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INTRODUCAO

Nos eucariotos, diversas proteinas que passamvi@elksecretoria sdo sintetizadas como pro-
proteinas e sofrem endo ou exo-protedlise. Sao @eentlassicos alguns fatores secretados,
como a insulina; proteinas de membrana podem sef®x tipo de processamento, como é o
caso do receptor da insulina ou a proteina gp db6AIW (FULLER, et al., 1988; ROUILLEet

al., 1995; SEIDAHet al., 1994).

A Kex2 ou kexina é uma enzima proteolitica transimemal, CA" dependente, descrita
originalmente emSaccharomyces cerevisiae, pertencente ao grupo das serino-proteases.
Constitui 0 modelo para uma sub-familia particulantro da familia das subtilisinas, a sub-
familia das Kexinas (BRENNERt al., 1994). As enzimas homodlogas nos mamiferos foram
chamadas de Furina (EC 3.4.21.75) (NAKAYAMA, 193%)proteases conversoras de pro-
hormonios (PCs), que incluem da PCl até a PC8 (SHEJDCHRETIEN, 1994). Uma
caracteristica funcional comum a essas proteaseat®&acdo de precursores de polipeptideos
biologicamente ativos ou a ativagdo de precursiegsroteinas secretadas ou transmembranais,
atraves da hidrolise seletiva apés um par de residasicos.

Tem sido mostrado que a interacdo de enzimas @dgiisinoglicanos sdo capazes de modular a
atividade de diferentes proteases e também aigdarestruturas (TERSARICH al., 2002).

OBJETIVOS
Expressar, purificar e caracterizar a atividadétaa da enzima de processamento Kex2, uma
serino protease, utilizando abordagens fisico-guasni

METODOLOGIA

Para expressdo da enzima Kex2, utilizou-se da éépa 490 de Sacchromyces cerevisiae
contendo o plasmidio CB023 - pG5-KEXR23. Esta cepa foi plaqueada num meio minimo para
selecdo de células resistentes, contendo: meio YW&ast nitrogen base W/O amino acids)
6,7g/L (0,67%), bacto agar 20g/L (2%), dextrose/R%8,5%), agua destilada para um litro de
solucéo. O plagueamento &acchromyces cerevisiae foi realizado adicionando-se as placas os
seguintes complementos: Histidina 2,4mg/mL, Leuc®@mg/mL, Adenina 1,2mg/mL e L-
Triptofano 2,4mg/mL. Esses complementos sdo imptasapara proporcionar o crescimento da
Sacchromyces cerevisiae. Essa mistura foi homogeneizada sobre a propaaapk apds a
secagem, foi realizado o esfregaco de materialeodot a cepa AFY 490. A partir do
plaqueamento, realizou-se a expansao da cepa ess#prda protease Kex2, para iSso preparou-
se um meio liquido completo (Full media contenddBYNGIluc + Try/Ade — HCI) adicionando-
se 0,85g de YNB w/o acids, 0,66g de J&0y),, 2,59 de NHCI, 15mL de Bis-Tris.HCI 1M pH

7, 20mL de Dextrose 50%, 12,5mL de Casamino addds, 20% de Glicerol, e o volume foi



completado com agua destilada para 500mL e emdseguinistura foi autoclavada. Preparou-se
uma solucao contendo 240mg de hidrocloreto de adgiide.HCI), 120mg de L-triptofano em
volume final de 10mL de agua esterilizada, filtraus& a mistura em sistema estéril. Tomou-se
5mL dessa solucéo e adicionou-se ao meio liquid8.¥D&a placa de cultura contendo colénias
da cepa AFY490 retirou-se uma fracdo desta e postemte foi misturada a uma aliquota de
10mL do meio liquido completo seguindo de agitag@iostante a 180 RPM a %80 Quando
nessa aliquota o crescimento celular atingiu oja@setransferiu-se para o restante do meio sob
as mesmas condi¢fes (180 RPM a 30°C). O crescirdentagmero de células foi acompanhado
por densidade oOptica (OD) do meio medindo-se arbBroia em comprimento de onda de
600nm até uma concentracdo de 3,0 (assumindo 1 AD'células). Apés o processo de
expressdo da enzima Kex2, uma aliguota da amastsparada para a realizacdo da dosagem
de proteinas totais pelo Método de Bradford. Em setunda etapa, foi realizada a medida de
condutividade da amostra e do tampéao de partidga] 8s.HCI 40mM, pH 7, 10% (v/v) glicerol.
Para a purificacdo da protease contida no sobrateggda ensaio foi realizado através de um
sistema de cromatografia de troca ibnica, utilipangna coluna contendo 9mL de resina
anidbnica DEAE-Sepharose devidamente ativada em L@rsolugdo NaCl 0,2M com NaOH
1M e equilibrada com 150mL de tampé&o Bis-Tris.HCGMM, pH 7, 10% (v/v) glicerol para
inicio da injecdo. O sistema foi mantido em canfdeaa 4C e foi realizado a aplicacéo da
amostra na coluna e o material ndo retido, foi dp@dw. O material retido foi eluido por
gradiente de NaCl (0-1M) sendo utilizado como tammpéd 25mL de tampédo Bis-Tris.HCI
40mM, pH 7, 10% (v/v) glicerol e como tampéao B 25dd# tampéao Bis-Tris.HCI 40mM, NaCl
1M, pH 7, 10% (v/v) glicerol. A enzima Kex2 foi & entre 400 e 750mM de NaCl. Foram
coletadas aliquotas de 1mL e guardado &G2Posteriormente, a coluna foi lavada com 100mL
solugdo tampao Bis-Tris.HCI 40mM, NaCl 1M pH 7, 14¥%v) glicerol, equilibrada com
100mL de solucgéo etanol 20% e guardaddCa Boram realizados dois processos de injecdo de
amostra na resina, e coletados cerca de 40 alfgdetdmL, que posteriormente passaram pelo
processo de leitura de absorbancia em nanoespaobtradtro NanoDrop (A = 280 nM). Foi
realizado o perfil cromatogréfico das amostrastadks para indicar as aliquotas com maior
concentracao proteica. Posteriormente, estas #disjfioram concentradas em aproximadamente
10 vezes, usando filtros AMICON (NWNWL 10000), &4A enzima retida foi entédo coletada
e aliquotas foram separadas para posterior reatzde eletroforese e ensaios para verificacéo
da atividade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No processo de expressdo as clones de S. ceregigessentaram crescimento de acordo com a
Figura 1A com densidade oOptica de aproximadamefitde8absorbancia.

