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RESUMO

CARACTERIZACAO FUNCIONAL DE UMA CISTEINO CATEPSINA
RECOMBINANTE DA FORMIGA CORTADEIRA ATTA SEXDENS. As formigas
cortadeiras, por dependerem de folhas vegetais para sobreviver, apresentam alto
poder de prejuizo para plantacbes agricolas, florestas naturais e plantadas. O
controle desses insetos pelo uso de inseticidas comerciais além de nédo seletivo, é
toxico. A catepsina L, enzima da familia das cisteino peptidases, é conhecida por ser
ativa na degradacédo da vitelina embrionaria, no remodelamento dos tecidos, nos
processos reprodutivos e na degradacao da cuticula do inseto durante a muda, o
gue a torna um excelente alvo de estudo para busca de promissores inibidores. A
sequéncia de uma catepsina de Acromyrmex echinatior foi usada para desenhar
primers que, juntamente com o cDNA de A. sexdens, foram utilizados para
amplificacdo da ORF codificante para uma catepsina L da formiga A. sexdens
utilizando PCR. A ORF denominada CathL, é expressa nos estagios de
desenvolvimento: larva, pupa, e adulto, como também em partes do inseto adulto:
cabeca, térax e gaster. O gene foi amplificado quando se utilizou DNA gendmico
extraido da cabeca da formiga e utilizado como molécula molde no PCR, sugerindo
que a ORF é oriunda da formiga e ndo do fungo L. gongylophorus com quem vive
em simbiose. A ORF foi clonada em vetor pET32a e a enzima recombinante
AsCathL foi expressa em E.coli majoritariamente como corpos de inclusdo, e por
refolding, foi obtida a pr6-enzima purificada de massa molecular aparente de 52 kDa
com rendimento de 5 mg/L de proteina por meio de cultura. A ativagdo da proteina
foi feita pela remocdo do pré-peptideo N- terminal da pro-enzima AsCathL sobre
condicdes éacidas e a enzima mostrou estar ativa, hidrolisando o substrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC. A enzima mostrou maior atividade proteolitica em pH
4,5. Ensaios de inibicAo da atividade enzimatica foram realizados com seis
canacistatinas recombinantes de cana-de-agUcar, as quais demonstraram ser
excelentes inibidores da catepsina, com valores de K; que variam de 2,95 nM a 0,6
nM. Os resultados obtidos abrem perspectivas para busca de mais conhecimentos
sobre essa cisteino peptidase, um importante alvo para estudos no controle do

inseto.
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ABSTRACT

FUNCTIONAL CHARACTERIZATION OF A RECOMBINANT CATHEPSIN LIKE
CYSTEINE FROM LEAF-CUTTING ANT ATTA SEXDENS. Cutting ants depend on
plant leaves to survive, presenting high damage power in agricultural productions,
natural and planted forest. The control of these insects through the use of
commercial insecticides besides being toxic, it is not selective. Cathepsin L, an
enzyme of the cysteine peptidase family, is known to be active in the degradation of
embryonic vitellin, in the tissue remodeling, in the reproductive processes and in the
cuticle degradation during insect moulting, which make this enzyme an excellent
target for the study of promising inhibitors. The cathepsin sequence from
Acromyrmex echinator was used to design primers, that together cDNA of the A.
sexdens, were used for amplification of the ORF encoding a cathepsin L of the ant A.
sexdens by PCR. The ORF called CathL is expressed in the ant developmental
stages (larvae, pupae, adult), and is present in parts of the adult insect (head,
mesosoma, gaster). The gene was amplified using genomic DNA extracted from the
ant's head and used as a template molecule in the PCR, suggesting that the ORF
comes from the ant and not from the fungus L. gongylophorus with whom it lives in
symbiosis. The ORF was cloned into vector pET32a and the recombinant enzyme
AsCathL was expressed in E. coli mainly as inclusion bodies, and through refolding,
a purified proenzyme of 52 kDa was obtained with final yield of 5 mg/L. Activation of
the protein allowed the removal of the N-terminal pro-enzyme AsCathL on acidic
conditions and showed hydrolytic activity in vitro towards the synthetic substrate Z-
Phe-Arg-AMC. The enzyme showed higher proteinase activity at pH 4.5. Inhibition
assays of the enzymatic activity were carried out using six recombinant sugarcane
canacistatins, which demonstrated to be excellent cathepsin inhibitors, with K;
ranging from 2,95 nM to 0,6 nM. The obtained results show perspectives to the
pursuit of more knowledge about that cysteine peptidase, an important objective for

the studies on the insect control.
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1 INTRODUCAO

1.1 Formigas cortadeiras

A humanidade vive em um planeta rodeado por insetos, dentre eles, 0os
cupins, besouros, moscas, abelhas, vespas e formigas (WILSON e HOLLDOBLER,
2005). As formigas sdo notaveis entre os artropodes e representam a metade da
biomassa global de insetos. Dentre as milhares de espécies de formigas que estao
catalogadas, destacam-se as “cortadeiras” de folhas, com uma elevada porcentagem
na sociedade das formigas (BENCKISER, 2010; BOULOGNE et al., 2012). A
dominancia ecoldgica e o comportamento social dessas formigas tém atraido a
atencdo dos pesquisadores. Em termos de diversidade de espécies, abundancia
relativa, impacto ecoldgico e habitos sociais, as formigas emergem como um dos
grupos mais proeminentes dos artrépodes (WARD, 2006).

No século XIX, em uma pesquisa feita na floresta tropical brasileira, foi
apurado que a quantidade de formigas naquele ambiente era de aproximadamente
guatro vezes mais que a biomassa de todos os vertebrados presentes (WILSON,
1990), dados que ainda séo relevantes segundo estudos publicados no ano de 2016
pelo Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF), responsavel pela criacdo de
técnicas para a melhoria da qualidade e produtividade das florestas no Brasil.

De acordo com o IPEF, dentre as mais de mil espécies de formigas
existentes no Brasil, as sauvas e quenquéns conhecidas como “cortadeiras”, somam
juntas cerca de 40 espécies e sdo consideradas nativas do pais. Elas estédo
inseridas como insetos sociais que apresentam castas e se desenvolvem por
holometabolismo (ovo-larva-pupa-adulto) (ZANETTI et al., 2002).

Pertencem a tribo Attini, sdo constituidas por 14 géneros (ARAUJO et
al., 2015). Destes 14 géneros, Atta (salvas) e Acromyrmx (quenquéns) tém sido as
mais estudadas. As formigas da tribo Attini vivem em simbiose com o fungo
Leucoagaricus gongylophorus, pertencente a classe dos Basideomicetos (HERVEY
et al.,, 1977), o qual proporciona as formigas nutrientes (MARTIN et al.,, 1969) e
enzimas (BOYD e MARTIN, 1975) e em troca, as formigas proporcionam ao fungo
uma variedade de substratos, estimulando o crescimento do fungo (WEBER, 1972;
MARTIN et al., 1975). As formigas transportam o vegetal para o ninho, conforme



ilustrado na Figura 1.1 e o fungo cresce sobre esse vegetal conhecido como “Jardim
de fungo” (WEBER, 1995), uma estrutura esponjosa de cor esbranquicada,

conforme aparéncia exibida na Figura 1.2.

FIGURA 1.1- Operérias de Atta colombica carregam incessantemente folhas para o ninho para usar
como substrato para o cultivo do fungo mutualista

Fonte: WENSELEERS (2009)

FIGURA 1.2 - Relagao simbiodtica entre o fungo Leucocoprinus gongylophorus e a formiga “cortadeira”

Fonte: BOULOGNE et al., (2014)

Segundo MARTIN e WEBER (1969), nessa relacao, o fungo produz a
celulase, enzima responséavel pela degradacédo da celulose gerando nutrientes para
as formigas. Essa teoria foi reforcada pelas descobertas feitas por (BACCI et al.,
1995) que mostraram que o L. gongylophorus era capaz de degradar a celulose. No
entanto, estudos adicionais indicaram que a degradacdo da celulose era menor
guando comparada a degradacdo de outros polissacarideos presentes no material
vegetal, como o xilano, o amido e a pectina. Uma vez que o fungo degrada e

assimila esses polissacarideos, ele é capaz de mediar a transferéncia de nutrientes



assimilaveis pelas formigas, como € o caso da glicose, a partir da degradacdo do
amido. Essa integracdo metabdlica aparenta ser uma parte importante na relacéao
simbidtica fungo-formiga (SIQUEIRA et al., 1998; SILVA et al., 2003).

O fungo € a fonte de alimento para larvas, ninfas, rainha e
complementam a dieta vegetal dos trabalhadores adultos (BOULOGNE et al., 2012).
Em retorno, as formigas protegem o fungo por meio da Pseudonocardia sp, espécie
de bactéria que vive nas cuticulas das formigas. Essa relacdo simbidtica comeca
poucos dias apés a formiga se tornar adulto e atinge a sua maior cobertura corporal
de 13 a 18 dias. Essa bactéria possui propriedades antibidticas e antifiUngicas que
inibem o crescimento do fungo Scovopsis sp , aniquilador do fungo L. gongylophorus
(CAMARGO et al., 2006; VIEIRA et al., 2017). Além dessa protecdo, as formigas
conseguem proporcionar ao fungo um ambiente livre de varios outros micro-
organismos que possam interferir no desenvolvimento e manuteng¢ao do “jardim de
fungo”, gracas a acao de antibidticos que sdo produzidos pelas formigas e
excretados pela glandula metapleural presente no organismo do inseto (POULSEN
et al., 2003; VIEIRA et al., 2010).

Outra importante contribuicdo para a relacdo simbiética é que, apos a
mastigacdo do vegetal, a formiga deposita um liquido fecal sobre o substrato. As
enzimas proteoliticas presentes nesse material proporcionam uma melhor
degradacao da planta, favorecendo a colonizacéo pelo fungo (BOYD e MARTIN,
1975; CAMARGO et al., 2006).

A relacdo mutualista é seguida pelo sistema conhecido como foraging
(forrageamento) (FOWLER, 1978; CAMARGO et al., 2006), condicionado por uma
trilha de feromdnio que ocorre ao longo de uma linha envolvendo todas as castas da
colénia. As formigas operarias, apos descobrirem uma fonte vegetal, limpam o
percurso a percorrer, permitindo que as formigas cheguem de forma mais rapida,
acelerando a agregacao da massa operaria na trilha de feroménio. O comprimento
da trilha de forrageamento chega até 100 metros do ninho (FOWLER, 1978;
BOULOGNE et al., 2014). Assim, as formigas de forma organizada e sincronizada,
levam ao desfolhamento de pequenas, médias e grandes areas vegetais. A Figura
1.3 ilustra as complexas relagbes do mutualismo entre o ninho da formiga
Acromyrmex octospinosus, a simbiose do L. gongylophorus e o0 simbiotico
Pseudonocardia sp, assim como a acdo do complexo sistema de foraging sobre a

vida social da formiga cortadeira.



FIGURA 1.3- Relagédo simbidtica entre os organismos no interior do ninho da formiga

Pseudonocardia sp

—gp Forrageamento ==y Fecundagao

<% Relagdo Simbidtica <**®» Feromonio

%  Trofalaxia

Larvas e ninfas '

Leucocoprinus sp

Fonte: Adaptada de BOULOGNE et al., (2014)

Essa espécie, por depender de folhas vegetais frescas para sobreviver,
causa prejuizos para plantacdes agricolas, florestas naturais e plantadas. Estima-se
gue as cortadeiras causem sérios danos na producdo de algumas culturas, levando
a perdas econd6micas consideraveis (BOULOGNE et al., 2014). O ataque as plantas
por esses insetos afeta de forma indireta a producédo, pois com o corte, as plantas
ficam menos resistentes e mais susceptiveis a atagues por outros insetos e
patdégenos (CANTARELLI et al., 2008).

Esse inseto pode causar a desfolhagédo total das plantas em espécies
de eucaliptos, afetando tanto o diametro como a altura das arvores. Uma unica
colonia de formiga cortadeira por hectare de floresta pode reduzir o crescimento
anual da plantacéo de Eucalyptus em 5% e de Pinus em 10% (ZANETTI et al., 2003;
ZANETTI et al., 2014 ). Esses numeros exemplificam o prejuizo econdmico que a
presenca desses organismos fitofagos acarreta, levando a uma diminuicdo da



producédo e consequente reducao de lucro. A Figura 1.4 ilustra o poder de destruicao
das formigas cortadeiras.

O combate a esses insetos, considerados pragas agricolas, € uma
preocupacdo constante e varios meétodos tém sido utilizados como tentativas de
controle. O método quimico com base em inseticidas € o mais usual, porém eles séao
toxicos e tém suas aplicacOes restritas pelo protocolo de Kyoto (LIVRAMENTO et
al., 2018) .

FIGURA 1.4 - Arvores de Eucalyptus grandis desfolhadas aos 6 meses de idade

Fonte: Unibras Agroquimica

Embora as formigas estejam vinculadas na maioria dos estudos e
pesquisas, aos danos econdmicos e ambientais causados, ha de se considerar a
importancia dessas formigas ao meio ambiente. Esses insetos contribuem para a
construgdo de um ambiente propicio ao crescimento de determinadas plantacfes
gue se beneficiam do solo aerado (devido a construcdo dos ninhos) e da matéria
organica (residuo dos ninhos ndo aproveitados pelos organismos que ali habitam)
(SUEN et al., 2011).

Estudar enzimas que sao importantes para a sobrevivéncia desse
inseto pode ser uma estratégia para seu controle. Nesse ambito, as cisteino
peptidases tém sido relatadas como enzimas responsaveis tanto pelo
desenvolvimento como pela sobrevivéncia da classe dos insetos. Diversos estudos

apontam o envolvimento das catepsinas L de insetos na degradacao da vitelina



embrionaria (CHO et al.,, 1999), muda e metamorfose (TAKAHASHI et al., 1993;
HEGEDUS et al., 2002), no remodelamento de tecidos (HOMMA et al., 1994), na
embriogénese (YAMAMOTO e TAKAHASHI, 1993), nos processos reprodutivos
(MATSUMOTO et al., 1997) e na degradacédo da cuticula do inseto durante a muda
(LIU et al., 2006).

Em contraste com animais maiores, as cisteino peptidases em
invertebrados, em especial nos insetos, também sdo descritas por atuarem como
enzimas digestivas (TERRA e FERREIRA, 1996; SOARES-COSTA et al.,, 2012;
BETON et. al, 2012). E apesar de estarem presentes no intestino do organismo da
Delia radicum (HEGEDUS et al, 2002) e da mosca-da-fruta (Drosophila
melanogaster) (MATSUMOTO et al.,1995), as cisteinos peptidase estdo presentes
também em outros tecidos desses organismos e ndo foram consideradas enzimas
digestivas. Também ha pesquisas que mostram atividade inseticida da catepsina L
da mosca de carne (Sarcophaga peregrina) contra mariposas de tomate (Lacanobia
oleracea) (PHILIP et al., 2007) e mariposas de flores (Heliothis virescens) (LI et al.,
2008).

Segundo TERRA e FERREIRA (2005), as catepsinas L sdo as Unicas
cisteino peptidases de insetos quantitativamente importantes, principalmente sob o
ponto vista do desenvolvimento de técnicas de controle dos insetos considerados
pragas, dado a importancia que as catepsinas possuem tanto no desenvolvimento
como na sobrevivéncia dos insetos. Portanto, sdo consideradas um excelente alvo

de estudo para busca de inibidores.

1.2 Peptidases

As peptidases ou enzimas proteoliticas séo eficientes executores de
uma reagdo quimica: a hidrélise das ligacdes peptidicas. Essas enzimas s&o
componentes essenciais de muitos processos celulares e extracelulares, desde a
maturacdo das proteinas até a morte celular em todos os organismos vivos. No
entanto, essas enzimas catalisam reacfOes hidroliticas irreversiveis e,
consequentemente, devem ser estritamente reguladas. A agédo das peptidases pode
ser controlada in vivo por varios mecanismos: regulacdo da expressdo génica,
ativacdo de seus zimogénios inativos, bloqueio por inibidores endogenos,

direcionamento para compartimentos especificos: lisossomos e mitocondrias e



através de modificacbes pos-traducionais tais como glicosilacdo, formacédo de
ligacdes dissulfeto, ligacdo metélica, protedlise e degradacdo (BERTENSHAW et al.,
2003; LOPEZ-OTIN e BOND, 2008).

As peptidases sdo uma subclasse da classe das hidrolases (Enzyme
Commission 3.4). A maioria dessas enzimas é sintetizada na forma de zimogénio,
um precursor enzimatico inativo que contém um peptideo chamado pro-dominio o
gual deve ser removido para ativar a enzima madura. Peptidases que sao
sintetizadas com o pro-dominio requerem ligagbes com cofatores ou modificacfes
pos-traducionais para serem ativadas. A Figura 1.5 ilustra a esquematizacdo da
sintese de uma peptidase na forma de zimogénio e 0os mecanismos de ativacdo da
mesma por sinalizacdo macromolecular (post translational modifications- PTMs), por
acdo de outra protease ou por auto-protedlise: a) Peptidase sintetizada na forma de
zimogénio no ribossomo; quadrado vermelho representa o pro-dominio; b)
mecanismos de remocao do pré-dominio e c) apds a ativacdo, a atividade da
peptidase pode ser limitada por inibidores enddégenos ou por degradacdo no

proteassomos.

FIGURA 1.5 - Esquema representativo dos mecanismos de ativagdo das peptidases
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Fonte: Adaptada de SANMAN e BOGYO (2014)

Baseado nos diferentes mecanismos cataliticos, as peptidases foram
classificadas em endopeptidases, enzimas que clivam as ligacdes peptidicas ao

longo da cadeia polipeptidica e em exopeptidases (aminopeptidases e



carboxipetidases), cuja acdo proteolitica é direcionada para a regido proxima ao
agrupamento amina (NH;) ou ao grupo carboxil (COOH). No entanto, a
disponibilidade de informacdes estruturais e de mecanismos de acao destas
enzimas levou a uma nova classificacdo, e em adicdo aos diferentes mecanismos
cataliticos, as peptidases foram classificadas em seis subclasses. Dentre as mais
conhecidas estédo: serino (EC 3.4.21), cisteino (E.C. 3.4.22), aspatrtil (E.C 3.4.23),
metalo (E.C 3.4.24), e as menos conhecidas treonino (3.4.25) e a glutamil
peptidases (DRAG e SALVESEN, 2010; TURK et al., 2012a).

Em cada subclasse mencionada, as peptidases diferem em
especificidades em relacdo ao substrato pelo fato de cada enzima conter em seu
sitio ativo aminoacidos especificos. As metalo peptidases necessitam de um ion
metélico, as aspartil peptidases séo ativas em pH &cidos e 0 mecanismo da catalise
€ baseado em dois residuos de aspartato, as cisteino peptidases possuem um
residuo de cisteina, de histidina e de asparagina e as serino peptidases, um residuo
de serina, de histidina e de &cido aspartico no sitio catalitico (TERRA et al, 2005).

As peptidases aceleram a formacdo de um estado de transicdo na
hidrolise da ligacdo peptidica e utilizam dois mecanismos diferentes para estabilizar
esse intermediario tetraédrico. A aspartil (Asp) e metalo peptidases usam residuos
do sitio ativo para ativar moléculas de agua para ataque nucleofilico, mecanismo
conhecido como ndo covalente &cido-base, enquanto as cisteino (Cys), serino (Ser)
e treonino (Thr) peptidases usam residuos do sitio ativo para hidrolisar as ligacdes
peptidicas, nesse caso, o0 mecanismo envolve uma ligacdo covalente estavel. Na
catalise covalente, as histidinas funcionam normalmente como uma base, enquanto
gue na catalise ndo covalente, o residuo de Asp e o0 zinco, no caso das metalo
peptidases agem como acidos e bases (TURK, et al.,, 2006). Esse estado de
transicdo é um pré-requisito para a cisdo da ligacdo peptidica em todas as classes
com mecanismo conhecido (DRAG e SALVESEN, 2010).

De acordo com TANAKA (2002), tém sido estudadas maneiras de
compreender melhor a seletividade e especificidade que as enzimas proteoliticas
exibem, através de uma estrutura quimica ou proteica que apresente
complementaridade entre o sitio ativo e o estado de transicdo e que possa catalisar
a clivagem de ligacbes peptidicas nas mesmas condicdes da enzima natural. O

intermediario tetraédrico pode ser esquematizado, conforme ilustra a Figura 1.6.



FIGURA 1.6 - Intermediarios tetraédricos formados durante a clivagem peptidica
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Fonte: DRAG e SALVESEN (2010)

As peptidases sdo encontradas em diferentes organismos sendo que
em humanos existem cerca de 600 proteases e em camundongos mais de 80
podem ser encontradas, representando cerca de 2% dos genes expressos (TURK et
al., 2012a).

Essas enzimas controlam uma variedade de processos fisiologicos
essenciais para a vida como, ciclo celular, morte celular, cicatrizacdo de feridas,
digestdo de alimentos e proteinas. Sua acéo deve ser controlada, uma vez que os
desequilibrios em suas atividades ocasionam uma série de patologias, como
doencas cardiovasculares, inflamacdo, cancer e doencas neurodegenerativas
(TURK, 2006; DRAG e SALVESEN, 2010; TURK et al., 2012a).

1.3 Cisteino peptidases

As catepsinas estdo distribuidas entre as familias das aspartil
peptidases (catepsinas D e E), serino peptidases (catepsinas A e G) e as cisteino
peptidases (catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X) e sdo expressas em
diferentes células (TURK et al., 2012b).

De acordo com a classificacdo feita pelo MEROPS, um banco de
dados contendo classificagfes hierarquicas de peptidases, as cisteino peptidases

pertencem a familia C1, cla CA, que tem como principal representante a papaina,



10

extraida do latex de Carica papaya, com sua atividade proteolitica conhecida desde
1880 (RAWLINGS et al.,, 2012). As cisteino peptidases utilizam um grupo tiol
nucleofilico para fazer a quebra das ligacbes peptidicas e, conforme a sua
especificidade estrutural, sdo classificadas em familias tais como as catepsinas,
cruzaina, calpainas e caspases. Estas enzimas sdao amplamente distribuidas nos
organismos, estdo relacionadas com diversos processos fisioldgicos atuando no
turnover de proteinas, e como moléculas reguladoras e sinalizadoras (TURK et al.,
2012b).

