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RESUMO

Cistatinas sdo inibidores competitivos, do tipo tight-binding, de cisteino peptidases. Em plantas,
elas atuam regulando diversos mecanismos fisioldgicos, bem como protegendo a planta de
estresses bidticos e abidticos, 0 que as torna de uso potencial para aplicacdes biotecnoldgicas
na agricultura. Em humanos, as cistatinas estdo associadas ao controle das cisteino-catepsinas,
que, quando desreguladas, podem desencadear patologias diversas. Desse modo, a intervengéo
com cistatinas exdgenas, como as fitocistatinas, vém sendo estudada como possivel terapia
contra diversos tipos de canceres ou doencas inflamatorias, por exemplo. Diante da grande
gama de aplicacbes das cistatinas, é de relevancia a busca de novas variantes em espécies
vegetais diversas. O maqui (Aristotelia chilensis) é uma planta nativa da América do Sul,
intimamente associada a cultura da populacdo chilena. Atualmente, ela vem ganhando destaque
devido ao seu alto contetido de antocianinas, sendo considerada uma superfruta. Como é uma
espécie pouco estudada, pouco se sabe sobre o potencial biotecnoldgico das suas proteinas, até
entdo, pouco investigadas. Dessa forma, este trabalho consistiu na identificacdo, producéo
recombinante e caracterizacdo das cistatinas de maqui. A partir de um transcriptoma da planta
cultivada em biorreatores de imersao temporaria, foram identificadas seis sequéncias, das quais
cinco foram obtidas por amplificacdo do cDNA. Estas foram clonadas em vetor de expressdo
pET-28a para a producdo recombinante em Escherichia coli Rosetta (DE3). As proteinas
purificadas foram submetidas a ensaios fluorimétricos de inibicdo de cisteino peptidases. Todas
as cistatinas foram capazes de inibir a papaina, com Ki de 7,13, 1,42, 3,29, 2,99, 5,05 nM para
as MaquiCPlIs de 1 a 5 respectivamente, indicando que foram expressas em conformacao
correta. Elas também foram capazes de inibir a Catepsina L humana de maneira eficiente (Ki
de 0,34, 0,33, 0,38, 0,57 e 1,25 nM), mas somente as MaquiCPIs 1, 2 e 3 foram capazes de
inibir a Catepsina B humana na ordem de nanomolar (Ki de 35,74, 20,97 e 21,94 nM,
respectivamente), as demais inibiram a proteina na ordem de micromolar. A capacidade das
maquicistatinas em inibir as catepsinas humanas refletem em um potencial no controle de

diversas patologias.

Palavras-chave: Aristotelia chilensis. Catepsina. Fitocistatinas. Inibi¢cdo tight binding.

Maquicistatina.



ABSTRACT

Cystatins are tight binding competitive inhibitors of cysteine peptidases. In plants, they act
regulating different physiological mechanisms, as well as defending from biotic and abiotic
stresses, making them of potential use for biotechnological applications in agriculture. In
humans, cystatins are associated with the control of cysteine-cathepsins, which, when
deregulated, can trigger distinct pathologies. Then, the intervention with exogen cystatins, like
the phytocystatins, have been studied as a therapy for cancer or inflamatory diseases, for
example. In the face of the wide variety of cystatins applications, the search for new variants in
different plant species is relevant. The maquiberry (Aristotelia chilensis) is a native plant from
South America, closely related to the Chilean culture. Recently, it has been coming into light
due to its high anthocyanin content, and now the species is considered a superfruit. As an
understudied species, little is known about the biotechnological potential of its proteins, until
then, underinvestigated. In light of this, this work consisted in the identification, recombinant
production and characterization of maquicystatins. From a trascriptome of the plant cultivated
in Temporary Immersion Bioreactor, six sequences were identified, from which five were
obtained by cDNA amplification. These were cloned in pET-28a expression vector for
production in Escherichia coli Rosetta (DE3). The purified proteins were submitted to
fluorimetric assays of inhibition against cysteine peptidases. All cystatins were able to inhibit
papain with Ki of 7.13, 1.42, 3.29, 2.99, 5.05 nM, for MaquiCPIs 1 to 5, respectively, proving
that they were expressed in the right conformation. They were also able to inhibit human
cathepsin L efficiently (Ki of 0.34, 0.33, 0.38, 0.57 and 1.25 nM), but only MaquiCPlIs 1, 2 and
3 could inhibit human cathepsin B (Ki of 35.74, 20.97 e 21.94 nM, respectively) in nanomolar
order, while the others inhibited the protein in micromolar order. The capacity of
maquicystatins in inhibiting human cathepsin indicates a potential in controlling distinct

pathologies.

Keywords: Aristotelia chilensis. Cathepsin. Maquicystatin. Phytocystatins. Tight binding
inhibition.
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1 INTRODUCAO

1.1 PEPTIDASES

Peptidases, proteases ou enzimas proteoliticas, sdo proteinas que catalisam a hidrdlise
de ligacGes peptidicas (BARRETT; MCDONALD, 1986), sendo assim categorizadas pelo
numero EC 3.4 (hidrolases que atuam sobre ligacdes peptidicas). Elas sdo essenciais para a
existéncia de todos os tipos de organismos vivos. Estdo associadas as mais basicas funcdes,
como a quebra de proteinas para reciclo de aminoécidos e producdo de novas proteinas, além
de funcbes mais refinadas como o processamento de um polipeptideo para a sua ativacao.

Assim, estdo relacionadas a diversos processos bioquimicos e fisioldgicos (BARRETT, 2000).

As enzimas proteoliticas podem ser divididas em dois grupos em funcdo do sitio de
clivagem. Nesse sentido, podem ser exopeptidases (EC 3.4.11-19), que liberam um ou poucos
aminoacidos da regido N ou C-terminal, ou endopeptidases (EC 3.4.21-25 e EC 3.4.99) que
clivam internamente (BARRETT, 2001; BARRETT; RAWLINGS; WOESSNER, 2012).

As peptidases podem ser classificadas de acordo com o mecanismo de catélise, sendo
assim agrupadas em seis grupos. As serino, cisteino e treonino peptidases apresentam, em seu
sitio catalitico, aminoacidos altamente nucleofilicos que ddo os nomes das suas classes. Seu
mecanismo catalitico € denominado catélise covalente, ou seja, é formado um intermediario
covalente entre a enzima e fragmento do seu substrato. Ja na catélise pelas aspartil, metalo e
glutamil peptidases, o responsavel pelo ataque nucleofilico ndo é um residuo de aminoéacido da
enzima, pois quem o realiza é uma molécula ativada de agua. Dessa forma, ndo é observado um
intermediario covalente, caracterizando uma catélise &cido-béasica. Nesses casos, os residuos de
aspartato e glutamato, ou um ion metélico, atuam como bases (BARRETT; RAWLINGS;
WOESSNER, 2012; RAWLINGS et al., 2018).

O sitio ativo de uma peptidase, de acordo com as estruturas cristalograficas, é
comumente localizado em uma cavidade na superficie da macromolécula entre dominios
estruturais adjacentes. A especificidade do substrato esta sujeita as propriedades dos sitios de
ligacdo arranjados ao redor da cavidade catalitica responsavel pela quebra da ligagdo peptidica
(BARRETT, 2001). Nesse sentido, foi proposto um modelo (Figura 1) que é utilizado para
descrever a especificidade de qualquer uma das classes de peptidases (BERGER;
SCHECHTER, 1970). O esquema mostra como os locais de ligacdo de substrato sdo

distribuidos ao redor do sitio catalitico. Os sitios em direcdo ao N-terminal sdo denominados
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S1, S2, Sn, enquanto aqueles em direcdo ao C-terminal sdo apresentados como S1°, S2°, Sn’.

Os aminoacidos, por sua vez, recebem a mesma numeracao, mas sdo representados pela letra

P. Assim, P1 e P1’ sdao os aminoacidos que serao separados ao se romper a ligagdo peptidica.

e
fPé\:

N
\‘
J

NHe COOH

Figura 1: Modelo de Schechter e Berger (1970) para os subsitios das peptidases. Os sitios em que 0s
aminoacidos da proteina alvo interagem séo representados por S, € 0s aminoacidos sdo representados por Pn. A
seta ao centro indica a ligacao peptidica a ser clivada.

1.1.1 Cisteino peptidases

Distribuidas filogeneticamente pelos mais diversos organismos, as cisteino ou tiol
peptidases correspondem as enzimas proteoliticas que possuem um residuo de cisteina em seu
sitio ativo (RAWLINGS; BARRETT, 1994).

As peptidases cisteinicas sdo agrupadas em dez clas (ou superfamilias), de acordo com
estrutura e relacdes evolutivas, além da sequéncia e a natureza dos aminoacidos do sitio ativo.
O cla CA, por exemplo, possui uma triade catalitica formada por cisteina, histidina e aspartato
(ou asparagina), nessa sequéncia. Ele corresponde ao conjunto de cisteino peptidases mais
estudado e seus representantes apresentam estrutura similar a papaina. Esse apresenta 44
familias, incluindo a bem elucidada C1, ou familia da papaina, que é subdividida nas
subfamilias C1A e C1B. A primeira agrupa peptidases que contém pontes dissulfeto e que se
acumulam em vesiculas, em vacutolos ou no apoplasto, enquanto as representantes da segunda
sdo localizadas no citoplasma e ndo possuem essas ligacdes entre residuos de cisteina. Em
plantas ha apenas exemplares C1A (RAWLINGS et al., 2018).

Essas proteinas sdo sintetizadas na forma de pré-propeptidases. Para a sua ativacao, o
pré-dominio auto inibitorio dobra-se para trds na fenda do sitio catalitico e é removido
(TAYLOR et al., 1995). A estrutura terciaria madura dos exemplares da familia C1 ¢ bilobada,
apresentando um dominio L (left, da esquerda), que corresponde a trés a-hélices da regido N-
terminal e um dominio R (right, da direita) que possui um motivo barril-f na porgao C-terminal.

Na maioria das enzimas deste grupo, a estrutura é estabilizada por trés ligagdes dissulfeto, uma
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no dominio R e duas no dominio L. Entre esses dois lobos, encontra-se o sitio catalitico, com a
cisteina catalitica a esquerda e a histidina a direita (DRENTH et al., 1968; MCGRATH, 1999).

O mecanismo de hidrolise por cisteino peptidases envolve diversos passos. A primeira
etapa corresponde a associa¢do da enzima livre com o substrato formando o complexo de
Michaelis. Em sequéncia, ocorre a formag&o do intermediario covalente acil-enzima, resultante
de um ataque nucleofilico pelo grupo tiol do sitio ativo ao carbono carbonila da ligacdo amida.
Assim, ocorre a saida do primeiro produto da reacdo (R-NHz). Em seguida, o complexo acil-
enzima reage com uma molécula de agua para formar o segundo produto (R-COOH), na etapa
de deacilacdo. Vérios intermediarios e/ou estados de transicdo sdo preditos durante essa rota.
No entanto, a exata natureza do mecanismo de reacdo vem sendo debatido (STORER;
MENARD, 1994, 2013).

1.1.2 Catepsinas humanas

O termo catepsina, o qual é derivado do grego kathepsein (digerir), foi proposto para
peptidases que possuissem atividade em ambientes ligeiramente acidos (WILLSTATTER;
BAMANN, 1929). Subsequentemente, o termo foi designado as serino-peptidases catepsinas A
e G, as aspartico-peptidases catepsinas D e E, e as cisteino-catepsinas lisossomais. Em
humanos, esse Ultimo grupo se apresenta na forma de 11 peptidases distintas: as catepsinas B,
C,FH K LO,S,V, X, W (ROSSI et al., 2004).

Inicialmente, as cisteino-catepsinas eram consideradas enzimas intracelulares
responsaveis pela atividade proteolitica ndo especifica em massa no ambiente acidico e redutor
dos compartimentos lisossomais e endossomais, onde degradam proteinas intra e extracelulares
(TURK; TURK; TURK, 2000; TURK, 2001). No entanto, essa visao vem sendo alterada, pois
é notavel sua atuacdo em ambiente extracelular, indicando que o pH ndo seria o Unico
responsavel por sua atividade (TURK et al., 2012; VIDAK et al., 2019).

Em fungdo das caracteristicas conservadas das suas estruturas tridimensionais, as
peptidases da familia da papaina nos mamiferos séo divididas em duas subfamilias diferentes,
designadas como do tipo catepsina B (cathepsin B-like) e do tipo catepsina L (cathepsin L-like).
Elas diferem principalmente em relacéo a presenca de um segmento adicional na estrutura das
catepsinas B-like e quanto a especificidade do substrato, o que esta associado ao subsitio S2 na
familia da papaina (Figura 2) (COULOMBE et al., 1996; FUJISHIMA et al., 1997).
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loop de
sitio ativo oclusdo

catepsina L papaina catepsina B

Figura 2: Estruturas tridimensionais da catepsina L, catepsina B e papaina. A figura mostra a presenca de
um segmento peptidico adicional na estrutura da catepsina B, configurando um loop de oclusdo que a diferencia
das outras cisteino peptidases da familia da papaina. N e C correspondem as extremidades N-terminal e C-terminal
das proteinas. O residuo de cisteina esté representada pelo modelo ball-stick. Adaptado de Fujishima et al., 1997.

1.1.1.1 Catepsina L

O gene da catepsina L humana CTSL (EC:3.4.22.15; Uniprot: P07711) esta localizado
na posicdo 9g21-gq22 do cromossomo 9, codificando uma sequéncia peptidica de 333
aminoacidos (FAN et al., 1989). A regido codante inclui um peptideo sinal N-terminal, dois
propeptideos e dois peptideos maduros, contendo uma cadeia leve e uma pesada. Apds a
transcricao, o peptideo sinal é removido de maneira co-traducional no polissomo resultando na
pro-catepsina L, que é translocada ao reticulo endoplasmatico onde passa por N-glicosilacdo
com acucares ricos em manose. Estes sao fosforilados em cis no complexo de Golgi (LANG et
al., 1984). A partir da rota endolisossomal a pro-catepsina L é destinada ao lisossomo, onde 0s
residuos de fosfato sdo removidos (HASHIMOTO; KONDO; KATUNUMA, 2015). Nesse
ambiente, a ativacdo em catepsina L madura ocorre pela remoc¢éo do propeptideo tanto por
autocatalise (JERALA et al., 1998) ou pela acdo da catepsina D, uma aspartil peptidase
(NISHIMURA et al., 1989). Isso resulta na catepsina L ativa de duas cadeias, leve e pesada,
conectadas por ligagdes dissulfeto (DANA; PATHAK, 2020).

A catepsina L atua principalmente como endopeptidase, realizando clivagens
preferencialmente associadas a ligagdes peptidicas de substratos com residuos aromaticos na
regido P2 (FUJISHIMA et al., 1997). A estrutura tridimensional da pré-catepsina L demonstrou
que seu propeptideo estabelece intera¢6es hidrofobicas com a regido correspondente a fenda do
sitio ativo da enzima madura. Nesse caso, o0s subsitios S1 e S3, sdo ocupados pelo propeptideo,
porém em direcdo oposta aquela apropriada para clivagem (COULOMBE et al., 1996).
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Diferentes formas da catepsina L foram isoladas dos mais diversos tipos celulares em
seus ambientes intra e extracelulares. Em localizagdes celulares especificas, elas atuam em
papéis fundamentais em uma grande variedade de atividades funcionais. Nota-se, por exemplo,
que, além da degradacéo de proteinas celulares na rota endolisossomal, essa peptidase também
participa de processos de autofagia (DANA; PATHAK, 2020; REISER; ADAIR;
REINHECKEL, 2010). Diante da sua ubiquidade no corpo humano, possui papel chave em
diversos sistemas fisiologicos, podendo estar associada, em situa¢fes anormais, ao surgimento
de determinadas patologias. Dentre elas, se incluem fibrose no figado, diabetes do tipo I e II,
doencas imunes, cardiacas, Osseas e renais, além de diversos tipos de canceres (DANA,;
PATHAK, 2020).

1.1.1.2 Catepsina B

O gene da catepsina B humana CTSB (EC:3.4.22.1; Uniprot: P07858) esta localizado
na posicdo 8p22 do cromossomo 8, codificando uma sequéncia peptidica de 339 aminoacidos
(WANG et al., 1987). Além do contetdo referente a enzima madura, o polipeptideo é
sintetizado com peptideo sinal, pro-regido e uma extensdao C-terminal de 6 residuos (CHAN et
al., 1986; WIEDERANDERS, 2003).

A catepsina B possui preferéncia por residuos hidrofdébicos na posicdo P2 do substrato,
no entanto, é a Unica que comporta um residuo de arginina nessa posi¢ao, por possuir um
residuo de acido glutdmico (Glu245) no subsitio S2 (HASNAIN et al., 1993). Essa enzima,
além de poder atuar como endopeptidase, clivando ligagdes peptidicas internas, pode agir como
exopeptidase (atividade carboxipeptidase) (KEPPLER; SLOANE, 1996; MUSIL et al., 1991).
Essa atividade dupla é decorrente da presenca de um loop de oclusdo (Figura 2) que interfere
no acesso de substratos ao sitio ativo (ILLY et al., 1997). Quando em pH acido, o loop de
oclusdo blogueia parcialmente o sitio ativo da molécula prevenindo a entrada de substratos
maiores, mas permitindo a entrada de substratos sintéticos ou a regido carboxiterminal das
proteinas. Enquanto, em pH &cido, a catepsina B possui atividade carboxipeptidase, em pH
neutro, ela tem seu loop deslocado, de modo que ndo bloqueia o sitio ativo e permite a entrada
de substratos maiores, desempenhando atividade endopeptidase (ILLY etal., 1997; QURAISHI
etal., 1999).

