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RESUMO

As a,-macroglobulinas (A2M) sdo proteinas de alto peso molecular que atuam como
inibidoras de amplo espectro de proteases. Essa inibicdo ocorre por meio de um mecanismo
que envolve o aprisionamento fisico da protease seguido pela formag¢do de uma ligagéo
covalente entre ambas as proteinas. A capacidade de captura das diversas classes de
proteases poderia permitir sua utilizagdo na identificagdo das mesmas em extratos celulares,
podendo ser aplicada tanto na descoberta de novas proteases como na deteccdo de
proteases alvo. Esse trabalho tem por objetivo caracterizar biofisicamente a ;-
macroglobulina de Salmonella enterica e avaliar sua potencial utilizacdo na identificacdo de
proteases. A proteina foi expressa em E. coli BL21 (DE3) e purificada por cromatografia de
afinidade a metal imobilizado (Ni*"), seguido por cromatografia de exclusdo molecular.
Foram realizados ensaios de dicroismo circular a fim de verificar seu padrdao de estrutura
secundaria em diferentes pH, bem como sua estabilidade térmica (25-95 °C). Ensaios de
fluorescéncia foram realizados com o intuito de analisar mudancas estruturais sofridas em
uma ampla faixa de pH (3,5-9,0). Experimentos de ultracentrifugacdo analitica foram
realizados a fim de compreender melhor a interagdo entre a A2M e a tripsina. Tanto a
capacidade de ligar-se a proteases, como a habilidade em capturar proteases quando ligada
em coluna foram testadas utilizando-se tripsina. Confirmadas tais capacidades, foram
realizados testes com os extratos de Escherichia coli, Vigna unguiculata e Pichia pastoris a
fim de detectar proteases ali presentes. As proteinas foram submetidas a protedlise e
analisadas por espectrometria de massas. Houve mudancas no padrdo de estrutura
secundaria quando a proteina foi submetida a pH acidos e basicos (4,0 e 9,0) quando
comparado ao pH proximo da neutralidade (7,5). Durante sua deshaturagdo térmica
verificou-se que ha agregacdo em temperaturas superiores a ~47°C em todos os pH
testados (4,0, 7,5 e 9,0), demostrando que a proteina ndo € estavel termicamente. Foi
observado que a proteina quando ligada a tripsina apresenta um padrao eletroforético e um
perfil de eluicdo em gel filtracdo que indica a ocorréncia de mudanca conformacional.
Entretanto, n&o foi obtido o mesmo resultado nos experimentos de ultracentrifugacéo
analitica. A A2M aparenta formar dimeros, principalmente quando na presenca da tripsina.
N&o houve a deteccéo de proteases nos testes com os extratos celulares testados. Contudo,

tais testes devem ser aprimorados para um resultado mais confiavel.

Palavras-chave: a,-macroglobulina, protease, inibidor



ABSTRACT

az-macroglobulins (A2M) are high molecular weight proteins that act as broad
spectrum peptidase inhibitors. The inhibition occurs by a mechanism that involves the
capture of the peptidase followed by the formation of a covalent bond between the two
proteins. The capture of all the peptidases classes could allow its utilization in the
identification of these proteins in cellular extracts, being possibly applied in the discovery of
new peptidases and in the detection of target peptidases. The aim of this work was the
biophysical characterization of the a,-macroglobulin from Salmonella enterica and evaluation
of its potential use in the identification of proteases. The recombinant A2M protein was
expressed in E. coli BL21 (DE3) and purified by immobilized metal ion affinity
chromatography followed by size exclusion chromatography. Circular dichroism assays were
performed in order to verify the A2M secondary structure in different pH conditions, as well
as its thermal stability in a temperature range of 25-95 °C. Fluorescence spectroscopy
assays were performed to analyze structural changes in a wide range of pH (3.5-9.0). The
ability of A2M to bind peptidases and its capacity to capture peptidases when immobilized to
a column were tested using trypsin. Once these abilities were confirmed, tests were carried
out with extracts of Escherichia coli, Vigna unguiculata and Pichia pastoris in order to identify
its captured peptidases. Proteins were hydrolyzed and analyzed by mass spectrometry.
Analytical ultracentrifugation experiments were performed in order to better understand the
interaction between A2M and trypsin. There were changes in the secondary structure when
the protein was subjected to acid and basic pH (4.0 and 9.0) when compared to neutral pH
(7.5). During its thermal denaturation it was found that there is aggregation at temperatures
above ~ 47 ° C in all tested pH conditions (4.0, 7.5 and 9.0), showing that the protein is not
thermally stable. It was verified that the protein when bound to trypsin has an electrophoretic
migration and a gel filtration elution profile that indicates the occurrence of conformational
change. However, the same result was not observed with the analytical ultracentrifugation
experiments. A2M seems to form dimers, especially in the presence of trypsin. There was no
detection of peptidase in the tests with the cell extracts. However, such tests must be

improved for a more reliable result.

Key words: a,-macroglobulin, peptidase, inhibitor
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1. INTRODUCAO
1.1. PROTEASES

As proteases (ou enzimas proteoliticas) sdo enzimas que catalisam a hidrélise das
ligacdes peptidicas das proteinas. Embora todas possuam a mesma capacidade de
catabolizar proteinas, diferem significativamente em diversos fatores, como por exemplo, o
tamanho, a localizacdo e a organizacdo da estrutura quaternaria (SANMAN & BOGYO,
2014). A evolucdo as selecionou de acordo com as mais diversas condi¢cbes encontradas
nos organismos, tais como variacdo de pH, temperatura e especificidade de substrato
(TURK, 2006; JISHA et al., 2013). De acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular — IUBMB (Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) as proteases sao classificadas
dentro do subgrupo 4 do grupo 3, grupo o qual engloba as hidrolases.

Devido a sua grande diversidade de estrutura e a¢des, podem receber varios tipos
de classifica¢cdes. Quando o pH é considerado, sédo classificadas como acidas, neutras ou
alcalinas; com base no sitio onde agem no substrato, podem ser exo- ou endo- enzimas e,
sobretudo, de acordo com seu mecanismo catalitico, podem ser classificadas principalmente
como serina proteases, proteases asparticas, metaloproteases ou cisteina proteases
(Tabela 1) (RAO et al., 1998; JISHA et al.,, 2013). No banco de dados online MEROPS
(https://Iwww.ebi.ac.uk/merops) encontra-se todo tipo de informacdo sobre proteases e seus
inibidores. Seu principio organizacional parte de uma classificagdo hierdrquica onde
conjuntos de sequéncias homélogas de proteases e inibidores sdo agrupados em espécies,
as quais sao agrupadas em familias e por fim compiladas em clas. As familias contém

sequéncias relacionadas e os clas estruturas relacionadas (RAWLINGS et al., 2016).

1.1.1. Mecanismo catalitico

Independente da sua classificacdo, para hidrolisar a ligagdo peptidica todas as
proteases devem superar trés obstaculos: (I) a estabilidade da ligagdo amida devido a
ressonéncia entre o nitrogénio e o grupo carbonila, o que faz com que as proteases
geralmente ativem a ligacdo amida através da interacdo do oxigénio da carbonila com um
residuo que age como acido, podendo assim distorcer a ligacdo peptidica rompendo a
estabilizacdo da ressonéancia; (ll) a fraqueza da agua como nucledfilo, necessitando que
haja a ativacao da agua, realizada geralmente por um residuo que aja como base; (lll) a
pobreza da amina como grupo de saida, fazendo com que a protease a protone antes da
expulsdo (HEDSTROM, 2002).
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Tabela 1. Classificacdo geral das proteases com seu cédigo da Enzime Comission (EC)

acompanhado pelo mecanismo de acdo especifico de cada grupo. Tabela adaptada de

JISHA et al., 2013.

Protease Cédigo EC Mecanismo
: Cliva a ligacao peptidica proximal ao C ou N-terminal

Exopeptidases 3.4.11-19 gacao pep P
do substrato

Aminopeptidases 3.4.11 Age no N-terminal liberando um anico residuo

Dipeptidases 3.4.13 Exopeptidases especifica para dipeptideos

Dipeptidil 34.14 Libera um dipeptideo do N-terminal de um

peptidase o polipeptideo

Tripeptidil 34.14 Libera um tripeptideo do N-terminal de um

peptidase o polipeptideo

Peptidildipeptidase 3.4.15 Libera dipeptideo do C-terminal

: . Libera um anico resi -terminal m

Carboxipeptidase 3.4.16-18 |b§ a u, Unico residuo do C-terminal de u
polipeptideo

Protease tipo 34.16 Carboxipeptidase com serina no sitio ativo envolvida

serina o na catalise

Metaloprotease 3.4.17 Carboxipeptidase que utiliza um ion na catélise

Cisteina protease 3.4.18 Carboxipeptidase com cisteina no sitio ativo

Omega peptidases 34.19 Rem?ve .I’ESIdUO,S .termlnals que sao ligados por
ligagOes isopeptidicas

Endopeptidases 3.4.21-24  Cliva ligagBes internas em cadeias polipeptidicas

Serina protease 3491 Endopfeptidases 9ue possuem serina no sitio ativo
envolvida na catalise

Cisteina protease 3.4.22 Possui cisteina no sitio ativo

Protease Aspértica 34.93 Resu,:Igo de acido aspartico envolvido na atividade
catalitica

Metaloprotease 3.4.24 Usa um ion metdlico no mecanismo catalitico

Endopeptidases

de mecanismo S .

catalitico 3.4.99 Age nas ligacOes peptidicas

desconhecido
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1.1.1.1. Serina proteases

Configura-se como um dos grupos mais abundante e diverso em termo de funcéo,
sendo encontradas em todos 0s reinos vivos, assim como em muitos genomas virais. Seu
nome é em virtude da presenga de uma serina nucleofilica no sitio ativo. Estdo agrupadas
em treze clas sendo divididas em 40 familias. Desempenham papéis importantes na salude e
em doencas humanas, tendo suas propriedades quimicas moldado a evolugdo molecular
desses processos (PAGE & CERA, 2008; VANDERMARLIERE et al., 2013). As serina
proteases do tipo tripsina sdo as proteases mais estudadas do genoma humano, sendo a
tripsina uma das proteases digestivas mais importantes dos vertebrados (NIU et al., 2011;
VANDERMARLIERE et al., 2013).

O mecanismo catalitico das serina proteases se inicia com um ataque nucleofilico da
serina ao grupo carbonila do substrato. Este ataque é potencializado pela triade catalitica
(His57, Aspl02 e Serl95, numeragdo da quimotripsina) que potencializa o caréater
nucleofilico do oxigénio gama da serina. Isto ocorre através da ionizagédo da serina por meio
da doagéo do seu préton ligado ao oxigénio gama ao nitrogénio da histidina. Essa histidina
forma uma ligacdo de hidrogénio com um acido aspartico do sitio ativo, tornando o seu
nitrogénio mais eletronegativo. O ataque da serina resulta na formacao de um intermediario
acil-enzima e na liberacdo do fragmento N-terminal da ligacdo rompida. Em seguida uma
molécula de agua é ativada pela histidina e ataca o intermediario acil-enzima, o que resulta
na liberacdo do C-terminal da ligacao peptidica. Ao final o préton da histidina retorna a
serina restaurando assim a enzima (Figura 1-A) (HEDSTROM, 2002; VANDERMARLIERE
et al., 2013).

1.1.1.2. Proteases Asparticas

As proteases asparticas pertencem ao cld AA das endopeptidases, o qual é
caracterizado pelo uso da agua como nucledfilo ligada a dois residuos cataliticos de &cido
aspartico (DUNN, 2001). Definem-se por diversos fatores, dentre eles, pela presenca de
dois residuos de &cido aspartico localizados dentro de dois motivos Asp-Thr/Ser-Gly
responsaveis pela atividade catalitica, pelo pH 6timo acido, pela regido de clivagem
preferencialmente entre aminoacidos grandes e hidrofébicos e a inibicdo pelos inibidores
pepstatina A, DAN (diazo-acetyl-norleucine methyl ester), e EPNP (1,2-epoxy-3-(p-nitro-
phenoxy) propane). Estdo amplamente distribuidas entre todos os reinos além de serem
encontradas também em virus (HORIMOTO et al., 2009; GUO et al., 2013).

Tomando como exemplo os membros pertencentes a familia Al, a qual engloba
agueles membros que possuem similaridade de sequéncia com a pepsina suina, o

mecanismo catalitico tem o seu inicio por meio da subtracdo de um préton da molécula de

17



18

agua por um dos residuos de aspartato do sitio ativo, levando a molécula de 4gua a realizar
um ataque nucleofilico a carbonila da ligacdo peptidica. O intermediario formado pode ser
quebrado tanto pela doacao do préton retirado pelo acido aspartico, quanto pela aquisicdo
de um préton do solvente, com ambos levando ao desligamento do grupamento amina
(Figura 1-C) (DUNN, 2001).

1.1.1.3. Metaloproteases

As metaloproteases sdo enzimas que utilizam metal como elemento chave na
catalise. O zinco é o mais utilizado, podendo também ser encontrado cobalto, manganés ou
niquel (CERDA-COSTA & GOMIS-RUTH, 2014; AULD, 2013). Tais metais localizam-se no
fundo do sitio ativo ancorados em cadeias laterais de residuos ali presentes (AULD, 2013).
Encontram-se distribuidas em 14 clds e sao separadas em dois grupos, a depender da
quantidade de ions metalicos (um ou dois) envolvidos na catélise (RAWLINGS & BARRETT,
2013). Seu exemplo mais estudado compreende as metaloproteases de matriz, uma familia
de enzimas envolvida no remodelamento de tecido e na sinalizagéo celular (BERTINI et al.,
2006).

No mecanismo de catdlise considerado consenso, 0 processo se inicia com a ligacao
de uma molécula de agua ao ion metalico seguido pela interacdo com uma base
(geralmente um glutamato) que a polariza e aumenta sua eletronegatividade. A carbonila da
ligagdo peptidica é atacada pela molécula de agua gerando um intermediario, o qual &
desfeito pela transferéncia de dois prétons & amina de saida (Figura 1-D) (CERDA-COSTA
& GOMIS-RUTH, 2014).