O desequilibrio nos eventos de expressdo das catepsinas, ativacdo do
zimogénio, a sua inibicdo por proteinas, e a sua degradacao levam ao envolvimento
dessas enzimas no desenvolvimento de doencas como O cancer e artrite
reumatoide, entre outras (TURK et al., 2012b).

As catepsinas foram inicialmente descritas na degradacdo de proteina
no interior dos lisossomos. Por causa disso, todas as peptidases intracelulares foram
chamadas de catepsinas. Hoje em dia, sabe-se que todas as cisteino peptidases
lisossomais sdo catepsinas, mas nem todas as catepsinas sdo lisossomais ou
cisteino peptidases (TURK e GUNCAR, 2003; SOSNOWSKI e TURK, 2016).

Em eucariotos as catepsinas L (E.C 3.4.22.15) séo sintetizadas como
pré-pro-enzimas (zimogénio) constituidas de peptideo sinal N-terminal (10 a 20
aminoacidos), um pré-peptideo (38 a 250 aminoacidos) e a enzima madura (220 a
260 aminoacidos) (WIEDERANDERS, 2003). O processamento da enzima madura
requer a retirada do fragmento N-terminal, uma regido pré-peptidica contendo um
motivo ERFNIN, envolvido na inibicdo da enzima madura (KARRER et al.,1993).
Essa regido se sobrepfe ao sitio ativo bloqueando o acesso do substrato no sitio
ativo, no entanto, ela é indispensavel para promover o correto enovelamento da
proteina, funcionando como uma chaperona intramolecular (YAMAMOTO et al.,
1999). O processamento comeca logo apos a traducédo, o peptideo sinal € removido
durante a translocacédo da proteina no reticulo endoplasmatico, e posteriormente a
ativacdo da enzima ocorre no ambiente acido dos lisossomos através da clivagem
proteolitica do pré-peptideo presente na regido N-terminal (TURK et al., 2003),
produzindo assim a enzima madura. In vitro, a ativacao é feita por pH acido ou pela
acao de outra peptidase.

Essa subclasse das peptidases € caracterizada por ter uma

conservada triade catalitica Cys25, His159 e Asnl75 e um residuo de GIn19
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(numeracao da papaina) que auxilia na estabilizacdo do intermediario oxianion da
reacdo (BETON et al., 2012). O residuo de cisteina presente no sitio ativo é
caracteristico das cisteino peptidases com acao endopeptidicas (EC 3.4.22). Este
residuo promove a catalise nucleofilica, a qual leva a hidrélise da ligacao peptidica
no substrato (DAMASCENO et al., 2017).

Estruturas cristalograficas de catepsinas L tém sido elucidadas,
(GUNCAR et al., 1999; WANG et al., 2006; STACK et al., 2008; HUANG et al., 2009;
LARSON et al.,, 2009; BETON, et al., 2012). Todas apresentam enovelamento
papain-like, sdo tipicas representantes das cisteino peptidases com acéo
endopeptidica, composta por dois l6bulos, o dominio L contendo a-hélices e o
dominio R contando folhas . Na interfase dos dominios, no topo da estrutura, ha
uma fenda (abertura) formando o sitio catalitico. O residuo de cisteina da triade
catalitica se localiza no dominio L e o residuo da histidina no domino R, ambos
acomodados na fenda catalitica. Estes dois residuos cataliticos formam o par ibnico
tiolato-imidazdlio, essencial para a atividade proteolitica das enzimas (TURK et al.,
2012).

Na maioria das estruturas cristalograficas obtidas de catepsina L, a
enzima esta complexada com o pré-peptideo. Em pH acido a enzima sofre auto-
ativacao antes da cristalizacao. A recuperacao da enzima ativa € baixa devido a auto
degradacdo ap6s a sua ativagdo, ndo sendo vantajoso retirar o pré-peptideo da
enzima madura para os ensaios de cristalizacdo (LARSON et al., 2009). Estudos de
mutagénese sitio-dirigida vém sendo aplicados na obtencdo das estruturas
cristalograficas da catepsina L, onde sitios ativos mutantes s&o construidos
mudando a cisteina catalitica pelo residuo de serina para prevenir o processamento
auto-catalitico (BETON et al., 2012). A Figura 1.7 ilustra uma estrutura cristalografica
de uma catepsina L digestiva do Tenebrio molitor obtida a partir da mutacdo no sitio
catalitico. Em A — A enzima madura esta representada por superficies moleculares
coloridas em azul e o pro-peptideo colorido em verde. Em B - O residuo catalitico
mutante Cys26 ->Ser26 posicionado na regido N-terminal no centro da a-helice
encontra-se no dominio L, enquanto os residuos cataliticos His163 e Asn183 estéo
no dominio R. A cadeia lateral da cisteina apresenta as trés ligacbes dissulfeto
mostradas como bastdes (amarelo). Essas ligacbes sdo encontradas nas enzimas

da familia C1, papain-like.
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FIGURA 1.7 - Estrutura cristalogréafica da pro-catepsina L e da catepsina L, enzima digestiva da larva
do inseto Tenebrio molitor, denominada pCAL3C26S
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Fonte: BETON, et al, (2012)

O mecanismo de acdo das cisteino peptidases na hidrélise dos
peptideos nos substratos pode ser visualizado na Figura 1.8 em um esquema
simplificado. O grupo tiol da cisteina é desprotonado pela histidina adjacente. O
enxofre anibnico se liga ao carbono da carbonila do substrato formando um
intermediario tetraédrico, o qual é estabilizado pela cavidade oxianion sob a agéo do
residuo de GIn, informacé&o aqui néo visualizada. Por um processo de acilacado, este
intermediario tetraédrico libera a porcdo C-terminal do substrato, deixando a enzima
acilada (enzima-substrato tiol éster). Uma hidrélise forma um segundo intermediario
tetraédrico e em seguida este intermediario sofre uma reacdo de desacilacao,

liberando a porcdo N-terminal e a enzima livre.
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FIGURA 1.8 - Mecanismo da hidrélise do substrato pela enzima cisteino peptidase papain-like
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Compreender as interacdes entre o sitio ativo da enzima e o substrato
ainda sdo um desafio segundo TURK et al., (2012b). A papaina serviu como modelo
no trabalho de SCHECHTER e BERGER (1967), quando propuseram uma
nomenclatura para as posi¢cées dos residuos no substrato P3, P2, P1 em direcdo ao
N-terminal e P1’, P2’, P3’ se direcionados ao C-terminal, e assim para os subsitios
S3, S2, S1, S1°, S2°, S3',54’, locais de ligacdo da enzima com o substrato sobre a
superficie da enzima. O P1 corresponde ao residuo de aminoacido que antecede o
ponto de clivagem no substrato, enquanto o P1’ corresponde ao aminoacido no
substrato, localizado ap0s o ponto de clivagem, sugerindo que existiiam sete
residuos de substrato ligados em sete subsitios de S3 a S4'. Este modelo ainda é
utilizado e ajuda a compreender a especificidade enzima-substrato. O modelo
esquematizado pode ser visualizado na Figura 1.9. Variando os residuos de
aminoacidos nas posi¢des P2, P1, P1’ e P2’ é possivel descrever as especificidades

dos subsitios S2, S1, S1’ e S2’, respectivamente.
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FIGURA 1.9 - Interac&o dos subsitios da enzima com os residuos de amino&cidos do substrato

Cleavage

Substrate  *H,N @ @ l @ @ @ Coor
Enzyme (M)

Fonte: Adaptado de DAMASCENQO et al., (2017)

Trés décadas depois, a definicdo dos locais de ligacdo do substrato foi
revisada com base em uma visdo fornecida por estruturas cristalinas dos complexos
com moléculas pequenas (TURK et al., 1998). Essas estruturas mostraram que o
substrato se liga ao longo da fenda ativa em uma conformacéo estendida, e os sitios
de ligacdo ao substrato formam quatro segmentos na cadeia. Ha a presenca de
duas alcas curtas no dominio L e duas alcas longas no dominio R. Uma terceira alca
no dominio L pode ser chamada de dissulfeto (Cys22-Cys65), que conecta as duas
alcas ao longo da fenda do sitio ativo numa conformacao estendida. Os residuos do
substrato P2, P1, P1’ se ligam aos sitios de ligacdo dentro da fenda catalitica, assim
a interacdo desses residuos do substrato com a enzima envolvem tanto a cadeia
principal como as cadeias laterais. Na Figura 1.10 observa-se a esquerda o0s
subsitios S3, S1, S2' e a direita os S2 e S1' da fenda catalitica. De acordo com a
numeracdo da papaina, os loops do dominio L incluem os GIn19-Cys25 e Arg59-
Tyr67 enquanto os loops de dominio R contém residuos Leul34-His159 e Asn75-
Ser205 respectivamente. Os residuos do sitio ativo Cys25 e His159 e o dissulfeto

Cys22-Cys63 estao indicados.

FIGURA 1.10 - Representacdo em 3D dos subsitios de ligagdo da enzima com o substrato ao longo
da cavidade catalitica

Fonte: TURK et al., (2012b)
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As catepsina L (EC 3.4.22.15) exibem uma preferéncia em hidrolisar
ligacdes peptidicas com residuos de aminoacidos hidrofébicos, como o Phe em P2,
sendo o subsitio S2 da cisteino peptidase essencial para a tal especificidade.
Enquanto que a catepsina B (EC 3.4.22.1) prefere Arg na mesma posi¢cao. Nesse
contexto, o substrato fluorogénico Z-FR-MCA (carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amino-4-
metil-coumarina) pode ser utilizado para distinguir uma catepsina da outra (TERRA e
FERREIRA, 2005).

1.3.1 Inibidores das cisteino peptidases

In vitro, a inibicdo da atividade proteolitica das enzimas da familia
papain-like pode ser feita irreversivelmente pelo peptideo epdxido E-64. O
mecanismo ocorre pela ocupacédo dos subsitios da enzima e alquilagdo da cisteina
na triade catalitica pelo grupo trans epdxido (SALVESEN e NAGASE, 2001). Visto
gue esse substrato reage com a cisteina do sitio reativo, ele € um inibidor bastante
utilizado para a caracterizacéo das cisteino peptidases (TURK et al., 2012b).

O principal mecanismo de regulacdo das catepsinas maduras esta na
atuacdo dos inibidores proteicos enddégenos como as cistatinas e as tiropinas,
inibidores competitivos que se ligam fortemente, mas de maneira irreversivel as
cisteino peptidases, impedindo a ligacdo do substrato ao sitio ativo (TURK et al.,
2012b).

As cistatinas sdo uma superfamilia de inibidores de cisteino peptidase
abrangendo um grande numero de proteinas ativas contra a familia papain
peptidases. Desde a descoberta da primeira cistatina em ovo de galinha na década
de 1960, o conhecimento sobre proteinas semelhantes presentes em mamiferos,
aves, peixes, insetos, plantas e protozoarios expandiu-se, e suas propriedades como
potentes inibidores de peptidase foram firmemente estabelecidas. Atualmente, doze
cistatinas em humanos ja foram descritas e com base em detalhes estruturais
distintos, mas também refletindo sua distribuicdo no corpo e funcdes fisioldgicas,
essa superfamilia foi dividida em trés familias: as estefinas, as cistatinas e 0s
cininogénios (ABRAHAMSON et al., 2003).

A familia das estefinas ndo forma ligacdes de dissulfeto, possui massa

molecular em torno de 11 kDa e atua no citosol. A segunda familia € a das cistatina,
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propriamente ditas, formada por proteinas que formam duas ligagdes de dissulfeto e
tém massa molecular entre 13 e 24 kDa. A terceira familia € a dos cininogénios
compreendendo proteinas com elevada massa molecular entre 60 a 120 kDa, as
guais sédo glicolisadas, formam ligagcbes dissulfeto e estdo envolvidas no processo
de coagulacdo do sangue. (RAWLINGS e BARRETT 1990; TURK e BODE 1991,
ABRAHAMSON et al., 2003). Os inibidores de cisteino peptidases funcionam como
uma protecdo contra as peptidases lisossomais, liberadas ocasionalmente na morte
celular, proliferagdo de células cancerosas ou por organismos invasores, como
parasitas (DUBIN, 2004).

Em plantas, os inibidores de cisteino peptidases sdo conhecidos como
fitocistatinas (PhyCys), apresentam similaridade com a sequéncia de aminoacidos
das cistatinas de animais, e se assemelham as estefinas por ndo formarem ligacdes
dissulfeto. As fitocistatinas desempenham funcdes importantes na planta, que vai
desde o controle de diversos processos fisioldgicos e celulares a inibicdo de cisteino
peptidases exdgenas secretadas por artrépodes, herbivoros e patégenos, que
digerem e colonizam os tecidos das plantas (BENCHABANE et al., 2010).

Os inibidores que abrangem a familia das fitocistatinas sé&o
identificados pela presenga do motivo LARFAVDEHN formando uma a-hélice na
regido N-terminal (MARGIS et al., 1998). Em relacdo ao peso molecular, as
fitocistatinas podem ser divididas em trés grupos distintos: grupo |: proteinas de 12 a
16 kDa com apenas um dominio na sua estrutura proteica, a maioria das cistatinas
de plantas estdo inseridas nesse grupo; grupo Il: proteinas com 23 kDa
compartilhando um dominio N-terminal altamente conservado com as do grupo | e
um segundo dominio C-terminal e grupo llI: fitocistatinas de 80 kDa, conhecidas
como multicistatinas por possuirem diversos dominios(MARGIS-PINHEIRO et al.,
2008; WANG et al., 2008; CHU et al., 2011).

O dominio funcional das fitocistatina possui trés motivos conservados
para interagdo com cisteino peptidase alvo: o motivo Q-X-V-X-G na regido central da
cadeia polipeptidica, onde Xaa é qualquer aminoacido, um dipeptideo Pro-Trp ou
Leu-Trp na regido C-terminal, e um residuo Gly conservado na regido N-terminal
(BARRETT et al., 1986 ; TURK e BODE 1999).

O inibidor de origem vegetal conhecido como orizacistatina isolada de
arroz (Oryza sativa), pertencente ao grupo | das fitocistatina (ABE et al., 1987),

mostrou ser eficiente na inibicdo da atividade proteolitica da papaina, e de outras
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cisteino peptidases (KONDO et al., 1990) , inclusive de cisteino peptidases digestiva
de insetos (LIANG et al., 1991).

Esse inibidor teve sua estrutura cristalogréafica resolvida por NAGATA
et al.,, (2000), sendo a primeira fitocistatina a ter estrutura resolvida. A estrutura
tridimensional compreende 5 folhas- antiparalelas encurvadas sobre uma a-hélice,
a qual é estabilizada por um agrupamento hidrofébico formado. As dobras das
folhas-B formam as regides de contato da cistatina com o sitio ativo da peptidase,
formando um complexo equimolar fortemente ligado e reversivel com a Cys
peptidases, atuando como pseudo-substrato para adentrar na local ativo da enzima
alvo, e bloqueando o acesso do substrato (BENCHABANE et al., 2010). Os trés
elementos estruturais do inibidor cistatinico que interagem com a cisteino peptidase
podem ser visualizados na Figura 1.11. Em A - é possivel visualizar as partes lateral
e frontal de orizacistatina que mostram um nucleo de folha de cinco cadeias (em
azul), a a-hélice que abriga o motivo LARFAVDEHN conservado (em vermelho), a
regido N-terminal com o residuo Gly conservado e os dois lacos inibitérios abrigando
0s motivos conservados de GlIn-Xaa-Val-Xaa-Gly (1st loop) e Pro-Trp (2nd loop),
conhecidos por entrar na fenda do sitio ativo da enzima alvo. Em B — a vista lateral e
traseira do modelo de encaixe para orizacistatina interagindo com o modelo Cys

peptidase, papain-like (cinza claro).

FIGURA 1.11 — Modelo estrutural para a cistatina de planta, orizacistatina. Modelo construido por
modelagem molecular
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Fonte: BENCHABANE et al., (2010)
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Com o intuito de potencializar o controle de insetos considerados
pragas, os inibidores de peptidases presentes em plantas sdo objeto de estudos de
diversos pesquisadores. Conhecida como agente de defesa da planta, essas
proteinas, atuam contra as peptidases digestivas dos insetos podendo retardar o
desenvolvimento larval. Essas observacdes levaram a investigacdes sobre o efeito
da ingestéo de cistatinas nas taxas de crescimento da populacdo. Presume-se que a
atividade antibiética dos inibidores de peptidases deriva da interferéncia do inibidor
com a digestdo de proteinas, que diminui a disponibilidade de amino&cidos. A
reducdo de aminoacidos poderia entdo reprimir diretamente a sintese de proteinas
necessaria para crescimento, desenvolvimento e reproducdo (WOLFSON e
MURDOCK, 1995).

Com a hipétese de que plantas usam inibidores de peptidases como
mecanismo de defesa contra ataques de insetos e patdgenos, foram realizados
ensaios de inibicdo com cistatina purificadas de plantas transgénicas de cana-de
acucar, os quais revelaram sua capacidade de inibir a atividade catalitica da cisteino
peptidase parcialmente purificadas do intestino médio do bicudo da cana-de-acgUcar,
um inseto que na sua fase larval se alimenta do rizoma da planta, levando a morte
da mesma (RIBEIRO et al., 2008; SCHNEIDER et al., 2017).

As fitocistatinas de cana-de-agucar foram descritas por REIS e
MARGIS (2001), que identificaram, no banco de dados de ESTs (Expressed
Sequence Tags) de cana-de-acUcar, o SUCEST (Sugarcane Expressed Tags
Project), vinte e cinco fitocistatinas. Elas foram classificadas em quatro grupos: o
grupo | compreende as cistatinas com organizacao estrutural tipica das fitocistatinas,
com as trés regides conservadas da superfamilia cistatinas e a sequéncia consenso
na regido N terminal; o grupo Il inclui as cistatinas com as mesmas caracteristicas
do grupo I, porém com uma extensao da regidao C terminal; o grupo Ill contém as
gue apresentam as regides conservadas da superfamilia das cistatinas, mas nao
possuem a sequéncia consenso caracteristicos das fitocistainas; e o grupo IV possui
as gue nao apresentam nem a sequéncia consenso LARFAVDEHN na regido N
terminal e nem o motivo QXVXG conservado entre os membros da superfamilia.

A primeira cistatina de cana-de-acucar produzida de forma heter6loga
foi denominada de canacistatina, CaneCPI-1, composta por 126 aminoacidos e
massa molecular de 13 kDa (SOARES-COSTA et al., 2002), pertencente ao grupo |

das canacistatinas. Hoje, seis canacistatinas recombinantes (CaneCPI-1, 2, 3, 4,5 e
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6) ja foram caracterizadas e possuem validacdo de suas atividades inibitorias. A
CaneCPI-1 apresentou atividade inibitoria contra cisteino peptidases, inclusive em
catepsinas humanas (SOARES-COSTA et al., 2002). As CaneCPI-2, CaneCPI-3 e
CaneCPI-4 mostraram ac¢do inibitéria sobre a papaina (GIANOTTI et al.,, 2005;
GIANOTTI et al., 2008), a CaneCPI-4 também apresentou atividade inibitéria contra
catepsina B e L de humano (GIANOTTI et al.,, 2008) e as CaneCPI-1, 2, 3 e 4
apresentaram atividade inibitéria contra a catepsina L digestiva, rSI-CathL do inseto
praga da cana-de-acucar, Sphenophorus levis (FONSECA et al, 2012).
Recentemente foi validada a acdo inibitéria da CaneCPl-4 contra a cisteino

peptidase do protozoario Plasmodium falciparum (MELO et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Os objetivos deste trabalho foram a obtencdo de uma catepsina L
recombinante de A. sexdens (formiga sauva), a caracterizagao bioquimica e cinética

e ensaios de inibigao in vitro por canacistatinas.

2.2 Etapas para alcancar os objetivos

1) Amplificacéo e clonagem da ORF que codifica a sintese de catepsina de A.

sexdens em vetor adequado para expressar a enzima,

2) Expressar a enzima em sistema de E. coli;

3) Purificar e caracterizar a enzima quanto a sua pureza, massa molecular,

atividade enzimatica e inibicdo utilizando os inibidores de cana-de-acucar.
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3 METODOLOGIA

3.1 Extracdo de RNA de A. sexdens e sintese de cDNA

A extracdo do RNA total foi feita pela Dra Ariele Cristina no Laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular — UFSCar.

Para extracdo de RNA total, aproximadamente 120 mg de formigas (A.
sexdens) foram maceradas em um procedimento utilizando TRIzol®, procedimento
este melhorado para a metodologia de extracdo de RNA em uma Unica etapa
desenvolvido por CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987). Seguiu-se o protocolo, sendo
a Unica diferenca a inclusdo de mais uma etapa de purificacdo por particdo com um
volume de acido fenol cloroférmio (mistura de fenol, cloroférmio, alcool isoamilico pH
4,3-4,7- Ambion). A amostra foi incubada por 1 minuto a temperatura ambiente e
entdo foi centrifugada a 12000g a 4 °C por 15minutos. ApdOs esta etapa, a fase
superior foi transferida para um tubo limpo e a metodologia foi seguida com a
precipitacdo do RNA com isopropanol segundo o protocolo descrito pelo fabricante
do TRIzol®. O pellet de RNA total foi ressuspendido em 40 pL de agua tratada com
DEPC (SAMBROOK e RUSSELL, 2001), e posteriormente foi incubada por 10
minutos a 60 °C.

A qualidade e quantificacdo de RNA total isolado foram estimadas
pelas relacbes das absorbancias da amostra medidas em 230, 260 e 280nm
(Aze0/A2s0 € AzsolAzzo) Utilizando BioSpec-nano (Shimadzu). A integridade da amostra
de RNA foi verificada por gel de agarose 1 % em tampao TAE em &agua tratada com
DEPC contendo brometo de etidio (0,0001 mg/mL). O gel foi submetido a
eletroforese a 120 V por 30 minutos e posteriormente visualizado e fotografado pelo
sistema de foto documentagdo computadorizado (Gel Doc™ Ez System — Bio-Rad).

