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INTRODUCAO

Serpina ¢ o nome dado a superfamilia de proteinas com uma grande diversidade de fungdes
bioldgicas, e que tem como principal caracteristica a inibi¢do de serino proteases (Hunt and
Dayhoff 1980; Bock et al., 1982), de onde sai o nome desta familia de proteinas, “serine protease
inhibitor”. Os primeiros relatos sobre serpinas ocorreram a partir da observagao de similaridades na
sequéncia de aminoécidos de trés proteinas humanas: antitrombina, inibidor de protease-al e
ovalbunina. Posteriormente, a partir da resolu¢cdo da estrutura terciaria de outras serpinas, ficou
demonstrado que uma regido de grande similaridade na seqiiéncia de aminodcidos refletia um
dominio altamente conservado na estrutura terciaria destas proteinas. Embora este dominio de
aproximadamente 350 residuos de aminoécidos esteja presente em todas as serpinas, ha uma grande
variagdo no tamanho destas proteinas, resultante de extensdes polipeptidicas nas regides N- e/ou C-
terminal, além de N- e/ou O-glicosilagdes. Assim, muitas serpinas tem entre 40-60 kDa. O inibidor
C1, que possui uma extensdo de 100 residuos de aminoécidos na regido N-terminal, com seis N- e
doze O-glicosilagdes, tem aproximadamente 105 kDa e ¢ a maior serpina conhecida. Apesar de ter
sido demonstrado que muitas destas proteinas ndo possuiam atividade inibitoria frente a serino
proteases, por exemplo o angiotensinogénio e a ovalbumina, e além de algumas serpinas serem
capazes de inibir cisteino proteases, estabeleceu-se que o nome da superfamilia seria mantido.

As serpinas pertencem a familia I4 (Rawling et al., 2004) de inibidores protéicos de protease
e até pouco tempo eram encontradas apenas em eucariontes multicelulares (Irving et al., 2000).
Nesta linha, recentemente descrevemos e caracterizamos a primeira serpina do Sphenophorus levis,
popularmente conhecido como bicudo da cana, e que ataca os canaviais brasileiros causando
grandes prejuizos a essa lavoura (Fonseca et al., 2011). Acreditamos que essa serpina esteja
relacionada ao mecanismo de defesa do Sphenophorus levis, a partir da regulacdo de uma serino
peptidase que ativa a enzima fenoloxidase, responsavel pelo inicio do processo de melanizacao.
Verificamos que a serpina do Sphenophorus levis tem especificidade restrita & enzimas do tipo

tripsina-like.



RCL inserida
como fita s4A

Figura 1. Estrutura da o1-antitripsina humana. A) destaque para as 9 d-hélices (hA-I), 3 fita- 3 (sA-C) e a

al¢a do centro reativo. B) apos a clivagem, a RCL € inserida no interior da serpina, como uma das fitas-[3
(s4A). (Adaptado de Whisstock et al., 2000).

A principal caracteristica estrutural das serpinas ¢ a presenca de uma alca constituida de
aproximadamente 20 aminoacidos, conhecida como al¢ca do centro reativo (RCL), localizada
proxima da regido C-terminal (Figura 1A). Essas proteinas agem via mecanismo de inibicao
irreversivel, onde a RCL inicialmente assume o papel de um substrato candnico, sofrendo a
clivagem proteolitica e formando o primeiro intermedidrio acil-enzima, caracteristico do
mecanismo de agdo das proteases. Mostrou-se que ¢ necessaria uma grande tensao estrutural para
que a RCL mantenha-se exposta sobre a estrutura da serpina. Assim, apos sua clivagem e
consequente formacao do primeiro intermediario acil-enzima, a energia acumulada nessa tensao
estrutural ¢ usada para provocar uma grande mudanga conformacional na serpina, o que leva a RCL
a ser inserida, como uma fita-[3, no interior de sua estrutura (figura 1B). Desta forma, a protease que

estd complexada a serpina, via clivagem da RCL, também sofre uma modificagdo estrutural que leva



a desarticulacdo de seu sitio de catalise, o que impede a continuidade do mecanismo de protedlise

(Figura 2).