1.1.1.4. Cisteina proteases

As cisteina proteases tém como caracteristica a presenca de um residuo de cisteina
envolvido na catalise. Embora possuam mecanismo catalitico semelhante, sdo uma classe
de proteases que se originou separadamente diversas vezes durante a evolugdo
(BARRETT; RAWLINGS, 2001). Compreende 82 familias classificadas em 14 clds, onde o
cla CA, que compreende o das proteases tipo papaina, € o0 mais numeroso (KEDZIOR et al.,
2016). No seu mecanismo catalitico, a cisteina do sitio ativo é desprotonada, agindo como
um nucledfilo e atacando a carbonila da ligacdo peptidica. Uma histidina do sitio ativo doa
um préton a amina de saida e é formado um intermediario através de uma ligacao tioéster, o
qual é hidrolisado liberando o C-terminal (Figura 1-B) (POLGAR, 2013).
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Figura 1. Mecanismo de catalise das principais classes de proteases. A: Serina protease; B:
Cisteina protease; C: Protease aspartica; e D: Metaloprotease. Adaptado de EREZ et al.,
20009.

1.1.2. Proteases em processos biologicos

As proteases presumivelmente surgiram nos primérdios da evolugcédo das proteinas
como simples enzimas destrutivas necessarias ao catabolismo dos organismos primitivos.
Entretanto, vieram a realizar, com o tempo, atividades altamente especificas no
processamento de proteinas, controlando diversos processos biolégicos. Deste modo, as
proteases regulam o destino, a localizacdo e a atividade de varias proteinas, modulam as
interacdes proteina-proteina, contribuem para o processamento da informacéo celular e
geram, transduzem e amplificam os sinais moleculares. Como resultado dessas acdes, as
proteases influenciam a replicacdo e transcricAo de DNA, proliferacdo e diferenciacéo
celular, morfogénese e remodelagdo de tecido, coagulacdo sanguinea, inflamacao,
imunidade, autofagia, necrose, apoptose, dentre outros processos. As proteases também
apresentam papeéis chave no metabolismo de plantas, atuando, por exemplo, na resposta a
mudancas ambientais, na senescéncia e na morte celular (GARCIA-LORENZO, 2006;
LOPEZ-OTIN; BOND, 2008).

AlteracBes em processos proteoliticos estdo envolvidas em diversas patologias, tais
como cancer, desordens degenerativas e doencas cardiacas. Logo, muitas proteases sédo
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foco da industria farmacéutica para o desenvolvimento de drogas e na criagdo de
biomarcadores (TURK, 2006; LOPEZ-OTIN; BOND, 2008). No cancer, por exemplo, as
proteases responsaveis pelo aumento da atividade proteolitica representam candidatos a
biomarcadores que podem ser utlizados para fins diagnosticos. Os niveis detectados
desses biomarcadores podem ser utilizados como métrica para pressupor a eficacia
terapéutica de tratamentos (LEBEAU et al., 2013). Em doengas cardiovasculares, diversas
proteases séo listadas como potenciais biomarcadores. Dentre eles encontram-se diversas
catepsinas, cujo aumento do nivel no sangue esta associado ao infarto agudo do miocardio
(HUA & NAIR, 2015).

1.1.3. Proteases naindustria

Metodologias que envolvam a hidrélise proteica encontram grandes aplicagbes
industriais. Tais aplicagbes podem ser encontradas nas industrias de detergente e de
alimentos, sendo também aplicadas na produgdo de couro, tecidos, medicamentos, na
formulacdo de amostras para analise de aminoacidos ou estudos proteémicos e até no
desenvolvimento de hidrolisados de proteinas projetados para suporte nutricional (TAVANO,
2013; SINGH et al., 2016). A aplicacao das proteases nas mais diversas indUstrias encontra-
se resumida na tabela 2.

Na industria de detergentes, as proteases sdo empregadas na digestdo de manchas
derivadas de alimentos, de sangue e de outras secrecfes corporais, removendo as
manchas de maneira eco-amigavel, onde ha menor periodo de imersdo e agitacdo. Sdo
usadas como constituintes essenciais em formulagbes de detergentes visando aprimorar
sua performance, os quais sdo usados em lavagens domésticas, em solucbes de limpeza
para lentes de contato e em proteses dentarias (SINGH et al., 2016). Na industria
alimenticia, estdo principalmente envolvidas na modificacdo das propriedades de proteinas
a fim de melhorar no alimento o valor nutricional, a solubilidade, a digestibilidade, o sabor, a
palatabilidade e reducdo de compostos alergénicos (GUPTA et al., 2002; TAVANO, 2013;
SINGH et al., 2016).

Para fins medicinais, as proteases contribuem no desenvolvimento de agentes
terapéuticos, tais como antimicrobianos e anti-inflamatérios. Além de econdmico, o
tratamento da inflamacdo com o uso de protease ndo possui qualquer efeito colateral
relatado. A serratiopeptidase € a protease mais eficaz usada contra a inflamacéo, sendo
também utilizada para inibir a liberagdo do peptideo indutor da dor (bradicinina), ou seja,
como analgésico (SINGH et al.,, 2016). Proteases sdo também empregadas, junto com
antibidticos, no tratamento de queimaduras e ferimentos e na eliminacdo de asparagina em

véarias formas de leucemia (RAO et al., 1998).
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Por possuirem fungdes fisioldgicas em todos os seres vivos, as proteases de valor
comercial podem ser encontradas e prospectadas nas mais diversas fontes. As proteases
de origem vegetal mais estudadas sdo a bromelina, a ficina e a papaina extraidas de
Ananas comosus, Ficus carica e Carica papaya, respectivamente. Estas proteases sdo
utilizadas na fabricacdo de cerveja, no amaciamento de carne, na coagulacdo do leite,
dentre outras aplicacdes (GONZALEZ-RABADE et al., 2011; SINGH et al., 2016). As
proteases animais mais usadas s&o a tripsina pancreatica, a quimotripsina, a pepsina e a
renina. A tripsina, por exemplo, € utilizada no biocontrole de pestes, e em diversas
aplicacdes médicas. Entretanto, os maiores produtores de proteases de valor industrial s&o
0S microrganismos, devido, principalmente, a sua ampla especificidade de substrato (SINGH
et al., 2016). Como englobam organismos dos mais variados tipos, sdo capazes de produzir
proteases termoestaveis bem como proteases que funcionam em uma ampla faixa de pH, as
quais despertam alto interesse comercial (SOUZA et al., 2015). As proteases termoestaveis,
por exemplo, séo utilizadas nas industrias de couro e detergentes, uma vez que consistem
em processos que requerem altas temperaturas (RAO et al., 1998). As proteases alcalinas

sdo geralmente utilizadas como aditivos de detergentes (TAVANO, 2013).

Tabela 2. Utilizacdo de proteases nas diferentes industrias. Adaptado de SINGH et al.,
2016.

Industria Aplicagdes

Melhoramento da digestibilidade, palatabilidade etc.;
Alimentos melhoramento na recuperacédo de 6leos de frutos do mar;

amaciamento da carne; reducdo da alergenicidade

Detergente Melhoramento do processo de lavagem

Sintese de peptideos Sintese peptidica enantiosseletiva

Téxtil Desenvolvimento de textura

Couro Processamento do couro

Biorremediagé&o Tratamento de esgoto

Farmacéutica Anticancer, anti-inflamatdérios, agentes coagulantes
Outras Recuperacao de prata, desgomagem da seda

1.1.4. Identificagcdo de proteases
Hoje, uma das metodologias mais utilizadas na identificacdo de novas proteases e de
outras enzimas é o sequenciamento e anotacdo de genomas, onde a funcéo de proteina é

anotada de acordo com a similaridade de sequéncias. Entretanto, esse tipo de metodologia
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gera muitas sequéncias hipotéticas que dificilmente serdo caracterizadas, ndo fornecendo,
dessa forma, informacéo definitiva. Além disso, ocorrem muitos erros em anotacdes, onde
genes com alta similaridade produzem proteinas que catalisam reacdes essencialmente
diferentes. O banco de dados MEROPS atualmente restringiu as sequéncias adicionadas
somente aquelas que venham de proteinas caracterizadas ou de hipotéticas provenientes
de organismos de interesse comercial e médico (KUZNETSOVA et al., 2005; PROSSER et
al., 2014; RAWLINGS et al., 2018).

Outras metodologias de identificacdo de proteases baseiam-se em ensaios de
atividade da enzima. Um deles é o realizado in vitro com a enzima purificada, cuja
sequéncia pode ter sido obtida a partir de genes hipotéticos. Seu maior problema é que
requer, pelo menos, um conhecimento basico prévio do tipo de reacdo catalisada e da
especificidade do substrato. Logo, apresenta aplicabilidade limitada (PROSSER et al.,
2014). Varredura em bibliotecas metagenbmicas também é uma metodologia bastante
utilizada. Nesse caso, sdo realizados diversos tipos de ensaios com os clones de forma a
detectar a atividade desejada. Como correspondem a sequéncias de DNA ndao muito
grandes, em teoria ndo é dificil supor qual o gene responsavel pela atividade (IQBAL et al.,
2014).

2.2. INIBIDORES DE PROTEASES

Apesar das funcdes vitais desempenhadas pelas proteases, a degradacao
descontrolada das proteinas pode ser muito prejudicial a célula. Existem varios mecanismos
gue limitam a protedlise indesejada, sendo 0 mais importante entre eles as interacées das
enzimas com proteinas ou outras substancias que as inibem, os quais sdo denominados de
inibidores (RAWLINGS, 2010). Os inibidores de proteases, assim como as proteases,
podem ser classificados em familias, onde leva-se em consideracdo a homologia de
sequéncias, e em cla@s onde é levado em consideracao o tipo de dobramento. A forma como
os inibidores proteicos interagem com a protease pode variar grandemente, embora duas
formas gerais possam ser reconhecidas: (1) reacdes irreversiveis do tipo armadilha, onde a
inibicdo depende da clivagem de uma ligagcdo peptidica interna do inibidor, levando a uma
mudanca conformacional e ao aprisionamento da protease. E classificada como irreversivel
porque ndo ha reparagdo da modificacdo sofrida pelo inibidor. As trés familias de inibidores
que apresentam esse tipo de inibicdo compreende as serpinas, as a,-macroglobulinas, e as
proteinas p35; (2) reacdes reversiveis de ligacdo forte, onde ha interacdo forte entre o
inibidor e o sitio ativo da protease. Nesse caso uma regido do inibidor liga-se a enzima de
uma forma semelhante ao substrato (RAWLINGS et al., 2004).
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2.2.1. a,-macroglobulinas (A2M)

As a,-macroglobulinas compreendem uma familia de proteinas de alta massa
molecular (monémeros com mais de 1400 residuos de aminoacidos) e multidominio que
funcionam como inibidoras de amplo espectro de proteases, onde sua inibigdo independe do
mecanismo catalitico da endopeptidase envolvida. Em sua maioria possuem uma ligacédo
tioéster (grupo funcional R-S-CO-R’) interna critica ao seu funcionamento, formada entre as
cadeias laterais de uma cisteina e de uma glutamina localizada trés residuos a frente na
sequéncia (Figura 2) (DOAN & GETTINS, 2008; GARCIA-FERRER et al., 2015; GOULAS et
al., 2017). Estéo presentes em todos os tipos de metazoarios, sendo encontradas tanto na
circulacdo de vertebrados e invertebrados como nos ovos de répteis e aves (SOTTRUP-
JENSEN, 1989; DOAN & GETTINS, 2008). Também estdo presentes em alguns procariotos,
tais como bactérias gram-negativas patogénicas e colonizadoras de eucariotos superiores
(BUDD et al., 2004; NEVES et al., 2012). Entretanto, encontram-se ausentes em arquéias,
protozoarios, fungos e plantas (GOULAS et al., 2017). A atividade inibitéria das A2M ocorre
por meio do aprisionamento fisico das proteases que se segue apds a clivagem de uma
regido de isca, embora haja uma variagdo entre 0 mecanismo eucariético e o procariético
(MARRERO et al., 2012; GARCIA-FERRER et al., 2015). Nesses mecanismos o tioéster
reage com a protease, ligando-se covalentemente a ela (DODDS&ALEX LAW, 1998).

Tioéster

Figura 2. Ligagéo tioéster formada pelas cadeias laterais dos residuos de cisteina 1179 e
glutamina 1182. A ligacdo é a responsavel por ligar covalentemente a protease a A2M.
Adaptado de WONG & DESSEN, 2014.
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2.2.1.1. a,-macroglobulinas eucariontes

As A2M de vertebrados séo glicoproteinas tetraméricas compostas de subunidades
idénticas, onde cada par de subunidades ¢é ligado, via ligacao dissulfeto, e interage de forma
ndo covalente com um par adjacente (SOTTRUP-JENSEN, 1989; KOLODZIEJ et al., 2002).
As A2M, juntamente com as proteinas do complemento (C3 e C4), sdo proteinas da
imunidade inata e formam uma superfamilia de proteinas semelhantes estruturalmente e
evolutivamente relacionadas (WONG & DESSEN, 2014). Ambas possuem a ligacao tioéster
interna (caracterizada pelo motivo conservado CxEQ) (NEVES et al.,, 2012), o que as
possibilita de ligar-se covalentemente ao alvo. Acredita-se que as A2M sejam mais antigas,
tendo em vista que as A2M estdo presentes em moluscos e artropodes, 0s quais ndo
possuem a proteina C3. Sabe-se que a C3 originou-se a partir de duplicagdo génica da A2M
(DODDS & ALEX LAW, 1998).

A a,-macroglobulina humana é a mais estudada dentre as eucarioticas. Sintetizada
pelo figado, é encontrada na circulagdo em uma alta concentracdo, equivalendo a
aproximadamente 3% do total de proteinas plasmaticas (GOULAS et al., 2017). E composta
por quatro subunidades de 180 kDa cada, ordenadas em dimeros os quais ligam-se entre si
através de ligacoes dissulfeto (DODDS & ALEX LAW, 1998; MARRERO et al., 2012). Na
sua forma inativa, o tetramero consegue acomodar peptidases dentro de si. O mecanismo
se inicia quando, |4 dentro, a protease cliva uma regido de isca chamada de BRD (bait
region domain). O dominio BRD contém 39 residuos de aminoacidos com muitos potenciais
sitios de reconhecimento, de modo que mesmo as proteases que possuam especificidade
rara possam ser capturadas. ApGs a clivagem, o tetramero sofre uma drastica modificacéo
conformacional dando origem a sua forma induzida, resultando no aprisionamento da
protease em seu interior, em um mecanismo conhecido como do tipo "planta carnivora”
(Venus flytrap). A clivagem da regido de isca expfe a ligacao tioéster (que se encontra no
dominio TED- thioester domain) que até entdo encontrava-se enterrada no interior da
proteina. A amina de uma lisina da superficie da protease reage com o tioéster, clivando-o e
ligando as duas proteinas covalentemente (MARRERO et al., 2012; GARCIA-FERRER et
al., 2015; GOULAS et al., 2017). Nesse processo ha a ligacdo do carbonil-y do residuo de
glutamina com o grupamento amino da lisina, formando uma ligacdo do tipo isopeptidica
(Figura 3) (QUIGLEY et al., 1991). A inducdo da A2M leva a exposi¢cdo do dominio de
ligacdo ao receptor (RBD- receptor-binding domain), o qual se liga a receptores de
superficie das células levando a remocédo da A2M e da protease da circulagdo. O rearranjo
conformacional também pode ser obtido pelo tratamento da proteina com metilamina, um
nucledfilo pequeno capaz de inativar a ligacdo tioéster (WONG; DESSEN, 2014). Nessa
conformacdo a regido de isca encontra-se intacta porém a proteina ndo mais reage com

outras proteases porque ja encontra-se fechada. Outras A2M tetraméricas operam de forma
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similar a humana, sendo descrita de varios mamiferos, aves, anfibios, répteis e
invertebrados (GOULAS et al., 2017).

