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Resumo

As sementes da leguminosa Canavalia ensiformis contém isoformas da enzima
urease. Estas isoformas possuem atividade independente da atividade ureolitica, como a
toxicidade para insetos de diferentes ordens. Esta toxicidade esta relacionada a hidrolise das
isoformas de urease por peptidases acidicas, tipo aspéartico e cisteino peptidases, com
consequente liberacdo de um peptideo entomotoxico.

As sementes foram extraidas em tampao Tris(hidroximetil)aminometano - HCI
(Tris-HCI) 20 mM pH 7,5. Em seguida foi feita a retirada da proteina concanavalina-A
(Con-A), uma lectina abundante nas sementes e presente nos extratos, através de
cromatografia de afinidade por Sephadex G-100®. A remocdo da principal proteina de
reserva, a canavalina, foi avaliada com diferentes abordagens de imunoprecipitacao.

Na espectrometria de massas, 0s peptideos sdo separados em um sistema
nanoACQUITY UltraPerformance LCT™. Apés a ionizacdo (modo positivo), os fons
gerados sdo analisados em um espectrometro Q-TOF Micro™, e a identificagdo das
proteinas, a partir dos espectros coletados no MS? para cada ponto sdo posteriormente

analisados.
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1 INTRODUCAO

As sementes da leguminosa Canavalia ensiformis, popularmente conhecida por
“feijao de porco”, apresentam excelentes caracteristicas agronémicas, chegando a ser
produzidos até 5,4 toneladas de sementes por hectare. Em cada quilo de semente sdo
encontrados 300 g de proteinas e 600 g de carboidratos. Esta semente é fonte de vérias
proteinas de interesse, entre elas estdo as isoformas da enzima urease (CARLINI &
POLACCO, 2008). Estas isoformas possuem atividade tdxica para insetos de diferentes
ordens. Devido a isso, estas isoformas apresentam a potencialidade de serem utilizadas
como bioinseticidas, e para fins diagnosticos (KROEGFELT.A.P. et al., 2005).

A toxicidade a insetos da jack bean urease (JBU), e das outras isoformas menos
abundantes, esta relacionada a presenca de um peptideo entomotdxico contido na sequéncia
de aminodcidos. A hidrdlise da JBU ¢ feita no intestino dos insetos vulneraveis, através da
acdo de enzimas proteoliticas tipo aspartico e cisteino peptidases (CARLINI & GROSSI-
DE-SA, 2002; FERREIRA-DASILVA et al., 2000; FOLLMER et al., 2004b; PIOVESAN
et al., 2008). As enzimas destas classes estdo presentes no sistema digestivo de alguns
insetos vulneraveis aos efeitos da proteina. Em paralelo ao estudo das enzimas digestivas
nos intestinos de insetos que clivam a canatoxina e liberam o peptideo toxico, ainda se
investiga a presenca destas classes de enzimas nas sementes e plantulas de C. ensiformis.

A espectrometria de massas € uma das metodologias mais utilizadas na
identificacdo de proteinas de organismos inteiros, organelas, tecidos, etc. Uma das
abordagens que utiliza a espectrometria de massas como uma ferramenta fundamental séo
0s estudos protedbmicos. A partir de amostras complexas, pode-se obter grande
entendimento de func@es celulares (AEBERSOLD & MANN, 2003).

13



2 OBJETIVO GERAL
Este trabalho tem como objetivo a caracterizacdo protedmica da Canavalia

ensiformis, em dois momentos de desenvolvimento da planta.

2.1 Objetivos especificos

e Produzir extratos a partir de sementes quiescentes e em diferentes estagios de
desenvolvimento.

e Separar dos extratos, proteinas abundantes — Concanavalina A e Canavalina.

e Pré-fracionar todas amostras obtidas, apds digestdo com enzimas proteoliticas,
por cromatografia liquida em HPLC.

e Analisar as amostras por espectrometria de massas e compilar os dados
obtidos.

14



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Canavalia ensiformis

A Canavalia ensiformis (popularmente conhecida por “feijio de porco”, ou jack
bean) possui aproximadamente 300 g de proteinas e 600 g de carboidratos por quilo de
semente, chegando a produzir até 5,4 toneladas de sementes por hectare (UDEDIBIE &
CARLINI, 1998), demonstrando excelentes caracteristicas agrondémicas. A C. ensiformis €
fonte de varias proteinas de interesse como a urease (SUMNER, 1926), a canatoxina
(CARLINI & GUIMARAES, 1981), a lectina concanavalina A (SUMNER & HOWELL,
1936), e inibidores de tripsina (CARLINI & GROSSI-DE-SA, 2002). A planta apresenta
também uma grande resisténcia a ataque de insetos.

A urease majoritaria de Canavalia ensiformis (JBU) foi a primeira enzima a ser
cristalizada por Sumner em 1926, e este trabalho Ihe rendeu o prémio Nobel de quimica em
1946. As ureases sdo conhecidas por catalisarem a reacdo de hidrolise da uréia em amonia e
dioxido de carbono (FOLLMER et al., 2004a). A JBU tem sua cadeia polipeptidica
constituida por 840 aminoacidos (Aa) e tem massa molecular de 90 kDa. A forma minima
enzimaticamente ativa da JBU em solucdo é a de um trimero com 270 kDa, e sua
conformagdo nativa mais provavel € de um hexamero, de 540 kDa (ZERNER, 1991).

A JBU possui dois atomos de niquel no seu sitio ativo, cada qual coordenado por
dois residuos de histidina (FOLLMER & CARLINI, 2005).

As ureases sdo amplamente distribuidas em bactérias, fungos e plantas
(BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010; SIRKO & BRODZIK, 2000), sendo que
as diferencas mais evidentes entre elas ocorrem em suas estruturas quaternarias. Enquanto
que ureases Vvegetais e fungicas sdo trimeros ou hexameros de apenas um tipo de
subunidade (MOBLEY et al., 1995), as ureases bacterianas sdo multimeros complexos,
formados por dois ou trés tipos de subunidades (MOBLEY et al., 1995;
BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010; HA et al., 2001).

Apesar da abundancia das ureases em plantas, ainda ndo ha muitas informacoes
sobre sua fungdo no vegetal. Sua principal funcdo pode estar relacionada a reciclagem de
nitrogénio (SIRKO & BRODZIK, 2000; SIRKO & BRODZIK, 2000), mesmo que a uréia,
seu principal metabdlito, ndo seja abundante em plantas (POLACCO & HOLLAND, 1993).

15



3.1.1 Toxicidade

Em 1981, Carlini & Guimardes isolaram uma proteina tdxica, que quando aplicada
intraperitonialmente (DLso = 0,5 — 2,0 mg/kg) em camundongos e ratos, provoca convulsao
e morte. Essa proteina foi chamada de canatoxina (CNTX) (CARLINI et al., 1984). Mais
tarde foi demonstrado que a CNTX é uma isoforma da urease JBU, e que possui cerca de
30-40 % da atividade ureasica, quando comparada com a JBU (CARLINI & GROSSI-DE-
SA, 2002; FOLLMER et al., 2001).

A CNTX também é uma metaloenzima, com um fon de Zn** e um de Ni** em cada
subunidade e sua conformacdo protéica apresenta-se na forma de dimero, com 95 kDa
(FOLLMER et al., 2001).

3.1.2 Papel fisiologico da Urease/Canatoxina na Canavalia ensiformis

A partir dos baixos indices de atividade ureolitica da CNTX, postulou-se que esta
proteina teria uma participacdo nos processos de defesa da planta (POLACCO &
HOLLAND, 1993). O processo de maturacdo das sementes € um momento bastante critico
no desenvolvimento da planta, devido a vulnerabilidade frente aos predadores. Com o
intuito de determinar o papel fisilégico das ureases de algumas plantas, foram realizados
ensaios de imunoreatividade, utilizando anticorpos policlonais anticanatoxina. Em diversas
leguminosas, a presenca de proteinas imunorreativas contra o anticorpo foi observada,
sugerindo que estas proteinas estdo amplamente distribuidas nas leguminosas e podem
apresentar um importante papel fisiologico na planta (CARLINI et al., 1988).

Com os dados obtidos por Barcellos e colaboradores, em que os niveis de
canatoxina aumentam progressivamente durante a maturacdo da Canavalia brasiliensis
(BARCELLOS et al., 1993), foi investigado o efeito tdxico em alguns insetos de interesse
econdmico (pragas) e sanitario (vetores) (OLIVEIRA et al., 1999). Quando testada em
fungos selecionados, tanto a CNTX como a JBU inibiram o crescimento de hifas de varios
fungos filamentosos, sendo alguns deles fitopatogénicos (BECKER-RITT et al., 2007).
Quando administrada via oral em insetos como o percevejo verde da soja (Nezara viridula),
o caruncho do feijdo de corda (Callosobruchus maculatus), o percevejo manchador do
algodéo (Dysdercus peruvianus) e o barbeiro (Rhodnius prolixus) (STANISCUASKI et al.,

2005), o efeito toxico da CNTX foi observado. Entretanto, ao ser ingerida por outro grupo
16



de insetos, como as lagartas Mandaruva-do-fumo (Manduca sexta) e a Lagarta da soja
(Anticarsia gemmatalis), o gafanhoto Schistocerca americana, moscas (Drosophila
melanogaster) e mosquitos (Aedes aegypti), ndo foi possivel verificar atividade tdxica
(CARLINI et al., 1997).

3.1.3 Efeito entomotdxico e mecanismos de a¢cdo da urease/canatoxina

A CNTX apresenta efeito secretagogo, induzindo exocitose em varios tipos de
células de mamiferos como plaquetas, macrofagos, neutrofilos e mastocitos (CARLINI et
al., 1985; BARJAFIDALGO et al.,, 1991a; BARJAFIDALGO et al., 1991b;
GRASSIKASSISSE & RIBEIRODASILVA, 1992), sendo também capaz de alterar os
fluxos e os niveis intracelulares de Ca®* (ALVES et al., 1992; GHAZALEH et al., 1997).
Estudos in vivo, realizados em ratos e camundongos, demonstraram que a canatoxina
induziu bradicardia, hipertensdo e hipotermia, que ocorrem antes do fendmeno de
convulsdo, que é caracteristico da sua acdo toxica. A CNTX também ¢é ativa se
administrada por via intravenosa, intramuscular e subcutanea. Entretanto, quando
administrada oralmente, ndo apresenta letalidade, provavelmente devido a instabilidade em
meio &cido (BARJAFIDALGO et al.,, 1991b; FERREIRA-DASILVA et al., 2000;
FERREIRA-DASILVA et al., 2000; FERREIRA-DASILVA et al., 2000).

Assim como 0s testes em ratos e camundongos, diferentes insetos foram
alimentados com CNTX. Em alguns deles foi possivel detectar o efeito entomotdxico, o
que indica uma relacdo entre as enzimas digestivas dos insetos e a atividade entomotoxica
da CNTX, corroborando a hipétese de que esta proteina possa desempenhar um papel
defensivo na planta (CARLINI et al., 1997; FERREIRA-DASILVA et al., 2000). Nos
insetos que apresentaram suscetibilidade a CNTX, o trato digestério é acido e as enzimas
proteoliticas presentes sdo do tipo catepsinas B e D (subclasses das enzimas proteoliticas,
que séo hidrolases). Estas enzimas hidrolizam a CNTX e liberam uma série de peptideos.
Entre eles ha um que € o responsavel pela atividade toxica (FERREIRA-DASILVA et al.,
2000). Os insetos que apresentaram resisténcia a enzima possuem seu trato digestorio
basico, com enzimas proteoliticas do tipo tripsina. Estas enzimas sdo capazes de hidrolisar
a CNTX ou JBU, mas nédo ocorre a formacdo do peptideo toxico (CARLINI & GROSSI-

DE-SA, 2002; TERRA & FERREIRA, 1994).
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3.2 Germinacgéo

Como regra geral, o processo de germinacdo € iniciado pela absor¢cdo de agua
pelas sementes (BEWLY J.D. & BLACK M., 1986). Ja o término do processo &
determinado por muitos critérios, podendo ser morfologicos ou até mesmo moleculares
(HIRAIWA et al., 1997; SCHERNTHANER et al., 2003). Se determinado como padréo
os critérios morfologicos, a germinacdo termina quando ha o rompimento da testa da
semente pela radicula (MUNTZ et al., 2001; TIEDEMANN et al., 2001).

