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RESUMO

Cistatinas sao inibidores reversiveis de cisteino-peptidases. As cistatinas
encontradas em plantas sdo denominadas fitocistatinas, e constituem uma
subfamilia independente da superfamilia das cistatinas. Alguns estudos tém relatado
importantes efeitos pleiotropicos para cistatinas recombinantes expressas em
plantas transgénicas, incluindo principalmente, fenétipos com tolerancia ao ataque
de artropodes herbivoros e patdgenos, e contra estresses bidticos e abioticos.
Ademais, a cistatina recombinante de cana-de-acucar, CaneCPI-4, apresentou
potencial para inibir o desenvolvimento de células de melanoma. Dessa maneira, 0
estudo e conhecimento sobre as fitocistatinas, tornam-se interessantes do ponto de
vista agricola e na saude. O projeto genoma da cana-de-acucar (SUCEST)
possibilitou a identificacdo de 25 possiveis cistatinas nesta planta, que foram
reunidas em 4 grupos, por meio de analises filogenéticas. Nesse trabalho propomos
uma reanalise das provaveis cistatinas encontradas no banco de dados do SUCEST.
Além disso, descrevemos a expressao heterologa, purificagdo e caracterizacdo de
duas novas cistatinas de cana-de-acucar, CaneCPI-5 e CaneCPI-6, as quais
apresentaram diferencas na acao inibitéria contra a catepsina B humana. Enquanto
a proteina CaneCPI-6 ndo foi capaz de inibir esta enzima de forma eficiente (Ki =
1,83 pM), a proteina CaneCPI-5 apresentou um bom poder inibitorio contra a mesma
enzima (Ki = 6,87 nM). A cistatina CaneCPI-5 foi analisada também contra a
catepsina L recombinante do inseto Sphenophorus levis (rSI-CathL), e apresentou
alto poder inibitorio contra essa enzima (Ki = 0,059 nM). Por fim, ambas as
proteinas, CaneCPI-5 e CaneCPI-6, mostraram-se termoestaveis quando mantidas a
100°C durante 30 minutos.

Palavras-chave: cistatinas, fitocistatinas, inibidores, cisteino peptidase, cana-de-

acucar
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ABSTRACT

Cystatins are reversible inhibitors of cysteine peptidases. The cystatins found
in plants are called phytocystatins, and represent an independent subfamily of the
cystatins superfamily. Some studies have reported significant pleiotropic effects for
recombinant cystatins expressed in transgenic plants, notably including tolerance
phenotypes against attack of herbivorous arthropods and pathogens, and against
abiotic and biotic stresses. Besides, the recombinant sugarcane cystatin, CaneCPI-4,
showed potential to inhibit development of melanoma cells. Thus, the study and
knowledge about phytocystatins, become interesting from agricultural and medicinal
point of view. The sugarcane genome project (SUCEST) allowed the identification of
about 25 putative cystatins in this plant, which were gathered in 4 groups, by
phylogenetic analysis. In this study, we propose a new classification for the putative
cystatins found in the SUCEST database. Furthermore, we describe the heterologous
expression, purification and characterization of two novel sugarcane cystatins,
CaneCPI-5 and CaneCPI-6, which showed different inhibitory activities against
human cathepsin B. While protein CaneCPI-6 was not able to inhibit this enzyme
efficiently (Ki = 1,83 uM), the protein CaneCPI-5 showed a good inhibitory capacity
against the same enzyme (Ki = 6,87 nM). The CaneCPI-5 cystatin was also analyzed
against recombinant cathepsin L from the beetle Sphenophorus levis (rSI-CathL), and
showed a good inhibitory capacity against this enzyme (Ki = 0,059 nM). Finally, both
of proteins, CaneCPI-5 and CaneCPI-6, proved to be thermostable when kept at
100°C for 30 minutes.

Key words: cystatins, phytocystatins, inhibitors, cysteine peptidase, sugarcane
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1. INTRODUCAO

1.1. CISTEINO-PEPTIDASES

Enzimas proteoliticas, também conhecidas como peptidases, sao proteinas
que catalisam a hidrélise das ligacdes peptidicas (RAWLINGS; MORTON,;
BARRETT, 2007). Estas enzimas estdo envolvidas em vérias fungbes bioldgicas,
participando de numerosos processos bioquimicos e fisioldgicos, tais como, digestao
de alimentos, coagulacdo sanguinea e fibrindlise, ativacédo de pré-enzimas, liberacéo
de peptideos fisiologicamente ativos, ativagdo do sistema complemento, processos
de inflamacéo, entre outros (LEUNG-TOUNG et al., 2002). As peptidases sé&o
produzidas por inUmeros organismos, incluindo animais, bactérias, leveduras e
plantas (BUGG, 2004). Podem ser divididas em seis classes principais, de acordo
com os residuos de aminoacidos cataliticos presentes no sitio ativo: as serino-
peptidases, que possuem no centro ativo um residuo de serina envolvido no
processo catalitico, as treonino-peptidases, que possuem como residuo catalitico a
treonina, as aspartil-peptidases, cuja atividade catalitica depende de um ou dois
residuos de acido aspartico, as metalo-peptidases, que utilizam um ion metalico,
geralmente 0o Zn®**, em seu mecanismo de acdo catalitica, as glutamil-peptidases
utilizam a diade catalitica glutamato/glutamina e as cisteino-peptidases possuem um
residuo de cisteina em seu sitio ativo (RAWLINGS et al., 2014). As peptidases
podem ser classificadas também de acordo com o mecanismo de acdo, da
similaridade de sequéncias de aminoacidos e das estruturas tridimensionais das
proteinas, categoria de inibidores, e pH 6timo de atividade (BARRETT et al., 2004).

As cisteino-peptidases compreendem um complexo grupo de enzimas de
variadas propriedades fisicas e bioquimicas. A atividade proteolitica de todas as
cisteino-peptidases depende de uma diade catalitica de cisteina e histidina. A ordem
dos residuos de cisteina e histidina (Cys/His ou His/Cys) na sequéncia linear diferem
entre as familias de cisteino-peptidases, sugerindo que estas proteinas tiveram
origens evolucionarias distintas (RAWLINGS e BARRETT, 1994). Algumas dessas
peptidases podem apresentam ainda, um terceiro residuo, de asparagina, para
orientacdo do residuo de histidina (BARRET et al., 2004).

As cisteino-peptidases estdo distribuidas em 105 familias, e 10 clas, de

acordo com sua origem evolutiva (RAWLINGS et al., 2014). Dentre as cisteino-
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peptidases, 0 membro melhor caracterizado é a papaina, pertencente a familia C1,
denominada familia das papainas (BUGG, 2004).

As cisteino-peptidases ja foram identificadas em virus, bactérias, protozodérios,
plantas e mamiferos, e estdo envolvidas em diversas funcbes em todos o0s
organismos (OTTO e SCHIRMEISTER, 1997). Em organismos parasitas de animais
e plantas, como bactérias, fungos, protozoarios e vermes, as cisteino-peptidases
estdo envolvidas em processos de patogenicidade, tais como, invasdo celular e
tecidual, imuno-evasao, por meio da degradacdo de proteinas envolvidas na defesa
do hospedeiro, e obtencdo de aminoacidos essenciais, para seu crescimento e
desenvolvimento (VALUEVA et al., 2004; SAJID e MCKERROW, 2002).

Cisteino-peptidases de plantas sdo encontradas nos vacuolos, e atuam na
mobilizacdo de proteinas estocadas no endosperma durante a germinacdo das
sementes (ARAI et al., 2002); sdo também encontradas no meio extracelular, tais
como as de papaia e figo (RAWLINGS e BARRETT, 1994).

Em invertebrados, como insetos e nematdides, as cisteino-peptidases estao
entre as enzimas digestivas (PERNAS et al., 1998; PERNAS et al., 2000). Em
vertebrados, as cisteino-peptidases estao envolvidas no processo de degradacédo de
proteinas lisossomais, além de participarem de processos extracelulares como em
algumas desordens metabdlicas (RAWLINGS e BARRETT, 1994).