A partir do RNA total extraido foi obtido o cDNA (DNA complementar):
em um tubo de PCR foram adicionados 4 pg de RNA total, 2 yL de Oligo(dT) primer
0.0005 mg/mL (Promega) e o volume foi completado para 13 pL com agua tratada
com DEPC. A amostra foi incubada por 5 minutos a 65 °C e resfriada imediatamente
apos o tempo de incubacéo. Entdo foi adicionada 4 pl de 5X Reaction Buffer, 2 pl de
uma mistura de dNTPs 10 mM cada (Thermo Scientific) e 1 yL de RevertAid
Reverse Transcriptase (Thermo Scientific). A amostra foi homogeneizada e incubada
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por 60 minutos a 42 °C. A reacao foi interrompida por aquecimento a 70 °C por 10

minuto.

3.2 Clonagem da ORF

Para obtencdo da ORF de interesse foi necessaria a construgdo por
sintese quimica dos oligonucleotideos de DNA complementares as extremidades de
cada fita do cDNA. Estes oligonucleotideos séo os iniciadores da sintese de DNA in
vitro, catalisada pela DNA polimerase. O desenho dos oligonucleotideos foi realizado
baseado na sequéncia codificadora de uma catepsina L da formiga cortadeira
Acromyrmex echinatior, disponivel no banco de dados do National Center for
Biotechnology information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), sob o ndmero de acesso
EGI69825.1. A sequéncia de nucleotideos da predita catepsina L de A.echinatior

esta representada na Figura 3.1.

FIGURA 3.1- Sequéncia de nucleotideos

ATGAAGAGTGTGGTGGTCTTGTTGTTACTGGCAGTTTTTACCACGGGACAAGCTATTTCCTTCAACAAGA
TTTTGGATGCAGAATGGTTCATTTTTAAGACACATCATAAAAAAATCTATAAATCTTCGGTTGAGGAGGG
ATATAGAATGAAAATCTTCTTGGATAACAAGCGTAAAATTGCTGAACACAATCGCAAATATGAGCTGAAT
GAAGTTCCCTACAAATTGGGAATGAACAAATACGGTGACATGT TGCATCATGAATTTGTCAATACTTTGA
ATGGTTTCAATAAGTCAGAAAAGGCTCAAAAGCAATTTAT GGGAGCAACATTTATCTCGCCAGCTAATGT
CGAATTACCAAAAGAAGTTGATT GGAGGAAACATGGTGCTGTTACAGAAGTTAAGGATCAAGGACATTGT
GGCTCTTGTTGGGCATTCTCTACTACTGGCTCTTTAGAAGGACAGCATTTCAGACAGACCGGTATTTTAG
TATCACTTAGTGAGCAAAATTTGATTGATTGTTCTGGTAACTATGGTAACGAAGGATGTAATGGTGGTTT
GATGGATAATGCCTTTAAATACGTCAGAGATAACAAAGGT CTTGATACCGAAAAGAGTTACCCATATGAA
GCAGAGAATGACAAGTGCAGATACAATCCGAGARAATAGTGGCGCTATTGATACCGGTTTCGTAGATATTC
CAAGAGGAAATGAGCATAAGTTAAAGGCTGCAGTTGCCACTATAGGTCCGGTCTCGGTTGCTATTGATGC
CTCTCATGAATCTTTTCAGCTTTATAGTGAAGGAGTGTATTTTGATCCTGAGTGCGATT CAGACAATTTA
GATCATGGTGTGTTGATCGTCGGCTATGGTACAGACTCAAAAACCGGTCATGATTATTGGCTGGGGAAGA
AAAGTTACATCAAAATGGCCAGAAATAAGGACAATCATTGTGGTATAGCAAGCAGTGCCAGCTATCCTCT
CGTTTAA

Fonte: Prépria

3.2.1 Amplificagcdo do DNA que codifica a sintese da catepsina L

O cDNA sintetizado a partir do RNA total extraido da formiga A.
sexdens (operaria) e o par de oligonucleotideos foram utilizados na reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR). Na amplificacdo da ORF de interesse foi utilizada a
Pfu DNA Polymerase (Thermo Scientific), que possui a funcdo de catalisar a

polimerizagdo de nucleotideo na diregcdo 5— 3’, e desempenha a atividade de
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exonuclease (revisora), capacitando a polimerase a corrigir erros de incorporacao de
nucleotideo. A reacéo foi realizada em um termociclador Eppendorf Mastercycler

utilizando o programa descrito na Tabela 3.1.

TABELA 3.1 - Condic6es dos ciclos da reacdo de PCR para amplificacdo do gene

CICLOS | T(*C) TEMPO
Inicio 1X g5°(C 3min
Desnaturacio aseC Imin
Anelamento 38X 55°C 1min
Extensdo 72°C Amin
Finalizagio 1X 72°C 10min

Fonte: Prépria

Para a amplificacdo da ORF de interesse foram utilizados 1 pl de
cDNA, 0,2 mM de dNTPs, 1,0 uM de cada par de oligonucleotideo (sense e reverse),
0,625 U de Pfu DNA Polymerase (Thermo Scientific) e 2,5 pl de Pfu Buffer 10X com
MgSO, para uma reacdo de volume final de 25 pl. A reacdo de amplificacdo esta

descrita na Tabela 3.2.

TABELA 3.2 - Condi¢bes da reacdo de amplificacdo do DNA

Reagentes Reacéo (uL) Branco (uL)

cDNA 1,0
Primer forward (10uM) 2,5 2,5
Primer reverse (10uM) 2,5 2,5
dNTP mix ( 10mM) 2,5 2,5
Tampaol0XMgSO4(25mM) 2,5 2,5
Pfu (2,5 U/uL) 0,25 0,25
H,0 milliQ 13,75 14,75

Volume total 25,0 25,0

Fonte: Prépria
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O produto da amplificacdo foi analisado aplicando-se 5 pL das
amostras em gel de agarose 1% contendo 0,025ug.ml™ de brometo de etidio em
tampao TAE (80 mM Tris-HCI, 40 mM &cido acético, 2,5 mM EDTA, pH 8,3).
Posteriormente, o volume total da reagéo foi aplicado em um gel de agarose, e 0
fragmento de DNA foi recortado e purificado do gel de agarose utilizando o kit
Wizard SV gel and PCR clean-UP System (Promega) de acordo com o protocolo do
fabricante. O produto purificado foi quantificado em espectrofotdmetro BioSpec-nano
(Shimadzu) (absorbéncia a 260 nm) e enviado para o sequenciamento. O
sequenciamento foi feito pelo Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e
Células-Tronco Instituto de Biociéncias - USP -Setor de Sequenciamento de DNA.
O centro de pesquisa utiliza o ABI 3730 DNA Analyser, um sistema de andlise de
DNA de 48 capilares com a tecnologia Life Technologies — Applied Biosystems. O
resultado do sequenciamento foi analisado por inspecdo visual dos
eletroferogramas, e em seguida foi feito um alinhamento no banco de dados do
NCBI utilizando o Blastx com a funcdo de buscar identidade com sequéncias das
formigas depositadas no banco de dados.

3.2.2 Andlise gqualitativa da expresséo da ORF

Com o objetivo de saber se o gene que codifica a ORF da catepsina na
formiga cortadeira A.sexdens seria expresso nos diferentes estagios de vida do
inseto (larva, pupa, adulto) assim como em algumas partes da formiga adulta
conhecida como operaria (cabeca, térax, gaster), foram feitas PCR tendo como
molde o cDNA sintetizado a partir do RNA total extraido dessas varias amostras. Os
oligonucleotideos forward e reverse sintetizados, conforme descrito anteriormente,
foram utilizados na reacdo de amplificacdo. As condi¢cdes dos ciclos da reacéo da
PCR, assim como as condi¢cfes da reacdo de amplificacdo do DNA, estédo descritas
no item 3.2.1.

3.2.3 Extracao do DNA gendmico

Devido a relacdo simbiotica entre a formiga A.sexdens e o fungo L.

gongylophorus, surgiu a necessidade de saber se 0 gene que codifica a catepsina
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era do inseto ou se era do fungo, uma vez que a formiga se alimenta desse micro-
organismo. Com esta finalidade, foi feita a extracdo do DNA gendmico da cabeca da
formiga, parte do corpo que poderia ter menos contato com o fungo e assim menor
probabilidade de contaminacéo pelo mesmo.

Cerca de 0,06 mg do material foi lavado cuidadosamente com etanol
70% e em seguida com H,O milliQ autoclavada por 3 vezes, para remocao de
resquicios de fungos e bactérias. Em seguida a amostra foi macerada com ajuda de
um bastéo de vidro para uma melhor homogeneizacdo. A amostra foi ressuspendida
em 462,5 uL de tampéo T.E. (Tris-EDTA, pH 8.0), 30 uL de SDS 10 % e para
otimizar a lise foi adicionado 7,5 uL de proteinase K (20 mg/mL). A amostra ficou
encubada por 1 hora no Eppendorf ThermoMixer® (banho seco) a 60 °C para a acdo
da proteinase K. Em seguida, foi acrescentado o mesmo volume da reacdo 500 uL
de fenol/cloroférmio (preparado na proporcdo de 1:1 em volume), a amostra foi
homogeneizada por inversao e centrifugada a 14000 g por 5 minutos a 4 °C.

Apbs essa etapa, a parte superior (fragdo aguosa, que contém o DNA)
foi transferida para outro tubo de 2 mL. Nesse momento, tomou-se o cuidado para
transferir apenas a parte superior, ndo coletando nem a interfase, que contém
proteinas precipitadas e, tampouco a fracdo inferior, que possui compostos
organicos dissolvidos no fenol/cloroférmio. A etapa de extracao foi repetida 3 vezes,
com o propdsito de obter uma amostra mais pura, ausente de contaminantes como
proteinas. Para remocéo dos restos de fenol da amostra, acrescentou-se a rea¢ao o
mesmo volume de cloroférmio. A amostra foi homogeneizada, centrifugada a 14000
g por 5 minutos a 4 °C e a fase aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 mL.

O DNA extraido foi precipitado com 0,1V de Acetato de sodio 3 M e
0.6V de Isopropanol. A amostra foi homogeneizada até a precipitagdo do DNA e,
logo apds, centrifugada a 5000 g por 1 minuto e o sobrenadante foi removido. Em
seguida o pellet foi lavado com etanol 70 % gelado, centrifugado novamente a 5000
g por 1 minuto e o sobrenadante foi removido.

O DNA foi seco a temperatura ambiente por um periodo de 1 hora,
tomando-se o cuidado para a amostra nao desidratar. Para finalizar, apés o periodo
de secagem, foi adicionado ao tubo de 1.5 mL, contendo o DNA extraido, 50 ul de
T.E. (100 mMTris, 200 mM EDTA, pH 8.0). Um gel de agarose 1% foi feito para
analise do DNA gendmico, e a quantificacdo foi feita em um espectrofotdmetro

BioSpec-nano (Shimadzu), absorbancia a 260 nm.
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Apoés extracdo e confirmacdo em gel de agarose, o DNA gendmico
serviu como molde na amplificacdo por PCR, utilizando os oligonucleotideos forward
e reverse sintetizados e descritos no item 3.1. As condicfes dos ciclos da reacéo da
PCR, assim como as condi¢cbes da reacdo de amplificacdo do DNA estdo descritas
no item 3.2.1, alterando apenas a quantidade de DNA adicionado, nesse caso cerca
de 2 ul de DNA gendémico (430 ng/pul).

3.2.4 Digestéo do vetor pET32a-c(+) e do produto de PCR

Para a expressao heteréloga de cisteino peptidase da familia papain-
like, a bactéria E.coli geralmente é a primeira escolha devido ao seu manuseio
simples, meio de cultura barato e alto rendimento. Estas vantagens compensam o
esforco adicional quando o produto precipita em corpos de inclusdo. As principais
preocupacdes para a producdo de peptidase em E.coli sdo assegurar taxas
elevadas de transcricdo e traducdo, controlar a toxicidade do produto génico
heter6logo, manter a solubilidade da peptidase e prevenir a degradacado proteolitica
da proteina expressa. A maioria dessas preocupacdes podem ser abordadas pela
selecdo de vetores de expressdo com promotores fortemente indutiveis e fortes
sitios de ligacdo ribossbmica, sequéncias de direcionamento que direcionam o
produto génico para o compartimento periplasmatico, e a introducédo de peptideos
tags que permitem facil purificacdo (BROOME et al., 2004; KRAMER et al., 2007).

O vetor de expressao pET32a-c(+) escolhido para clonagem, permite a
expressdo de altos niveis de sequéncias peptidicas fusionadas com 109
aminoacidos da Tiorredoxina (TrxeTag™), proteina que auxilia na redugédo da
formacao de proteinas agregadas, aumentando a solubilidade da proteina expressa.
O vetor dispde de sitios de clonagem que permitem produzir proteinas em fusao
com as sequéncias His-Tag® e S-Tag™ para deteccdo e purificagdo e carrega o
gene AmpR que confere resisténcia ao antibidtico ampicilina. Na Figura 3.2 em

destaque as enzimas de restrigdo utilizadas na clonagem (em vermelho).



Figura 3.2 - Sequéncia do sitio de clonagem multipla dos vetores pET-32a-c(+)
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pET-32b(+

GTTGGCTGC
LeuSerTrplLeule L 5 snEnd
T7 terminator primer #6933?73: i
pET-32a-c(+) cloning/expression region

Fonte: Adaptado de https://www.snapgene.com/

GGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

O vetor e ORF foram digeridos separadamente com as enzimas de

restricdo EcoRI (Thermo Scientific) e Ncol (Thermo Scientific), conforme sugerido

pelo fabricante. As reagdes de digestao foram mantidas a uma temperatura de 37 °C

por 4 horas. Os produtos das reacfes de digestdo foram analisados em gel de

agarose 1% e purificados utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System

(Promega) como descrito pelo fabricante. As condi¢des da reacéo de digestao estao

descritas na Tabela 3.3. Tanto o plasmideo como o inserto apresentou tamanho em

pares de bases esperado. O produto da reacdo de ligacdo inserto-pET32a foi

transformado em linhagem DH5a de E.coli e colbnias obtidas foram inoculadas em

meio LB (Lysogeny broth) para posterior extracdo do DNA plasmidial.

TABELA 3.3- Condi¢fes da reacéo de digestdo EcoRI e Ncol

pET-32 a (+) Produto de PCR
EcoRI 10 U/ pL 1,0 uL 1,0 L
Ncol 10 U/ uL 1,0 uL 1,0 L
Green buffer 10X 2,0 uL 2,0 uL
DNA 6,5 uL (1,0 pg) 7,0 uL (0,5 ng)
H,O 9,50 uL 9,0 pL
Volume total 20,0 pL 20,0 pL

Fonte: Prépria
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Posteriormente, foi feita a reacdo de ligacdo do vetor com o inserto
(produto de PCR). A reacao foi montada de acordo com a proporgao vetor e inserto
1:3, com um volume final de 20,0 pL. A reacao foi feita na presenca da T4 DNA
Ligase (Invitrogen) e foi incubada a 4 °C por 16 horas. As condicdes da reacdo de

ligacdo estdo descritas na Tabela 3.4.

TABELA 3.4 - Condic6es da reacdo de ligacdo

Reacao Ligacéo (1:3)*
pPET-32 a (+) (22,70 ng/uL) 4,40 pL
Produto PCR (13,34 ng/uL) 3,70 uL
T4 DNA Ligase (5 U/uL). 0,2 uL
10X T4 DNA ligase buffer 2,0 uL
H.O 9,70 pL

Volume total 20,0 pL

*Proporg¢ao vetor / inserto

Fonte: Prépria

O produto de ligacdo, denominado de AsCathL, foi utilizado para
transformar células competentes de E.coli da linhagem DH5a. O processo de
transformacao utilizado foi por choque térmico, seguindo o protocolo modificado
desenvolvido por HANAHAN (1983). Um volume de 10 pL do produto da ligacéo foi
adicionado as células competentes e a mistura foi mantida no gelo por 30 minutos.
ApoOs a incubacéo, foi realizado o choque térmico por 2 minutos a 42 °C. Em seguida
o tubo (Eppendorf) de 1,5 mL contendo a reagao foi mantido por 2 minutos no gelo,
apos esse periodo foram adicionados 400 pyL de meio LB (1% (m/v) triptona, 0,5%
(m/v) extrato de levedura 1% (m/v) e cloreto de sodio (pH 7,5) a reacdo e, em
seguida incubada, a 37 °C por 60 minutos sob agitacdo de 250 rpm.

Apés o tempo de incubacdo, a mistura foi centrifugada por 30
segundos e cerca de 400 pL do sobrenadante foi desprezado. O produto da
transformacao, aproximadamente 100 pL, foi plaqueado em 2 placas de Petri
individuais 25 pL e 75 pL respectivamente. As placas continham 25 mL de meio LB
com 1,5 % (m/v de &gar) e 100 pg/mL de ampicilina. Apés o plagueamento, as
placas foram incubadas em estufa a 37° C por 16 horas. As colbnias transformantes
foram isoladas e, em seguida, inoculadas para extracdo do DNA plasmidial.

Para analisar o plasmideo contendo a ORF de interesse, colbnias

obtidas na etapa anterior foram selecionadas e cultivadas em meio LB, contendo 0,1
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mg/mL de ampicilina sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C por 16 horas. A extracdo do
DNA plasmidial foi feita com a utilizacdo do kit Wizard® Plus SV Miniprep (Promega)
de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Um gel de agarose 1

% foi realizado para analise do DNA plasmidial, e a quantificacdo do
DNA foi feita em um espectrofotdmetro BioSpec-nano (Shimadzu), absorbancia a
260 nm. A confirmacéo do clone positivo foi feita por PCR, tendo como DNA molde o
DNA plasmidial extraido e o uso dos mesmos oligonucleotideos empregados na
amplificacdo do inserto. Os reagentes da reacdo de amplificacdo do clone estao

descritos na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Condicdes da reacdo de amplificacdo do clone.

Reagentes da Reacéao (uL) Branco (uL)
DNA plasmidial (108 ng/ uL) 1,0
Primer foward (10 pM) 2,5 2,5
Primer reverse (10 puM) 2,5 2,5
dNTP mix ( 10 mM) 2,5 2,5
Tampao 10X com (NH4)2SO,) 2,5 2,5
Taq DNA Polymerase (2,5 U/uL) 0,25 0,25
MgCl, 2,0 2,0
H>O milliQ 11,75 12,75
Volume Total 25,0 25,0

Fonte: Prépria

O clone positivo foi analisado por restricao, utilizando as enzimas Ncol
e EcoRI sob as condi¢Ges descritas na Tabela 3.3. Para confirmagéo da clonagem, a
os primers T7 promoter e T7 terminator necessarios para o0 sequenciamento da fita
simples. A amostra, juntamente com os primers, foi enviada para analise sequencial.
O sequenciamento foi feito pelo Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e
Células-Tronco Instituto de Biociéncias - USP -Setor de Sequenciamento de DNA. O
resultado do sequenciamento foi analisado por inspecdo visual dos
eletroforegramas, e em seguida feito um alinhamento no banco de dados do NCBI
utilizando o Blastx. A predi¢do da estrutura priméria da enzima foi realizada a partir
da traducdo da sequéncia de nucleotideo utilizando o software online

(http://web.expasy.org/translate/).
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3.3 Expressao recombinante da AsCathL em E.coli ArcticExpress

Ap6s o0 sequenciamento e confirmagdo da inser¢cdo da ORF, a
linhagem de E.coli ArcticExpress (DE3)RIL foi transformada com a construcao
AsCathL, usando o método do choque térmico com adicdo do 3- Mercaptoethanol,
procedimento realizado de acordo com o protocolo do fabricante.

Cerca de 50 ng (0,5 pL) do DNA plasmidial contendo o gene de
interesse foi misturado cuidadosamente em 100 pL de célula competente
ArcticExpress (DE3)RIL e, em seguida, a reagao foi incubada no gelo por 30
minutos. Apds a incubacéo, a reacdo foi submetida a um banho a 42 °C por 20
segundos e novamente a reacdo foi incubada no gelo por mais 2 minutos.
Posteriormente, adicionou-se cerca de 900 pL de meio SOC (meio LB + glicose),
pré-aquecido a 42 °C na reacao de transformacéao e esta foi incubada a 37 °C por 1
hora sob agitacdo de 250 rpm.

Ap6s o periodo de incubagdo, as células transformadas, foram
concentradas por centrifugacdo a 200 g por 4 minutos a 4 °C e, em seguida,
ressuspendidas em 200 pl de meio SOC. 100 yL das células foram inoculadas em
placas Petri contendo 25 mL de meio LB agar, 100 ug/mL de ampicilina e 20 ug/mL
de gentamicina, antibi6ticos necessarios a selecdo das células de ArcticExpress. A
placa foi incubada em estufa a 37 °C por 16 horas. Para controle da reacao
transformante, foi utilizado 1 pL do plasmideo pUC18 em 100 pL de célula
competente.

As coldnias foram selecionadas e inoculadas individualmente em 5 mL
de meio LB contendo os antibidticos anteriormente citados. As culturas foram
incubadas a 37 °C por 16 horas sob agitagdo constante (250 rpm). No dia seguinte,
foi retirada uma aliquota de 400 pL de cada meio de cultura e a cada uma adicionou-
se 400 pul de glicerol 50% para armazenamento a -80 °C. O restante do meio de
cultura foi utilizado para obtencdo do DNA plasmidial utilizando o kit Wizard® Plus
SV Miniprep (Promega). Um gel de agarose 1% foi realizado para andlise e em
seguida o DNA plasmidial foi quantificado em um espectrofotbmetro BioSpec-nano
(Shimadzu), absorbéancia a 260 nm. Posteriormente uma PCR, sob as condicdes
citadas na Tabela 3.5, foi feita para verificacdo das colbnias transformantes.

Apébs confirmacédo por PCR, a aliquota estocada a -80 °C, foi estriada
em LB agar com os antibioticos apropriados (100 ug/mL de ampicilina e 20 pg/mL de
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gentamicina). A placa foi incubada em estufa a 37 °C por 16 horas. Posteriormente,
uma colbnia isolada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo os antibiéticos
necessarios. A cultura foi mantida a 37 °C sob agitag@o constante de 250 rpm por 16
horas. Desse meio de cultura, foi pipetado 100 pL em um tubo Falcon de 50 mL
contendo 5 mL de meio LB sem adicdo dos antibioticos.