As sementes, durante o periodo de germinagdo, utilizam fontes enddgenas para
obter energia para seu desenvolvimento, tais como: lipideos, carboidratos e proteinas. De
acordo com Gruis e colaboradores, o nitrogénio extraido de proteinas de reserva € essencial
para o desenvolvimento da planta neste e em demais estagios (GRUIS et al., 2002). Grande
parte das sementes tem seu corpo protéico dividido em trés regides: matriz, cristaldide
(proteinas insollveis em agua e tampdes, onde se encontram as proteinas de reserva da
planta) e globuldide (estruturas monocristalinas e globulares, onde encontram-se os cristais
de &cido fitico) (JIANG et al., 2001).

Os processos de germinacdo e maturacao das sementes envolvem diversas familias
de enzimas, que se encontram subcelularmente compartimentalizadas. Entre estas enzimas,
as peptidases acidicas (classe das aspartico e cisteino peptidases), sdo extremamente
importantes durante este processo (HIRAIWA et al., 1997; SUTOH et al., 1999;
TIEDEMANN et al., 2001). De acordo com Muntz e colaboradores, cisteino peptidases
parecem ser as responsaveis pela mobilizacdo de proteinas enddgenas nas sementes de
dicotiled6neas e o acimulo de proteinas de reserva se daria durante a fase intermediaria e
final do processo de maturacdo. Ainda ocorre um depdsito de proteinas de reserva nos
corpos protéicos, que sdo oriundos do reticulo endoplasmatico. Durante este periodo, essas
proteinas estdo protegidas de ataques de peptidases endogenas (MUNTZ et al., 2001).

Substancias de reserva se mobilizam em tempos e locais diferenciados da planta,
ndo ocorrendo simultaneamente em todas as células, pois nesta etapa ha uma variada
populacdo enzimatica atuando em diferentes partes da planta nascente (TIEDEMANN et

al., 2001). Os precursores enzimaticos tém sua sintese no reticulo endoplasmatico, sendo
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transportados para o interior dos corpos protéicos, e s6 apos a ativacdo destas enzimas € que
ocorre a hidrdélise de proteinas enddgenas.

As peptidases tém uma especificidade bastante acentuada quanto ao substrato a ser
hidrolisado, bem como em relacdo aos tecidos, 6rgaos e até mesmo com relacdo ao estagio
de desenvolvimento em que deve ocorrer sua expressdo. De acordo com Sutoh, trés
situacOes devem ser consideradas para que uma endopeptidase esteja envolvida no processo
de degradacdo de proteinas de reserva de uma semente (SUTOH et al., 1999):

1- Enzima e substrato, ambos devem ser encontrados no interior de corpos
protéicos;

2- Em ensaios in vitro, a enzima deve agir sobre o substrato, degradado ou néo;

3- Os tempos de ensaios in vitro e in vivo devem corresponder;

Em sementes quiescentes ou germinadas, diversas atividades proteoliticas podem
ser detectadas. Durante a germinacao, € possivel verificar variacdo da atividade peptidasica
associada a degradacdo de substratos protéicos. Tem-se como exemplo, a Vicia sativa L.,
que em 7 dias de germinacdo é possivel detectar o aumento de trés tipos diferentes de
atividades peptidasicas atuando em diferentes substratos no interior dos corpos protéicos
(MUNTZ et al.,, 2001; TIEDEMANN et al., 2001) com um posterior decréscimo desta
atividade (SUTOH et al., 1999). Esse decréscimo da atividade se da por mudancas que
ocorrem nas enzimas presentes na semente germinante e/ou na plantula. As enzimas seriam
das mesmas familias das anteriores, apenas com afinidade por substratos diferentes,
podendo também, estar localizadas em diferentes tecidos ou em locais subcelulares
distintos, se comparados os periodos pré e pds germinacao (TIEDEMANN et al., 2001).

Os mecanismos que controlam a expressao das peptidases envolvidas no processo
de degradacéo de proteinas endégenas em sementes sdo:

- aparecimento de peptidases novas, sintetizadas de novo, ou ativadas a partir de
zimogénios inativos;

- inibidores de peptidases presentes, ou a sintese destes, durante a germinacdo (KUMAR et
al., 2002; DEMARTINI et al., 2007);

- inibidores de cisteino e aspartico peptidases foram ja descritos em plantas, e estes podem
atuar nos mecanismos de defesa das sementes contra insetos predadores, que em seu trato

digestorio possuam enzimas proteoliticas do tipo cisteino peptidases.
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3.3 Imunoglobulina G (1gG)

Anticorpos sdo agentes moleculares que aumentam e complementam o sistema
imune inato de mamiferos; estes sdo sintetizados como uma resposta adaptativa a uma
infeccdo causada por algo externo ao organismo. Anticorpos séo imunoglobulinas, uma
familia de proteinas globulares que fazem parte do sistema imunoldgico.

Edelman e Porter isolaram pela primeira vez uma molécula de Imunoglobulina, o
que lhes rendeu o Nobel de fisiologia/medicina em 1972 (PORTER & PRESS, 1962;
PORTER, 1967; PORTER, 1959). As imunoglobulinas (Ig) sdo proteinas sintetizadas
pelos linfécitos B, que se ligam a um determinado conjunto de epitopos caracteristicos dos
organismos invasores. Sua estrutura geral pode ser vista na figura 1 (ABBAS ABUL K. &
LICHTMAN ANDREW H., 2004).

Cadeia Regido de ligacao
/ Leve / do antigeno

Cadeia
Pesada N

Receptor Fc
Sitio de ligacio
complementar

]

]

s:> Ponte dissulfeto E
g - $

calda C C Dominio Ig &

Figura 1: Representacdo da molécula de uma imunoglobulina (anticorpo). Figura
extraida de (ABBAS & LICHTMAN, 2004).

As imunoglobulinas séo formadas por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves,

unidas por pontes dissulfeto. As diferentes classes de anticorpos possuem cadeias pesadas
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distintas, caracterizando as imunoglobulinas como do tipo IgM, IgD, 1gG, IgE, e IgA,
respectivamente. Cada classe de imunoglobulinas apresenta propriedades bioldgicas
distintas, complementares a suas habilidades de interagdo com antigenos.

A 1gG tem massa molecular em torno de 150 kDa, e proporciona a principal
imunidade baseada em anticorpos contra os patégenos que invadem o corpo.

Anticorpos sdo a base das técnicas de imunoquimica, sendo bastante utilizados em
ensaios de imunoprecipitacdo, ou para deteccdo de proteinas por Western blotting
(TANON], 2005) (esta metodologia esta descrita no item 4.6). Desta forma, estratégias de
imunoprecipitacdo podem ser usada para purificar proteinas, remover contaminantes,
analisar interacdo entre proteinas, ou até mesmo para uma simples extracdo de proteinas
abundantes com fins protedmicos (FALSONE et al., 2008).

Anticorpos constituem uma ferramenta essencial em pesquisa e diagndstico. No
caso de uso em pesquisa, 0s anticorpos sdo utilizados para fins de rastreamento de
purificagdo, remocdo de proteinas imunorreativas, sendo estas contaminantes ou ndo, etc., e
para cada objetivo, se faz uso de um anticorpo, podendo ser monoclonal, policlonal,
produzido de forma recombinante ou ndo. Geralmente os anticorpos monoclonais sdo mais
Uteis para a purificacdo e analise de epitopos na superficie de proteinas nativas e de outras
formas ocultas de epitopos em proteinas desnaturadas. Os anticorpos policlonais sdo
extremamente usados em Western blotting e purificacdo de proteinas, enquanto que 0s
anticorpos recombinantes sdo mais largamente utilizados para estudo de células
xenogénicas (células para transplantes terapéuticos) em um modelo experimental do mesmo
idiotipo (regido determinante de complementaridade (CDR) entre o antigeno e as
imunoglobulinas), como parte de um anticorpo monoclonal quimérico (anticorpo com

regiGes de origem animal distintas) .

3.4 Protebmica

Em 1993, foi proposto por Mark Wilkins e Keith Williams o termo “proteoma”,
que se refere & identificagdo sistematica do complexo de proteinas total do genoma
(BLACKSTOCK & WEIR, 1999; LOPEZ, 1999); este termo também faz referéncia a um

conjunto de proteinas que estd sendo expresso num dado momento da vida celular de um
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organismo (ABBOTT, 1999). Por “expressdo” de proteina entende-se que a proteina foi
codificada a partir de uma sequéncia de nucleotideos do DNA.

O objetivo da protedmica é estudar as propriedades das proteinas, seus niveis de
expressao, suas funcbes, modificacbes pds-traducionais, interacdes proteina-proteina e
mecanismos regulatérios (BLACKSTOCK & WEIR, 1999), utilizando as ferramentas de
espectrometria de massas que evoluiram a tal ponto que possibilitaram estas anélises.

Anteriormente, para se obter informac6es sobre uma proteina, era necessario isola-
la de todas as outras presentes na mesma amostra, a ponto de ser analisada individualmente.
Em alguns estudos, contaminantes sdo aceitaveis, desde que ndo interfiram na andlise a ser
feita. Com as analises por abordagens proteémicas, diversas respostas podem ser obtidas
sem que uma purificacdo total seja necessaria, inclusive o estado fisiolégico de uma
proteina pode ser obtido de forma independente da atividade biolégica da proteina
individual, pois um conjunto de proteinas € identificado e pode ser correlacionado com vias
metabdlicas (LOTTSPEICH, 1999).

A analise de proteoma € realizada a partir de dois principios basicos:

A) separacdo de proteinas (gel 2D) e/ou peptideos (cromatografia uni e bidimensional);
B) identificacdo dos peptideos ionizados.

A partir das técnicas disponiveis atualmente, as mais utilizadas séo a eletroforese
bidimensional (JOUBERT et al., 2000) e a cromatografia liquida uni e bidimensional
(DELAHUNTY & YATES, 2005; MAYNARD et al., 2004; RAO et al., 2009; ZHANG et
al., 2010).

A eletroforese bidimensional separa as proteinas inicialmente por focalizacdo
isoelétrica e posteriormente por massa molecular (OFARRELL, 1982), ja4 a cromatografia
multidimensional, consiste na separacdo de peptideos, pela utilizacdo de cromatografia em
varias colunas, sdo geralmente utilizados uma troca idnica como primeira dimensdo e uma
fase reversa posteriormente, como meios de separacdo (MAYNARD et al., 2004). Pode-se
constatar que a capacidade de processamento de grandes volumes de informaces e as
técnicas analiticas de alta resolugdo disponiveis, permitem um estudo extremamente amplo
de um organismo.

Em 2002, John B. Fenn e Koichi Tanaka foram contemplados com o Nobel de

Quimica pelo desenvolvimento dos métodos brandos de ionizagdo, o Electrospray
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ionization (ESI) e por Soft Laser Desorption (SLD). A partir destes métodos mais brandos
de ionizagdo, foi possivel a anédlise de macromoléculas (neste caso, proteinas e peptideos),
pois 0s modos de ionizacdo mantinham os fragmentos principais intactos. (MANN et al.,
1989; FENN et al., 1989; TANAKA et al., 1988).

A ionizagdo por electrospray é branda e facilmente acoplavel a técnicas de
cromatografia liquida como HPLC, ptHPLC, UPLC e eletroforese capilar; tornando este

sistema util para a maioria das classes de compostos.

Amostra
— Analisador
Ionizador|—— > Detector
de massas
1
Analise de dados

Figura 2: Esquema geral de um espectrobmetro de massas e seus principais

componentes.

Os espectrometros de massas sao compostos por trés unidades béasicas: o sistema
de ionizacdo, analisador de massas e detector (Figura 2). O sistema de ionizacdo mais
utilizada para fins proteémicos é o Electrospray (ESI). A combinacdo dos sistemas de
ionizacdo com os diferentes tipos de analisadores de massas disponiveis tem possibilitado o
avanco significativo na éarea de protebmica. Por exemplo, a Dessorcdo Neutra por
lonizacdo Electrospray Extrativa (ND-EESI) acoplada a analisadores quadrupolo e de
tempo de véo (TOF), permite andlise de tecidos vivos (CHEN et al., 2007); a ionizagao por
electrospray acoplada a um espectrometro de massas com analisador de mobilidade idnica
permite avaliar mudangas metabolicas (HENDERSON et al., 1999; JAFARI et al., 2011;
KAPLAN etal., 2009).
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3.4.1 lonizagéo por electrospray

O principio do sistema de ionizacdo por electrospray é a nebulizacdo de goticulas
de uma solucdo. Ao evaporar o solvente formam-se os ions moleculares de simples ou
multiplas cargas. A ionizacao pode ser feita no modo positivo, formando adutos protonados

e no modo negativo, formando adutos desprotonados, conforme mostrado na figura 3.