Figura 2. Clivagem da RCL e as modifica¢cdes conformacionais sofridas pela estrutura da serpina e da
enzima, que levam a inativacao enzimatica. (Adaptado de Gettins 2002).

Curiosamente, algumas serpinas sdo encontradas em organismos termofilicos, o que se
esperava incompativel com o mecanismo de a¢do desses inibidores, devido a drastica mudanga
conformacional em sua estrutura terciaria. A termopina, uma serpina especifica de enzimas tipo
quimiotripsina-like, ¢ capaz de estabilizar a formacdo do complexo enzima-serpina a temperaturas
de 60°C (Irving et al., 2003), temperatura na qual o inibidor a alfa-1-antitripsina perde sua atividade
em poucos minutos.

Uma das vantagens de trabalhar com serpinas, em relacdo aos inibidores a base de
moléculas organicas, ¢ a possibilidade de sua obtencao via tecnologia do DNA recombinante, o que
permite também a obtencdo de diferentes mutantes com modificacdes na sequéncia de aminoacidos
da RCL. Nesse sentindo, Chen et al. (2000) mostraram que mutagdes sitio dirigidas na RCL da
calistatina, uma serpina de humanos conhecida como o inibidor endégeno da calicreina tecidual
(Luo et al., 2006), modificam a especificidade da serpina em relagdo a protease.

Com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento de DNA, e com o melhoramento

dos métodos de bioinformatica, mudou-se totalmente a percep¢do sobre a presenca de serpinas em



organismos unicelulares (Roberts ef al., 2004). A andlise dos genomas de organismos procarioticos
disponiveis na base de dados MEROPS indica que as serpinas sdo a terceira familia mais abundante
de inibidores de protease nesses organismos. Elas sdo encontradas em 97 dos 920 genomas
bacterianos sequenciados até o momento, e as doze primeiras sequéncias foram descritas pelo grupo
de James Whisstock e colaboradores (Irving et al., 2002), mostrando que serpinas bacterianas
podem apresentar importancia funcional nesses organismos. Além disso, com a diminui¢do dos
custos e do tempo para realizacdo do sequenciamento de genomas, a tendéncia € que mais serpinas
sejam identificadas em bactérias. Desta forma, também aumentard demanda por informagdes
bioquimicas que auxiliem no entendimento e caracterizacao das vias de a¢do destas proteinas.

Uma analise preliminar das estruturas primarias das serpinas bacterianas depositadas no
banco de dados MEROPS revelou uma grande variacdo de aminoacidos na regido do sitio de
clivagem na RCL, o que aponta para um amplo espectro de possiveis proteases alvos (Figura 3). A
alca do centro reativo pode ser caracterizada em duas regides, uma sequéncia bem conservada
(GTEAAAAT) que auxilia na inser¢do da fita-p s4A para o interior da serpina, ¢ uma segunda
sequéncia que apresenta grande variacdo de aminoacidos, o que ajuda a garantir a especificidade
dessas proteinas para diferentes proteases. O possivel sitio de clivagem para essas serpinas também
¢ mostrado na figura 3, e observamos que as ligagdes peptidicas a serem clivadas apresentam uma
boa diversidade de aminodacidos, principalmente na posi¢do P1. Assim, temos os seguintes pares P1-
PI' nas sequéncias apresentadas na figura 3: Ala-Thr para a serpina do Bacillus subtilis
(MER223870), Leu-Thr para Dehalococcoides ethenogenes (MER048439), Pro-Val para
Myxococcus xanthus (MER068102), Arg-Thr para Gloeobacter violaceus (MER036597) e Glu-Ala
para Natranaerobius thermophilus (MER088272). E interessante observar que nio encontramos
nenhuma serpina de bactéria com os aminoacidos Phe ou Tyr na posi¢do P1. Isso é surpreendente
visto que sdo os dois aminoacidos preferidos por proteases do tipo quimiotripsina-/ike nesta

posicao.