A existéncia desse loop de oclusdo na peptidase madura é incompativel com a inibicéo
por membros da familia das cistatinas, inibidores proteicos reversiveis de cisteino peptidases,

pois eles se ligam aos sitios S e S” da enzima (ILLY et al., 1997). Essa inibi¢do so se torna



20

possivel devido a um mecanismo de dois passos, que esta associado ao deslocamento do loop
de oclusdo antes da ligacdo a fenda do sitio ativo (NYCANDER et al., 1998; PAVLOVA et al.,
2000). Diante desse fato, a maioria dos inibidores naturais de cisteino peptidases sdo menos

efetivos contra a catepsina B.

Sob condicgoes fisiologicas normais, a catepsina B estd de maneira primaria associada
ao reciclo de proteinas intra e extracelulares, mantendo a homeostase metabdlica dentro das
células. Outras funcdes celulares incluem a regulacdo da ativacdo de pro-horménios e pro-
enzimas, processamento de antigenos, resposta inflamatdria, remodelacéo tecidual e apoptose
(MORT; BUTTLE, 1997; REISER; ADAIR; REINHECKEL, 2010). Diante disso, variagdes
nos niveis de expressdo e na atividade da catepsina B estdo correlacionadas a uma gama de
patologias incluindo cancer, artrite, pancreatite, doencas cardiovasculares e doenca de
Alzheimer (CAVALLO-MEDVED; MOIN; SLOANE, 2011).

1.2 CISTATINAS

Cistatinas sdo inibidores proteicos reversiveis de cisteino peptidases semelhantes a
papaina (papain-like, subfamilia CLA no MEROPS), que apresentam mecanismo competitivo,
ou seja, interagem com o sitio ativo na fenda da peptidase alvo (BARRETT, 1987; BARRETT
et al., 1986; RAWLINGS et al., 2018). O seu alto poder inibitério é explicado pela interacdo
do tipo tight-binding, que ocorre devido a trés pontos de contato entre a cistatina e a peptidase.
Dois desses pontos correspondem a loops em hairpin formados entre fitas beta antiparalelas. O
primeiro loop de ligacdo contém o motivo QxVXG, que é altamente conservado, enquanto o
ultimo apresenta um residuo de triptofano. O terceiro ponto de contato é um residuo de glicina
conservado na extremidade N-terminal, que se acomoda nos subsitios S1 e S2 da enzima, mas
em conformacéo que a torna invulneravel ao ataque proteolitico (ABRAHAMSON et al., 1987;
RAWLINGS; BARRETT, 1990; TURK; BODE, 1991).

A estrutura terciaria das cistatinas, de modo geral, é caracterizada por apresentar uma
alfa-hélice central de cinco voltas, ao redor da qual, cinco folhas beta antiparalelas estdo
torcidas e enroladas, aléem de um elemento alfa-helicoidal parcial (Figura 3) (BENCHABANE
etal., 2010; TURK; BODE, 1991).
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P e C-terminal

} 1° hairpin loop

2° hairpin loop

i Regido N-terminal

Figura 3: Modelo estrutural da orizacistatina | (PDB:1EQK). Adaptado de Benchabane et al., 2010. A figura
mostra a folha beta com 5 fitas em azul e a a-hélice com o motivo conservado LARFAVDEHN em vermelho. Os
motivos essenciais associados a inibicdo estdo indicados: na regido N-terminal se encontram os residuos
conservados de glicina seguido pelo primeiro (QxVXG) e segundo loop (PW).

A superfamilia das cistatinas foi subdividida, a priori, em trés familias baseadas na
identidade/similaridade das sequéncias, na presenca e posicao de ligacoes dissulfeto e na massa
molecular (BARRETT, 1987; TURK; BODE, 1991). A familia das estefinas consiste em
proteinas sem ligacdes dissulfeto ou carboidratos, com massa aproximada de 11 kDa. A
segunda familia, denominada simplesmente “cistatinas”, agrupa proteinas com cerca de 115
aminoéacidos e quatro residuos de cisteina formando duas ligacdes dissulfeto, e que podem ser
glicosiladas ou fosforiladas. A familia dos cininogénios, por sua vez, é composta por grandes
glicoproteinas de cerca de 60-120 kDa, que contém dominios homdlogos & familia 2 das
cistatinas (BARRETT et al., 1986; TURK; BODE, 1991).

Formando um clado a parte, as cistatinas de plantas divergem das de animais, por
apresentarem peculiaridades estruturais e gendmicas, bem como diversidade intrinseca. Por
essa razao, posteriormente, foi criada a familia das fitocistatinas (MARGIS; REIS; VILLERET,
1998).

1.2.1 Fitocistatinas

Quando comparadas as cistatinas animais, além de apresentarem os motivos funcionais
classicos, as fitocistatinas apresentam um motivo adicional conservado na alfa-hélice, de fungéo
desconhecida, que possui a sequéncia [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-[VI]-X-[EDQV]-
[HYFQ]-N (MARGIS; REIS; VILLERET, 1998).
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As fitocistatinas podem ser classificadas em grupos de acordo com seus aspectos
estruturais e funcionais, promovidos ao longo do tempo por meio de mutacGes e duplicagdes
génicas de cistatinas de dominio Unico, que acarretam divergéncias funcionais
(BENCHABANE et al., 2010). Este fenémeno permitiu o surgimento das multicistatinas, que
sdo polipeptideos compostos por diversos dominios de cistatinas in tandem, os quais sofreram
0 processo de evolugdo adaptativa, gerando hipervariabilidade intramolecular e diversidade
funcional contra peptidases do tipo papaina (GOULET et al., 2008; KIGGUNDU et al., 2006).
O processo de duplicacao génica também foi responsavel pelo surgimento de cistatinas de cerca
de 23 kDa com C-terminal estendido (MARTINEZ et al., 2005). O dominio C-terminal dessas
proteinas teria sido submetido a um remodelamento funcional e estrutural significativo,
desencadeando a perda da atividade contra peptidases do tipo papaina e a aquisicao de outras
funcBes como a inibicdo de cisteino peptidases do tipo legumaina (Familia C13). Esse processo
esta associado a um motivo de sequéncia SNSL, o que também foi observado em cistatinas
animais como a cistatina M/E humana (ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 1999; MARTINEZ
et al., 2007).

A ubiquidade das cistatinas no reino vegetal, a habilidade da maioria delas em inibir
cisteino peptidases, além da alta conservacdo da estrutura e dos motivos inibitorios, indicam

que elas desempenham papéis vitais nesses organismos (BENCHABANE et al., 2010).

De maneira enddgena, a atuacdo das cistatinas é bastante relevante para a fisiologia e
desenvolvimento do vegetal, devido a atividade de suas cisteino peptidases que necessitam ser
reguladas em diversos processos celulares. Em sementes, no inicio do desenvolvimento ou em
Orgdos de armazenamento vegetativo, as cistatinas sdo sintetizadas ativamente para superar o
namero de cisteino peptidases e promover o acimulo de proteinas. Assim, uma alta relacdo
cistatina/Cys-peptidases em tecidos em dorméncia, permite que o pool de proteinas
armazenadas seja mantido, estando disponivel para o crescimento das plantulas durante a
germinacdo. A inducgéo da expressao de genes codificadores de peptidases e a concomitante
repressdo dos codificadores de cistatinas, apds a embebicdo ou semeadura, causam uma
acentuada reducdo da razdo cistatina/Cys-peptidase, induzindo a hidrdlise e a mobilizacéo das
proteinas de armazenamento. Essa caracteristica se mantém durante o inicio da germinagédo
(HWANG et al., 2009; VALDES-RODRIGUEZ et al., 2007). Esse balanco é regulado em nivel
de transcricdo pela acdo dos fitormonios giberelina, que inibe a sintese de cistatina e estimula
a germinacéo, e acido abscisico, que estimula a producgéo de cistatina e inibe a germinacao
(HWANG et al., 2009; MARTINEZ et al., 2003).
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Essa familia de inibidores de peptidases ainda apresenta outros efeitos in planta. Ela
atua nas folhas e outros érgdos metabolicamente ativos para o controle das cisteino peptidases
envolvidas em processos bioldgicos como o reciclo de proteinas durante a senescéncia e a
regulacao de cascatas metabolicas de protecdo durante estresse abiotico (SUGAWARA et al.,
2002; ZHANG; LIU; TAKANO, 2008). As fitocistatinas ja demonstraram serem capazes de
induzir defesa frente a seca (TAN et al., 2017), salinidade (TAN et al., 2017), frio (VAN DER
VYVER et al., 2003), entre outros estresses.

As cistatinas ainda apresentam efeitos ex planta, o que é evidente pela regulagdo positiva
dos genes codificantes de cistatinas frente a ferimentos mecénicos, acido jasmonico, elicitores
fungicos ou fitofagia (LIANG et al., 2015; PERNAS; SANCHEZ-MONGE; SALCEDO,
2000). Diversos estudos demonstraram o potencial das fitocistatinas no controle de fungos
fitopatogénicos, no entanto, 0 mecanismo de atuacéo ainda ndo esta bem esclarecido (SHYU et
al., 2011; SOARES-COSTA et al., 2002). Quando se tratam de artrépodes fitéfagos, os
mecanismos estdo melhor elucidados. O mais comum deles se baseia na inibicdo de suas
cisteino peptidases digestivas. Assim, as peptidases, quando secretadas para digerir o tecido do
vegetal, ndo sdo capazes de clivar ligacGes peptidicas, resultando na interrupcao prejudicial da
assimilacdo proteica, induzindo a reducdo no crescimento e ao aumento da mortalidade (ARAI,
ABE, 2000; MARTINEZ et al., 2016).

Nota-se, portanto, que as fitocistatinas apresentam grande potencial biotecnolégico na
agricultura. Elas podem ser utilizadas em variantes vegetais transgénicas, visando a indugéo de
resisténcia, ou também como uma alternativa bastante Util frente aos pesticidas quimicos para

o0 controle de pragas e patdgenos no campo (BENCHABANE et al., 2010).

As fitocistatinas, além de promissoras na agricultura, apresentam potenciais aplicacdes
na medicina. Esse fator esta, em grande parte, associado ao seu potencial inibitério frente as
cisteino catepsinas humanas (SCHNEIDER et al., 2020; SHIBAO et al., 2021), o que as torna
capazes de reverter anomalias funcionais ou quantitativas relacionadas a essas peptidases.
Ensaios utilizando uma cistatina de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) (CaneCPI-4)
mostraram a sua capacidade de inibir o desenvolvimento in vivo de melanoma por alteragdes
na angiogénese e pela inibicdo dos processos de invasdo, migracdo e crescimento dependente
de ancoragem (OLIVEIRA et al., 2011). Estudos recentes demonstraram um papel relevante
das fitocistatinas no processo inflamatorio. Foi observado que as proteinas CsinCPI-2 (de
laranjeira) e CaneCPI-5 (de cana-de-agUcar), sdo capazes de reduzir a sintese de mediadores
pré-inflamatdrios (FERREIRA et al., 2021; LEGUIZAMON et al., 2019). Além disso, ja foram
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comprovados efeitos prd-osteogénicos da CsinCPI-2 em polpa dentaria (DA COSTA
FERNANDES et al., 2021; LEGUIZAMON et al., 2019).

Outras aplicacdes na saude estdo associadas a inibicdo de patogenos, colaborando para
0 combate a determinadas patologias. Nesse sentido, j& foi observada, por exemplo, a inibicdo
de enzimas (falcipainas) de protozoarios como o Plasmodium falciparum, pela CaneCPI-4
(MELO et al., 2018). Ha também relatos do controle da proliferagdo do patégeno fungico
Candida spp. por uma cistatina de Cassia leiandra pela destruicdo da superficie celular (MELO
etal., 2019).

Recentemente, a CaneCPI-5 tem sido aplicada na area da odontologia. Foi observado
que ela é capaz de se ligar ao esmalte dentario, reduzindo a erosio dentaria (PELA et al., 2021;
SANTIAGO et al., 2017). Estudos posteriores mostraram que a mesma cistatina era também
capaz de promover efeitos antibacterianos e anticarie (ARAUJO et al., 2021).

Diante das diversas possiveis aplicacdes biotecnoldgicas das cistatinas de plantas, é
evidente a relevancia da identificacéo e caracterizacdo de novos exemplares desses inibidores.
Assim, o estudo de fitocistatinas oriundas de espécies pouco exploradas torna-se uma fonte

promissora de novas proteinas desta classe.

1.3  Aristotelia Chilensis

Nativo da América do Sul, o maqui [Aristotelia chilensis (Mol.) Stuntz] é uma espécie
vegetal arbustiva e perene, que pode chegar a 5 metros de altura. Pertencente a familia
Elaeocarpaceae, cresce em matas densas e prefere solos ligeiramente acidos, moderadamente
férteis e bem irrigados. Em condi¢cdes de umidade adequadas, ela cresce rapidamente,
possibilitando a colonizagdo de solos abandonados, queimados ou sobre-explorados,
protegendo-os do processo erosivo. E uma planta di6ica que produz pequenos frutos, de cerca
de 6 mm de diametro, de coloragdo roxa ou preta (HOFFMANN et al., 1992).

Esta espécie vegetal esta tradicionalmente associada a cultura da populagéo chilena. Por
serem refrescantes, ligeiramente acidos e adstringentes, seus frutos sdo comestiveis e também
utilizados na manufatura de geleias, sucos e bebidas alcoolicas. Os frutos também fazem parte
da medicina popular, sendo utilizados no combate a diarreia e a disenteria, assim como as folhas
que atuariam com efeitos anti-inflamatdrios, antiespasmodicos e analgésicos (MISLE et al.,
2011).
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Atualmente, 0 maqui vem ganhando destaque devido ao seu contetdo de fitoquimicos.
Estudos que visavam elucidar a composicdo quimica do maqui indicaram a presenca dos
alcaldides indol e quinolina (HE et al., 1997), alem dos polifendis, de maior destaque
(MIRANDA-ROTTMANN et al., 2002). Os fendis sdo um grupo de principios ativos organicos
com anéis aromaticos com substituicdes de grupos hidroxila, comumente agrupados como
polifendis (DILLARD; GERMAN, 2000). Na espécie, h4 énfase as antocianinas, polifenois
hidrossoltveis do grupo dos flavonoides, por seu conteddo (que chega a 31,2 g/kg) e atividade
(BRAUCH et al., 2016; CESPEDES et al., 2010). Majoritariamente, as antocianinas presentes
correspondem a derivados de delfinidinas e cianidinas (BRAUCH, 2016). A sua intensa
coloragéo, resultante da sua composicéao, coloca-o em destaque como um potencial pigmento
natural, com alta demanda para o mercado europeu, devido ao conhecimento acerca dos males

associados aos corantes alimenticios artificiais (MISLE et al., 2011).

O alto conteudo de antocianinas dos frutos foi relatado como sendo o responsavel pelas
suas altas propriedades antioxidantes, as mais elevadas entre as “berries” ao redor do mundo
(MIRANDA-ROTTMANN et al., 2002). Diante desse fato, o consumo do fruto foi associado
a diversos beneficios & saude, o que rendeu a ele o titulo de super-fruta (BRAUCH, 2016).
Dentro desse contexto, as antocianinas de maqui foram descritas por possuirem efeitos
cardioprotetores (CESPEDES et al., 2008), antidiabéticos (ROJO et al., 2012) e anti-
inflamatérios (CESPEDES et al., 2010).

Diante desses beneficios, recentemente, estratégias vém sendo desenvolvidas a fim de
se obter os metabdlitos secundarios dessa espécie. Nesse contexto, 0 uso de biorreatores de
imersdo temporaria (TIB, temporary immersion bioreactor) demonstrou ser uma tecnologia
eficaz. Foi observado o estabelecimento de culturas fotomixotrépicas da planta nesse sistema,
onde foi induzida a producdo dos fenilpropandides pela adicdo do fitorregulador ABA. 1sso
permitiu uma superproducdo de metabdlitos antioxidantes com atividade bioldgica semelhante
as frutas obtidas de plantas crescendo ex vitro (TRENTINI et al., 2021).

Muito vem sendo descrito a respeito dos extratos botanicos do maqui e da amplitude
guimica dos seus metabolitos secundarios, entretanto, pouco foi reportado sobre 0s seus genes
e proteinas. As proteinas vegetais sdo essenciais para a manutencdo da homeostase do
organismo e podem permitir vantagens adaptativas no que se refere a defesa contra patdgenos,
pragas e estresses abioticos, entre outras propriedades especificas. Diante disso, elas

apresentam uma infinidade de aplicacGes biotecnoldgicas em pratica e potenciais, abrangendo
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diversos setores da industria, da medicina e da agricultura. Nesse cenario, destaca-se a
importancia das fitocistatinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar, produzir e caracterizar cistatinas de maqui.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar sequéncias candidatas a cistatinas de A. chilensis a partir do transcriptoma
da planta cultivada em Biorreator de Imersdo Temporaria (Temporary Immersion
Bioreactor, TIB).

e Analisar e caracterizar as sequéncias proteicas in silico.

e Amplificar e clonar cada uma das cistatinas no vetor pET-28a.

e Expressar as proteinas em Escherichia coli Rosetta (DE3) e purifica-las.

e Caracteriza-las quanto ao seu poder inibitdrio contra a cisteino peptidases.
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3 METODOLOGIA
3.1 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS SEQUENCIAS

3.1.1 ldentificacdo das fitocistatinas

Plantulas de Aristotelia chilensis foram cultivadas em biorreator de imersdo temporaria
em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) na auséncia ou presenca do fitorregulador acido
abscisico (ABA). Amostras do material vegetal foram coletadas em diferentes tempos de
cultura (0, 24 e 48 horas). O cultivo foi conduzido no Laboratério de Cultivo y Tejido Vegetal,
da Universidade Catolica de Maule (UCM) (Chile), coordenado pelo Professor Doutor Ariel D.
Arencibia, colaborador desse trabalho. A planta inteira cultivada foi utilizada para a extracdo

de RNA com o TRIZol, conforme instrucdes do fabricante.