Espectrometro
de massas

) Alta
Capilar  voltagem

Camara de vacuo

Figura 3: lonizacdo por electrospray. Figura adaptada de (LEHNINGHER A.L.
etal., 2006).

No modo positivo, aplica-se um potencial positivo a solucdo, fazendo com que os

ions positivos se afastem para regides menos positiva, em dire¢do ao contra-eletrodo (figura

4), possibilitando o enriquecimento de ions positivos na ponta do capilar.
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Figura 4: Representacdo esquematica da fonte de electrospray. Figura adaptada
de (MORAES & DO LAGO, 2003)

O aumento na densidade de carga deforma a gota, presente na ponta do capilar,
fazendo com que a mesma ganhe a forma de um cone — cone de Taylor. Pequenas gotas sao
liberadas quando a tensdo superficial € rompida, devido a alta densidade de carga e o
consequente aumento na repulsdo entre os ions.

Apo0s a liberagdo das gotas, estas percorrem o caminho entre o capilar e o contra
eletrodo (figura 4), onde sofrem dessolvatacdo. Conforme a gota perde solvente, a
densidade de carga aumenta, até que as forcas de repulsdo vencem a tensdo superficial e as

goticulas sdo projetadas.

3.4.2 Analisadores de massas

Com relacdo aos analisadores de massas, os mais utilizados sdo: quadrupolo (Q),
ion trap (IT), de tempo de véo (TOF, do inglés Time of Flight), sector magnético, entre
outros. Nos instrumentos utilizados em protedmica, a combinagdo entre quadrupolo e
tempo de véo, tem sido amplamente utilizado, pois o sistema de quadrupolo permite isolar
os ions em funcdo de sua razdo massa/carga (m/z) e envié-los para a cdmara de colisdo,
enquanto que o TOF analisa os ions, gerados na cAmara de colisdo, fornecendo a massa

exata destes.
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3.4.2.1 Analisador quadrupolo (Q)

O sistema de quadrupolo funciona com quatro barras, duas positivas e duas
negativas alternadas. A trajetoria dos ions que passam através destas barras é alterada
constantemente, devido a alta voltagem que o sistema é submetido, conforme demonstrado
na figura 5.

Para uma dada condicdo de corrente e voltagem, somente ions com uma
determinada razdo m/z (ions ressonantes) seguirdo direcionados para diante e nao
ressonantes serdo desviados para fora.

Detector

ions ressonantes
ions nao
ressonantes

Fonte 'l

] AC/DC
(Voltagens)
_@_

Figura 5: Desenho esquematico de um detector quadrupolo (Q). Figura adaptada
de (GUSTAVO SOUZA, 2011).

O espectro de massas € obtido variando-se gradualmente a corrente e voltagem para

selecionar todos 0s ions presentes e envia-los para a cdmara de colisdo.

3.4.2.2 Analisador de tempo de voo (TOF)

No analisador por tempo de véo (TOF — figura 6), os ions sdo acelerados até um
tubo de v6o sob vacuo. Os ions se movem dentro do tubo em direcdo ao detector, com uma
velocidade proporcional a sua razdo m/z. O TOF é afetado pela energia inicial dos ions
antes de serem acelerados devido a aplicacdo de voltagem, e assim adquirem velocidades

proporcionais a sua razao m/z.
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Figura 6: Desenho esquematico de um analisador por tempo de voo (TOF).
Figura adaptada de (GUSTAVO SOUZA, 2011).

Se 0 detector ficasse na posi¢do externa do tubo, haveria uma pequena diferenca na
trajetéria dos ions que ndo seria apenas devida a razdo m/z do mesmos. Este
comportamento é devido a diferenca de velocidade entre os ions de tamanhos distintos. A
fim de corrigir estes pequenos desvios de trajetdria, o detector é colocado na mesma
extremidade da entrada dos ions, e na extremidade oposta encontra-se o reflectron, que
consiste de uma sucessao de anéis ceramicos e metalicos que se comportam como um
espelho eletrostatico (MACCHIONE E.L.A. et al., 2005). Com isso 0s ions que atingem o
reflectron sdo obrigados a fazer uma trajetdria curva e sdo direcionados para o detector
posicionado no outro extremo do tubo. Desta forma a trajetoria dos ions é corrigida para

que as diferencas de tempo de v6o sejam apenas devido as diferencas de m/z (figura 7).
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Figura 7: Desenho esquematico de um reflectron. Figura adaptada do
(GUSTAVO SOUZA, 2011).
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A inclusdo do reflectron aumenta o caminho éptico que os ions percorrem,
aumentando o tempo de vbéo e consequentemente aumentando ainda mais a resolucdo do

sistema.

3.4.3 Descrigdo do equipamento utilizado para protedmica

O equipamento disponivel ¢ um nano-UPLC-Q-TOF-MS (cromatdgrafo liquido de
ultra alta pressdao, com fluxo de nanomililitros acoplado a um espectrdmetro de massas em
tandem hibrido com analisadores de quadrupolo e de tempo de vbo) é equipado com
ionizador por electrospray, com os analisadores quadrupolo (Q) e tempo de v6o (TOF) em
série, proporcionando maior poder de resolucao.

O detector é um MCP (Multiplicadores de elétrons compactos de alto ganho) que
consiste em placas com cerca de 10.000.000 canais de mesmo diametro de poro

(aproximadamente 10 microns).

3.5 Pré-fracionamento de amostras
O método de pré-fracionamento de amostra mais utilizado para estudos
protedmicos é o gel de poliacrilamida para eletroforese, uni ou bidimensional. Nesta

técnica, ocorre a separagdo de proteinas, visando a diminuicdo da complexidade das
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amostras a serem digeridas e analisadas por espectrometria de massas (DELAHUNTY &
YATES, 2005).

Mesmo separando proteinas abundantes dos extratos, ainda pode haver supressdo
de ions nas analises por espectrometria de massas, 0 que deve ser evitado. Antes de serem
analisadas por espectrometria de massas, as amostras precisam passar por um processo de
digestdo de suas proteinas, por peptidases especificas (tripsina, quimotripsina). Desta
forma, sdo produzidas centenas, até milhares de peptideos por proteina. Ndo sdo todos os
espectrometros que tém o poder de resolucdo de analisar uma amostra tdo complexa,
sobrecarregando o aparelho e causando uma redugdo no nimero de identificacdes (GILAR
et al., 2005). Para resolver o problema acima, uma das estratégias é fazer uso da
cromatografia liquida bidimensional (HPLC-2D) (GILAR et al., 2005).

Podem ser feitas diferentes cromatografias para separacdo de peptideos.
Geralmente se faz uso da cromatografia de troca cationica forte como uma separacéo
primaria, esta resina é produzida por sulfonacdo, tendo como grupo funcional o acido
sulfénico (SO3H), apresentando-se ionizavel em ampla faixa de pH, e como um
complemento perfeito desta, uma técnica de separacdo secundéria, a cromatografia em fase
reversa, que tem a capacidade de remocdo de sais e também uma compatibilidade direta
com o0 ESI-Q-TOF-MS/MS (PENG et al., 2003).

4 METODOLOGIA

Neste capitulo serdo descritas as metodologias utilizadas para a execucdo do
trabalho.
4.1 Plantas e germinacéo

As sementes de Canavalia ensiformis utilizadas neste trabalho foram adquiridas do
fornecedor Casa Agrodora, Sdo Paulo, SP, Brasil. Estas sementes foram enterradas
superficialmente em potes médios (de aproximadamente 20 cm de diametro e 15 cm de
altura), com terra preta comum, em grupos de 20 sementes por pote. A germinacdo das
sementes foi feita a 25 °C sob luz artificial (fotoperiodo de 14h/8h claro/escuro). Os potes

foram regados diariamente, com aproximadamente 10 mL/pote de agua.

29



Apbs os periodos de desenvolvimento (de 3 até 5 dias) os cotilédones foram
recolhidos e exaustivamente lavados com &gua destilada para remoc¢éo de qualquer residuo

de terra, e em seguida, liofilizados.

4.2 Extragéo
Foram utilizados dois métodos de extracdo das proteinas nas sementes. Uma

extracao aquosa branda e outra visando uma extragcdo mais rica apenas em proteinas.

4.2.1 Extragdo com Tris-Fenol

A extracdo com Tris-Fenol faz uso de duas solugdes: solucdo 1 - solugdo aquosa
de Tris(hidroximetil)aminometano - HCI (Tris-HCI) 100 mM pH 8,80, B-mercaptoetanol 10
mM, &cido diaminoetanotetraacético (EDTA) 10 mM e sacarose 900 mM. A solucdo 2 é
uma solucdo comercial de Fenol-cloroférmio.

As sementes foram moidas em moinho analitico, e a farinha obtida, misturada sob
agitacdo com 5 mL de tampdo (mistura 1:1 das solugdes 1 e 2). O material foi mantido sob
agitacédo constante por 1 h a 4 °C e a sequir foi filtrado e centrifugado a 23.000 x g por 30
min. Separadas as fases, adicionou-se mais 2,5 mL da mistura das solugdes 1 e 2 a fase
aquosa e agitou-se vigorosamente por alguns minutos. Em seguida, o material foi
centrifugado novamente e a fase aquosa foi utilizada. Misturou-se a fase aquosa recuperada,
uma solucdo de acetato de amonio 100 mM em metanol (AmAc-ME), em um volume
correspondente a 5 x 0 volume de fase aquosa recuperada. Esta mistura foi incubada por 16
h a 4 °C. Apds a incubacdo, o sistema foi novamente centrifugado e o pellet recuperado foi
lavado trés vezes, uma com 100 mM de AmAc-ME e mais duas com acetona 80 % e
metanol 70 %, respectivamente. Apds as etapas concluidas, o pellet foi ressuspenso em 25
mM de Tris — HCI pH 7,5.

O contetdo protéico das amostras durante todo o processo de purificacdo, foi
avaliado por medida de absorbancia a 280 nm (GLASEL, 1995), e em paralelo, a fim de
corroborar os dados obtidos por analise espectrofotometrica, foi utilizado o método de
Bradford (BRADFORD, 1976), sendo a proteina padrdo, a albumina sérica bovina (BSA).
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As leituras de absorbancia foram realizadas em SpectraMax M3® (Molecular Devices -
Sunnyvale, California, Estados Unidos), em comprimento de onda de leitura de 595 nm.

4.2.2 Extracdo com Tris-HCI

As sementes liofilizadas foram moidas em moinho analitico, e a farinha obtida,
incubada sob agitacdo em uma propor¢do massa:volume de 1:5 do tampéo Tris-HCI 20 mM
pH 7,5 pelo periodo de 2 horas a 4 °C.

Ao final do periodo de incubacdo, a mistura foi filtrada e submetida a
centrifugagédo 14.000 x g durante 40 min a 4 °C e o sobrenadante foi separado. Este material
é designado como extrato bruto (EBQ, EB1, EB2, EB3, EB4 e EB5; Q-quiescente e 1-5
dias de germinacdo). O contetdo protéico das amostras foi analisado da mesma forma que

descrito anteriormente para a extragdo em Tris-Fenol.

4.3 Ensaios enzimaticos para endopeptidases acidicas tipo catepsina-D

Nestes ensaios, foram realizados utilizando-se o substrato fluorogénico Abz-
AIAFFSRQ-EDDnp. Este substrato possui na porcdo C-terminal o &cido aminobenzoico
(Abz), que atua como sistema fluorescente. Na porcdo N-terminal, encontra-se um
sequestrante da fluorescéncia emitida, o N-2,4(dinitrofenil)etilenodiamino (EDDnp). A
sequéncia AIAFFSRQ de aminoéacidos é clivada por aspartico endopeptidases, em especial,
catepsinas D, entre as duas fenilalaninas (F) (JULIANO et al., 1990; PIMENTA et al.,
2001; NASCIMENTO-SILVA et al., 2008). Uma vez hidrolisado em qualquer uma das
ligacOes peptidicas do substrato, detecta-se fluorescéncia diversas ordens de grandeza
acima da fluorescéncia basal (JULIANO et al., 1990; GERSHKOVICH &
KHOLODOVYCH, 1996).

