauda de GST, que possui afinidade pela glutationa imobilizada na resina. Estes
dados confirmaram resultados obtidos no primeiro Western blot com anticorpo anti-
GST, o qual mostrou fragmentos de diferentes tamanhos que foram reconhecidos

pelo anticorpo.

4.5 Atividade enzimética

Ensaios de atividade enzimatica foram feitos para a proteina recombinante
fusionada a GST e, também, da urease pos-clivagem, ou seja, livre da cauda de
GST. Em nenhuma das duas situagdes foi detectada atividade ureasica da proteina.
Isto provavelmente ocorreu porque a E. coli BL21 (DE3) n&o possui as proteinas
acessorias necessarias para a montagem correta da proteina e/ou para promover a

insercao do niquel em seu sitio catalitico.
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Figura 13. Analise da reacdo de clivagem da urease fusionada a GST, com trombina, para liberar a
urease recombinante. A reacao de clivagem foi realizada com as amostras imobilizadas na coluna de
afinidade. Apos 20 horas de reacado a temperatura ambiente, as amostras foram eluidas da resina e
analisadas em gel de poliacrilamida a 10%. Legenda: 1. 20 ug de urease de C.ensiformis; 2 e 3. 20 pg
da fragdo contendo urease ubiqua recombinante apds clivagem com trombina. A proteina clivada

apresenta apés a clivagem o tamanho esperado de ~90 kDa.
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Figura 14. Analise por SDS-PAGE e Western-blot da proteina recombinante apds clivagem com
trombina. (A). Gel de poliacrilamida a 10%. Legenda: 1. 20 ug urease de C. ensiformis (JBU); 2 e 3.
20 ug das fragdes contendo a mistura da urease fusionada a GST e da urease ubiqua apds clivagem.
(B). Amostras foram resolvidas em gel de poliacrilamida a 10% e as proteinas foram trasferidas para
membrana de PVDF. A membrana foi incubada com anticorpo policlonall anti-CNTX e com IgG anti-
coelho conjugado com fosfatase alcalina. As canaletas sdo as correspondentes da figura 14 (A). As
setas indicam a urease fusionada com tamanho de 120 kDa, a urease clivada com tamanho de 90

kDa e a urease de Canavalia ensiformis com tamanho de 90 kDa.
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4.5 ELISA

ELISA foi realizado para comparar a imunoreatividade das ureases purificadas
a partir da semente, que estdo em seu dobramento protéico correto e possuem
atividade enzimatica, em relagdo a urease ubiqua recombinante produzida em E.
coli. O resultado esta mostrado nas Figuras 15 e 16. Na Figura 15, é mostrado em
gel de poliacrilamida a 10% a urease recombinante fusionada, a urease clivada, bem
como a GST livre apds concentragao e dialise em Centricon (Millipore) com cortes de
30 kDa e 10 kDa, respectivamente. Como foi utilizado anticorpo anti-urease de C.
ensiformis nos ensaios, o sinal obtido no ensaio para JBU foi considerado como
100%, e as demais amostras tiveram seu sinal calculado em relagéo a ela.

Como pode ser visto na Figura 16, todas as ureases apresentaram
imunoreatividade, inclusive a recombinante, reforgando sua identidade em relagao as
ureases encontradas na semente. Outro dado importante foi que a urease
recombinante, apos clivagem com trombina e retirada da cauda de GST, aumentou
significamente sua imunoreatividade, mostrando que esta cauda estava interferindo

na sua conformacao e na exposi¢ao de seus epitopos.
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Figura 15. Amostras concentradas e dialisadas em centricon (Millipore) e resolvidas em gel de
poliacrilamida a 10%. Legenda: A: 1. 20ug urease de C. ensiformis, 2. Fracdo contendo GST
concentrado em centricon contendo membrana de 10 kDa. B: 1. Urease ubiqua recombinante clivada
e concentrada em centricon com membrana de 30 kDa. C: 1. Urease ubiqua recombinante fusionada

a GST, concentrada em centricon contendo membrana de 30 kDa.
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Figura 16. ELISA para comparar a imunoreatividade das ureases vegetais purificadas a partir de
sementes, com a urease ubiqua recombinante. Para o ensaio foi utilizado 5 pg de cada uma das
amostras: (JBU) urease de Canavalia ensiformis, (emb. especifica) urease embrido-especifica de
soja. Para calcular a imunoreatividade, a urease de Canavalia ensiformis foi considerada 100% e as

demais foram calculadas em relagéo a ela.
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5. Discussao

Neste trabalho descrevemos a expressdo da urease ubiqua de soja em
Escherichia coli utilizando um sistema de expressdo com fusdo a GST. Por meio
dele, foi possivel realizar a clonagem, a expressao e a padronizagao de um protocolo
capaz de permitir a obtencdo de quantidades suficientes da proteina recombinante
para sua caracterizacido bioquimica e permitir a realizagao de estudos posteriores de
atividades bioldgicas e estruturais. A urease ubiqua recombinante n&o esta
enzimaticamente ativa, mas sera utilizada em testes de atividades biolégicas como
atividade inseticida e fungicida, que sdo independentes da atividade ureolitica.