hA

1 100
Calistatin MHLI DYLILLLVGL LALSHGOLHV EHDGESCSNS SHQQILETGE GSPSLKIAPA NADFAFREYY LIASETPGKN
MER223870 MRTSIVLATV LMSALAGCSS NDGGGTGGGG PDQGEGGSGQ GGGGGAVECF EKKAGCVLPS DAARIESPVV SEEDRVLLAR NNASFALDLG RAIP-SENGN
MER048439 MK TKLALSLLAV VSLFTFTACA GGVSAEELKS DKDRILSPNV SQONLNTQVQ ANNDLAFKLY RYLKGTEEGN
MER068102 MVVP RIQVVACCTA --ALLFAGCE STLCGSEPPT ADASCLPPEL EQAPGEYVAS SAPRDGAPTI DEE-LAAFVS GNTSLGVALY QRAI-QEKQN
MER036597 MKNDAPG RPFRRSTLLR WGLALALFGS GVLRAGAQEK SAVKMLSDAQ TRFGLQLFAA LHNK-AADQN
MER088272 hB hC hD sA2 hE

101 200
Calistatin IFFSPLSISA AYAMLSLGAC SHSRSQILEG LGFNLTELSE SDVHRGEQHL LETLNLPGHG L-------- HN-LKFLAKE LNDIMAVYEA
MER223870 LVYSPYSIST ALAMTYAGAR TTTEQAMAAT MRFE---LPQ ERLHPAFNYV DLELRKRAEG SSNVEGGGFR LHTANAIWSQ ID-LGLEQPF LKVLGENYGA
MER048439 FFYSPFSISI ALAMTYAGAD TATKTEMONT LNYL---LPD ADLHAFFNFI DQELNKREAQ AKEADEGTFE LKLVNAIWGQ KD-YTFLSDF LDTLAQNYGA
MER068102 LFFSPYSVTQ ALSTVYAGAR GNTEAQMAQA LRFS---LSQ SRHHPTANAL ERALAK-PAS PPPASGTPPT FHSLNSAWGQ QG-MTFHDGF LDTLARHYGA
MER036597 VVISPLSIAL ALTMAYNGAG GSTRTAMAQT LALD--GLDE DAINQGSADL ATALQKTPKT S-—-----—- R VLIANSLWSQ KG-ITLQPAF IRTAEQYFQA
MER088272  MISPISVNY ALYMTYSGAD GETKEEMETA LKLN--GLDS EELNEQMHHL ANYLEYGGV- ———---—-—— D LOIANSIWGR KNRVEFLDTF QDDMKDYYNA

sAl hF sA3 sC4 sC3 sB1

- e 300
Calistatin —________2__5'@@@ VDLVSE--LK KD TR BN - R Eeh0EE <R v
MER223870 RVRLADESVS PDEARSLINA WVKDOTEGMI POLLNKN-VT PETLLVLTNA IYEFDAAWHTP FSESATKPGA FQRGDGTSVT AQMMHGTQPE TRYGAGDGW-
MER048439 GLRVLDFAAN SEEARKVIND WVSDATKDKI KDLIPADGID ATTRLVLTNA IYFNAAWAAP FDEENTQSGL FYLONGTSVN VOMLRQIENH GYY-SGDDF-
MER068102 GMRLMDFEND AAGARAEINR WVEVNTRDRI QDLVNEESLP NATRLMLINA VYFKGAWSWP FREQGTRNAA FRALDGTSHQ VPTMSG--GR GQYMEGDGF-
MER036597 QVEALNFAEP RSAER--INR WVAEKTENKI DQIVSPGALR DA-LVVLMNA VYFKADWQEA FEKSATRERP FKLGSGWQKN HPLMAK-QGR FDYYETDEF-
MER088272 RMEELDFNDP EASDT--INN WVAENTEDKI EEMVPDN-IP NGVLVYLINA IYFNGNWDIP FPEENTREDT FITEKGEERT VDMMSISEEE FSYLENNLF-
sB2 sB3 hG hH sC2 sA6 hI