Os ensaios foram realizados em placas negras, totalmente opacas, de 96 pocos,
com volume final de reacdo de 100 pL. A concentracdo de substrato utilizada foi de 40 uM.
As amostras utilizadas foram os extratos brutos obtidos na extracdo descrita no item 7.3, ou
seja, em Tris-HCI (EBQ, EB1, EB2, EB3, EB4 e EB5), que foram incubadas em meio
tamponado com Acetato de sodio (NaAc) 100 mM pH 4,0, na presenca e auséncia de

inibidores enzimaticos especificos. Quando inibidores foram utilizados, estes foram
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incubados por 10 min antes do inicio da reacdo, iniciada com a adi¢do do substrato. A
reacdo foi monitorada a 37 °C por até 60 min.

As leituras da emissdo de fluorescéncia, para analise cinética, foram realizadas em
SpectraMax M3®, utilizando o software SoftMax 5.4.1 com intervalo maximo de leitura
entre os pogos, de 20 s. Os comprimentos de onda utilizados foram: Aexcitagio = 320 nm e
Aemissio = 430 nm.

Todas as amostras foram ensaiadas com 0s mesmos volumes (25 pL) sendo
posteriormente normalizadas as quantidades de proteina. As velocidades das rea¢fes foram

expressas em mRFU/min (mRFU: mili-unidades relativas de fluorescéncia).

4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

A partir da polimeriza¢do da acrilamida com N,N’-metilenobisacrilamida (figura
6) é feito um gel, que tem sua porosidade regulada pela concentracdo de poliacrilamida. As
concentragOes utilizadas foram 10, 12,5 e 15% de acrilamida, com espessura de 0,75 mm, e
na presenca do detergente dodecil sulfato de sédio (SDS). O SDS, além de desnaturar a
proteina, confere carga negativa a mesma. Desta forma a mobilidade eletroforética destas
proteinas torna-se diretamente proporcional ao logaritimo das suas massas (LAEMMLI,
1970). Os géis foram corados com Coomassie Blue coloidal (BOLLAG D.M. et al., 1996).
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Figura 8: Esquema da polimerizacdo da acrilamida e da N,N'-
metilenobisacrilamida para formar o gel de acrilamida. (VOET & VOET, 2006). Em
vermelho estdo as porgdes onde o precursor ¢ o N,N’-Metilenobisacrilamida e em preto, as

porcdes que tem como precursor a acrilamida.

4.5 Ensaios imunoquimicos
45.1 Dot Blot

Para os ensaios de Dot Blot, foram feitas diluicGes seriadas, nas quantidades de 1
ug, 30 ng, 10 ng e 3 ng, de diferentes proteinas especialmente selecionadas: urease de C.
ensiformis; BSA; Con-A e canavalina. O material foi aplicado diretamente em uma
membrana de nitrocelulose com poros de 0,45 um (GE Healthcare, Amersham Biosciences
Little Chalfont, England), em 5 aplica¢cfes de 1 uL cada. ApGs a secagem das aplicacdes, a
membrana foi blogqueada com uma solugdo de bloqueio, contendo: 5 % de caseina (m/v),
0,05 % de polioxietilenosorbitano (v/v, Tween 20®), 10 mM de Tris-HCl e por fim 137 mM
de NaCl pH 7,5 (TTBS-caseina).

Ap0s transcorridas duas horas sob suave agitacdo, a membrana foi lavada 3 vezes,
com aproximadamente 40 mL de solugdo de bloqueio durante 5 min. Em seguida, a
membrana foi incubada na solugdo TTBS-caseina, contendo o anticorpo priméario

anticanavalina. Duas dilui¢bes do anticorpo primario foram preparadas (1:10.000 e
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1:30.000). A proxima etapa foi a incubacdo da membrana com o anticorpo secundario
diluido 10.000 vezes (acoplado a enzima fosfatase alcalina). Entre as incubacdes, 3
lavagens de TTBS-caseina (40 mL por 5 min) foram feitas. As incubacdes com 0s
anticorpos foram de duas horas.

Novamente, ao término da ultima incubagdo a membrana foi lavada com TBS-
caseina para a retirada do excesso de anticorpo secundario. Fez-se uma Ultima lavagem com
a solucdo na auséncia da caseina e do detergente. A revelacdo das proteinas imunorreativas
foi realizada incubando-se a membrana na solucdo de revelacdo da fosfatase alcalina (0,75
mM de nitroblue tetrazolium (NBT) e 30 mM de 5-bromo-4-cloro-indoil-fosfato (BCIP),
tamponados em 10 mM de MgCl,, e 20 mM de Tris-HCI pH 9,2) . Sdo adicionados a
membrana 30 mL da solucdo de revelacdo e mantidas em contato até o desenvolvimento da

cor desejada.

4.5.2 Western Blot

Foram feitos SDS-PAGE em duplicada. Um para comparacdo de massas (corado
com Coomassie Blue) e outro eletrotransferido para uma membrana de nitrocelulose. O
sistema usado, tanto para 0 SDS-PAGE quanto para o Western blot, foi PowerPac HC da
Bio-Rad conforme manual. Usou-se uma amperagem de 300 mA por 1 hora de
transferéncia, assim que transferidas as proteinas do SDS-PAGE para a membrana, segue-

se 0 mesmo procedimento que descrito anteriormente (7.5.1).

4.5.3 ELISA- ensaio imunoenzimético

Em microplacas de 96 pocos (Nunc — Immuno™ Plate, MaxiSorp™ Surface),
foram imobilizados 50 uL dos antigenos (canavalina e BSA), diluidos por diluicdo seriada
e incubados por 2 h, a temperatura ambiente e sob leve agitacdo. Finalizada a imobilizacao,
as placas sdo lavadas com TTBS-caseina, 3 vezes, por 5 min. Em todas as etapas a seguir, 0
volume aplicado foi de 50 uL por poco.

Apos as lavagens a solugdo TTBS-caseina (0,5% caseina) foi adicionada para

bloquear as regides que ficaram livres nos pogos, e o bloqueio foi feito por 2 h. Ao término
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do bloqueio, a placa foi novamente lavada, 3 vezes por 5 min com a mesma solugdo de
bloqueio.

O anticorpo primario, diluido (diluicbes apresentadas nos resultados) na mesma
solucdo de TTBS-caseina, foi acrescentado na placa, seguindo-se incubacdo de 1 h. Uma
nova lavagem antecede a aplicacdo do anticorpo secundario (anticorpo 1:10,000 em TTBS-
caseina, incubacgdo de 1 h). A Gltima lavagem apds a aplicacdo do anticorpo secundario, é
feita 3 vezes por 5 min cada e com TBS.

A identificacdo da reacdo antigeno/anticorpo foi feita utilizando uma solucéo de
revelacdo (p-nitrofenilfosfato 1 mg/mL em 50 mM de borato de sédio e 5 mM de MgCl,).
A solucéo foi adicionada aos pogos e, apds 60 min a 37 °C, o p-nitrofenil liberado foi
analisado em leitor de microplacas SpectraMax M3®, com leitura em 405 nm.

A curva-padrdo que contém o antigeno foi analisada contra uma curva padrdo de

BSA, ambas nas mesmas condicoes.

4.6 Producédo do anticorpo anticanavalina

O primeiro passo para a producdo de um anticorpo é a escolha do animal em que
sera inoculado o antigeno; para tal sdo levados em consideragdo inumeros fatores:
caracteristicas de resposta do anticorpo, a quantidade de anticorpos necessarios para efetuar
as analises, a disponibilidade do modelo animal, a idade e o sexo do modelo animal, e

também a facilidade na coleta do sangue.

Tabela 1 - Parametros de escolha do animal para a produgdo do anticorpo
anticanavalina. Material adaptado de (LEENAARS & HENDRIKSEN, 2005).

Volume
Animal Idade de sangue
Camundongo 6 semanas 0,3 mL
Rato 6 semanas 2 mL
Coelho 3 meses 15 mL
Cabra 6-7 meses  150-400 mL
Ovelha 7-9 meses  200-600 mL
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No presente trabalho, foi escolhido coelho, raga Nova Zelandia branco, devido ao
volume de sangue maximo extraido ser o bastante para a execugéo do trabalho.

O anticorpo anticanavalina foi produzido com a injecdo do antigeno (canavalina)
no hospedeiro dando inicio a uma resposta imune que resulta na proliferacdo e
diferenciacdo de células B (Linfdcitos B) em células plasmaticas secretoras de anticorpos.

Para a preparacdo do antigeno (canavalina (BARCELLOS et al., 1993) ), 150 ug
de proteinas foram resolvidas por uma eletroforese conforme descrito no item 7.4. A banda
de gel contendo a proteina isolada foi descorada com uma solucdo contendo 50 mM de
bicarbonato de amonio e 40 % de acetonitrila (ACN) em &gua ultra pura e entdo desidratada
com ACN 100 %, e em seguida o segmento de gel contendo a proteina descorada e
desidratada, foi liofilizado.

O antigeno precisa ser emulsionado para a sua aplicacdo no coelho. A emulsdo é
produzida com 200 uL de Tris-HCI 20 mM pH 7,5 que é usado para reidratar o gel que
contém a amostra, e 200 pL de Adjuvante Completo de Freund® (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA). O adjuvante de Freund é utilizado para aumentar o titulo, pois pela
formacédo de uma emulsdo com o antigeno em solugdo aquosa, faz com que a mesma seja
liberada aos poucos no organismo do hospedeiro (TOUGH & SPRENT, 2003;
LEENAARS & HENDRIKSEN, 2005). Além disso o Adjuvante de Freund contém um
preparado de membranas bacterianas que visa a estimular a resposta imune do hospedeiro.
O material foi misturado tanto quanto necessario até obter a emulsdo em condicdes
satisfatorias. O volume final da emulsdo foi aplicado no dorso do coelho, por injecdo
intradérmica, em 20 spots distintos, 20 uL/spot, aproximadamente.

A fim de obter uma resposta imunolégica maior, faz-se necessario novas
aplicacbes do antigeno no hospedeiro (BYNOE et al., 2005). Isto permite a producdo de
anticorpos de maior afinidade da classe IgG. Foram feitos dois reforgos, ambos com 150 ug
de antigeno, preparados como descritos acima. Entretanto, nesta etapa, o antigeno foi
eletroeluido da sua respectiva banda em sistema PowerPac HC (Bio-Rad — Hercules,
California, Estados Unidos) conforme intrugdes do fabricante. Apds, as amostras foram
dialisadas contra Tris-HCI 20 mM pH 7,5 para a retirada do detergente, e entdo liofilizadas

e congeladas para serem usadas.
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Para a injecdo, o material é ressuspenso em 100 uL de Tris-HCI 20 mM pH 7,5 e
100 puL de Adjuvante de Freund® incompleto (sem o preparado de membranas bacterianas).
Neste caso, a inje¢do é intramuscular, na pata traseira, 100 uL/pata.

Para o acompanhamento do titulo da IgG imune, por ELISA, conforme descrito no
item 4.7, retirou-se aliquotas de 2 mL de sangue da orelha do animal, com a utilizac&o dos
seguintes materiais: 1 agulha 0,8 x 25 mm, um tubo Falcon™ de 15 mL, e solucio de
citrato de sodio 0,313 %.

Ap0s os reforgos, e tendo em vista a confirmacgdo do aumento de titulo, foi feita a
sangria do animal. Foi feita uma coleta de 10 mL de sangue pela orelha (igual as anteriores
para o teste do ELISA). Em seguida, foi feita pungdo cardiaca de onde extraiu-se 45 mL e 0
material utilizado foi: 1 agulha 1,2 x 40 mm, 2 seringas de 30 mL, ambas com citrato de
sodio 0,313 %.

O volume total de 55 mL foi recolhido e centrifugado a 200 x g por 15 min. O
plasma foi isolado e a ele adicionado 10 mM de cloreto de célcio para a coagulacdo. A
reacdo durou 72 h para permitir a retracdo do coagulo formado, que foi retirado do meio
obtendo-se o soro bruto, em um volume total de 33 mL.