A cultura permaneceu a 30 °C sob agitacao constante de 250 rpm por
3 horas, até que a densidade 6ptica DOgoo atingisse um valor entre 0.4 — 0.6. ApOs
as 3 horas, 100 yL do meio de cultura foi recolhido para posterior andlise em gel de
SDS-PAGE. O meio de cultura foi incubado a 10 °C por 10 minutos a 250 rpm para
ambientalizacdo da cultura bacteriana nessa temperatura e, logo apos, foi
adicionado o indutor IPTG (Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) com concentracdo
final de 0.2 mM. O meio de cultura foi incubado por 24 horas a 10 °C sob agitacéo de
250 rpm. ApGs o periodo de incubacéo, foi retirada uma aliquota de 100 pL do meio
de cultura para posterior analise em gel SDS-PAGE para controle da amostra
induzida. O meio de cultura foi centrifugado a 6000 x g por 10 minutos a 4 °C para
separacado da célula do sobrenadante.

As células foram ressuspendidas em 5,0 mL de tampé&o de lise (50 mM
Tris-HCI pH 8,0). A lise mecéanica das células foi feita pelo ultra-som (Sonic
Dismembrator Fisher Scientific mode 500) com 23 % de amplitude durante 2
minutos, sendo 5 segundos de sonicacdo e 10 segundos de repouso.
Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 4 °C por 20 minutos a 10000 x g para
separacao da fracdo sollvel e insoltvel. Aliguotas do precipitado celular obtido nesta
etapa e do sobrenadante foram retiradas para analise em gel desnaturante de
poliacrilamida SDS-PAGE 15 % segundo LAEMMLI (1970).

3.4 Andlise da expresséao da pro-enzima por Western blot

Para detectar a pré-enzima expressa fusionada com a His-Tag, foi feito
um immunobloting utilizando anticorpo anti-His. No procedimento do western blot as
amostras do meio de cultura foram aplicadas em gel desnaturante de poliacrilamida.
As proteinas separadas no gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. Para tanto, montou-se um “sanduiche” colocando-se o gel em contato
com a membrana de nitrocelulose, e de cada um dos lados, um pedago de esponja,
todos imersos em tampéo de transferéncia (200 mM Tris, Glicina 50 mM, Metanol



32

15%). O “sanduiche” foi colocado no Trans-Blot Turbo (BIO-RAD) e submetido a
uma voltagem de 25 V e 1.0 A, durante 30 minutos. Apés a transferéncia, a
membrana foi corada com solugcdo Ponceau (0,5 % Ponceau em &cido acético 0,1
%) por 5 minutos sob agitacdo, e lavada, em seguida foi lavada com agua destilada
até que fosse possivel visualizar as bandas. A membrana foi entdo incubada por 1h,
a temperatura ambiente, em solucdo de bloqueio (tampéao TBS 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 8.0), acrescido de leite em pd desnatado 5 %. Apds esse intervalo, a
membrana foi lavada 3 vezes com TBS, acrescido de Tween 20 0,3 % (5 minutos
cada lavagem). A membrana foi incubada por 1 hora com anticorpo anti-His (diluido
na proporcdo 1:1000 em TBS). ApGs a reacdo com o anticorpo a membrana foi

colocada em uma solugéo reveladora (RENART, et al., 1979).

3.5 Purificacdo da pré-enzima

A fracéo soluvel foi purificada por cromatografia de afinidade em metal
por fluxo de gravidade, usando uma coluna contendo 1 mL de resina de niquel NI-
NTA Superflow (Qiagen).

Antes da etapa de purificacdo, a resina foi lavada com agua milliQ e
equilibrada com 5 CV (5mL) de tampao A (50 mM de Tris-HCI, pH 8,0). Em seguida,
20 mL da fracdo solavel foram aplicados na coluna, seguido por uma etapa de
lavagem com 30 CV de tampéao A acrescido de 50 mM de NaCl. Apés a lavagem, a
eluicdo das proteinas foi realizada com 1 mL de tampao A acrescido de 250 mM de
Imidazol. Este reagente possui forte afinidade pelo niquel, competindo com a cauda
de histidina presente na proteina recombinante, permitindo que a proteina se solte
do metal e entdo seja eluida. Apds essa etapa, foi necessario fazer a troca de
tampéo para a retirada do Imidazol da solugéo, para que ndo houvesse interferéncia
do sal no ensaio enzimético. A troca de tampdao foi feita usando um sistema de
ultracentrifugacédo (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices), com molecular weight
cut off (MWCO) de 10 kDa. Apés cada 5 minutos sob uma rotacdo de 5000 x g, 1 mL
de tampdo A era adicionado a fracdo eluida, processo repetido 4 vezes.
Posteriormente, a fragdo dessalinizada foi concentrada 2 vezes utilizando o mesmo
sistema de ultracentrifugagéo. A amostra foi submetida ao ensaio de atividade

enzimatica.
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Uma segunda etapa de purificacdo foi adicionada ao processo. Assim,
a amostra eluida da coluna de niquel, dessalinizada e com atividade enzimatica foi
submetida a segunda etapa de purificacdo fazendo uso da cromatografia de troca
ibnica, utilizando uma coluna de 1 mL Hitrap QFF acoplada ao sistema FPLC (Fast
protein Liquid Cromatography), utilizando o equipamento AKTA (GE Healthcare
Sciences). A coluna foi previamente equilibrada com 5 mL de tampé&o A e o volume
de 1 mL da amostra a ser purificada foi injetado na coluna contra o tampéao A. O
fluxo da aplicacéo e eluicdo da amostra foi de 1 mL min™.

A eluicdo da proteina foi feita em tampé&o A acrescido de 1 M de NacCl,
em 30 CV. As amostras eluidas da coluna foram coletadas em fracdes de 1 mL e
estas foram submetidas a um ensaio de atividade enzimatica. A fracdo que
apresentou atividade foi concentrada 4 vezes utilizando o sistema de
ultracentrifugacdo mencionado anteriormente. Todas as etapas envolvidas no
processo da purificacdo da pré-enzima foram analisadas por eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida SDS-PAGE 15 %, LAEMMLI (1970) e a quantificacao
feita pelo método de BRADFORD (1976).

3.6 Recuperacédo da pro-enzima a partir de corpos de incluséo

A expressdo recombinante da proteina AsCathL realizada em E.coli
resultou numa pequena fracdo sollvel, porém proporcionou uma expressao
acentuada de proteina em corpos de inclusdo, o que nos levou a “resgatar’ essas
proteinas através do refolding. A literatura disponibiliza varios protocolos, contudo, a
estratégia geral é baseada em trés passos: isolamento e lavagem dos corpos de
inclusdo, solubilizagdo das proteinas agregadas e refolding. Nesse contexto,
partimos em busca de uma metodologia que proporcionasse proteina solavel e com
atividade enzimética.

O pellet obtido apés a lise descrito no item 3.2, foi lavado 2 vezes com
tampéao (20mM Tris HCI acrescido de 2.5 M de ureia, 2.5 % de Triton X-100, pH 8.0),
seguido de centrifugacao a 14000 g por 30 minutos a 4 °C. Apds essa etapa, o pellet
foi pesado para o célculo de volume de tampdao solubilizante a ser utilizado. Foi
calculado o volume de cerca de 5 mL de tampédo para cada 1g de corpos de
inclusdo. As proteinas agregadas foram solubilizadas em tampao (20 mM de Tris
HCI, 6 M de Cloreto de guanidinio, 250 mM de NaCl, 20mM de Imidazol, pH 8.0),



34

sob suave agitacdo por 60 minutos a 4 °C, e centrifugadas a 14000 x g por 30
minutos a 4 °C.

Para a purificagdo da proteina recombinante, utilizou-se o método da
cromatografia de afinidade por fluxo de gravidade Ni**NTA. A resina foi lavada com
agua milliQ e equilibrada com 5 CV do tampao de solubilizacdo. O sobrenadante foi
incubado na coluna contendo a resina de niquel por 60 minutos a temperatura
ambiente. ApOs esse tempo, a resina foi lavada com 10 CV de cada um dos
seguintes tampdes: Tampéao 1( 20 mM de Tris HCI, 6 M de Cloreto de Guanidinio,
250 mM de NacCl, pH 8.0) ; Tampéao 2 ( 20 mM de Tris HCI, 8 M de Ureia, 500 mM de
NacCl, pH 8.0) ; Tampéo 3 (20 mM de Tris HCI, 8 M de Ureia, 30 mM de Imidazol, pH
8.0). As proteinas ligadas a resina foram eluidas com tampao (20 mM de Tris HCI, 8
M de ureia, 1 M de Imidazol, pH 8.0), e quantificadas pelo método de BRADFORD
(1976).

O método da diluicdo da proteina foi escolhido para conseguir a proé-
enzima reenovelada. Foram adicionados 50 pg de proteina em solu¢gao em 50 mL de
tampao de refolding (100 mM de Tris HCI, 20 % de Glicerol, 250 mM de L Arginina e
1 mM de Glutationa Oxidade, pH 8.0). A amostra ficou encubada por 16 horas em
repouso a 4 °C. No dia seguinte, a amostra diluida foi concentrada até o volume de 2
mL em membrana de cut-off de 10 kDa (Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices),
seguida de uma dessalinizacao (troca de tampéao de para o tampao 50 mM Tris HCI,
pH 8.0), utilizando o mesmo sistema de ultracentrifugacdo. Este protocolo de
recuperacédo de proteina a partir de corpos de incluséo foi feito com base no método

trabalhado por (SHENAI et al., 2000), com algumas modificacdes.

3.7 Ensaio enziméatico para determinacéao da atividade proteolitica

da cisteino peptidase

3.7.1 Ativacao da cisteino peptidase

Para gerar uma cisteino peptidase ativa (proteina madura), a pro-
regido com o dominio inibitorio precisa ser removida, uma vez que a maioria das
peptidases sdo expressas na forma de zimogénios (inativas) estaveis em pH

alcalinos ou ligeiramente acidos. A remocéo da pro-regido acontece por autocatalise
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incubando-se o precursor da proteina madura em tampéao acido. Nesse trabalho a
ativacao foi feita segundo a metodologia empregada por BROMME et al., (2004),

com algumas modificagoes.

Nesse contexto, 0os ensaios enzimaticos foram feitos incubando por 5
minutos 8 nM de enzima purificada, 5 UM de DTT ( Dithiothreitol) para redugéo do
residuo da cisteina do sitio catalitico, em tampédo 100 mM Acetato de sédio, pH 4,5
numa reacdo com volume final de 200 pl. O tampdo acetato € comumente
empregado nos ensaios de atividade proteolitica para catepsinas, e o pH acido é
responsavel por enfraquecer as ligacbes entre a regido pro-peptidica e o sitio ativo.
O tempo de incubacéo € importante e deve ser 0 necessario para determinar o nivel
de atividade auto-catalitica, uma vez que a auto-catalise, assim como a ativacao,
leva a uma parcial degradacao da enzima recombinante (BROMME et al., 2004).

A atividade enzimatica da cisteino peptidase foi determinada utilizando
0 substrato fluorogénico Z-FR-MCA (carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amida-4-metil
cumarina), assim, ap6s os 5 minutos de incubacdo o substrato foi adicionado a
reacdo na concentracdo final de 0,11 mM. Esse substrato € composto por peptideo
ligado a sonda fluorescente 7-amino-4-metil-cumarina (MCA), e quando hidrolisado
pela enzima, o grupo fluorescente € liberado em solucdo permitindo a deteccdo da
formacdo do produto. Este substrato € muito utilizado para o monitoramento da
atividade de cisteino peptidase (catepsina L) com atividade endopeptidica.

A leitura da atividade enzimética foi medida pelo aumento da
fluorescéncia, ocasionada pela hidrélise do substrato Z-FR-MCA, monitorada
continuamente por espectrofluorimetro (SpectraMAX® M3). Os ensaios enzimaticos
foram feitos em triplicatas, utilizando placa de Elisa 96 pocos, coloragéo preta, fundo
plano, mantida em compartimento termostatizado a 23 °C, sendo a fluorescéncia
detectada com fenda de excitagao ajustada para Aex 380 Nnm e emissao para Aem 460
nm. A metodologia geral estd esquematizada na Figura 3.4. Destaque para o ponto
de clivagem no substrato pela catepsina e a florescéncia da 7 amino 4

metilculmarina (MCA) livre.
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FIGURA 3.3 - Esquema geral dos ensaios enzimaticos na presenca do substrato fluorogénico Z-FR-
MCA
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Fonte: Adaptado de SEVERINO, 2008.

3.7.2 Caracterizacéo cinética

A atividade catalitica da cisteino protease em funcdo do pH foi
analisada na presenca de tampdo 100mM de acetato de s6dio com pH no intervalo
de 3,5 a 5,5. Para a determinacdo da constante de Michaelis-Menten, K, foi feita
uma diluicdo do substrato fluorgénico Z-FR-MCA, variando a concentracéo: 0,1; 1,9;
3,9; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125 e 250 uM. A constante de Michaelis-Menten (K.,) e os
valores de velocidade maxima da reagdo (Vmax) foram calculados pelo método da
regressao nao linear utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

3.8 Ensaios deinibicdo da atividade proteolitica

No processo inicial da inibicdo proteolitica foi feita uma triagem para
identificar possiveis inibidores capazes de inibir a atividade da catepsina L. Os
inibidores analisados foram seis cistatinas recombinantes de cana-de-acucar,
conhecidas como canacistatinas, CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3, CaneCPI-4,

CaneCPI-5 e CaneCPI-6, inibidores especificos de cisteino peptidases, produzidas
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no laboratério de Biologia Molecular do Professor Dr. Flavio Henrique Silva
(Departamento de Genética e Evolucdo — UFSCar).

No ensaio de inibicdo também foi utilizado o peptideo epoxido E-64
inibidor de cisteino peptidase, conhecido por inibir irreversivelmente as enzimas da
familia da papaina (BARRET et al., 1982; KIM et al., 1992). Assim, a comparacao da
atividade proteolitica na auséncia e na presenca do inibidor forneceu o percentual de
inibicdo que foi calculado pela equagao (1). Sendo V; a velocidade de reacao
observada na presenca de inibidor e Vo a velocidade de reacdo observada na

auséncia do inibidor.
% Inibicdo = 100 x (1 — Vi/'Vo) (1)

A inibicdo da atividade proteolitica foi determinada utilizando o
substrato Z-FR-AMC. O procedimento utilizado compreendeu a ativacdo da enzima
por 5 minutos conforme item 3.6.1 e, em seguida, o inibidor foi adicionado e
incubado por mais 5 minutos antes de adicionar o substrato. As concentragdes dos
inibidores foram de 10 nM para cada canacistatina avaliada individualmente e 250

nM para o epoxido E-64 também avaliado individualmente.

Apés a triagem, as canacistatinas que apresentaram inibicdo superior a
90% frente a catepsina L foram selecionadas para determinacdo da constante de
inibicao (Kj) do complexo enzima—inibidor. Uma curva de titulagéo foi feita para cada
um dos inibidores de cana-de-agucar, variando a concentracao: 0,625; 1,250; 2,5;
5,0; 10,0 e 20,0 nM. Os resultados foram analisados segundo a equacgao geral para
inibidores competitivos (MORRISON, 1969; COPELAND, 2000), onde o Vi para cada
concentracdo do inibidor foi dividido pela taxa inicial Vo, e foram ajustados pela

equacao (2), utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

6 (E1+[0+ K™ - JEI+ M+ K72 —4(E)m ¥
' 2[E]
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V; = Velocidade de reacao para cada concentracao do inibidor;

Vo= Velocidade de reagdo na auséncia do inibidor;

[Et] = Concentracéo total da enzima;

[I] = Concentracao total do inibidor;

K; P = Constante de dissociacdo aparente para o complexo enzima-inibidor;
[S] = Concentracdo do substrato;

K., = Constante de Michaelis-Menten.

3.9 Analise da AsCathL por espectrometria de massas

Os experimentos foram realizados pelo P6s Doc. Dr. Hugo César
Ramos de Jesus no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular, UFSCar e no
Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP (Central de Analises Quimicas
Instrumentais — CAQI).

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica capaz de determinar
a relacdo entre massa e carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. Um
espectrometro de massas € um instrumento constituido por uma fonte de ions,
analisador de massas, um detector e um sistema de aquisi¢ao de dados. Com esses
recursos é possivel obter informacgdes parciais da sequéncia primaria de proteinas,
gue podem ser usadas para fins de identificacdo ou analise de modificacbes pos-
traducionais. Assim, ap0s a etapa de purificagdo da proteina, o proximo passo é
converter a proteina em um conjunto de peptideos, isso € feito com o uso de
enzimas que promovem a clivagem das proteinas em pontos especificos.

Considerando que os MS podem determinar a massa molecular das
proteinas intactas, existem inUmeras razfes que justificam o uso de peptideos e néo
proteinas intactas para a andlise. Dentre essas razdes, € que as proteinas sao
dificeis de manusear e degradam-se com facilidade, podendo ainda apresentar
problemas de solubilidade. Ademais, a sensibilidade dos MS é consideravelmente
menor para o0s peptideos e, se o interesse da analise for a identificacdo das
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proteinas, informacdes inerentes a sequéncia sao necessarias, e nesse sentido, 0s
MS sédo mais eficientes para obter informacédo estrutural de peptideos que possuem
até 20 aminoacidos em comparacgdo com a proteina intacta (CANTU et al., 2008).

Os peptideos obtidos sdo separados por meio de técnicas de
cromatografia liquida, ionizados e transferidos para um analisador de massas.
Nessa etapa o espectro de massas dos peptideos oriundo da digestdo enziméatica é
obtido e este resultado indica a relacdo m/z e, por consequéncia a massa molecular
do peptideo. Os peptideos previamente detectados sdo isolados e submetidos a
fragmentacdo por colisdo com moléculas de um gas inerte. O espectro obtido é
chamado de espectro de fragmentacdo ou de MS/MS.

Ao final do processo, os resultados obtidos (MM dos peptideos e os
espectros MS/MS), sdo usados por softwares de busca para identificar as proteinas
nos banco de dados (CANTU et al., 2008).

Uma aliquota de 200 pL da enzima purificada (7,6 uM) foi submetida a
reducdo das ligacGes dissulfeto através da adicdo de 15 pL (10 nM) de solucédo de
1,4 DTT (Dithiothreitol) em tamp&o 50 mM Bicarbonato de amoénio. A reacéo ficou
incubada por 30 min em temperatura ambiente. A subsequente alquilagdo dos
grupos tidis livres foi realizada através da adi¢cdo de 10 yL de 50 mM de solucéo de
IAA (iodoacetamida) em tamp&o 50 mM Bicarbonato de amdnio. A mistura reacional
foi mantida a 30 °C por 30 minutos em ambiente com luminosidade reduzida. Por
fim, foi realizada a digestdo enzimatica pela adicdo de Tripsina porcina (Sequencing
Grade Modified Trypsin, Promega) em uma proporcdo de 1:30 (m/m) enzima:
substrato, incubando a reacdo por 17 horas a 37 °C. Apés digestdo enzimética, a
mistura de peptideos resultantes foi dessalinizada e fracionada utilizando cartuchos
de extracdo em fase solida “homemade” C18 StageTips, (RAPPSILBER et al.,
2007).

Em seguida, cerca de 50 pg de amostra digerida foram analisadas
utilizando-se um sistema cromatografico em nano fluxo Easy-nLC Il (Thermo Fisher
Scientific), acoplada a um espectrémetro de massas de alta resolugcédo LTQ Orbitrap
Velos (Thermo Fisher Scientific), com uma fonte de ionizagdo em nano elétronspray
(Nanospray flex, Thermo Fisher Scientific). A separacdo cromatografica dos
peptideos foi realizada utilizando-se uma coluna de fase reversa C18-A2 Thermo
Easy (10 cm L x 75 um D.l., 3 um, 120 A, Thermo Fisher Scientific) e uma pré-coluna
C18-Al Thermo Easy (2 cm L x 75 um D.l., 3 um, 120 A, Thermo Fisher Scientific).
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As amostras foram eluidas durante 150 minutos, com um gradiente de
5% de solvente B (Acetonitrila, contendo 0,1 % de acido férmico) e 95 % de solvente
A (dgua deionizada, com 0,1 % de acido férmico) durante 5 minutos, de 5-40 % de
B, no intervalo de tempo de 5 a 100 minutos; de 40-99% de B (de 100 a 115
minutos); 99% de B, (de 115 a 135 minutos); de 99-5 % de B (de 135 a 145 minutos)
e de 5% de B (de 145 a 150 minutos), a um fluxo de 200 nL/min.

As andlises foram feitas com fragmentacao por dissociacdo induzida
por colisdo (CID, Collision-induced dissociation), com o espectrometro de massas no
modo full-scan, no intervalo de 300 a 1800 m/z, em modo positivo, a voltagem do
nanospray de 2.3 KV e temperatura da fonte em 250 °C. Os dados foram adquiridos
utilizando o software XCalibur, versédo 2.0.7 (Thermo Fisher Scientific).

As corridas de LC-MS foram processadas (deconvolucao,
deisotopizacdo e correcdo de medida de m/z) pelo software MASCOT Distiller
(Matrix Science Ltd) e analisadas por busca contra banco de dados empregando-se
o sistema MASCOT v.2.4. (Matrix Science Ltd). Os parametros da busca foram
digestdo com tripsina com até 2 sitios de clivagem perdidos, carbamidometilcisteinas
como modificacdo fixa, oxidacdo em residuos de metionina como modificacdo
variavel e tolerancia de massa de peptideos e fragmentos ambos em * 0,15 Da. As

buscas foram feitas no banco de dados NCBInr.

3.10 Andlise das sequéncias, alinhamentos e filogenia

A construgéo da arvore filogenética usando o programa R foi feita com
a ajuda do aluno de doutorado em Bioinformatica Amr Galal do IME - Instituto de
Matematica e Estatistica - USP — Ribeirdo Preto.