Estudos de correlacao entre estrutura e fungcado de proteinas sao centrais no
processo de elucidagdo do mecanismo de acdo e identificacdo de regides
importantes para atividade biolégica de proteinas. As ureases sdao enzimas com
sequéncias de aminoacidos muito conservadas, desde as isoformas de um mesmo
organismo, até aquelas descritas em reinos distintos, como em bactérias, fungos e
plantas. O mecanismo de ag¢ao da atividade inseticida das ureases é dependente da
clivagem proteolitica da urease por enzimas digestivas do inseto, para ocorrer
liberacao do peptideo toxico. Por outro lado, a urease de Bacillus pasteurii foi testada
(FOLLMER et al., 2004), e nado apresentou toxicidade ao inseto Dysdercus
peruvianus. Entretanto, a urease embrido-especifica da soja e JBU, que possuem a
regido do peptideo téxico, apresentam toxicidade contra este mesmo inseto
(CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002; STANISCUASKI et al., 2005).

Entretanto, esta regido do peptideo toxico ndo é responsavel pela atividade
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fungicida, como foi determinado para a urease de C. ensiformis, para a urease
embrido-especifica da soja e urease de Helicobacter pylori (RITT et al., no prelo).
Confirmando esta hipotese, o peptideo recombinante tdxico, derivado da JBU,
Jaburetox-2Ec (MULINARI et al., 2004), ndo apresentou atividade fungicida sobre
diferentes fungos testados (dados néo publicados). Estes dados sugerem que existe
outra regido da molécula da urease, ndo correspondente a do peptideo, responsavel
pela atividade contra fungos. Testes com a urease ubiqua recombinante para
verificar se esta apresenta as atividades descritas para outras ureases, corroborarao
com a idéia de que estas enzimas podem estar envolvidas na protecao da planta.

MONCRIEF & HAUSINGER (1996) obtiveram a clonagem e a expresséo das
diferentes proteinas acessorias e realizaram estudos de suas fun¢gées na montagem
e na ativagdo da urease de Klebsiella aerogenes. MCGEE et al., (1999) relataram a
expressdo da urease de H. pylori com as proprias proteinas acessorias, que
modulam a atividade enzimatica, utilizando o plasmideo pHP8080, e a cepa de E.
coli SE5000. Em relagdo a ureases vegetais, foi realizado o estudo e identificagédo
das proteinas acessoérias AtUreD, AtUreF, AtUreG, necessarias para ativagao da
urease de Arabidopsis thaliana (WITTE et al., 2005).

Nesse trabalho, o cDNA da urease ubiqua foi amplificado por PCR, clonado
em pGEX-4T-2 e inserido em E. coli BL21 (DE3). Os clones transformantes foram
testados e as condi¢cdes de expressao foram otimizadas. A melhor condi¢cdo de
expressao foi obtida com indug¢do da cultura bacteriana com 1 mM de IPTG durante
16 h a 28 °C. Nas demais condigdes testadas, a proteina de fusdo (GST-urease)

apresentou-se insoluvel apods a lise das células bacterianas, formando agregados ou
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corpos de inclusao.

Uma técnica recomendada para limitar a agregacdo de proteinas
recombinantes in vivo, consiste no cultivo das bactérias em temperaturas reduzidas
(SCHEIN, 1989). A reacédo de agregacao €, em geral, favorecida pelas interagdes
hidrofébicas e estas sdo fortemente dependentes de temperaturas altas
(KIEFHABER, 1991). A consequéncia direta da reducdo de temperatura é a
eliminagao parcial de proteases “heat shock” induzidas em condicdes de super-
expressao, além do aumento da atividade e expressao de chaperonas em
temperaturas préximas de 30 °C (MOGK et al.,, 2002). Logo, o aumento da
estabilidade e do correto dobramento da proteina recombinante sob baixas
temperaturas pode ser explicado por estes fatores (SORENSEN et al., 2005).