O soro bruto obtido foi centrifugado a 12,000 x g por 30 min e 0 sobrenadante
contendo o anticorpo anticanavalina foi separado e rotulado.

A fim de definir o titulo a ser usado do anticorpo, realizou-se um Dot Blot.

4.7 Cromatografia liquida de afinidade para purificacédo da 1gG

Para fins de imunoprecipitacdo é indicado fazer uma purificagdo do soro, pois
neste h4 muitas outras proteinas podendo causar reacdo cruzada com as outras proteinas
presentes. A purificacdo das imunoglobulinas G do soro imune do coelho foi feita por
cromatografia de afinidade com a proteina G Sepharose (HiTrap™ Protein G HP Columns-
GE Lifesciences), devido a sua afinidade por imunoglobulinas extraidas de coelhos. Foi
escolhida a proteina G imobilizada em matriz de Sepharose, esta tem maior afinidade para
IgG de coelho e minima de ligacdo a albumina, o que resulta em cromatografias mais

eficientes e de maior rendimento.
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A cromatografia foi feita em um sistema cromatografico Akta Purifier (GE-
Lifesciences — Fairfield, Estados Unidos). A coluna foi equilibrada em fosfato de sédio
(NaPB) 20 mM pH 7,0. Em seguida, o soro contendo a IgG foi aplicado até saturacdo da
coluna. A coluna foi lavada com 10 mL de NaPB 20 mM pH 7,0. A eluicdo do material foi
feita com &cido aminoacético (glicina) 100 mM, em pH 2,70. Para esta etapa, foram
necessarios 5 volumes de coluna para a eluicdo total do anticorpo retido na coluna.
Imediatamente apds o anticorpo ser eluido, foi adicionado Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 para

neutralizar o material e evitar desnaturacdo do anticorpo.

4.8 Separacdo de proteinas abundantes
4.8.1 Cromatografia de afinidade por Sephadex G-100®

A Sephadex G100® é composta por uma matriz de dextrana porosa, comumente
usada em cromatografia liquida de gel filtracdo, para purificacdo de proteinas globulares de
4 a 150 kDa. A lectina convanavalina-A (Con-A) apresenta massa molecular de 25,5 kDa
(REEKE JR. et al., 2011), presente nos extratos de sementes da Canavalia ensiformis,
apresentando maximos de concentracdo durante o estdgio de maturacdo da semente
(BARCELLOS et al., 1993). Apresenta afinidade por residuos de D-glicose e D-manose, e
liga-se especificamente nos grupo dextrana do Sephadex-G100. Esta proteina é
extremamente abundante nos extratos de sementes quiescente (EBQ), até 4, 5 dias de
desenvolvimento (EB4, EB5). Desta forma, ao submeter o extrato de proteinas totais a
resina, apenas a Con-A fica retida e pode ser recuperada posteriormente.

A cromatografia € realizada na forma de batch, com a resina acamada em funil de
vidro sinterizado, grau G2. Previamente foi definida a proporcdo de 3:1 (3 mL de resina /
grama de semente de C. ensiformis) para a adsor¢éo. A resina, equilibrada com Tris-HCI 20
mM pH 7,5, e colocada em um Becker em banho de gelo, foi misturada a amostra,
previamente preparada nas mesmas condigdes de equilibrio, e a mistura foi submetida a
suave agitacdo por 16 h a 4 °C. Em seguida, a mistura foi transferida para o funil de vidro
para acomodagdo da resina. As fragdes foram coletadas em tubos conicos de 15 mL, e 0
conteudo proteico foi monitorado através da absorbéancia a 280 nm. O material néo retido

na resina foi recuperado, e a resina exaustivamente lavada até a estabilizacdo da leitura das
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fragbes em 280 nm. A eluigdo do material retido (Con-A) foi feita com 85 mL de &cido
cloridrico (HCI) 10 mM, recolhendo-se as fra¢fes sobre volume suficiente de Tris-HCI 1.5

M pH 8,0 para imediata neutralizacdo do eluato.

4.8.2 Imunoprecipitacao

A imunoprecipitacdo é uma técnica de imunoquimica bastante utilizada em
purificacdo de proteinas. Foram feitas duas diferentes técnicas de imunoprecipitacdo: a
primeira foi com a utilizacdo de proteina A agarose; a segunda foi feita de forma bastante
semelhante a um Western Blot.

O procedimento utilizado foi semelhante ao descrito por (DEMARTINI et al.,
2011). Um volume de 100 puL da resina Proteina A Agarose (Sigma - Saint Louis, MO,
USA) foi equilibrada em PBS (20 mM NaPB + 150 mM NaCl pH 7,5) e posta em contato
com o extrato de interesse sob agitacdo branda a 4 °C por 16 h, para retirada dos ligantes
inespecificos a proteina A. A mistura foi centrifugada a 720 x g por 10 min e o
sobrenadante foi reservado a 4 °C.

Paralelamente, outros 100 uL de resina foram postos em contato com 100 uL de
IgG purificada (para a imobilizacdo da mesma), também sob agitacéo branda, a 4 °C e 16 h.
Apbs centrifugacdo a 200 x g por 5 min, retirou-se o excesso da solucdo de 1gG do pellet, e
0 sobrenadante reservado anteriormente foi posto em contato com a resina IgG-proteina A
(pellet), por 16 ha 4°C.

Ao final da etapa descrita, a mistura foi centrifugada e o sobrenadante,
representando a fracdo do extrato que ndo é reconhecido pela 1gG anticanavalina, foi
reservado a 4 °C. Ap0s trés lavagens da resina com 3 x o seu volume de tampdo de
equilibrio, a eluigdo foi feita com tampao de corrida de eletroforese (Tris-HCI 125 mM pH
6,8, glicerol 19 %, azul de bromofenol 0,05 g/100 mL e SDS 4 %), acrescido de 10 mM de
ditiotreitol (DTT). A separacdo do eluido foi feita por centrifugacdo a 720 x g por 10 min e

0 sobrenadante foi separado e analisado por Western Blot.

39



4.8.3 Cromatografia de imunoafinidade

A coluna HiTrap™ Protein G HP (GE Healthcare) foi usada para imobilizar a 1gG
presente no soro obtido, e em seguida, extrair a canavalina dos extratos pela ligacdo entre
anticorpo-antigeno.

A cromatografia foi realizada com bomba peristaltica e a coluna foi equilibrada
com PBS (20 mL). O soro contendo a 1gG foi aplicado a coluna e a IgG anticanavalina
ficou retido na resina. Apés lavagem com PBS, aplicou-se o extrato proteico de interesse,
permitindo-se que a canavalina presente no extrato pudesse se ligar ao anticorpo preso a
resina. Ap6s mais uma lavagem exaustiva da coluna com PBS, procedeu-se a elui¢do do
material com glicina 100 mM, pH 2,70. Novamente o eluido foi imediatamente
neutralizado a pH 7,5, usando Tris-HCI 1.5 M pH 8,8. Esta cromatografia foi repetida por
reaplicacdo dos eluatos até que fosse possivel verificar uma retirada representativa de

canavalina.

4.9 Hidrdlise triptica

Os extratos obtidos de acordo com o fluxograma disposto na figura 9 foram
submetidos a hidrolise com tripsina modificada, grau sequenciamento (V511 - Promega).
Esta enzima hidrolisa no lado C-terminal de residuos de lisinas e argininas. Desta forma a
especificidade conferida é de grande valia para estudos proteémicos. As digestdes das
amostras foram, em grande parte, realizadas em solucdo e as solucdes estoque foram
preparadas em 100 mM de bicarbonato de aménio. As seguir descreve-se 0 procedimento
empregado:
1.  Aliquotas dos extratos correspondente a 100 pug e 500 pg de proteinas foram
solubilizadas em 100 mM de bicarbonato de aménio (BA);
2. Aos extratos tamponados, adicionou-se 50 mM ditiotrietol (DTT), concentracéo final.
Este material foi mantido de 30 a 60 min a 56 °C, para a total reducdo das pontes dissulfeto
presentes nas amostras proteicas;
3. Apos a reducdo, as pontes dissulfeto rompidas foram alquiladas adicionando-se 50
mM iodoacetamida (IAA), concentracdo final. Este material permaneceu a temperatura

ambiente e no escuro por um tempo de 30 a 60 min.
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4.  Devido ao excesso de IAA adicionado a amostra, adicionou-se uma quantidade de
DTT equivalente a 10 % da usada na etapa de reducdo, e esta segunda reducéo foi feita 30
min novamente a temperatura ambiente.

5.  Com as etapas acima concluidas fez-se a hidrdlise triptica do material. A enzima foi
ressuspensa em 50 mM de BA, e utilizada na proporcdo de 1:50 (enzima:substrato). A
digestdo foi de 16 h a 37 °C. A enzima utilizada neste trabalho foi a tripsina extraida de
pancreas suino, com pureza grau sequenciamento.

6.  Apo6s a digestdo do material, foi realizada uma dessalinizacdo das solugdes usando
cartuchos de dessalinizagdo OASIS™ (OASIS™ HLB — Waters, Milford, Estados Unidos),
seguindo as especificacBes técnicas.

7. Cada amostra tripsinizada foi liofilizada ao final do processo, e seguiu para as etapas

posteriores.
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Figura 9: Fluxograma de amostras submetidas a tripsinizacdo e posteriormente
pré-fracionadas. A) Extratos obtidos de sementes quiescentes (EBQ — Extrato bruto
quiescente, NRSG100 — Material nédo retido da Sephadex G-100, EISG100 — Material
eluido da Sephadex G-100, NRG - Material ndo retido da cromatografia de
imunoafinidade e EIG — material eluido da cromatografia de imunoafinidade.); B) Extratos
obtidos a partir de sementes com 5 dias de desenvolvimento (EB5 — Extrato bruto com 5
dias de desenvolvimento, NR5 _SG100 — Material ndo retido na Sephadex G-100 e
EI5 _SG100 — Material eluido da Sephadex G-100).

A hidrdlise triptica de amostras extraidas de SDS-PAGE, seguem um protocolo
bastante similar ao descrito acima, como pode ser visto abaixo:
1.  Cortam-se as bandas desejadas do gel de eletroforese.
2.  Os fragmentos de gel excisados sdo descorados com uma solu¢do de 50 mM de
bicarbonato de aménio + ACN. Sdo feitas, pelo menos, 3 lavagens, e estas séo desprezadas.
3. Apo0s o descoramento, os géis sdo desidratados com 100 % de ACN, por 5 min, no
minimo, o gel devera ficar branco, opaco e reduzir de tamanho.
4. A ACN é descartada, e os géis sao liofilizados, por 15 min.
5. Adiciona-se a solucdo de reducdo (10 mM de DTT + 50 mM de bicarbonato de
amonio). Esta etapa deve ser feita a 56 °C, no escuro por 60 min.
6. A solucdo é desprezada, e adicionada uma solucdo de alquilacdo (10 mM de IAA +
50 mM de bicarbonato de aménio). Etapa executada a temperatura ambiente, por 60 min e

No escuro.
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7.  Desprezar a solugdo e novamente desidratar os fragmentos de gel com ACN 100 %.
Repetir o passo 5.

8.  Adicionar a solucgéo de tripsina, preparar, e reagir nas mesmas condi¢fes que descrita
para digestdo em solucéo.

9.  Apos a digestdo, os peptideos em solugdo sdo recuperados. A solucdo é adicionada a
um tubo eppendorf® novo. O material é liofilizado.

10. Apoés a liofilizacdo, o material é guardado a -20 ou - 80 ° C.

4.10 Pre-fracionamento dos extratos digeridos

Os peptideos tripticos gerados na etapa da digestdo nas diferentes amostras
analisadas, foram submetidas a uma etapa de pré-fracionamento em sistema HPLC. As
cromatografias foram monitoradas com um detector de UV - SPD-20A (Shimadzu, Inc.,
Kyoto, Japdo), em comprimento de onda de 214 nm. Duas estratégias foram utilizadas:
primeiramente fazer uma cromatografia de troca catidnica, com a coluna BioSuite SP ™ 10
uL CXC (Waters, Milford, Estados Unidos); a segunda, foi uma fase reversa em C18, com
a coluna SIM-pack CLC-ODS, (Shimadzu, Inc., Kyoto, Japan).