Estado nativo Estado nascente Estado induzido

=) S

Regido de isca exposta Ligagao tioéster exposta Ligacdo covalente &-lysyl-y-glutamyl

Figura 3. Mecanismo esquemaético da inibicdo de proteases realizada pela A2M humana. No
estado nativo o tetrdmero apresenta-se aberto com a regido de isca acessivel a protease
(Pac-Man amarelo). Uma vez que a protease cliva a isca, a ligacao tioéster se torna exposta
de forma a ficar acessivel a lisina da superficie da protease, levando a formagéo da ligagéo
covalente entre a lisina e a glutamina. A mudancga estrutural induzida pela ligagdo de ambas
leva ao fechamento do tetrdmero e aprisionamento da protease. Imagem adaptada de
GOULAS et al., 2017.

2.2.1.2. ay-macroglobulinas bacterianas

Encontradas em bactérias patogénicas e colonizadoras de metazoarios, as A2M
bacterianas foram provavelmente adquiridas por meio de transferéncia horizontal génica a
partir de eucariotos superiores. Acredita-se que teriam ocorrido algumas poucas
transferéncias iniciais com o gene se espalhando para outras bactérias colonizadoras por
meio de, pelo menos, dez eventos separados de transferéncia horizontal (BUDD et al.,
2004). Encontram-se ancoradas na membrana interna de bactérias gram-negativas viradas
para o espaco periplasmético onde funcionariam como um sistema imune inato rudimentar
(WONG; DESSEN, 2014; GOULAS et al., 2017). A A2M bacteriana também possui 0 motivo
CXEQ e é codificada por um gene localizado proximo ao gene que codifica para a proteina
ligante de penicilina c1 (PBP 1c), uma proteina que desempenha papel chave na sintese de
peptideoglicano. Tal observacao leva a crer que ambas as proteinas provavelmente atuam
em conjunto durante a infec¢do, onde a A2M protege a bactéria contra proteases e a PBP
1c age no reparo da parede celular em caso de ruptura (NEVES et al., 2012; WONG &
DESSEN, 2014). Além disso, estudos com a A2M de E. coli (ECAM) revelaram que as
células do tipo selvagem tém uma maior taxa de sobrevivéncia do que aquelas knockout
para o gene da ECAM (GARCIA-FERRER et al., 2015).
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As A2M bacterianas sdo monoméricas e, apesar de compartilharem algumas
caracteristicas com as eucarioticas, diferem no modo de agdo. Como demonstrou Garcia-
Ferrer e colaboradores (2015), a captura da protease pela proteina bacteriana ndo ocorre
pelo aprisionamento do tipo “planta carnivora” e sim por meio de um mecanismo do tipo
‘ratoeira” (snap-trap). Nesse caso, a clivagem da regido de isca (a qual apresenta,
aproximadamente, 25 residuos) gera uma mudanca conformacional monomérica, o que leva
a exposicao da ligacao tioéster transformando a A2M em uma estrutura mais compacta que
culmina na ligacdo a protease e seu aprisionamento (Figura 4). Apesar da captura da
protease pela A2M ser considerada como uma inibicdo, ela ndo ocorre para todos os
substratos. Pequenos substratos ainda conseguem ter acesso a protease em seu interior.
Ha somente a inibicdo da protedlise quando os substratos sdo proteinas de alta massa
molecular (DOAN; GETTINS, 2008; GARCIA-FERRER et al., 2015). Ademais, diferente das
eucarioticas, as A2M bacterianas ndo sofrem mudanga estrutural quando tratadas com
metilamina; no seu caso, s6 h4 mudanca para o estado induzido se houver clivagem da

regido de isca (GOULAS et al., 2017).

Regido de isca exposta Ligacao tioéster exposta Ligacdo covalente &-lysyl-y-glutamyl

Estado nativo Estado induzido Estado induzido ligado a protease

o)

Figura 4. Mecanismo esquematico de inibicdo de proteases pela A2M bacteriana. A
clivagem da regido de isca (dominio BRD) expde a ligacao tioéster a qual interage com uma
lisina da superficie da protease (Pac-Man amarelo) ligando ambas covalentemente. Imagem
adaptada de GOULAS et al., 2017.

2.2.1.2.1. ap-macroglobulina de Salmonella enterica ser. Typhimurium

Wong & Dessen (2014) resolveram, por difracdo de raios X, a estrutura
cristalografica da A2M da bactéria Salmonella enterica. A proteina de 180 kDa e 1644
residuos apresenta 13 dominios, dentre eles o TED e o BRD, que estdo também presentes
nas versdes eucaribticas. Entretanto, apresenta os dominios MG1 e MG2, que s&o Unicos as
bactérias. Tendo em vista que seu N-terminal € ancorado a membrana interna bacteriana,

0s autores acreditam que tais dominios fornecem maior liberdade de movimento na captura
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de proteases, sendo, portanto, uma adaptacdo desenvolvida pelas bactérias a localizagéo
ancorada, diferente da eucarionte, que encontra-se no sistema circulatorio.

A estrutura cristalogréfica revelou que o seu motivo tioéster possui uma leucina no
residuo variavel (CLEQ) e que ha um bolsdo ao redor do tioéster composto por residuos
aromaticos e hidrofébicos, os quais o protegem da hidrélise pela agua. Além disso, os
autores conseguiram confirmar que para que haja uma captura efetiva da protease o tioéster
necessita estar intacto. Nesse caso, eles criaram um mutante com sitio de clivagem da
protease TEV, e realizaram dois testes, onde no primeiro inocularam a TEV com a A2M
nativa e no segundo a TEV com a A2M tratada com metilamina que, como ja citado
anteriormente, inativa a ligagcdo tioéster. Os autores verificaram por SDS-PAGE e por

espectrometria de massas que a TEV encontrava-se ligada somente a A2M nativa.

Figura 5. Estrutura cristalografica da A2M de S. enterica ser. Typhimurium. Estrutura geral
da A2M exibida da forma nativa, antes da reacdo com proteases. O sitio do tioéster esta
enterrado na interface entre os dominios TED e MG10. Adaptado de WONG & DESSEN,
2014.
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3. JUSTIFICATIVA

As proteases sdo uma das mais importantes classes de enzimas, atuando em
diversos processos biolégicos. Sdo fundamentais desde a coagulacdo do sangue (KRARUP
et al., 2007), até na metastase de células tumorais (DASS et al, 2008). Além disso, séo
proteinas de alto interesse industrial, sendo aplicadas nos mais distintos processos (LI et al.,
2012).

A utilizagdo da a,-macroglobulina no isolamento de proteases a partir de diferentes
fontes celulares pode ser uma importante ferramenta no entendimento do papel dessas
enzimas em diversos processos bioldgicos, sejam eles fisiol6gicos ou de patogenicidade.
Além disso, podem servir como uma ferramenta de descoberta de novas proteases. Embora
muitas espécies jA possuam seu genoma sequenciado e muitas proteases sejam anotadas a
partir de alta identidade em alinhamentos, poucas sdo confirmadas como proteases por
métodos bioquimicos (RAWLINGS et al., 2014). Logo, o uso da A2M também pode auxiliar a
caracterizar proteases até entéo hipotéticas.

Embora técnicas de identificacdo de proteases semelhantes ja tenham sido
desenvolvidas com outros inibidores (SATHLER et al., 2010), elas séo limitadas a
identificacdo das proteases pertencentes somente a classe na qual o inibidor atua. Por outro
lado, as a,-macroglobulinas, por inibirem todos os tipos de protease, configuram-se como
uma opc¢do mais vantajosa. Sua utilizacdo com o propdsito de identificar proteases podera

ajudar significativamente no aumento do conhecimento dessa classe de enzimas.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizagdo biofisica de uma ay-macroglobulina de Salmonella enterica ser.

Typhimurium heteréloga e avaliacdo do seu potencial uso na selecéo e identificagdo de

proteases.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Expressdo da a,-macroglobulina de S. enterica em Escherichia coli BL21
(DE3);

Purificacdo da a,-macroglobulina por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (Ni**) seguido por cromatografia por exclusdo molecular;
Caracterizacdo estrutural e de estabilidade da a,-macroglobulina por analises
de dicroismo circular, fluorescéncia e ultracentrifugacao analitica;

Criacdo de uma metodologia de identificacao de proteases utilizando a a,-
macroglobulina;

Validacdo da metodologia de identificacdo de proteases.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. EXPRESSAO DO GENE QUE CODIFICA PARA A a,-MACROGLOBULINA DE S.
enterica

5.1.1. Transformacé&o de células de E. coli BL21 (DE3) pelo método de choque térmico

A construcao contendo o gene da a,-macroglobulina foi cedida pela Dra. Andréa
Dessen, do Instituto de Biologia Estrutural da Universidade Grenoble Alpes, Franca. Foi
utilizado para a expressao o vetor pET28a, o qual confere a proteina heter6loga uma cauda
com seis residuos de histidina (HisTag 6x) e a capacita a ser purificada utilizando-se uma
coluna de afinidade a niquel (Ni**). O gene compreende a proteina dos residuos 19 a 1644,
tendo sido retirado os residuos do N-terminal que compreendem o peptideo sinal e a LAGC
lipobox.

Para a transformacdo das células bacterianas, ~60 ng do vetor construido foi
misturado a 100 uL de células de E. coli BL21 (DE3) competentes (D.O.go0 de ~9,0). A
mistura foi incubada em gelo por aproximadamente 45 minutos e em seguida submetidas a
42°C durante 90 segundos. Apos o choque térmico, as células foram novamente incubadas
em gelo por 5 minutos. Logo apds, 900 yL de meio de cultura LB (peptona de caseina 1%
(m/v), NaCl 1% (m/v) e extrato de levedura 0,5% (m/v)) foi adicionado as células e essas
foram incubadas a 37°C durante 1 h. Posteriormente, 100 uL de células foram plaqueados
em placa de Petri contendo 25 mL de meio LB sélido (peptona de caseina 1% (m/v), NaCl
1% (m/v), extrato de levedura 0,5% (m/v) e agar 2% (m/v)), acrescido de canamicina (100
pg/mL). A canamicina age como o marcador de selegdo, ou seja, seleciona positivamente
agueles clones que foram transformados, tendo em vista que o vetor pET28a confere a

bactéria resisténcia a esse antibidtico.

5.1.2. Inducéo da expressdo em um clone positivo

Foi selecionada uma colénia positiva (transformada com o vetor) proveniente da
transformacéo das células BL21 (DE3) descrita no Item 5.1.1. Essa coldnia foi inoculada em
5 mL de meio LB liquido acrescido de 100 ug/mL de canamicina e incubada a 37°C
overnight, sob agitacdo (220 r.p.m). A partir desse in6culo foram feitos estoques de célula
em glicerol 20% (v/v) (120 uL de células com 80 uL de glicerol 50% (v/v)) sendo em seguida
armazenadas a -80°C. Para a expressao, um desses estoques foi inoculado em 250 mL de
meio LB acrescido de 100 yg/mL de canamicina. A cultura foi incubada a 37°C sob agitacéo
de 220 r.p.m. até atingir D.O.gyq entre 0,6-0,8, quando foi induzida com IPTG 1 mM. A

expressao ocorreu durante 16 horas (overnight) a 25°C.

30



31

A expressao foi confirmada por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 10%
(m/v) (SDS-PAGE). As amostras a serem analisadas foram misturadas ao tamp&o Laemmli
(60 mM Tris-HCI pH 6.8, SDS (dodecil sulfato de sédio) 2% (m/v), B-mercaptoetanol 5%
(v/v), glicerol 40% (v/v) e azul de bromofenol 0,01% (m/v)) e fervidas durante 5 min. O gel
separador 10% (m/v) foi preparado utilizando-se 3 yL de TEMED, 150 yL de SDS 10%
(m/v), 50 yL de PSA (persulfato de aménia) 10% (m/v), 1,25 mL de Tris-HCI pH 8,8, 1,6 mL
de acrilamida 30% (m/v) e 2,1 mL de agua destilada. O gel concentrador 5% (m/v) foi
preparado utilizando-se 75 pL de SDS 10% (m/v), 3 yl de TEMED, 25 pL de PSA 10% (m/v),
340 pL de Tris-HCI pH 6,8, 420 uL de acrilamida 30% (m/v) e 1,75 mL de agua destilada. 20
ML de cada amostra foram adicionados a canaleta do gel, o qual foi corrido em tampéao de
corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM e SDS 0,1% (m/v)) a aproximadamente 160 V e 45
mA. Terminada a corrida o gel foi corado com solugdo de Commassie (commassie brilliant
blue R-250 0,1% (m/v), metanol 50% (v/v) e &cido acético 10% (v/v)) overnight e descorado
com acetato 20% (v/v). As amostras analisadas corresponderam separadamente ao pellet
(parcela insolavel) e sobrenadante (parcela solluvel) obtidos apds a lise celular realizada no
item 5.2.1.

5.2. PURIFICACAO DA a,-MACROGLOBULINA
5.2.1. Purificacdo por meio de cromatografia de afinidade a metal imobilizado (Ni*)

Os 250 mL de expressao (Item 5.1.2.) foram centrifugados a 5000 x g durante 10
minutos, com o sobrenadante sendo descartado e o pellet ressuspendido em tampéao fosfato
de sddio (NaH,PO, 50 mM e NaCl 300 mM, pH 7,5) seguindo uma proporcdo de 4 mL de
tampdo para cada grama de pellet. Em seguida adicionou-se os inibidores de protease
aprotinina (0.7 pg/mL), pepstatina (0.7 pyg/mL), PMSF (1mM) e leupeptina (0.5 pg/mL). As
células ressuspensas foram entdo ultrasonicadas (ultrasonicador S250A, Branson
Ultrasonics) durante 15 min, com dutycicle de 20% e a amplitude de 30%. Apos a lise, o
pellet foi separado do sobrenadante por centrifugacdo a 7000 x g durante 40 minutos. O
pellet foi descartado e o sobrenadante filtrado em uma membrana com poro de 0,45 ym.