O RNA total foi submetido a sequenciamento utilizando o TruSeq Small RNA Library
Preparation Kit (Illumina) na plataforma Hi-Seq (lllumina). O sequenciamento foi conduzido
no Centro de Gendmica Funcional da ESALQ/USP. O processamento dos reads e a busca das
sequéncias foi realizado pela nossa colaboradora Dra. Milene Ferro, pds-doutoranda da
UNESP, Rio Claro. Os reads obtidos foram submetidos a analise de qualidade e a um pré-
processamento. Os contigs foram montados a partir dos reads obtidos do RNA da amostra sem
ABA coletada no inicio do experimento. Dentro da plataforma Omicsbox, os contigs foram
utilizados como alvos para busca de sequéncias candidatas a cistatinas. Esse processo consistiu
na utilizacdo de 14 sequéncias de cistatinas de diferentes grupos e espécies vegetais como iscas
em uma busca por BLASTP local. Foram utilizadas sequéncias de Fragaria chiloensis
(AWO72930.1), Prunus dulcis (BBN70259.1), Musa acuminata malaccensis
(XP_009387215.1, XP_009386948.1), Solanum lycopersicum (AAF23126.1), Vitis cinerea
var. helleri x Vitis riparia (ADD51191.1), Rosa chinensis (XP_024185425.1), Malus
prunifolia (AHZ92270.1), Camellia sinensis (ACN85344.1), Cucumis melo var. makuwa
(KAA0040524.1), Morus notabilis (EXC30697.1), Capsicum annuum (PHT93956.1) e
Fragaria vesca subsp. vesca (XP_011468407.1, XM _011463703.1). Alguns critérios foram
utilizados para a identificacdo das sequéncias alvo: existéncia dos cddons de iniciacdo e de
terminacdo além da presenca de trés regiGes caracteristicas das cistatinas: glicina-glicina
conservados na regido N-terminal, QxVxG no loop central e prolina-triptofano conservado na
regido C-terminal (BODE et al., 1988; TURK; BODE, 1991). Diante disso, foram identificadas

seis cistatinas para caracterizacao.
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3.1.2 Andlise in silico das sequéncias

As sequéncias identificadas foram traduzidas pelo programa Translate Tool
(GASTEIGER, 2003) e algumas de suas caracteristicas foram investigadas. A presenca de
peptideo sinal foi avaliada pelos programas PrediSi (HILLER et al., 2004), SignalP
(ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019), Phobius (KALL; KROGH; SONNHAMMER,
2004) e iPSORT (BANNAI et al., 2002). As massas moleculares tedricas foram calculadas pelo
programa Compute pl/MW (GASTEIGER, 2003). A estrutura secundaria de cada uma das
proteinas foi determinada pelo programa PSIPRED (MCGUFFIN; BRYSON; JONES, 2000).

A fim de verificar a semelhanga das cistatinas de maqui frente as de outras espécies, foi
realizado um BLASTP dentro do banco de dados do NCBI. As sequéncias de aminoacidos das
proteinas mais proximas selecionadas foram alinhadas junto a maquicistatina correspondente
pelo método Muscle (EDGAR, 2004) na plataforma Mega 11 (TAMURA; STECHER,;
KUMAR, 2021). Os alinhamentos foram efetuados com os pardmetros padrdo e formatados
com o Espript (ROBERT; GOUET, 2014). A mesma metodologia, também foi utilizada para a
construcdo de um alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos das seis

maquicistatinas.

3.1.3 Anadlise filogenética

3.1.3.1 Filogenia entre as maquicistatinas

A partir do alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos das seis cistatinas
de maqui descrito na secdo anterior, foi realizada uma analise filogenética dentro da plataforma
Mega 11 (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021). Os gaps presentes no alinhamento foram
removidos, de modo que somente as posi¢des em que havia pelo menos 75% de cobertura foram
mantidas. Utilizando essa plataforma, a melhor modelo de substituicdo de aminoéacidos foi
computado. Nesse contexto, para a construgdo de uma arvore filogenética baseada em maxima
verossimilhanga foi utilizado o modelo WAG (WHELAN; GOLDMAN, 2001) com
distribuicdo gama com 2 categorias discretas. As analises partiram de uma arvore inicial que
foi construida pelo método de neighbor-joining. Para avaliar a qualidade da arvore, foram
executadas 1000 replicacdes de bootstrap. A arvore foi renderizada no software MEGA 11
(TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021).
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3.1.3.2 Filogenia entre as cistatinas de maqui e de Oriza sativa

Um alinhamento entre as cistatinas de maqui e de Oriza sativa ssp japonica (OC-I -
P09229-2, OC-II - P20907, OC-1I1I - Q61570, OC-1V - Q5N806, OC-V - Q0JGMS, OC-VI-
Q10Q46, OC-VII - Q10Q47, OC-VIII - Q10J94, OC-1X - Q10Q48, OC-X - POC579, OC-XI -
Q6K309, OC-XII - QOJNR2; os codigos sao referentes ao banco de dados UniProt) foi realizado
na plataforma Mega 11 (TAMURA; STECHER; KUMAR, 2021) pelo método Muscle
(EDGAR, 2004). A partir dele, uma arvore filogenética foi construida conforme descrito na
secédo 3.1.3.1.

3.2 AMPLIFICACAO E CLONAGEM DAS ORFS

3.2.1 Isolamento das ORFs que codificam as cistatinas

As amostras de RNA total de Aristotelia chilensis foram submetidas ao processo de
transcricdo reversa para obtencdo de cDNA com o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) e primers randémicos hexaméricos. O cDNA foi utilizado
como molde na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando primers especificos (Tabela

1) contendo sitios para as enzimas de restricdo Ndel e Sall.

Tabela 1: Sequéncias dos primers para amplificar as sequéncias codificantes das cistatinas de maqui. Os
sitios de restricdo Ndel (CATATG) e Sall (GTCGAC) estdo destacados em negrito.

Cistatina Primers

_ F: 5 ATTCATATGGGTGTGGAGGGTTTTGGGTC 3'
MaquiCPi-t R: 5 ATTGTCGACTTAATCGGTAGAAGGTGCGAAATG 3

) F. 5 ATTCATATGTGGAAAGATCAAATGCCCGG 3
MaquicPl-2 R: 5" ATTGTCGACTTATCCAATGACAACCTTAAAAGAAG 3

_ F: 5" ATTCATATGAGGATAGATCCTCTTGTCGG 3
MaguiCPl-3 R: 5" ATTGTCGACTTACACAACTTTAAAAGAAGTAAGATT 3

_ F: 5" ATTCATATGGCAAGAGTGGGTGGTGTTAG 3
Maquichl-4 R: 5 ATTGTCGACCTAAGCAGTGGAGTCGGAAG 3'
MaquiCPI-5 F: 5" ATTCATATGGCCACCACCA CCACCGTCGG 3

R: 5 ATTGTCGACTCAGGAGTGGTCCGGCTCCA 3'

MaquiCPI-6 F: 5" ATTCATATGGGTCGTTGCAACGAAGACTT 3

R: 5" ATTGTCGACCTAATTCATATAAAACTTTCCTTC 3
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Para cada uma das sequéncias de cistatinas foi realizada uma PCR em um volume final
de 25 pL. Foram utilizados 200 uM de cada dNTP (Promega), tamp&o Taq High Fidelity Pol
Reaction Buffer 1X [Tris-HCI pH 8,8 (25°C), KCI, MgCl. (2,5 mM)] (Cellco, Séo Carlos), 0,5
KM de cada primer e 2,5 U da enzima Taq High Fidelity Pol (Cellco, Sdo Carlos). O protocolo
de amplificacéo foi realizado no termociclador Veriti (Applied Biosystems) iniciando com uma
temperatura de 95 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de amplificacdo de 30 segundos a
95 °C (desnaturacdo), 1 minuto na temperatura de hibridizacdo (Tabela 2) e 1 minuto a 72 °C
(elongamento) e terminando com uma extensao final de 7 minutos a 72 °C. Os amplicons foram

analisados em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio 1 pg/mL.

Tabela 2: Temperaturas de hibridizacdo utilizadas nas amplificacbes de cada uma das sequéncias
codificantes das cistatinas de maqui.

MaquiCPI-1  MaquiCPI-2  MaquiCPI-3  MaquiCPI-4  MaquiCPI-5 MaquiCPI-6
47°C 55°C 47°C 50°C 45°C 40°C

3.2.2 Construcdo de vetores de expressao

Os produtos das amplificagdes descritos na se¢do 3.2.1 foram purificados com o
Purification PCR kit (Cellco) e clonados no vetor de propagacdo pTZ57R/T (Fermentas). Para
isso, foi utilizado o kit InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific), com as ligacdes
ocorrendo em um volume final de 20 pL, contendo 100 ng do plasmideo, aproximadamente 35
ng (MaquiCPlIs de 1 a 4) ou 65 ng (MaquiCPI-5) de inserto, 2,5 U da enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen) e tampéo de liga¢do 1X [50 mM Tris-HCI (pH 7.6), 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 1
mM DTT, 5% (m/v) polietilenoglicol-8000]. As reacGes de ligacdo foram conduzidas a 4 °C
por 16 horas e entdo utilizadas para transformar, por choque térmico, células competentes de
Escherichia coli DH5a [F— ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rK—,
mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl] preparadas por tratamento com cloreto de célcio
(SAMBROOK; RUSSEL, 2000). Os clones bacterianos contendo os vetores recombinantes
(pTZ57R/T + inserto) foram selecionados em meio LB suplementado com carbenicilina (50
pg/mL). Na superficie do meio foi espalhado 20 pL de IPTG (Isopropil B-D-1-
tiogalactopiranosideo) (200mM) e 40 pL de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranosideo) (20 mg/mL), substrato da enzima [-galactosidase, para selecdo azul e

branco.

As col6nias selecionadas foram avaliadas por PCR de colbnia. As reacdes, de volume
final 20 pL, foram realizadas com tampao 1X Taq Buffer [KCI 10 mM Tris-HCI (pH 8.8 a 25
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°C), 50 mM KCl, 0,08% (v/v) Nonidet P40] (Thermo Scientific), 4 mM de MgCl,, 200 mM de
cada dNTP, 0,3 uM de cada um dos primers M13 Forward (5> GTAAAACGACGGCCAG 3’)
e Reverse (5> GAGGAAACAGCTATGACCATG 3’) e 1,25 U da enzima Taq Polimerase
(Thermo Scientific). As colbnias brancas foram retiradas com palitos de dente estéreis e
utilizadas como molde da reagéo. O protocolo de amplificacéo foi realizado no termociclador
Veriti (Applied Biosystems) iniciando com uma temperatura de 95 °C por 3 min, seguido por
35 ciclos de amplificacdo de 30 sa 95 °C, 1 min a 50 °C e 1 min a 72 °C e terminando com

uma extensdo de 7 min a 72 °C. Os amplicons foram analisados em gel de agarose 1%.

Uma das colbnias positivas foi repicada em 5 mL de meio LB com 50 pg/mL de
carbenicilina, e cultivadas por 16 horas a 250 rpm. O DNA plasmidial foi extraido com o kit
QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN). Os plasmideos obtidos foram restringidos com as enzimas
Ndel e Sall, os fragmentos referentes a cada maquicistatina foram isolados em gel e
subclonados no vetor pET-28a (Novagen) previamente digerido com as mesmas enzimas. Nas
digestdes para liberacdo dos fragmentos, assim como do vetor pET-28a, foram utilizados cerca
de 2 ug de DNA plasmidial em reagdes de 30 pL. Essas foram conduzidas em tampao Orange
[Tris-HCI (50 mM) (pH 7,5 a 37°C), MgCl. (10 mM), NaCl (100 mM), BSA (0,1 mg/ml)], com
5 U das enzimas Ndel e Sall, por 16 horas a 37 °C. Todos os produtos de clivagem foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%. As bandas de interesse foram excisadas do gel
e purificadas com o kit QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

As reacOes de ligacdo foram realizadas em volume final de 20 pL com 100 ng de vetor,
aproximadamente 20 ng (MaquiCPIs de 1 a 4) e 35 ng (MaquiCPI-5) de inserto, 2,5 U da enzima
T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampéo de ligacdo 1X. Essas foram conduzidas a 4 °C overnight
e, por choque térmico, foram utilizadas para transformar células de E. coli DH5a competentes
por CaCl,. Os clones bacterianos contendo os vetores recombinantes (pET + inserto) foram
selecionados em meio LB suplementado com canamicina (25 pg/mL) por 16 horas a 37 °C.
Algumas colbnias foram entdo selecionadas e avaliadas por PCR de colénia com os primers
T7prom (5 TAATACGACTCACTATAGGG 3’) e T7term (5 TAGTTATTGCTCAGCGG

3’) e clivagem com as enzimas utilizadas na clonagem.
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3.3 EXPRESSAO DAS CISTATINAS RECOMBINANTES

3.3.1 Expressao das cistatinas recombinantes em células de E. coli

As magquicistatinas recombinantes foram expressas na cepa E. coli Rosetta (DE3) [F-
ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) pRARE (CamR)]. Os plasmideos construidos foram
utilizados para a transformacdo por choque térmico em células quimiocompetentes que, apos
transformacdo, foram plaqueadas em meio LB &gar com 25 pL/mL de canamicina e
cloranfenicol, e colocadas em estufa a 37 °C overnight.

Uma das colonias foi repicada em um pré-inéculo de 5 mL de meio LB liquido contendo
25 pL/mL de canamicina e cloranfenicol, que foi mantido por 16 horas a 250 rpm e 37 °C.
Ap0s esse periodo, foi realizada uma diluicdo de 1:100 de pré-indculo em 500 mL de LB liquido
com 25 pL/mL dos mesmos antibidticos, e a cultura foi mantida nas mesmas condicfes de
temperatura e agitagdo até chegar em sua fase logaritmica de crescimento (DO = 0,5 ¢ A = 600
nm). A produgdo de proteinas foi induzida pela adigdo de IPTG (isopropil [-d-1-
tiogalactopiranosideo) para concentragdo final de 0,4 mM. Aliquotas de 500 pL da cultura
foram coletadas em intervalos de 1 hora para analise da expressdo em SDS-PAGE 15%
(LAEMMLLI, 1970).

3.3.2 Lise bacteriana e teste de solubilidade

Apos o periodo de indugdo, o volume total da cultura foi submetido a centrifugacdo em
Sorvall RC5C plus rotor SLA15000 (4450 rpm; 4 °C; 10 min). O precipitado contendo as
bactérias foi ressuspendido em 50 mL de tampao de lise (Tris 10 mM, NaH2PO4 50 mM e NaCl
300 mM, pH 8) por litro de cultura e submetido a sonicacdo com 6 pulsos de 1 minuto com
20% de poténcia, intercalados por pausas de 30 segundos, em sonicador Sonic Desmembrator
500 (Fischer Scientific), para lise celular. O lisado foi centrifugado em Sorvall RC5C plus rotor
SS34 (13000 rpm; 4 °C; 10 min), para separar as fracfes solivel (sobrenadante) e insoltvel
(precipitado). A fracdo soltvel foi filtrada a vacuo em filtro de 0,45 um e a fragéo insoltvel foi
ressuspendida em tampédo de lise (50 mL por litro de cultura). Aliguotas de ambas foram
recolhidas para analise em SDS-PAGE 15%.

Analises complementares a respeito da solubilidade das proteinas em Escherichia coli
foram realizadas utilizando o software Soluprot (HON et al., 2021).
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3.3.3 Purificacéo das cistatinas recombinantes

As cistatinas foram purificadas a partir das fracdes sollveis dos sonicados, por
cromatografia de afinidade em coluna contendo 5 mL de resina Ni-NTA-agarose (QIAGEN).
Inicialmente, cada coluna foi pré-equilibrada com 5 volumes de tampao de lise (25 mL). Uma
vez que a fracdo solUvel tenha passado a coluna, a resina foi lavada com 3 volumes do tampao
(15 mL). Depois disso, as proteinas foram eluidas com 2 volumes (10 mL) desse tampé&o
contendo concentragdes crescentes de imidazol (10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM) e
com 3 volumes (15 mL) da fragdo mais concentrada (250 mM). As fracdes eluidas foram
analisadas por SDS-PAGE 15%.

As fragcdes purificadas foram dialisadas utilizando membrana SnakeSkin Dialysis
Tubing (Thermofischer Scientific) de 3500 MWCO contra 2 litros de tampdo PBS (NaCl 1,37
mM; KCI 2,7 mM; Na;HPO4 10 mM; NaH2PO4 2 mM) pH 7,4 (MaquiCPlIs 1, 2 e 5) ou pH 8
(MaquiCPIs 3 e 4) a4 °C. Foram realizadas trés trocas de tampao de 1 hora. As proteinas foram
filtradas em filtro Millex® GV de 22 um/ 25 mm (Millipore), quantificadas com o kit Pierce™

BCA Protein Assay e armazenadas a -20 °C em tubos tipo Falcon, até o uso.
3.4 INIBIQAO DA ATIVIDADE DE CISTEINO PEPTIDADES UTILIZANDO

MAQUICISTATINAS

A caracterizacdo bioquimica das cistatinas de maqui foi realizada a partir de ensaios de
inibicdo da atividade de cisteino peptidases. Para isso, foram utilizadas as enzimas papaina (10
nM) de Carica papaya (Calbiochem), além da catepsina L (Sigma-Aldrich) (3,5 nM) e da

catepsina B (Calbiochem) (1,9 nM) de Homo sapiens.