As cisteino-peptidases mais importantes em mamiferos sdo as calpainas
citosolicas (cisteino-peptidases ativadas por ions de calcio), da familia C2 (familia da
calpaina), e as catepsinas lisossomais (catepsinas B, C, H, K, L, M, N, S, T, V e W),
da familia C1 (familia da papaina). As catepsinas lisossomais, pertencentes a familia
da papaina, exercem importantes fun¢cdes em muitos processos fisiologicos, tais
como, processamento proteolitico de pro-hormoénios e pro-enzimas, degradacao de
proteinas e apresentacdo de antigenos, entre outros. Tais enzimas estdo tambéem
envolvidas em varias condi¢des patologicas como processos inflamatoérios, doenca
de Alzheimer, osteoporose, invasao tumoral e metastase (OTTO e SCHIRMEISTER,
1997; ABRAHAMSON, 1993; VASILJEVA et al., 2007).
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1.2. CISTATINAS E FITOCISTATINAS

Cistatinas sao inibidores reversiveis de cisteino-peptidases e seu mecanismo
de acdo € baseado na inibicAo competitiva, por meio do bloqueio da atividade
proteolitica (ABRAHAMSON, 1993). A maioria das cistatinas possui em sua
composicdo uma folha (3 dobrada, contendo cinco fitas [ antiparalelas, organizada
em volta de uma a hélice de cinco voltas. A atividade das cistatinas € explicada
devido a presenca de trés pontos de interacdo envolvidos no reconhecimento da
cisteino peptidase alvo, sendo o primeiro ponto um seguimento N-terminal contendo
um residuo de glicina (ABRAHAMSON et al., 1987). Os outros pontos consistem em
um motivo GIn-X-Val-X-Gly, altamente conservado na regiao central formando um
primeiro loop (BODE et al., 1988), e uma regido contendo um residuo de triptofano
em um segundo loop, proximo a extremidade C-terminal (BARRETT, 1987) (Figura
1A). Esses trés segmentos juntos, formam uma estrutura em forma de cunha, com
boa complementaridade pelo sitio ativo das cisteino-peptidases do tipo papaina.
Ambos os loops, das regides central e C-terminal da cistatina, apresentam tamanhos
e formas que se encaixam nas regides correspondentes aos subsitios S1' e S2’ da
fenda do sitio ativo da enzima alvo. O segmento N-terminal contendo o residuo de
glicina, interage com o subsitio S2 do sitio ativo da enzima, com uma conformacao
inapropriada para a proteodlise enzimatica (BODE et al., 1988; TURK e BODE, 1991,
ABRAHAMSON, 1993) (Figura 1B).

Cistetino peptidase

} C-terminal end

1st hairpin loop

- 2nd hairpin loop —__ o

I':'- " }{ ,.._‘.--"r & -;':I"' )
"L Mot U .-~ N-terminal region /'

——

Cistatina

Figura 1. (A) Visao frontal e lateral do modelo estrutural da Oyzacistatina, mostrando em azul
as 5 fitas B antiparalelas, e a a-hélice de 5 voltas em vermelho. (B) Interacdo entre cistatina e

cisteino peptidase alvo , em destaque as trés regides da cistatina envolvidas na inibicdo: em
amarelo o segmento N-terminal, contendo o residuo de glicina (G) conservado, que interage com a
peptidase no subsitio S2; em verde a algca central, contendo 0 motivo Q-X-V-X-G, e em azul a
regido C-terminal, contendo o residuo conservado de triptofano (W), que constituem as outras
regibes de contato com a peptidase em S1° e S2', respectivamente. Fonte: Modificado de
BENCHABANE et al., 2010 e ALVAREZ-FERNANDEZ e ABRAHAMSON, 2006, respectivamente.
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As cistatinas de animais foram primeiramente identificadas e caracterizadas.
Essas cistatinas foram categorizadas em trés familias, de acordo com a homologia
em suas sequéncias, numero de ligacdes dissulfeto, massas moleculares e
localizac&o subcelular (BARRETT, 1987; TURK e BODE, 1991).

As cistatinas do tipo 1, ou estefinas, apresentam massa molecular de
aproximadamente 11 kDa, possuem apenas um dominio inibitério e auséncia de
ligacdes dissulfeto, ndo sofrem glicosilacdo. Cistatinas do tipo 2, ou cistatinas, assim
como as estefinas, apresentam um uUnico dominio inibitério, massa molecular de
aproximadamente 15 kDa, possuem quatro residuos de cisteina conservados,
portanto fazem duas ligacdes dissulfeto. Cistatinas do tipo 3, ou cininogénios,
possuem multiplos dominios inibitérios, que possivelmente resultaram de eventos de
duplicacdo, apresentam massas moleculares mais altas, 60 a 120 kDa, sé&o
moléculas glicosiladas e também secretadas (BARRET, 1987; TURK e BODE, 1991,
BENCHABANE et al., 2010).

A inclusdo de uma quarta familia, a das fitocistatinas, as quais pertencem o0s
inibidores de cisteino-peptidases de plantas, foi primeiramente sugerida por Kondo e
colaboradores (1991). Fitocistatinas s&o inibidores competitivos de cisteino-
peptidases da familia C1A, tipo papaina (TURK e BODE, 1991), desempenham
importantes papéis nas plantas, desde o controle de diversos processos fisiologicos
e celulares, a inibicdo de cisteino-peptidases exdgenas secretadas por artropodes
herbivoros e patdgenos, que digerem ou colonizam os tecidos das plantas
(BENCHABANE et al., 2010). Além disso, alguns estudos sugerem que essas
proteinas estejam envolvidas na resposta a estresses ambientais bidticos e abidticos
(PERNAS et al, 2000; ZHANG; LIU e TAKANO, 2008; BENCHABANE et al., 2010).
As fitocistatinas apresentam caracteristicas que sdo comuns as familias 1 e 2 de
cistatinas animais, ja que o tamanho e a sequéncia primaria das proteinas se
assemelham aos da familia cistatina, enquanto que se assemelham as estefinas na
auséncia de pontes dissulfeto e residuos de cisteina. Ademais, essas proteinas
possuem uma sequéncia consenso L-A-R-F-A-V-X(3)-N, exclusiva de cistatinas de
plantas, formando uma a-hélice na regido N-terminal. A andlise filogenética de
cistatinas animais e de plantas mostrou o agrupamento das fitocistatinas em um
anico ramo, distinto das familias 1 e 2, justificando sua classificacdo numa familia

propria. Outras caracteristicas comuns atribuidas as fitocistatinas sédo: auséncia de
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sitios putativos de glicosilacdo, e conservacao da distancia de 17 aminoacidos entre
os dominios LARFAV e QxVxG (MARGIS; REIS; VILLERET, 1998).

De um ponto de vista evolutivo, o enovelamento especifico de fitocistatinas, a
ocorréncia de cistatinas com residuos de cisteina e auséncia do motivo L-A-R-F-A-V-
X(3)-N em algumas algas, e a identificacdo de membros da superfamilia cistatina em
bactérias, suportam fortemente a hipétese de um caminho evolutivo paralelo, e
independente para cistatinas e fitocistatinas, envolvendo um ancestral comum que
aparece bem antes da separacdo evolutiva entre cistatinas de plantas e animais
(BENCHABANE et al., 2010). As cistatinas de plantas, procedentes desse ancestral
comum, teriam entdo sido submetidas a uma série de mudancas dirigidas por
processos evolutivos complementares, incluindo duplicacdo génica, splicing
alternativo e evolucdo adaptativa, para gerar as diferentes cistatinas codificadas pelo
genoma das plantas (CHRISTELLER et al., 2005; KIGGUNDU et al., 2006; MARGIS-
PINHEIRO et al., 2008; MARTINEZ e DIAZ, 2008).

