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serem usados na manipulagdo mecanica e em pesquisas, incluindo
Microscopia de Forga Atémica (AFM) em solugdes aquosas e ensaios
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“METODO DE CONVERSAO DE PROTEINAS ATIVAS SOLUVEIS EM AGUA
EM PROTEINAS ATIVAS HIDROFOBICAS, USO DAS MESMAS PARA A
PREPARAGAO DE CAMADAS MONOMOLECULARES DE PROTEINAS ATIVAS

ORIENTADAS E DISPOSITIVOS COMfREENDENDO AS DITAS PROTEiNA57

-

Campo Técnico da Invengdo

A ‘presente 1invengdo se refere a um método de
. . - z - . .
,

. soluveis em

_égua (HPiAPXf em proteinas ativas hidrofdbicas (HPoAP) ,

através de modificacgdes covalentes de residuos superficiais

’

aminodcidos hidrofilicos, conm reagentes hidrofébicos em

fase . heterogénea. ou " em uma mistura de solventes de

diferentes polaridades. '~ As proteinas _hidrofobizadas

espontaneamente se auto-constroem sobre diversos diferentes
.“ B o V‘ . ' )
suportes ~ 'sdélidos- hidrofdbicos, Coem - monocamadas

_estatisticamente orientadas, adequadas para a'prdugéd de

biorreatores ‘e biossensores e para manipulagdo e inspecdes

mécénicés,'inclUindo Micrdscopia“de'For¢a‘Atémicaﬁ(AFM&;

~

. ERa

I

Uma grande variedade de pesquisas e/ou aplicagdes
experimentais sobre bioengenharia exigem monocamadas de.
biomoléculas firmemente ‘presas a um substrato sélido. O

caso da Microscopia de ForQa Atdmica - (AFM) é o éxemplo mais

evidente. O Microscépio de Forga Atémica (AFM) permite a

Ve

. varredura de amostras  fixadas sobre suportes sélidos ao-

‘'nivel .de. dimensdes atémicas. ©s sinais detectados pelo” -

v - o
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- cantiléver flexivel,, apdés adequada ampliacdo, permiteém a

analise topogréafica daA amostra examinada. Portanto, a
Microscopia de Forga Atdmica (AFM) permite o exame de

amostras com dimensdes nanoscdpic¢as, isto &, entre 1 e 200

‘nm. Quando a.varredura é executada em uma solugdo aquosa, é

também possivel analisar amostras bioldégicas sob condicdes
fisioldégicas. Entretanto, para a obtengdo de imadens

correspondentes a ¥realidade ¢é obrigatdédrio que a amostra
. ” : . . ) - ’ . : T e
bioldégica examinada - seja uniformemente fixada a um suporte,

de- modo que a ponta do microscépio ndo possa movimenta-la

durante a execugdo da -varredura. Além disso, a amostra -
V4 . ) B

¢

deve, preferivelmente, ser organizada na forma ~de . uma

camada molecular. .

Os = métodos - atualmente  conhecidos para a.

preparacido ‘de camadas monomoleculdres imobilizadas sobre um:

!

substrato 'hidfofébigo, que - exploram interacédes

[ , .. o .
"hidrofdbicas, "implicam no uso de. moléculas. naturalmente

v

hidrofébicas, consultar o artigo de .Dawn S.Y. Yeo et al., .

J“Combinatdfial Chemist;f‘&.High Throdghput Screening” 2004,

-Vol. 7, -No. 3}' pa&ginas ‘213—221, ou o uso4 de proiéinas_
sblﬁveis”em,égua que aéquirem‘propriedadeé;hiarofébigas de" -
mudangés de(conformég&o devido' a temperatura; concentracao

iénica ou modificacado de PH, consultar.oé.artigos_de Kapilg

Wadu>Mesthrigehet alu, “Journal Scanning Micrbscqpy”} 2000,

Vol 22, paginas 338-388; Hyun J. et al., “J. Am. Chem. Soc”

2004, 126(23), paginas 7330-7335. Esses métodos naq possuem

podem também envolver o sitio ativo da proteina, com

e
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conseqgiiente perda da atividade bioldégica natural.

4 -

’ Alternativamente, uma proteina hidrofébizada pode

ser preparada através de processos de engenharia genética

de'. proteinas solGveis em. A&gua, que, entretanto, sdo

bastante complexos e né&o garantem a conservacdo da

atividade original, consultar os artigos de Hyun J. et al.,

(mencionado acima) ou de C. Tranchant et al., “Rev. Neurélg
(Paris)’” 1996, 152" (3), paginas 1537157.
o ‘ Devido ‘a essas razdes, até _agora"tem sido

possivel examinar com sucesso somente as proteinas de

membrana, que sdo espontaneamente fixadas a uma. camada

dupla de 1lipideo ou a complexos moleculares tendo altas

.~ : 7 ! . - ' ’ . ’ : T .
dimensdes. Imagens de proteinas soluveis ndo tém. .sido
relatadas.

-

Portanto, o escopo da presente invencdo .& aquele
de prover novos métodos ‘para tornar hidrofdébicas proteinas

funcionais . hidrofilicas soluveis em &gua, sem que “seja

-afetada a fungdo bioldégica natufé; da’ proteina, e méios que“

possibilitem a varredura, formagdo de imagem e manipulacao

‘das proteinas -soluveis em agua. - et

A presente invengdo se refere a métodos para. a
: ; ) - L :

conversdo de proteinas funcionais hidrofilicas, soluveis em

éguae(HPiAP) em proteinaé hidrofébicas (HPoAP), -ao n@smo

tempo em que 'se. . mantém a sua atividade biolégica -original.
. . N - . . i . -

-

' Os’ métodds implicam em ‘modificagdes quimicas assimétricas

das . - proteinas ' hidrofilicas, - isto &, introduzindo
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modificagdes gquimicas sobre os residuos superficiais

aminoacidos situados numa parte. da molécula mais distante

ou oposta a parte responsavel pela fungdo.da proteina. Este

- ’

reagentes de “hidrofobizacdo” em fase heterogénea ou em uma
mistura de solventes de diferentés polaridades.

A presente invencgdo se fundamenta no conhecimento

’

de que a sdlubiiidade em A&gua das proteinas & devido ao

'equlllbrlo do numero de residuos am1noac1dos hidrofébicos- e

hldrOflllCOS gue ocorrem na sua superf1c1e. Em geral, nas

proteinas ativas,'como as enzimas, uma ‘area estendida de

.

modo variavel da superficie é delegada para interagir com’

peguenas ‘moléculas - soltveis em &agua de diferente natureza,

notadamente, ‘substratos, inibidores, - CQfatores’ e outros,:

. \ . .
isto é, o sitio ativo é principalmente hidrofilicoy

o) método da presente 1nvengao ekplora a

dlstrlbu1gao ass1metr1ca da - polarldade para dlrec1onar a

reagao de 'mod;flcagéo quimica‘ necesséxia para- trocar.'a.