301 400
Calistatin KG OGKMRETEE W FERMIMRT N LRk RNE Y X KR - BSEE v VD0 TUPRIGFTDL FSKWADLSGI TKOOKEEEER
MER223870 -EAVEIPYAG TPVSMFLVLP AEGNADALAE SLDGAAL--- ETILASTOSR SV-DITMPKF SLDTSASLKK ALVDLGMGAA FGPSADFSGL IPGGGVQIQD
MER048439 -QAVELAYAG NGLSMVIILP DEGKFAQVED ALSGQOML--- AEILSSIKSN QI-NLSLPKF SFESKFTLKD ALSSLGMPTA FGSQADFSKM DGGYNLMIGD
MER068102 -EAVTLDYAG GTFRMVLVVP EWERFEEVES RLSPAFF--- KDVRARLENH QI-DIQLPRF QIESELPLIP ALQALGMEDA FTEGADFSAI SPT-KLRIAT
MER036597 -QAVRLPYKD DFLGMYVFLP KADPAAFYRQ LTAENWQ--- OWLGPRTFAR RPGELVLPRF QVRYEAQLKQ TLSALGMGIA FTGRADFTRM VREPAL-ISE
MER088272 -QAVALPYED ESYQMTLYLP QEENg-SLED FYNEMNSQNW KK-WQKEFMD LEGEVKLPKF KMEYEIELND VLKDMGMETP FEDADLSKME HQSQGIYISE

sA5 sCl sB4 sB5

401 v 468
Calistatin D [EEGTEARAAT SFAIKFESAQ |7 TS TOSNVBEEIERN v D> TK P
MER223870 VIHKAVIDVD|EAGTEAARAT AVLIAATGAG [FEPEPAEIVL DRPFFFFISD LPTGALLFAG RVNDPTAH
MER048439 VFHKSFISVS|EDGTEAARAT AVSMNLTSAP |-41TELVTLSI DRAFIFCIVD MATGTTLEFTG RVIDPTA
MER068102 VNHKAFVAVN|ELGTEAAAAT AVGMVPVSLP |[-+--- KPIHV NRPFIFVIEH VATQNVLFLG REVKP
MER036597 VIHKTFVDVN|EEGTEAAAAT GVIVARTSAV |[AHTPPFRMVV DRPFFFAIQD NRTGTLLFAG AIADPMG
MER088272 VLHKSFIEVD ; -1-HEFQIEF NRPFFYATEN TEVDTILFMG VVHDPTLD

Figura 3. Estrutura primaria das serpinas de Bacillus subtilis (MER223870), Dehalococcoides ethenogenes (MER048439), Myxococcus xanthus
(MERO068102), Gloeobacter violaceus (MER036597) e Natranaerobius thermophilus (MER088272), em comparagdo com a calistatina. Em
destaque estdo as sequéncias de aminoacidos das 9 a-hélices (hA-I), 3 fitas-B (sA-C), em amarelo destaca-se a sequéncia da al¢a do centro reativo,
destacados em caixas vermelhas estdo as sequéncia de interagdo com heparina, para a calistatina. (¥) mostra o possivel sitio de clivagem. A
sequéncia sublinhada proxima ao N-terminal refere-se ao provavel peptideo sinal da proteina.



OBJETIVOS

Neste projeto o objetivo ¢ a producdo recombinante da serpina do Bacillus subtilis

MATERIAIS E METODOS

Clonagem da serpina do Bacillus subtilis.

A clonagem da serpina foi feita inicialmente a partir do DNA do Bacillus subtilis
caracterizado e isolado de material de compostagem oriundo do jardim zoolégico de Sao Paulo.

O gene da serpina do Bacillus subtilis foi adquirido dentro do plamideo pBS (p-Blue Script),
que foi transformado em bactérias competentes E. coli DH5a (linhagem rosetta), produzidas com
cloreto de célcio utilizando o protocolo das paginas 58 e 59 do livro “Condensed Protocols”. As
bactérias foram colocadas em uma placa de LB - Agar com meio seletivo contendo o antibiético
ampicilina, porque o plasmideo pBS induz na bactéria resisténcia a este antibiotico. Apos a
formacao de colonias de bactéria no meio seletivo, uma colonia foi cultivada em uma nova placa,

para ser estocada a uma temperatura de 4°C.

Estocagem do plasmideo pBS contendo o gene da serpina

As bactérias transformadas, também foram estocadas em glicerol, para ter uma vida util
maior. Inicialmente em um tubo falcon de 15mL contendo 3 mL de LB liquido (Luria Bertani) e
3UL de ampicilina, foi colocado uma colonia de bactéria da placa de estoque com células
transformadas, para serem mantidas a 37 °C sob agitacdo de 240 rpm. Apds 16 horas, a solugdo foi
colocada em tubos de micro-centrifuga de 1,5 ml, preenchendo 70 % do seu volume e completando
com glicerol. Todas as amostras foram misturadas no Vortex e guardadas a uma temperatura de
-20°C.