Semelhante as cistatinas animais, as cistatinas de plantas podem ser
categorizadas em grupos, baseados nas caracteristicas estruturais ou funcionais,
forjadas ao longo do tempo, através de mutacdes dirigidas por divergéncia funcional
e duplicacdo génica de cistatinas de dominio Unico (Figura 2) (BENCHABANE et al.,
2010). Sabe-se, por exemplo, que as "multicistatinas" de batata, tomate, girassol e
feijdo de corda, que possuem ao longo da cadeia polipeptidica varios dominios
inibitorios de cistatina, foram resultantes de eventos de duplicacdo génica, seguidos
da evolucdo adaptativa dos dominios inibitérios para gerar hipervariabilidade
intramolecular e diversidade funcional contra peptidases do tipo papaina
(KIGGUNDU et al., 2006; GOULET et al., 2008). Sabe-se também, que cistatinas
com a regido C-terminal estendida e peso molecular de aproximadamente 23 kDa,
encontradas em algas verdes, e em taxons de plantas de grau superior, séo
resultantes de eventos de duplicacdo génica precoce (MARTINEZ et al., 2005a;
MARGIS-PINHEIRO et al., 2008). O dominio C-terminal dessas proteinas teria entao
sido submetido a uma significante remodelagem funcional e estrutural, levando
gradualmente a perda de atividade contra peptidases do tipo papaina, e adquirindo
novas fungdes, incluindo atividade inibitoria contra cisteino-peptidases do tipo
legumaina (Familia C13) (MARTINEZ et al., 2007).



20

Eukaryotic cystatin ancestor Animal cystatin ancestor

I @z

|

Plant cystatin ancestor
=

|

Single-domain cystatins C-ailed cystatins

Anli-legumain
domain

i Multicystatins
T
Duplicated
domains

n=12oar7

Plant inhibitory cystatins

PLANT CYSTATIN SUPERFAMILY MEMBERS

Figura 2: Possivel esquema evolutivo para cistatinas de plant  as. Setas com tragos continuos
indicam mutacées baseadas em processos evolutivos, incluindo evolucdo adaptativa. Setas
tracejadas indicam eventos de duplicacdo génica levando as cistatinas com multidominios. A seta
vermelha destaca diversificacdo funcional simultanea a perda de atividade inibitéria contra cisteino-
peptidases do tipo papaina. Fonte: Modificado de BENCHABANE et al., 2010.

1.3. CISTATINAS DE CANA -DE-ACUCAR

As cistatinas de cana-de-aclUcar foram primeiramente descritas por Reis e
Margis (2001), que identificaram no SUCEST (Sugarcane Expressed Tags Project)
banco de dados de ESTs da cana-de-agucar, vinte e cinco provaveis cistatinas, as
quais foram classificadas em quatro grupos por meio de andlises filogenéticas: O
grupo | compreende as cistatinas que apresentam organizacéo estrutural tipica das
fitocistatinas, ou seja, além das trés regides conservadas da superfamilia cistatina,
possuem uma sequéncia consenso na regido N-terminal caracteristica de
fitocistatinas. O grupo Il inclui cistatinas com as mesmas caracteristicas do grupo |,
porém com extensao na regido C-terminal. Os membros do grupo Il apresentam as
regides conservadas da superfamilia cistatina, entretanto ndo possuem a sequéncia
consenso que caracterizam as fitocistatinas. As cistatinas do grupo IV ndo possuem
o consenso N-terminal LARFAV-X(3)-N, nem o motivo QxVxG conservado entre 0s
membros da superfamilia (REIS e MARGIS, 2001).
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A primeira cistatina de cana-de-acucar produzida de forma heterdloga foi
denominada Canacistatina, CaneCPI-1, composta por 126 aminoacidos e com
massa molecular de aproximadamente 13 kDa (SOARES-COSTA et al., 2002). Esta
proteina apresentou atividade inibitéria contra cisteino-peptidases, inclusive
catepsinas humanas (OLIVA et al., 2004), e atividade contra o fungo filamentoso
Trichoderma reesei (SOARES-COSTA et al., 2002). Além da Canacistatina, outras
trés cistatinas foram isoladas de cana-de-agucar, produzidas de forma heterdloga e
purificadas, as quais foram denominadas CaneCPI-2, CaneCPI-3 e CaneCPI-4. Em
ensaios de inibicdo, estas proteinas mostraram atividade inibitoria sobre papaina
(GIANOTTI et al., 2005; GIANOTTI et al., 2008); sendo que a proteina CaneCPI-4
apresentou também expressiva atividade inibitéria contra as catepsinas humanas B
e L (GIANOTTI et al., 2008). Estudos feitos com objetivo de avaliar o potencial
terapéutico da CaneCPI-4 como uma droga contra o cancer, mostrou que esta
proteina foi capaz de inibir, in vivo, o desenvolvimento de células de melanoma
(OLIVEIRA et al.,, 2011). As proteinas recombinantes, CaneCPI-1, CaneCPI-2,
CaneCPI-3 e CaneCPI-4, apresentaram também atividade inibitdria contra a enzima
catepsina L recombinante, denominada rSI-CathL, do inseto praga de cana-de-
acucar, Sphenophorus levis, conhecido como bicudo da cana (FONSECA et al.,
2012).

Ensaios de inibicAdo realizados com CaneCPI-1, purificada de plantas
transgénicas de cana-de-acUcar, que superexpressavam essa proteina, revelaram
sua capacidade em inibir a atividade catalitica de cisteino-peptidases, parcialmente
purificadas do intestino médio do bicudo da cana-de-aclcar, e catepsina L humana
na ordem de nanomolar (RIBEIRO et al., 2008).

A cana-de-acucar tem sido alvo de estudos devido a sua importancia no
cenario econémico nacional e internacional. Pesquisas séo realizadas buscando a
producdo de variedades mais produtivas e menos suscetiveis a perdas, tanto por
fatores bidticos, como abioticos. Com base nesses resultados, a busca e
caracterizacdo de novas cistatinas de cana-de-acglcar, tornam-se importantes e
justificaveis para propoésitos industriais, como agentes antifingicos, na area da
saude e na agricultura. Do ponto de vista agronémico, € possivel melhorar a
producdo da cultura por meio de ferramentas biotecnologicas, o que auxilia no

desenvolvimento de variedades melhor adaptadas ao ataque de pragas e
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patogenos. Além disso, no ambito medicinal, podem apresentar potencial como uma

droga para inibir o desenvolvimento de células de melanoma.

1.4. PROJETO GENOMA DA CANA-DE-ACUCAR (SUCEST)

O projeto genoma da cana-de-acucar, denominado SUCEST (Sugarcane
Expressed Tags Project) (VETTORE et al., 2001), foi proposto com o objetivo de
sequenciar ESTs (Expressed Sequence Tags) do genoma de cana-de-acgUcar, e
identificar genes expressos em uma grande colecao de bibliotecas de cDNA. Com o
intuito de acessar informacdes de genes expressos em muitos sistemas biologicos,
vinte e seis bibliotecas de cDNA foram construidas a partir de diferentes tecidos e
condicbes, obtidos de trinta diferentes cultivares comerciais de cana-de-acucar.
Provenientes dessas bibliotecas, foram sequenciados 259.325 clones a partir da
regido 5', sendo que 32.364 desses clones foram também sequenciados a partir da
regido 3', portanto, o SUCEST gerou, no total, cerca de 291.689 ESTs. Apos a
trimagem das sequéncias de baixa qualidade e remocao das regides do vetor e RNA
ribossomal, permaneceram 237.954 ESTs que foram analisados, resultando em
43.141 clusters (VETTORE et al., 2001). Das sequéncias agrupadas em clusters,
35,6% nao correspondiam as sequéncias existentes nos bancos de dados publicos
até 2001. Uma analise global dos dados do SUCEST indicou que 14.409 clusters,
33% do total, contém pelo menos um clone de cDNA com um inserto completo. A
anotacdo desses clusters associou quase 50% dos genes de cana-de-agucar
identificados com proteinas relacionadas ao metabolismo, sinalizacdo celular,
transducdo de sinal, bioenergia e respostas a estresses. A busca, nesses clusters,
por dominios proteicos conservados revelou 40.821 sequéncias de aminoacidos
com dominios do banco de dados Pfam. A remontagem das sequéncias consenso
dos 43.141 transcritos revelou 22% de redundancia na primeira montagem. Esse
resultado mostra que, possivelmente, 33.620 genes foram identificados, e indicou
que mais de 90% dos genes de cana-de-aclUcar expressos foram etiquetados
(VETTORE et al.,, 2003). Como citado anteriormente, foram identificadas 25
provaveis cistatinas no banco de dados SUCEST, as quais foram reunidas em 4
grupos. Dessa maneira, considerando as novas informacgdes de banco de dados e

necessidade de aprofundamento nos resultados encontrados propusemos reanalisar
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os dados referentes as cistatinas, assim como caracterizar dois novos clones que as

codificam.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi identificar e analisar, in silico, as sequéncias das
provaveis cistatinas de cana-de-agucar encontradas no banco de dados SUCEST,
assim como clonar e expressar duas novas cistatinas de cana-de-agucar em sistema
de expressao heteréloga e caracteriza-las. Neste sentido, os seguintes objetivos

especificos foram propostos:

» Identificar ORFs (open read frames) de provaveis cistatinas no banco de
dados do SUCEST;

» Alinhamento das sequéncias encontradas e clusterizagao;

* Analise in silico das cistatinas de cana-de-acgucar;

» Isolamento das ORFs das cistatinas e clonagem em um vetor de expressao;

» Expressao heter6loga em Eschercichia coli e purificacdo das proteinas;

» Ensaios de atividade inibitéria das cistatinas recombinantes contra cisteino-

peptidases.
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3. METODOLOGIA

3.1. ANALISES IN SILICO DAS SEQUENCIAS DAS CISTATINAS DE CANA-DE-
ACUCAR

As sequéncias das provaveis cistatinas de cana-de-agucar foram
selecionadas no banco de dados SUCEST, realizando uma busca por similaridade
utilizando o programa TBLASTN, que compara uma sequéncia de proteina contra
um banco de dados de nucleotideos dinamicamente traduzidos nos seis possiveis
frames (GERTZ et al., 2006). Foram utilizadas como referéncia as sequéncias de
proteinas das cistatinas de cana-de-acucar, CaneCPI-1 (SOARES-COSTA et al.,
2002), CaneCPI-2, CaneCPI-3 (GIANOTTI et al., 2005) e CaneCPI-4 (GIANOTTI et
al., 2008). As sequéncias selecionadas no banco de dados SUCEST, foram as que
apresentavam maiores similaridades com cistatinas, considerando E-value menor
que le®, o minimo comumente aceito para sequéncias de aminoacidos. As
sequéncias encontradas foram, também, analisadas no programa Blast2GO, uma
ferramenta de anotacao, que realiza buscas em bancos de dados biolégicos como o
Gene Onthology (GO), Kegg e NR (NCBI) (CONESA et al., 2005). Apos selecionar
as seguéncias anotadas por esse programa, as mesmas foram alinhadas com o
programa MUSCLE no programa MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011), para posterior
analise filogenética.

O critério utilizado para a selecdo dos clones contendo as provaveis
cistatinas, foi a presenca das regides caracteristicas da superfamilia: um residuo de
glicina conservado na regido N-terminal, um motivo GIn-X-Val-X-Gly, e um residuo
de triptofano conservado na regido C-terminal, sendo que um deles deveria possuir 0
motivo LARFAV-X(3)-N, tipico da subfamilia fitocistatina, (SCCCLR1076E04.g9) e o
outro ndo (SCVPAM1059C07.g). Os clones foram comprados no Centro Brasileiro de
Estocagem de Genes — BCC Center (Jaboticabal).

A predicdo de possivel peptideo sinal e localizacdo subcelular foram
checadas utilizando os programas SignalP 4.1 (PETERSEN et al., 2011) e WoLF
PSORT (HORTON et al., 2007), respectivamente. As massas moleculares tedricas,
com e sem o possivel peptideo sinal foram preditas utilizando o programa

ProtParam.
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3.2. ANALISE FILOGENETICA

As analises evolutivas foram realizadas no programa MEGA 6.0 (TAMURA et
al., 2013). A arvore filogenética, para as cistatinas de cana-de-agucar, foram obtidas
por maxima verossimilhanca, utilizando o alinhamento resultante do servidor PhyML
3.0 (MILNE et al., 2009), pelo programa MUSCLE, com as configuracbes default
para curacao de G Blocos. O programa TOPALI V2.5 (MILNE et al., 2004; MILNE et
al., 2009) foi utilizado para encontrar o0 modelo mais apropriado de substituicao de
aminoacidos e pontuacéo de probabilidade. O melhor modelo foi determinado como
sendo o WAG (DAYHOFF; EYCK; PARK, 1972), com distribuicAo gama de cinco
parametros. O suporte estatistico para os noés foi avaliado por bootstrap com 1000

pseudorepeticdes.

3.3. ISOLAMENTO DA REGIAO CODANTE DAS ORFS QUE CODI FICAM AS
DUAS NOVAS CISTATINAS DE CANA-DE-ACUCAR

As ORFs correspondentes as cistatinas denominadas CaneCPI-5 e CaneCPI-
6 foram amplificadas por PCR (polymerase chain reaction) a partir dos clones de
cDNA SCVPAM1059C07.g e SCCCLR1076E04.g, respectivamente, utilizando
primers especificos (Tabela 1). Nestes primers foram inseridos sitios para as
enzimas de restricdo Nhe-1 e BamH-I, para posterior clonagem direcional em vetor

de expresséao.

Tabela 1: Sequéncias dos primers utilizados para amplificar a regido génica das ORF s de
CaneCPI-5 e CaneCPI-6. Os sitios para as enzimas de restricdo Nhe-l (GCTAGC) e BamH-I
(GGATCC) estéo sublinhados.

CaneCPI-5 Forward 5' AGCTAGCCTCGCCCCCGTTCCCGG 3
CaneCPI-5 Reverse 5' AGGATCCTCAGTGGGCGCGGGGCG 3
CaneCPI-6 Forward 5" AGCTAGCGTCTCCGGGTTCCACCTC 3
CaneCPI-6 Reverse 5' AGGATCCCTAAGAGGATGATGCGAAATCA 3'

Para obtencdo do DNA molde, os dois clones Dbacterianos,
SCVPAM1059C07.g e SCCCLR1076E04.g, foram crescidos, em meio LB (USB)
contendo o antibiético ampicilina na concentracdo final de 100 ug/mL, o DNA

plasmidial foi purificado pelo método de lise alcalina como descrito por Sambrook e
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Russel, 1989. Foi realizada uma PCR, para cada clone selecionado, em um volume
final de 25 pL, foi utilizado 30 ng de molde, 200 uM de cada dNTP (Promega),
tampao de reagao 1x (Tris-HCI 100 mM pH 8,8, MgCl, 16 mM, KCI 500 mM), 10
pmoles de cada primer e 1,25 U da enzima Tagq DNA polimerase (SINAPSE
Biotecnologia Ltda.). O protocolo de amplificacdo foi utilizado em um termociclador
T100™ (Bio-Rad) iniciando com uma temperatura de 94°C por 3 minutos para
desnaturacdo do DNA, seguida por 35 ciclos de amplificacdo de 30 segundos a
94°C, 30 segundos a 55°C, e 60 segundos a 72°C, e com uma extensao final de 10
minutos a 72°C. Os produtos resultantes das duas PCRs foram analisados em gel
de agarose 1%, contendo brometo de etideo 1 pg/mL e visualizados em luz ultra
violeta (UV).