A purificacdo foi realizada utilizando-se o equipamento AKTA Purifier (GE
Healthcare) e a coluna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare). O tampé&o fostato de sédio foi
utilizado como tampéo de ligacdo e de eluicdo, com o diferencial de que o de eluicdo era
acrescido de 500 mM de imidazol. A amostra filtrada foi injetada na coluna em um fluxo de 1
mL/min. Para a remog¢do de proteinas contaminantes a coluna foi submetida a diversas
lavagens com diferentes concentracfes de imidazol. A eluicdo da a,-macroglobulina ocorreu

a partir de 100 mM de imidazol.
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5.2.2. Purificacdo por meio de cromatografia de exclusdo molecular (SEC)

Foi realizada uma segunda etapa de purificacdo, desta vez por exclusdo molecular, a
fim de remover proteinas contaminantes que foram eluidas junto com a a,-macroglobulina
da coluna de afinidade. Toda a proteina eluida no Item 5.2.1. foi concentrada em 500 uL
utilizando-se um Vivaspin 50 (Sartorius) com cutoff de 30 kDa. Utilizando-se o equipamento
AKTA Purifier (GE Healthcare), os 500 yL de amostra foram injetados na coluna Superdex
200 10/300 GL (GE Healthcare) em um fluxo de 750 pyL/min, o qual foi mantido durante toda
a purificacdo. Foi utilizado o mesmo tampao fosfato de sodio descrito no Item 5.2.1. A
purificacdo foi confirmada por meio de SDS-PAGE 10%, seguindo o protocolo descrito no

Item 5.1.2. A concentragdo da proteina foi determinada de acordo com a Equacéo 1:

Equacdo 1: C (mg/mL) = 10 X Asgo/ Aggo™”

Onde C é a concentracdo em mg/mL, A,z € a absorbancia a 280 nm e Ayx'” é a
absorbancia da proteina a 280 nm quando a 1%, cujo valor teérico para a A2M é de 12,73
UA.mL/mg.

5.3. TESTES DE CAPTURA DE PROTEASES PELA a,-MACROGLOBULINA
5.3.1. Teste de captura de tripsina em solucéo

Para certificar-se que a A2M encontrava-se em sua estrutura nativa, ou seja, com
capacidade de aprisionar proteases, a mesma foi incubada com a protease tripsina suina
(em tampéo fosfato de s6dio 50 Mm e NaCl 300 mM) em uma propor¢do molar de 1:10
(tripsina:a,-macroglobulina) durante aproximadamente 10 minutos. A concentracdo de
ambas foi calculada como descrito no Item 5.2.2. (A,g'* da tripsina: 15,9 UA.mL/mg). Logo
apés, a amostra foi injetada em uma coluna de exclusdo molecular seguindo os passos
descritos no Item 5.2.2. Os picos eluidos foram coletados e submetidos a um teste de
atividade da tripsina utilizando-se o substrato BAPNA (Na-Benzoyl-L-arginine 4-nitroanilide
hydrochloride, Sigma). Devido ao fato da protease, quando aprisionada dentro da A2M,
ainda apresentar atividade contra pequenos substratos, o uso do BAPNA, que possui
somente 434.88 Da, confirma a presenca da tripsina aprisionada quando testada nos picos
eluidos em volumes proximos ao equivalente a A2M. O teste de atividade foi feito em uma
microplaca de 96 pogos, onde foi pipetado 80 uL de cada pico eluido e 200 uL da solugéo
de BAPNA (BAPNA 0,8 mg/mL, Tris-HCI 100 mM, CaCl, 20 mM, pH 8.2). A A2M pura foi
utilizada como controle negativo e a tripsina pura como controle positivo. A reacdo ocorreu

durante 1 hora a temperatura ambiente (~25°C) e foi finalizada pela adigcdo de 30 pL de
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acido acético 30% (v/v). A atividade foi detectada por meio da leitura da absorbancia a 410

nm.

5.3.1.1. Teste de captura de tripsina no pH 9,0

Para analisar a capacidade da A2M em capturar proteases em pH alcalino, foi
realizado um teste seguindo os passos descritos no item 5.3.1., com a diferenca de que, ao
invés do uso do tampdo fosfato de sédio pH 7,5, utilizou-se durante a purificacdo o tampé&o
Tris-HCI 25 mM acrescido de 150 mM de NaCl no pH 9,0. A A2M, anteriormente purificada
no tampao fosfato, foi dialisada em agua ultrapura e ressuspedida no tampao tris pH 9,0.

5.3.1.2. Analise do perfil eletroforético do complexo A2M-Tripsina

Para analisar o perfil eletroforético da A2M quando ligada a tripsina foi feito um gel
de poliacrilamida em condi¢cdo nativa utilizando-se o protocolo descrito em 5.1.2, com
algumas modificagBes. Nesse caso, houve a substituicdo do SDS 10% no preparo do gel por
agua, a nao utilizacdo de SDS no tampéo de corrida, o ajuste de seu pH para 7,5, bem
como a utilizacdo do tampé&o de amostra nativo (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, glicerol 40% (v/v)
e azul de bromofenol 0,01% (m/v)). A amostra analisada foi a obtida em 5.3.1.

5.3.2. Teste de captura de proteases quando imobilizada em coluna
5.3.2.1. Teste de captura da tripsina

Realizou-se um experimento semelhante ao descrito no item 5.2.1 com o propésito
de verificar a capacidade da A2M em ligar-se a proteases quando imobilizada em coluna de
afinidade. Nesse experimento, ~100 nmol de A2M foi injetado na coluna de afinidade a metal
imobilizado (Ni**) em um fluxo de 0,5 mL/min, seguida pela tripsina, em proporc&o molar de
1:1 com a A2M, utilizando-se o mesmo fluxo. A coluna foi em seguida submetida a lavagem
com tampé&o fosfato de s6dio com 50 mM de imidazol, a fim de remover eventuais moléculas
de tripsina ligadas a coluna. A eluicdo da A2M em possivel complexo com a tripsina foi
realizada com 250 e 500 mM de imidazol, respectivamente.

Para certificar que a proteina eluida encontrava-se ligada a tripsina realizou-se o

ensaio de atividade descrito no item 5.3.1. A reacdo ocorreu durante 1 h.

5.3.2.2. Teste de captura de proteases em extratos celulares

Confirmada a capacidade da A2M em ligar-se a tripsina quando imobilizada em
coluna, testou-se a possibilidade de sua utilizacdo na captura de proteases em extratos
celulares. Nesse experimento foram utilizados extratos de Escherichia coli (BL21 DE3),

Pichia pastoris (X33) e semente de Vigna unguiculata (feijdo-de-corda).
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5.3.2.2.1. Preparo das amostras

Para o preparo do extrato de E. coli uma col6nia foi inoculada em 250 mL de meio LB
e crescida por ~16 h a 37°C e 220 rpm. Logo apos, a cultura foi centrifugada por 15 min a
5500 x g e o pellet ressuspendido em 10 mL tampao fosfato de sédio. As células foram
lisadas por ultrasonica¢do durante 15 min a amplitude de 30% e dutycicle de 20%. Em
seguida a amostra foi centrifugada a 7500 x g por 45 minutos. O pellet foi descartado e o
sobrenadante filtrado em uma membrana com poro de 0,45 pym.

Para o extrato de P. pastoris uma colbnia foi inoculada em 200 mL de meio YPD
(extrato de levedura 1% (m/v), dextrose 2% (m/v), peptona 2% (m/v)) e crescida por ~72 h a
30°C e 200 rpm. Em seguida a cultura foi centrifugada por 15 min a 5500 x g e o pellet
ressuspendido em 50 mL de tampao fosfato de sédio. As células foram lisadas por
ultrasonicacdo a amplitude de 40% e dutycicle de 30% por 30 minutos. A cada 5 min de lise
era realizada uma pausa de 5 min para evitar o aquecimento da amostra. Em seguida a
amostra foi centrifugada a 7500 x g por 45 minutos. O sobrenadante foi entdo filtrado em
uma membrana com poro de 0,45 uym

No preparo do extrato de V. unguiculata, 25 g de feijao triturado foi adicionado a 100
mL de tampdo fosfato de sodio 50 mM (acrescido de 300 mM de NaCl). O feijdo foi
misturado ao tampéo utilizando-se um liquidificador por aproximadamente 2 min, em
poténcia maxima. Em seguida a mistura foi filtrada utilizando-se um pano umedecido e
centrifugada a 7500 x g por 30 minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante obtido foi
filtrado utilizando-se uma membrana com poro de 0,45 um.

Mediu-se a concentracdo proteica dos trés extratos utilizando-se o método de
Bradford (BRADFORD, M.M., 1976), onde a curva padrdo utilizada no célculo da

concentragéo encontra-se no Apéndice Il.

5.3.3.2.2. Cromatografia utilizando a A2M imobilizada

Para todos os testes utilizou-se uma propor¢cdo massa/massa de 1:5 entre A2M e os
extratos, onde para os extratos de P. pastoris e E. coli utilizou-se ~2 mg de A2M e para o de
V. unguiculata, ~1 mg. Os testes foram realizados utilizando-se o tampé&o fosfato com e sem
imidazol descrito no item 5.2.1. A A2M foi injetada na coluna de afinidade HisTrap HP de 1
mL (GE Healthcare), seguido pela injecdo dos extratos, ambos a um fluxo de 0,5 mL/min.
Em seguida, as proteinas foram eluidas por meio de lavagens da coluna com tampao
contendo 15, 50, 250 e 500 mM de imidazol.

5.3.3.2.3. Preparo das amostras para espectrometria de massas
Amostras eluidas em grandes concentracfes de imidazol foram dialisadas em agua

utilizando-se um Amicon Ultra-0,5 mL (Milipore). Em seguida, a concentracao proteica de
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cada amostra foi determinada utilizando-se o método de Bradford (curva padréo presente
em Apéndice Il). Para a tripsinizagdo das amostras dialisadas diluiu-se 2 pL de tampéo
bicarbonato de aménio 250 mM (pH 8) em 8 pL da amostra seguido pela adicdo de 5 pL de
DTT 100 mM (diluido em tampé&o bicarbonato de amoénio 50 mM) e 55 pyL de tampéo
bicarbonato de amonio 50 mM. A mistura foi incubada a 55 °C por 45 minutos. Terminada a
incubagdo, adicionou-se 25 pL de iodoacetamida 100 mM (diluida em bicarbonato de
amonio) e 25 pyL de tampdao bicarbonato de amoénio. A mistura foi incubada, no escuro, a
temperatura ambiente, por 1 hora. Adicionou-se a tripsina em uma propor¢ao massa/massa
de 1:50 (tripsina:amostra) a partir de um estoque a 0,1 pyg/uL. A reagéo ocorreu a 37 °C por
~18 h. Terminada a reacdo, ocorreu a dialise das amostras utilizando-se Stage Tip c18.
Trés discos da membrana foram adicionados a cada ponteira (p200) utilizada para cada
amostra. As membranas foram umedecidas usando 100 uL de acetonitrila 100% e, em
seguida, equilibradas através de duas lavagens com solug¢éo de TFA 0,1% (v/v), seguido por
centrifugacéo a 7000 x g por 10 min. Logo apoés, adicionou-se as amostras as Stage Tips
seguido pela centrifugagdo a 700 x g por ~ 4 minutos. A Stage Tip foi submetida a trés
lavagens com 100 pL de TFA 0,1% (v/v) seguido por centrifugacdo a 3000 x g por ~5
minutos. Em seguida a amostra foi eluida utilizando-se 20 pyL de tampédo de eluicdo |
(acetonitrila 25% (viv) em TFA 0,1% (v/v)), seguido por 20 pyL do tampéo de eluicédo I
(acetonitrila 50% (v/v) em TFA 0,1% (v/v)) e finalizado com 20 pyL de tampao Il (acetonitrila
100%). Ap6s a adicao de cada tampdao centrifugou-se a 700 x g por ~5 min. As amostras
foram secas utilizando-se um SpeedVacuum (SPD1010, Thermo Fischer scientific).

5.3.3.2.4. Analise do conteudo proteico utilizando espectrometria de massas

Apls a secagem das amostras, as mesmas foram ressuspendidas em 10 yL de 4gua
ultrapura e analisadas por espectrometria de massa, utilizando um espectrébmetro do tipo
MALDI-TOF/TOF (Autoflex Speed, Bruker Daltonics). Foi aplicada em uma placa de MALDI,
para cristalizacdo do material, uma mistura de uma solucdo de matriz (10 mg.mL™ de &cido
alfa-ciano-4-hidroxicindmico em 50% (v/v) de acetonitrila e 0,3% (v/v) de TFA) com 1 pL de
cada uma das amostras, em uma proporcao de 3:1. O mesmo procedimento foi realizado
com uma solucdo de calibrantes externos (Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonics).
ApOs a calibracdo do equipamento, as amostras foram analisadas e seus espectros de MS
obtidos em modo positivo refletido, com faixa de massa/carga de 700-5600 m/z. Apos
confirmacdo da razdo massa/carga, os espectros de MS/MS foram obtidos a partir da
fragmentagdo dos ions precursores, via LIFT (Suckau et al., 2003). Os espectros gerados
foram analisados por meio do programa FlexAnalysis (Bruker Daltonics). Esta atividade foi

realizada na Universidade Catdlica de Brasilia, pelo professor Dr. Marcelo Ramada.
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5.4. ANALISE DE ESTRUTURA SECUNDARIA E TERMOESTABILIDADE POR
DICROISMO CIRCULAR

Utilizou-se para as medidas de dicroismo circular um espectropolarimetro Jasco J-
815 provido de um sistema de controle de temperatura Peltier. Os ensaios foram realizados
com os tampdes acetato de sodio (2 mM, pH 4,0) e Tris-HCI (2 mM, pH 7,5 e 9,0) com a
proteina na concentracdo de 0,12 mg/mL. Para a obtencdo dos espectros utilizou-se uma
cubeta de 0,1 cm. Utilizando-se a Equacéo 2 calculou-se as elipticidades molares a partir

das elipticidades obtidas:

Equacéo 2: [6] (grau.cm?.dmol™)= 115.a/10.C.|

Sendo, a o sinal dicréico em miligraus, C a concentracdo da amostra (mg/mL) e | o
trajeto Gtico (cm) da cubeta utilizada. Primeiro foram gerados espectros a 25 °C seguido
pela desnaturacgdo térmica a qual foi conduzida de 25 °C a 95 °C para todos os pHs. A partir
das curvas obtidas a estabilidade térmica da proteina foi determinada. Para estipular o
percentual de estrutura secundaria realizou-se a deconvolug¢éo dos espectros utilizando-se o
programa CDNN (BOHM, 1997).