Para o alinhamento, a predita sequéncia de aminoacidos da catepsina
L da formiga cortadeira A. sexdens foi comparada com sequéncias de formigas

depositadas no banco de dados global NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando

o Blastp. Em paralelo, uma busca por sequéncias de aminoacidos das catepsinas L
de variadas ordens (Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Lepdoptera) de insetos
também foi realizado. Assim, apds as identificacdbes do conjunto de proteinas
homologas feitas para as duas andlises, as sequéncias foram alinhadas em todo o
seu comprimento, a fim de obter um alinhamento de sequéncia multipla (MSA),
utilizando o software Clustaw (LARKIN et al., 2007).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Para a construcdo da arvore filogenética foi usado o programa
estatistico R disponibilizado na plataforma R, ferramenta utilizada em bioinformatica
(R CORE TEAM, 2017). O pacote R msa fornece uma interface unificada para os
métodos de alinhamento de sequéncias multiplas mais comuns (BODENHOFER et
al., 2015). A construcéo de arvores filogenéticas utilizadas na plataforma R depende
do alinhamento feito no ClustalW e da utilizacdo do pacote ape para converter 0s
dados em é&rvore filogenética numérica, e do pacote ggree para visualizar o
alinhamento da arvore e das cores dos aminoacidos (YU et al., 2017). As arvores
filogenéticas foram construidas pelo método de Neighbor Joining criado por SAITOU
e NEI (1987), e o valor de bootstrap, n= 100.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificacdo do DNA referente a catepsina de A. sexdens

De posse da sequéncia de nucleotideos depositada de catepsina L da
formiga Acromyrmex echinatior, o oligonucleotideo sense foi desenhado retirando os
primeiros 54 residuos de nucleotideos da sequéncia de DNA depositada, o que
levou a eliminagdo dos primeiros 18 residuos de aminoacidos da regido N-terminal
correspondente ao peptideo sinal. A Figura 4.1 exibe a traducdo da sequéncia
completa de DNA (complete CDS), em sequéncia de aminoacidos da catepsina L de
A. echinatior. A sequéncia em vermelho sugere que seja o peptideo sinal, a
sequéncia em azul o pro-peptideo e em preto a enzima madura. O oligonucleotideo

reverse também foi desenhado baseado na sequéncia de nucleotideos A. echinatior.

FIGURA 4.1- Traducdo da sequéncia completa de DNA (completo CDS) em sequéncia de
aminoacidos da catepsina L de A.echinatior

MKSVVVLLLLAVFTTGQAISFNKILDAEWFIFKTHHKEKIYKSSVEEGYRMKIFLDNKRKIA
EONRKYELNEVPYKLGMNKYGDMLHHEFVNTLNGFNKSEKAQKQFMGATFISPANVELP
KEVDWRKHGAVTEVKDQGHCGSCWAFSTTGSLEGQHFRQTGILVSLSEQNLIDCSGNYG
NEGCNGGLMDNAFKYVRDNKGLDTEKSYPYEAENDKCRYNPRNSGAIDTGFVDIPRGNE
HKLKAAVATIGPVSVAIDASHESFQLYSEGVYFDPECDSDNLDHGVLIVGYGTDSKTGHDY
WLGKKSYIKMARNKDNHCGIASSASYPLV

Fonte : Prépria

Nos desenhos dos oligonucleotideos foram incluidos sitios de clivagem
para enzimas de restricdo Ncol (Invitrogen™) para o oligonucleotideo sense, e
EcoRI (Invitrogen™) para o oligonucleotideo reverse, 0s quais permitiriam a
clonagem do gene no vetor de expressao pET-32a(+) (Novagen).

A escolha dos sitios de restricao foi baseada na auséncia desses sitios
no gene de interesse, mas que sdo existentes no vetor de expressao escolhido. A
Figura 4.2 apresenta as sequéncias dos oligonucleotideos sintetizados para
amplificacdo do gene de interesse sem o peptideo sinal. Os sitios de restricdo
sublinhados correspondem as enzimas Ncol e EcoRlI, respectivamente. As setas

vermelhas indicam o ponto de clivagem das enzimas.
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FIGURA 4.2- Oligonucleotideos sintetizados para a amplificacao da ORF CathL

Vetor de

Expressdo Sequéncia de Oligonucleotideos
Sense (57-37) pET-32 a (+).
(Neol)

5’GCCATGGCCATTTCCTTCAACAAGATTTTA3’

Reverse (5°-3)  pET-32 a(+).
(EcoRI)

5’CGCGAATTCTTAAACGAGAGGATAGCTGGCS”

Fonte: Prépria

O cDNA, sintetizado a partir RNA total extraido da formiga A. sexdens
(formiga adulto), foi utilizado como molde na reagdo de PCR. Desse modo, a
obtencao do inserto utilizando a reacdo de amplificacdo do DNA promovido por PCR
foi realizada obtendo a sequéncia CathL, ORF que possui a regido codificadora para
a sintese da catepsina L da A. sexdens. Na Figura 4.3 tém-se o resultado da

amplificagéo.

FIGURA 4.3- Andlise em gel de agarose 1% da amplificacdo da ORF

MM P

3000

1000 Slee QD <—

500 L

Fonte: Prépria

A Figura acima exibe: MM: Marcador de massa molecular Gene
RulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Therm Scientific); P: Produto da amplificacéo
utilizando a Pfu DNA polimerase e cDNA como molde na reacdo de PCR. O
fragmento de DNA amplificado com massa molecular aparente em torno de 1000 bp
bem proximo da sequéncia predita depositada (NCBI) da catepsinas L da formiga
cortadeira A.echinatior com 935 pb, excluindo a regido do peptideo sinal.
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A sequéncia de DNA obtida apos analise do sequenciamento
apresentou 91% de identidade com o gene da formiga cortadeira A.echinatior. Um
alinhamento da sequéncia dos nucleotideos da formiga A.echinatior com a

sequéncia do produto de PCR obtido (CathL) pode ser visualizado Figura 4.4.

FIGURA 4.3- Alinhamento das sequéncias de nucleotideos de uma catesina da A.echinatior com a
sequéncia do gene obtido CathL. A sequéncia sombreada em cinza é a regido do peptideo sinal da A.
echinatior, ausente na sequéncia predita do CathL. (*) residuos idénticos em ambas as sequéncias

Acromyrmex  GETCATTTTTAAGACACATCATAAAAAAATCTATARATCTTCGGTTGAGGAGGGATATAG
CatLAs = = ————————————————————————— AARATCTACAAATCTTCGGTTGAGGAGGGATTGAG
khkkkhkkkh KEEAEEAhbrbbErbbL bt dbd L &k

Acromyrmex  AATGAAAATCTTCTTGGATAACAAGCGTAAAATTGCTGAACACAATCGCAAATATGAGCT
CatLAs AATSMARATCTTCTTGAATAACAAGCACAAAATTATTGAACACAATCGCARATATAAGCT
* ok k de ke ke ke decke ke ke ke ke ke ek ek ke ke ke ke & ke ke ke keke he de ke cde ke ke ke ke hecke ke ke ke ke ckek ckk ke Rk ke k ok

Acromyrmex  GAATGAAGTTCCCTACAAATTGGGAATGAACARATACGGTGACATGTTGCATCATGAATT
CatLAs GAATGAAGTTCCCTACARATTGGGAATGAACAAATATTCTGATATGTTGCATCATGAATT
e ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ok ke ke ke Rk ke Rk Rk dekock ke ckek ke ke ke ok ke ok ke ke ke ke ke ke ok ke

Acromyrmex  TGTCAATACTTTGAATGGTTTCAATAAGTCAGAAAAGGCTCAAAAGCAATTTATGGGAGC
CatLAs TGTCAATACTTTGAATGGTTTCAATAAGT CAGTARAGGCTCARAAGCAATTTATGGGAGT
HEEEAEEAEEAEAAEAAEA A AL AL A AL AAAAAAAAAALALOLE A AAAAAAAAAAAA AR A AE RO AR R &

Acromyrmex  AACATTTATCTCGCCAGCTAATGTCGAATTACCAARAGAAGTTGATTGGAGGARACATGG
CatLAs AACATTTATCTCGCCAGCTAATGT CGAATTACCAARAGAAGTCGATTGCAGGARACATGG
HEEEAEEAEEAEAEALAAAALAAAAAAAAAAAAAAAAAALA AL AAAALEAERDE AR AR A AAAAEAAE AR &

Acromyrmex  TGCTGTTACAGAAGTTAAGGATCAAGGACATTGTGGCTCTTGTTGGGCATTCTCTACTAC
CatLAs TGCTGTTACAGAAGTTARAGAT CAAGGACATTGTGECTCTTGCTGEGCAT TCTCTACTAC
HEEEAEEAEEAEAEALEEAAEAEAEELE AAAAAAAAAAAAA AL AAAALEAERDE AAA AR A OO AR A&

Acromyrmex  TGGCTCTTTAGAAGGACAGCATTTCAGACAGACCGGTATTTTAGTATCACTTAGTGAGCA
CatLAs TGGCTCTTTGGAAGGACAGCATTTCAGACAGACTGGCATTT TAGTATCACTTAGTGAGCA
khEEEEEEE KAEEAAEALAAALEAAEAAE AL EELRE Ad AR AR bAoA R b b o bd bRk bk rh &

Acromyrmex  AAATTTGATTGATTGTTCTGGTAACTATGGTAACGAAGGATGTAATGGETGGTTTGATGGA
CatLAs AAATTTGATTGATTGTTCTGGCARATATGGCARCGAAGGATGCAATGGTGGTTTGATGGA
KhEEEEEEE AL EAEELAEEALEELE Eh FEEAEE A REA AT A AL AR LE AT RE A O AE o dbohrh &

Acromyrmex  TAATGCCTTTAAATACGTCAGAGATAACAAAGGTCTTGATACCGAAAAGAGTTACCCATA
CatLAs TAATGCTTTTAAATACGTCAGAGATAATARAGGCCTTGATACTGARARGAGTTATCCATA
khEkkEkE KEEAEAEELAEAALAAEAEAEELEE AR AERF AT A b add AL AE b LO b dhoh&

Acromyrmex  TGAAGCAGAGAATGACAAGTGCAGATACAATCCGAGARATAGTGGCGCTATTGATACCGG
CatLAs TGAAGCAGAGAAAGACAAGTGCAGATACAAT CCGAGAAATAGCGGCGCTACTGATGTCGE
HEEEEEEEEEEE FAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A AAEAOEDE T A oo&d kW o

Acromyrmex  TTTCGTAGATATTCCAAGAGGARATGAGCATAAGTTAAAGGCTGCAGTTGCCACTATAGG
CatLAs TTTCGTAGATATTCCAAGAGGAAATGAAGAGAAATT ARAGGCTGCAGTCGCTACTATAGE
e ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ke ok ke * kk Rk kkkkkokkkkEkkk kk kkokkkokkok

Acromyrmex  TCCGGTCTCGGTTGCTATTGATGCCTCTCATGAATCTTTTCAGCTTTATAGTGAAGGAGT
CatLAs TCCGGTCTCGGT TGCTATTGATGCCTCTCAT GAATC TTT CCAGT TT TATAGTGAAGGAGT
khkhkkkhbhhkhbhrbhbbrrA bbb bbb AbAA A AL A A AR E A AL AL Hhd AEAA A LA EAA L& Ebh &

Acromyrmex  GTATTTTGATCCTGAGTGCGATTCAGACAATTTAGATCATGGTGTGTTGATCGTCGGCTA
CatLAs GTATTTTGATCCTGAGTGCAATACAGARAATTTAGATCATGGTGTGTTGATCGTCGGCTA
khkhkkkhhkhbhdbhbbrbhdhbr &k HEEd AAEA L AEFEALA LA LA AE A EAE AL R AL L AL L& & A&

Rcromyrmex  TGGTACAGACTCAAAAACCGGTCATGATTATTGGCTGGGGAAGARAAGTTACATCARRAT
CatLAs TGGTACAGACTCAAAAACTGGCCATGATTATTGGCT GGTARAAAATAGT TGGGGCGARAC
Ahkkkhkhkkhbhrbbb bbb br && FEAE AL AL E AL dk ok kk kR ok ok kR ok

Acromyrmex  GGCCAGAAATAAGGACAATCATTGTGGTATAGCAAGCAGTGCCAGCTATCCTCTCGTTTA
CatLAs ATGEATGGCCAGARRCARG—— ——— ——————————

& W & ke ke ke

Fonte: Alinhamento feito no ClustalwW
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A expressdo da ORF CathL foi analisada nos estagios de
desenvolvimento do inseto (larva, pupa, adulto) e em partes do corpo da formiga:

cabeca, térax e gaster. Os resultados podem ser visualizados na Figura 4.5.

FIGURA 4.4 - Analise qualitativa da expressdo da ORF CathL em gel de agarose 1%.
Em A - Estagios do desenvolvimento - B - Partes do corpo de A.sexdens. MM: Marcador de massa
molecular Gene RulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific).

A B
[}
5
©
g & o S g & 8
« e =3 2 - H S
i 5 ° ©
MM o 5 a < o = U
300
1000/— -— - - - . - —

500! - -

Fonte: Prépria

O perfil de expressdo sugere que a ORF CathL codificante para
catepsina L de A.sexdens estd presente em cada fase da vida do inseto. Existem
diversos estudos descritos na literatura sobre atuacdo de catepsina L durante a
metamorfose, na reconstrucdo dos tecidos do inseto (HEGEDUS et al., 2002). Em
Helicoverpa armigera, a catepsina L por exemplo, esta envolvida na degradacéo da
cuticula durante a muda no inseto (LIU et al., 2006). Segundo HOMMA et al., (1994),
a acdo proteolitica da catepsina L na remodelacdo dos tecidos em insetos esta
relacionada a degradacdo da membrana basal por protedlise limitada. A catepsina L
em insetos é considerada uma enzima digestiva (TERRA et al., 1996), porém, como
nos outros animais, espera-se que a catepsina L ocorra no ambiente lisossomal (
BARRET et al., 1998).

Nessa analise preliminar, ndo ha como inferir qual seria a fungcédo da
enzima (digestiva, lisossomal, ou estar envolvida em outras fungbes). O uso da
técnica da imunolocalizacdo utilizando anticorpos especificos para localizacao
celular e experimentos de PCR quantitativo em tempo real para deteccdo de onde a
ORF é mais expressa (analise guantitativa), podem contribuir para compreensédo da

funcéo biologica da enzima na fisiologia do inseto.
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Outra técnica para detectar e quantificar protedlise pode ser feita com
uso de sondas moleculares ligadas a enzima alvo. A avaliacdo da liberagcédo do sinal
fluorescente apds reacdes quimicas em sondas fluorogénicas desencadeadas pela
acdo enzimatica é uma estratégia bastante utilizada para o monitoramento da
atividade proteolitica. Essas sondas ativadas fornecem uma leitura indireta da
atividade da enzima que pode ser monitorada in vitro e in vivo usando métodos
bioquimicos, espectrometria de massa e microscopia de fluorescéncia. Usando
marcadores € possivel determinar quando e onde as enzimas séo ativadas durante
um determinado estimulo celular (BLUM et al., 2007; SANMAN e BOGYO, 2014).

A relacdo simbidtica entre a formiga A.sexdens e o fungo L.
gongylophorus, lancou davida sobre a origem da enzima. Visto que a formiga se
alimenta desse micro-organismo, ndo era possivel afirmar se a enzima era do
organismo da formiga ou se era do fungo. Assim, foi feita a extracdo do DNA
genbmico da cabeca da formiga, parte do corpo que poderia estar livre de
contaminacao pelo fungo. O DNA gendmico foi extraido, e o valor quantificado foi de
430 ng/uL. Na Figura 4.6 tém-se o resultado da amplificacdo da ORF tendo como
molde o DNA genbmico. A seta preta indica a ORF amplificada partindo de DNA
genbmico como molécula molde na PCR, com aproximadamente 1000 pb, assim
como o DNA amplificado a partir de cDNA, o que sugere ndo haver introns na
sequéncia do gene de catepsina. O resultado obtido afirma que a ORF de estudo é
da formiga A.sexdens e ndo do fungo L.gongylophorus.

O genoma da A.sexdens ndo esta sequenciado, mas da formiga A.
cephalotes estd, e 0 gene que codifica para catepsina L dessa formiga depositado
no NCBI (Reference Sequence: NW_012130065.1) possui 7197 pb (introns e
exons). Em um alinhamento feito no Blastn foi possivel visualizar os nucleotideos do
gene da catpesina extraido de A.sexdens pareando com 0s exons do gene da A.

cephalotes, com uma identidade de 80%.
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FIGURA 4.5 - Analise em gel de agarose 1% do DNA gendmico extraido da cabeca da formiga
A.sexdens e amplificacdo da ORF a partir do DNA gendmico.

MM: marcador de massa molecular 1Kb DNA ladder (Thermo Scientific); 1: DNA gendmico; 2:
Amplificacdo da regido codificante da catepsina L na formiga A.sexdens a partir do DNA genémico.

MM 1 MM 2
10000—! € o
R 1000 e —
500|— e —
pL

Fonte: Prépria

4.2 Clonagem da ORF (CathL) em vetor de expresséao e analise da

sequéncia

O clone positivo foi analisado por restricao, utilizando as enzimas Ncol
e EcoRI sob as condigbes descritas na Tabela 3.4. A Figura 4.8 exibe o resultado da

analise da reacao de restricdo do clone.

FIGURA 4.6- Andlise em gel de agarose 1% da analise de restri¢cdo utilizando as enzimas de restricdo
Ncol e EcoRI. MM: marcador de peso molecular 1Kb DNA ladder (Thermo Scientific); 1: O clone
denominado AsCathL; 2: O produto da clivagem gerou dois fragmentos de DNA, um que apresenta
uma banda de aproximadamente 6000 pb referente ao vetor de expressado (seta preta tracejada) e o
outro fragmento de 1000 pb referente & banda da ORF CathL (seta preta).

6000 s W s < -
3000 s

1000 - — —

Fonte: Prépria
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A escolha do vetor de expressdo pET32-a(+) foi estratégico, uma vez
gue ele permite a expressdo da proteina de interesse em fusdo (na regidao N
terminal) com seis residuos de histidina (His.tag), sequéncia de reconhecimento
para deteccdo e purificacdo da enzima. A regido dos residuos de histidina €
precedida pela regido Trx-Tag. A tirredoxina (Trx) € uma enzima que sofre reacao
redox através da oxidacao reversivel de dois grupos tiol cisteinico a um dissulfeto
resultando na transferéncia de dois elétrons e dois prétons. A fusdo de proteinas
com Trx.tag leva a uma maior formacdo de ligagbes dissulfeto, diminuindo a
formacéo de agregados de proteinas WONG S. H. (2005). Nessa construcéo, optou-
se pelo uso do stop cdédon da ORF, de modo que a proteina ndo teria uma cauda de

histidina C-terminal, e sim no N-terminal.

O resultado do sequenciamento do clone AsCathL mostrou que a ORF
correspondente & catepsina L estd em fase correta de leitura. A predicdo da
estrutura primaria da enzima foi realizada a partir da traducdo da sequéncia de
nucleotideo utilizando 0 software online translate tool

https://web.expasy.org/translate/. A predita pré-enzima é composta por 319

aminoacidos, com massa molecular teérica estimada em torno de 35 kDa

O alinhamento entre as sequéncias de catepsinas L depositadas no
NCBI e a predita catepsina L de A.sexdens (trabalho), foi realizado com o objetivo de
buscar identidade entre as sequéncias. As sequéncias utilizadas foram: da formiga
(Atta cephalotes) (XP_012059550), da vespa (Delia coarctata) (ACR56863) e a
sequéncia predita para catepsina L da formiga (Acromyrmex echinatior)(EG169825).
A sequéncia da A.Sexdens apresentou 91% de similaridade com a A.echinatior,
94,04% com A.cephalotes e 67,92% com a D.coarctata. Observou-se uma
sequéncia consenso entre as catepsinas L e a de trabalho nos aminoacidos
cataliticos: cisteina (C), histidina (H) e asparagina (N), destacados em vermelho nas
sequéncias avaliadas. A regido sombreada em cinza corresponde a sequéncia do
peptideo sinal, ndo presente na sequéncia da AsCathL da A. sexdens. A sequéncia
do predito pré-dominio esta representada em azul, contendo 0s aminoacidos
responsaveis pela inibicdo, representados em cor azul, sombreados na cor cinza, a
sequéncia predita da proteina “madura” esta em preto. A analise do alinhamento

pode ser visualizada na Figura 4.9.
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FIGURA 4.7- Alinhamento das sequéncias preditas para catepsinas L da vespa D. coarctata, da
catepsina L A. Sexdens (trabalho), da formiga A. cephalotes e de A. echinatior

CatLcoarctata MRIV--LALLALVAFVQAISITDVIKEEWQTFKMEHRKNYLSEVEERFEMKIFNENRHKE
CatLechinatior MKSVVVLLLLAVFTTGQAISFNKILDAEWFIFKTHHKKIYKSSVEEGYRMKIFLDNKRKI
CatLSexdens = =---------------—-- ISFNKILDVEWF SFKTNHKKI YKSS VEEGLRMKI ELNNKHKI
CatLcephalotes MKSVVVLLLLAVFTTGQAISFNKILDIEWFSFMTNHKKIYKSS IEEGYRMKIFLDNKRKI
**:..::. * % * .*:* * *.:** *xk*k ik :*::**
CatLcoarctata AKHNQLYAQGKVSFKLGLNKYADMLHHEFKETMNGYNHTMRKELRAQEGFNGITYISPAN
CatLechinatior AEHNRKYELNEVPYKLGMNKYGDMLHHEFVNTLNGENKS----EKAQKQFMGATFISPAN
CatLSexdens TEHNRKYKLNEVPYKLGMNKY SDMLHHEFVNTLNGENKS - - - - VKAQKQFMGATFIS PAN
CatLcephalotes VEHNRKYKLNEVPYKLGMNKYCDMFHHEFVNTLNGENKS----VKAHKQFMGATFISPAN
sk ok ok ckEkkkkk kkokAkEk s Kekkako: ckee Kk kK kekk kA
CatLcoarctata VQVPKAVDWRQHGAVTSVKDQGHCGSCWSFSSTGSLEGQHFRKAGVLYVSLSEQNLVDCST
CatLechinatior VELPKEVDWRKHGAVTEVKDQGHCGSCWAFSTTGSLEGQHFRQTGILVSLSEQNLIDCSG
CatLSexdens VELPKEVDWRKHGAVTEVKDQGHCGSCWAF STTGSLEGQHFRQTGILVSLSEQNLIDCSG
CatLcephalotes VELPKEVDWRKHGAVTEVKDQGHCGSCWAFSTTGSLEGQHFRQTGILVSLSEQNLVDCSG
*::** ****:*****.***********:**:**********::*:*********:***
CatLcoarctata KYGNNGCNGGLMDNAFRYIKDNGGVDTEKSYPYEGIDDSCHFNKATVGATDTGEFVDIPQG
CatLechinatior NYGNEGCNGGLMDNAFKYVRDNKGLDTEKSYPYEAENDKCRYNPRNSGAIDTGFVDIPRG
CatLSexdens KYGNEGCNGGLMDNAFKYVRDNKGLD TEKS YPYEAEKDKCRYNPRNSGATDVGEFVDI PRG
CatLcephalotes NYGNQGCNGGLMDNAFKYVRDNKGLDTEKSYPYEAENDKCRYNPRNSGATDVGEFVDIPRG
:tt*:t**t**tt*tt:t::*t *:t*tt*tt*t. .t.*::* . * & t.*tt*tt:*
CatLcoarctata DEEAMMKAVATMGPVAVAIDASNESFQLYSEGVYNDPNCSSDNLDHGVLVVGYGTD-KDG
CatLechinatior NEHKLKAAVATIGPVSVAIDASHESFQLYSEGVYFDPECDSDNLDHGVLIVGYGTDSKTG
CatLSexdens NEEKLKAAVATIGPVSVAIDASHESFQFYSEGVYFDPECNTENLDHGVLIVGYGTDSKIG
CatLcephalotes NEQKLKAAVATIGPVSVAIDASHESFQFYSEGVYFDPECDSENLDHGVLIVGYGTDSKTG
:*' R ****:***:******:****:****** **:*'::*******:****** * %
CatLcoarctata QDYWLVKNSWGTTWGDQGYIKMARNQDNQCGIATASSFPTV-
CatLechinatior HDYWLG--------- KKSYTKMARNKDNHCGIAS SASYPLV-
CatLSexdens HDYWLVKN SWGE TWGEKGYTKMARNKDNHCGIAS SASYPLV-
CatLcephalotes HDYWLVKNSWGETWGEKGYIKIARNKNNHCGIASSASYPLVS

rkEkkE LR L RS R N

Fonte: Alinhamento feito no programa ClustalW. (*) residuos idénticos em ambas as sequéncias, (:)
residuos de alta similaridade nas sequéncias e (.) residuos com similaridade média.