3.4. SUBCLONAGEM E CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRES SAO

Os produtos da PCR descrita no item 3.3, referentes aos fragmentos
correspondentes a regido codante para as cistatinas, foram purificados com o kit
Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega), e clonados no vetor de
propagacéo pTZ57R/T (Fermentas) (Figura 3).
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Figura 3: Representacédo esquematica do plasmideo pTZ57R/T utilizado como vetor de propagacao.
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Os produtos da PCR purificados, foram ligados ao vetor utilizando o kit
InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific), em um volume final de 30 pL, e
contendo 65 ng do vetor, 78 ng de inserto de CaneCPI-6, e 58 ng de inserto de
CaneCPI-5, 5 U da enzima DNA ligase, e tampéao de ligacao 5x [Tris-HCI 400 mM,
MgCl, 100 mM , DTT 100 mM, ATP 5 mM (pH 7.8 at 25°C)]. As duas ligacdes foram
mantidas a 4°C por 16 h e utilizadas para transformar, pelo método de choque
térmico (90 segundos no banho a 42°C, 5 minutos no gelo, adicionando 800 uL de
meio LB aos microtubos, e mantendo por 1 h no banho a 37°C), células competentes
de E. coli DH5a (SupE44 Alac U169 @80 lacZ AM15 hsd R17 rec A1 end A1 gyrA96
thi-1 relAl), preparadas por tratamento com cloreto de céalcio (Sambrook e Russel,
1989). Os clones bacterianos contendo os vetores recombinantes (pTZ57R/T +
ORF) foram selecionados, por screening de coloracdo, em meio LB agar (USB),
contendo 100 pg/mL do antibiotico ampicilina, 500 mM de IPTG (Isopropil-B-D-
tiogalactosideo) e 40 pg/mL de X-Gal (5Bromo-4Cloro-3indolyl-BDGalactoside),
substrato da enzima [(3-galactosidase.

Uma vez selecionados os clones recombinantes, os plasmideos foram
purificados por meio de lise alcalina (Sambrook e Russel, 1989). Estes foram
posteriormente digeridos com as enzimas de restricdio Nhe-l e BamH-lI para
recuperacdo dos fragmentos correspondentes as cistatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6
contendo extremidades coesivas, as quais permitiram a posterior subclonagem
direcional no vetor de expressao pET28a (Figura 4), previamente digerido com as

mesmas enzimas.
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Figura 4: A. Representacao esquematica do plasmideo pET-28a utilizado como vetor de expressao.
B. Esquema da construcéo dos plasmideos pET-28a contendo os genes de CaneCPI-5 e CaneCPI-6.

Nas reacdes de digestdo para liberacdo dos fragmentos, e do vetor pET-28a
com extremidades coesivas, foram utilizados 2 ug do DNA plasmidial, 1,5 U de cada
uma das enzimas Nhe-l e BamH-I (Fermentas) e tampao Tango® [Tris-acetate 33
mM (pH 7.9 at 37°C)], acetato de magnésio 10 mM, acetato de potassio 66 mM, BSA
0,1 mg/mL], em um volume final de 50 pL, incubadas a 37°C durante 2 h, e
posteriormente analisadas por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.
Verificada a digestdo, os fragmentos correspondentes as cistatinas, e o vetor pET-
28a foram recuperados do gel de agarose, purificados com o kit Wizard SV Gel and
PCR Clean Up System (Promega), e utilizados nas rea¢fes de ligacdo. Para a
ligacdo do produto digerido com o vetor pET-28a, foram utilizados 50 ng do vetor, 16
ng do inserto para reagcdo com CaneCPI-5, e 22 ng do inserto para reacao de
CaneCPI-6, 1 U da enzima T4 DNA ligase, e tampéo da enzima 1x, para um volume

final de 10 uL, para as duas liga¢des, incubando a 4°C durante 16 h. Células de E.
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coli DH5a competentes foram transformadas, por choque térmico, com os produtos
ligados ao vetor.

Os clones foram selecionados em meio LB agar contendo 25 pg/mL do
antibidtico canamicina. A técnica “PCR de colonia” foi usada para confirmar se o
plasmideo recebido continha o gene inserido. Cinco colbnias, de cada construcao,
foram escolhidas e repicadas com palitos de dente estéreis em 25 pL da reacdo de
PCR. O protocolo de PCR de colbénia possuia um ciclo adicional de 95°C por 10
minutos, para uma lise rapida das células bacterianas e liberacdo do DNA plasmidial.
Para as reacdes foram utilizados os respectivos primers especificos, o protocolo de
PCR e o programa de amplificagdo foram os mesmos que os utilizados para a
obtencao dos fragmentos (Item 3.3). Os produtos de amplificacdo foram analisados

em gel de agarose 1%.

3.5. EXPRESSAO RECOMBINANTE DAS CISTATINAS

Para a expresséo heteréloga das cistatinas de cana-de-agucar, CaneCPI-5 e
CaneCPI-6, foi utilizada a cepa bacteriana E. coli Rosetta (DE3). Os plasmideos
(PET-28a-CaneCPI5 e PpET-28a-CaneCPl6), construidos para a expressao
heterdloga recombinante (Item 3.4) foram utilizados na transformacao, pelo método
de choque térmico, de células competentes de E. coli Rosetta (DE3). Essas foram
plagueadas em meio LB agar contendo 25 ug/mL dos antibiéticos canamicina e
cloranfenicol. Apés 16h, apenas uma colbnia foi repicada em um pré-inodculo de 5 mL
de meio LB liquido, contendo 25 ug/mL dos antibi6ticos canamicina e cloranfenicol, o
qual foi mantido sob agitacdo de 200 rpm a 37°C durante 16 h. A partir desse
periodo, 5 mL da cultura (pré-indculo), foi adicionado a 500 mL de meio LB liquido
contendo 25 pg/mL dos antibidticos canamicina e cloranfenicol, mantendo sob
agitacdo constante de 200 rpm a 37°C, até atingir densidade O&tica de
aproximadamente 0,5 (600 nm). A expresséo das proteinas foi induzida pela adicdo
de IPTG a uma concentracéao final de 0,4 mM. Foram coletadas aliquotas da cultura
antes da inducdo por IPTG, e em intervalos de uma hora apos a inducdo para
posterior andlise da expresséao das proteinas em SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970).
Apbs 4 h de inducdo, as células foram coletadas por centrifugacdo a 5500xg, a 4°C
por 10 minutos em centrifuga Sorvall RC5C plus. O material precipitado, contendo as

bactérias, foi ressuspendido em tampéao de lise, pH 8 (NaCl 250 mM, NaH,PO, 50
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mM, Tris 10 mM), e submetidos a lise celular por meio de sonicacdo, com cinco
pulsos de um minuto a poténcia de 20%, com intervalos de 30 segundos, utilizando
o sonicador Sonic Dismembrator 500 (Fisher Scientific). As células lisadas foram
submetidas a centrifugacdo a 11.900xg, a 4°C por 15 minutos, para separar as
fracbes soluvel e insoluvel, coletando aliquotas para posterior analise em SDS-
PAGE 15%.

3.6. PURIFICACAO DAS CISTATINAS RECOMBINANTES

As cistatinas foram purificadas da fracdo solivel por cromatografia de
afinidade, utilizando colunas contendo 3 mL de resina de niquel Ni-NTA Superflow
(Qiagen), conforme descrito por Soares-Costa e colaboradores (2002). Para isso, as
fracbes soluveis contendo as cistatinas recombinantes foram purificadas pelas
respectivas colunas previamente equilibradas com 5 volumes (15 mL) de tampé&o de
lise. A resina foi entdo lavada com 3 volumes (9 mL) de tampao de lise, e as
proteinas recombinantes foram eluidas, passando pela resina com 2 volumes de
tampao de lise, contendo concentracdes crescentes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100
mM), e com 3 volumes da fracdo mais concentrada de imidazol (250mM). As fracbes
eluidas foram coletadas e analisadas em SDS-PAGE 15%.

As fragBes que continham as proteinas purificadas foram dialisadas, para
eliminar o imidazol, em membranas (Pierce) 3500 MW contendo 2 L de tampé&o
fosfato salino, PBS (NaCl 1,37 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH2PO4 2 mM),
pH 8, a 4°C, realizando duas trocas de 1 h, e uma troca de 16 h. Em seguida as
proteinas foram passadas em filtro Millex® GV de 22 ym / 25 mm (Millipore). As

concentracfes das cistatinas foram determinadas pelo método de Bradford, 1976.