4.10.1 Cromatografia de troca catiénica

O equilibrio da resina foi feito com o tampdo A (0,1 % de &cido trifluoroacético
(TFA) + 5 % de ACN TFA em agua). A amostra foi aplicada em 25 pL e a coluna lavada
com 13,3 mL (3 volumes da coluna utilizada) de tampéo A. A eluicdo foi feita em gradiente
descontinuo de sal. Dois sais foram utilizados, em duas tentativas de pré-fracionamento por
troca cationica forte: o cloreto de sodio e o acetato de aménio. O gradiente descontinuo foi
composto por 2 mM, 70 mM, 140 mM e 200 mM de sal, em etapas de 40 min, com fluxo
da cromatografia em 0,3 mL/min.

Ao final do gradiente, uma ultima eluigdo com 1 M de sal ¢ feita, para retirada de

peptideos fortemente retidos na coluna.
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4.10.2 Cromatografia de fase reversa

A cromatografia de fase reversa foi feita em coluna SIM-pack CLC-ODS (C18). O
equilibrio da coluna foi feito com 0,1 % de TFA em agua ultra pura. A amostra, apos
digestéo triptica, foi aplicada na coluna seguida de lavagem exaustiva. A eluicdo foi feita
com gradiente de acetonitrila (ACN), de 0 a 60% de ACN em 18 min e de 60 a 100% de
ACN em 4 min. O fluxo usado foi de 1 mL/min.

Apols a digestdo do material, ndo € necessaria a etapa de dessalinizacdo da

amostras com OASIS® previamente & cromatografia de fase reversa.

4.11 Andlises por espectrometria de massas

Para a identificacdo das proteinas presentes nas amostras, 0 material previamente
preparado foi submetido a cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a analise
por espectrometria e massas em tandem (UPLC-MS/MS). Os peptideos foram fracionados
em um sistema nanoAcquity UltraPerformance LC® (UPLC®, Waters, Milford, United
States), em uma corrida de 30 min. O gradiente de acetonitrila foi de 5 % a 60 % (em 0.1%
de &cido formico) em 20 min, e feito em uma coluna C-18 (75 um ID). Os peptideos
eluidos foram ionizados por eletrospray e os ions detectados em um espectrémetro dotado
de quadrupolo e tempo de voo como analisadores Q-TOF Micro™ (Micromass, Waters,
Milford, United States).

Os dados foram adquiridos no modo DDA (data dependent mode). Peptideos
dotados de cargas +2, +3 e +4 foram selecionados e submetidos a analise por MS/MS. O
fluxo usado foi de 600 nL/min e as voltagens do cone e do capilar foram de 3.5 kV e 100 V,
respectivamente.

Os dados coletados (.raw), foram processados no software Mascot Distiller e
gerados os arquivos Mascot General File (.mgf). Estes arquivos, .mgf foram utilizados para
a busca contra o banco de dados de proteinas ndo redundantes disponivel no National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/, Bethesda, MD,
USA).

A restrigdo "viridiplantae” no campo organismo foi utilizada em algumas buscas.

A faixa de tolerancia foi de 0.8 kDa. Os dados foram processados utilizando o software
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Mascot Deamon, que trabalha com os algoritmos do Mascot para busca contra o banco de
dados.

5 RESULTADOS
5.1 Extracao com e sem Fenol
Nesta etapa do trabalho, o objetivo foi otimizar o processo de extracdo de

proteinas a partir de sementes quiescentes e com 5 dias de desenvolvimento.

5.1.1 Rendimento da extracdo e malha do gel de poliacrilamida

As proteinas presentes nas sementes quiescentes de Canavalia ensiformis foram
extraidas em meio aquoso. Duas extracdes foram realizadas, uma em tampéao
Tris(hidroximetil)aminometano - HCI (Tris-HCI) 20 mM pH 7,50, denominada Ext-1, e
outra usando uma mistura de Tris/Fenol (USB 75829), visando uma maior limpeza do
material, cujo nome dado foi Ext-2. O rendimento em relagdo a concentracdo de proteinas

estd apresentado na tabela 2.

Tabela 2: Comparacdo entre os métodos de extracdo utilizados, com relacdo ao
rendimento de proteina extraida utilizando dois processos de extracao.

Método de extracao Rendimento (mg/mL de proteina)
Extragdo 1 - Ext-1  Tris20 mM pH 7,5 8,54
Extragdo 2 - Ext-2 Tris/Fenol 2,58

As proteinas contidas nos extratos Ext-1 e Ext-2 foram analisadas por SDS-PAGE
para avaliar o rendimento e a porcentagem de poliacrilamida no gel que traria a melhor

resolucdo as proteinas em solugdo. Estes dados estdo apresentados na figura 10.
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Figura 10: SDS-PAGE para comparacao dos extratos obtidos com Tris 20 mM pH
7,5 (Ext 1) e com Tris/Fenol (Ext 2) onde diferentes concentracdes de poliacrilamida foram

avaliadas. PM: padrdo de massa.

O gel com concentracdo 12,5 % apresentou melhor distribuicdo das proteinas
analisadas, desde massas mais altas (250 kDa), até massas bem baixas (<15 kDa). Desta

forma esta concentracdo de poliacrilamida foi a escolhida para os géis subsequentes.

5.1.2 Remocao de proteinas abundantes - cromatografia de afinidade por Sephadex
G100®

Apds a extracdo das proteinas presentes na semente quiescente, partiu-se para a
etapa de pré-fracionamento da amostra. Esta etapa, de descomplexacdo do material, é
essencial para que o numero de proteinas identificadas seja consideravelmente maior
quando os materiais forem analisados por LC-MS/MS. Inicialmente, o objetivo foi a
retirada de uma das proteinas de reserva da planta, que é facilmente extraida nas condicGes
analisadas, a concanavalina A (Con-A).

A Con-A é uma proteina presente em grandes quantidades na semente de C.
ensiformis e, para sua retirada dos extratos Ext-1 e Ext-2 de sementes quiescentes, utilizou-
se a cromatografia de afinidade com a resina Sephadex G100®. Os perfis eletroforéticos das

etapas cromatograficas estdo apresenado na figura 11.
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Figura 11: SDS-PAGE 12,5 % para comparacdo da remocgdo da con-A nas

extragdes com e sem fenol do extrato EBQ. PM: padréo de massa.

Ao comparar as fragbes extraidas pela cromatografia de afinidade por Sephadex
G100® (Figura 11), conclui-se que a extragdo em fenol dificultou a retirada da Con-A da
amostra de partida, provavelmente por que o fenol deve ter desnaturado parcialmente a
lectina impedindo sua ligacdo a resina. Além disto, uma menor quantidade de proteinas foi
extraida (Tabela 2), mesmo que o material seja de uma melhor qualidade. Desta forma,

optou-se pela extracdo somente com o Tris-HCI 20 mM pH 7,5.

5.1.3 Extrato de sementes quiescentes e germinadas

Cerca de 20 sementes foram germinadas, com periodos de desenvolvimento de 3, 4 e
5 dias. Apos este periodo, foram retirados todos os cotilédones, congelados em nitrogénio
liguido e em seguida, secos por liofilizagdo. As sementes quiescentes foram moidas e
gerada uma farinha que foi extraida em tampao Tris 20 mM pH 7,5, seguindo o protocolo
descrito no item 4.2. O mesmo foi feito com o material germinado (geracdo da farinha e
extracdo). As concetracOes obtidas bem como o aspecto das plantas estdo apresentados na
figura 12.
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Extrato Bruto Quiescente (EBQ)
Aogo= 44,70 mg/mL

Extrato Bruto Germinado por 3 dias
(EB3)
Aggo= 32,80 mg/mL

Extrato Bruto Germinado por 4 dias
(EB4)
Aogo= 50 mg/mL

Extrato Bruto Germinado por 5 dias
(EB5)
Aogo= 60 mg/mL

Figura 12: Sementes e plantulas de C. ensiformis nos diferentes estagios de

desenvolvimento estudados (lado esquerdo) e a concentragdo de proteinas nos extratos

correspondentes (lado direito).
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Com os extratos brutos prontos, fez-se um gel de poliacrilamida (12,5 %) a fim de
visualizar o perfil protéico de cada um destes. Paralelamente a isto, foi feito um Western
Blot (descrito no item 4.5.2), para a visualizacdo de proteinas imunorreativas ao anticorpo
anticanavalina (figura 13).

Observou-se-se que a concentragdo de Con-A, no decorrer do tempo de
desenvolvimento da semente, permanece relativamente constante. Entretanto, houve uma
alteracdo nos niveis de canavalina entre o 3° e 5° dias de desenvolvimento, com niveis
minimos no 4° dia. A imunorreatividade do anticorpo anticanavalina demostrou que
subprodutos desta proteina de massa ao redor de 23 kDa formados no 3° e 4° dias, ndo
foram mais detectados no 5° dia.

A) B) PR S P IR N
N R
PM EBQ EB3 EB4 EBS VTRV
200 kDa=—>
100 kDa=—> i
70 kDa =—> o
kD —> e g = - <— Canavalina “"™ ™
40kDa —> W 38 kD —n
I0kDa =—> 31kDa —>
- - <«— Con-A 24 kDa
25 kDa —> - -— 24 kDs —>
20kDa =—> . . 17kDa ==>
15kDa =—>

Figura 13: A) SDS-PAGE dos extratos brutos, EBQ (Extrato bruto quiescente),
EB3 (Extrato bruto em 3 dias de desenvolvimento), EB4 (Extrato bruto em 4 dias de
desenvolvimento) e EB5 (Extrato bruto em 5 dias de desenvolvimento). B) Western Blot
as mesmas fracGes analisadas em A. Anticorpo primario anticanavalina: 1:30,000.

Anticorpo secundario: 1:10,000. Em cada canaleta foram adicionados 20 pg.

5.1.4 Extratos a serem analisados

A partir do extratos produzidos (EBQ, EB3, EB4 e EB5), foram determinados
apenas dois pontos para serem analisados, 0 EBQ, por ser controle do ponto zero, onde ndo
hd qualquer desenvolvimento na planta e o EB5, quando extensiva mobilizagdo de
proteinas ja ocorreu mas a JBU ainda esta bem preservada (DEMARTINI et al., 2010).
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Adicionalmente, o critério de escolha do extrato em desenvolvimento também
envolveu a combinacdo dos trés fatores a seguir, todos analisados por atividade enzimatica
(DEMARTINI, 2007):

a) a atividade maxima sobre o substrato fluorogénico Abz-AIAFFSRQ-EDDnp
(preferencial para aspartico peptidases);

b) a inibicdo minima por pepstatina-A (inibidor de aspartico peptidases);

¢) inibicdo maxima por tirostatina, um inibidor de enzimas tipo sedolisinas. Existem
evidéncias da presenca destas enzimas durante o desenvolvimento inicial da C. ensiformis.

Outro fator importante para a escolha do extrato de semente em desenvolvimento
esta na quantidade de canavalina presente em cada um. Como pdode ser verificado na figura
13, 0 EB5 € o que apresentou menor concentracdo de canavalina e que melhor atendeu aos
requisitos para a atividade peptidasica. Desta forma, este foi o extrato escolhido para as

analises posteriores.

5.2 Retirada de proteinas abundantes
5.2.1 Remocdo da Concanavalina-A (Con-A)

A remocdo da Con-A dos dois extratos usados (EBQ e EBS5), foi feita por
cromatografia de afinidade, com a resina Sephadex G100 (item 4.10.1). As quantidades
aplicadas e recuperadas nos dois extratos estdo apresentados na tabela 3. O perfil
eletroforético das fraces obtidas nas cromatografias estdo apresentados na figura 14.

As fragdes néo-retidas foram denominadas NRSG100 e NR5_SG100, para 0s
extratos de sementes quiescentes e de 5 dias de desenvolvimento, respectivamente. As
fracOes eluidas foram denominadas de EISG100 e EI5_SG100 para os extratos de sementes

quiescentes e de 5 dias de desenvolvimento, respectivamente.
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Tabela 3: Tabela de dados da cromatografia de afinidade com a resina Sephadex
G100. Os extratos analisados foram 0 EBQ e EB5D.