A triade catalitica das preditas sequéncias acima séo caracteristicas da
cisteino peptidases (EC 3.4.22), familia das enzimas proteoliticas que contém uma
cisteina no sitio ativo. A catélise prossegue através de um intermediario tioéster e é
facilitada por uma cadeia lateral de histidina proxima, e uma asparagina
completando a triade catalitica. As sequéncias em volta da triade catalitica sdo bem
conservadas como observado nas sequéncias acima analisadas. Esta triade

catalitica é detectada principalmente na familia C1 das proteases papain-like.

A AsCathL foi expressa na forma de zimogénio, um precursor inativo,

com uma regido pré-peptidica contendo o motivo conservado E?'R¥F°N3¥®|*2N*®
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(Glu27, Arg31, Phe35, Asn38, lle42 e Asn 46), aminoacidos envolvidos na inibicdo
da enzima, caracteristico das enzimas papain-like. Este pro-peptideo deve ser
removido para formar a enzima madura ativa (SANMAN e BOGYO, 2014). A
sequéncia do pro-peptideo no dominio da alfa hélice interage com a enzima ao
longo do sitio ativo da enzima madura numa conformacdo predominantemente
estendida na direcdo oposta da ligacdo com o substrato, bloqueando o sitio ativo
(TURK e GUNCAR 2003). O pro-peptideo, de fato, € um inibidor da enzima madura
como demonstrado por dados cinéticos (TURK e GUNCAR 2003; GUAY et al.,
2000), porém possui um papel importante na proteina agindo como uma chaperona
intramolecular promovendo o correto enovelamento da proteina (YAMAMOTO et al.,
1999). Na Figura 4.9 ilustra a sequéncia apresentada ausente do peptideo sinal na
regido N-terminal. A sequéncia marcada em azul evidencia a predita regido pro-
peptidica que se estende até a posicdo 100. O motivo inibitério conservado da pro-
peptideo E?'R¥*F**N*|*>N* esta destacado na cor azul com caixa na cor cinza na
regido pro-peptidica. A predita enzima madura se estende do residuo 101 ao 319.
Os residuos conservados da triade catalitica estdo destacados em vermelho com

sombreamento em cinza.

FIGURA 4.8 - Sequéncia de aminoacidos da AsCathL obtida pela tradugdo da sequéncia de
nucleotideos

E--- R---F--N-- -1---N

10
ISFNKILDVE

70
NEKYSDMLHHE

130
HCGSCWAFST

190
KGLDTEKSYP

250
HESFQFYSEG

310
ARNKDNHCGI

20
WESFKTNHEKK

80
FVNTLNGFNEK

140
TGSLEGQHFR

200
YEAEKDKCRY

260
VYFDPECNTE

ASSASYPLV

30
IYKSSVEEGL

20
SVKAQKQFMG

150
QTGILVSLSE

210
NPRNSGATDV

270
NLDHGVLIVG

40
BEMKIFLNNKH

100
ATFISPANVE

160
QNLIDCSGKY

220
GFVDIPRGNE

280
YGTDSKTGHD

50
KITEHNRKYK

110
LPKEVDWRKH

170
GNEGCNGGLM

230
EKLKAAVATI

290
YWLVKNSWGE

60
LNEVPYKLGM

120
GAVTEVKDQG

180
DNAFKYVRDN

240
GPVSVAIDAS

300
TWGEKGY IEM

Fonte: Prépria
A sequéncia foi submetida a andlise de classificacdo, utilizando o

database on line Interpro. A sequéncia foi classificada como uma catepsina, uma

peptidase pertencente a familia C1 papain-like, com a regiéo inibitéria e a presenca
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da triade catalitica (Cisteina, Histidina e Asparagina). A Figura 4.11 detalha o local

da regido pro-peptidica, a regido catalitica e a regido da enzima madura.

FIGURA 4.9- Andlise da sequéncia e classificacao

CATHEPSIN

Length

Protein family membership

@ Peptidase C1A (IPR0O13128)

Homologous superfamilies

None predicted.

Domains and repeats

» Domain

Detailed signature matches

IPRO13128 Peptidase C1A

> » PTHR12411 (CYSTEINE )

E IPRO13201 Cathepsin propeptide inhibitor domain (129)

[ » PFOS8246 (Inhictor_129]
S » SMO0848 (inhibitor_

D IPRO00OGES Peptidase C1A, papain C-terminal

» PFO0112 (Peptdas.
o - e » PROO705
» SMO0645 (pept_c1)

IPRO0O0O169 Cysteine peptidase, cysteine active site
-— » PS00139 (THIOL_PROT.

IPRO25660 Cysteine peptidase, histidine active site
-— » PS00639 (THiOL_PROT

B8 IPRO25661 Cysteine peptidase. asparagine active site
— » PS00640 (THIOL_FROT

Fonte: database on line Interpro. - https://www.ebi.ac.uk/interpro/

4.3 Expresséao da proteina recombinante em E. coli

Para obtencdo da pro-enzima, o DNA plasmidial contendo a ORF de
interesse foi transformado em linhagem de E. coli ArcticExpress (DE3)RIL, assim a
colonia transformante selecionada foi inoculada em LB &gar com os antibiéticos.
Para a expresséo da AsCathL, experimentos variando a concentracdo do IPTG (0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1.0 mM) foram necessarios, com 0 objetivo de ter mais proteina
na fracdo solavel. Porém, na andlise qualitativa em gel SDS, notou-se que quanto
maior a concentracdo do indutor, maior era quantidade de proteina na fracédo
insolivel. Uma vez que o sistema de E. coli proporciona rapido crescimento,
acoplado a uma concentracao alta de indutor, ha a hipotese de que com a producao
acentuada da proteina, esta ndo teria o tempo habil de enovelamento, precipitando
(BANEYX, 1999).


https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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ApOs 0s ensaios experimentais variando a concentracdo do indutor,
optou-se pela concentracdo de 0,2 mM na inducdo da expressao da proteica. Para a
lise celular, as células foram ressuspendidas em um tampao alcalino (50 mM Tris,
pH 8,0), e posterior purificacdo em coluna de niquel foi realizada para obtencédo da
pré-enzima. A andlise em SDS-PAGE revelou uma proteina parcialmente purificada
com massa molecular aparente de 52 kDa, confirmada em western blotting. A massa
com peso molecular maior do que a esperada, compreende as regides Trx.Tag e
His.Tag componentes do plasmideo pET32a+, somados aos 36 kDa peso molecular
tedrico da pro-enzima. A pré-enzima foi expressa e purificada inativa em pH alcalino
(Tris-HCI, pH 8.0) para evitar a atividade auto-catalitica de ativacdo do zimogénio e
subsequente auto-degradacdo da enzima madura, caracteristicas de cisteino
peptidases em ambiente &cido. A auto-ativacdo de catepsinas lisossomais, por
exemplo, pode ser evitada na presenca de pH maior que 6.0 (BROMMER et al.,
2004), pois o pH alcalino parece ser essencial para a formacdo de dissulfetos
(TOBBELL et al., 2002). O gel da expressao, purificacdo em coluna de niquel e o
resultado do western blot podem ser visualizados na Figura 4.12.
FIGURA 4.10 - A- Analise em SDS-PAGE. B- Western blot (anti-His).
A- A expresséo e purificacdo da pro-enzima em coluna de Ni-NTA. B-Western blot (anti-His). MM:
Marcador de massa molecular SpectraMulticolor Broad Range Protein Ladder - Thermo Scientific.1:

Cultura ndo induzida; 2: Cultura induzida por 24 horas com 0.2 mM IPTG; 3: Pellet apos sonicagao; 4:
Sobrenadante; 5: Fracéo eluida com 250 mM Imidazol.
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Fonte : Prépria

As células de E.coli arcticExpress fornecem uma abordagem para

aumentar o rendimento da proteina heterdloga na fracdo soltvel utilizando baixas
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temperaturas de expressao. Essas células co-expressam as chaperoninas Cpnl0 e
Cpn60 originarias da bactéria Oleispira Antarctica e tém 74% e 54% de identidade
de aminoacidos com as chaperonas GroEL e GroES de E.coli respectivamente, e
mostram alta desempenho no enovelamento das proteinas a temperaturas de 4-
12°C (FERRER et al., 2003). Quando expressas em células ArcticExpress, essas
chaperonas proporcionam um melhor processamento de proteinas a temperaturas
mais baixas aumentando potencialmente o rendimento de proteina recombinante
solavel e ativa. Na expressao de uma proteina recombinante, essas chaperonas séo
expressas constitutivamente e sdo facilmente detectadas em SDS PAGE. A Cpn60

pode ser observada em gel com massa molecular em torno de 56,900 Da.

Embora haja exemplos de expressdo bem sucedida de proteinas
recombinantes usando as cepas de arcticExpress (JOSEPH et al., 2008;
ANNAMALAI et al., 2009), neste trabalho, foi possivel obter uma pequena
guantidade de proteina na fracdo sollvel, porém com acdo enziméatica suficiente

para ser detectada utilizando o substrato fluorogénico Z-FR-MCA.

A primeira etapa de purificacdo utilizando resina de niquel
proporcionou uma parcial purificacdo da proteina, assim uma segunda etapa de
purificacdo foi adicionada ao processo a fim de se obter uma proteina com um grau
de pureza mais elevado. A amostra eluida da coluna de niquel foi submetida a
segunda etapa de purificagdo fazendo uso da cromatografia de troca idnica, Hitrap
QFF (resina anidnica), acoplada ao sistema FPLC utilizando o equipamento AKTA.
As fracdes eluidas da coluna foram coletadas em fracdes de 1 mL e foram
submetidas a atividade enzimatica. A fracdo que apresentou atividade foi entdo
concentrada 4 vezes utilizando o sistema de ultracentrifugagcdo (Amicon, membrana
de corte 10 kDa). O perfil cromatografico e a anélise em SDS-PAGE da fracdo eluida

da coluna com atividade podem ser visualizados na Figura 4.13.
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FIGURA 4.11 - Perfil cromatogréafico (A) e analise em SDS-PAGE da cromatografia em coluna QFF
(B).

A - Perfil cromatogréfico da purificagdo da pro-enzima em resina anibnica QFF (Q Sepharose Fast
Flow) equilibrada com 50 mM Tris- HCI, pH 8.0 (Tampé&o A). A proteina foi eluida com 87% de 50 mM
Tris-HCI, 1 M de NaCl, pH 8.0, (Tampao B). B - Analise em SDS-PAGE da fracao eluida da coluna
com atividade. MM: Marcador de massa molecular (Thermo Unstained Protein MW Marker - Thermo
Scientific); 1: Fracdo sollvel (sobrenadante); 2: Fracdo eluida do NI-NTA; 3: Fracdo 22 (QFF) eluida
da coluna e com atividade enzimética.
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Fonte: Programa OriginPro 8.0 ; Gel SDS-PAGE: Elabora¢éo prépria

Os resultados obtidos da expressdo e purificacdo da pro-enzima
mostraram que o sistema de E.coli, mesmo com engenharia modificada para
crescimento de cultura a baixas temperaturas, ndo foi eficiente para expressar
catepsinas na forma soluvel em quantidade alta, pois a maioria das proteinas
produzidas estava em corpos de inclusao.

A superexpresséo das proteinas pode ser um dos fatores de formacéao
de corpos de inclusdo. Proteinas recombinantes expressas em E. coli enfrentam
frequentemente o problema de solubilidade (BANEYX, 1999), uma vez que as
ligacbes de dissulfeto, essenciais para o correto enovelamento da proteina, néao
conseguem se formar a tempo, ou se ligam de maneira indesejavel, favorecendo a
formacdo de agregados insolluveis de proteinas, levando a perda da atividade
biologica da enzima (WONG, 2005).
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4.4 Recuperacao da AsCathL a partir dos corpos de incluséao

Os corpos de inclusdo contém proteinas recombinantes relativamente
puras, o que estimula o desenvolvimento de técnicas que auxiliem na recuperacao
do correto enovelamento da proteina, na sua forma biologicamente ativa. Embora
diversos protocolos estejam descritos na literatura, a estratégia geral € baseada em
trés passos: isolamento e lavagem dos corpos de inclusédo, solubilizagdo das
proteinas agregadas e refolding. Num procedimento tipico, as formas agregadas sao
desnaturadas em alta concentracdo de ureia e/ou cloreto de guanidinio (GdnHCI).
Esses reagentes quimicos sdo usados para diminuir as interagcdes ndo covalentes
entre moléculas de proteinas. (YAMAGUCHI et al., 2014).

O re-enovelamento de proteinas desnaturadas para proteinas ativas
ocorre pela remocédo do desnaturante, que pode ser feito pelo uso da diluicdo da
proteina recombinante (CLARK, 2001), dialise ou cromatografia de gel filtracdo
(VILLAVERDE et al., 2003). Alguns aminoacidos como arginina e seus derivados
sdo alguns dos aditivos quimicos adicionados ao tampéao de refolding (SHENAI et
al., 2000). Esses aminoacidos sdo utilizados como inibidores da agregacdo de
proteinas. Este tipo de recurso, juntamente com a adicdo do glicerol (estabilizador
de proteina) e da acéo do par redox glutationa redutase/oxidase, tém sido utilizados
no processo do re-enovelamento, aumentando os rendimentos do processo e
diminuindo a agregacéo durante essa etapa. A eficiéncia do processo (rendimento)

da proteina € estimada pela atividade enzimatica.

A etapa de purificacdo anterior ao refolding foi uma estratégia
encontrada para a obtencdo de maiores rendimentos. A purificagdo por
cromatografia de afinidade (NI-NTA) proporcionou tal rendimento uma vez que a
construcéo foi feita com um His-tag. Neste trabalho, apenas um etapa de diluicdo da
proteina ap6s a sua solubilizacdo foi necesséaria para obter pro-enzima re-
enovelada. Para evitar a auto-ativacdo, a pro-enzima foi estocada em tampao
alcalino, Tris HCI pH 8,0 a temperatura 20 °C. Utilizando essa técnica, foram obtidos
cerca de 5 mg de proteina / L de meio de cultura. O protocolo seguido (SHENAI et
al., 2000) mostrou ser de facil execucdo, pois apenas algumas alteracbes no
protocolo foram necessarias para que fosse possivel obter a proteina biologicamente
ativa, e todo o processo mostrou ser reprodutivel. A atividade enziméatica foi o
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parametro mais conclusivo para o sucesso do processo. Na Figura 4.14, € exibida a

proteina recuperada a partir dos corpos de inclusédo analisada por SDS-PAGE.

FIGURA 4.12- Anéalise em SDS-PAGE da proteina recuperada a partir dos corpos de incluséo,
utilizando o refolding.
MM: Marcador de massa molecular; 1: pellet contendo a proteina precipitada; 2: pro-enzima obtida

com peso molecular de 52 kDa.
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Fonte: Prépria

Para gerar uma peptidase proteoliticamente ativa, a regido proé-
peptidica precisa ser removida, uma vez que a cisteino peptidase foi expressa na
forma de zimogénio. A remocao acontece por autocatalise incubando o precursor da
proteina madura em tampdao acido. A auto-ativacao da pré-enzima para enzima ativa
acontece logo apos os primeiros 5 minutos de incubacédo. O processo inicia-se pela
clivagem do fragmento N-terminal, regido pré-peptidica contendo o motivo ERFNIN,
envolvido na inibicdo da enzima madura. O meio acido proporciona a auto-ativacao,
pois enfraquece as ligacdes de interagdo entre a regido inibitoria com o sitio
catalitico. Neste contexto, BROMME et al., (2004), recomenda que o tempo de
incubacdo deve ser o necessario para determinar o nivel da atividade proteolitica,
uma vez que a autocatalise, assim como a ativacéo, leva a uma parcial degradacgéo
da enzima recombinante. Assim, o tempo 6timo de encubacao deve ser determinado
e este deve ser o ponto de equilibrio entre a ativagdo maxima e a degradacao
minima da enzima. A ativacdo ou o0 processamento auto-catalitico pode ser parado,

neste caso, aumentando o pH.
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A pré-enzima de trabalho foi incubada em tampé&o 100 mM de acetato
de sédio, 5 mM de DTT e pH 4.5 no periodo de 5 a 35 minutos. O processo de
ativacao (clivagem e digestdo do pro-dominio N-terminal) foi analisado em SDS-
PAGE Figura 4.14-A. Nos primeiros 5 minutos ja foi possivel visualizar a atividade
proteolitica da enzima e apds os 20 minutos, observa-se a sua atividade maxima.
Aos 30 minutos € possivel notar uma banda aparente em torno de 28 kDa, provavel
enzima madura sem a regido inibitéria (pré-dominio). As catepsinas L, depois de
removida a regido que as inibem, costumam ser um mondmeros com massa
molecular de 20 a 35 kDa (TURK et a.,1998 ; SHENAI et al., 2000; FONSECA et al.,
2012). A regido pro-peptidica foi totalmente processada apos os 35 minutos e pdde
ser monitorada no gel SDS. O processo de ativacdo da enzima a partir da auto-
protedlise da regido pré-peptidica N-terminal foi acompanhado por immunoblotting. A

Figura 4.15 ilustra o periodo de incubacao.

FIGURA 4.13 - Analise em SDS PAGE da proteina incubada em pH &cido, variando tempo de
incubacéo e reconhecimento do anticorpo anti-His.

A: MM: Marcador de massa molecular (Thermo Unstained Protein MW Marker - Thermo Scientific; 1:
pellet; 2: pré-enzima com 52 kDa, indicado por seta de cor preta; 5 min a 35 min: periodo de
incubacd@o da pro-enzima. A seta vermelha tracejada, sugere que seja 0 mondmero da catepsina L
com massa aparente de 28 kDa. B - Western blot usando o anti-His - 1: pellet; 2: pr6-enzima com 52
kDa, reconhecida pelo anticorpo anti-His indicado por seta de cor preta; 5 min a 35 min: periodo de
incubacgdo da pro-enzima. A seta tracejada indica uma banda em torno de 17 kDa que sugere ser a
regido N-terminal clivada contendo partes dos aminoacidos do pré-peptideo e as tags trx e his,

marcado pelo anticorpo.

A B

260

72
52

42
34

26

Fonte: Prépria
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4.5 Caracterizacao cinética da enzima AsCathL

A hidrélise do substrato (Z-FR-MCA) pela AsCathL foi analisada em tamp&o 100 mM
acetato de sodio, numa faixa de pH (3,5 — 5,5). A enzima foi ativada na presenca de
5 mM de DTT, e ap0s cinco minutos de incubacdo a atividade da enzima foi
monitorada em funcdo do pH, Figura 4.16. A atividade enzimatica € dado pelo
aumento da fluorescéncia (hidrélise do substrato Z-FR-MCA) detectada por
espectrofluorimetro em unidade relativa de fluorescéncia (RFU). A enzima
apresentou maior atividade proteolitca em pH 4,5. Este valor € similar ao
encontrado para catepsinas L de insetos (PYATI et al.,, 2009; WATANABE et al.,
2004) e a preferéncia da enzima por pH acido esta de acordo com o observado para
catepsinas L de insetos na literatura (PHILIP et al., 2007; FONSECA et al., 2012). A
Figura 4.17 exibe o comportamento enzimatico durante o periodo de incubacéo,
nota-se que apds 20 minutos, a atividade enzimatica sobre o substrato € maxima,
mantendo-se até os 30 minutos, tempo final estabelecido para o monitoramento da
fluorescéncia da molécula 7 amino 4 metilculmarina (MCA) livre dado em unidade de

fluorescéncia relativa (RFU).

FIGURA 4.14- Atividade da AsCathL dependente do pH usando o Z-Phe-Arg-AMC como substrato
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4.15 - Efeito do tempo de pré-incubacdo em pH 4,5 na atividade de AsCathL recombinante. Atividade
hidrolitica da AsCathL contra o substrato fluorgénico no intervalo de 30 minutos

6000~
2
fr  4000-
(]
ie]
©
©
S 2000-
<
0‘ L] L] L] 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo, min.