-natureza da proteina na &rea espacada, ‘a partir deo sitio

ativo ou de modo oposto a esse sitio ativo.
- ~ ’ . - o -
As proteinas - funcionais, “hidrofobizadas” assim

obtidas s&o  depois imobilizadas ou presas sobre suportes

S6lidés'hidrqfébicos, através de interacdes hidrofébidas, a

”fim- de se 'obter camadas monom@leculares orientadas ..de

’

protelna atlva. / ' L.

. : O termo orlentada usado na presente 1nvengao

51gn1f1ca que 'as protelnas 1moblllzadas sao substanc1al e

totalmente pr;entadas'qpm a .parte hidrof@bizada da molécula

7

- i : . ) Y -
resultado ¢ alcancado através da execucdo da reacde com

I

§
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fixada a superficie do substrato,  enquanto o sitio ativo

livre se dispde mais distante do ponto de fixacao. o termo

nao significa que as moléculas impbilizadas mostram todas a
mesma orientacéo éspaciél; que, ao contrario, é aleatéria.

O termé “camada monomoleculaf”'significa QQe as
camadas obtidas s&o na maioria das vezes € p}eferivélmente

“monomoleculares”, embora a formacdo de Aareas limitadas

indesejadas de camadas multimoleculares nem sempre possa.

ser evitada.

Consegientemente, um = primeiro  objetivo da

invepgéd'é um- método de preparagéo de‘uma‘proteiﬂa ativa
, g ;
hbdrofoblca ou parc1almente hldrofoblca, conformé,giVulgado

em. qualsquer das re1v1nd1cagoes l a 6.

Um segundo objetivo da invengdo ¢é tornar uma

RS

proteina ativa naturalmente. hidrofilica em., uma proteina

ativa hidrofdbica, conforme divulgado nas reivindicacdes 7

s <

\

. .Um terceiro:objetivo .da invengéo'é um método de

preparagéo~Ade' um.*dispbsitivo, conforme dlvulgadof-das

reivindicacgdes 9 e"Ii, e o dlSpOSlthO assim ObtldO.

N

OutrOs objetivos')da‘ invengéo"séo. referentes a

blorreatores ou blossensores compreendendo o dlSpOSlthO.l

Alnda outros obaetlvos da 1nven¢ao sao 0os ensalos

para pesqulsar a conformagao de uma protelna soluvel em

’

ﬂagua ou a conformagao de seu complexo com um ligando ou a

interacéo entre a. proteina e um 1ligando ou candidatoA a

L o ‘ . ) oo o
~.ligando da mesma, conforme divulgado nas reivindicacdes 15.

e 16. T R .

AT
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O- objetivo final da ~ invencdo é&° o uso do

biorreator ou do biossensor como suporte reativo sélido

para a preparagdo de  microssistemas, para andalise de

diagnéstico, analise genética ou imunoldégica = ou para

manipulacdo mecédnica de proteina ou material genético, ou
para o tratamento de liquidos ou gases.

Existem diversos fatores.normalmente capazes de

influenciar as- fungdes de uma proteina ativa como uma
] 7 - . - -~

enzima. Por exemplo, os efeitds de conformagcdo gquando
ocorrem modificacdes- de conformagao ou de dlstrlbulgao dé

carga; efeitos esterlcos, quando. a 1nteragao do substrato

B

" com a enzima € afetada pelo 1mped1mento estérico; efeitos

de’ p031c1onamento, co:relac;onados ‘a -natureza quimica do

‘material de suporte e ao microambiente modificado.

Portanto, é ' sabido da 'existénéia A de :uma
expectatlva a pmlorl de que uma reagdo de hldrofoblzagao'
pudesse ,modlflcar a c;nétlca € outras ;prpprledades da
proteina ativa, por- exemplo; -éfetando " a  ativiaéde
especifica da enziﬁa;

Entretanto, os resultados relatados nos exemplos

s

\mostraram‘ que e) metodo reivindicado elimina ou minimiza

~

. essa esperada perda de at1v1dade. o ‘ N

—

Breve Descrlgao das Figuras

¢ & - - g

Figura 1 - A flgura ilustra o desenvolv1mento do tempo ‘de O

hora a- 6 horas .de hidrélise de BAPNA, provoéado \pela

solugao de tr1p51na/colesterll lmoblllzada em uma - placa de

SlllClO.
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Figﬁra 2  — :A figura relata a 'topografia dé sélugéo de
tripsiné/colesteril -hid{ofobicamente fixada em- solugéo
aquosa a uma placa de silicio (A&rea dé %arfedura de 150
nm?). O quadro (A) mostra a imagem de ﬁma area de- 1 pﬁ; o
quadro (B) moétré animagem da- drea de 150 nm; o’Quadro (C)
represepta a segao transversal da camada ménomqlecﬁlar.
Figura "3 - A ﬁfigura relata a topogréfia da SOlugao de
tr1p51na/colesterll flxada em solugao aquosa a uma placa de
/31l1ca (drea de varredura de 50 nm.). 0 quadro (A)°mostra a -
imagem da area de 50. nm} o; quadro (B) mostra ‘a ségéo
transversal da camada monomolecular |

Flgura 4 - A figura. relata é topografla da »solugao de
tr1p81na/colesterll flxada em solugao aquosa a uma placa der
51llca<(area(de varredura’de 24 nm ). O quadro (A)»mostra a\
'imagem“da . area Adé‘_é4. nm; o qﬁadfo,.(B) mostra a ségéo
éransvérsal da cémada\monomolegﬁlar.

Figﬁra}S - A. figura relata o espectro de massa de Agua

s

destilada " (quadro superior)"pésséda  pelo'jdispositivo- de

ponta triptica  funcionalizado: os picos de autélise da

tripsina ”estéo éusentes; e tripsina em' solugéé, (quadrb'

inferior): Os plCOS -da autollse sao claramente ev1dentes.

‘ N ’ t

Flgura 6 - A flgura xiustra o espectro de massa de Albumlna
de Soro Humano (HSA) (quadro ,superlor) dlgerldo ‘por 10

minutos pelo dlspo§itivo’de ponta %ripticé funcionalizado:

os picos de autélise _estdo ausentés enquanto os picos de

HSA sao. totalmente presentes (quadro. inferior). O HSA foi® -

~_'d1ger1do durante a 'noite ‘pela tripsina em -solucdo: o

~circulo mostra um pico de autdlise. ‘ L
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Figura 7 - A flgura mostra 'a cinética de . esva21amento de
quartzo induzida pelo bloquelo de moleculas de tripsina
. modificada de acordo com a estratégia} IT da  invencdo. A
sggsrfigie do quartzo é coberta ‘poi' qma lémina. de ouro.

5 bastante mintscula, tornada hidrofdébica por .meio. de

Al

¢
;

tiocolesterdis. S ' o

Descricao Detalhada da ‘Invencio

‘As proteinas ativas  hidrofilicas (HPiAP) de

10 acordo com - a presente -invencdo &3o’ quaisquer proteinas

»

solaveis,_em égua~’seleciqnadas dQ grupo que . consiste de
enzimas, horméhios, receptares,v antigenos, anticorpos,
élérgenOS, protslnas 1munorreat1vss, pérqeiros'deféfinidade
'ie" qualsquer derlvados,.‘ fragmentss e  ‘ comblexqs

15 funcionalmente equiValenfes 'dos  mesmos; Em particslar, a

‘"proteina - ativa pode ser qualquer enzima na sua forma

s

natural, selecionada das classes gerals de ox1dorredutases,

transferases; hldrolases, liases, isomerases e ligases.