A purificacdo proteina mostrou que a Kex2 foi edueim concentragdo de 500mM de NacCl
(Figura 1B) sendo realizado o “pool” entre os tubos 31.

A andlise do gel de SDS-PAGE (FIGURA 1C) mostrowalranda em 120kDa correspondendo
a protease nao processada e uma banda de 58kRspmrdendo & Kex2 matura sendo as
demais bandas correspondentes aos fragmentos cespamento da pré-pro-enzima. Os valores
de massas moleculares foram estabelecidos a pladirpadroes de logaritmo das massas
moleculares em fun¢@o da mobilidade eletrofordiéggura 1D) a partir da equacéo da reta y=-
0,1570 + 2,2842.

Os estudos de cinética enzimatica foram realizédoge a glicosaminoglicanos na auséncia e
presenca de potassio. O ensaio realizado na aas@ém@otassio apresentou um valor dg4C
69,2uM (Figura 2A) enquanto que, na presenca despiat o valor de I§= 290,0uM (FIGURA
2B). Pode-se observar que a auséncia de potassieta a ligacdo da heparina na enzima. O
decaimento da atividade observada deve-se a achepdaina sobre a protease Kex2 e nédo
supresséo da fluorescéncia do grupamento Abz @RQj.
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FIGURA 1: Expressao e purificacdo da kex2.

A) Curva de crescimento da cepa AFY490 (eyyacem fungcdo do tempo em horas (eio As medidas foram
tomadas em intervalo de 24 horas; B) Perfil crogmdtiico contendo o gradiente de NaCl; C) SDS-PAGHE 5%;
D) Curva padrao do log da massa molecular em fudgaoovimento eletroforético do padréo.

Apds os ensaios para verificacdo do comportameatbegharina frente a kex2, foi iniciado os
ensaios para a determinacdo dos pKas da enzimxpé@irmeento foi realizado em tampao
universal, contendo glicina 25 mM, acido acéticon2Bl, MES 25 mM, Tris-HCI 75 mM a
37°C, cobrindo uma faixa de pH variando de 3,5 a Klefsaios foram realizados a temperatura
de 37C medindo-se a velocidade maxima com concentragdubstrato Abz-peptidil-EDDnp

10 vezes o valor deK

A partir da figura 4 foi possivel determinar osorek de pk= 5,58 + 0,05 e de pk= 9,40 +
0,05, o primeiro correspondendo ao evento de pagiimda enzima e 0 segundo ao processo de
desprotonacao, sendo que a Kex2 apresentou sigadévmaxima no pH é6timo de 7,5.
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FIGURA 2: Inibicdo da atividade da protease Kex2fentédo de heparina na auséncia e presenca deipotas

A) A enzima Kex2 foi ensaiada em tamp&o nas seguintadicdes: Bis-Tris 200mM, 0,01% de Triton X-100,
1mM de Cadl, pH 7. O gréfico apresenta os valores obtidogigt@mlade enzimatica em porcentagem (eixo
y) e as diferentes concentra¢cfes de heparina gixo

B) A enzima Kex2 foi ensaiada em tamp&o nas seguiotadicoes: Bis-Tris 200mM, 0,01% de Triton X-100,
1mM de CaGl, 150mM de KCIpH 7. O gréfico apresenta os valores obtidos dédatie enziméatica em
porcentagem (eixg) e as diferentes concentracdes de heparina Xgixo

C) Ensaio para verificacdo de supressao da fluorescélocgrupamento Abz (acido orto-aminobenzéico) do
substrato pela heparina, onde: no exxtemos as diferentes concentracdes de heparina exay a
fluorescéncia em UAF (unidades arbitrarias de #soéncia).
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FIGURA 3: Perfil de pH da hidrélise do substraimflescente Abz-SKRSALRDQ-EDDnp pela kex2.

CONCLUSAO

Estabelecemos em nosso laboratério a expressamiage de processamento Kex2, entretanto
necessitamos promover um melhor rendimento em 8q@BeCESSOS.

Verificamos que a auséncia de potassio favoreégagdo da heparina na enzima atuando este
glicosaminoglicano como inibidor da atividade erdiica. O que foi confirmado pelo fato da
heparina nédo estar suprimindo a fluorescéncia dpagifluorescente Abz, assim sendo, o
decaimento da atividade deve-se de fato a inibeg&@o supressdo. Em relacdo a atividade
enzimatica no contexto do pH, a kex2 apresentarguama atividade em pH alcalino ao redor
de 7,5, entretanto, o topo da curva € alargadoipedm uma faixa de trabalho mais amplo entre
6,5 a 8,5. Heparina foi capaz de modular a atied#lkex2 na presenca de cloreto de potassio.
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