Fonte: Prépria

A curva de hidrélise do substrato Z-Phe-Arg-AMC pela enzima
AsCathL, a partir do qual o valor de Ky, foi calculado, esta ilustrada na Figura 4.18. O
valor obtido para a constante de Michaelis—Menten, K, foi de 74,92+7,6 puM. Os
valores encontrados na literatura para catepsinas recombinantes de insetos quando
0 substrato fluorgénico Z-FR-MCA foi usado é variavel. O valor do K, de 50 uM
para a catepsina L digestiva do inseto Tenebrio molitor (CRISTOFOLETTI et al.,
2005) e do K, de 231 uM para o inseto Bombyx mori (WATANABE et al., 2004).
Esses valores de K, por exemplo, mudam quando a catepsina do T. molitor hidrolisa
0 substrato Z-Arg-Arg-MCA, obtendo K, de 140 uM, enquanto para a catepsina do
inseto B. mori o valor de K, obtido é de 40 uM quando o substrato Z-Leucina-
Arginina-MCA foi utilizado. Estes valores mostram a especificidade do substrato
frente a catepsina L.

E importante lembrar a importancia da especificidade dos substratos
em relacdo aos sitios ativos das peptidases. Estes sitios sdo divididos em subsitios
localizados na regido do substrato onde ocorre a hidrélise peptidica e sao
identificados como S1, S2 ,S3...Sn na dire¢cdo N- terminal e S1°,S2’,S3’,....Sn’ na
direcdo C-terminal da enzima. As posi¢cdes correspondentes so substrato séo: P1,
P2, P3 ..Pn e P1’, P2’, P3’ ...Pn’ (SCHECHTER e BERGER 1967). A eficiéncia
com que a enzima purificada funciona pode depender do tamanho do substrato
(CRISTOFOLETTI et al., 2005). O substrato que ndo ocupa o subsitio S2 da enzima

€ pobremente hidrolisado. A diferenca é causada pelo alto de valor de K, e o baixo
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valor de K. O substrato Z-Phe-Arg-MCA € o mais usual em catepsinas L, porém
nao se pode fazer dessa preferéncia uma regra, uma vez que algumas catepsinas
de insetos preferem o residuo de leucina no sitio P2 ao residuo da fenilalanina.
Apesar de ambos os aminoacidos terem cadeias laterais hidrofobicas, o que os faz
diferentes é a presenca de um anel aromatico na fenilalanina 0 que da a esse
aminoacido um tamanho maior em relacéo a leucina (FONSECA et al., 2012). Neste
trabalho, apenas o substrato Z-FR-MCA foi utilizado para acompanhar a atividade
enzimética da catepsina AsCathL.

FIGURA 4.16- Curva para determinacgdo da constante de Michaelis-Menten (K,,) do substrato Z-Phe-
Arg-MCA frente a catepsina L (AsCathL)
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Fonte: Prépria
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4.6 Inibicdo da atividade da enzimatica da AsCathL

Os testes de inibicdo foram feitos com o inibidor epoxido E-64 e as
cistatinas recombinantes de cana-de-agUcar (canacistatinas), CaneCPI-1 (13 kDa),
CaneCPI-2 (12.2 kDa), CaneCPI-3 (24 kDa), CaneCPI-4 (10.8 kDa), CaneCPI-5
(14.5 kDa), CaneCPIl-6 (13 kDa), proteinas recombinantes expressas e
caracterizadas pelo laboratério do Prof. Dr. Favio Henrique da Silva, do
Departamento de Genética e Evolugdo da UFSCar. Como mencionado
anteriormente as CaneCPI-1, 2, 3 e 4 apresentaram atividade inibitéria contra a
catepsina L digestiva, rSI-CathL, do inseto praga da cana-de-agucar, Sphenophorus
levis (FONSECA et al., 2012), e, mais recentemente, a validacdo da acao inibitéria
da CaneCPI-4 contra a cisteino peptidase do protozoario Plasmodium falciparum
(MELO et al., 2018).

O resultado da triagem feita com esses inibidores mostra uma
porcentagem de acéo inibitria satisfatoria sobre a atividade da enzima AsCathL, o
gual pode ser visualizado na Figura 4.19 .

FIGURA 4.17 - Avaliacdo da interferéncia do epdxido E-64 e das cistatinas recombinantes de cana-
de-acucar (CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3, CaneCPI-4, CaneCPI-5, CaneCPI-6) na atividade da
catepsina L (AsCathL)
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Fonte: Prépria

Os inibidores cistatinicos, CaneCPl-1, CaneCPI-2, CaneCPlI-4,
CaneCPI-5 mostraram mais de 90% de inibicdo. O inibidor E-64 mostrou uma

inibicdo menor quando comparado com alguns inibidores recombinantes, isto pode
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ser explicado pela diferenca no mecanismo de acédo. O epoxido E-64 é o inibidor
classico de cisteino petidase e espera-se que a E-64 tenha menos especificidade
para cisteino peptidase digestiva quando comparado com as proteinas de defesa da
cana-de-acglcar,as canacistatinas, que provavelmente evoluiram contra a classe
das peptidases digestivas (FONSECA et al. , 2012). A concentracdo molar dos
inibidores (canacistatinas) utilizados na reacéo final foi de 20 nM, enquanto do E-64
foi de 250 nM para uma taxa de inibicao final de 62.5%,

As canacistatinas CaneCPI-3 e CaneCPI-6 tiveram uma porcentagem
de inibicdo menor quando comparada com as demais, e a acdo dessas proteinas
sobre a AsCathL pode ser explicada pela diferenca dos aminoacidos ao longo da
sequéncia dessas proteinas e pelo tamanho da sequéncia primaria, podendo diferir
0 mecanismo de acdo de uma pra outra. O dominio dessas proteinas segundo
alinhamento feito pelo grupo de pesquisas do Prof. Dr. Flavio mostrou ser bem
conservado, mas com diferencas ao longo das sequéncias de aminoacidos. A
CaneCPI-6, por exemplo, tem sua regido C-terminal maior, quando comparada as
canacistatinas CaneCPI- 1, 2, 4 e 5, porém essa extensdo € menor quando
comparada a CaneCPI-3. Dentre essas cistatinas, as que possuem maior
similaridade em sua estrutura primaria sao as proteinas CaneCPl-4 e CaneCPI-5
(MIGUEL, 2014). A Figura 4.20 exibe os graficos da inibicdo e o valor da constante
de inibicdo (K;) para os inibidores que apresentaram 90% de inibicdo sobre a
AsCathL. Segundo COPELAND (2005), para um inibidor ser potente, sua afinidade
pela enzima alvo deve ser alta, tendo valor de K; menor ou igual & concentracéo total
da enzima na reacgéo. O valor da concentragdo da enzima utilizados nos ensaios foi
de 9 nM, e os valores de K; (Canel = 2,95+0,7nM; Cane2 = 0,92+0,4 nM; Cane4 =
1,88+0,7 nM e Cane5 = 0,6+0,2 nM), exibidos sugerem que os inibidores analisados
foram eficientes na inibicdo da catepsina e inibem de maneira igual a enzima, uma

vez que estdo na mesma ordem de grandeza.
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FIGURA 4.18 - Efeito das canacistatinas na atividade da AsCathL
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Fonte: Prépria

4.7 Identificacdo dos aminoacidos da catepsina por LC/MS

Os peptideos tripticos da proteina purificada (AsCathL) depois de
clivados sob a acdo da tripsina foram analisados por LC/MS. Os espectros foram
pesquisados contra o banco de dados NCBInr utilizando o software Mascot e contra
a sequéncia proteica de interesse.

Na analise foi possivel identificar 14 peptideos (em vermelho na
sequéncia predita de AsCathL) na Figura 4.21 com uma cobertura de 60% sobre a
sequéncia da proteina purificada. O peso molecular tedrico calculado para a
AsCathL foi de 53.566 Da, valor proximo da banda visualizada em SDS-PAGE em
torno de 52 kDa.
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FIGURA 4.19 - sequéncia de nucleotideos da construcdo da AsCathL. Em vermelho, os peptideos
tripiticos identificados por espectrometria de massas.

Protein View: sp|A00001|CatL_construction

sp|A00001|CatL_construction

Database:
Score:
Nominal mass (M;): 53566

Calculated pI:

Sequence similarity is available as an NCBI BLAST search of splA00001[Catl construction against nr.

Labiommi_prot

32811

6.24

Search parameters

MS data file:
Enzyme:

Fixed modifications:

UFSCar Emostra K.mgf

Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P.
Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Protein sequence coverage: 60%

Matched peptides shown in bold red.

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

MSDEITHLTD
QGRLTVAKLN
FEFLDANLAL
PDLETDDDDE

DSFDTDVLEA
IDONPGTRAPE
AG3G3GEHMHH
LISFNEILDV

HEITEHNEEY
GATFISPANV
RQTGILVSLS
FYEREFDECE
SHESFQFYSE
ETWGEEGY IR

FLNEVPYFLG
ELFEEVDWRE
EQNLIDCSGE
YNPENSGATD
GVYFDPECNT
MARNFDNHCG

Fonte: software Mascot

DGAILVDFWA
¥YGIRGIPTLL
HHHH33GLVE
EWFSFETNER
MNEY SDMLHH
HGAVTEVEDQ
YGHEGCNGEL
VGFVDIPRGN
ENLDHGVLIV

ILS3REYP

EWCGPCFMLA
LFENGEVAAT
RG3GMFETRR
EIYESSVEEG
EFVNTLNGFN
GHCGSCWAFS
MDNAFEYVRD
EERLFARVAT
GYGTDSKTGH

4.8 Andlise dos dendrogramas
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A arvore filogenética construida a partir do alinhamento realizado no

ClustalWw mostra que a catepsina L da formiga Atta cephalotes (XP_012059550) e

Atta colombica (XP_018058322) sédo proximas em identidade com a catepsina L da

Atta.sexdens, ambas pertencentes ao mesmo género. A Figura 4.21 ilustra o

dendrograma gerado a partir do resultado do alinhamento mudaltiplo entre os

aminoacidos de preditas catepsinas L de doze géneros de formigas e a catepsina de

trabalho. Na caixa tracejada em vermelho, estdo as catepsinas (A.colombica e A.

cephalotes). O quadrado em verde identifica a sequéncia estudada, e a caixa

tracejada em azul, a predita catepsina L de T.septentrionalis.
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Figura 4.20- Andlise filogenética entre as catepsinas L das formigas depositadas no banco de dados
NCBI e a predita catepsina da formiga A.sexdens
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Fonte: programa R - https://www.r-project.org/

O resultado é condizente com a andlise feita no NCBI utilizando o
BLASTp, onde verificou-se que os aminoacidos da A.sexdens possuem 94% de
identidade com a Atta cephalotes, 93% com a formiga Atta colombica e 91% coma a
formiga Acromyrmex echinatior. O resultado do alinhamento mostrou que algumas
sequéncias das catepsinas das formigas como a do genéro Camponotus (82%),
possuem alta similaridade quando comparadas com a catepsina L da A. sexdens,
porém a relacdo evolutiva esta distante quando relacionadas com género Atta. A
formiga Trachymyrmex septentrionalis possui 93% de identidade e estad mais
proxima do género Atta, Figura 4.22. Dos doze géneros de formigas estudadas, oito
delas jA& possuem seus genomas depositados no NCBI (Atta cephalotes,
Acromyrmex echinatior, Solenopsis invicta, Harpegnathos saltator, Pogonomyrmex
barbatus, Cerapachys biroi, Linepithema humile e Monomorium pharaonis).
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Figura 4.21- Porcentagem de identidade entre as sequéncias estudas

Description Max score Total score Query cover E value Ident
XP_012059550.1 [Atta cephalotes] 640 640 99% 0.0 94%
XP_018355212.1[Trachymyrmex septentrionalis] 632 632 99% 0.0 93%
XP_018058322.1[Atta colombica] 632 632 99% 0.0 93%
XP_018368418.1 [Trachymyrmex cornetzi] 625 625 99% 0.0 91%
XP_018301678.1 [Trachymyrmex zeteki] 621 621 99% 0.0 91%
XP_011067089.1 [Acromyrmex echinatior] 602 602 99% 0.0 91%
XP_012539263.1 [Monomorium pharaonis] 576 576 100% 0.0 83%
XP_011698116.1 [Wasmannia auropunctata] 574 574 99% 0.0 83%
XP_011633553.1 [Pogonomyrmex barbatus] 571 571 99% 0.0 83%
XP_011260992.1 [Camponotus floridanus] 570 570 99% 0.0 82%
XP_011176338.1 : [Solenopsis invicta] 566 566 99% 0.0 82%
XP_012217041 [Linepithema humile] 565 565 99% 0.0 80%
EFN65237.1 [Camponotus floridanus] 541 541 95% 0.0 82%
XP_011152977.1 [Harpegnathos saltator] 521 521 99% 0.0 75%
XP_011333746.1 [Cerapachys biroi] 511 511 99% 0.0 74%
EZA62330.1 [Ooceraea biroil 493 493 94% 0.0 76%
EFN65240.1 [Camponotus floridanus] 426 426 84% 2E-154 75%
XP_011260988.1 [Camponotus floridanus] 423 423 83% 3E-154 76%
XP_011345885.1 [Cerapachys biroi] 221 221 99% 2E-73 37%

Fonte: NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov

Com o objetivo de detectar similaridade nas sequéncias analisadas e
classificar quanto as funcdes biolégicas das catepsinas nos organismos dos insetos,
a segunda arvore filogenética foi construida. Um alinhamento entre as sequéncias
das catepsinas de insetos de diferentes ordens e a catepsina L de A.sexdens foi
feito utilizando o Clustalw e a arvore filogenética construida a partir desse
alinhamento.

A andlise filogenética entre a catepsinas L de A.sexdens e as
catepsinas de insetos é exibida na Figura 4.24. A analise envolveu o alinhamento
dos aminoéacidos das catepsinas de 13 insetos, distribuidas em 4 ordens (Coleopera,
Diptera, Lepdoptera e Hymenoptera). Na caixa tracejada em azul, estd a
identificacdo dos insetos que possuem catepsinas L com identidade alta comparada
com a catepsina L de A. sexdens. O quadrado em verde identifica a catepsina L de
trabalho. De acordo analise feita no NCBI BLASTp, a predita catepsina L em Apis
mellifera (XP_625135) possui 74% de identidade com a catepsina L da A. sexdens,
e a Nasonia vitripennis (XP_001602523) possui 72%, Figura 4.23, ambas as
sequéncias dos insetos pertencem a ordem Hymenoptera, e ambas sem
caracterizacdo funcional. As catepsinas da ordem mais préxima da Hymenoptera,
sdo as da ordem Lepidoptera, conhecidas por serem atuantes na degradacao da
cuticula do inseto durante a muda (LIU et al.,, 2006) e na digestdo da fibroina,

proteina da seda (WATANABE 2004). Seguindo para grupos mais distantes, a
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Coleoptera possui catepsinas caracterizadas como digestiva, mas também como
lisossomais (CRISTOFOLETTI et al., 2005), e para a ordem Diptera, as catepsinas
foram caracterizadas como lisossomais, no caso da mosca-da-fruta D. melanogaster

a catepsina é expressa tanto na larva quanto no inseto adulto.

Figura 4.22- Porcentagem de identidade

Description Max score Total score Query cover E value Ident
XP_625135.3 [Apis mellifera] 522 522 99% 0.0 74%
ABR#88030.1 [Dermestes frischii] 484 484 99% 7E-177 69%
NP_001037464.2 [Bombyx mori] 479 479 99% 6E-175 69%
FJ763762.1 [Delia coarctata] 476 476 99% 6E-174 67%
XP_970644.1 [Tribelium castaneum] 476 476 99% 1E-173 68%
AAQ75437.1 [Helicoverpa armigeral] 475 475 99% 3E-173 69%
EDO063348.1 [Anopheles gambiae] 472 490 99% 4E-172 65%
BAA24442.1 [Sitophilus zeamais] 470 470 99% 2E-171 68%
AAB33990.1 [Bombyx mori] 469 469 99% 1E-170 67%
XP_001655999.2 [Aedes aegypti] 468 468 99% 2E-170 66%
ABK90824.1 [Spodoptera exigua] 465 465 99% 2E-169 67%
AAP94046.1 [Tenebrio molitor] 454 454 99% 7E-165 63%
AAP94047.1 [Tenebrio molitor] 453 453 99% 1E-164 63%
AA048766.2 [Tenebrio molitor] 452 452 99% 2E-164 63%
NP_725348.2 [Drosophila melanogaster] 450 450 94% 2E-163 67%
BAA24444.1 [Sitophilus zeamais] 442 442 97% 1E-160 66%
BAA24443.1 [Sitophilus zeamais] 441 441 97% SE-160 65%
XP 001602523.2 [Nasonia vitripennis] 446 791 99% 2E-159 72%

Fonte: NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov
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Figura 4.23 - Andlise filogenética entre as catepsinas L dos insetos depositadas no banco de dados

NCBI e a predita catepsina da formiga A.sexdens
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O resultado da analise qualitativa do gene codificante para catepsina L
na formiga cortadeira A.sexdens mostrou que ele é expresso nos estagios de
desenvolvimento da formiga (larva, pupa, adulto), e esta presente em varias partes
da formiga operaria (cabeca, torax, gaster). A amplificacdo do gene a partir do DNA
gendmico extraido da cabeca da formiga nos sugere que a enzima estudada é do

organismo da formiga e ndo do fungo L. gongylophorus com quem vive em simbiose.

A estrutura priméria da proteina apés sequenciamento foi identificada
como uma cisteino peptidase, catepsina L, pertencente a familia C1, cla CA, que
tem como principal representante a papaina. Além disso, a expressado recombinante
da proteina AsCathL realizada em E.coli proporcionou uma expressao acentuada de
proteina em corpos de inclusdo, 0 que nos levou a “resgatar” essas proteinas
através do refolding, técnica associada a purificagdo em coluna de afinidade,
proporcionando um rendimento de 5 mg/L de proteina. A analise por espectrometria
de massas, foi capaz de identificar os peptideos da proteina purificada em solucéo
com uma cobertura de 60% sobre a sequéncia de aminoacidos, indicando uma
massa molecular tedrica de 53 kDa, consistente com aquela visualizada em gel SDS
PAGE em torno de 52 kDa, detectada por immunoblotting, utilizando anticorpo anti-
his.

A ativacdo da proteina purificada permitiu a remocéo do pro-peptideo
N- terminal da AsCathL sob condi¢cdes acidas e mostrou estar ativa hidrolisando o
substrato fluorgénico Z-FR-MCA. Com a caracterizagdo da enzima foi possivel
conhecer o seu comportamento proteolitico frente a diferentes pH assim como a
velocidade com que essa enzima hidrolisa o substrato. Os ensaios de inibicdo da
atividade enzimatica realizados com os inibidores de cisteino peptidases de cana-
de-acucar (6 canacistatinas) mostraram que estes sdo excelentes inibidores da

catepsina L.

Os alinhamentos multiplos mostram que a sequéncia da catepsina L da
A.sexdens possui uma similaridade alta com as outras catepsinas de formigas do
mesmo género. Dessa andlise néo foi conclusivo saber qual seria a funcéo biologica

da catepsina L no organismo de A.sexdens, pois as formigas que possuem genoma
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completo depositado no banco de dados ainda ndo possuem catepsinas

caracterizadas.

Em suma, consideramos que as etapas propostas inicialmente para o
projeto foram realizadas com sucesso, proporcionou uma quantidade de
informacdes cientificas significativa sobre a cisteino peptidase em estudo. Este
trabalho é precursor na caracterizacdo da catepsina de formiga A. sexdens, levando
a varias vertentes que podem ser tomadas para se seguir no estudo dessa enzima.
Como as catepsinas estdo envolvidas tanto no desenvolvimento como na
sobrevivéncia dos insetos e estudos relatam a acgdo inseticida da catepsina sobre
outros insetos, o conhecimento sobre a localizacdo e a funcdo biolégica no
organismo do inseto, e dos mecanismos envolvidos na atuacdo dessa enzima

podem levar a estudos mais direcionados objetivando o controle do inseto.

O trabalho gerou colaboracbes e novos conhecimentos, como a
colaboracdo com o Prof. Dr. Flavio, com os inibidores proteicos cedidos, foi possivel
fazer os ensaios de inibicdo da enzima, nos proporcionando novos e especificos
conhecimentos, Uteis para compreensdo do mecanismo de acdo e inibicdo das

cisteino peptidase.

Com o objetivo de propor uma estrutura tridimensional ou, talvez, um
ensemble estrutural para a Catepsina L, esta sendo realizada a modelagem da
estrutura da proteina por métodos ab initio. Nesse sentido, as principais op¢des para
realizar a predicdo sao as abordagens baseadas em conhecimento (template-based
modelling) e ab initio. A validacdo da estrutura proposta sera realizada ao fim do
processo de modelagem a partir de dados experimentais fornecidos pela técnica de
ligagcdo cruzada acoplada a espectrometria de massas. Tendo em vista a
necessidade de realizagcdo dos experimentos de ligagdo cruzada em valores de pH
em torno de 4,5-5,0, faixa de atividade 6tima da catepsina estudada. Este trabalho

esta sendo realizado em colaboragédo com o Dr. Hugo de Jesus.
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ANEXO A

Alguns espectros de MS/MS, resultados da anélise da sequéncia de aminoacidos da
proteina purificada AsCathL.