/ -

. Isto é, qualsquer das enzimas atualmente em uso na pesqulsa
20v:ba31ca e apllcada e com apllcagao 1ndustr1al ‘tais como,

- tr1p51na, ‘aldolase de musculos, amilase, lipase, colagenase.

ou elastase. S o T .
Normalmente, na pratica da modificagdo guimica de

- -

-

. proteinas,; tanto a proteina. como os reagentes se encontram

25 em-'solugao aquosa (reagéo ;homogénea). Entretanto;‘ duas

~

N

restrlgoes pr1nc1pa1s caracterlzam .a presente J_nvenq:ao. 'a

i~

- 'protelna modlflcada, por exemplo, uma enzima, deve manterfa_ 

sua- atividade “e ps :eagentes 530 pouco . ou completamente |
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insoluveis em agua.

Portanto,' a fim de converter a proteina. ativa
‘ \

. hidrofilica em uma proteina hidrofdbica- ou parcialmente

hidrofdébica, ao mesmo tempo em que se mantém a sua

- funcionalidade,: ~foram desenvolvidas duas diferentes

estratégias, ambas objetivadas ‘‘nas-  partes  de

“hidrofobizacda” da proteina mais distante, ou oposta ao .

N

-sitio-ativo, que deve ser conservada na sua confdrmacido e

)

natureza nativa.

Estratégia T
\

Uma primeira estratégia implica em um sistema

‘heterogéneo s6lido/liquido. O sitio ativoe e a éréa

‘ .

‘éhvolvenﬁe é :réversivélmente protegido ‘pela. fixacdo do

mesmo a -uma matriz sdélida, mediante cromatografia de.

: : N : . - ' '
-afinidade: A fase sélida ‘contém na sua. superficie. um

, -

ligando especifico para . o  sitio ativo da proteina

‘ . - 1
funcional. A etapa ‘de “hidrofob}zagéoﬁ € entdo realizada na

proteina. imobilizada. Q . reagente . é dissolvido em ..uma

solugdo agquosa tamponada usada como eluente, isto &, a fase

s

‘liquida. Desse modo; avnplécula de proteima é forgada”é

expor ‘ao. eluente ‘apenas' aquela parte distanﬁe "do sitio

ativo. , : - o :

‘Qualquer matriz de afinidade comercialmente

dispoh;vel adéquéda para cromatografia pode ser usada . de

‘acordo com a invencdo, ' por exemplo, resinas ‘& .base- de

dextrano ou a base de .celulose, tal como, fosfocelulose.
Materiais éonhecidos sdo- -adaptados “com ' grupos funciohais

.

s
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Aadeqqados para ligagdo de qualquer tipo de.ligando, tais'

como, analogos -de -substratos, inibidores reversiveis,

cofatores. _Portanto,‘ a preparagao da fasé sélida de
afinidade e das condigdes. para introdugao da' proteina
hldroflllca e subsequente elucdo da protelna hidrofobizada
sdo bem conhec1das para um espec1allsta versado na tecnlca.
A elugaa § normalmente reallzada medlante elugao> por:
afinidade.

be acordo COHl.b presente método, aa moléculas
acidenfalmente modificadas nos residuos‘_aminoaCidos de

sitio ativo resultam separadas na etapa de elugaos.

Uma segunda estratégia“implica ‘ numa- - mistura
liquidb/liquido,“ obtida - médiadte uso - da - proteina
hldroflllca dlssolv1da -em  um solvente polar (normalmente

\ v

agua), com o} reagente hldrofoblco dlssolv1do em um solvente.

menos polar, pelo menos parc1almente mlsc1vel em agua.iDe

acordo com as. dlferengas de polarldade entre os solventes =
- )
com_ os volumes envolv1dos, gao pQSSlVGlS d01s regimes de

‘ o - » . - ~ ) -.’ .' ) . . z > V '
.a) . os dois solventes sdo .parcialmente  imisciveis: duas

fases mlcroscoplcas sd0 geradas. e a reagao entre a proteina

‘-
N

hldroflllca,'e o reagente hldrOfOb1CQ - se reallza na

s - : i , . -

xinterfaca'entre as duas fases. Nessa,situagéo, a, protelna

_tende a orientar o seu sitio atlvo na dlregao da fase

!

o

polar, .uma vez ~que o sitio ativo € suas vizinhancas

constituem a regido mais.polar da superficie da  proteina.



Os resjiduos envolvidos na reagéb de hidrofobizagéo séé,
qutaﬁto,_ localizados? distantes do: sitio étivo, dessa .
fofma, preservando a atividade da.protéina.’Essg modalidade
da invencéao é menos preferida pelo fato de que a proteina
.5 tende a ‘se precipita£ na interface, com resultante
diminuigdo do rendiﬁentO“final;
.b) no fegime preferido,Aqsmdois solventes ééo,misciveis.
*ﬁesse caso,h’séb criadds dfferentes' microambientés de
Solvgtagéo . na mistura,  a - nivel molecular. Ae pbfgéo
10 hidrofébica das“molécuias‘reagentés & insoltvel no solvente
- polar e, dépois, na'mistura,’é solvatada pelas.méléculasAdo‘
: _ o A
solvente menos polarf _ Por outfbf lado, . as moléculas de
‘solvente'polag estdo envolveﬁdo ‘o) iado mais hiQrofilico‘dag
moléculas de.proteiqa. A reacgéao de “hidrofobiiagéo” sggue,
15 um gradiente'dé polqridade: a regiéb mais polar QO,reégente
‘hidrofébicg tende a reagir’ com. a regiao- mehos"polar' da-
- i . R S ' C .
proteina (isto &, ‘a regido distante do sitio ativo). Mesmo
~ ne§schaso, a.probabilidade de,dm’enébl&imentohdos residuoé'

",

pertencentes a regido de .sitio ativo é

bastante baixa e, -
20 portanto, a atividade é preservada. - . . *

\

v 'Para ainda garantir a preservaciao de: atividade,

opcionalmerite, -é possivel se proteger os aminoacidos
responsaveis pela atividade ou - .engajados no Seu
' : A S . C
reconhecimento e interagio-e os processos cataliticos sé&o

.

25 . aperfeigoados‘ mediaﬁte' dissélugéo. conjuntéT na mesma fase

A."aqﬁosa -que protege as- mplécufas, .fais"cémo, substrafoé;
anéiogos'dé ;ubsgfatove/og»inibidéres cémpetiﬁivés, - -Q

.;Q’-l; JApés a:reaéao;’éipfoﬁeiﬁa quimicémente ﬁoaificada~
. . "/-- ~ : - : ;‘

’
°



pode ser ~adicionalmente purificada mediante cromatografia

por interacao hidrofébica ou por}méio de didlise ou por
outros métodos de purificacao.