3.7. ENSAIOS DE INIBICAO DAS CISTATINAS CONTRA CIST EINO-PEPTIDASES

A atividade inibitoria das novas cistatinas de cana-de-acucar foi testada contra
cisteino-peptidases em espectrofluorimetro Hitachi F-2000. A cistatina CaneCPI-5
teve atividade inibitéria testada contra as enzimas catepsina B humana (Calbiochem)
e catepsina L do inseto S. levis, denominada rSI-CathL (FONSECA et al., 2012),
produzida em nosso laboratério. A cistatina CaneCPI-6 foi testada apenas contra a

enzima catepsina B humana.
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Os ensaios foram realizados em cubeta de quartzo de 1 mL, a 37°C e em
tampéo acetato de sddio 100 mM pH 5,5. Para os ensaios de inibigdo, as catepsinas
B (1,8 nM) e L (11 nM) foram pré-ativadas com 2,5 mM de DTT (dithiothreitol) por 5
min. Para o0s ensaios com catepsina B foi utillizado 0,01 mM do substrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA, e para ensaios com a catepsina L, foi utilizado 2 mM
do substrato fluorogénico Z-Leu-Arg-MCA. Em seguida concentragdes crescentes
dos inibidores foram adicionadas a cada 100 segundos e foram feitas leituras das
atividades residuais.

A constante de inibicao (Ki) foi calculada de acordo com a férmula Vo/Vi = 1+
[1o/Ki, onde V, é a velocidade da reagcédo na auséncia do inibidor, Vi a velocidade da
reacdo na presenca do inibidor e [I] corresponde a concentracao de inibidor utilizada.
ApoOs analise da velocidade de reacdo em diferentes concentracdes dos inibidores
foi gerado um gréfico (Vo / Vi) - 1 versus [l]o, cuja inclinacdo da reta corresponde a
1/Ki (BEYNON e BOND, 1990).

3.7 ANALISES DE TERMOESTABILIDADE DAS CISTATINAS RE COMBINANTES

As cistatinas recombinantes foram estudadas quanto a sua resisténcia
térmica a altas temperaturas. Estas foram submetidas a fervura (100°C), por 30
minutos, e posteriormente deixadas sobre a bancada até atingirem a temperatura
ambiente (diminuicdo gradual da temperatura). A seguir, a atividade inibitoria das
cistatinas contra a enzima papaina foi medida em espectrofluorimetro, como descrito
no item 3.6, utilizando o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA. A atividade residual
da enzima foi calculada a partir dos slopes das retas geradas com o programa FL
Solutions 2.0, e expressa como porcentagem de atividade em relacdo ao controle.
Cada andlise foi feita em triplicata. A atividade inibitoria, expressa como
porcentagem, foi obtida da diferenca entre a atividade residual da papaina na
auséncia das cistatinas (considerada 100%), e a atividade residual da enzima na

presenca das cistatinas, submetidas ou nao ao tratamento (GIANOTTI, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ANALISES IN SILICO DAS SEQUENCIAS DAS CISTATINAS DE CANA-DE-
ACUCAR

Foram encontradas 115 sequéncias relacionadas com cistatinas no banco de
dados de ESTs do SUCEST, associadas as bibliotecas do projeto. Para melhor
entendimento desses resultados, segue a descricdo das bibliotecas que compdem
esse banco de dados (Tabela 2).

Tabela 2: Descri¢do das bibliotecas que compdem oS  UCEST. Fonte: Modificado de VETTORE et
al.,, 2001. Na quarta coluna, encontra-se o nimero de sequéncias de cistatinas de cana-de-aglcar

encontradas em cada biblioteca de ESTs que integram esse banco de dados.

C_od_lgo da Nome da biblioteca Descricdo N N de_
biblioteca Sequéncias
Tecidos de raiz, colmo e meristema
AD1 G. diazotroficans apical infectados com 4
Gluconacetobacter diazotroficans
AM1, AM2 Meristema Apical Meristema apical de plantas jovens 11
cL6 Calo Pool de c?los tratados por 12 h a 4°C e 8
37°C, no escuro ou na luz
FL1, FL3, FL4, Flores em diferentes estagios de
FL5, FL8 Flores1,3,4,5e8 desenvolvimento 14
Tecidos de raiz, colmo e meristema
. : apical de plantas cultivadas in vitro e
HR1 Al g e infectados com Herbaspirilum 2
diazotroficans
LB1, LB2 Gema lateral 1 e 2 Gemas lateral de plantas maduras. 6
LR1, LR2 Cartucho foliar 1 e 2 Cartucho foliar de plantas imaturas 5
LV1 Folha 1 Folhas est|oladas_ de.plantulas 3
crescendo in vitro
Raizes de 0,3 cm de plantas maduras
RT1, RT2, RT3 Raiz1,2e 3 e apice de raiz 16
RZ1, RZ2, RZ3 Raiz a0 4pice Zonas da raiz ao apice de plantas 13
jovens
SB1 Casca do caule Superficie do caule de plantas >
maduras
SD1, SD2 Sementes 1 e 2 Sementes em desenvolvimento 16
ST1, ST3 Haste 1 e 3 Primeiro e quarto entrenos de plantas 12
imaturas

Do total de 115 sequéncias encontradas, todas foram sequenciadas pelo

projeto a partir da regido 5', e 9 dessas sequéncias, também foram sequenciadas a

partir da regiao 3'.
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De um modo geral, os resultados da tabela 2 mostram que as cistatinas sao
expressas em todos os tecidos (raiz, calo, cartucho foliar, folhas, sementes,
meristema, flores e caule), e fases de desenvolvimento (plantulas in vitro, plantas
imaturas, plantas jovens e plantas maduras) analisadas pelo projeto, tendo pelo
menos um representante dessa proteina em cada biblioteca. Apesar de estudos
mostrarem que as cistatinas séo diferencialmente expressas nos tecidos durante o
desenvolvimento das plantas (MASSONNEAU et al.,, 2005; HWANG et al., 2010;
SANTOS-SILVA et al.,, 2012), sabe-se que esse inibidor de cisteino-peptidases é
ubiguo (BENCHABANE et al., 2010), ou seja, esta presente em toda planta e em
todas as fases de desenvolvimento. Estudos realizados por Santos-Silva e
colaboradores (2012), no qual foi analisado os niveis de expressdo génica da
cistatina de cana-de-acucar, CaneCPI-3, mostrou que este inibidor foi expresso nas
quatro fases de desenvolvimentos coletadas: fase de germinacéo e estabelecimento,
fase de perfilhamento, fase de crescimento dos colmos, e inicio da fase de
maturacdo dos colmos; e em todos os tecidos verificados: folhas, cartucho foliar,
broto, raiz, gema lateral, entrené e meristema apical (SANTOS-SILVA et al., 2012).
Portanto, os resultados encontrados na busca por ESTs, corroboram com o descrito
pela literatura.

As 115 sequéncias de cistatinas selecionadas do SUCEST foram analisadas
no programa Blast2GO. Todas as sequéncias apresentaram similaridade com
cistatinas, sendo que a maioria apresentou similaridade com sorgo e milho, espécies

classificadas como poaceas, mesma familia da cana-de-agucar (Figura 5).

Top-Hit species distribution
BLAST Top-Hits

A5 BE TS 4 e3. 5

Sorghum bicolor

Zea mays ||

Saccharum hybrid |

Saccharum officinarum ||

Figura 5: Grafico extraido do programa Blast2GO, representando as espécies que apresentaram
maior similaridade com cistatinas de agUcar cana-de-acguUcar.
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O Blast2GO faz busca por similaridade em bancos de dados de proteinas,
SwissProt e NR (NCBI). O genoma de cana-de-aglUcar contém apenas ESTs
depositados no NCBI, enquanto que os genomas de sorgo e milho ja foram
totalmente sequenciados. Isto resulta no fato das sequéncias provenientes de cana-
de-acucar apresentarem maior numero de resultados com sequéncias de outros
géneros de poaceas do que com seu proprio género, Saccharum. Neste trabalho, o
Blast2GO foi utilizado como uma ferramenta para confirmar se as sequéncias de
cistatinas selecionadas no SUCEST apresentam similaridade com cistatinas em
diferentes bancos de dados.