5.5. ANALISE DO EFEITO DO pH NA ESTRUTURA TERCIARIA POR MEIO DE
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
As medidas de fluorescéncia foram feitas utilizando-se um espectrofluorimetro Jasco
FP-650. A amostra foi excitada em 295 nm e os espectros de fluorescéncia obtidos na faixa
de 300-400 nm, a 25 °C. Modificagdes conformacionais da A2M foram analisadas em
diferentes pHs, no intervalo de 3,5 a 9,0, com incrementos de 0,5. Tampao acetato de sédio
(10 mM) foi utilizado entre os pH 3,5-6,0 e Tris-HCI (10 mM) entre os pH 6,5-9,0. A
concentracdo de A2M utilizada foi de 0,023 mg/mL. Os valores obtidos para as linhas de

base de cada pH foram subtraidos dos valores encontrados.

5.6. ANALISE POR ULTRACENTRIFUGAQAO ANALITICA DA A2M E DO COMPLEXO
COM TRIPSINA
Os experimentos de ultracentrifugacdo analitica por velocidade de sedimentacdo
(UCA-SV) foram realizados a 20,000 rpm em uma ultracentrifuga analitica ProteomelLab XL-
A/XL-l (Beckman Coulter, EUA), equipada com um rotor de titnio An-60 Ti de quatro
posicbes (Beckman, EUA). O rotor foi equilibrado a 20 °C na camara de vacuo e foram
usadas células de aluminio padrdo com uma pec¢a central de duplo canal e janelas de
quartzo. Os dados de varredura de absorbancia foram adquiridos a 280 nm com resolugéo

radial de 20 um, em intervalos de 5 minutos para cada leitura da amostra. As analises foram
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realizadas usando a proteina A2M pura e complexada com a tripsina em tampao fosfato de
sédio 0,05 M pH 7,5 contendo 0,3 M de NaCl. Solugbes de proteinas (500 uL) de A2M pura
e do complexo (obtido conforme o item 5.3.1.) foram usadas nas seguintes concentracoes:
2,18 uM; e 6,53 pM para a A2M; e 1,86 pM para complexo A2M-tripsina.

O software SEDENTERP (http://bitcwiki.sr.unh.edu/) foi usado para estimar o volume
especifico parcial da proteina (u), a densidade (p) e a viscosidade (n) da solugéo. As
varreduras radiais coletadas foram analisadas usando o modelo de analise de distribuicdo
continua do coeficiente de sedimentagéo (cs) pelo software SEDFIT v14.7. Todos os
parametros foram permitidos flutuar livremente. O c( foi calculado usando a corregéo
apropriada para a viscosidade e densidade da agua a 20 °C (Syw). A distribuicdo c(s) foi

convertida em ¢ (Sy ) usando o software SEDFIT.
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6. RESULTADOS
6.1. INDUCAO DA EXPRESSAO E ANALISE DA SOLUBILIDADE

A expressdao foi realizada por meio da inoculagdo de um clone positivo em meio LB e
para a inducdo utilizou-se IPTG 1 mM. Na figura 6 € possivel observar que ndo havia
producdo da proteina antes da adicdo do indutor, um indicativo de que as bandas
encontradas apés a inducdo correspondem a proteina heteréloga. Além disso, observa-se
gue a A2M esté presente na parcela insoltvel do lisado, possivelmente formando corpos de
inclusdo. Todavia, isso ndo configura-se como um problema, visto que a parcela soltvel, ou
seja, da proteina na sua estrutura nativa, € muito maior. A formacdo de trés bandas
equivalentes a A2M no gel da figura 6 se deve ao fato da proteina sofrer autélise quando
fervida, uma caracteristica das proteinas que possuem a ligacao tioéster interna. A autolise
gera dois fragmentos, um de 130 kDa e outro de 50 kDa. A outra banda visualizada na figura

6, de 180 kDa, equivale a proteina intacta.

1 o) 3 MM MW (kDa)
-200
-150
-120
-100

Figura 6. SDS PAGE 10% mostrando o perfil proteico das células BL21 (DE3)
transformadas com o vetor pET28a construido. 1: Perfil proteico antes da inducéo; 2: Perfil
proteico da parcela insoltvel; 3: Perfil proteico da parcela solavel; MM: Marcador de massa
molecular. As setas brancas indicam as trés bandas esperadas ap0s a fervura da amostra,
sendo uma de 180 kDa, uma de 130 kDa e uma de 50 kDa.
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6.2. PURIFICACAO DA a,-MACROGLOBULINA
6.2.1. Purificacdo por meio de cromatografia de afinidade a metal imobilizado (Ni%")

A presenca de uma cauda com seis residuos de histidina (HisTag 6x) capacitou a
proteina a ser purificada por meio de cromatografia de afinidade ao niquel. Durante a
purificacdo a coluna foi lavada com diferentes concentragbes de imidazol (agente que
compete com as histidinas pela interagdo com o Ni*") a fim de remover proteinas
contaminantes que tenham interagido com a resina. Como observado na Figura 7, dois
picos de proteina (picos 2 e 3) foram eluidos nas concentracdes de imidazol de 10 e 50 mM.
Como visualizado na figura 8, tais picos ndo correspondem a A2M e sim a proteinas
contaminantes. Os trés picos de proteina que foram eluidos nas concentracdes de 100, 250

e 500 mM de imidazol correspondem a A2M, como confirmado por SDS PAGE (Figura 8).

1000 - [\ I
L 100
o m

0 T T T T T T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105

Volume (mL)

3000 500
1 I .

25007 q -400 3

(2]

T (1]

=1

2000 - 3

— L 300 ‘B
= (o]
T 1500 &
- 2 3
2 - 200 =
< 3 &
N

=3

El

=

Figura 7. Cromatograma da purificagdo da op-macroglobulina por afinidade a metal
imobilizado (Ni**). Encontra-se representado em vermelho o aumento gradual na

concentracdo de imidazol ocorrido durante as lavagens da coluna.
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Figura 8. SDS PAGE 10% mostrando os picos eluidos durante a cromatografia de afinidade.
MM: Marcador de massa molecular; 1: Flow Through (proteinas que nao ligaram a coluna)
representado pelo pico 1 na Figura 7; 2: Proteinas eluidas com 10 mM de imidazol (pico 2);
3: Proteinas eluidas com 50 mM de imidazol (pico 3); 4: Proteinas eluidas com 100 mM de
imidazol (pico 4); 5: Proteinas eluidas com 250 e 500 mM de imidazol (picos 5 e 6).

6.2.2. Purificacdo por meio de cromatografia por exclusdo molecular (SEC)

A fim de obter a proteina 0 mais pura possivel realizou-se a cromatografia por
exclusdo molecular. Nesse tipo de cromatografia as proteinas sdo separadas por diferenca
de tamanho. A amostra injetada na coluna compreendeu os picos 4, 5 e 6 obtidos na
cromatografia por afinidade (Figura 7). Houve a eluicdo de dois pequenos picos em
aproximadamente 8 e 10 mL e a eluicdo de um grande pico no volume de ~12 mL (figura 9).
Com a finalidade de analisar o contetdo de tais picos foi feito um SDS PAGE (10%) com as
amostras eluidas. Como visualizado na figura 10, os picos 1 e 2 apresentaram 0 mesmo
perfil de bandas que seria esperado para a A2M. Isso pode indicar que uma pequena
parcela da proteina forma dimeros, tendo em vista que sua eluicdo ocorreu antes do que
seria esperado para a A2M monomérica. De acordo com a curva de calibracdo da coluna
(Apéndice 1), o volume na qual a A2M monomérica foi eluida (~11,76 mL) corresponde a
uma proteina de ~215 kDa, enquanto o volume do pico 2 (~10,05 mL) corresponde a uma
proteina de ~460 kDa. Tal parametro possui uma margem de erro grande, principalmente
pela coluna ser antiga e sua calibracdo ndo muito precisa. Entretanto, tais valores dao certa

dimenséo de que de fato trata-se de um dimero.
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Figura 9. Cromatograma da purificacdo da a,-macroglobulina por exclusdo molecular. 1:
Pico equivalente ao void da coluna; 2: Pico equivalente a um possivel dimero da A2M; 3:

A2M monomérica.
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Figura 10. SDS PAGE 10% mostrando os picos eluidos durante a cromatografia por
exclusdo molecular (Figura 9). Aplicou-se no gel 5 yL de cada amostra. Canaletas 1 a 3:
pico 3; canaletas 4 e 5: pico 2; canaletas 6 e 7: pico 1; canaleta MM: marcador de massa
molecular.
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6.3. TESTE DE CAPTURA DE PROTEASES PELA a,-MACROGLOBULINA
6.3.2. Teste de captura de proteases em solucéao

A capacidade da a,-macroglobulina em ligar-se a proteases foi confirmada por
cromatografia de exclusdo molecular do produto da reagéo dela com a tripsina, seguido por
um teste de atividade da tripsina. Trés picos foram identificados nessa cromatografia (figura
11), o primeiro compreendendo, provavelmente, a um dimero da a,-macroglobulina (figura
13). Tal pico também é observado no cromatograma de SEC da proteina pura (como
descrito em 6.2.2.), apresentando, no entanto, tamanho proporcionalmente menor. Maior
mobilidade eletroforética das bandas equivalentes ao pico 2 foi observada quando
comparado a banda da proteina nativa (figura 13). Além disso, houve uma diferenca de
aproximadamente 1 mL entre o volume de eluicdo da proteina nativa e a complexada. Tal
volume de eluicdo (12,54 mL) corresponderia a uma proteina de ~153 kDa (figura 14) de
acordo com a curva de calibragéo da coluna (ver Apéndice I).

A partir da figura 12 é possivel confirmar que no pico 2 encontra-se a a,-macroglobulina
complexada com a tripsina, visto que a amostra apresentou atividade quando comparado ao
controle negativo. Além disso, possivelmente o pico 3 equivale a parcela de tripsina que néo
ligou-se a a,-macroglobulina, tendo em vista que pareceu apresentar atividade contra o
BAPNA.
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Figura 11. Cromatograma da purificacdo por exclusdo molecular do produto da reacéo entre

a a,-macroglobulina e a tripsina em pH 7,5. Pico 1: Provavel dimero da A2M; Pico 2: A2M

monomeérica; Pico 3: Provavel tripsina pura.
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Figura 12. Teste de atividade da tripsina realizada com o purificado do produto da reacdo
entre a A2M e a tripsina em pH 7,5. C-: Controle negativo; C+: Controle positivo; Pico 1:
Amostra equivalente ao pico 1 da figura 11; Pico 2: Amostra equivalente ao pico 2; Pico 3:

Amostra equivalente ao pico 3.

Figura 13. PAGE nativo mostrando os picos eluidos durante a purificacdo do produto da
reacao entre a a,-macroglobulina e a tripsina. 1: pico 1 (Figura 11); 2 a 4: pico 2; 5: A2M

nativa.
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Figura 14. Sobreposicdao dos cromatogramas obtidos durante a purificagdo da a,-
macroglobulina nativa (preto) e da complexada com tripsina (vermelho) em pH 7,5. E
possivel observar o deslocamento para a direita do pico de eluicdo da A2M quando
complexada.

6.3.2.1. Teste de captura de tripsina no pH 9,0

Para analisar a capacidade da A2M em capturar proteases em pH alcalino realizou-
se o teste de captura da tripsina em pH 9,0. Assim como no teste em pH 7,5 (Figura 11), o
cromatograma em pH 9,0 apresentou a eluigdo de trés picos (figura 15). Entretanto, houve
um deslocamento de ~3 mL no volume de eluigdo dos trés picos, quando comparado ao
experimento anterior. Tendo em vista que parecem se tratar dos mesmos picos, tal diferenca
muito provavelmente esta relacionada a algum erro de sincronia com o0 equipamento
utilizado ou mesmo modificagdo da resina da coluna, a qual ja encontrava-se relativamente
desgastada, com regibes compactadas em suas extremidades. Como verificado na figura

16, a A2M demonstrou capacidade de capturar proteases quando em pH alcalino.
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Figura 15. Cromatograma da purificagdo por exclusdo molecular do produto da reagéo entre
a a,-macroglobulina e a tripsina em pH 9,0.
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Figura 16. Teste de atividade da tripsina realizada com o purificado do produto da reacéo
entre a A2M e a tripsina em pH 9,0. C-: Controle negativo; C+: Controle positivo; 1: Amostra

equivalente ao pico 1 da figura 15; 2: Amostra equivalente ao pico 2; 3: Amostra equivalente
ao pico 3.
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6.3.3. Teste de captura de proteases quando imobilizada em coluna
6.3.3.1. Teste de captura da tripsina

Para testar se a A2M é capaz de ligar-se a proteases quando imobilizada realizou-se
uma cromatografia onde a A2M foi a fase estacionéria e a tripsina foi constituinte da fase
movel. No cromatograma (Figura 17) verifica-se o aparecimento de um pico logo apos a
injecdo da tripsina na coluna, antes do inicio das lavagens com imidazol. Tal pico muito
provavelmente corresponde a tripsina que nao interagiu com a A2M da coluna, como
demonstra o teste de atividade (figura 18).

Quando a coluna foi lavada com 250 mM de imidazol eluiu-se uma frag@o proteica
que apresentou atividade tripsinica préxima a do controle positivo. Tendo em vista que a
tripsina ndo apresenta uma cauda de histidina (His6x), ndo era esperado que a mesma
interagisse com a coluna. Por conta disso, tal fragdo muito provavelmente diz respeito ao
complexo A2M-tripsina. Conforme mostrado na Figura 18, o aumento na absorbancia a 280
nm observado apds a eluicdo da fragdo citada ndo apresentou nenhuma atividade. Tal

absorbéancia muito provavelmente foi ocasionada pela alta concentragédo de imidazol.
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Figura 17. Cromatograma do teste de captura de proteases pela A2M guando imobilizada
em coluna de afinidade (Ni*). O cromatograma retrata a purificacdo a partir da injecéo da
tripsina. 1, 2 e 3 referem-se aos picos eluidos nas concentragfes de pré-50, 250 e 500 mM

de imidazol, respectivamente.
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Absorbancia a 410 nm (U.A.)