O termo “solvénté-’polar ou solugdo ‘aquosa”

5 signifiéa duélquer solugé§ em égua,‘neutra para a fqngéo\da

- ’

proteina. )
Pelo termo “solvente menos polar” ¢é significado

> . N . P 3
qualguer solvente bem conhecido, potencialmente soluvel ou

insoluvel em &agua, por exemplo, alcodis alquilicos,

10 _aiquilaminas; alcanos halogenados/ etc.

-

Modificagdo Quimica

Diversos residuos aminodcidos possuem grupos - .
funcionais na cadeia lateral, tais como, -NH,, -OH, -SH e,

15 portanto, s3o adequados ‘para" rea¢éé com O reagentéA de

‘hidrofobizacdo; tais residuos aminqécidosvincluém Thr, Met,
»Trp,‘LYS,.Arg,»Aspn Cys, Glu,’His,’Ser;'Ter Dessa lista,

os aminodcidos tendo grupos amida na cadeia lateral e~
cadeias laterais, de hidrocarbonetos e, glicina foram-
.20 excluidos,. pelo fato de .sua- concentracdo relativamente

"~ baixa nas superficies expostas da . proteina e, ainda mais

iﬁpqrtante, ‘pelo fa;o’ de sua 'c;deia latera} 'hidrofébiga

"”néo—reatian Pprﬁanto,.,é *pré&is;bel um Agraqde nimero _dé:
possi&eisxmodificagéés._v‘;' | o |

.25 . -_' ' Quaquerj-/deiﬁicagéo ’ qu;micé éauSa&é por

reagentes quimicos capazes de converter um ou mais residuos

\

aminodcidos hidrofilicos em residuos.hidrofébicos, ou capaz
“de fixar uma -grande porcdo altamente hidrofébica 'a -um

o s

2 . S ‘ ’ : - . !
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.

adequado aminodcido polar, pode ser usada para converter a

proteina hidrofilica soltvel em 4gua em uma proteina

~ - ’ z ' A
hldrofoblca. Essa conversao pode ocorrer em . residuos

-

am1noac1dos 1dent1cos ou diferentes.

,Adéquados' reégentes. de hidrofobizagdo .s&o. os.

compostos quimicos capazes de executar qualquer modificacdo

covalente, incluindo, -mas n&o-sendo limitado a O-, N-, S-

algqguilagdo, O-, N-, .S-acilacdo, ligacédo diazo,Aformagéo de

ligagdo de peptideo, arilacao, formacdo de base de Schiff e

. similares. Exemplos. desses reagentes  incluem os anidridos.

de acila, cloreto de acila,  compostos diazo, aldéidos,

cetonas, mas, também, compostds capazes-de integrar grandes

porgdes Iipofilicas, tais como, - cloroformiato de colesteril

N

ou equivalentes.

. A resultante protelna modlflcada é anflpatlca com

maior hldrofobla que ‘a forma natural sendo caraqterlzada

K

polares/polares e mantendo sua solubllldade em agua e sua

funcionalidade orlglnal umd@ vez que 'o sitio atlvo‘ foi

Al

’

protegido no curso da reagao.
De acordo com ambas as estratégias, o metodo pode

”

compreender ‘uma etapa ad1c1onal de separagao das protelnas

- ativas hldrofoblzadas da proteina 1nat1vada ac1dentalmente.

Qualquer procedlmento- de purlflcagao de protelna que

explora a aflnldade da protelna por um substrato espec1f1co

4
<

ou a maior hldrofob1c1dade‘das protelnas modlflcadas;Apode a

7

‘ser usado para purificar -o. produtd  ativo.” Tais

-

‘pela : distribuicéo _ assdmétrica - de residuos nio

procedimentos incluem a cromatografia por afinidade e os’

t .

-



procedimentos .de elucgdo por. afinidade ou la&agem com:égua

das moléculas de proteina diretamente sobre o substrato de

AFM hidrofébico.- e -
Existem diversos fatores normalmente capazes de

5 influenciar as funcgdes - de uma proteina ativa como uma -

’

enzima. Por exemplo, os efeitos de conformagdo - guando
ocorrem modificag¢des de conformacdo ou modificagdes da

distribuigdo de carga; efeitos = estéricos - quando a’

interagdo do substrato com a enzima & afetada pelO'

10 . impedimento estérico; efeitos de divisao, correlac1onados a

natureza qulmlca do. materlal de suporte e ao mlcroamblente

"modificado. '

. Portanto, foi cfiada a expectativa de‘-que a’

-

hidrofobizacdo de acordo com a presente invengdo pudesse

15 modificar a .cinética e outras propiiedadés da protelna
’ . i B
ativa, por exemplo, ‘uma dlmlnulgao da at1v1dade espec1f1ca
da enzima.
. Y

=

Ao contréario, os resultados relatados adiante nos

exemplos mostram que o presente método. reivindicado elimina
20 ou minimiza a expectativa de perda de atividade.
. - ' - : S o ~

Imobilizagﬁo

‘As prot31nas ativas hldrofoblzadas obtldas de acordo~

com a presente 1nven¢ao sao>adequadas para se llgarem ‘a um»
25‘;substrato hldrofoblco, atraves de 1ntera¢oes hldrofoblcas:
| 'Estas sdo resultantes de _uma construgao de camada ordenada,

preferlvelmente, uma camada monomolecular - de protelna ‘sobre

. a ,_superf;c;e do substrato. Além disso, as: _forgas-~.
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hidrofébiqas se configuram -como, seﬁdo “suficientémente
fortés pafa permitir a lavage@ com &agua das moléculas n&o
médiﬁicadas, " dessa  forma, disponibilizando meios de
purifica¢éo altamente eficientes.

Adeqgquados substratos hidrofdébicos = incluem

_qualquer suporte naturalmente hidrofébico ou  tornado

hidrofébiCo. éor deriyatizégéo.‘ Por exémplo, o substrato

pode ser tornado hidrofdbico mediante revestimento do mesmo

‘com lipideos funcionalizados, tais como, lipideos tiolados,

. por exempld, tiocolesterdis ou outros lipideos equivalentes

o

capazes - de reagir com a superficie do substrato. Os

HES

SubstratOS>incluem, sem -que seja a isso limitado, polimeros

naturais, tal como, celulos€ ou polimeros sintéticos,. tal

como, PVC, poli(met)acrilatos, néilon, polietileno, teflon,.
1 B ’ - .

materiais de "carbono, silicio, vidro, " resinas, particulas.
de metal ou folhas de metal, papel e similares. O suporte
pode se apresentar na forma folheados,  placas, léaminas,

folhas, tubos, fibrés, partiéulas,'.granuladoé, pés  (de

tamanho macro, micro’.ou nano) e podem apresentar uma base
\ N . : ' :
atémica, superficie lisa ou superficie &spera. '

O  complexo _féito :.pelas proteinas . ativas
hidfbfobizadas, imobilizadas sobre o substrato hidrofébico
ou~‘hidrofobizado ¢ um- dispositivo 'adequado para a