Na descricao original do sistema de expressao pGEX, foi sugerido que a
maioria das proteinas fusionadas a GST ficariam na fragdo soluvel apds a lise,
quando em presenca de detergentes nao-iénicos, como Triton X-100 (SMITH et al.,
1988). FRANGIONI et al., (1992) mostraram que muitas proteinas fusionadas a GST
podem ser solubilizadas com o detergente sarcosil, sendo que o tratamento
subsequente com detergente nao-ibnico, permite que a proteina de fusao ligue-se
com maior afinidade a resina Glutationa~Sepharose. No entanto, no presente
trabalho, quando as células bacterianas foram lisadas em presenca de tampao PBS
contendo Triton X-100, a proteina GST-urease ficou na fragcao insoluvel na maioria
das condicbes testadas.

Outra variavel importante que afetou a ligagcao da proteina de fusédo a resina é

o tempo de sonicagao. Um tempo longo de sonicagédo pode levar a desnaturagao da
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GST e comprometer a sua ligagdo a Glutationa~Sepharose (FRANGIONI et al.,
1992). A melhor condigao de lise por ultrasom neste trabalho foi a de 6 ciclos de 30 s
com intervalos de 30 s, em gelo.

Apods a lise das células bacterianas, a fragao soluvel contendo a proteina de
fusdo foi aplicada na resina Glutationa-Sepharose visando sua purificacdo. A
presenca da cauda de fusdo na regiao N-terminal da proteina permite sua purificagao
com apenas um passo cromatografico. Como apresentado na Figura 12, a
cromatografia de afinidade foi insuficiente para se obter a proteina GST-urease
purificada. Provavelmente isto ocorreu devido a expressao de fragmentos da urease
fusionados a GST, favorecido pela fusdao na porcdo N-terminal da proteina
recombinante, e/ou por clivagem de proteases produzidas pela bactéria.

Sao encontradas no mercado diversas enzimas proteoliticas usadas para a
clivagem de proteinas de fusdo. Entretanto, ha um grande numero de problemas
associados a seus usos, por exemplo, a clivagem pode ser incompleta e causar a
diminuicdo do rendimento da proteina. Pode ainda deixar aminoacidos indesejados
na extremidade N- ou C- terminal, ou ocorrer clivagem interna da proteina
recombinante (HUNT, 2005). Em outros casos, a clivagem proteolitica € realizada
com sucesso, mas a proteina recombinante ndo permanece soluvel apds a remogao
da cauda de fusdo (ESPOSITO et al., 2006). Neste trabalho, a clivagem e a eluigéao
da proteina recombinante ainda podem ser otimizados, pois houve clivagem
incompleta da cauda GST da urease ubiqua recombinante. Assim, apds a eluicido
com PBS, obtivemos a urease ainda fusionada e a urease sem a cauda GST na
mesma fragdo. Um melhor resultado foi obtido aumentando-se o tempo de clivagem

de 16 h para 20 h além de alteracbes na condicado de eluicdo, com a diminuicdo do
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pH do tampédo de 7,3 para 6,5, além da adicdo de 500 mM de cloreto de sddio,
resultando em fragdes distintas contendo a urease clivada e a fusionada. O
rendimento da urease clivada foi de aproximadamente 2,5 mg/L de cultura. FANG et
al., (2004) obtiveram um rendimento de 3-4 mg/L de cultura para a proteina TFF3 (31
kDa) de humanos em E. coli com plasmideo pGEX-4T-1.

Apods a clivagem com trombina, a urease ubiqua recombinante foi testada
quanto a sua atividade ureolitica. Nenhuma atividade foi detectada, sugerindo que a
urease nao esta ativa como enzima. Isto aconteceu, provavelmente, porque uma
ativacdo pos-traducional € necessaria para todas as ureases (POLACCO &
HOLLAND, 1993) e a bactéria E. coli BL21 (DE3) n&o possui estas proteinas
acessorias necessarias para esta ativagao. Este processo € bem conhecido para as
ureases de origem bacteriana, como as de Klebsiella aerogenes e de Helicobacter.
pylori. A urease bacteriana mais bem caracterizada do ponto de vista estrutural é a
da K. aerogenes. Os seis genes que constituem o operon da urease nesta bactéria
foram clonados e sequenciados. Os genes ureA, ureB e ureC codificam as cadeias
polipeptidicas A, B e C que compdem essa enzima (formada por trés subunidades) e
os genes ureD, ureE, ureF e ureG codificam as proteinas acessérias D, E, F, e G,
respectivamente, importantes para a incorporacdo dos atomos de niquel e ativacao
da apoenzima urease (MULROONEY & HAUSINGER, 1990; MOBLEY et al., 1995).
A UreD parece ter fungéo de chaperona, inserindo niquel na apourease (PARK et al.,
1994). A UreG contém o nucleotideo de ligagao ao “P-loop” essencial para a ativagao
in vivo, enquanto a UreE contém uma regido C-terminal rica em histidinas, sendo
capaz de ligar niquel, com ou sem o segmento rico em histidinas (BRAYMAN et