Figura 18. Teste de atividade da tripsina realizado com as fragfes eluidas durante o teste
de captura de proteases com a A2M imobilizada em coluna. C-: Controle negativo (A2M
pura); C+: Controle positivo (tripsina pura); 1: Amostra equivalente ao pico 1 da figura 16; 2:
Amostra equivalente ao pico 2; 3: Amostra equivalente ao pico 3.

6.3.3.2. Testes de captura de proteases em extratos celulares

Tal teste foi realizado a fim de verificar se a A2M é capaz de capturar proteases de
extratos quando imobilizada da mesma forma como é capaz de capturar a tripsina pura.
Como o conteudo de proteases de tais extratos € muito diverso, ndo foi viavel a realizacdo
de um teste de atividade como forma de detec¢éo da presenca de proteases. Deste modo,
a espectrometria de massas foi a opcdo escolhida para a deteccdo e identificacdo das

mesmas.

6.3.3.2.1. Cromatografias utilizando a A2M imobilizada

A captura de proteases dos extratos pela A2M foi realizada através de uma
cromatografia na qual a A2M funcionou como fase estacionéaria. Primeiramente a A2M foi
aderida a coluna de afinidade a metal imobilizado (Ni**) através de sua cauda de histidina
(His6x) a qual possui afinidade pelo niquel. Logo apoés, injetou-se na coluna os extratos
celulares de E. coli, V. unguiculata e P. pastoris, seguido por lavagens com um crescente de
imidazol. Nos trés experimentos houve a eluicdo de proteinas em quase todas as
concentracgdes de imidazol utilizadas (figuras 19 a 21). Nas concentra¢cdes mais baixas (15 e

50 mM) é possivel que o eluido contenha contaminagdo por outras proteinas dos extratos
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gue interagiram fracamente com a coluna; j4 nas concentracdes mais altas (250 e 500 mM)
h& uma probabilidade maior de que haja somente a macroglobulina pura ou em interacédo
com outras proteases.
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Figura 19. Cromatograma do teste de identificacdo de proteases em extrato de E. coli
utilizando a A2M imobilizada. A A2M ja encontrava-se ligada & coluna de afinidade por (Ni*")
guando o extrato foi passado. O pico 1 equivale ao flow through, ou seja, aquilo que passou
direto pela coluna, sem interagir. Encontra-se representado em vermelho o aumento gradual

na concentragdo de imidazol ocorrido durante as lavagens da coluna.

48



49

~- 600
2000 1
-500 9
=
(2}
®
=
—~ 1500 - - 400 3
2 0
E ‘ S
: -300 &
S 1000 - 5
2 g
Ke)
- -200 %
500 3
5 3 L/ -100 =
0 T T T T T\ —-0
75 100 125

Volume (mL)

Figura 20. Cromatograma do teste de identificacdo de proteases em extrato de P. pastoris
utilizando a A2M imobilizada. A A2M ja encontrava-se ligada & coluna de afinidade por (Ni*")
gquando o extrato foi passado. O pico 1 equivale ao flow through, ou seja, aquilo que passou
direto pela coluna, sem interagir. Encontra-se representado em vermelho o aumento gradual

na concentracdo de imidazol ocorrido durante as lavagens da coluna.
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Figura 21. Cromatograma do teste de identificagdo de proteases em extrato de V.
unguiculata utilizando a A2M imobilizada. A A2M ja encontrava-se ligada a coluna de
afinidade por (Ni**) quando o extrato foi passado. Durante a cromatografia houve a entrada
de bolhas de ar na coluna, o que ocasionou a variagdo da absorbancia no cromatograma.
Encontra-se representado em vermelho o aumento gradual na concentracdo de imidazol

ocorrido durante as lavagens da coluna.

6.3.3.2.2. Analise do conteldo proteico por espectrometria de massas

As amostras eluidas em altas concentracbes de imidazol foram tripsinizadas e
submetidas & espectrometria de massas para identificar o seu contetdo proteico (Os
espectros de MS e MS/MS encontram-se nos apéndices Ill e IV, respectivamente). As
amostras selecionadas correspondiam, em sua maioria, aqueles picos eluidos com 250 mM
de imidazol (tabela 3). Uma amostra do teste com tripsina (6.3.2) também foi submetida a
espectrometria, a fim de detectar um peptideo que possuisse a ligacao covalente entre a
A2M e a tripsina. Entretanto, tal peptideo nao foi detectado (tabela 4).

Nenhuma protease foi detectada nas amostras analisadas. Como mostra a tabela 4,
nas amostras 1, 2, 3, 4, 8 e 9 todos os peptideos sequenciados correspondiam a A2M.
Entretanto, nas amostras 5, 6 e 7 nenhum peptideo da A2M foi identificado. Nesse caso,
proteinas enddgenas dos organismos usados foram detectados, onde um percursor da

cadeia beta da B-conglicinina foi identificado nas amostras referente a V. unguiculata e o
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fator de elongacgéo Tu para a E. coli. Tal resultado era esperado para a amostra de E. coli,
(amostra 7) tendo em vista que € referente a um pico eluido em baixa concentracdo de
imidazol (50 mM) (figura 19) e, por isso, era mais provavel que contivesse proteinas que
interagiram fracamente com a coluna. Os peptideos encontrados nas amostras de V.
unguiculata foram associados a outras espécies do mesmo género por conta dessa espécie

ainda néo ter tido o seu genoma sequenciado.

Tabela 3. Dados referentes as amostras submetidas a espectrometria de massas. A coluna
“‘guantidade de proteina” refere-se a massa total contida no volume utilizado no
experimento. As amostras do mesmo teste com mesma concentragdo de imidazol referem-

se a primeira e segunda metade dos picos eluidos, respectivamente.

Amostra Teste com: [imidazol] em que a Quantidade de

amostra foi eluida (mM) proteina (ug)
1 A2M pura - 0,08
2 tripsina - 1,12
3 P. pastoris 250 1,56
4 P. pastoris 250 2,06
5 V. unguiculata 250 1,65
6 V. unguiculata 250 1,51
7 E. coli 50 1,26
8 E. coli 250 1,44
9 E. coli 250 1,33

6.4. ANALISES DE ESTRUTURA SECUNDARIA E TERMOESTABILIDADE POR
DICROISMO CIRCULAR
6.4.1. Estrutura secundéria a 25°C em diferentes pH
O percentual de estrutura secundaria da A2M foi avaliado por dicroismo circular, com
o espectro sendo acompanhado de 260-195 nm (de ultravioleta préximo a ultravioleta
distante) para os pH 4,0, 7,5 e 9,0. Os espectros obtidos nos pH 4,0 e 9,0 apresentaram um
sinal dicréico maior que o obtido para pH 7,5 (Figura 22). De acordo com os dados
apresentados na tabela 5 a proteina quando em pH 7,5 apresentou um perfil de estrutura
secundaria bastante proximo daquele determinado pela sua estrutura cristalografica (PDB ID
4U48). Isso sugere que a proteina encontrava-se na forma nativa. Entretanto, nos pH 4,0 e

9,0 houve mudanca na estrutura secundaria da proteina, a qual passou a apresentar menos
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Tabela 4. Proteinas identificadas por espectrometria de massas a partir dos peptideos gerados por tripsinizacdo das amostras obtidas dos
testes com extratos.

Amostras Descricao (proteina/espécie) Numero de acesso (NCBI)  [M+H+] observado Sequéncia e-value
alpha-2-macroglobulin (Salmonella
1,2,348e9 _ 1854.04 VKPGSLASFVSQWEYR 9.00E-08
enterica) WP_052944196.1
alpha-2-macroglobulin (Salmonella
1,2,348e9 . 1979.15 1.00E-09
enterica) WP_052944196.1 LNYPLDINAPTGLWHVR
alpha-2-macroglobulin (Salmonella DAVAALGFQFGNIAEENL
1,2,348e9 _ 2219.21 2.00E-09
enterica) WP_052944196.1 SR
alpha-2-macroglobulin (Salmonella YSDNTQASTFAAQAYAAL
1,2,348e9 . 2332.27 2.00E-09
enterica) WP_052944196.1 VLAR
alpha-2-macroglobulin (Salmonella RVEQAIWPADTLPGIRPQ
1,2,348e9 . 2464.47 3.00E-14
enterica) WP_052944196.1 FAAK
alpha-2-macroglobulin (Salmonella NLDADQLAALEVTNTGSQ
1,2,348e9 . 2525.43 1.00E-14
enterica) WP_052944196.1 PLWLR
beta-conglycinin, beta-chain like
. . 1503.69 0.042
5e6 precursor (Vigna radiata) NP_001304231.1 EQNNPFYFSSDR
beta-conglycinin, beta-chain like
, , 2118.01 6.00E-11
5e6 precursor (Vigna radiata) NP_001304231.1 IPAGTTFFLVNPNDNDNLR
beta-conglycinin, beta-chain like SKPNTLLLPHHADADFLLV
. . 2640.55 2.00E-15
5e6 precursor (Vigna radiata) NP_001304231.1 VLNGR
beta-conglycinin, beta-chain like VLFGEG GEESQEE
S _ _ 2816.58 QRQQ Q 6.00E-14
5e6 precursor (Vigna angularis) XP_017414389.1 GVIVELKR
7 elongation factor Tu (Escherichia coli) WP_071932136.1 1964.81 ELLSQYDFPGDDTPIVR 5.00E-09
7 elongation factor Tu (Escherichia coli) WP_071932136.1 2116.99 AIDKPFLLPIEDVFSISGR 2.00E-10
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folha B e mais hélice a. Os percentuais de estrutura secundaria da estrutura cristalografica
foram obtidos utilizando-se o] método DSSP do servidor 2Struc
(http://2struc.cryst.bbk.ac.uk/twostruc).

Tabela 5. Comparacdo entre o percentual conhecido de estrutura secundaria da a,-

macroglobulina com os obtidos em diferentes pH a 25°C.

Estrutura
cristalografica pH 7,5 (%) pH 4,0 (%) pH 9,0 (%)
pH 7,5 (%)

Hélice a 12,6 11,1 17,8 17,8
Folha B 37,0 34,3 32,1 31,2
Outros 50,5 55,2 50,3 50,8
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Figura 22. Espectros de CD (260-195 nm) a 25°C em tampé&o Tris e acetato de sodio 2 mM
nos pH 4,0, 7,5e 9,0.
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6.4.2. Analise de termoestabilidade

Nos ensaios de desnaturagdo térmica foi avaliada a estabilidade estrutural da A2M
de 25 a 95 °C. A leitura foi fixada no comprimento de onda de 218 nm, tendo em vista que &
o comprimento de onda caracteristico de folhas B, estrutura de maior presenga na A2M.
Como observado na figura 23, até aproximadamente 47 °C a estrutura da proteina
apresentou estabilidade, demonstrada pela linearidade das curvas. Entretanto, a partir de 47
°C houve aumento no sinal dicroico para os trés pH. Tal aumento em comparagéo ao estado
nativo, bem como a formacdo de precipitado na cubeta durante a experimentacéo, indica
que a proteina estd agregando. Diferentemente dos pHs 4,0 e 7,5, a curva do pH 9,0
apresentou aumento do sinal dicrdico aparentemente um pouco antes de 47 °C seguido pela
sua diminuicdo por volta dos 55 °C. Além do aumento do sinal dicroico também houve
aparecimento de um minimo na regido de 200 nm, compativel com estrutura desordenada
(figura 26). Os espectros coletados a cada 10 °C durante a desnaturagdo estédo
apresentados nas figuras 24, 25 e 26. Observa-se nas trés figuras o mesmo aumento do

sinal dicroico visualizado nas curvas de desnaturagao.

-2000 -
-3000 -
-4000 - Agregacao

-5000
pH7.5

-6000
] pH 9.0
70004 — |

-8000 \’\—\__DHJ

10000 4— 77— 7T T
30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

[6],,, (deg.cm’.dmol™)

-9000 - M

Figura 23. Curvas de desnaturacdo térmica da a,-macroglobulina monitoradas a 218 nm
nos pH 4,0, 7,5 e 9,0. O aumento do sinal dicrdico indica que a partir de ~47°C houve

agregacao da proteina.

54



55

—25°C
35°C

[6] (deg.cmz.dmol

95°C

T T T T T T T T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 24. Espectros de CD (260-195 nm) em tampdao acetato de sédio 2 mM no pH 4,0 de

25 a 95°C. A seta indica aumento do sinal dicréico seguindo o aumento da temperatura.
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Figura 25. Espectros de CD (260-195 nm) em tampéo Tris-HClI 2 mM no pH 7,5 de 25 a

95°C. A seta indica aumento do sinal dicroico seguindo o aumento da temperatura.
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Figura 26. Espectros de CD (260-195 nm) em tampéo Tris-HCl 2 mM no pH 9,0 de 25 a

95°C. A seta indica aumento do sinal dicroico seguindo 0 aumento da temperatura.

6.5. ANALISE DO EFEITO DO pH NA ESTRUTURA TERCIARIA POR MEIO DE
ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia em diferentes pH possibilita analisar a influéncia
do pH no posicionamento e nas interacfes de triptofanos. Conforme mostra a figura 27,
houve deslocamento da banda de emissdo para comprimento de ondas menores quando
em pH &cido (3,5). Isso sugere que houve mudanga na localizacdo do triptofano para
ambientes mais hidrofébicos.

A intensidade da fluorescéncia dos triptofanos foi influenciada pelos diferentes pH,
visto que houve tendéncia dos pH &cidos (4,0-6,0) ocasionarem maior atenuacao da
fluorescéncia quando comparado aos basicos (7,5-9,0). A acidificacdo do meio
provavelmente promoveu alteragdes na vizinhanga dos triptofanos, levando a supressao de
sua fluorescéncia por meio da interacdo dos grupamentos indol com grupamentos vizinhos.
Grupamentos acidos, quando protonados, tendem a suprimir a fluorescéncia. Em baixos pH,
a cadeia lateral dos aminoacidos acido glutamico e acido aspartico encontram-se
protonadas, de acordo com seus valores de pKa (4,25 e 3,86, respectivamente). E provavel
gue tais aminoacidos tenham ocasionado a supressao da fluorescéncia detectada em baixos
pH.

56



57

400
350 -
300 -
250 -

200

150

100

50 £

Intensidade de Fluorescéncia (U.A)

T T | T T T T T T T 1
300 320 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm)

Figura 27. Espectros de fluorescéncia da a,-macroglobulina em diferentes pH (3,5 a 9,0).