N .
preparacao de biorreatores ou biossensores.  -Estes-
. i . -~ )

dispositivos se apresentam na forma de folheados, placas,

‘laminas, folhas, tubos, particulas, fibras,‘granulqdos,‘pés
(de tamanho macro, micro ou nano) ‘“ativados”.

k]

Os dispositivos' da invengdo sdo instalados. em
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t .

biorreatorés ou biossensores. Por exemplo, os granulados de

p , o v
particulas ativadas podem ser usados para a construgio de

N

cartuchos empacotados em uma bancada de laboratério comum,

ou para a construgcdo de filtros empacotados em um

4 4

envoltério ou em uma coluna. Placas, laminas e folhas podem "

ser mpntadas em kits, = para midroséistemas de vaﬁéliSe; ade
diégnésticoi anélisehgenética, analise imunélégica ou para
manipulagéénmecénica da_proteina oﬁ material genético:

Os presentes resultados sztram‘que as moléculas.
deri&atizadas e fixadas naéao difefemude modo‘significatiVO/
ﬁas,j sim; estruturalmente e func1onalmente das moleculas
nativas, Os exemplos mostram que aé enzimas mantem a malor
parte de sua atxv1dade nativa.

Aé (oESerjagées ‘de AFM: e 'dos ensaios de atividade

enzimadtica das placas de silica revestidas de enzima

mostram que a conformagdo- ativa é retida nas 'moléculaS‘

’

adefidas, énqﬁanto qué é aspecto homogéneo‘naiva;rédura de .
AFM, junto éom as di@énééés <caiqulada§ ’daA'pfbteina
modificada()_indicam ‘que as“‘mqléculas! inati&as./ ou
erréneamente ﬁodificadas_férém la&adas fora (ver as figuras

1, 2, 3. e 4).

'Ainda - mais - importante ¢é o° fato de <que as
interacdes hidrofébicas sdo tao fortes e estaveis .gue
permitem um repetido uso do ‘suporte revestido de proteina

R ,

em um meio aquoso, por exemplo, " ensaios enzimaticos

= N

Na medida em que as . moleculas fixadas no suporte'

. s
hldrOfOblCO sao qulmlcamentekmodlflcadas em uma reglao que

'd
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ndo ‘contém o sitio ativo, elas 'sd3o, em meio aquoso,

4

totalmente orientadas com o sitio atiVo que reVeste'a fase

aquosa. Esta é uma condlgao favoravel para pesqulsar em

~

resolugao ,atomlca o0 mecanismo  de 1nteragao da proteirda
5 ativa com diversas pequenas moléculas, tais como,
substratos, ' andlogos de substratos, efetores  alostéricos,

inibidores, - anticorpos, etc. Coe

- Além disso, uma vez que cada molecula de protelna

& estavelmente flxada ao suporte, esta conformagdo fixa

10 previne ocasionais contatos - entre as ,moléculas, assim,

’

)
/

evitando ° indesejaveis reagdes  prejudiciais. _Portanto,
contatos acidentais com -moléculas (isto &, substratos,
inibidoreéf efetores, etc.) que ocorrem na solugdo aquosav

estao sob controle experlmental 'Essas condlgoes tornam a
15 camada 'monomolecular ordenada’a.de proteinas ativas

i
.

orlentadas, que suportam biorreatores ou . biossensores,

adequada para ser usada em medicina, industrialmente ‘e em

ambiente de —quimica analitica. 'A presente ‘invencgéo

proporciona um facil procedimento.pa;a a fabricagdo de tais .
20 - biosSensores, usando . - as diVersasl centenas de enzimas "~
- soluvels -em agua ou outras protelnas ativas atualmente em

‘'uso, -em qualquer campo de blologla apllcadax

A 1nvengao tambem se refere a ensaios que fazem

_— . .
USO dos ‘biorreatores e biossensorés reivindicados,_ para

25 pesquisar a conformacao de uma protelna atlva soluvel em’
. - A

agua ou a conformagao de ,seu complexo com um ligando,
mediante’ formagao . de 1magem. de camada monomblebular de

protelna 1moblllzada orlentada e/ou .seus. complexos por meio

NS . :
# I . n, - . ~
5 . - . i . . - Z
~ R . A .



10

15

20

25

—

de Microscbpié de Forcga Atémica (AFM). Esse tipo de ensaio
é partlcularmente utll para pesqulsar a 1ntera¢ao entre uma

proteina soluvel em agua e candldatos ‘a ligandos, a fim de~

4 ~

—identificar'_novos ligandos. As proteinas imobilizadas da

invencéo séb também adequadas como suporte reativo'sélido

i
7

para a preparagao de mlcr0851stemas destlnados a anallse de

diagnostlco,‘anallse genetlca, analise imunolégica ou para

manipulacdo mecéanica de proteina ou material genético.
Finalmente, o protocolo de derivatizagdo pode ser

modificado a fim de .se obter moléculas mais intensamente

“hidrofobizadas”:ou moléculas modificadas aleatoriamente em

diferentes regiées'superficiais,-1nclu1ndo o) Slth atlvo.

Um :grande numerc de- moléculas .modlflcadas pode,” dessa

forma, ser obtido. No meio aquoso, todas "as moléculas irédo

- espontaneamente se dispor com uma orientacido aleatédria, de

0 LI ‘_. . . . /\. N .
modo a formar uma camada sobre o substrato hidrofdébico. O.
uso. contemporaneo de imagem de. forma ativa e de imagens
maltiplas orientadas diférentemente da mesma MOlééula ira

permitir a'reCOnstrugao computadorlzada prec1sa da 1magem

. B

da molecula orlglnal sob 1nvest1gagao.
A 1nvengéo é alnda descritavem‘maiores,detélhes

nos exemplos  seguintes, .os ‘quais- sé&o simplesmente.

idealizados para ' descrever modalidades especificas da

- invengdo, sem qualquer limitagdo do seu escopo de protecio.

Os Exemplos 1 §'2 descrevem as duas estratégias

gerais idealiiadas 'péla invencdo, ‘para preparacdo do..

¢

‘suporte revestldo de protelna re1v1nd1cado, para aplicacdes -

de bloengenharla, em_solugao aquosa.
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Duas enzimas -nativas solGveis em a&gua, a saber,

-

aldolase de musculos . e tripsina foram covalentemente

. A ) i il . - .
modificadas - in vitro, mediante alquilagdo de grupos .de
amina primaria,' para se obtei,moléculas anfipaticas.