Dois clones, que continham cDNA com fase aberta de leitura para diferentes
cistatinas, foram selecionados para estudo. Ambos foram classificados segundo Reis
e Margis (2001): o clone SCCCLR1076E04.g (CaneCPI-6), que contém o cDNA com
a ORF de uma cistatina do grupo Il, o qual reune cistatinas com organizacao
estrutural tipica das fitocistatinas, ou seja, além das trés regides conservadas da
superfamilia, possuem uma sequéncia consenso na regido N-terminal, caracteristica
de fitocistatinas, e possui também uma extensdo na regido C-terminal; e o clone
SCVPAM1059C07.g (CaneCPI-5), pertence ao grupo lll, do qual fazem parte as
cistatinas que também apresentam as regides conservadas da superfamilia,
entretanto ndo possuem a sequéncia consenso tipica das fitocistatinas. O clone
SCCCLR1076E04.g foi identificado em uma biblioteca de cDNAs gerada a partir do
cartucho foliar de plantas imaturas (LR1), enquanto que o clone SCVPAM1059C07.g
foi identificado em uma biblioteca de meristema apical de plantas jovens (AM1)
(Tabela 3).

Tabela 3: Resumo das informacBes de cada clone de ¢ DNA selecionados para estudo. Os
cédigos das bibliotecas estdo destacados em negrito, nos nomes de cada clone. O sufixo .g, na

nomenclatura dos clones, significa que o mesmo foi sequenciado na regido 5'. Na Ultima coluna da
tabela os clones séo classificados de acordo com Reis e Margis (2001).

Nome do Clone Tecido N_ome_ da Reis e Margis (2001)
Cistatina
SCVPAM1059C07.g Mir['figlna CaneCPI-5 Grupo 3
SCCCLR1076E04.g Cartucho CaneCPI-6 Grupo 2

Foliar
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No trabalho publicado por Reis e Margis (2001), o cluster
SCCCLR1076E04.g, esta classificado como uma cistatina do grupo 4, as quais nao
possuem o consenso N-terminal LARFAV-X(3)-N, nem o motivo QxVxG, conservado
entre os membros da superfamilia (REIS e MARGIS, 2001). Entretanto, ao analisar a
sequéncia do clone SCCCLR1076E04.g (cluster SCCCLR1076E04.q), figura 7, fica
claro que a ORF que codifica essa proteina, presente nesse clone, possui ndo sb o
motivo conservado da superfamilia, como também, o consenso N-terminal tipico das
fitocistatinas, mesmo que de forma parcial, com uma substituicdo do residuo de
leucina por alanina (L — A). Portanto, para a cistatina referente ao clone
SCCCLR1076E04.g, é sugerida uma reclassificacdo, como sendo, na verdade do
grupo 2, que possui as caracteristicas descritas acima.

As sequéncias do cDNA contendo as ORFs das cistatinas de cana-de-acucar,
CaneCPI-5 e CaneCPI-6, a partir do sequenciamento dos clones de cDNA, pelo

projeto SUCEST sao mostradas na figura 6 e 7, respectivamente.

CaneCPI-5
m— UTRE = M A P P R H H L P L L L v L
ccaagccgtec ATG GCG CCG CCC CGC CAC CAC CTC COG CTC CTC CIC GTC CTG
EN T L A A L S L A L A P v P G P A
GCC ACC CTC GCC GCC CTC TCC CTC GCG CTC GCC COC GTT CCC GGC CCC GCG
v L G G G G R G P L L G G w A P I
GTG CTG GGC GGC GGC GGG CGC GGC CCA CTG CTG GGC GGG TGG GOC CCG ATC
P D v G D K H I Q E L G G w A L G
CCG GAC GIG GGC GAC AAG CAC ATC CAG GAG CTG GGC GGG TGG GOG CTG GGG
Q A K H Q K L A A D G L R E R R v
CAG GCC AAG CAC CAG ARG CTG GCC GCC GAC GGG CTG CGG TTC CGC CGC GTG
7 R G E Q Q v v 3 G M R b 4 R L b 4 v
GTG CGC GGC GAG CAG CAG GTC GTG TCC GGG ATG AGG TAC CGC CTC TAC GTC
D A A D P A G R T v P Y v A v v b 5
GAC GCC GCC GAC CCC GCC GGC CGG ACC GTG CCC TAC GTC GCC GTC GTC TAC
E Q v L T R T R L A 8 F N » »‘q, P
GAG CAG GI'C TGG ACC OGC ACC CGC CAG CTC GCC TCC TTC ARC COG GCG CCC
R A H ¢
CGC GCC CAC TGA aaccatgcatagcggttggcggatcgcegeggcecggeggecgacgacgttcteg

gttaattacatgtctagctaatctaattactattataatactcctoecccgtocctatggacctatag

tttgttgcgagcgagt

UTR 3

Figura 6: Sequéncia de nucleotideos traduzidos do ¢ = DNA que codifica a proteina CaneCPI-5. A
regido codificante da proteina é mostrada a partir do coédon de iniciacdo (ATG), e termina no
respectivo cédon de terminacdo (TGA), representado por #. As provaveis regides conservadas na
superfamilia cistatina estao destacadas em amarelo na estrutura primaria das proteinas. Nota-se que
a proteina CaneCPI-5 ndo possui 0 motivo conservado LARFAV-3(X)-N, tipico de cistatinas de
plantas. A regido nao traduzida (UTR) aparece sublinhada em preto.
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CaneCPI-6
UTR & M P R R A ¥ ¥ L F A A A L
cecgegatgacgacg ATG ATG CCT CGC OGC GCC GTC GIC CTC TTC GOC GCG GCG CTC
L A A 8 A A A VvV 8 6 F H L 66 6 D s
CTC GCG GCC TCC GCC GCC GGG GTC TCC GGG TTC CAC CTC GGC GGG GAC GAG AGC
G v R G v L A A L R E R A E A E D
GGC CTC GTC AGG GGC GI'G CTC GCC GCG CTC CGC GAG CGG GCC GAG GCC GAG GAC
A A R F A V A B H N E N Q G A A 1L =
GCC GCG COGC TTC GCC GI'C GCC CAC CAC AAC AAG AAC CAG GGT GCT GCT TTG GAG
F T R VvV L K 8 K R @ ¥ ¥ ® 6 T L H D
TTT ACT AGG GTG CTC AAA TCG AAG CGG CAG GTG GTG ACC GGG ACC CTG CAT GAC
L I L B A A D A 6 K E 8 L Y R AR K ¥V
CTG ATA CTG GAG GCA GCT GAT GCT GGA AAA AAG AGT CTG TAC AGA GCA AAG GTT
W v K P W BE D F K 8 VvV VvV E F R L V G
TGG GTG AAG CCG TGG GAG GAT TTC AAG TCT GTT GTC GAG TTT CGC CTT GIT GGA
D 8 E S B P B P S ¥ A 8 D D 8 8 6 0Q
GAC TCT GAR TCT GAA CCC GAG CCT TCT GTT GCT TCT GAT GAT AGC TCT GGG CAA
A I A K 1 8 L B A D I A Q@ B B A R 1
GCG ATT GCC AAG CTC TCT CTT GAA GCA GAC ATT GCT CAA GAA GAG GCT CGC CTG
H T I E N D G L 3 G D F A 3 3 3 $
CAC ACC ATT GAG AAT GAT GGA CTT TCC GGT GAT TTC GCA TCA TCC TCT TAG gcat

acttggtgtgactaggattccaggcaaggatggaaagecgtgaaggtttaaaatgaagttttaggtatttaag

aatctatatagtagggtggtgtcaagcttgaatgoctttgotcggttactggaatatggatctttottttgg

aacgggggagctatgaactggattattcagattttcacacttggeccttttcat
UTR 3

Figura 7: Sequéncia de nucleotideos traduzidos do ¢ =~ DNA que codifica a proteina CaneCPI-6. A
regido codificante da proteina é mostrada a partir do coédon de iniciacdo (ATG), e termina no
respectivo cédon de terminacdo (TAG), representado por #. As provaveis regides conservadas na
superfamilia cistatina estdo destacadas em amarelo na estrutura primaria das proteinas. A regido
conservada tipica de fitocistatinas, LARFAV-3(X)-N, aparece sublinhada em vermelho. Nota-se a
substituicdo do residuo de leucina por alanina (L 2> A).