Proteina recuperada
Fracao nao retida (NR)

Material aplicado

Fracdo eluida (El)

Extrato M8 de Concentracdo Volume Massa Concentracdo Volume Massa o,
proteina (mg/mL) (mL) (mg) (mg/mL) (mL)  (mg)
EBQ 2235 2,55 43,00 109,98 0,029 85.4 19,56 8,8
EB5 780,0 12,90 50,00 645,00 2,47 21,00 49,99 6,5
A o B N
) A \\\Q ) NS
S & 7
PM EBQ < &F pM EBSS <P
200 kDa—> 2= = 200 kDa=>-
100 kDa=—D e 100 kDa=—>
70 kDa =—> ~— T0kDa —>
S0 kDa =—> SOkDa =—>
0kDa —> .' «— Canavalina u'm);. — -
I0kDa =—>
WkDa =—>» w
i —> we . T WP <—ConaA T - W < Con-A
. - 25kDa =—>
20kDa ==> == 20 kDa =—>
1SkDa ==> s = - - §iib =
N A

Figura 14: : SDS-PAGE das fracdes analisadas por cromatografia de afinidade
em Sephadex G100. A) Cromatogradia do extrato bruto de sementes quiescnetes (EBQ).
B) cromatografia do extrato bruto de sementes germinadas por 5 dias (EB5D). NRSG100 e
NR5_SG100: fracbes ndo-retidas, quiescente e 5 dias, respectivamente. EISG100 e
EI5_SG100: fragdes eluidas, quiescente e 5 dias, respectivamente. Foram aplicadas cerca

de 10 ug de proteinas por poco em A e B.
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Em ambos extratos, observou-se remocdo significativa da Con-A. A partir da
definicdo desta etapa, foi dada sequencia para a retirada da canavalina da fragdo NRSG100.

As demais fracdes foram reservadas para posterior uso.

5.2.2 Remocédo da Canavalina

Para a remocdo da canavalina, a abordagem utilizada foi um experimento de
imunoprecipitacdo. Com este experimento a proteina seria removida do extrato de interesse,
gerando uma nova fracdo a ser analisada separadamente.

Para isso ser possivel, foi produzido in house um pool de anticorpos
anticanavalina. O acompanhamento da producdo do anticorpo foi feito por ensaio
imunoenzimatico (ELISA, item 4.5.3), através da analise do soro do coelho imunizado em

intervalos pré-definidos de tempo (tabela 4).

Tabela 4: Tabela de acompanhamento de resposta do anticorpo.

Leitura A 405 nm

ug 1:5.000 1:10.000 1:15.000 1:50.000 1:100.00
proteina Elisa2 Elisa Elisa2 EWSa8 Elsa2 ENsa pro,o Elisa prcoo Elisa
Final Final Final Final Final
0 0 0 0, 0 0 0 0 0 0 0

0,005 0,122 0,247 0,081 0,193 0,053 0,190 0,019 0,091 0,011 0,042
0,05 0,213 0,357 0,155 0316 0,120 0,215 0,036 0,107 0,005 0,053
0,25 0,234 0,330 0,171 0,353 0,127 0,381 0,047 0,127 0,03 0,061

0,5 0,262 0,391 0,188 0,423 0,046 0318 0,048 0,159 0,023 0,058

Elisa 2 — Ensaio executado 20 dias ap0s a inoculagdo do antigeno (5 dias apds o primeiro reforco do
antigeno).
Elisa Final — Ensaio exacutado 34 dias ap0s a inoculacdo do antigeno (2 dias apds o segundo reforgo do

antigeno e 2 dias antes a pungdo cardiaca.

Quando comparados os titulos dos ensaios feitos 20 dias ap06s a inoculacdo do
antigeno, com o ensaio feito posteriormente, com 34 dias passados a aplicagdo do antigeno,
tem-se um aumento no titulo, ndo sendo necessario reforgo adicional. O anticorpo também
se mostrou capaz de reconhecer pequenas quantidades de canavalina em dilui¢bes entre
1:15.000 e 1:50.000 (Figura 15, item a).
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Figura 15: Titulacdo do antigeno (canavalina) com diferentes diluigdes do anticorpo.

1:50,000  1:100,000
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Desta forma, foi feita a sangria final do animal, sendo extraidos 33 mL de soro
através de puncdo cardiaca (item 4.6).

O soro obtido (preparado conforme item 4.6) foi primeiramente analisado por Dot
Blot para estimar a diluicdo a ser usada nos ensaios imunologicos, e nos ensaios de
imunoprecipitacéo.

Com os dados apresentados na figura 16, definiu-se que a diluicdo a ser adotada
seria de 1:30,000. Nesta diluicdo, ja € possivel o reconhecimento do antigeno pelo
anticorpo. Valores de massa na ordem de nanogramas de canavalina sdo reconhecidas, e a

resposta cruzada para a urease foi reduzida nesta diluicéo.

1ug 30ng 10ng 3ng lug  30ng 10ng  3ng
/
Urease // Urease
Con-A Con-A
BSA BSA
Canavalina Canavalina
Anticorpo primariol:30.000 Anticorpo primario1:10.000

Figura 16: Dot Blot para a determinacgéo do titulo do soro obtido, o qual contém o
anticorpo anticanavalina a ser utilizado em analises posteriores. A) diluicdo 1:10,000 do

anticorpo primario; B) diluicdo 1:30,000 do anticorpo primario

Para fins de imunoprecipitacdo, o indicado é fazer uma purificacdo da IgG presente
no soro. Esta purificacdo foi feita por cromatografia de afinidade com a resina proteina G
Sepharose, que apresenta grande afinidade por imunoglobulinas de coelhos, conforme
descrito no item 4.6. Para a purificacdo, o soro é previamente dialisado contra o tampéo de
equilibrio (5 mL, mesmo volume aplicado na cromatografia). A figura 17 apresenta o perfil
cromatogréafico representativo desta purificagdo, onde o inicio da eluicdo do anticorpo

adsorvido foi feita por choque de pH, usando glicina 20 mM pH 2,70.
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Figura 17: Cromatografia de afinidade em HiTrap G-protein - sepharose. A coluna
(1 mL) foi equilibrada com NaPB (fosfato de sddio) 20 mM pH 7,0. A seta vertical indica

o inicio da eluicdo. O pool de IgG eluido esta indicado pela seta horizontal.

Uma vez obtida a IgG purificada, o titulo do anticorpo foi novamente determinado

por Dot Blot. Os resultados estdo apresentados na figura 18.

A) lug  30ng long 3ng B) lpg ~ 30ng  fOng  3ng
Urease Urease
"4
Canavalina Canavalina
Anticorpo primario 1:30.000 Anficorpo primario 1:10.000

Figura 18: Dot blot para determinacdo do titulo da IgG purificada a ser utilizado.
A) diluicdo 1:30,000 do anticorpo primario; B) diluicdo 1:10,000 do anticorpo primario.

Como visto na figura 18, o dois titulos foram testados: 1:30,000 e 1:10,000. No caso
de 1:30,000 a diluicéo foi excessiva e no caso de 1:10,000, ainda havia reagdo cruzada com
a urease JBU. Desta forma a diluicdo 1:15,000 foi utilizada para os ensaios de

imunoprecipitagéo.
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5.2.2.1 Imunoprecipitacdo com o uso de Proteina A agarose

A escolha da resina Protein-A Agarose (82492 — Sigma - Saint Louis, MO, USA),
foi a primeira estratégia utilizada para a retirada da canavalina do extrato das sementes. A
imunoprecipitacdo foi feita conforme 4.8.2, e os resultados foram analisados por Western
Blot. O extrato analisado foi 0 NRSG100 (material ndo retido da cromatografia de
afinidade por Sephadex G100).

G\QQ \QQ 6

_ S € & L ¥
SIS & ST

76 kDa—>

52 kDa—>

38 kDa—>

Figura 19: Western Blot para comparacdo entre os extratos, e avaliacdo da
eficiéncia na retirada da proteina de reserva. PM: padrdo de massa molecular; EBQ: extrato
bruto de sementes quiescentes; NRSG100: fracdo ndo retida da cromatografia de afinidade
em Sephadex G100; EISG100: fracdo eluida da cromatografia de afinidade em Sephadex
G100; NRIgG: fragdo ndo-retida da etapa de imunoprecipitacdo em Protein-A Agarose;
EllgG: fracdo eluida da etapa de imunoprecipitacdo em Protein-A Agarose; Lig. In.:

ligacdo inespecifica do extrato a Protein-A Agarose (detalhado em 4.8.2).

No Western Blot mostrado acima, verifica-se que ainda ha canavalina na por¢do ndo
retida da imunoprecipitacdo, e também abre uma discussdo sobre porque a banda que
aparece no extrato eluido est4 acima da posicdo que deveria aparecer a canavalina. Para
tentar responder a esta pergunta, fez-se um gel de eletroforese e um western blot, e junto
com o material imunoprecipitado, foi adicionada a 1gG purificada com diferentes
quantidades de agente redutor DTT.
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Figura 20: SDS-PAGE e Western blot para analisar a retirada a canavalina dos
extratos. A e B) MM — Padrdo de massa molecular; Lig In. — Fracdo que contém a ligagédo
inespecifica entre o extrato e a proteina A agarose; ElI — Material eluido da co-
imunoprecipitacao; A — Fragdo da IgG purificada e preparada em tampéo de corrida de
eletroforese com SDS; B - Fracao da IgG purificada e preparada em tampdo de corrida de
eletroforese com SDS e 10 mM de DTT e C - Fracdo da IgG purificada e preparada em
tampdo de analise de eletroforese com SDS e 50 mM de DTT.

A eletroforese e Western Blot da figura 20 mostraram que a 1gG estava se soltando
da resina. Devido as massas préximas da subunidade da 1gG e da canavalina (50 kDa e 48
kDa), as duas bandas intensas indicadas na figura 20 A (seta) foram excisadas do gel e
submetidas a digestéo por tripsina in gel.

A tabela 5 apresenta os resultados obtidos na analise por espectrometria de massas
(item 4.11). A analise destes resultados permitiu verificar que a canavalina estava sendo
retirada do extrato de interesse, mas a co-eluicdo da 1gG estava mascarando os resultados,
ndo sendo possivel atribuicdo adequada. Desta forma optou-se por outra estratégia para a

remocao da canavalina.
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Tabela 5: Proteinas identificadas por MS/MS, a partir das analises das bandas 1 e
2 excisadas do gel da figura 20. As proteinas estdo identificadas de acordo com a anotagao
do (PubMed, Maio de 2011). A busca foi feita contra o banco de dados de proteinas ndo
redundantes. Nao foi feito qualquer restri¢cdo ao organismo de busca. A ferramente de busca
usada foi Mascot (Mascot Server 2.3 — Windows — mar¢o 2010). Ort6logos ndo estdo
sendo mostrados, apenas as proteinas distintas de maior escore. RuBisCO: ribulose 1,5-

bisphosphate carboxylase small subunit precursor; IgG: immunoglobulin gama.

Seta na Proteina Codigo de Acesso  Cobertura de Mascot Organismo Massa

figura 20 (PubMed) sequéncia (%) Score (Da)
Acima IgG 1 0024250 5 o Oryctolagus 35914

Constant region 89242507 / 398 cuniculus
. Canavalia
Canavalin 18007 18 240 . 50389
gladiata
Abaixo
RuBisCO small

1079736 12 107 Glycine max 20252

subunit precursor

5.2.2.2 Cromatografia liquida de imunoafinidade

Com o objetivo de remover a canavalina do extrato de interesse (NRSG100), outra
abordagem foi utilizada. Optou-se por uma cromatografia liquida de imunoafinidade, com a
resina Protein G Sepharose (HiTrap™ Protein G HP Columns- GE Lifesciences),
anteriormente utilizada para a purificacdo da 1gG do soro. De acordo com o descrito no
item 4.8.3, a eluicdo foi gradual, pois o objetivo era de eliminar as proteinas que
interagissem como o anticorpo, e posteriormente elimina-lo. A figura 21 monsta o perfil
representativo desta cromatografia, que precisou ser repedida pelo menos 8 vezes para se

ter uma quantidade expressiva de canavalina retirada do extrado.
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Figura 21: Cromatograma obtido para a purificacdo da canavalina.

Apesar das varias tentativas as abordagens de imunoprecipitacdo ndo atenderam
eficientemente o objetivo proposto. Portanto, novas alternativas foram adotadas para atingir
este objetivo.