Exemplo l (Estratégia I)

A HPiAP uéada foi aldolase de musculo de éoelho*e

) agente de ,alquiiag56 foi anidrido . acético. A

derivatizagcdo foi realizada .em ‘uma fase heterogénea. A

_ HPiAP foi absorvida por meio de éfomatografia de afinidade

em uma~coluﬁa de fosfocélulose (analoga ao'substrato de 6=

bisfosfatb de frutbse«l), reagida com d solucao aquosa-de
perdolagéo do anidrido acético e depois eldida com O
substrato de. -6-bisfosfato de frutose-1. A titulacdo dos

residuos de 1lisila indicou '‘que -15 residuos. por molécula-

.foram'nmdifichos. A HPoAP.tecupérada resultou.ativa"com

'pardmetros cinéticos .ndo-variados. A atividade da. aldolase

foi testada ae:acprdo com o método de Rackef: usando 5-

- L

bisfosfatdé de frﬁtose—l( como"sﬁbstraﬁq . e fosfato  de‘

gliceraldeido desidrogenase e triosofosfato isomerase como
. ! . . - - : . "4

.enzimas auxiliares (ver a Tabela I).

N\

Tabela I

Parametro cinéti¢o |nativa |15 residuos de 1lisila

acetilados : 25.

Vmax - - 2000 3200

Km (pM) 23 j22 - ' SR &
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Exemplo 2 (Estratégia\il)

A HPiAP fol a tripsina e o agenteAde°alquilagéo

foi cloroformiato de colesteril em solugao de propanol A

solugao aquosa de tr1p81na f01 mlsturada com a solugao de .

propanol de cloroformiato de colesterll sob vigorosa

agitagéo durante 30 minutos. Apos o termlno da reagao, a’

AN

tr1p31na hldrofoblzada foi coletada.

Apds a‘reagao, ‘a protelna quimicamente modificada

) , ) L
foi purificada por meio de cromatpgrafia de. interacgdo -
hidrofébica, usando ~resina de fenila HS,. e elulndo_ com -

sulfato de aménio O 30 mM em um tampdc de Gly HCl 20 mM A

Lo~ "

,fragao que constltul o) plCO principal da proteina e‘-de
atividade foi usada para experimentoé de imobilizacao. Apés

- a derivatizagdo, a atividade-da tripsina foi testada'em um

pH 8, usando Na—ﬁenzoil+DLéarginina—p—nitroanilidé (BAPNA)

como substrato 'sintético. A HPOAP.‘mostra uma completa

A

atividade,,parametros 01net1cos nao- varlados e re51duos de

3—lisila modlflcados por Amolecula (ver 'a' Tabela - IT,

. ,\_‘
abaixo).

-~

solugao de tr1p31na/colesterll repetidameﬁte, iavada . com

~agua, imersa na solucdo (ﬁg substrato sintético. tamponada

ébm BAPNA em'pH 8,‘Q incubada. & temperatura de 37°C pélo

‘tempo relatado. Uma placa de silicio imersa na mesma

solugéo foi'usada como controle. A aparéncia da‘cor amarela

1nd1ca que a solugao de tr1ps1na/colesterll flxada manteve

a at1v1dade proteolltlca apos dlversas lavagens com agua

(ver a flgura 1).

Uma . quantidade de silica gel foi imersa na .

z
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A enzima imobilizada 'foi ativa durante meseé,'
conforméﬁfestado éor métodos eépectrofotométricos, usando
BAPNA n (Nd—benzoil—DL—arginina—p—pitroanilida) coﬁo
substrato, indiéando uma ligacgdo- hidrofébica. fortemente
suportada entre a molécula de enzima anflpatlca e a placa
de silica hidrofébica.

A A placa.- de silica  reVestida4 com a *®solucdo’ dé
tripsina/éoleste;ii foi _vaérida por AFM  em 10° N e

1000nm/s. A formacgdo da imagembé relatada nas figuréé’Z, 3.

’

'Exemplofi' -

e 4. - ; , A : . *
Tabela IT
ParémetroldinétiCO’ nativa |3 ‘residuos : de
|lisil/colesteril
Athldade Espec1f1ca 1}1‘ ’ 0,90
Km (uM) - - 1,67 ' |1,68
Exemplo 3

> o A ' , .
A énZima Adenosina Deaminase foi hidrofobizada de

e

acordo com a estrategla II de’ lquldO/llquldO da presente

-t

invengido. O agente de hldrofoblzagao foi representado por

{cloroformlat0~ de -colesterll dlSSOlVldO‘ em ~ solucdo _de

propanol. ‘

A en21ma C1t031na Deamlnase foi. hldrofoblzada de 

:Vacordo com a estrategla II.de- llquldo/llquldo da presente

;nvengao. O esquema reacional le 51mllaraao do Exemplo’Z,

e
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Exemplo 5

A enzima.Glutémico—Oxalqacético Transaminase foi
hidrofobizada de - acordo com a estratégia I de
liquid@/sélido da presente invencdo, ‘usando resinas ligadas

a fosfato de piridoxal como a fase sélida de cromatografia

i

de afinidade.

A enzima Alanina~Piruvato Transaminase foi

hidrofobizada de  acordo com - a estratégia I = de

.liquido/sélido da presente inVengéo,vusando resinas ligadas

a fosfato de. plrldoxal como &’ fase sdélida de- cromatografla

!

de aflnldade.

A enzima Malica De51drogenase f01 hldrofoblzada
de acordo com a estrategla I de. lquldO/SOlldO da presente

1nvengao, usando res1naS'llgadas a n;cot;namlda como a fase

_sélida de cromatografia de afinidade.

v

s o

A enzima Alcool Des1drogenase foi hldrofoblzada

de acordo com a estrategla I -de llqu1dO/SOlldO da’ presenter

1nvengao, usando re31nas llgadas a nlcotlnamlda como a fase -’

" sélida-de cromatografla de afinidade.
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em solugao é produ21do medlante derlvatlzagao de tr1p31na

,func1onallzado. ) ‘ : ‘
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Exemplb 9

A enzimaiLipase foi hidrofobizada-de acofdo com é
estratégia- I de liquido/séiido da_preéénté invengéo, usando
resinas ligadas. a acetato(de propionila como a fase'sélida‘

de cromatografia de afinidade. -

-~

- Exemplos_de Aplicagéd

Exemplo 10

Um blorreator de utllldade para dlgerlr protelnas'

v

bovina, como no Exemplo 2 e bloqueando a mesma em granulos

de PVC. (cloreto de polivinila). Esses granulos Séo'usados 

para construir um cartucho empacotado em uma bancada de

laboratério-comum; Esse dlsp051t1vo €& capaz de dlgerlr a

°

protelna em solugao, com um forte aumento dos desempenhos'

— ~

" da reagéo de dlgestao. Em partlcular, .comparado ‘com QV

protocolo cla351co de dlgestao de. protelna mediante adlgad

dLreta de tr1p51na na solugao, ocorrem trés melhorias

principais - obtida§ através do_  uso do. dispositivo

-

s

"a) ess€ dlSpOSlthO nao llber as. moleculas de trlp31na na

solucao; -

b) esse dispositivo4redui (ou été.eliminaf fragmentos de -

.autéiiéé_de.tripsina (vér as_figuras 5 e 6);

.c) ‘o tempo de di&estéo requerido 'para uma satiSfatéria

anéllse de protelna atraves . de espectrometrla de massa. é -

reduzido do perlodo da n01te do protocolo ‘de dlgestao de

\

)
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soiucéo classica para‘apehas alguns mjinutos (de 1 até 10
minutos, dependendo da concentracao da proteina - a bser

digerida) (ver a figura 6).