Os experimentos foram conduzidos em cubetas de quartzo contendo tampdo acetato de
sodio 100 mM pH 5,5 a 37 °C em um volume final de 500 pL. Primeiramente, as peptidases
foram encubadas no tampdo contendo o ativador 2,5 mM de DTT (ditiotreitol) durante 5
minutos. Apos esse periodo, o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC (carbobenzoxicarbonil-
Phe-Arg-7-amino-4-metilcoumarina) (2,5 uM, 8 uM e 20 UM para papaina e catepsinas L e B,
respectivamente) foi adicionado ao sistema e a atividade foi avaliada a partir da sua taxa de
hidrélise associada ao monitoramento da fluorescéncia liberada a partir do AMC (excitagdo 380
nm e emissdo 440 nm) em espectrofluorimetro Hitachi F-2500 (Figura 4A). A cada minuto,

foram adicionadas concentragOes crescentes de cistatina, sem alteragcdes significativas no
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volume da reacdo. A cada adicdo foram feitas leituras das atividades residuais. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

Vo
UAF -1
/ v,
locidad slope :
veloclaaae = i
. = K,
slope = 4o hidrélise B + (app)
A tempo [1]

Figura 4: Determinacéo da atividade enzimatica (A) e da constante de inibi¢cdo (Ki) (B)

A partir disso, os valores obtidos das velocidades de hidrélise na auséncia e na presenca
dos inibidores em diferentes concentragdes foram utilizados para construir um grafico (Figura
4B), cuja inclinacdo indica o inverso da constante de inibigdo aparente, como descreve a
equacdo (1) (NAGASE; SALVESEN, 2001).

Vo _ I 1)

Vi 7 Kigyp

Onde:

Vo = Velocidade de hidrdlise na auséncia de inibidor
Vi= Velocidade de hidrolise na presenca de inibidor
[I] = Concentracéo de inibidor

Kiapp = Constante de inibi¢io aparente

O valor de Ki pode ser entdo obtido de acordo com a equacdo (2) (NAGASE;
SALVESEN, 2001). Para isso, os seguintes valores de Km foram utilizados a fim de corrigir o
valor de Ki para competicdo pelo substrato: 23 uM catepsina B, 2 uM catepsina L e 10 uM
papaina (MELO et al., 2001).

Kiapp 2
1+

Km

Ki =

Onde:
Km = Concentracdo de substrato que gera o valor numerico da metade da velocidade méxima

[S] = Concentracdo de substrato



Ki = Constante de inibicéo
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DAS SEQUENCIAS E ANALISE IN SILICO

O RNA total de plantas inteiras de maqui mantidas em TIB foi sequenciado com
sucesso. A amostra cultivada sem ABA, coletada no inicio do experimento, gerou 76776826
reads e 72541 contigs. Dentre estes, a partir de uma investigacdo por BLASTP utilizando
sequéncias de cistatinas de grupos e espécies vegetais distintas, foram identificadas seis
provaveis sequéncias de diferentes cistatinas de Aristotelia chilensis. As sequéncias de
nucleotideos de cada uma das cistatinas de maqui sdo mostradas nas figuras de 5 a 10, com a
sua respectiva traducdo e indicacao dos motivos conservados. A Tabela 3 mostra o tamanho das

ORFs e as massas moleculares tedricas das cistatinas por elas codificadas.
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MaquiCPI-1

atgcaccaccttaatttgcgtgtccaaacaccaccccccattctataaataaataataaccattctectcattaatattcacaaaatc
————————————————————————————————— M Y K P L v I L S v C L I Y
taaatctaaatctaaatcaaaagccatggtaaaa ATG GTA AAA CCT CTA GTA ATA TTG TCA GTT TGT TTG ATT GTA

S I C F C G Y E G F G S I v G G R T E v K D
TCA ATT TGT TTC TGT GGT GTG GAG GGT TTT GGG TCA ATA GTG GGA GGG AGA ACG GAG GTG AAA GAT

v K T N E E Y Q E L G R F S v E E F N R N Q
GTT AAG ACC AAT GAG GAG GTG CAA GAA CTG GGG AGG TTT TCG GTA GAG GAA TTC AAT AGA AAC CAG

I H R M S S N G G Q L L M F S Q v I E A Q K
ATT CAC CGC ATG AGC AGC AAT GGT GGC CAA TTG TTG ATG TTC TCT CAG GTT ATA GAG GCG CAA ARG

Q v v S G I K Y F L K I Q A M K N G Q T R L
CAG GTG GTT TCT GGG ATC AAG TAT TTT CTC AAG ATT CAA GCC ATG AARA AAT GGA CAA ACG CGT TTG

F D S v v v v K P W I H N S K E L L H F A P
TTT GAT TCG GTG GTT GTG GTT AAG CCT TGG ATT CAT AAT TCC AAG GAG TTG CTT CAT TTC GCA CCT

S T D #
TCT ACC GAT TAA

atattagattagattaaggttaattttatggtatgtcaatgttaatctgtggttaggtatggtggtgttgtattaatctcctgttgtt
ttgcttctttgttaatgtttecctacttttgttttttgtgttgggaatgtgtttgtaaccatgtttatgtgtcctcgaacatgtaaggg
aataaataaacattaaattttaaaaaaaaaa

Figura 5: Sequéncia dos nucleotideos traduzidos do cDNA que codifica a MaquiCPI-1. A regido codificante
da proteina é mostrada a partir do c6don de iniciagdo ATG e se encerra no codon de terminacdo TAA, representado
por “#”. Os residuos destacados em amarelo representam as regides conservadas em fitocistatinas. Os nucleotideos
em letra minGscula, antes do codon de iniciagdo e depois do cédon de terminagdo representam as regides UTR 5’
e 3’, respectivamente.



A

MaquiCPI-2

T S V Q P

VU

L

P Q@ L L

D

Y
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A E

agatcaaaacacccat ATG GCT ACT AGC GTG CAA CCA GTT TTG CCC CAA TTG TTG GAT TAT AAG GCA GAG

Q9 P L L F
CAA CCT CTT CTG TTT

I K D v S
ATA AAG GAC GTG AGC

R S K A A
AGA TCA AAG GCT GCG

N Y K L I
AAT TAT AAG CTT ATT

E K A W Q
GAG AAA GCT TGG CAG

N
AAT

K
ARG

L

TTG

GTT

K
ARG

G A I S A
GGA GCT ATA AGT GCA

P H v K E
CCA CAC GTG AAA GAG

K F K T v
AAG TTT AAG ACC GTA

E A K D G
GAA GCT AAA GAT GGA

F K E L T
TTT AAG GAA CTT ACT

W
TGG

ATC

ATT

GCG

S
TCT

K
AMA

G

GGT

TGT

GAT

F
TTT

D Q M P
GAT CAA ATG CCC

E F A v
GAG TTT GCA GTT

G W T Q
GGA TGG ACT CAG

T N Y Y
ACA AAT TAT TAT

K v v I
AAG GTT GTC ATT

G
GGT

GAT

GTG

E
GAA

G
GGA

G
GGG

GAG

GTT

GCT

#
TAA

W

T L

TGG ACC CTA

Y
TAT

S
TCT

v
GTA

N K
AAT AAG

G I
GGG ATC

v W
GTG TGG

tgacataatactgggcccagcagtgagcatgccagatgtcaccttagaagcgtatactaaataaatggecttggtggaatgcctcttag
ttaaaagtatgttttatgtatgcatgcatacgttggagatgaagataataagctcgttggtgtcaaggtttcagecctgtggtcggecat
ttatgtcatgtatacattgataaatgtgtacttgttaagtactgtattattatgttaatgaaacccttctttcggatggatagcactg
gaattaaatatttatgttgttgagtggaaggtgata

Figura 6: Sequéncia dos nucleotideos traduzidos do cDNA que codifica a MaquiCPI-2. A regido codificante
da proteina é mostrada a partir do cdédon de iniciacdo ATG e se encerra no codon de terminacdo TAA, representado
por “#”. Os residuos destacados em amarelo representam as regides conservadas em fitocistatinas. Os nucleotideos
em letra mintiscula, antes do cddon de iniciag@o e depois do cddon de terminacao representam as regides UTR 5’

e 37, respectivamente.
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MaquiCPI-3

fffffffffffffffffffffffffffffffffffff UTR 5" - ———— M K S L
ctatataaatccactcaccccaccacaaccaaaaccgcaacctaaaaaaacactccaaaaaacaacagttaca ATG ARA TCA CTT

T L L L v I S S L F L S L F A A S A R I D P
ACC CTT CTT CTA GTC ATT TCG TCA CTA TTT CTC TCT CTC TTC GCT GCC AGT GCA AGG ATA GAT CCT

L Y G G W T P I T N M E D P H v K E I G E F
CTT GTC GGT GGG TGG ACC CCA ATA ACG AAC ATG GAA GAC CCG CAC GTG AAA GAG ATT GGT GAG TTT

A v D A Y N K G S K A A L K F E T v I S G E
GCA GTT GAT GCG TAC AAC AAG GGT TCA AAG GCT GCG TTG AAG TTT GAG ACC GTA ATT AGC GGA GAG

T Q v v 5 G T N Y K L I v A A K D G E A v S
ACT CAA GTG GTT TCT GGC ACC AAC TAT AAG CTT ATT GTG GCA GCT AAA GAT GGA GAA GCG GTT TCA

K N Y E A N v W E K P W v N F K N L T S F K
AAG AAT TAT GAG GCT GTC GTG TGG GAG AAA CCA TGG GTG AAT TTC AAG AAT CTT ACT TCT TTT AAA

v v #
GTT GTG TAA

tatggtgatcttttgtagtaatctaagtattatataaaagaattgagaataataaga

Figura 7: Sequéncia dos nucleotideos traduzidos do cDNA que codifica a MaquiCPI-3. A regido codificante
da proteina é mostrada a partir do codon de iniciagdo ATG e se encerra no codon de terminagdo TAA, representado
por “#”. Os residuos destacados em amarelo representam as regides conservadas em fitocistatinas. Os nucleotideos
em letra mintscula, antes do codon de inicia¢do e depois do codon de terminagdo representam as regides UTR 5’
e 37, respectivamente.
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MaquiCPI-4

gactaaaagactttaacacgtaaaaaattgctttttgtcttttactctctctctaatatcaaatatggttgtatataaaaacagaggc
77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 M A R \Y G G v
acaggctcgcaattggcattgaggaagagaaaaggaccaaagaaataaaagagaaaaaa ATG GCA AGA GTG GGT GGT GTT

S D v E G S A N S L E I D S L A R F A v D E
AGC GAT GTT GAG GGA AGT GCC AAC AGT CTG GAG ATT GAT AGC CTC GCT CGT TTC GCT GTT GAT GAG

H N K K Q N A L L E F K K A v N v K K Q v v
CAC AAC AAG AAA CAG AAT GCG CTT CTG GAG TTT AAG AAA GCG GTG AAT GTG AAA AAG CAA GTG GTT

S G T I Y Y I T L E A I D G G Q K K v Y E A
TCT GGT ACC ATA TAC TAC ATA ACC TTG GAG GCA ATC GAT GGT GGT CAG AAG AAA GTT TAT GAA GCC

K v W D K P W M N F K E L Q E F K L v G D A
AAG GTC TGG GAT AAG CCC TGG ATG AAC TTC AAG GAG TTG CAG GAG TTC AAG CTT GTT GGT GAT GCC

P S D S T A #
CCT TCC GAC TCC ACT GCT TAG

tccecttggttccagttgaaaaaagaagcgtatgagaagggtgagacttgtctgtttgaaataaatgtaacaaaattatttctgaattt
ggattttaaccttacaatattgtttagaatgtgtggattcatcttttccttttcatggtacaattctcaagettectttagaacagtge
gtaccgtgaagtatgtttttgatatatgtttgtctgttttcacatatttaactgtactacctgaaatgcacatgectttgtatgtgaag
atctgttcaacagaaaaacta

Figura 8: Sequéncia dos nucleotideos traduzidos do cDNA que codifica a MaquiCPI-4. A regido codificante
da proteina é mostrada a partir do cédon de iniciacdo ATG e se encerra no cédon de terminacdo TAG, representado
por “#”. Os residuos destacados em amarelo representam as regides conservadas em fitocistatinas. Os nucleotideos
em letra mintscula, antes do c6don de iniciagdo e depois do cddon de terminagdo representam as regides UTR 5’
e 37, respectivamente.
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MaquiCPI-5

aataaataaataaagagtgtcgagatacgaattctctctctaattatcctactacactcttectgegettttgacaatttcacttgtect
77777777777777777777777777777777777777 M A T T T T v G G L H E
tctctgecttttggatatttacgcatttgcaaacaagaa ATG GCC ACC ACC ACC ACC GTC GGA GGA TTG CAC GAA

S Q G T Q N S v E I D G L A R F A v E E H N
TCC CAA GGA ACT CAG AAC AGT GTC GAG ATC GAC GGC CTC GCT CGT TTC GCG GTT GAA GAA CAT AAC

K K E N R I L E F A R v v K A Q E Q v v A G
AMAG AAA GAG AAT AGA ATC CTG GAG TTT GCA AGG GTA GTA AAG GCG CAA GAA CAG GTA GTT GCT GGTA

T L H H L T v E v I D A G K K K L Y E A K v
ACT TTG CAT CAT CTT ACG GTC GAG GTT ATT GAC GCG GGT AAG AAG AAG CTC TAT GAA GCA AAG GTT

w v K P W L N F K E L Q E F K H v G D v P S
TGG GTG AAG CCG TGG TTG AAC TTT AAA GAA TTG CAA GAA TTC AAG CAC GTT GGT GAT GTC CCA TCT

F T S S D L G v K K D G H G P G W Q S v P A
TTT ACT TCT TCA GAT CTT GGT GTT AAG AAA GAT GGC CAT GGC CCT GGA TGG CAA TCT GTG CCA GCA

H D P E \ Q G A A N H A I K T I Q Q R S N S
Cat gat cct gaa gtc cag ggt gca gca aat cat gct atc aag acc atc cag cag aggt cca act cat

L Y P Y E L Q E I \ H A N A E v I E D S A K
TTG TAT CCT TAC GAA CTT CAA GAA ATC GTC CAT GCA AAC GCT GAG GTG ATA GAA GAT TCT GCA AAA

F D M L L K v K R G D K E E K L K X E v H K
TTT GAT ATG CTT CTC AAG GTC AAG AGG GGA GAT AAA GAA GAG AAG CTC AAG GTT GAG GTG CAC AAG

N N E G T F H L N Q M E P D H S #
AAC AAT GAA GGT ACT TTC CAT CTG AAT CAG ATG GAG CCG GAC CAC TCC TGA

tctcacagattgttgtgatgtgtctagatttctatgtgeccaagtatcctatagtecttttgtecgecaacgaacttttatctgtgetgtaa
tgcttcgcttatacaatgtgttgtataagacttgtgaatcactatttacataatgctagtcaaactacagtcatggcacatcagegtt
tcaggtgaaatgcttgaatatggttatttcaaaaatcacaattgtcttggcttggtagtaatattattctgtgagatcgaaagagegt

Figura 9: Sequéncia dos nucleotideos traduzidos do cDNA que codifica a MaquiCPI-5. A regido codificante
da proteina € mostrada a partir do codon de iniciagcdo ATG e se encerra no cddon de terminagdo TGA, representado
por “#”. Os residuos destacados em amarelo representam as regioes conservadas em fitocistatinas. Nota-se a
sequéncia SNSL, caracteristica da inibicdo de legumainas. Os nucleotideos em letra mindscula, antes do codon
de iniciagdo e depois do codon de terminacdo representam as regides UTR 5 e 3°, respectivamente.
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MaquiCPI-6

cgcttcaagtaaccaaaagaatccaaatatagtccagtccgtectttggttgtgaaaaagaacaaaaqgtgtcaaaagtgtcaaaagtgt
7777777777777 M N K L S v I I L S \Y A A L A c G F
tttacagaggaag ATG AAT AAG TTG TCT GTG ATA ATC TTA AGT GTT GTA GTT TTG GTT TGT GGG TTT

v E L G R C N E D L I K M K L G G v H D C K
GTT GAA TTG GGT CGT TGC AAC GAA GAC TTG ATA AAG ATG AAA CTT GGA GGC GTT CAC GAT TGC AAA

G T Q N S A E I E 5 L A R F A v Q E H N N K
GGC ACT CAA AAC AGC GCC GAG ATC GAA AGC CTC GCT CGT TTC GCT GTC CAA GAA CAC AAC AAC AAA

E N S L L E F A R v L K A K E Q v v A G T M
GAG AAT TCA CTT CTT GAG TTT GCA AGG GTG TTG AAG GCC AAA GAA CAA GTT GTT GCT GGT ACG ATG

Y H L T L E A I D A G K K K I Y E A K v W v
TAC CAT CTT ACA CTT GAA GCA ATT GAT GCT GGC AAG AAG AAG ATA TAT GAA GCT AAA GTC TGG GTT

K P W M N F K Q L Q E F K H A Q D G P S v T
AAG CCATGG ATG AAC TTC AAG CAG TTG CAG GAA TTC AAA CAT GCT CAG GAT GGC CCT TCC GTC ACC

T 5 N L G v K P D G H G L G W Q A ' S T N D
ACT TCA AAC CTC GGC GTT AAA CCA GAT GGC CAT GGA CTA GGA TGG CAA GCA GTG TCA ACA AAT GAT

P E \ E D A A N H A v K S I Q Q R S N S L S
CCT GAG GTA GAA GAT GCA GCA AAC CAT GCT GTT AAA TCC ATC CAG CAG AGG TCC AAC TCA TTG TCA

P Y E L L E I L L A K A K \' I E D Y A K F E
CCC TAT GAA CTT CTA GAG ATC CTT CTA GCT AAG GCC AAG GTC ATT GAA GAT TAT GCC AAA TTT GAA

L L L K v R R G I K E E Q F R \ E A T K N N
TTG CTT CTG AAG GTG AGG AGG GGA ATT AAA GAG GAG CAG TTC AGA GTT GAA GTA ACT AAG AAT AAT

E G K F Y M N #
GAA GGA AAG TTT TAT ATG AAT TAG

aatgaaactactgccactggattcagtaattaagttactatattaaaagcatctatggattgaggctgtgatctactacaatgtgatg
taaaataatgaataaacccactttaacgatatgcattatgtgtaaatatgcaaattgcaatgtttgctggectgacttttgteggatet
aaatacagctacatcctccttatatattagatgtgtatattatatataacaggcectatttgtactctcaattcatatttttaattecate
atgttgtcagatgatgctaca

Figura 10: Sequéncia dos nucleotideos traduzidos do cDNA que codifica a MaquiCPI-6. A regido codificante
da proteina é mostrada a partir do cédon de iniciacdo ATG e se encerra no codon de terminagdo TAA, representado
por “#”. Os residuos destacados em amarelo representam as regifes conservadas em fitocistatinas. Nota-se a
sequéncia SNSL, caracteristica da inibi¢do de legumainas. Os nucleotideos em letra mindscula, antes do cédon
de iniciagao e depois do codon de terminagdo representam as regides UTR 5° e 3°, respectivamente.
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Tabela 3: Tamanho das ORFs e massas moleculares teéricas das cistatinas de maqui.