al.,1996). A urease de H. pylori possui massa molecular de aproximadamente 540
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kDa. E uma metaloenzima niquel-dependente e hexamérica. O mondémero desta
proteina € composto por duas cadeias polipeptidicas (UreA e UreB) em proporg¢ao de
1:1 (DUNN et al., 1990). Pelo menos sete genes estdo envolvidos na produgao desta
urease: 0os genes ureA e B codificam as duas subunidades que compdem a enzima,
enquanto que os genes ure E, F, G, H codificam proteinas acessoérias responsaveis
pela incorporagcéo do niquel no centro ativo da urease. O gene urel codifica uma
proteina que atua como um canal na membrana externa, agindo na internalizagao da
uréia. Além desses genes, uma proteina transportadora de niquel é expressa a partir
do gene nixA (MOBLEY et al., 1995).

Em plantas, este processo ainda esta pouco elucidado, em parte porque os
genes acessorios ndo estdo em agrupamentos e, na maioria dos casos, néo foram
identificados ou isolados. Em batata, foi caracterizado o gene da proteina acessoria
da urease (ureG), demonstrando a sua capacidade de substituir o gene ureG de
bactéria, implicando em um envolvimento direto do gene ureG na ativagado da urease
de planta (WITTE et al., 2001). Na soja, Eu2 e Eu3 foram identificados como genes
acessorios da urease. O gene Eu3 codifica a proteina de ligacdo de niquel, e
apresenta consideravel identidade com o gene ureG de bactérias (FREYERMUTH et
al., 2000). A fungao da proteina codificada pelo gene Eu2 permanece desconhecida,
mas os paralagos UreD e UreF sdo possiveis candidatos para sua funcéo
(BACANAMWO et al., 2002).

A obtencdo de apourease (sem niquel) e sem atividade enzimatica soluvel e
estavel ao armazenamento era um dos objetivos desse trabalho. Estudos posteriores
para investigar quais atividades biologicas independentes de atividade ureolitica a

apourease eventualmente apresentara, facilitara estudos de estrutura frente a
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funcdo e 0 mapeamento de dominios responsaveis por essas atividade da proteina.

No teste de Elisa, a urease embrido-especifica nativa apresentou ~ 45% do
reconhecimento da urease de C.ensiformis para o anticorpo policlonal anti-
canatoxina, sendo que essas ureases compartilham 80 % de identidade. Apesar de
poder ocorrer imunodominancia do anticorpo a diferentes epitopos expostos na
proteina, o fato da urease ubiqua recombinante, desprovida de niquel, apresentar
cerca de 60% da imunorreatividade apresentada pela urease embrido especifica
frente ao mesmo anticorpo, indica que a proteina recombinante adquiriu parte do
folding da proteina nativa. Como dito na introducdo, as isoformas de urease da soja
tém 85 % de identidade na seqUéncia primaria. Para realizar o ensaio de ELISA, foi
necessario concentrar as amostras utilizando o Centricon (Millipore). As duas formas
da proteina recombinante mostraram-se instaveis nesse processo de concentragao,
e precipitaram quando mantidas em concentra¢gées maiores do que 1mg/mL. Este
dado é interessante, pois a urease recombinante comportou-se de forma semelhante
as ureases purificadas a partir das plantas. (FOLLMER et al., 2001), mostraram que
a CNTX, isoforma da urease de C. ensiformis, € inativada no processo de
congelamento e descongelamento, e é instavel se mantida em solugdo em
concentracdes maiores do que 1Tmg/mL.

Por fim, o método de expressdo da proteina recombinante, desenvolvido
neste trabalho, permitira a obtencdo em pequena e média escala da urease ubiqua
da soja, possibilitando estudos que antes eram inviaveis, devido a grande dificuldade
de obtencado e purificacdo desta isoforma a partir da planta. Assim poderdao ser
realizados ensaios de toxicidade a fungos e insetos, agregacdo plaquetaria,

determinacdo da presenga de metais, além de estudos de cristalografia com a
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proteina recombinante, tendo sido atingidos, desta forma, todos os objetivos

propostos para o presente trabalho.
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6. Perspectivas

e Ensaios biologicos, com a urease ubiqua de soja recombinante, que sao
independentes da atividade enzimatica:
o Atividade inseticida;
o0 Atividade fungicida e/ou fungistatica;

o0 Agregacao plaquetaria.

e Analise da estrutura tridimensional da proteina recombinante através de
ensaio de Dicroismo circular, e cristalografia para comparagao da estrutura da
proteina recombinante com as demais ureases vegetais (JBU de C. ensiformis

e urease embrido-especifica da soja).

e Avaliacdo da presenga de metais (niquel) na proteina recombinante, através

de ensaio de PIXE.
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