Exemplo 11

Um biorreator é construido, de modo analogo ao

. descrito no Exemplo 10, em que diversos cartuchos de pd de

PVC que se ligam a diferentes ”enzimas‘ hidroliticas

>

hidrofobizadas sdo unidos - em uma tubulacdo. . Esse

dispositi?o é& de utilidade para purificar Aaguas reSiduais

de atividades ‘industriais. As enzimas especificas usadas

nas trocas de cartuchos dependem 'da composigcdo da ‘agua
residual - a ser purificada; por exemplo, para purificar uma

com amilase e tripsina. Para purificar &aguas residuais de

curtumes, s&o ' usados - cartuchos ativados .com - lipase,

colagenase e elastase.

.

o Um biossensor é produzido, em que um disco de

quartzo é. coberto por -uma superficie mindscula de ouro.

Essa supeﬁficie foi hidrpfobizadé mediante cobertura da

"mesma- com uma camada de tiocolesterdis, que reage

espontaneamente com o ouro, produzindo uma camada ordenada.

Essa’Superficie.hidrofob§zaaa,é adequada'paia_o bloqueio dé

p;éteihas -hidrofobizadas -obtidas pelas duas estratégias’

. . . . . . ! T . . S PN
propostas. O bloqueio da,protglna"pode ser medido médiante

- avaliacdo. da quantidade do esvaziamento induzida pela massa
t . : . : : - R 1

A . ~

égua(residual de padaria, sdo usados os cartuchos ativados

o
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da proteina na freqiiéncia de oscilacao esponténeat de
quartzo (ver um exemplo na. figura 7). A proteina ativa

bloqueada pode ser usada como sbnda para qualquer interagéo

especifica de proteina-proteina. A ligacdo entre a sonda e

AS

o fator especifico para osreconhecimento pode ser lida como

um adicional esvaziamento na oscilagdo do quartzo.

¢
f

N



10

15 .

20

25

Lo S o 1/6

'REIVINDICACOES

hidrofdébica ou parcialmente hidrofdébica, compreendendo as
etapas de ieagir uma proteina atiVa'solﬁvel em agua com um

reagente capaz de converter um ou mais re51duos am1noac1dos

hldroflllCOS em reSLduos hldrofoblcos,'caracterlzado pelo

fato de que © sitio atlvo responsavel pela at1v1dade da
protelna é protegldo medlante operagao da reacdo de
hldrofoblzagao em uma mlstura homogenea de  solventes de
diferentes polerldades, a

2. Método,. de . acordo 'éoﬁ a- re1v1nd1cagao -1,

caracterlzado ‘pelo fato de compreender as segulntes etapas:

dlssolver a protelna ativa soluvel em agua em- uma solucdo

aquosa; . -

t

- dissolver o reagente em um solvente de menor polaridade,
pelo menos parcialmenteﬁmisci&ellem agua;

.- preparar uma mlstura homogenea polar/menos polar,

- reaglr a protelna com O reagente, e .

- recuperar'a protelna atlva hldrofoblzada.

3. Metodo, de acordo <COm  a. re1v1nd1cagao z,

)

caracterlzado pelo fato de compreender alnda a dlssolugao

na solugao aquosa de um. llgando rever51vel espe01f1co para

o) Slth atlvo da protelna.:
4. Método, de acordo  com quaisquer das

.reivindicagées 1 a 3, caracterizado pelo fato de qué' o

reagente capaz = de . transformar . residuos aminoacidos

hidrofilicos- em residuos hidrofdébicos é selecionado do

-

1. Método de preparacgido de uma proteina ativa

3L7
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musculos, tripsina, - amilase, lipase, .. colagenase - ou

2/6

grupo que consiste de - compostos de alquilagdo, acilacio,

‘arilacdo, compostos diazo, compostos “formadores de ligacdo

de peptideo, formadores de base de Schiff ou cémpostos
capazes de introduzir uma porcdo hidrofébica.
5. Método, '~ de acordo com quaisquer . das

reivindiqagéeS' 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a -

proteina ativa solGvel em &agua é selecionada ‘do grupo que
consiste. de enzimas, horménios, receptores, antigenos,

anticorpos, alérgenos, proteinas imunorreativas, parceiros

de afinidade . e quaisquer: derivados, e fragmentos e
complexos funciohalmente equivalentes dos mesmos.

6. Método, de acordo ‘com a reivindicacdo 5,

N

caracterizado pelo fato de que a proteina ativa .solavel em

agua & selecionada do grupo que consiste de aldolase: de

elastase.
7. Proteina ativa hidréfdbizada;;a quél pode -ser

’ : ) : L T D

obtida . pelo - método  de acordo com ' quaisquer.. das-"

i

vreivindicagées,lbaﬂG( caracterizadaﬁpélo fato de que possui

em.uma parte -da proteina mais distante ou opesta a ‘regiao

o

responsavel pela atividade, um ou mais residuos aminodcidos
hidrofilicos convertidos em residuos hidrofébicos.
‘8.' Proteina ativa hidrofobizada, de acordo com a

reivindicacgido 7, caracterizada pelo fato de apresentar -um

" ou mais - residuos -aminodcidos  hidrofilicos cohvertidos em

-residuos aminodcidos de colesteril. - ' =

\

o 9. Método de _.preparacao de um dispbsitivo

consistindo de uma camada monomolecular de proteina ativa.
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orientada, imobilizada sobre " um = superte sélido,

" caracterizado pelo fato de compreender'a etapa de-contatar

a proteina hidrofobizada conforme -as reivindicacdes 7 ou 8

com um suporte-sélido hidrofébico.
. ) :

10. Método, de acordo com -a reiﬁindicagéo 9,
caragterizadd peld fato de que o suporte sélidd hidrgfébico
é férmado'de polimeros naturais ou sintéficos( materiais de
cafboho,‘Asilicio} metﬁl,\_resinas, todos,'hopcionalmente
deri&atizédos; de modo ‘a to;ﬁé—lds hidrdfébicos.

11." Método, de acordo com as reivindica¢6§s 9 6ﬁ
10;‘ ca:acterizédo' pelo fato de que © suporte’ sdlido
hidrofébicg se ‘apresénta na formé dé folheédqs) placas,
laminas, . folhas, tubos,-  fibras, barticulas, granulados e
pés. _ ,': . . o

12. Dispositivo, caracterizado pelo fato de poder

ser obtido = pelo método . de ~ acordo com - quaiéque: das

reivindicagées 9 a 11.
13. Dispositivo, de acordo ‘com .a reivindicagédo

12, caraéterxzadofpelé_fato de se apresentar na forma de um

cartucho embalado.em uma bancada de laboratério-ou na forma.