Massa molecular

Cistatina Nucleotideos (pb) Aminoécidos _
Teorica (kDa)
MaquiCPI-1 384 128 12,21
MagquiCPI-2 375 125 13,98
MaquiCPI-3 351 117 12,68
MaquiCPI-4 303 101 11,06
MaquiCPI-5 612 204 22,79
MaquiCPI-6 672 224 25,07

A inferéncia do peptideo sinal é descrita na Figura 11 a partir do programa SignalP 5.0
(ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019). Os peptideos-sinal, ou sequéncias-sinal, séo
sequéncias sinalizadoras de enderecamento celular. Elas sdo caracterizadas como uma
extensdo, geralmente N-terminal da proteina, de cerca de 15 a 60 aminoéacidos, que sdo clivados
por peptidases-sinal no reticulo endoplasmatico rugoso. Esse tipo de sequéncia é geralmente
caracterizado por possuir trés dominios, que a partir do N-terminal sdo: (i) uma regido
positivamente carregada; (ii) uma hidrofébica e (iii) outra polar ndo carregada. O sitio de
clivagem da peptidase sinal é localizado nessa ultima regido (VON HEIJNE, 1985). Nesse
sentido, a analise das sequéncias de aminoacidos nos permitiu observar que as cistatinas
MaquiCPI-1, MaquiCPI-3 e MaquiCPI-6, possuem sequéncias caracteristicas de peptideos
sinais em suas N-terminais, que indicam que essas proteinas sdo direcionadas a rota de

secrecao.
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MaquiCPI-1

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): MaquiCPI-1
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MaquiCPI-4

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): MaquiCPI-4
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Figura 11: Predicdo de provaveis peptideos sinais nas maquicistatinas. Os graficos gerados pelo SignallP 5.0
mostram a presenca de sequéncias com caracteristicas de peptideos sinal. Os provaveis sitios de clivagem estdo
indicados nos picos em verde.
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A predicdo da estrutura secundaria pelo programa PSIPRED (Figura 12) permitiu
observar, como esperado, a presenca de um residuo de glicina na regido N-terminal e de um
loop contendo um triptofano na regido C-terminal. O motivo QxVxG foi sempre observado
entre uma folha B ¢ um loop e a sequéncia LARFAVDEHN formou uma a-hélice. Ao analisar
a regido de peptideo sinal, foi observada uma a-hélice caracteristica deste tipo de sequéncia,
ndo s6 nas MaquiCPlIs 1,3 e 6, mas também na MaquiCPI-2. No entanto, a predicéo utilizando
os programas SignalP, PrediSi e Phobious nédo indicaram um peptideo sinal para a MaquiCPI-
2. Por isso, sua sequéncia completa, incluindo esta regido, foi clonada em pET28a e foram
realizadas tentativas de produzir essa proteina em E.coli. No entanto, ndo houve sucesso na
expressdo. Esse fato levou a uma investigagdo mais profunda a respeito desta sequéncia. Uma
analise utilizando o software de predicdo iPSORT, revelou, com alta probabilidade, que a
sequéncia N-terminal, do aminoécido 1 ao 30 (um W), seria uma possivel sinalizadora para o
cloroplasto. No entanto, até o presente, ndo ha relato na literatura de cistatinas nessa organela.
Assim, seria interessante a realizacdo de experimentos de localiza¢do subcelular em células
vegetais, utilizando, por exemplo, a proteina inteira (ou apenas a sequéncia N-terminal)
fusionada a uma proteina fluorescente. A proteina recombinante expressa podera também ser
utilizada para a producio de anticorpos e realizagdo posterior de imunolocalizago. E sabido
que os peptideos-sinais costumam dificultar a expressdo de proteinas em E. coli (GIANOTTI
et al., 2006). Desta forma, ao retirar esta sequéncia, a expressao da proteina foi bem sucedida,
0 que também corrobora a suspeita de que ela deve estar envolvida com a localizacdo da
proteina na planta. Para estabelecer o tamanho da regido N-terminal da MaquiCPI-2 a ser
excluido, utilizamos o alinhamento com a MaquiCPI-3, mostrado na Figura 13. A predicdo de
clivagem do peptideo sinal para a MaquiCPI-3 é entre os residuos 22 e 23 (AASA-RI). O
alinhamento mostra uma regido similar em MaquiCPI-2 (AISA-WK), entre os residuos 29 e 30.
Ap0bs seis residuos desta regido ha um bloco conservado entre as duas proteinas (GGWT). Por
isso, com base nestas similaridades e para manter as distancias provaveis, excluimos a
sequéncia entre os residuos 29 e 30, mantendo o triptofano (W), que na predi¢do do iPSORT,

fazia parte do provavel peptideo sinalizador.



Cont

Can

Cont

Can

Prod

Canf

Carn

Fraa

Can

Prad

Can

Proa

Cont

Can

MaquiCPI-1

ccHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCEEECCCCCCCHHHHHHHHHH
MVYVKPLVI LSVCLI VSI CFCGVEGFGSI VGGRTEVKDVKTNEEVOQELGRF S

o 20 30 40 80

HHHHHHHHHCCCCCCCCCEEEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEECCEE
VEEFMNRNQI HRMSESNGGQLLMFSaQVI EAQKQVVSGI KYFLKI aAMKNGAQT

an 70 a0 20 1

g

B — R
EEEEEEEEECCCCCCCEEEEEEEECCC
RLFDSVVVVKPW HNSKELLHFAPSTD

10 120 130 140 L

MaquiCPI-2

L]

cccccccHHWHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCEEECCCCCCHHHH
MATSVAQPVLPQLLDYKAEQPLLFNGAI SAWKDOMPGGWTLI KDVSKPHVEK

1o 20 30 40 0

!

HHHHHHHHHHHCCCCCCCEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEEECCCCEE
El GEFAVDEYNKRSKAALKFKTVI CGWTAVVSGI NYKLI VEAKDGADTNY

80 80 10

L

@
o
-
o

EEEEEEEECCCCEEEEEEEEECCC
YEAVVWEKAWAOKFKELTSFKVVI G

10 120 130 140 L

L]

MaquiCPI-3

c<cHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCEEECCCCCCHHHHHHHHHHH
MKSLTLLLVI SSLFLSLFAASARI DPLVGGWTPI TNMEDPHVKEI GEF AV

10 20 30 40 5o

T

HHHHCCCCCCEEEEEEEEEEEEEECCEEEEEEEEEECCCCCCEEEEEEEE
DAYNKGSHKAALKFETVI SGETQVVSGTHNYHKLI VAAKDGEAVSHKNYEAVVW

7o a0 80 1

g

[
i ]
-]

H
[
a
a
3
a8
3

MaquiCPI-4

cccccceEgeecccccccHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEEEEEEEEE
MARVGGVSDVEGSANSLEI DSLARFAVDEHNKKQNALLEFKKAVNVKKAQV

1 20 30 40

8

ECCEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEECCCCEEEEEEEEECCCCCCCCC
VSEGTI ¥Y¥YI TLEAI DGGOQKKVYEAKVWDKPWMNFKELOQEFKLVGDAPSDST

a0 70 80 80 100

48



Conf

Canf

Cart

Proa

Conf

Frod

Canf

Cart

Conf

Cart

Conf

Prod

MaquiCPI-5

o]
0
0
4]
0
4]
0
0
4]
m
m
m
4]
4]
1]
0
0
0
4]
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
4]
0
0
4]
4]
4]
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m

MATTTTVGGLHESQGTQNSVEI DGLARFAVEEHNKKENRI LEFARVVKAQ

10 20 ao 40 s0

EEECCCEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEECCCCCCEEEEEEEECCCCCC
EQVVAGTLHHLTVEVI DAGKKKLYEAKVWVKPWLNFKELQEFKHVGDVFS

60 7o a0 80 100

H

n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
n
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
n
n
n
n
n
n
n
m
m

FTSSDLGVKKDGHGPGWaQsSVPAHDPEVAQOGAANHAI KTI QQRSNSLYPYEL

110 120 130 140 150

EEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEEECCCEEEEEEEEEECCCCCEEEEEEE
QEIl VHANAEVI EDSAKFDMLLKVKRGDKEEKLKVEVHKNNEGTFHLNGQME
180 170 180 190 200

o

ECcCcc
PDHS

210 220 230 240 25

MaquiCPI-6

]

MNKLSVI I LSVVVLVCGFVELGRCNEDLI KMKLGGVHDCKGTQNSAEI ES

LARFAVOQEHNMNKENSLLEFARVLKAKEQVVAGTMYHLTLEAI DAGKKKI Y

a0 o 80 020 100

10 120 130 140 150

PEVEDAANHAVKSI QQRSNSLSPYELLEI LLAKAKVI EDYAKFELLLKVR

160 170 180 180 2

g

m
0
4]
0
m
m
m
m
m
m
m
m
m
m
4]
4]
0
4]
0
m
m
m
0

RGI KEEQFRVEVTHKNNEGKFYMN

210 220 230 240 250
Legend:
Fita Conf: -___.om@lli+ Confianca da predigio
B a-hélice Cart:  predicjo da estrutura (Cartoon)
—  coil Pred:  Predigio da estrutura
AA: Sequéncia alvo

49

Figura 12: Predicdo da estrutura secundaria das maquicistatinas. As fitas beta estdo representadas pela cor
amarela enquanto as alfa hélices pela cor rosa. Os quadrados em diferentes tonalidades de azul indicam a confianca
da predicao.
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Figura 13: Alinhamento entre MaquiCPI-2 e MaquiCPI-3. O alinhamento foi realizado com o software Muscle.
A caixa em azul indica a provavel regido de peptideo sinal identificada pelo programa SignallP, enquanto a caixa
verde representa a possivel sequéncia sinalizadora para o cloroplasto. A seta indica o provével sitio de clivagem
dos peptideos sinais nas duas proteinas, a partir de onde elas foram clonadas para expressao.

A Tabela 4 compara algumas caracteristicas dessas proteinas com e sem sequéncia

sinalizadora.

Tabela 4: Caracteristicas das MaquiCPIs com @ e sem ® sequéncia sinalizadora.

NUmero de Massa Molecular |
aminoacidos Teodrica (kDa) P
_ @) 128 14,21 8,58
MaquiCPI-1
(b) 109 12,15 8,27
_ @ 125 13,98 8,59
MaquiCPI-2
(b) 96 10,89 8,97
_ @) 117 12,68 6,57
MaquiCPI-3
(b) 95 10,37 5,80
: (a) - - -
MaquiCPI-4
(b) 101 11,06 5,83
. (a) - - -
MaquiCPI-5
(b) 204 22,76 6,06
_ @ 224 25,07 7,71
MaquiCPI-6
(b) 203 22,82 7,90

Para determinar a semelhanca entre as sequéncias, foi realizada uma anélise de
similaridade utilizando o BLASTP (Tabela 5) e um alinhamento entre as cistatinas da espécie
estudada. A Figura 14 apresenta esse alinhamento gerado pelo software Muscle (EDGAR,
2004) e editado com o programa ESPript (ROBERT; GOUET, 2014) destacando as provaveis
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sequéncias sinalizadoras e as regifes conservadas de fitocistatinas. Os dados obtidos
demonstram que embora nem sempre haja alta identidade entre a maior porcao das cistatinas,
ela ocorre nos motivos caracteristicos da familia. Estes, provavelmente, se mantém
conservados, pois estdo estritamente relacionados com a funcdo da proteina. Nas cistatinas,
particularmente, a glicina da regido N-terminal, o dominio QxVXG e triptofano C-terminal séo
importantes para a interacdo com a peptidase alvo (BARRETT, 1987). Nota-se que no dominio
QxVxXG hé ocorréncia de duas variantes: QVVSG (MaquiCPls de 1 a 4) e QVVAG (MaquiCPlIs
5 e 6). Essa variacdo é relevante, pois pode influenciar na atividade inibitoria contra
determinadas peptidases, como é o caso das catepsinas-B serem melhor inibidas por cistatinas
com o motivo QVVSG (AUERSWALD et al., 1992). Foi observado também alto grau de
conservacdo no motivo SNSL da MaquiCPI-5 e MaquiCPI-6. Essa sequéncia é de grande
relevancia para a interacdo com cisteino peptidases do tipo legumaina, e respectiva inibicéo
(MARTINEZ et al., 2007). A regido conservada da alfa hélice, exclusiva das cistatinas de
plantas, apresentou o seguinte consenso: [LI]-[AG]-[RE]-F-[AS]-V-[EDQ]-[EA]-[HYF]-N.
Por fim, observa-se também, o que é mais evidente na Figura 13, o alto grau de similaridade
entre a MaquiCPI-2 e MaquiCPI-3, o que possibilita inferir que uma possa ser derivada da outra
dentro do processo evolutivo, sendo entdo direcionadas a compartimentos distintos. A
MaquiCPI-1, por sua vez, difere de todas as outras por possuir aminoacidos a mais (8 residuos)
na regido entre a alfa-hélice conservada e 0 motivo QxVxG.

Tabela 5: Similaridade entre as MaquiCPls obtidas por BLASTP.

CPI-1 CPI-2 CPI-3 CPI-4 CPI-5 CPI-6
CPI-1 100% 51% 53% S7% 61% 56%
CPI-2 51% 100% 76% 69% 54% 55%
CPI-3 53% 76% 100% 60% 56% S51%
CPI-4 S51% 60% 60% 100% 84% 82%
CPI-5 61% 54% 56% 84% 100% 87%

CPI1-6 56% 55% S57% 82% 87% 100%
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Figura 14: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das MaquiCPIs pelo software Muscle. As caixas
em azul indicam as regifes provaveis de peptideo sinal identificadas pelo programa SignallP, enquanto a caixa
verde representa a sequéncia sinalizadora para o cloroplasto. Destacados em amarelo, estdo as regides conservadas
das fitocistatinas. A primeira seta indica a glicina N-terminal e a linha a sequéncia [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-
[AS]-[VI]-x-[EDQV]-[HYFQ]-N. Entre colchetes, estid o dominio QxVXG. A segunda seta apresenta o triptofano
C-terminal e a caixa pontilhada o dominio de inibigdo de legumainas SNSL. Se o score de similaridade para uma
coluna é maior que o valor de threshold (0,7 no programa ESPript), os residuos considerados altamente similares
sdo destacados em negrito e indicados com uma caixa vazia de contorno preto. Em caso de identidade estrita, a
coluna é colorida de preto.

No banco de dados NCBI estdo depositadas sequéncias de cistatinas de varias espécies
vegetais. Como esperado, algumas delas apresentam identidade com as cistatinas de maqui,
conforme observado na Tabela 6 e nos alinhamentos da Figura 15 a Figura 20. As cistatinas do
banco de dados que apresentaram a mais alta identidade com as MaquiCPIs 1, 2 e 3
compartilham 55% a 70% dos seus aminoacidos, o que € inferior ao observado para as
MaquiCPlIs 4, 5 e 6, cuja identidade esta na faixa de 75% a 85%. Assim, nota-se que as
MaquiCPls 1, 2 e 3 possuem estrutura primaria mais variavel, o que pode refletir em diferencas
relacionadas a aspectos funcionais. Em relacdo a similaridade, essa diferenca € observada,
porém menos expressiva. Os resultados do BLASTP apresentaram exemplares do clado das
rosideas (subdivisdo das angiospermas), o qual 0 maqui pertence, mas houve poucas sequéncias
associadas a clados mais internos, provavelmente devido a escassez dessas no banco. Da familia

do maqui, a Elaeocarpaceae, por exemplo, ndo ha qualquer exemplar de cistatina no NCBI. A
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espécie mais proxima de Aristotelia chilensis recorrentemente apresentada na tabela,
Cephalotus follicularis, estd presente na mesma ordem, a Oxidales. Desse modo, as

maquicistatinas sdo as primeiras a serem descritas entre as espécies da familia Elaeocarpaceae.

Tabela 6: Identidade e similaridade da estrutura primaria entre as maquicistatinas e outras espécies
vegetais. Os cddigos de acesso no banco de dados NCBI estdo dispostos ao lado no nome da espécie.