6.6. ANALISE POR ULTRACENTRIFUGACAO ANALITICA DA A2M E DO COMPLEXO
COM TRIPSINA

Foi realizada a analise da A2M pura e complexada com a tripsina com intuito de
verificar a mudanga que ocorre no coeficiente de sedimentacéo da A2M quando esta liga-se
a tripsina. Durante a andlise de dados realizada com o SEDFIT manteve-se os parametros
fixados deixando o frictional ratio (f/ffo) como o pardmetro de ajuste do processo. O software
SEDENTERP foi utilizado na determinacdo da densidade (p) e da viscosidade (n) do
tamp&o, com valores de 1,015 g/mL e 0,0105 poise, respectivamente.

O valor de rmsd das analises da curva de c(S) da A2M pura a 2,18 uM foi de 0,0047,
0 menor rmsd obtido dentre as concentrac@es analisadas. Como verificado na figura 28, a
espécie encontrada possuia coeficiente de sedimentacao (S ) de 7,5 S correspondendo a
uma molécula de 163 kDa. Houve, desta forma, uma discrepancia de 17 kDa (~10%) com
relacdo a massa real da A2M (180 kDa). A concentracdo 6,54 uM apresentou dados
similares a de 2,18 uM, sendo o rmsd de 0,0079, e o coeficiente de sedimentagdo de 7,5 S,
correspondendo a uma molécula de 163 kDa.

A amostra analisada do complexo A2M-tripsina (1,86 uM) apresentou o rmsd de
0,0059. Como mostrado na figura 29, a espécie encontrada possuia coeficiente de

sedimentagédo (S ) de 7,9 S correspondendo a uma molécula de 192 kDa. Esse tamanho
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ndo difere muito do que seria esperado para o complexo, se for considerado o tamanho
estimado para a A2M de 163 kDa mais o tamanho aproximado de 25 kDa da tripsina. Todos
os dados do experimento de ultracentrifugacdo com ambas as amostras encontram-se

agrupados na tabela 6.

A B

0.6 - 3.5 1
0.5 . 3.0 1
=)
< 04 1 o 251
g 0.3 g 2.0 -
& . - % .
0.2 1 E 15;
[
0.1 - % 1.0 ~163 kDa
[&]
= L - 0.5 -
3 S BN
‘W _001 - b v 0.0 + T T T T T T T
& -0.04 & 1 1 1 1 1 1 0 2 4 6 8 10 12 14
60 62 64 66 68 7.0 Coeficiente de Sedimentagédo (S)
Raio (cm)

Figura 28. Andlise da velocidade de sedimentacdo da A2M pura por ultracentrifugacao
analitica. A: Perfil de sedimentacao relativo a absorbancia a 280 nm em fungéo da distancia
radial do eixo de rotacéo para 2,18 yM de A2M em fosfato de sodio 0,05 M pH 7,5 contendo
0,3 M de NaCl. B: Distribuicdo continua do coeficiente de sedimentagéo obtido a partir dos
dados mostrados em A, com um nivel de confianca de 0,95 e frictional ratio (f/fy) de 1,39. A
andlise de sedimentac¢do mostrou um pico de 7,5 S em condi¢des padrbes (S, ) referente a
uma espécie de peso molecular de 163.032 Da.
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Figura 29. Analise da velocidade de sedimentagdo por ultracentrifugacéo analitica da A2M
em complexo com a tripsina. A: Perfil de sedimentacgé&o relativo a absorbancia a 280 nm em
fungéo da distancia radial do eixo de rotagéo para 1,86 uM do complexo em fosfato de sédio
0,05 M pH 7,5 contendo 0,3 M de NaCl. B: Distribuicdo continua do coeficiente de
sedimentacédo obtido a partir dos dados mostrados em A, com um nivel de confianca de 0,95
e frictional ratio (f/fo) de 1,48. A andlise de sedimentagdo mostrou um pico de 7,9 S em

condi¢Oes padroes (S,o) referente a uma espécie de peso molecular de 192.125 Da.

Tabela 6. Dados dos experimentos de ultracentrifugagdo analitica com a A2M nativa e

complexada com tripsina.

A2M Conc. (mM) Soow M.M. (kDa) f/fq rmsd
2,18 7,5 163 1,39 0,0047
Nativa
6,54 7,5 163 1,40 0,0079

Complexada com
o 1,86 7.9 192 1,48 0,0059
tripsina
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7. DISCUSSAO

A a,-macroglobulina de S. enterica é uma proteina de treze dominios, cuja estrutura
cristalogréafica resolvida por Wong & Dessen (2014) demonstra similaridade com proteinas
envolvidas na defesa imune de eucariotos superiores. Apesar dos estudos estruturais
bastante elucidativos, tal proteina ndo foi bem caracterizada bioquimica e biofisicamente,
tendo em conta que esse estudo foi o Unico publicado sobre a mesma. Em vista do escopo
desse trabalho, sua caracterizacdo é uma etapa importante no conhecimento das limitacdes
do seu uso na deteccéo de proteases.

Quando uma protease cliva a regido de isca da A2M ocorre um rearranjo estrutural
gue possibilita a captura da protease, resultando em uma estrutura mais compacta que a
anterior. De acordo com Garcia-Ferrer e Colaboradores (2015), tal compactacao estrutural €
consistente com maior migragdo eletroforética, bem como com um perfil diferente de eluicdo
em cromatografia de exclusdo molecular. Além disso, Neves e Colaboradores (2012)
verificaram que, independente se a A2M encontra-se ligada ou ndo a uma protease, se ela
estiver em seu estado induzido, havera uma migracdo mais rapida. Logo, a massa da
protease ndo altera de forma significativa a velocidade de migracdo. Tais resultados
condizem com o encontrado para a A2M tanto em gel nativo como em SEC (Figuras 11 a
13). Como verificado, mesmo quando comprovada a captura da tripsina a A2M induzida foi
eluida (em SEC) em um volume referente a uma proteina de menor massa.

A ultracentrifugacdo analitica € uma metodologia que permite a caracterizacao de
proteinas em solucao, sem interacdo com qualquer matriz ou superficie. No experimento de
velocidade de sedimentacdo é aplicada uma forca centrifuga que causa a deplecdo de
macromoléculas e a formacado de uma divisdo da concentracao que se move em dire¢ao ao
fundo da célula no passar do tempo. O movimento dessa divisdo no decorrer do tempo
determina o valor do coeficiente de sedimentacéo (s) (LEBOWITZ et al., 2002). O coeficiente
de sedimentacdo (s) de uma macromolécula depende do seu tamanho, forma, grau de
hidratacdo e concentracdo. O frictional ratio, informa sobre a forma bruta da molécula. E
normalmente expresso como a relacao f/fo, onde f é o coeficiente de friccdo da molécula ao
sedimentar e f, € o0 coeficiente de uma esfera ideal de mesmo peso molecular. O frictional
ratio indica, portanto, o quanto aquela molécula desvia-se de uma esfera ideal (SMITH,
1988). O aumento do coeficiente de sedimentacdo quando a A2M encontra-se ligada a
proteases foi verificado por Doan & Gettings (2008) em ECAM e por Bjork & Fish (1982) em
estudos com a A2M humana. Bjork & Fish verificaram que houve aumento no coeficiente de
sedimentacdo da A2M complexada quando comparada a nativa, indicando aumento na
massa do complexo. Tais dados assemelham-se ao encontrado para a A2M (Figuras 28 e

29). Entretanto, os autores verificaram que houve diminuicdo no frictional ratio da A2M
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humana complexada, o que demonstra que houve compactacdo estrutural do complexo. A
A2M, entretanto, apresentou aumento do frictional ratio quando complexada em comparacéao
a nativa, indicando que ndo houve compactacdo da molécula, embora tal evento tenha sido
observado nos experimentos de migracéo eletroforética e de SEC. Tal resultado poderia ser
explicado por uma mudanga estrutural sofrida pela A2M durante o processo da
ultracentrifugacé@o, entretanto ndo h& nenhum indicio de que esta modificacdo tenha
ocorrido, tornando este dado experimental inconclusivo até o momento.

A formacao de dimeros em A2M bacterianas ja foi relatada em ECAM por Garcia-
Ferrer e Colaboradores (2015) como uma consequéncia da clivagem entre os residuos R*®%-
D' pela tripsina, termolisina e elastase. Localizada entre os dois primeiros dominios da
ECAM (MGO-NIE), a clivagem desse local remove a regido que ancora a proteina a
membrana. Os autores postulam que a clivagem seguida da dimeriza¢do seria 0 mecanismo
pelo qual a ECAM induzida é liberada no espaco periplasmatico. Além de possuir o mesmo
sitio de clivagem (Apéndice V), os resultados de SEC da A2M condizem com o descrito para
a ECAM. Na figura 9 observa-se a presenca de dimeros, apesar de se encontrarem em
baixa propor¢cdo quando comparado ao total de mondémeros. Se a formagéo de dimeros é
dada somente pela forma descrita pelos autores, tais moléculas devem ter sido muito
provavelmente clivadas por proteases enddgenas da E. coli. Contudo, quando incubada com
tripsina, a propor¢édo de dimeros de A2M aumentou significativamente (figuras 11 e 15),
evidenciando os dados encontrados pelos autores. Ademais, 0s autores demonstraram que
tais dimeros ndo eram afetados por altas concentracfes de sais, detergentes ou agentes
redutores.

A tendéncia a autdlise em altas temperaturas na regido do tioéster em
macroglobulinas e proteinas similares ja é conhecida h& bastante tempo, como descrevem
Barrett e Colaboradores (1979). Nesse processo 0 nitrogénio da ligacdo peptidica da
glutamina ataca seu carbonil-y, levando simultaneamente a ciclizacdo (formacéo do &cido
carboxilico pirrolidona), clivagem da ligacao tioéster e ruptura da ligacdo peptidica (ISAAC;
ISENMAN, 1992). Embora alguns trabalhos citem que a deteccdo da fragmentac&o ocorra
durante a fervura (DOAN & GETTINS, 2008), ela j& foi também detectada em temperaturas
bem menores. Estudando a fragmentacdo de proteinas C3 em condi¢cdes desnaturantes,
Sim & Sim (1981) mostraram que a autélise da proteina ocorria em temperaturas acima de
64 °C, apesar de ter sido detectada, em menor proporcao, em 56 °C. Além disso, 0s autores
mostraram que a autélise € acompanhada pela precipitacdo da proteina, o que € esperado
considerando-se que com a autélise hd a exposi¢cdo de residuos hidrofobicos até entéo
enterrados, favorecendo a agregacao. Os autores chegaram a conclusdo que a autdlise é
acelerada quando em pH alcalino, dado semelhante ao encontrado nos ensaios

apresentados no presente estudo. Embora tais dados relacionem-se ao encontrado para a
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A2M durante os ensaios de dicroismo circular, a temperatura de inicio da autélise (47 °C) foi
bem mais baixa do que a encontrada no estudo citado. Tal caracteristica impde uma
limitacdo no uso da A2M para a identificagdo de proteases. Proteases de organismos
termofilicos, os quais apresentam temperatura Otima de crescimento acima de 60 °C
(ZEIKUS, 1979), ndo poderiam ser detectadas, ja que necessitam estarem ativas para tal.

A forte influéncia do pH sobre a estrutura de proteinas estd relacionada a
interferéncia que este causa nas interacfes eletrostaticas entre os aminoacidos. Em pH
acido, por exemplo, 0 aumento de cargas positivas na proteina pode levar a diminuicdo da
estabilidade de sua estrutura por conta da quebra de interag6es importantes (ANDERSON
et al., 1990). Como verificado, a A2M apresentou atividade de captura quando em pH bésico
(9,0) (Figuras 15 e 16). Essa caracteristica é bastante desejavel quando o propésito é a
identificacdo de proteases, principalmente quando leva-se em consideragdo a importancia
das proteases alcalinas na indastria (TAVANO, 2013). Tal dado mostra que mesmo havendo
mudanga na estrutura secundaria da A2M quando em pH basico (Tabela 5) ela ndo foi
suficiente para causar sua inatividade. Tal teste também devera ser realizado com uma
proteina acida, tal como pepsina, para verificar se as mudancas observadas nas estruturas
secundaria e terciaria (Figura 27) em pH acido inativam a A2M.

A imobilizacdo de inibidores de proteases em colunas de cromatografia para a
captura de proteases nao é algo novo. Comercialmente, colunas de benzamidina (inibidor de
serina proteases) sao utilizadas na purificacdo ou na remoc¢do de proteases de extratos
(ALEXANDER et al., 1988). A imobilizacdo com o fim de identificar novas proteases também
ja foi realizada. Sathler e Colaboradores (2010) modificaram a ecotina, um inibidor de serina
proteases produzido por E coli, com o intuito de aumentar sua afinidade e especificidade.
Sua imobilizacdo em coluna ocorreu por meio da ligacdo covalente do inibidor a resina, o
gue é desejavel por possibilitar a reutilizacdo da coluna. Lamentavelmente nao € viavel a
utilizacéo de tal metodologia com a A2M. A clivagem durante o processo de interacdo com a
protease e a formacdo de uma ligagdo covalente entre ambas tornam impossivel o
reaproveitamento da coluna. Nesse caso, a melhor alternativa € a imobilizacdo através de
interacdo ndo covalente com a coluna, como a realizada no presente trabalho. Tendo em
vista que a A2M ja possuia uma cauda de histidina para purificagdo, sua imobilizacao foi
realizada facilmente.

Embora no unico trabalho publicado sobre a a,-macroglobulina de S. enterica
(WONG & DESSEN, 2014), ndo haja testes comprovando sua capacidade de ligar-se a
vérios tipos de proteases (somente a TEV), tais dados séo relatados na literatura para a
ECAM (DOAN; GETTINS, 2008; NEVES et al., 2012). Tendo em vista que ambas possuem

alta identidade (Apéndice V) é razoavel inferir que a A2M aja da mesma forma. Por
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conseguinte, é plausivel o seu uso com o objetivo de capturar os mais diversos tipos de
proteases.

Os extratos utilizados para os testes de captura foram escolhidos de forma a
englobar os diversos tipos de organismos e com base na disponibilidade de seu genoma. E.
coli e P. pastoris sdo organismos extensivamente estudados, cujas proteases, caso
tivessem sido detectadas, seriam facilmente identificadas nos bancos de dados. V.
unguiculata, por outro lado, ndo possui seu genoma sequenciado, e toda e qualquer
protease que tivesse sido encontrada seria uma proteina nova, validando, desta forma, a
metodologia de identificagdo de novas proteases. Essa foi a razdo da escolha de tal
organismo. Consta no banco de dados MEROPS que a E. coli (cepa K12) possui 1436
diferentes proteases entre putativas e conhecidas, a P. pastoris 125 e a V. unguiculata 5
proteases. Entretanto, para a V. unguiculata tal numero ndo reflete sua totalidade de
proteases, pelo motivo ja relatado anteriormente.