MS/MS Fragmentation of ADGAILVDFWAEWCGPCK

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 2093.9339
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) (apply to specified residues
or termini only)

Match to Query 33055: 2093.954442 from(1047.984497,2+)
intensity(5166614.5000) rtinseconds(6745.9448) index(26686)
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MS/MS Fragmentation of ADGAILVDFWAEWCGPCK

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 2093.9339

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) (apply to specified residues or
termini only)

Match to Query 33077: 2093.955174 from(1047.984863,2+)
intensity(4576505.0000) rtinseconds(7086.2252) index(28360)
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MS/MS Fragmentation of MIAPILDEIADEYQGK

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1804.8917
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) (apply to specified residues or
termini only)

Match to Query 24005: 1804.915990 from(903.465271,2+)
intensity(546538.5625) rtinseconds(5037.9767) index(17879)
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MS/MS Fragmentation of QTGILVSLSEQNLIDCSGK

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 2061.0412
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) (apply to specified residues or
termini only)
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Match to Query 32009: 2061.069432 from(1031.541992,2+)
intensity(475189.9375) rtinseconds(5877.9775) index(22212)
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MS/MS Fragmentation of YGNEGCNGGLMDNAFK

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1745.7137
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) (apply to specified residues or
termini only)

Match to Query 21189: 1745.717992 from(873.866272,2+)
intensity(4622764.5000) rtinseconds(2530.5098) index(39421)
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MS/MS Fragmentation of NSGATDVGFVDIPR

Monoisotopic mass of neutral peptide Mr(calc): 1446.7103



Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) (apply to specified residues or
termini only)

Match to Query 12157: 1446.714330 from(724.364441,2+)
intensity(149993648.0000) rtinseconds(2675.314) index(40159)
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ANEXO B

Alinhamentos entre as sequéncias das formigas utilizando ClustalW.

logo AL lr "‘Q@\HI ggg
S N

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdsDs L iaaaaaaaaaiaaaas

FSTN KI RHKI LN
X¥P 625135.3 PREDICTED: cathepsin L-like Apis mellifera

XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis = ...... A 54

NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori 63
AAB33980.1 cysteine proteinase Bombyx mori 53
AAQ75437 .1 cathepsin L-like protease Helicoverpa armigera S| 63
ABKS0824.1 cathepsin L-like cysteine proteinase Spodoptera exigua 5] 53
AAP94046.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 02 Tenebrio molitor [N} 63
AAPS4047 .1 cathepsin-L-1like cysteine peptidase 03 Tenebrio molitor | 53
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebrio molitor [N} 53
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribolium castaneum IK] 53
BAA24444.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais 5] 53
BAA24443 .1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais 5] 53
BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais 5] 53
ABRB8030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii IK] 53
FJ763762.1 cathepsin L-1ike Delia coarctata 53
NP 725348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Droscphila melanogaster 52
ED063348.1 AGAP(11828-PA, partial Anopheles gambiae str. PEST 54
XP 001665999.2 cathepsin L Aedes aegypti 63
consensus

logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens 86
XP 6256135.3 PREDICTED: cathepsin L-like Apis mellifera 111
XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis 5 105
NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori R .. .KNLYMK 107
AAB33980.1 cysteine proteinase Bombyx mori K 5 KNLYMK 110
AAQ75437 .1 cathepsin L-like protease Helicoverpa armigera A POl .. 107
ABK90824.1 cathepsin L-like cysteine proteinase Spodoptera exigua 110
AAP94046.1 cathepsin-L-1like cysteine peptidase 02 Tenebrio molitor 104
AAPS4047 .1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 03 Tenebrio molitor 104
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebrio molitor 104
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribolium castaneum 104
BAA24444 .1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais 106
BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais 105
BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais 105
ABR88030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii 106
FJ763762.1 cathepsin L-1like Delia coarctata 108
NP 7256348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster 108
ED063348.1 AGAP(11828-FA, partial Anopheles gambiae str. PEST 110
XP 001665999.2 cathepsin L Aedes aegypti 107

consensus



logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

XP 625135.3 PREDICTED: cathepsin L-like Apis mellifera

XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis

NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori

AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori

AAQ75437.1 cathepsin L-1like protease Helicoverpa armigera
ABK90824.1 cathepsin L-like cysteine proteinase Spodoptera exipgua
AAP94046.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 02 Temebrio molitor
AAP94047.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 03 Tenebrio molitor
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebrio moliter
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribelium castaneum
BAA24444 .1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24443 1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

ABR88030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FI763762.1 cathepsin L-1like Delia coarctata

NP 725348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster

EDDB3348.1 AGAP011828-PA, partial Anopheles gambiae str. PEST
XP 001655999.2 cathepsin L Aedes aegypti

CONSensus

logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

XP 625135.3 PREDICTED: cathepsin L-like Apis mellifera

XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis

NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori

AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori

AAQ75437.1 cathepsin L-like protease Helicoverpa armigera
ABK90824.1 cathepsin L-1like cysteine proteinase Spodoptera exigua
AAP94046.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 02 Tenebrio molitor
AAP94047.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 03 Temebrio molitor
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebrio moliter
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribelium castaneum
BAA24444 1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24442 1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

ABR88030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FJ763762.1 cathepsin L-like Delia coarctata

NP 726348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster
EDD63348.1 AGAP011828-PA, partial Anopheles gambiae str. PEST

XP 001655868.2 cathepsin L ledes aegypti

CONSensus

logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

XP 625135.3 PREDICTED: cathepsin L-like Apis mellifera

XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis

NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori

AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori

AAQ75437.1 cathepsin L-like protease Helicoverpa armigera
ABK90824.1 cathepsin L-like cysteine proteinase Spodoptera exigua
AAP94046.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 02 Tenebric molitor
AAPS4047.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 03 Tenebrio molitor
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebric molitor
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribolium castaneum
BAA24444 .1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

ABR88030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FJ763762.1 cathepsin L-like Delia coarctata

NP 725348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster
EDD63348.1 AGAP011828-PA, partial Anopheles gambiae str.

XP 001655999.2 cathepsin L Aedes aegypti

consensus

logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

XP 625135.3 PREDICTED: cathepsin L-1like Apis mellifera

XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis

NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori

AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori

AAQ75437.1 cathepsin L-like protease Helicoverpa armigera
ABKS0824.1 cathepsin L-like cysteine proteinase Spodoptera exigua
AAP94046.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 02 Tenebric molitor
AAP94047.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 03 Tenebric molitor
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebrio molitor
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribolium castaneum
BAA24444.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

ABR88030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FJ763762.1 cathepsin L-like Delia coarctata

NP 725348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melancgaster
EDD63348.1 AGAP011828-PA, partial Anopheles gambiae str. ST

XP 001655999.2 cathepsin L Aedes aegypti

consensus

et i

ETL

LR e

TIETIT I

OkEMECIDTHIS YP
By IKDNGCDTHSYPYERIDDEC

TLITETTNTs

T N R EEE T e

IR IEET

E%‘GFN)ESS"L:A!@\'\ETJ'F.ﬁL!DASEéEFQI‘TIJ«.UVfY EEEéﬁiﬁ

VATDASHES

ATDA
ATIDA

EAR RO D0

146
171
165
167
170
167
170
163
163
163
163
164
164
164
165
164
164
170
165

208
231
225
227
230
227
230
223
223
223
223
224
224
224
226
224
224
230
225

88



logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

cathepsin L-1like Apis mellifera
XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis
NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori
AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori

XP 625135.3 PREDICTED:

AAQ75437.1 cathepsin L-like
ABK90824.1 cathepsin L-like
AAP94046.1 cathepsin-L-like
AAP94047 .1 cathepsin-L-like
AAD48766.2 cathepsin L-like
XP 970644.1 PREDICTED:

NP 725348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster

protease
cysteine
cysteine
cysteine
cysteine

Helicoverpa armigera
proteinase Spodoptera exigua
peptidase 02 Tenebric molitor
peptidase 03 Tenebric meliter
proteinase Tenebric meolitor

cathepsin-L-1like Tribolium castaneum
BAAZ24444 1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais
BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais
BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais
ABRB8030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FJ763762.1 cathepsin L-like Delia coarctata

EDD63348.1 AGAP011828-PA, partial Anopheles gambiae str. PEST
XP 001655999.2 cathepsin L Aedes aegypti

consensus

logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

cathepsin L-1like Apis mellifera
XP 001602523.2 PREDICTED: cathepsin L-like Nasonia vitripennis
NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori
AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori

XP 625135.3 PREDICTED:

AAQ75437.1 cathepsin L-like
ABK90824.1 cathepsin L-like
AAP94046.1 cathepsin-L-like
AAP94047 .1 cathepsin-L-like
AAD48766.2 cathepsin L-like
XP 970644.1 PREDICTED:

NP 725348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster
EDD63348.1 AGAPOIIEZB PA, partial Anopheles gambiae str.

protease
cysteine
cysteine
cysteine
cysteine

Helicoverpa armigera
proteinase Spodoptera exigua
peptidase 02 Tenebric meolitor
peptidase 03 Tenebric meliter
proteinase Tenebric meolitor

cathepsin-L-1like Tribolium castaneum
BAAZ24444 1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais
BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais
BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais
ABRB8030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FJ763762.1 cathepsin L-like Delia coarctata

XP 001655999.2 cathepsin L Aedes aegypti

consensus

logo

Query Cathepsin L:predicted Atta sexdens

XP 625135.3 PREDICTED:

cathepsin L-1like Apis mellifera
XP 001602523.2 PREDICTED:

PEST

cathepsin L-1like Nasonia vitripennis
NP 001037464.2 fibroinase precursor Bombyx mori
AAB33990.1 cysteine proteinase Bombyx mori
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AAQ75437.1 cathepsin L-like protease Helicoverpa armigera
ABK90824.1 cathepsin L-like cysteine proteinase Spodoptera exigua
AAP94046.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 02 Tenebrio molitor
AAPO4047.1 cathepsin-L-like cysteine peptidase 03 Tenebrio molitor
AAD48766.2 cathepsin L-like cysteine proteinase Tenebrio molitor
XP 970644.1 PREDICTED: cathepsin-L-like Tribolium castaneum
BAA24444 .1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24443.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

BAA24442.1 cysteine proteinase Sitophilus zeamais

ABR88030.1 digestive cysteine protease Dermestes frischii
FJ783762.1 cathepsin L-like Delia coarctata

NP 72b348.2 cysteine proteinase-1, isoform E Drosophila melanogaster
ED063348.1 AGAP011828-PA, partial Anopheles gambiae str. PEST

XP 001655998.2 cathepsin L Aedes aegypti

consensus

X mon conserved
> 50% conserved



Alinhamentos entre as sequéncias dos insetos utilizand o ClustalW

logo

XF 012059550.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

XF 018058322.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta colombica

Query: Predicted Cathepsin L Atta sexdens

XF 018355212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentrionalis

XF 011067089.1 FREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echinatior
XF 018368418.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cornetzi
XF 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki
XF 012539263.1 FREDICTED: cathepsin L Monomorium pharaonis
XF 012217041.1 PREDICTED: cathepsin L Linepithema humile

XF 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia aurcpunctata

XP 011833553.1 PREDICTED: cathepsin L1 Pogonomyrmex barbatus

XF 011176338.1 PREDICTED: cathepsin L Solenopsis invicta
EFN65240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

XF 011260988.1 PREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridanus
EFNG65237.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

XF 011260992.1 FREDICTED: cathepsin L1-like Camponotus floridanus
XF 011333746.1 PREDICTED: cathepsin L1 Cerapachys biroi
EZAG2330.1 Cathepsin L Doceraea biroi

XP 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltator

XF 011345885.1 PREDICTED: cathepsin L1 iscform X1 Cerapachys biroi
consensus

b b b e

logo

XP 0120859550.1 FREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

XF 018058322.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta colombica

Query: Predicted Cathepsin L Atta sexdens

XF 018355212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentrionalis
XF 011067089.1 PREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echinatior

XF 018368418.1 FREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cornetzi

XF 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki

XF 012539263.1 PREDICTED: cathepsin L Monomorium pharaonis

XP 012217041.1 FREDICTED: cathepsin L Linepithema humile

XF 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia aurcpunctata

XF 011633553.1 PREDICTED: cathepsin L1 Pogonomyrmex barbatus

XP 011176338.1 PREDICTED: cathepsin L Sclenopsis inwvicta
EFNG65240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

XF 011260988.1 FREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridanus
EFNG5237.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

XF 011260992.1 PREDICTED: cathepsin L1-like Camponotus floridanus
XF 011333746.1 PREDICTED: cathepsin L1 Cerapachys biroi
EZAG2330.1 Cathepsin L Doceraea biroi

XF 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltator

XP 011345885.1 PREDICTED: cathepsin L1 isoform X1 Cerapachys biroi
consensus
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logo

P 012059550.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

XP 018058322.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta colombica

Query: Predicted Cathepsin L Atta sexdens

XP 018355212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentriopalis
P 011067089.1 PREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echinatier

XP 018368418.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cornetzi

XP 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki

XP 012539263.1 PREDICTED: cathepsin L Monomorium pharacmiz

P 012217041.1 PREDICTED: cathepsin L Linepithema humile

XP 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia auropunctata

P 011633553.1 PREDICTED: cathepain L1 Pogonomyrmex barbatus

XP 011176338.1 PREDICTED: cathepsin L Solemopsis invicta
EFNE5240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

XP 011260988.1 PREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridanus
EFNG5237.1 Cathepein L Camponotus floridanus

XP 011260992.1 PREDICTED: cathepsin L1-like Camponotus floridanus
P 011333746.1 PREDICTED: cathepsin L1 Cerapachys biroi
EZA62330.1 Cathepsin L Ooceraea biroi

XP 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltator

XP 011345885.1 PREDICTED: cathepsin L1 isoform X1 Cerapachys biroi
CONZENsus

logo

XP 012059550.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

P 018058322.1 PREDICTED: cathepain Li Atta colombica

Query: Predicted Cathepsin L Atta sexdens

P 018386212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentricnalis
XP 011067089.1 PREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echimatior

P 018368418.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cormetzi

XP 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki

P 012530263.1 PREDICTED: cathepsin L Monomorium pharacnis

XP 012217041.1 PREDICTED: cathepsin L Linepithesa humile

P 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia aurcpunctata

XP 011633553.1 PREDICTED: cathepsin L1 Pogonomyrmex barbatus

P 011176338.1 PREDICTED: cathepsin L Solemopsis invicta
EFNE5240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

P 011260988.1 PREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridamus
EFNE5237.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

P 011260092.1 PREDICTED: cathepsin Li-like Camponotus floridanus
XP 011333746.1 PREDICTED: cathepsin L1 Cerapachys biroi
EZAG2330.1 Cathepsin L Ooceraea biroi

XP 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltator

P 011345885.1 PREDICTED: cathepsin L1 isoform X1 Cerapachys biroi
CONZENsus

NG,

LGNNKY¥DMIHHEFVNTLNGFNKSVA

LMK YKOMGREEFVNTLHCE SV A
LMK YEOMLREEFVNTLNCEHKSVE A
LMK YCIMLEEEFVNTLNCENKSTY: A
LMK YCIMLEHEFVNTLNCEHKS: A
LCNNKYCOMLEREFINTLNCFHRS[EI
LCNNKYCOMLHREFVTLNCFHKS(E 0
LefIHKYCOMLREEFIINTLNCENESVERIR
i IR 843 A TF ISPANVELPEEVOWRKHCAY)
LGMHKYCIMLEEEFVNTLNCENKSVEL IR
LGMNKYGOMLREEFVNTLNCENESVI A

LCHNKYGDMLEHEFVERLNGFNKSY
LCHHKY[OMLEHEFVNTLNCFNKS]

LGNNKYGDMLHHEFVNTLNGFNKS| ET‘JS
LGNNKYGDMLHHEFVNTLNGFNKSYX LN

LGNHI‘EGDHLHHEHTLNGFHI‘.S? B

LGNNKYGDMLEEE)/RINTLNGFNESVINES

IR

3VKDQCHCCECHAFS
3VKDQCHCCECWAFS
3VKDQCHCCECHAFS
3VKDQCHCCECWAFS
3VKDQCHCCECHAFS
3VKDQCHCCECWAFS
3VKDQCHCCECHAFS
VKDOGHCGECWAFS
VKDQGHCGSCWAFSITGALEGQHFROT
VKDQGHCGSCWAFSETCALECQHFRIE
VKDQCHCCECWAFSNTCELECQHFRLE
VKDQCHCCSCWAFSETCALECOHFRET
ISIKDCRCCECWAFSETCALECQHFROE
IMKDOCKCCECHAFSETCALECQHFROE
IM{KDOCH CCECHAFSETCALEGQHFRE
IMKDOCXCCECHAFSETCALECQHFROE

\giKDgcHCesCyEFsTCALEGTE

.GIETH eI

NEYGOMLIEF Vi LNGFNELAN AN
NKYGDMLIEEFV

:LECQHFROTGILVSLEEQH
:LECQHFROTGILVSLEEQH
:LEGQHFRATGILVSLSEQNLIDCSGKYG
:LECQHFROECILVSLEEQNLDCACKYC
:LEGQHFRATGILVSLSEQNLIDCSATYG
:LECQHFROJ)CILVSLEEQNLEDCACKYC
TGALEGQHFRONGILASLSEQNLIDCSERYG
TGALEGQHF *GILL’SLSEDH*DCSEEIYGHHGL‘HEGLH

VEDQGHCGECWAFSETGALEGQHFRATGILVSLEEQN
VEDQCHCGBCWAFSETCALEGQRFRATGILVSLSEQNLYDCAEEIYCHNG
it IL?::L"EI]HLIDC::I L YGRNGCNGGLMD

AR el

IJRTFI::PANUELPI'EWHHE.HGH
GATFISPANVELPKEVDWRKHGAV
GATFISPANVELPKEVDWRKHGAV
CATFISPAMIELPKEVDWRKHCAY
GATFISPANVELPKEVDWRKHGAV
GATFISPANVELPKEVDWRKHGAV
GATFISPANVELFJEVDWRKHGAY

CATRI TP AR VELPEGVDWRKHCAY
cETy P ANREL PENVDRREECAY

ufﬁi

IGKS I]RTFISPAN:ELPI(EWHIQHGH

ALFREVDWRERGAY

UPUNVE LLE: THHA]
PNVE LLE: THHA]

A

AL e A

IGCHI‘I‘LH
VGCNGELMD
BGCNGGLMD)

e

BGCHGGLMD)

LVSLEEQNLYDCEEKYGNNGCHGGLMD
LH3L3EQNLIDCSGKYGRNGCNGGLMD
LVSLBEQNLIDCSGKYGNNCCHGGLMD
LVSLBEQNLIDCSCKYCNNCCHGGLMD
LVSLBEQNLIDCSGKYGNNCCHGGLMD
LVSLBEQNLIDCSCKYCNNCCHGGLMD
LVSLBEQNLIDCSGKYGNNCCHGGLMD
LYSLBEQNLIDCSCKYCNNCCHGGLMD
DCELE YGNNGCRIGGLMD)
GELMD

D owaklel L] lakk] wdael | okessls] rlmxr Pl lessd bel 4] les% %

131
116
115
114
131
116
116
131
131
131
131
131
135

4
166
132
132

a7
134
141

191
178
175
174
191
178
178
191
191
191
191
191
195
124
226
192
192
157
194
201

91



logo

XP 012059550.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

XP 018058322.1 PREDICTED: cathepain L1 Atta colombica

(Query: Predicted Cathepsin L Atta sexdems

P 018355212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentrionalis
P 011067089.1 PREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echinatior

XP 018368418.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cornetzi

P 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki

P 012530263.1 PREDICTED: cathepsin L Monomorium pharacmis

P 012217041.1 PREDICTED: cathepsin L Linepithema humile

P 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia aurcpunctata

XP 011633553.1 PREDICTED: cathepsin L1 Pogonomyrmex barbatus

XP 011176338.1 PREDICTED: cathepain L Solenopsis imvicta
EFNG5240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

P 011260988.1 PREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridanus
EFNG5237.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

P 011260992.1 PREDICTED: cathepsin L1-like Camponotus floridanus
XP 011333746.1 PREDICTED: cathepain L1 Cerapachys birei
EZA62330.1 Cathepsin L Ooceraea biroi

P 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltator

P 011345885.1 PREDICTED: cathepsin L1 isoform X1 Cerapachys biroi
CONZENsuE

logo

XP 012059550.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

P 018058322.1 PREDICTED: cathepain L1 Atta colombica

(Query: Predicted Cathepsin L Atta sexdens

P 018355212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentrionalis
XP 011067089.1 PREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echimatior

XP 018368418.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cornetzi

IP 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki

P 012539263.1 PREDICTED: cathepsin L Monomorium pharacmis

AP 012217041.1 PREDICTED: cathepsin L Linepithema humile

P 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia aurcpunctata

XP 011633553.1 PREDICTED: cathepsin L1 Pogonomyrmex barbatus

P 011176338.1 PREDICTED: cathepsin L Solenopsis imvicta
EFNG5240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

P 011260988.1 PREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridanus
EFNG5237.1 Cathepein L Camponotus floridanus

XP 011260992.1 PREDICTED: cathepsin Li-like Camponotus floridanus
P 011333746.1 PREDICTED: cathepsin L1 Cerapachys biroi
EZA62330.1 Cathepsin L Ooceraea biroi

AP 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltator

P 011345885.1 PREDICTED: cathepsin L1 isoform X1 Cerapachys biroi
CONZENsuE

logo

XP 012050550.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta cephalotes

XP 018058322.1 PREDICTED: cathepsin L1 Atta colombica

(Query: FPredicted Cathepsin L Atta sexdens

P 018355212.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex septentrionali
XP 011067089.1 PREDICTED: cathepsin L Acromyrmex echinatior

XF 018368418.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex cornetzi

P 018301678.1 PREDICTED: cathepsin L Trachymyrmex zeteki

AP 012539263.1 PREDICTED: cathepsin L Monomorium pharaonis

XF 012217041.1 FREDICTED: cathepsin L Linepithema humile

P 011698116.1 PREDICTED: cathepsin L Wasmannia aurcpunctata

AP 011633553.1 PREDICTED: cathepsin L1 Pogonomyrmex barbatus

XF 011176338.1 FREDICTED: cathepsin L Solenopsis imvicta
EFNE5240.1 Cathepsin L Camponotus floridanus

XF 011260988.1 PREDICTED: cathepsin L-like Camponotus floridanus
EFNG5237.1 Cathepsin L Camponmotus floridanus

XP 011260992.1 PREDICTED: cathepsin L1-1ike Camponotus floridanus
AP 011333746.1 PREDICTED: cathepsin L1 Cerapachys biroi
EZAG2330.1 Cathepsin L Ooceraea biroi

XP 011152977.1 PREDICTED: cathepsin L Harpegnathos saltater

XF 011345885.1 FREDICTED: cathepsin L1 isoform X1 Cerapachys biro
consensus
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