Cistatina Espécie Vegetal Identidade Similaridade
(%) (%)
Cephalotus follicularis (GAV64583.1) 65,15 77
MaquiCPI-1 The(_)br(_)ma cacao (XP_007034159.1) 63,64 85
Durio zibethinus (XP_022735006.1) 64,17 83
Trema orientale (PON95535.1) 62,79 76
Gossypium aridum (MBA0694727.1) 65,62 77
MaquiCPI-2 Durio zibethinus (XP_022721053.1) 60,42 76
Hibiscus syriacus (XP_038995199.1) 55,24 73
Cephalotus follicularis (GAV65231.1) 63,92 74
Juglans regia (XP_018838679.1) 68,37 84
MaquiCPI-3 Momordica charantia (XP_022142402.1) 69,15 81
Cephalotus follicularis (GAV65232.1) 69,70 78
Hibiscus syriacus (XP_039060007.1) 59,65 77
Hevea brasiliensis (ACZ02398.1) 81,19 96
. Humulus lupulus (6VLP_A) 78,22 93
MaquiCPI-4 ¢ lix dunnii (KAF9675272.1) 77.23 01
Populus alba (XP_034921130.1) 76,24 91
Vitis vinifera (XP_002267841.1) 82,50 90
MaquiCPI-5 Nyssa sinensis (KAA8537359.1) 83,50 90
Quercus lobata (XP_030966718.1) 79,80 89
Cephalotus follicularis (GAV82623.1) 79,90 89
Tripterygium wilfordii (XP_038719056.1) 80,80 91
MaquiCPI-6 Pistacia vera ()_(P_03_1272072.1) 79,02 89
Cephalotus follicularis (GAV86994.1) 82,74 88

Morella rubra (KAB1222999.1) 79,05 87
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Figura 15: Alinhamento entre a MaquiCPI-1 e cistatinas de outras espécies vegetais. Foram alinhadas as

cistatinas de Cephalotus

follicularis (GAV64583.1), Theobroma cacao (XP_007034159.1), Durio zibethinus

(XP_022735006.1), Trema orientale (PON95535.1) com a MaquiCPI-1 utilizando o programa Muscle.
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entre a MaquiCPI-2 e cistatinas de outras espécies vegetais. Foram alinhadas as

cistatinas de Gossypium aridum (MBA0694727.1), Durio zibethinus (XP_022721053.1), Hibiscus syriacus
(XP_038995199.1) e Cephalotus follicularis (GAV65231.1) com a MaquiCPI-2, utilizando o programa Muscle
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Figura 17: Alinhamento entre a MaquiCPI-3 e cistatinas de outras espécies vegetais. Foram alinhadas as
cistatinas de Juglans regia (XP_018838679.1), Momordica charantia (XP_022142402.1), Cephalotus follicularis
(GAV65232.1), Hibiscus syriacus (XP_039060007.1) com a MaquiCPI-3, utilizando o programa Muscle.
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Figura 18: Alinhamento entre a MaquiCPI-4 e cistatinas de outras espécies vegetais. Foram alinhadas
cistatinas de Hevea brasiliensis (ACZ02398.1), Humulus lupulus (6VLP_A), Salix dunnii (KAF9675272.1),
Populus alba (XP_034921130.1) com a MaquiCPI-4, utilizando o programa Muscle.
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Figura 19: Alinhamento entre a MaquiCPI-5 e cistatinas de outras espécies vegetais. Foram alinhadas
cistatinas de Vitis vinifera (XP_002267841.1), Nyssa sinensis (KAA8537359.1), Quercus lobata
(XP_030966718.1), Cephalotus follicularis (GAV82623.1) com a MaquiCPI-5, utilizando o programa Muscle
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Figura 20: Alinhamento entre a MaquiCPI-6 e cistatinas de outras espécies vegetais. Foram alinhadas
cistatinas de Tripterygium wilfordii (XP_038719056.1), Pistacia vera (XP_031272072.1), Cephalotus
follicularis (GAV86994.1), Morella rubra (KAB1222999.1) com a MaquiCPI-6, utilizando o programa

Muscle.
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4.2 ANALISE FILOGENETICA

A anélise filogenética entre as cistatinas de maqui ocorreu em fungdo do alinhamento
gerado na Figura 14. Foi utilizado o método de verossimilhanca com o modelo WAG+G(2)
(WHELAN; GOLDMAN, 2001). A qualidade da construcéo foi verificada a partir da analise
de bootstrap em 1000 ciclos. O processo gerou a arvore ndo enraizada apresentada na Figura
21.

MaquiCPI-5
91
95 MaquiCPI-6 A
B ——— MaquiCPI-4

MaquiCPI-1 B

MaquiCPI-2
C

99
MaquiCPI-3

L ——
020

Figura 21: Arvore filogenética das maquicistatinas. A inferéncia filogenética foi realizada pelo método da
méxima verossimilhanca utilizando o modelo de WAG (WHELAN; GOLDMAN, 2001) com distribuicdo gamma
de 2 categorias discretas. Os valores de bootstrap estdo indicados nos nés como porcentagem. Os clusters estdo
indicados com as letras A, B e C.

As sequéncias de aminoacidos foram agrupadas em 3 grupos, assim como foi observado
para citrus, nabo, arroz e cevada (CHRISTOFF; MARGIS, 2014; HONG et al., 2008;
MARTINEZ et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2020). O grupo A é composto pela MaquiCPI-4
e um clado interno, que abriga a MaquiCPI-5 e MaquiCPI-6, que sdo estendidas. Elas
apresentam um motivo da alfa hélice bastante conservado: LARFAV-[DEQ]-EHN. A
MaquiCPI-1 € o Unico exemplo do grupo B, e é caracterizada por uma extensdo de oito
aminoéacidos na posi¢do 59 do alinhamento (Figura 14). Finalmente, o grupo C contempla as
MaquiCPI-2 e MaquiCPI-3 que ndo possuem qualquer extensdo e possuem alfa hélice com
padrdo IGEFAVD-[EA]-YN.
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Para fins de comparacdo, uma arvore filogenética (Figura 22) foi construida entre as
cistatinas de maqui e de arroz, espécie cujas cistatinas sdo bem descritas. Foi possivel observar
que ndo houve clusterizacdo que separasse as sequéncias de maqui e de arroz. Na verdade, sdo
formados os mesmos trés grupos observados na arvore exclusivamente das maquicistatinas,

apresentando as mesmas caracteristicas, quando se refere a presenca de extensoes.
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Figura 22: Arvore filogenética das cistatinas de maqui e de arroz (Oriza sativa spp japonica). A inferéncia
filogenética foi realizada pelo método da maxima verossimilhanca utilizando o modelo de WAG (WHELAN,;
GOLDMAN, 2001) com distribuicdo gamma de 2 categorias discretas. Os valores de bootstrap estdo indicados
nos nés como porcentagem. Os clusters estdo indicados com as letras A, B e C.

4.3 ISOLAMENTO DAS ORFS E CONSTRUCAO DE VETORES DE EXPRESSAO

Os primers sintetizados foram desenhados para amplificar as sequéncias de fitocistatinas
excluindo as regides de peptideo sinal, quando presentes. Isso foi realizado pois, em estudos
anteriores de nosso grupo de pesquisa, observou-se menor expressdo e solubilidade das
proteinas contendo o peptideo sinal (GIANOTTI et al., 2006). As ORFs de cada uma das
cistatinas foram amplificadas por PCR e observadas em gel de agarose 1%, apresentando assim,
o tamanho esperado para cada uma delas, considerando as bases adicionadas pelos primers:
MaquiCPI-1 (345 pb), MaquiCPI-2 (306 pb), MaquiCPI-3 (303 pb), MaquiCPI-4 (321 pb) e
MaquiCPI-5 (630 pb) (Figura 23). Nao foi possivel amplificar a sequéncia referente a
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MaquiCPI1-6, mesmo apds inimeras tentativas e variando as condi¢des de reacdo. Como ja
haviamos amplificado a MaquiCPI-5, bastante similar, decidimos prosseguir os estudos apenas

com ela.

kb

750
500

250

Figura 23: Amplificagdo das ORFs das maquicistatinas. (M) Marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb
Thermoscientific), (1) MaquiCPI-1 - 345 pb, (2) MaquiCPI-2 - 306 pb, (3) MaquiCPI-3 - 303 pb, (4) MaquiCPI-
4 - 321 pb e (5) MaquiCPI-5 - 630 pb.

Os produtos de PCR foram ligados primeiramente ao plasmideo de propagacgdo
pTZ57R/T. A ligacdo nesse vetor é facilitada pois este possui uma base de timina em ambas
extremidades 3’ e os amplicons possuem um nucleotideo adenina livre 3’ devido a atividade da
Taqg polimerase. O sucesso da clonagem foi confirmado pela PCR de coldnia e pela clivagem
dos plasmideos. Cada clone contendo os fragmentos de interesse foi clivado com as enzimas
apropriadas para transferéncia ao vetor de expressdo, pET28a. A clonagem neste vetor foi
confirmada por PCR de coldnia e restricdo (Figura 24). A escolha desse vetor ocorreu devido
ao sucesso na expressdo e purificacdo de cistatinas de cana-de-aglcar pelo nosso grupo de
pesquisa (GIANOTTI et al., 2006; SOARES-COSTA et al., 2002). Além disso, a utilizacdo
desse plasmideo permite a facil producéao de proteinas a partir da indugéo por IPTG.
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Figura 24: Confirmagdo da clonagem pela clivagem do plasmideo pET28a+inserto. (M) Marcador de peso
molecular (GeneRuler 1 kb Thermoscientific), (1) MaquiCPI-1 - 327 pb, (2) MaquiCPI-2 - 288 pb, (3) MaquiCPI-
3-285 pb, (4) MaquiCPI-4 - 303 pb e (5) MaquiCPI-5 - 612 pb. O plasmideo pET28-a (5369 pb) linearizado esta
indicado pela seta.

4.4  EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS CISTATINAS RECOMBINANTES

As ORFs correspondentes as cistatinas foram clonadas em pET-28a. Esse plasmideo
permite a clonagem direcional do fragmento em fase com a sequéncia codificante de seis
histidinas (his-tag) nas regides N e C terminal. A sequéncia de histidina possibilita a purificacéo
por cromatografia de afinidade e pode ser removida devido a um sitio de clivagem de trombina.
Desse modo, as cistatinas foram expressas em fusdo com a his-tag na regido N-terminal. A
Tabela 7 apresenta algumas das caracteristicas das proteinas contendo a his-tag N-terminal,
obtidas in silico como o peso molecular, pl e solubilidade em E. coli, comparada & proteina sem
essa modificacdo. O programa SoluProt (HON et al., 2021) define as proteinas solUveis nesse

sistema de expressdo aquelas com coeficiente superior a 0,5.



Tabela 7: Caracteristicas das MaquiCPls com @ e sem ® a his-tag N-terminal.

NUmero de Massa Molecular N
. . pl Solubilidade
aminoacidos Teorica
] @ 130 14,45 kDa 9,10 0,675
MaquiCPI-1
(b) 109 12,15 kDa 8,27 0,661
] (@) 117 13,18 kDa 9,19 0,644
MaquiCPI-2
(b) 96 10,89 kDa 8,97 0,505
] @ 116 12,67 kDa 7,11 0,650
MaquiCPI-3
(b) 95 10,37 kDa 5,80 0,530
) @) 122 13,36 kDa 7,11 0,883
MaquiCPI-4
(b) 101 11,06 kDa 5,83 0,917
) @ 225 25,06 kDa 8,41 0,887
MaquiCPI-5
(b) 204 22,76 kDa 6,06 0,914
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A analise por SDS-PAGE 15% (Figura 25) das amostras coletadas permitiu a avaliacao

do perfil de expressdo proteica gradual a partir do inicio até a quarta hora de inducdo, bem

como, das fracdes insoluvel, soltvel e purificada.
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Figura 25: Expressdo recombinante e purificacdo das maquicistatinas. Analise em SDS-PAGE 15% das
amostras coletadas antes da inducéo (1), ap6s 1 hora (2), 2 horas (3), 3 horas (4), 4 horas (5), das fragdes insolGvel
(6) e solavel (7) e da purificagdo (8). M: BlueClassic Prestained Protein Marker - Jena Bioscience. As setas
apontam as proteinas expressas e a ponta de seta a provavel formacéo de dimero na MaquiCPI-3.
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As fragdes sollveis e insolaveis, resultantes da lise celular das bactérias, demonstram
que, em todos 0s casos, as proteinas recombinantes apresentavam-se bastante representadas na
fracdo soluvel (ainda que quase sempre, parte fique na fracdo insoltvel). As fragcdes sollveis
foram entdo aplicadas em colunas contendo resina de niquel para a purificacdo das cistatinas
por cromatografia de afinidade. A eluigdo foi realizada com tampé&o de lise contendo
concentragdes crescentes de imidazol. Todas as cistatinas apresentaram eluicéo relevante da

coluna a partir de 100 mM até 250 mM de imidazol.

O rendimento obtido para todos os casos foi bastante satisfatorio (Tabela 8), pois as
proteinas de interesse foram obtidas em concentracfes e pureza suficientes para a realizagdo
dos ensaios experimentais. A diferenca entre a concentracdo de proteinas obtidas apos a
purificacdo pode estar associada a diversos fatores, além da prépria produtividade intrinseca de
cada proteina em E. coli, que pode variar. A solubilidade pode afetar a quantidade disponivel
para o processo de purificagdo. De modo geral, as fitocistatinas possuem um nucleo hidrofébico
compacto formado entre a a-hélice e a folha-p formada pelas fitas-p antiparalelas. A presenca
de qualquer residuo de aminoacido menos favoravel, pode desestabilizar a interacao entre a a-
hélice e a folha-B, reduzindo a compactagio e expondo alguns residuos hidrofobicos que podem
levar a agregacdo e reducdo da solubilidade. A identificagdo desses residuos pode ser realizada
por modelagem molecular (VALADARES et al., 2010). Outro fator € a capacidade de retencéo
na coluna de niquel, que pode afetar o rendimento final da proteina. Além disso, a natureza dos
aminoacidos pode levar a diferencas estruturais que tornam a posicao da sequéncia de histidinas
mais propicias a ligacdo ao metal.

Tabela 8: Rendimento da produgdo das diferentes maquicistatinas.

Rendimento por litro de cultura (mg)

MaquiCPI-1 17,54
MaquiCPI-2 23,61
MaquiCPI-3 84,14
MaquiCPI-4 18,46
MagquiCPI-5 44,64

Outra questdo que esta associada a produtividade durante a expressdo de proteinas
recombinantes é a natureza dos aminoacidos da regido N-terminal (VERMA et al., 2019). No

entanto, todas as maquicistatinas foram expressas em fusdo, no N-terminal, a 21 aminoacidos,
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derivados do pET28a, incluindo a his-tag. Dessa forma, os resultados mostram que a influéncia

é dos aminoacidos internos a cada uma das cistatinas e/ou seus arranjos estruturais.

Ao observar o perfil de expressdo durante as 4 horas de inducdo da maquiCPI-4
comparando-a com a concentracao por litro de cultura, nota-se um alto rendimento. A presenca
de bandas referentes a proteina nas canaletas de 2 a 5 da Figura 25 (D) é bastante sutil enquanto
a canaleta 7, referente a sua fracdo sollvel, apresenta uma alta quantidade da proteina de
interesse. Esse fendbmeno deve estar associado ao seu alto indice de solubilidade (Tabela 7),

resultante da sua composicao de aminoacidos, conforme citado anteriormente.

Dentre as cistatinas de maqui, em termos de rendimento, se destaca a MaquiCPI-3, que
rendeu mais de 80 mg por litro de cultura. Embora existam divergéncias nas metodologias
empregadas para a producdo, como meio de cultura e concentracdo de IPTG, pode-se observar
que a quantidade produzida por litro de cultura é superior @ maioria das cistatinas de plantas
produzidas em E. coli descritas na literatura (Tabela 9). Observa-se também que h& maior
rendimento comparado a cistatinas humanas de interesse biotecnoldgico, como a estefina B e a
cistatina C, evidenciando que possam ser substituidas por cistatinas vegetais mais rentaveis.
Quando comparadas as cistatinas de cana-de-agucar, tradicionalmente estudadas no Laboratorio
de Biologia Molecular da UFSCar, as oriundas de Aristotelia chilensis apresentam uma
vantagem relevante quando se trata de quantidade e da auséncia de precipitacdo em altas
concentragdes. A CaneCPI-5 que rende até 16 mg/L (SHIBAO et al., 2021), aproximadamente,
e precipita em concentracfes acima de 1 mg/mL, tem exigido bastante tempo, mao de obra e
reagentes, diante das demandas dos trabalhos em colaboracéo para uso da proteina. Portanto,
caso apresentem propriedades similares, as maquicistatinas podem ser consideradas uma
alternativa atrativa as que tém sido utilizadas. Diante disso, o alto rendimento desses inibidores
de peptidases revela um alto potencial, ndo s6 para as atividades do laboratério, mas também

para a industria biotecnolodgica, farmacéutica e agricola.
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Tabela 9: Rendimento por litro de cultura de cistatinas de diferentes espécies

Nomenclatura Rendimento Referéncia
B o _ (MONTEIRO JUNIOR et al.,
Feijao-caupi (Vigna unguiculata) - VuCysl 10 mg
2017)
o _ (MONTEIRO JUNIOR et al.,
Feijdo-caupi (Vigna unguiculata) - VuCys2 22 mg
2017)
Caruru (Amaranthus hypochondriacus) — 266 (VALDES-RODRIGUEZ et
m
ARhCPI : al., 2010)
_ _ - (BANGRAK; CHOTIGEAT,
Seringuerira (Hevea brasiliensis) - HbCPI 30 mg
2011)
Figueira (Ficus awkeotsang) - FaCYS 1,2 mg (SHYU et al., 2011)
Abacaxi (Ananas comosus) - AcCYS 63,7 mg (SHU et al., 2004)
Arabidopsis thaliana - AtCYS1 3,6 mg (BELENGHI et al., 2003)
Laranjeira (Citrus sinensis) - CsinCPI-2 10 mg (SCHNEIDER et al., 2020)
Clementina (Citrus lementina) -
10 mg (SCHNEIDER et al., 2020)
CClemCPI-2
Cana-de-acucar (Saccharum officinarum) - 10 (SOARES-COSTA et al.,
m
CaneCPI-1 ’ 2002)
Cana-de-acucar (Saccharum officinarum) -
16 mg (SANTIAGO et al., 2017)
CaneCPI-5
Humano (Homo sapiens) — Estefina B 4 mg (JERALA et al., 1988)
Humano (Homo sapiens) — Cistatina C 15mg (SZYMANSKA et al., 2009)

Ao observar a fracdo purificada da MaquiCPI-3, nota-se uma banda que possui
aparentemente o dobro de sua massa molecular. Trata-se da formagdo de homodimeros, um
fendmeno comum entre as cistatinas. Provavelmente, isso foi decorrente do processo de domain
swap, o que foi demonstrado para a CaneCPI-1 por meio de ensaios de NMR (ressonancia
magnética nuclear) (Figura 26) (VALADARES et al., 2013). Esse fenébmeno causa mudancas
conformacionais no primeiro loop inibitdrio. Cada monémero emprega a alfa-hélice e a fita-
beta 2 do outro, mantendo a conformacdo de fitocistatina. Adicionalmente, os residuos do
primeiro loop inibitorio apresentam conformacéo de fita-beta, tornando as fitas-beta 2 e 3 em
uma Unica e longa fita (Figura 27) (MONTEIRO JUNIOR et al., 2017; TURK; STOKA;

TURK, 2008). Como os homodimeros s&o menos ativos, in vivo, este fendmeno provavelmente
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estd relacionado a regulacdo do controle da inibicdo enddgena de cisteino peptidase
(OHTSUBO et al., 2007).