Ap0s a transformacgao, foi realizada a extragdo do plasmideo pBS através do rompimento da

membrana da bactéria pelo protocolo QIAprep® Spin Miniprep Kit (50) da empresa QIAGEN.



Clonagem do gene da serpina no plamideo pET 28a(+

O plasmideo pBS contendo o gene da serpina, e o plamideo pET 28a(+), foram clivados
pelas enzima NDE I e Hind III, seguindo o protocolo de clivagem FastDigest® da empresa
Fermentas, no sitios de restricdo que estdo sublinhados a seguir: sense 5 CAT ATG GCT CGA
TCA CCT 3’ e anti-sense 5° AAG CTT TCA TTG TGC AGT 3’. No plasmideo pBS a clivagem foi
feita para separar o gene da serpina do restante do plasmideo, enquanto no pET 28a(+) ela foi feita
para tirar uma parte de menos de 100 pares de bases do plasmideo, onde sera ligado o gene da
serpina.

Apds o protocolo de clivagem, foi realizada uma eletroforese com gel de agarose, para
separar o material clivado por tamanho. Esse gel foi cortado nas bandas desejadas e purificado
utilizando o protocolo Cyclo-Pure Agarose Gel Extraction Kit da empresa Amresco®. A
concentragdo das amostras purificadas foi medida em um NanoDrop 2000 utilizando comprimento
de onda de 260 nm para fazer o protocolo de ligacdo Rapid DNA Ligation Kit da empresa Thermo,
utilizando as propor¢des em massa de 3:1 e 1:3, onde o primeiro numero indica a massa do inserto
(gene da serpina), e o segundo numero indica o vetor (pET).

O plasmideo com o gene da serpina foi transformado em bactéria DH5a e cultivado em
placa de LB - Agar contendo kanamicina a 37°C. Depois de 20 horas, foi realizado um PCR
(Reagao em Cadeia da Polimerase) com todas as colonias para confirmar se o material resultante era
o desejado, eliminando falso-positivo. As colonias que foram amplificadas com sucesso, foram

cultivadas em placas de LB - Agar contendo kanamicina e estocadas.

Transformacdo do plasmideo pET 28a(+) na bactéria BL.21

Foram preparadas bactérias competentes BL21 (linhagem DE3) utilizando cloreto de calcio,

de acordo com o livro “Condensed Protocols” paginas 58-59, para realizar a transformacdo com o
9

plasmideo pET contendo o gene da serpina que foi extraido da bactéria DH5a.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Clonagem e Estocagem do plasmideo contendo o gene da serpina

A clonagem foi realizada com sucesso utilizando as bactérias competentes preparadas com
cloreto de calcio. As bactérias transformadas foram colocadas em dois estoques diferentes, o
primeiro foi feito em uma placa de LB-Agar, e o segundo foi feito em um microtubo de 1,5 ml,
preenchido com 30% de glicerol. Esses dois estoques foram feitos por seguranga, caso algum fosse

contaminado. As etapas seguintes foram feitas a partir da placa de LB-Agar.

Clonagem do gene da serpina no plamideo pET 28a(+

O gene da serpina do Bacillus subtilis foi adquirido dentro do plasmideo pBS, que ¢ um
plasmideo Estringente (ocorre em pouca quantidade dentro da bactéria), mas para que a expressao
da proteina fosse mais eficiente, foi necessario transferir o gene da serpina para o plasmideo pET
28a(+). Esse plasmideo foi escolhido porque, além de ser relaxado (ocorre em grande quantidade de
copias por bactéria), ele foi modificado em laboratdrio para ter um promotor de crescimento, que
otimizasse a sintese de proteinas em uma regido especifica de seu DNA. Essa regido tem uma
sequencia de nucleotideos que sdo clivados pelas enzimas de restrigdo NDE I e Hind III.