5.3 Hidrdlise triptica

As amostras obtidas por pré-fracionamento, dispostas no fluxograma da figura 22
foram digeridas por tripsina conforme detalhado no item 4.9.
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Figura 22: Fluxograma dos extratos obtidos a partir de sementes quiescentes e
sementes em 5 dias de desenvolvimento. A) Extratos obtidos a partir de sementes
quiescentes (EBQ — Extrato bruto quiescente; NRSG100 — Material ndo retido da
Sephadex G-100; EISG100 — Material eluido da Sephadex G-100; NRG — Material ndo
retido da cromatografia de imunoafinidade e EIG — material eluido dacromatografia de
imunoafinidade); b) Extratos obtidos a partir de sementes com 5 dias de desenvolvimento
(EB5 — Extrato bruto com 5 dias de desenvolvimento; NR5_SG100 — Material ndo retido
na Sephadex G-100 e EI5_SG100 — Material eluido da Sephadex G-100).

5.4 Pré-fracionamento dos extratos digeridos
Com a etapa de digestdo efetuada, os materiais foram pré-fracionados por
cromatografia liquida.

Duas tentativas foram feitas: a primeira foi uma cromatografia de troca
catidnica forte, usando gradientes descontinuos. Dois sais foram utilizados separadamente
para a eluicdo: cloreto de sddio e acetato de aménio. Em ambos os casos, o perfil
cromatografico ndo se mostrou satisfatorio, com poucos picos (peptideos) nas elui¢des. Os

perfis cromatograficos estdo apresentados na figura 23.
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Figura 23: Cromatografia liquida de troca catiénica forte. a) cromatograma do
branco; b) amostra NRG tripsinizada. Leitura monitorada em 280 nm. Gradiente de fase
mével: 2 mM, 70 mM, 140M e 200 mM e 1M acetato de amdnio. Amostra: NRG

tripsinizado com 100 g de proteina.

Entre os cromatogramas mostrados na figura 23, a diferenca est4d apenas na
intensidade dos picos. A estratégia foi entdo modificada e ao invés de fazer uma
cromatografia de troca idnica, fez-se uma cromatografia de fase reversa, usando gradiente

continuo de acetonitrila. A figura 24 apresenta o cromatograma.
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Figura 24: Cromatograma da amostra NRG (Extrato de semente quiescente, nao
retido na cromatografia de imunoafinidade). A coluna:SIM-pack CLC-ODS (C18), com
leitura em 280 nm. Gradiente de ACN, de 0 a 60 % em 18 min e de 60 a 100% em 4 min.
Amostra: 100 ug de proteina.

Os dados obtidos pela cromatografia de fase reversa apresentada na figura 24
mostraram maior separacao de peptideos com a resina utilizada. As fracdes coletadas serdo
analisadas por LC-MS/MS.

5.5 Consideracoes gerais

O objetivo do presente trabalho foi 0 estudo em média escala do proteoma das
sementes quiescentes e em desenvolvimento da leguminosa Canavalia ensiformis. Dois
estagios de desenvolvimento foram intencionalmente escolhidos para o estudo:

1. As sementes quiescentes por conterem as trés isoformas de urease até entdo conhecidas:
urease classica (SUMNER, 1926), a canatoxina (CARLINI & GUIMARAES, 1981) e a
JBUREII-b (Mulinari et al, submetido).

2. O estagio de desenvolvimento de 3, 4 ou 5 dias, refere-se as evidéncias de enzimas tipo
sedolisinas que podem estar presentes nestas sementes .
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Recentemente, um estudo protebmico das sementes e plantulas foi realizado
(DEMARTINI et al., 2011). Neste estudo, foi demonstrado que até o 5° dia de
desenvolvimento da planta, o peptideo entomotoxico contido na sequéncia da enzima
urease esta ainda protegido, apesar de a urease ter sido processada de alguma forma. Estes
dados foram obtidos por analises de imunoprecipitacdo associada a espectrometria de
massas, e as proteinas quantificadas por contagem espectral livre de marcacdo
(DEMARTINI et al., 2011). Entretanto, a abundancia das proteinas de reserva nos extratos
analisados foi um limitante para que um numero maior de proteinas pudesse ter sido
identificado.

A fim de otimizar as condi¢cBes de pré-fracionamento dos extratos analisados,
diferentes estratégias foram avaliadas. A extracdo com Tris-fenol é bastante utilizada para
extracdo de proteinas com fins de analise protebmica. Isto porque esta extracdo remove
com bastante eficiéncia acucares livres, lipideos, moléculas menores como alcaldides,
terpenos, entre outras. Desta forma, o pellet final obtido é basicamente protéico. Entretanto,
existem etapas de lavagens agressivas, com acetona. Estas lavagens promovem uma intensa
desitratacdo do meio, o que dificulta a ressuspensdo do pellet final obtido. Como
demonstrado na tabela 2 e figuras 10 e 11, a extracdo feita com Tris-Fenol mostrou-se
eficiente entrentanto, o rendimento foi consideravelmente mais baixo, e a cromatografia de
afinidade por Sephadex G100 (remocdo da Con-A), parece ter sido afetada. Desta forma,
optou-se por uma extracdo aquosa e branda em Tris-HCI 20 mM pH 7,5. Nestas condic0es,
as isoformas de urease mantiveram-se preservadas nos extratos, mesmo que a sua atividade
enzimatica ndo fosse levada em conta nestas condicdes.

Para a remocdo das proteinas abundantes dos extratos, a Con-A e a canavalina,
duas estratégias foram alcadas. A remocao da Con-A foi realizada através de cromatografia
de afinidade utilizando a resina Sephadex G100 (ou G50). Isto porque a Con-A é uma
lectina e tem afinidade pela matriz da resina Sephadex G100 (dextrana). Desta forma a
resina que é comumente utilizada em cromatografia de gel filtracdo, passou a ser usada
como resina de afinidade.

A figura 13 apresenta as eletroforeses realizadas com o0s pools obtidos das

cromatografias de afinidade por Sephadex G100, feitas com os extratos EBQ e EB5. Como
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pOde ser observado a cromatografia removeu eficientemente a Con-A dos extratos, gerando
uma fracdo que serd analisada separadamente.

A estratégia adotada para a proxima etapa foi a de remover a canavalina por
métodos imunoldgicos, a partir da fracdo ndo retida da cromatografia em Sephadex G100.
Para isso, um anticorpo policlonal foi desenvolvido e caracterizado para os experimentos
(Figuras 15-18 e Tabela 4). Na primeira tentativa de remog¢édo da canavalina dos extratos,
através da imunoprecipitacdo com o uso da Protein-A Agarose, 0 rendimento nao foi
satisfatorio. Ao analisar os extratos por SDS-PAGE, foi possivel verificar uma banda na
regido entre 45 e 50 kDa, mas nessa regido estdo as massas tando da cadeia pesada da 1gG,
quanto da canavalina, e como a eluicdo do material continha DTT, ficou a ddvida se estava
sendo eluida apenas a canavalina, esta mais a 1gG, ou apenas a IgG. A fim de verificar esta
questdo realizou-se um Western blot, verificando-se que a IgG tem suas pontes dissulfeto
rompidas com 10 mM de DTT, mas ainda restava duvidas se a canavalina também estava
sendo eluida. Para sanar as duvidas, as bandas eluidas neste ensaio foram analisadas por
espectrometria de massas, 0 que confirmou que, além de o anticorpo estar retendo a
canavalina, estava ocorrendo co-eluicdo da IgG ligada a resina. Ambas as proteinas foram
identificadas com alta confiabilidade, cobertura e contagens (Tabela 5). Interessantemente,
a subunidade menor da RuBisCO parece interagir de alguma maneira com a canavalina, ou
com o anticorpo analisado. Recentemente, Demartini e colaboradores demostraram a forte
interacdo entre o0 anticorpo antiurease (anti-JBU) e proteinas de plastideos, com altas
contagens espectrais e coberturas de sequéncias para as proteinas imunoprecipitadas
(DEMARTINI et al., 2011). Sabe-se que anticorpos anticanavalina, concanavalina A e
mesmo antiurease promovem reacdo cruzada entre os seus antigenos, dependendo da
titulacdo utilizada (CARLINI et al., 1988). Desta forma € possivel que haja uma interacao
ainda ndo conhecida com uma destas trés proteinas com proteinas de plastideos.

A partir destes dados, constatou-se que o poder antigénico do anticorpo pode nao
ser o suficiente para a interacdo e outro problema é que a quantidade de canavalina nas
sementes é extremamente alta, requerendo altas quantidades de anticorpo para 0s ensaios.

Optou-se por uma segunda estratégia com relagdo a retirada da canavalina,
adsorvendo-se 0 anticorpo a resina Proteina G Sephrarose, e em seguida passando-se o

extrato pela resina contendo o anticorpo retido. Desta forma, a idéia foi uma elui¢do branda
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do antigeno ligado ao anticorpo, sem desligar o anticorpo da resina. Conforme mostrado na
figura 21, a estratégia atingiu seu objetivo, mas novamente, esbarrou-se na altissima
quantidade de canavalina nos extratos. O problema ainda foi agravado pelo fato de que a
massa da cadeia pesada possuir 50 kDa, e a canavalina 48 kDa (TZU-PING KO et al.,
1993), sendo muito dificil a separacdo em uma eletroforese convencional 1D ou em uma
cromatografia de gel filtracao.

Apesar disso, optou-se por ndo fazer o experimento de imunoprecipitacdo, pois o
custo-beneficio ndo estava sendo satisfatorio, provavelmente devido as altas taxas de
canavalina nos extratos.

A proxima etapa foi o pre-fracionamento dos extratos obtidos para fins de
espectrometria de massas. A idéia inicial foi uma cromarografia bidimensional, onde a
primeira dimensdo foi uma troca catiénica forte e a segunda seria uma cromatografia de
fase reversa, de cada fracdo eluida da troca catibnica. Diferentes sais para a elui¢do foram
avaliados (cloreto de sddio e o acetato de amdnio, figura 23, acetato de amonio somente).
Os peptideos parecem ndo terem sido retidos eficientemente na resina de troca catidnica.
Isto pode ocorrer por diversas razdes: mesmo em condi¢Ges acidas, os peptideos em
solucgéo estdo modificados de alguma forma que interferem na cromatografia (fosfatados,
por exemplo). As condicdes de equilibrio avaliadas ndo foram eficientes para o material em
questdo; a quantidade aplicada foi muito baixa, limitando a deteccdo; peptideos podem ter
ficado aderidos aos microtubos de centrifuga.

Como ultima etapa de fracionamento, partiu-se direto para a cromatografia de fase
reversa tradicional, com eluicdo em gradiente continuo de acetonitrila. Esta cromatografia
foi realizada imediatamente antes do término da realizacdo deste trabalho, e no momento,

as corridas no espectrémetro de massas estdo sendo realizadas.

6 CONCLUSOES

As principias conclusdes resultantes do trabalho realizado até 0 momento, s&o:
- verificou-se que as extracdes com Tris/Fenol ndo foram adequadas para os fins almejados;
- proteinas de reserva na planta tem periodos de maior e menor expressao no decorrer do

desenvolvimento das sementes;
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- as estratégias adotadas até o momento sdo promissoras como técnicas de pré-
fracionamento. O impedimento maior parece ser a altissima quantidade de canavalina nos
extratos, o que dificultou as etapas de imunoprecipitacdo planejadas;

- o fracionamento inicial avaliado parece néo ter sido adequado, visto que, analises iniciais
no espectrébmetro de massa mostram a idenficagcdo de diversas proteinas, mas com pouca

cobertura e baixos escores (dados em processamento).

Como perspectivas futuras para a continuidade deste trabalho tem-se:

- continuidade da otimizagdo do processo de pré-fracionamento, com o uso de
cromatografia de troca cationica forte, sequida de fase reversa. O sistema utilizado sera o
AllianceBio (Waters), cromatografia bidimensional on line;
- alteracdo das condicdes cromatograficas a tal ponto que ndo seja necessaria a etapa de
pré-fracionamento para a canavalina.

Os resultados apresentados neste trabalho contribuirdo futuramente nos estudos
sobre a biologia da Canavalia ensiformis, uma vez que obtivemos dados importantes para a
otimizacdo das etapas para extracdo das proteinas abundantes, e condicdes para as
cromatografias de pré-fracionamento das amostras a serem analisadas por espectrometria de

massas.
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