As proteinas identificadas por espectrometria de massas (além da A2M) foram o
precursor da cadeia beta da B-conglicinina e o fator de elongagao Tu. A 3-conglicinina é uma
proteina de armazenamento abundante em leguminosas. Apresenta-se como trimero sendo
formada principalmente pelas subunidades a, @’ e B (ZHANG et al., 2010). O fator de
elongacao Tu atua no ribossomo bacteriano durante a traducéo, tendo importante funcéo na
selecdo do tRNA (SCHUETTE et al., 2009). A alta concentragado da B-conglicinina no gréo
de feijdo pode ter aumentado sua probabilidade de interagir com a coluna e assim ser
detectada. Ja o fator de elongacdo Tu, como ja dito anteriormente, foi detectado em uma
amostra eluida em baixa concentracdo de imidazol, onde era plausivel encontrar proteinas
enddgenas da bactéria que interagiram fracamente com a coluna (Tabela 4).

A nao deteccdo de proteases nas amostras eluidas ndo determina que a metodologia
seja ineficaz, mas sim que ela deve ser aprimorada. E provavel que proteases tenham sido
capturadas, mas a ndo deteccdo se deve, muito provavelmente, a sua baixa concentracéo,
principalmente quando comparada a concentragcdo de A2M, que foi a proteina
predominantemente encontrada. Além disso, como era necessaria a realizagdo do
experimento de MS/MS para identificacdo dos peptideos, nem todos os peptideos
detectados em MS obtiveram sucesso na fragmentac&o. Novos testes devem ser realizados,
porém, algumas mudangas podem ser efetuadas. Uma maior propor¢cdo de extrato em
relacdo a A2M poderia aumentar a concentracdo de proteases capturadas. Além disso, a
realizacdo de um pré-teste utilizando kits de deteccdo de proteases, 0s quais possuem
substratos para os mais diversos tipos de enzimas, é conveniente. Desta forma, s6 seriam

levados para a espectrometria as amostras que seguramente apresentassem proteases.
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. CONCLUSAO

A A2M sofre uma mudanca estrutural quando complexada/induzida pela tripsina,
tornando-se mais compactada.

A A2M muito provavelmente forma dimeros quando em pH 7,5 e 9,0, principalmente
quando em contato com a tripsina. Presume-se que tal fato seja causado pela
clivagem da A2M pela tripsina entre seus dois primeiros dominios.

A autolise do tioéster na A2M inicia-se a aproximadamente 47 °C (em pH 4,0, 7,5 e
9,0), sendo a temperatura mais baixa encontrada na literatura para proteinas
similares. Tal resultado limita o uso da A2M em altas temperaturas.

A A2M apresenta atividade de captura da tripsina em pH neutro (7,5) e basico (9,0).
Apesar de haver mudanga estrutural em pH basico, esta ndo inativa a A2M.

Embora tenha sido verificado que a A2M é capaz de capturar a tripsina quando
imobilizada em coluna, ndo houve deteccdo de proteases nos testes de captura
realizados com os extratos de E. coli, V. unguiculata e P. pastoris. Entretanto, ndo se
pode afirmar que ndo seja possivel utilizar a A2M na identificacdo de proteases. Tais

testes devem ainda ser aprimorados.
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APENDICE

Curva de calibracdo da coluna Superdex 200 (GE Healthcare).

Kav (Coeficiente de particdo) = Ve-Vo/Vc-Vo onde,

Ve = volume de eluicdo da proteina analisada;

Vo (volume void da coluna) = 7,97 mL

Vc (volume geométrico da coluna) = 24,00 mL

Calcula-se 0 Kav e define-se o log de MW a partir da equagao da reta.

Kav

0,2 -

0,1

0,0

y=-0,324x+1,9647
R?=0,98308
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Albumina

Alcool desidrogenase
||
Beta amilase

a Apoferritina

m liroglobulina
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L) I L)
4,8 5,1 5,4 57 6,0
Log de MW
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APENDICE I
Curva padrao para o método de Bradford

Curva padrao elaborada com albumina. As amostras foram lidas a 595 nm. Para o
calculo da concentracdo utilizou-se a equacao da reta.
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APENDICE 11l

Espectros de MS
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APENDICE IV

Espectros de MS/MS
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M+H+ 2219.21 (amostras 1,2,3,4,8 e 9)
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M+H+ 2464.47 (amostras 1,2,3,4,8 € 9)
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M+H+ 1503.69 (amostras 5 e 6)
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M+H+ 2640.55 (amostras 5 e 6)
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APENDICE V

Alinhamento entre as sequéncias da A2M e da ECAM

84

A sequéncia de cima corresponde a A2M e a de baixo a ECAM. Destacado em cinza

encontra-se o sitio de clivagem relacionado a dimerizagao.

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

51

17

101

67

151

117

201

251

217

301

267

351

317

401

367

451

417

501

551

517

601

567

651

617

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMDNNDKTAPTTKSEAPAVAQPSPAQDPAQ
o S U | T,

OKLAQQSQOGKALTLLDASEAQLDGAATLVLTFSIPLDPEQDFSRVVHVVD

AR R A R R AR RN
OKLAQQSAGKVLTLLDLSEVQLDGAATLVLTFSIPLDPDQDFSRVIHVVD

AASGSVDGAWELAPNLKELRLRHLEPERVLVVTVDPAVKALNNATFGKSY

R R R R A I e N N R N N
KKSGKVDGAWELSDNLKELRLRHLEPKRDLIVTIGKEVKALNNATFSKDY

EKTITTRDVQPSVGFASRGSLLPGKIAEGLPVMALNVNHVDVNEFRVKPG

ULttt bt re b e
EKTITTRDIQPSVGFASRGSLLPGKVVEGLPVMALNVNNVDVNFFRVKPE

SLASFVSQWEYRSSLSNWESDNLLKMADLVYTGRFDLNPARNTREKLLLP

Plosta b bbrirttetta bt bbb rrr et e e e e
SLPAFISQWEYRNSLANWQSDKLLQOMADLVYTGRFDLNPARNTREKLLLP

LSDIKPLOQAGVYVAVMNQAGHYNYSNAATLFTLSDIGVSAHRYHNRLDI

el bttt et ts bt et e e e rrnd
LGDIKPLQQAGVYLAVMNQAGRYDYSNPATLFTLSDIGVSAHRYHNRLDI

FTOSLENGAAQSGIEIVLLNDKGQTLAQATSDAQGHVQLEADKAAALLLA

PEEEEEEEEE et be e bbb bbbt et et e b e
FTQSLENGAAQQGIEVSLLNEKGQTLTQATSDAQGHVQLENDKNAALLLA

RKEEQTTLLDLTLPALDLSEFNVAGAPGYSKQFFMEFGPRDLYRPGETVIL

Plaa bR rrrratr ettt bt e e e e e et
RKDGQTTLLDLKLPALDLAEFNIAGAPGYSKQFFMFGPRDLYRPGETVIL

NGLLRDSDGKTLPDQPVKLEVVKPDGQVMRTVVSQPENGLYRLNYPLDIN

RN R R R R R R N A N R NN N RN N P
NGLLRDADGKALPNQPIKLDVIKPDGQVLRSVVSQPENGLYHFTWPLDSN

APTGLWHVRANTGDNLLRSWDFHVEDFMPERMALNLTAQKTPLAPADEVK

Fel bt be bbbt be e e bEr e et b e ba brd
AATGMWHIRANTGDNQYRMWDFHVEDFMPERMALNLTGEKTPLTPKDEVK

FSVVGYYLYGAPANGNTLQGQLFLRPLRDAVAALPGFQFGNIAEENLSRS

RN R R N R R AR R N P R N R
FSVVGYYLYGAPANGNTLQGQLFLRPLREAVSALPGFEFGDIAAENLSRT

LDEVQLTLDKGGRGEVSAASQWQEAHSPLQVILQASLLESGGRPVTRRVE
RN RN e R R e R RN R R RN
LDEVQLTLDDKGRGEVSTESQWKETHSPLQVIFQGSLLESGGRPVTRRAE

QOAIWPADTLPGIRPQFAAKAVYDYRTDTTVNQPIVDEDSNAAFDIVYANA

R R A AR
QAIWPADALPGIRPQFASKSVYDYRTDSTVKQPIVDEGSNAAFDIVYSDA

QGEKKAVSGLQVRLIRERRDYYWNWSESEGWQSQFDQKDLVEGEQTLDLN

Plarrrrrrr e e e e et e e b b by
QGVKKAVSGLQVRLIRERRDYYWNWSEDEGWQSQFDQKDLIENEQTLDLK
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66

150

116

200

166

250

216

300

266

350

316

400

366

450

416

500

550

516

600

566

650

616

700

666
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SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

701

667

751

717

801

851

817

901

951

917

1001

967

1051

1017

1101

1067

1151

1117

1201

1167

1251

1217

1301

1267

1351

1317

1400

1367

1450

1417

1500

1467

ADETGKVSFPVEWGAYRLEVKAPNETVSSVRFWAGY SWQDNSDGSGAARP

PEEEEEEEErr et b e e e et |
ADETGKVSFPVEWGAYRLEVKAPNEAVSSVRFWAGY SWODNSDGSGAVRP

DRVTLKLDKANYRPGDTMKLHIAAPVAGKGYAMVESSDGPLWWQAIDVPA

AN e A N N N R
DRVTLKLDKASYRPGDTIKLHIAAPTAGKGYAMVESSEGPLWWQEIDVRA

QGLELTIPVDKTWNRHDLYLSTLVVRPGDKSRSATPKRAVGLLHLPLGDD

b=ttt ettt e e e e e e e e e e by s
QGLDLTIPVDKTWNRHDLYLSTLVVRPGDKSRSATPKRAVGVLHLPLGDE

NRRLDLALESPAKMRPNQPLTVRVKASVKHGEMPKQINVLVSAVDSGVLN

PEEEEEEEE et r e res b ba bbb bbb e e rrnd
NRRLDLALETPAKMRPNQPLTVKIKASTKNGEKPKQVNVLVSAVDSGVLN

ITDYATPDPWQAFFGQKRYGADIYDIYGQVIEGQGRLAALREFGGDGDDLK

PEEET et e e e e e e e e e e e e e
ITDYVTPDPWQAFFGQKRYGADIYDIYGQVIEGQGRLAALRFGGDGDELK

RGGKPPVNHVNIIAQQAQPITLNEQGEGVVTLPIGDENGELRVMAQAWTA

R e
RGGKPPVNHVNIVVQQALPVTLNEQGEGSVTLPIGDFNGELRVMAQAWTA

DDFGRGESKVVVAAPVIAELNMPRFLAGGDVSRLVLDVTNLTDRPQTLNI

R R R R R R N R N R R R R A NP
DDFGSNESKVIVAAPVIAELNMPRFMASGDTSRLTLDITNLTDKPQKLNV

ALAASGLLELLSQQPQPVNLAPGVRTTLFVPVRALEGFGEGEIQATISGL

R R R R R R R R R A A RN R R R
ALTASGLLELVSDSPAAVELAPGVRTTLFIPVRALPGYGDGEIQATISGL

NLPGETLDAQHKQWQIGVRPAWPAQTVNSGIALAPGESWHVPEQHLANIS
e S e e R
ALPGETVADQHKQWKIGVRPAFPAQTVNYGTALQPGETWAIPADGLONFES

PATLQGQLLLSGKPPLNLARYIRELKAYPYGCLEQTTSGLFPALYTNAAQ

el bzt b ettt et et e
PVTLEGQLLLSGKPPLNIARYIKELKAYPYGCLEQTASGLFPSLYTNAAQ

LOSLGITGDSDEKRRAAVDIGISRILOMORDNGGFALWDENGAEEPWLTA

AR R R R R A P R R
LQALGIKGDSDEKRRASVDIGISRLLOMORDNGGFALWDKNGDEEYWLTA

YAMDFLIRAGEQGYSVPPEAINRGNERLLRYLODPGTMLIRYSDNTQAST

R R R RN N R R R P P SR N PR N
YVMDFLVRAGEQGYSVPTDAINRGNERLLRYLQDPGMMSIPYADNLKASK

FAAQAYAALVLARQQKAPLGTLREIWERRSQAASGLPLMQLGIALNTMGD

AR R R P R R A R RN R R
FAVQSYAALVLARQQKAPLGALRE IWEHRADAASGLPLLQLGVALKTMGD

ARRGEEAITLALNTPRQ-DERQWIADYGSSLRDNALMLSLLEENNLRPDA

T e e 1 A I I Y O IO I
ATRGEEAIALALKTPRNSDERIWLGDYGSSLRDNALMLSLLEENKLLPDE

ONALLSSLSEQAFGORWLSTQENNALFLAAHSROASAGAWQVQTSLEAQP
P I T T T - T T Oy O 1 O I
OYTLLNTLSQQAFGERWLSTQOESNALFLAARTIQDLPGKWQAQTSFSAEQ

LSGDKALTRNLDADQLAALEVTNTGSQPLWLRLDSSGYPSSAPEPASNVL
N N I e A R R R A R R R AN
LTGEKAQNSNLNSDQLVTLQVSNSGDQPLWLRMDASGYPQSAPLPANNVL

QIERQILGTDGQRKSLSSLRSGELVLVWLTVVADRNVPDALVVDLLPAGL

R R R R R R R R N N e AR R R R RN
QIERHILGTDGKSKSLDSLRSGDLVLVWLQVKASNSVPDALVVDLLPAGL

750

716

800

850

816

900

950

916

1000

966

1050

1016

1100

1066

1150

1116

1200

1166

1250

1216

1300

1266

1350

1316

1399

1366

1449

1416

1499

1466

1549

1516
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SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

SEQUENCE

1550

1517

1600

1567
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ELENQONLADSSASLPESGSEVONLLNOMQOQADIQYMEFRDDREVAAVVVN 1599

AR e N e R RN
ELENQNLANGSASLEQSGGEVONLLNQMQQASIKHIEFRDDRFVAAVAVD 1566

EGQPVTLVYLARAVTPGTYQLAQPQVESMYAPQWRATGASEGLLIVTP 1647

RN R N R R R R RN N P NN
EYQPVTLVYLARAVIPGTYQVPQPMVESMYVPQWRATGAAEDLLIVRP 1614
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