. de um filtro ou na forma de um suporte de microssistema.

e

T o ' ~14. Biorredtor ou biossensor, ecaracterizado pelo

fato de compreender ou consistir do dispositivo - de acordo

com as -reivindicag¢des 12 ou 13. o

<

.15. Tecnologia para pésquiéa: a'interagéo entre

ligando, caracterizada pelo

de: _ ) L o

fato de compreender as etapas

uma proteina sollivel” em &gua:.e um ligando ou candidato a -

-
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'fato'de compreender as etapas de:

4/6

- preparar um dlSpOSlthO de acordo com as re1v1nd1cagoes

= contatar -a proteina imobilizada <com o ligando ou

candidato a ligando; e

- formar a imagem da proteina e/ou de seu complexo mediante -

-

Microséopia de Forca Atdémica (AFM).

16. Tecnologia'para'pesquiaar a conformacdo de um

‘material -de proteina 'solﬁvel._eni dgua, caracterizada pelo

g

-~ converter o material de proteina em um . material '

aleatoriamente hidrofobizado;

- contatar' o material hidrofobizado com um suporte sélido
hidrofébico, de modo ‘a obter uma camada monomolecular de
material de proteina orientada imopilizado aleatoriamente; -

- formar a limagem do material medlante Mlcroscopla de Forga

Atomlca (AFM)
- reconstruir a- imagem do " material original mediante

auxilio de computador. oL

@
v

17.. ‘Uso do dispositivo de ~ acordo  com a

reivindiqagaO“lZ,'ca;acterizado peio fato .de qﬁe o dito uso

- 2

se destina a preparagao de microssistemas para aﬁalise de-

diagnéstico, analise’gehétiCa, andlise 1munolog1ca ou para

manlpulagao mecanica da protelna ou materlal genetlco.

- 18. Uso do- dispositivo de ' acordo com™ a

°

reivindicagao 13, caracterlzado pelo fato de que o dltO ‘uso

s

se destlna a preparagao de blorreatores para o) tratamento'

[

de‘llquldos-ou-gases._\

19. Método de ‘preparacgdo de"dm'_dispositivo, in

>,
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' reagente - capaz

. o ‘ o o : 5/6

qual consiste de uma camada monomolecular de proteina ativa

.orientada, imobilizada 'sobre um suporte- sélido,

r

compreendéndo uma primeira etapa de preparar uma proteina

ativa ‘hidrofdébica ou parcialmente hidrofébica mediante-

reacdo de uma. proteina ativa soluvel em &gua com um

. : . P
reagente capaz de converter um ou mais residuos aminodcidos

hidrofilicos em residuos hidrofébicos, ecaracterizado pelo

fafoﬂ:de que o sitio ativo responsével pela atividade da
proteinav é protegido mediante operagdao da ;éagéé de
hidrofobizagéo'na fase Beterogénea, e uma segunda etapa-“de

contatar 'a proteina hidrofobizada assim obtida, com . um

'suporte sélido hidrofébico.

~.

caracterizado peld fato de -que a reagéo de hidrofobiZa¢éo

compreende as etapas .de:

'~ imobilizar a proteina ativa .soluvel em agua através de

~

seu sitio ativo sobre uma matriz de afinidade;
- reagir a proteina imobilizada com o reagente; e

~

- eluir a proteina ativa hidrofobizada da matriz.

21.  Método; = de acordo com quaisquer das

reivindicacdes 19 ou 20,. caracterizado pelo fato de que. o
’ N ’ . ’ : . .. o

de - transformar os residuos . aminodcidos
hidrofilicos em residuos ‘hidrofébicos ¢é selecionado do

grupo que consiste de compostos de alqpilagéo, acilagéo,

~arilacgdo, compostos diazo, compostos' formadores de' ligagao

N

de peptideo,— formaddnes 'de base de Schiff ou compostos>.

.capazes de.introduzir . uma porgdo hidrofdbica-.

22. - Método, de acordo com ..quaisquer  das

S

20. Método, de acordo- com a reivindicacdo 19,

Y
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reivindicagées 19‘a 2};‘car$ctérizado pelo fato dé que. a

pjotéina ativa soluvel em agua é selec1onada do grupo que

consiste de enzimas, hormonlos, _.receptores, hantlgenos,

anticorposz a;érgenos,tproteinaSvimunorreativas, parceiros

.~ 5 de - afinidade . e quaisquer , derivados,':é fragmentos. e
,' complexos funcionaimenfe equivalentes dos‘hesmos,

| : . 23. Métodb,' de.‘acordo com a. reivindicagéo 22

caracterlzado pelo fato de que a protelna ativa soluvel em

dgua ¢é selecionada do grupo que ConSlSte de aldolase de
10 . misculos, btr1p31na, 'amllase,- llpase, ' colageppse' ou
,W‘élaStase. ./ | |
\24.4Métodd, de acordo com as re1v1nd1cagoes 19 aln
23, caracteiizédb pelo faté  de que* o suporte sélido
hldrofoblco é formado de polimeros - naturals ou 51ntet1cos,.

15 materiais »dé “carbono, s;llclo, metal,:.re51nas, 'todos,
.opcionalﬁente derivatizados, lde Amods ca ;torné—los
hidrofébicos: | | | |

25, Método,"de acordo com ea'reivindicagéo 24,

cafacterizaqé pelo fato de que fe) suporte sélido hidrofdébico
20/ se gp?esehta' néf erma- de folheados,i placas,; laminas,

.folhas, ﬁubos, fibfas; part1culas,{granulados e pés. - l.:
A 26. DlSpOSltlvo,ﬁcaracterizédo pelo féto de boder

'ser obtido  pelo métodd  de acordo ncom ‘quaisquer das
s : ’ o S "
‘reivindicagdes 19 a 25. - - - B _—

’

25 I 27.- Dispositivo, de acordo com & re1v1nd1cagao

26, caracterlzado pelo fato de se apresentar na forma de um'

~ ~

cartucho embalado em uma\bancada de laboratorlo ou -na forma

"de um flltro ou na forma de>um suporte de mlcr0581stema.
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, RESUMO . , _

“METODO DE cdbiVERsﬁo DE PROTEINAS ATIVAS SOLUVELS EM AGUa
EM PROTEINAS ATIVAS HIDROFOBICAS USO DAS MESMAS PARA A
PREPARAC;AO DE CAMADAS MONOMOLECULARES DE PROTEINAS' ATIVAS

ORIENTADAS E-DISPOSITIVOS COMPREENDENDO AS DITAS PROTEINAS”

TR ’

~

A presente 1nven¢ao se’ refere. a um métqdo para

‘converter protelnas ativas hidrofilicas" (HPlAP) . em.

’

B protelnas at;vas .throfébigas {HPOAP}; adequadas pa;a a

fixacdo mna sua forma ativa sobre substratos hldrpfobiéos. A

: presenbe'invéngéo também se refére & preparacao de camadas

ordenadas monomoleculares<de protelnas atlvas orlentadas,

1moblllzadas sobre suportes solldos hldrofoblcos,‘a serem,

' usados na manlpulagao xnecanlca e em pesqulsas, 1ncluindo

15 .

'Mlcroscopla de Forga Atomlca (AFM) ‘em solucoes aquosas e

ensaios que- utlllzam os mesmos dlSpOSlthOS.' CT

.

Y
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