Figura 26: Representacdo da estrutura em dimero, por domain swap, da canecystatin-1. Estrutura obtida por
cristalografia e NMR (PDB 3UL6) (VALADARES et al., 2013).

_—
_

|

Figura 27: Esquema simplificado da transi¢do entre o monémero fechado para o dimero por domain swap.
Os cilindros amarelo e laranja representam alfa-hélices, e as setas azuis e verdes representam as fitas betas. (A)
Mondmero fechado. (B) monémero parcialmente desestruturado. (C) Dimero por domain swap (VALADARES
et al., 2013).

45 ENSAIOS DE INIBICAO DE CISTEINO PEPTIDASES

A atividade inibitdria das maquicistatinas recombinantes contra as cisteino peptidases
foi medida em espectrofluorimetro Hitachi F2500, utilizando o substrato fluorogénico Z-Phe-
Arg-AMC. As atividades residuais das enzimas papaina e as catepsinas L e B humanas, a
medida que concentracfes constantes de inibidor foram adicionadas, podem ser observadas nos
graficos das Figura 28, Figura 29 e Figura 30, associados ao Ki aparente.
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Figura 28: Inibicdo da Papaina (Carica papaya) pelas cistatinas recombinantes. A atividade inibitéria das
MaquiCPlIs contra a enzima papaina foi medida em ensaio fluorimétrico utilizando o substrato Z-FR-MCA. Os
graficos indicam a curva de inibi¢éo de cada inibidor, obtida pelo calculo da atividade residual da enzima a medida
gue o inibidor foi adicionado. Os valores estdo expressos como a média + o desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Figura 29: Inibi¢do da Catepsina L humana pelas cistatinas recombinantes. A atividade inibitdria das
MaquiCPIs contra a enzima papaina foi medida em ensaio fluorimétrico utilizando o substrato Z-FR-MCA. Os
gréaficos indicam a curva de inibicdo de cada inibidor, obtida pelo calculo da atividade residual da enzima a medida
que o inibidor foi adicionado. Os valores estdo expressos como a média + o desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Figura 30: Inibicdo da Catepsina B humana pelas cistatinas recombinantes. A atividade inibitdria das
MaquiCPIs contra a enzima papaina foi medida em ensaio fluorimétrico utilizando o substrato Z-FR-MCA. Os
gréficos indicam a curva de inibicdo de cada inibidor, obtida pelo calculo da atividade residual da enzima a medida
que o inibidor foi adicionado. Os valores estdo expressos como a média + o desvio padrdo de trés experimentos

independentes.
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Os valores das constantes de inibicdo (Ki) estdo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10: Constantes de inibicdo (Ki) das maquicistatinas contra a papaina e as catepsinas B e L humanas.

Constante de Inibicdo — Ki (nM)

Papaina Catepsina L Catepsina B
MaquiCPI-1 7,13+£1,30 0,34+0,07 35,74+0,84
MaquiCPI-2 1,42+0,39 0,33+0,07 20,97+3,78
MaquiCPI-3 3,29+0,58 0,38+0,08 21,94+3,01
MaquiCPI-4 2,99+0,34 0,57+£0,11 876,70+£53,99
MaquiCPI-5 5,05+0,82 1,25+0,25 5470+630

As cistatinas MaquiCPI-1, MaquiCPI-1, MaquiCPI-2, MaquiCPI-3, MaquiCPI-4 e
MaquiCPI-5 foram capazes de inibir de maneira eficiente a papaina, peptidase modelo para
estudos de inibicdo de cisteino peptidases, com valores de Ki de 7,13 nM, 1,42 nM, 3,29 nM,
2,99 nM e 5,05 nM, respectivamente. A sua capacidade inibitoria indica que as maquicistatinas
recombinantes foram produzidas em sua conformacao correta e comprovam que séo inibidores

de cisteino peptidases.

Quando se trata da inibicdo da catepsina B, nota-se que as cistatinas MaquiCPIs 1, 2 e
3, séo capazes de inibi-la na ordem de nanomolar, com Ki de 35,74 nM, 20,97 nM e 21,94 nM,
respectivamente. No entanto, as MaquiCPIs 4 e 5 tém um potencial inibitério bem baixo, com
Ki na ordem de micromolar (0,876 uM e 5,47 uM). O fato de algumas cistatinas serem
incapazes de inibir a catepsina B, esta associado ao blogueio da fenda do sitio ativo da peptidase
por seu loop de oclusdo (MUSIL et al., 1991). Isso, portanto, reflete na capacidade de interacéo
das cistatinas e, consequentemente, valores altos de Ki para as MaquiCPls 4 e 5.

Quando ocorre a inibi¢do da catepsina B pelas cistatinas, € necessario um processo de
duas etapas, no qual ha uma mudanga conformacional em que o loop de oclusdo é deslocado
pelo inibidor. Isso desencadeia a desobstrucdo do sitio ativo, permitindo a inibicéo
(NYCANDER et al., 1998; PAVLOVA et al., 2000). Esse mecanismo esta associado a regiao
N-terminal das fitocistatinas (BJORK et al., 1994; HALL et al., 1998). No entanto, esse efeito

ndo se limita a essa regido, o que foi comprovado com experimentos com as cistatinas de cana-
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de-acucar. Ao se adicionar a regido N-terminal da CaneCPI-4, potente inibidor de catepsina B,
as CaneCPlIs 2 e 3, verificou-se que estas ndo se tornaram capazes de inibir a peptidase
(GIANOTTI et al., 2008).

A catepsina L, por sua vez, foi inibida com sucesso por todas as cistatinas testadas e,
com excecdo da MaquiCPI-5, apresentam valores de Ki inferiores a 1 nM. Isso reflete em seu
potencial biotecnoldgico associado ao controle de patologias resultantes da quantidade ou
funcdo desregulada dessa peptidase. Com a administracdo de cistatinas nesses casos problemas
neuroldgicos como o mal de Parkinson (LI et al., 2011), urolégicos como a proteindria (CAO
et al., 2017) e até mesmo canceres (SUDHAN; SIEMANN, 2015), poderiam ser controlados.
Atualmente, a inibicdo da catepsina L vem ganhando destaque como estratégia para a inibicdo
do ciclo do SARSCoV-2, pois ela é fundamental para uma das vias de entrada do virus na célula
do hospedeiro (GOMES et al., 2020).

O trabalho mostrou, pela primeira vez, a identificacdo de cistatinas de uma planta nativa
do Chile, ainda pouco estudada, que possui grande apelo comercial e cientifico. As proteinas
foram produzidas de maneira recombinante em quantidades bastante satisfatorias e de maneira
soluvel, além de apresentarem poder inibitorio expressivo contra cisteino peptidases. Isso revela
um grande potencial biotecnolégico e comercial das proteinas de estudo, abrangendo areas

como a medicina, odontologia e agricultura.
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5 CONCLUSOES

e O transcriptoma de maqui, realizado por meio de sequenciamento de nova geracédo
utilizando RNA de plantas cultivadas em TIBs, permitiu a identificacdo de seis
diferentes cistatinas, das quais cinco tiveram a sequéncia amplificada a partir do cDNA.

e A expressdo das cistatinas, combinando a utilizacdo do vetor pET28-a e a cepa de E.
coli Rosetta (DE3) se mostrou bastante eficiente, possibilitando a obtenc¢do de grande
quantidade das proteinas nas frac6es solveis, com destaque para a maquiCPI-3, o que
permitiu a sua purificacdo resultando em proteina suficiente para a execucdo dos ensaios
de atividade.

e As proteinas foram expressas em suas conformacgdes corretas, o que foi confirmado
pelos ensaios de inibicdo da papaina e outras cisteino peptidases.

e Todas as cistatinas foram capazes de inibir a catepsina L com Ki na faixa de nanomolar.
No entanto, somente as MaquiCPlIs 1, 2 e 3 foram capazes de inibir a catepsina B nessa
faixa.

e A inibicdo das catepsinas lisossomais refletem o potencial das cistatinas de maqui em
aplicacBes na area da saude, a partir do seu direcionamento a doencgas associadas a

superexpressdo dessas proteases.
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PERSPECTIVAS E TRABALHOS SENDO REALIZADOS

As cistatinas ja foram anteriormente descritas como sendo capazes de inibir a replicacdo
de virus da familia Coronaviridae em cultura celular (COLLINS; GRUBB, 1991, 1998).
As maquicistatinas mostraram-se eficientes em inibir as catepsinas lisossomais humanas
B e L, que estdo associadas a entrada do SARS-CoV-2 no ambiente intracelular. Diante
disso, em parceria com a Profa. Dra. Carolina Borsoi Moraes do ICB (USP), ensaios
celulares de inibicdo da proliferacdo viral com as MaquiCPIs 3 e 4 vém sendo
realizados, com resultados promissores.

Cistatinas de cana-de-actcar tém sido amplamente utilizadas em colaborac6es com foco
em tratamentos odontoldgicos, porém o seu rendimento é relativamente baixo, o que
dificulta a obtencdo de proteinas em quantidade suficiente para atender a demanda. Por
essa razdo, a MaquiCPI-3, que é produzida em guantidade bastante superior as de cana-
de-agucar, e sem que haja precipitacdo em altas concentrac@es, vem sendo estudada
quanto ao seu potencial de se ligar ao esmalte dentario, com resultados promissores.
Recentemente, nosso grupo de pesquisa, em colaboragcdo com o grupo de pesquisa da
Profa. Dra. Fernanda Araujo da Universidade Federal de Uberlandia, verificou que uma
cistatina de cana-de-agucar (CaneCPI-5) tem atividade anti-inflamatoria e angiogénica,
além de aumentar a deposicao de colageno. Nesse sentido, as maquicistatinas também
serdo testadas como agentes anti-inflamatorios e em reparo de feridas, usando modelo
de implante subcutaneo.

As amostras de RNA utilizadas no trabalho foram oriundas de um experimento que
avaliou o efeito do acido abscisico no cultivo de plantulas de maqui em biorreatores de
imersdo temporaria. Foram coletadas amostras com e sem o fitorregulador no inicio do
experimento e apds 24 e 48 horas, que tiveram seu RNA total extraido e sequenciado.
Nesse cenario, a partir do sequenciamento sera avaliado o perfil de expressdo das
maquicistatinas no decorrer do tempo sob a influéncia do ABA.
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APENDICE A - Producéo da Papain like protease de SARSCoV-2

Um dos objetivos do trabalho era testar o potencial das cistatinas de maqui frente a
Papain-like protease (PLPro) de SARSCoV-2. Para isso, foi proposto realizar a clonagem da
sequéncia codificadora dessa proteina para expressao recombinante, e em seguida a realizagédo

de ensaios fluorimétricos.

Estudos prévios haviam reportado o potencial inibitério das cistatinas C e D humanas
frente a alguns virus da familia Coronaviridae, quando em cultura celular. Havia uma crenca
pelos pesquisadores de que o mecanismo estaria envolvido com uma proteina semelhante a
papaina (PLPro), que estaria sujeita a inibi¢do por esses inibidores (COLLINS; GRUBB, 1991,
1998). No entanto, ao realizarmos ensaios fluorimétricos de inibicdo da PLPro de SARSCoV-
2 com cistatinas de plantas, observou-se que ndo havia indicio de inibicdo. Um dos fatores que
poderiam ser responsaveis pela auséncia de inibicdo, é o fato de que embora seja denomina da
“semelhante a papaina”, a PLPro ndo pertence a familia C1A das cisteino peptidases, mas a
C16 (RAWLINGS et al., 2018). No entanto, a inibi¢do da sobrevivéncia do virus em cultura
poderia estar associada a outra cisteino peptidase, a catepsina L do hospedeiro, que esta

associada a entrada do virus na célula (GOMES et al., 2020).

Embora os ensaios de atividade ndo tenham apresentado sucesso, a partir dessa proposta
foi possivel colaborar no desenvolvimento do trabalho intitulado “Non-Toxic Dimeric Peptides
Derived from the Bothropstoxin-l1 Are Potent SARS-CoV-2 and Papain-like Protease
Inhibitors” (FREIRE et al., 2021), com a construcdo do plasmideo.

A expressao e purificacdo da Papain-like protease, foi realizada conforme previamente
descrito (SHIN et al., 2020), mas de maneira adaptada. A sequéncia de nucleotideos de 4954 a
5902 do genoma de SARS-CoV-2 (GenBank: MT126808.1), foi a regido selecionada para
clonagem pois codifica os aminoécidos 1564 a 1880 (GenBank: Q1G55993.1) da poliproteina
gue contém a PLPro. O RNA viral inativado de SARS-CoV-2 foi gentilmente cedido pelo
Professor Dr. Glaucius Oliva, do Instituto de Fisica da USP, Sdo Carlos, a partir do qual a
sequéncia foi retrotranscrita e amplificada. Para isso, foram utilizados os primers F: 5'-
ATTCCATGGGCGAAGTGAGGACTATTAAGGTGTTTAC-3' e R: 5-ATTGCTCGAGT
GGTTTTATGGTTGTTGTGTAACT-3' que contém sitios de restrigdo para Ncol e Xhol, em
negrito. Os amplicons purificados assim como o plasmideo pET-28a (Novagen) foram clivados

com as enzimas Ncol e Xhol e ligados entre si, conforme descrito na se¢éo 3.2.
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Células de E. coli Rosetta (DE3) transformadas com o pET28a-PLpro, foram inoculadas
em 5 mL de meio LB contendo cloranfenicol e canamicina a 25 pug/mL overnight, a 37°C e 250
rpm. O pré-inoculo foi diluido em 500 mL do mesmo meio de cultura nas mesmas condigdes
de temperatura e agitacdo até atingir DOsoo de 1, quando foi adicionado ao meio IPTG (5 mM)
e ZnClz (1 mM). A inducdo foi conduzida overnight a 18°C. Apds esse periodo, foi realizada a
separacgdo da fracdo soltvel conforme a se¢do 3.3, porém com um tampéo de lise composto por
Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, imidazol 10 mM, DTT 2 mM, pH 8,5.

A purificagdo por coluna de afinidade foi executada conforme descrito na se¢éo 3.3. As
fragOes selecionadas foram dialisadas com o tampé&o de armazenamento (Tris-HCI 20 mM,
NaCl 100 mM, DTT 2 mM, pH 8,5) em trés ciclos de 1 hora.

A producdo heteréloga da proteina foi efetuada com sucesso, apresentando uma

quantidade consideravel na fragdo soluvel, o que permitiu a purificagdo pela coluna (Figura 31).
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Figura 31: Clonagem e expressdo da PLPro de SARSCoV-2. (A) Produto de amplificacdo (indicado pela seta).
M: Marcador de peso molecular (GeneRuler 1 kb Thermoscientific) (B) Andlise em SDS-PAGE 15 % das
amostras coletadas antes (1) e ao término da induc¢do (2), além das fragdes insolavel (3) e soltvel (4) e purificada
(5). M: BenchMark Protein Ladder — TermoFisher Scientific. A banda referente a PLPro esta indicada pela seta.