O plasmideo pBS teve que ser clivado pelas mesmas enzimas de restricdo, para formar
fragmentos compativeis, que puderam ser ligados pela agdo da enzima T4 DNA ligase. No
protocolo FastDigest® da empresa Fermentas, o tempo que os plasmideos deveriam ficar em
contato com as enzimas de restri¢do era de 5 minutos, mas ap6s varias tentativas sem sucesso, foi
realizado o protocolo mudando o tempo de 5 para 60 minutos. Depois de terminado o protocolo, a
amostra passou por uma eletroforese.

Na Figura 4 temos uma foto do gel de agarose ap6s a eletroforese:



Figura 4. A notagdo PB indica os Pares de Bases. Na coluna 01, na banda de aproximadamente
1500 esta o gene da serpina, ¢ na banda de 3000 esta o restante do planideo pBS. Na coluna 02 na
banda de aproximadamente 1500 esta o gene da serpina, ¢ acima de 3000 se encontra o pET
28a(+).

A andlise confirmou um resultado positivo da clivagem, pois apareceu uma banda na regido
de 1500 pares de bases, que ¢ o tamanho do gene da serpina , e uma banda na regido de 3000 pares
de bases, que ¢ o DNA restante do plasmideo.

Apos processo de clivagem, foi realizado a ligagdo do gene da serpina com o plasmideo pET
28a(+) linearizado. A ligacdo sugerida pelo protocolo Rapid DNA Ligation Kit da empresa Thermo
era realizada durante 5 minutos em um banho de 4gua a 22°C, mas apds varias tentativas que deram
errado, essas condi¢cdes foram alteradas para 24 horas -4°C, utilizando o dobro da quantidade da
enzima T4 DNA ligase dito no protocolo.

Imediatamente depois de realizar o protocolo de ligacdo, os plasmideos foram transformados

em bactéria DH50 competentes ¢ semeados em placas de LB-Agar contendo o antibidtico



kanamicina, porque quando o plasmideo pET 28a(+) consegue infectar a bactéria, ele induz
resisténcia a esse antibiotico.

Apobs o crescimento de colonias nas placas, foi retirado a metade de cada colonia que
cresceu para a realizagdo do PCR, a fim de verificar se a sequencia de DNA desejada estava
realmente dentro do plasmideo.

O PCR foi realizado segundo as condicdes da tabela 1;

Tabela 1: Programag¢ao do Termociclador para a realizacdo do PCR

Sequéncia  Temperatura (°C)  Tempo
1 95 02:00
2c 95 00:30
3c 51 00:30
4c 72 01:30
5 72 07:00
6 04 00:00

A sequéncia 2, 3,4 foi repetida em ciclo trinta vezes antes de iniciar o passo 5.

Quando todas as etapas foram realizadas, as amostras foram aplicadas em um Gel de
Agarose para a realizagdo da Eletroforese, a fim de verificar se o gene desejado foi amplificado.

Na Figura 5 temos o resultado de uma eletroforese feitas depois do PCR.

Figura 5. Eletroforese das amostras amplificadas em gel de agarose. As amostras de 01
a 06, representam o resultado do PCR das seis colonias diferentes que cresceram na
placa apéds a transformacdo. A banda mais brilhante entre 1000 e 1500 da coluna 04,
informa um resultado positivo da amplificacio.




Como mostra a figura 5, das seis colonias que cresceram na placa, apenas a colonia nimero
quatro amplificou corretamente o gene da serpina. Esta colonia foi semeada em uma nova placa de

LB — Agar contendo kanamicina e estocada a -4 °C.

Transformacao do plamideo pET 28a(+) na bactéria BL21

O plasmideo foi extraido da bactéria DH5a e transformado na bactéria BL21 competentes,
através dos mesmos protocolos de extracdo e transformagdo descritos anteriormente. As amostras
foram semeadas em placas contendo os antibidticos kanamicina e clorofenicol diluidos mil vezes
em LB — Agar a temperatura ambiente. Apés 24 horas na estufa, uma coldnia foi retirada e

cultivada em uma nova placa com os mesmos antibidticos, e estocada a 4°C.

CONCLUSAO
Apesar das dificuldades na realizagdo dos protocolos de ligagdo e transformagdo, que
tiveram que ser modificados, foi possivel alterar o DNA das bactérias visando a producdo de

proteinas recombinantes, portanto os objetivos deste projeto foram alcangados.
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