Os ensaios de atividade foram conduzidos de maneira semelhante a secdo 3.4, com
algumas adaptacdes. Resumidamente, a PLPro (1,27 uM) foi pré-incubada em tampdo (Tris 20
mM, NaCl 5 mM, DTT 5 mM, pH 8,0) durante cinco minutos. Apds isso, foi adicionado o
substrato Z-LRGG-AMC (0,6 pM) e subsequentemente concentragdes crescentes de cistatinas.
No entanto, ndo foi possivel observar qualquer resultado, que pudesse afirmar que houvesse
inibic&o.
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APENDICE B - Sequéncias das MaquiCPIs

MaquiCPI-1
- cDNA

ATGCACCACCTTAATTTGCGTGTCCAAACACCACCCCCCATTCTATAAATAAATAATAACC
ATTCTCCTCATTAATATTCACAAAATCTAAATCTAAATCTAAATCAAAAGCCATGGTAAAA
CCTCTAGTAATATTGTCAGTTTGTTTGATTGTATCAATTTGTTTCTGTGGTGTGGAGGGTTTT
GGGTCAATAGTGGGAGGGAGAACGGAGGTGAAAGATGTTAAGACCAATGAGGAGGTGCA
AGAACTGGGGAGGTTTTCGGTAGAGGAATTCAATAGAAACCAGATTCACCGCATGAGCAG
CAATGGTGGCCAATTGTTGATGTTCTCTCAGGTTATAGAGGCGCAAAAGCAGGTGGTTTCT
GGGATCAAGTATTTTCTCAAGATTCAAGCCATGAAAAATGGACAAACGCGTTTGTTTGATT
CGGTGGTTGTGGTTAAGCCTTGGATTCATAATTCCAAGGAGTTGCTTCATTTCGCACCTTCT
ACCGATTAAATATTAGATTAGATTAAGGTTAATTTTATGGTATGTCAATGTTAATCTGTGGT
TAGGTATGGTGGTGTTGTATTAATCTCCTGTTGTTTTGCTTCTTTGTTAATGTTTCCTACTTT
TGTTTTTTGTGTTGGGAATGTGTTTGTAACCATGTTTATGTGTCCTCGAACATGTAAGGGAA
TAAATAAACATTAAATTTTAAAAAAAAAAA

Amarelo: UTR 5’
Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal
Cinza: UTR 3’

- Estrutura primaria da proteina

MVKPLVILSVCLIVSICEFCGVEGFGSIVGGRTEVKDVKTNEEVQELGRFSVEEFNRNQIHRMSSN
GGQLLMFSQVIEAQKQVVSGIKYFLKIQAMKNGQTRLFDSVVVVKPWIHNSKELLHFAPSTD

Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal

- Proteina de fusdo com a Histag
MM: 14,45 kDa

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGVEGFGSIVGGRTEVKDVKTNEEVQELGRFSVEEFNRNQIHR
MSSNGGQLLMFSQVIEAQKQVVSGIKYFLKIQAMKNGQTRLFDSVVVVKPWIHNSKELLHFAP
STD

Sublinhado: Sequéncia de histidina

Cinza: fragmento oriundo do pET28-a
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MaquiCPI-2
-cDNA

AGATCAAAACACCCATATGGCTACTAGCGTGCAACCAGTTTTGCCCCAATTGTTGGATTAT
AAGGCAGAGCAACCTCTTCTGTTTAATGGAGCTATAAGTGCATGGAAAGATCAAATGCCC
GGTGGGTGGACCCTAATAAAGGACGTGAGCAAGCCACACGTGAAAGAGATCGGTGAGTTT
GCAGTTGATGAGTATAATAAGAGATCAAAGGCTGCGTTGAAGTTTAAGACCGTAATTTGTG
GATGGACTCAGGTGGTTTCTGGGATCAATTATAAGCTTATTGTTGAAGCTAAAGATGGAGC
GGATACAAATTATTATGAAGCTGTAGTGTGGGAGAAAGCTTGGCAGAAGTTTAAGGAACT
TACTTCTTTTAAGGTTGTCATTGGATAATGACATAATACTGGGCCCAGCAGTGAGCATGCC
AGATGTCACCTTAGAAGCGTATACTAAATAAATGGCTTGGTGGAATGCCTCTTAGTTAAAA
GTATGTTTTATGTATGCATGCATACGTTGGAGATGAAGATAATAAGCTCGTTGGTGTCAAG
GTTTCAGCCTGTGGTCGGCATTTATGTCATGTATACATTGATAAATGTGTACTTGTTAAGTA
CTGTATTATTATGTTAATGAAACCCTTCTTTCGGATGGATAGCACTGGAATTAAATATTTAT
GTTGTTGAGTGGAAGGTGATAA

Amarelo: UTR 5°
Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal
Cinza: UTR 3’

- Estrutura priméria da proteina

MATSVQPVLPQLLDYKAEQPLLENGAISAWKDQMPGGWTLIKDVSKPHVKEIGEFAVDEY
NKRSKAALKFKTVICGWTQVVSGINYKLIVEAKDGADTNYYEAVVWEKAWQKFKELTSFK
VVIG

Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal

- Proteina de fusdo com a Histag
MM: 13,18 kDa

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMWKDQMPGGWTLIKDVSKPHVKEIGEFAVDEYNKRSKAALK
FKTVICGWTQVVSGINYKLIVEAKDGADTNYYEAVVWEKAWQKFKELTSFKVVIG

Sublinhado: Sequéncia de histidina

Cinza: fragmento oriundo do pET28-a
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MaquiCPI-3

-cDNA

CTATATAAATCCACTCACCCCACCACAACCAAAACCGCAACCTAAAAAAACACTCCAAAA
AACAACAGTTACAATGAAATCACTTACCCTTCTTCTAGTCATTTCGTCACTATTTCTCTCTC
TCTTCGCTGCCAGTGCAAGGATAGATCCTCTTGTCGGTGGGTGGACCCCAATAACGAACAT
GGAAGACCCGCACGTGAAAGAGATTGGTGAGTTTGCAGTTGATGCGTACAACAAGGGTTC
AAAGGCTGCGTTGAAGTTTGAGACCGTAATTAGCGGAGAGACTCAAGTGGTTTCTGGCAC
CAACTATAAGCTTATTGTGGCAGCTAAAGATGGAGAAGCGGTTTCAAAGAATTATGAGGC
TGTCGTGTGGGAGAAACCATGGGTGAATTTCAAGAATCTTACTTCTTTTAAAGTTGTGTAA
TATGGTGATCTTTTGTAGTAATCTAAGTATTATATAAAAGAATTGAGAATAATAAGAGT

Amarelo: UTR 5’
Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal
Cinza: UTR 3’

- Estrutura priméria da proteina

MKSLTLLLVISSLFLSLFAASARIDPLVGGWTPITNMEDPHVKEIGEFAVDAYNKGSKAALKFE
TVISGETQVVSGTNYKLIVAAKDGEAVSKNYEAVVWEKPWVNFKNLTSFKVV

Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal

- Proteina de fusdo com a Histag

MM: 12,6 kDa
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMRIDPLVGGWTPITNMEDPHVKEIGEFAVDAYNKGSKAALKF
ETVISGETQVVSGTNYKLIVAAKDGEAVSKNYEAVVWEKPWVNFKNLTSFKVV
Sublinhado: Sequéncia de histidina

Cinza: fragmento oriundo do pET28-a
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MaquiCPI1-4
-cDNA

GACTAAAAGACTTTAACACGTAAAAAATTGCTTTTTGTCTTTTACTCTCTCTCTAATATCAA
ATATGGTTGTATATAAAAACAGAGGCACAGGCTCGCAATTGGCATTGAGGAAGAGAAAAG
GACCAAAGAAATAAAAGAGAAAAAAATGGCAAGAGTGGGTGGTGTTAGCGATGTTGAGG
GAAGTGCCAACAGTCTGGAGATTGATAGCCTCGCTCGTTTCGCTGTTGATGAGCACAACAA
GAAACAGAATGCGCTTCTGGAGTTTAAGAAAGCGGTGAATGTGAAAAAGCAAGTGGTTTC
TGGTACCATATACTACATAACCTTGGAGGCAATCGATGGTGGTCAGAAGAAAGTTTATGA
AGCCAAGGTCTGGGATAAGCCCTGGATGAACTTCAAGGAGTTGCAGGAGTTCAAGCTTGT
TGGTGATGCCCCTTCCGACTCCACTGCTTAGCTAGGTGACTGAAGATCGCATGTATATTCC
CTTGGTTCCAGTTGAAAAAAGAAGCGTATGAGAAGGGTGAGACTTGTCTGTTTGAAATAA
ATGTAACAAAATTATTTCTGAATTTGGATTTTAACCTTACAATATTGTTTAGAATGTGTGGA
TTCATCTTTTCCTTTTCATGGTACAATTCTCAAGCTTCTTTAGAACAGTGCGTACCGTGAAG
TATGTTTTTGATATATGTTTGTCTGTTTTCACATATTTAACTGTACTACCTGAAATGCACAT
GCTTTGTATGTGAAGATCTGTTCAACAGAAAAACTAA

Amarelo: UTR 5’
Cinza: UTR 3’

- Estrutura priméria da proteina

MARVGGVSDVEGSANSLEIDSLARFAVDEHNKKQNALLEFKKAVNVKKQVVSGTIYYITLE
AIDGGQKKVYEAKVWDKPWMNFKELQEFKLVGDAPSDSTA

- Proteina de fusdo com a Histag

MM: 13,36 kDa
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMARVGGVSDVEGSANSLEIDSLARFAVDEHNKKQNALLEFK
KAVNVKKQVVSGTIYYITLEAIDGGQKKVYEAKVWDKPWMNFKELQEFKLVGDAPSDSTA
Sublinhado: Sequéncia de histidina

Cinza: fragmento oriundo do pET28-a
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MaquiCPI-5
-cDNA

AATAAATAAATAAAGAGTGTCGAGATACGAATTCTCTCTCTAATTATCCTACTACACTCTT
CTGCGCTTTTGACAATTTCACTTGTCTTCTCTGCTTTTGGATATTTACGCATTTGCAAACAA
GAAATGGCCACCACCACCACCGTCGGAGGATTGCACGAATCCCAAGGAACTCAGAACAGT
GTCGAGATCGACGGCCTCGCTCGTTTCGCGGTTGAAGAACATAACAAGAAAGAGAATAGA
ATCCTGGAGTTTGCAAGGGTAGTAAAGGCGCAAGAACAGGTAGTTGCTGGTACTTTGCATC
ATCTTACGGTCGAGGTTATTGACGCGGGTAAGAAGAAGCTCTATGAAGCAAAGGTTTGGG
TGAAGCCGTGGTTGAACTTTAAAGAATTGCAAGAATTCAAGCACGTTGGTGATGTCCCATC
TTTTACTTCTTCAGATCTTGGTGTTAAGAAAGATGGCCATGGCCCTGGATGGCAATCTGTG
CCAGCACATGATCCTGAAGTCCAGGGTGCAGCAAATCATGCTATCAAGACCATCCAGCAG
AGGTCCAACTCATTGTATCCTTACGAACTTCAAGAAATCGTCCATGCAAACGCTGAGGTGA
TAGAAGATTCTGCAAAATTTGATATGCTTCTCAAGGTCAAGAGGGGAGATAAAGAAGAGA
AGCTCAAGGTTGAGGTGCACAAGAACAATGAAGGTACTTTCCATCTGAATCAGATGGAGC
CGGACCACTCCTGATCTCACAGATTGTTGTGATGTGTCTAGATTTCTATGTGCCAAGTATCC
TATAGTCTTTTGTCGCAACGAACTTTTATCTGTGCTGTAATGCTTCGCTTATACAATGTGTT
GTATAAGACTTGTGAATCACTATTTACATAATGCTAGTCAAACTACAGTCATGGCACATCA
GCGTTTCAGGTGAAATGCTTGAATATGGTTATTTCAAAAATCACAATTGTCTTGGCTTGGT
AGTAATATTATTCTGTGAGATCGAAAGAGCGTC

Amarelo: UTR 5’
Cinza: UTR 3°

- Estrutura primaria da proteina

MATTTTVGGLHESQGTQNSVEIDGLARFAVEEHNKKENRILEFARVVKAQEQVVAGTLHHL
TVEVIDAGKKKLYEAKVWVKPWLNFKELQEFKHVGDVPSFTSSDLGVKKDGHGPGWQSVP
AHDPEVQGAANHAIKTIQQRSNSLYPYELQEIVHANAEVIEDSAKFDMLLKVKRGDKEEK
LKVEVHKNNEGTFHLNQMEPDHS

- Proteina de fusdo com a Histag

MM: 25,06 kDa

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMATTTTVGGLHESQGTQNSVEIDGLARFAVEEHNKKENRIL
EFARVVKAQEQVVAGTLHHLTVEVIDAGKKKLYEAKVWVKPWLNFKELQEFKHVGDVPSFT
SSDLGVKKDGHGPGWQSVPAHDPEVQGAANHAIKTIQQRSNSLYPYELQEIVHANAEVIEDSA
KFDMLLKVKRGDKEEKLKVEVHKNNEGTFHLNQMEPDHS

Sublinhado: Sequéncia de histidina

Cinza: fragmento oriundo do pET28-a
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MaquiCPI-6
-cDNA

TCTCCAAGCAAAATCAGAGGAAGATATCTCTATTTCATTCTAATCTTTTTTGTTCTCTCAAG
TTTGTTGACACGAGGCGGAAGCTGGTTTCGCCACGTCAAAACGAATTGATTGATCTGTTCA
ACCCTTTGCCTTACCAACTAAGTAACCAACTAACATTCATCGACCAACCGACACGCTTCAA
GTAACCAAAAGAATCCAAATATAGTCCAGTCCGTCTTTGGTTGTGAAAAAGAACAAAAGT
GTCAAAAGTGTCAAAAGTGTTTTACAGAGGAAGATGAATAAGTTGTCTGTGATAATCTTAA
GIGTTGTAGTTTTGGTTTGTGGGTTTGTTGAATTGGGTCGTTGCAACGAAGACTTGATAAA
GATGAAACTTGGAGGCGTTCACGATTGCAAAGGCACTCAAAACAGCGCCGAGATCGAAAG
CCTCGCTCGTTTCGCTGTCCAAGAACACAACAACAAAGAGAATTCACTTCTTGAGTTTGCA
AGGGTGTTGAAGGCCAAAGAACAAGTTGTTGCTGGTACGATGTACCATCTTACACTTGAAG
CAATTGATGCTGGCAAGAAGAAGATATATGAAGCTAAAGTCTGGGTTAAGCCATGGATGA
ACTTCAAGCAGTTGCAGGAATTCAAACATGCTCAGGATGGCCCTTCCGTCACCACTTCAAA
CCTCGGCGTTAAACCAGATGGCCATGGACTAGGATGGCAAGCAGTGTCAACAAATGATCC
TGAGGTAGAAGATGCAGCAAACCATGCTGTTAAATCCATCCAGCAGAGGTCCAACTCATT
GTCACCCTATGAACTTCTAGAGATCCTTCTAGCTAAGGCCAAGGTCATTGAAGATTATGCC
AAATTTGAATTGCTTCTGAAGGTGAGGAGGGGAATTAAAGAGGAGCAGTTCAGAGTTGAA
GTAACTAAGAATAATGAAGGAAAGTTTTATATGAATTAGAATGAAACTACTGCCACTGGA
TTCAGTAATTAAGTTACTATATTAAAAGCATCTATGGATTGAGGCTGTGATCTACTACAAT
GTGATGTAAAATAATGAATAAACCCACTTTAACGATATGCATTATGTGTAAATATGCAAAT
TGCAATGTTTGCTGGCTGACTTTTGTCGGATCTAAATACAGCTACATCCTCCTTATATATTA
GATGTGTATATTATATATAACAGGCTATTGTACTCTCAATTCATATTTTTAATTCATCATGT
TGTCAGATGATGCTACT

Amarelo: UTR 5°
Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal
Cinza: UTR 3’

- Estrutura priméria da proteina

MNKLSVIILSVVVLVCGFVELGRCNEDLIKMKLGGVHDCKGTQNSAEIESLARFAVQEHNNKE
NSLLEFARVLKAKEQVVAGTMYHLTLEAIDAGKKKIYEAKVWVKPWMNFKQLQEFKHAQDG
PSVTTSNLGVKPDGHGLGWQAVSTNDPEVEDAANHAVKSIQQRSNSLSPYELLEILLAKAKVIE
DYAKFELLLKVRRGIKEEQFRVEVTKNNEGKFYMN

Azul: Sequéncia codificadora do peptideo sinal

- Proteina de fusdo com a Histag

MM: 25,11 kDa

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGRCNEDLIKMKLGGVHDCKGTQNSAEIESLARFAVQEHNNK
ENSLLEFARVLKAKEQVVAGTMYHLTLEAIDAGKKKIYEAKVWVKPWMNFKQLQEFKHAQD
GPSVTTSNLGVKPDGHGLGWQAVSTNDPEVEDAANHAVKSIQQRSNSLSPYELLEILLAKAKV
IEDYAKFELLLKVRRGIKEEQFRVEVTKNNEGKFYMN

Sublinhado: Sequéncia de histidina

Cinza: fragmento oriundo do pET28-a



ANEXO 1 - Mapa do vetor pTZ57R_T

Pdil 127

Pdml 2564 Addl Pywct] 730 ECHI%H gg}

, ac

Hin1l 2505 Btgzl 242 Acc65l 627

Bcgl 2485 Alol 279 Kpnl 627
Aanl 358 Bsp68I 633

Mvai1269l 637
Mph11031 639

Xbal 644
dd7T ———
ddT ———

TZ57R/T ool 6o

pTZ57 T e, Eco88l 658

NmeAlll 2092 2886 bp f\ml 22113
Gsul 2054 o

Bsp1201 661

Eco31l 2036 Hincll 667

Eam11051 1964 Sall 667

Xmil 667

Pstl 672

Alfl 674

Eco1471 678

Pael 684
Hindlll 690

BseYl 1380 T7 promoter
Cail 1487

Fonte: Thermo Scientific.



ANEXO 2 — Mapa do vetor pET28a

Xho lj158)
Not 1[188)
Eaq {188}
H?r?d {173}
Sal lj179)
Sac l190)
EcoR I{182)
BamH k198)
Bpu1102 I(80) hﬂlx H:g;:

Dra 5127
SorA I[443)
Sph (508)
Py lja428)
Sgf lj4426)

Sma lj4300)

Miu I[1123)

T Bl {1137
Cla 4117y E_L__
Mru |[4083) :: BsiE llj1304)
pET-28a(+) 2 || Papatcisss
(5368bp) 8

EcoS7 1(arrz) EcoR V{1573)

Hpa I{1629)
AN 1{3840)

BssS 1{3357) Psha, I{ 1288)

BspLU11 szat
P

] Bgl 1;2187)

[3108) Fsp l2z05)

Bst1107 li2035) Pspa llj2230)
Tth111 ljzo69)

T7 promaler primer #69348-3
_——

PET upstream primer #63214-3
Balll

—
T7 tamminalor pimer #62337-3

pET-2Ba-c(+) cloning/expression region

Fonte: Fermentas.

1-2Bal-|
AGTLOGGA o CTCLG GLLGG H H GLTARCAAS H -2
a g 0Oas erva 1 1 1 1 1
JGTLGGATLCG o Gl H Gk H 1A GELTE H T-28
ilyhrg ] = : LauArgF rot : hir i ol o

Bpurii02 | T7 termi
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