A Tabela 4 mostra o tamanho das ORFs e as massas moleculares teodricas

das cistatinas por elas codificadas.

p : e 1
Tabela 4: Tamanho das ORFs e massas moleculares te6 ricas das cistatinas. @ Valores

. . . A . , , . 2 N
referentes as cistatinas contendo a sequéncia do provavel peptideo sinal; @ valores referentes as
proteinas de fusdo recombinantes (cistatinas sem a sequéncia do peptideo sinal + a sequéncia
derivada do vetor pET-28a). A massa molecular tedrica foi calculada no programa ProtParam.

Cistatina Nucleotideos Aminoécidos Massa Molecular (Da)
14546,9Y
CaneCPI-5 411 136 @
14553,7
18527,8
CaneCPI-6 525 174

18896,9?
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O peptideo sinal, ou sequéncia-sinal, € uma sequéncia sinalizadora que
direciona as proteinas aos destinos celulares corretos, e possuem algumas
caracteristicas bem definidas, tais como: é tipicamente constituida de 15 a 60
aminoacidos; é frequentemente encontrada na regido N-terminal; cada sequéncia
sinal especifica um destino particular na célula; € composta de cerca de 5 a 10
aminoacidos hidrofobicos (ALBERTS et al.,, 2010). Os gréaficos gerados pelos
programas ProtScale e SignalP revelaram a presenca de uma regido N-terminal
altamente hidrofébica nas sequéncias das cistatinas, a qual apresenta as
caracteristicas de um peptideo sinal (Figura 8 e 9). Esse resultado indica, que as
cistatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6 sdo provavelmente secretadas. O peptideo sinal
presente na maioria desses inibidores sugerem uma localizacdo n&o citosoélica
dessas proteinas (ABRAHAM et al., 2006). A localizacdo subcelular das
fitocistatinas, ainda era pouco conhecida, com excecédo das multicistatinas de batata
e tomate encontradas nos vacuolos e no citoplasma; da oryzacistatina do arroz,
detectada no citoplasma, nos vacuolos e cloroplastos (MADUREIRA et al., 2006;
PRINS et al., 2008; NISSEN et al., 2009); e das cistatinas de cevada, localizadas no
reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi (MARTINEZ et al., 2009). Estudos
recentes demonstraram que a cistatina de milho, CC-9, foi detectada no apoplasto,
onde inibia cisteino-peptidases do tipo-papaina (VAN DER LINDE et al., 2012). As
analises feitas pelo programa WoLF PSORT sugerem que a localizacdo subcelular
mais provavel para CaneCPI-5 seja na matriz mitocondrial e nos cloroplastos, e na
matriz mitocondrial, nos cloroplastos e na matriz extracelular para proteina CaneCPI-
6.
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Figura 8: Perfil de hidrofobicidade das cistatinas CaneCPI -5 e CaneCPI-6.0s gréficos gerados
com o programa ProtScale mostram a presenca de uma regido N-terminal altamente hidrofobica nas
sequéncias das cistatinas, correspondentes aos provaveis peptideos sinais.
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Figura 9: Peptideos sinais identificados n as sequéncias das cistatinas CaneCPl -5 e CaneCPI-6.
Os graficos gerados com o programa SignalP mostram a presenca de sequéncias com caracteristicas
de peptideos sinais nas cistatinas. O provavel sitio de clivagem do peptideo sinal € mostrado no pico
vermelho. A regido do peptideo sinal, altamente hidrofébica é mostrada em verde no grafico.
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A Figura 10 mostra o alinhamento das sequéncias de proteina, de CaneCPI-5 e
CaneCPI-6, utilizando o programa MultAlin (CORPET, 1988), destacando as regides
dos provaveis peptideos sinais.

1 10 20 30 40 50 60
CaneCPI-5 MAPPRHHL)JLLL LATLEYSASs LAL\PVPGPA GG PLLEGH PIPDVGDEHIQELG
CaneCPI-6 [yt MMZRRANVLFALNNALAINSINAAVSGFH DES[ELVR[EVLI\ALRERAEA . . EDAA
70 80 90 100 110 120

CaneCPI-5 GWED

ABHEKLEFERV RGEQPYAUS[EMR Y R Y vDEENS RTVPYEQV
.. EVHEINSN O GAAMEITIYIL K S K RENAY T[T LE DT LELVN) . ENeK K S LIqREVKAYW VK PLJ)
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CaneCPI-5 = ..... |
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Figura 10: Alinhamento entre as sequéncias das prot einas CaneCPI-5 e CaneCPI-6. As
sequéncias de aminoacidos foram deduzidas das ORFs contidas nos clones SCVPAM1059C07.g
(CaneCPI-5) e SCCCLR1076E04.g (CaneCPI-6). As regides destacadas em amarelo indicam as
provaveis sequéncias sinalizadoras identificadas pelo programa SignalP.

No banco de dados do NCBI estdo depositadas sequéncias de cistatinas de
outras espécies vegetais. Algumas dessas sequéncias apresentam alta identidade
de amino&cidos com as cistatinas de cana-de-acucar, como pode ser observado na
tabela 5 e nas figuras 11 e 12.

Tabela 5: Identidade de sequéncias de aminoacidos e  ntre as cistatinas de cana-de-aglcar e
cistatinas de outras espécies vegetais. A porcentagem de identidade entre as sequéncias foi
obtida com o programa BLAST. Os nimeros de acesso das sequéncias no banco de dados NCBI
estéo entre parénteses.

Cistatinas de cana -de- Cistatinas de outras espécies vegetais % de identid ade

acucar

Zea mays (ACG48521.1) 95
Sorghum bicolor (XP_002465061.1) 85

CaneCPI-5 T
Setaria italica (XP_004983911.1) 75
Oryza sativa (NP_001050419.1) 70
Zea mays (NP_001151685.1) 94
Sorghum bicolor (XP_002439792.1) 97

CaneCPI-6 —
Setaria italica (XP_004962105.1) 87

Hordeum vulgare (CAG38124.1) 68
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Como esperado, as cistatinas apresentaram maiores identidades de
aminoacidos com espécies vegetais da familia poacea: Sorghum bicolor, sorgo,
(PATERSON et al, 2009), Zea mays, milho (CHAUBAL et al., 2000), Setaria italica,
milhete, (DOUST e KELLOGG, 2006), Oryza sativa, arroz (ZHAO et al., 1998) e
Hordeum vulgare, cevada (MARTINEZ et al., 2009)

1 10 ZD 40

CaneCPI-5 MAlP PRHEHLP
S.bicoler MATPGHHLP
Z.mays MAIT HRHCLP
S.italica ‘ . maRrTL
O.sativa oo JMARIPE
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S.bicolor

Z.mays

S.italieca
O.sativa
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owmREn

Figura 11: Alinhamento da cistatina CaneCPI-5 com c¢ istatinas de outras espécies vegetais
Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da CaneCPI-5 com outras fitocistatinas de diferentes
espécies vegetais Essas sequéncias apresentaram maiores porcentagens de identidade na busca
realizada com o programa Blast, no banco de dados NR do NCBI.

CaneCPI-6
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Figura 12: Alinhamento da cistatina CaneCPI-6 com ¢ istatinas de outras espécies vegetais.
Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da CaneCPI-6 com outras fitocistatinas de diferentes
espécies vegetais Essas sequéncias apresentaram maiores porcentagens de identidade na busca
realizada com o programa Blast, no banco de dados NR do NCBI.
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A Figura 13 mostra o alinhamento das cistatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6, com
as outras cistatinas de cana-de-acucar. CaneCPl-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3, e
CaneCPI-4, todas expressas e caracterizadas pelo nosso grupo de pesquisa. Nota-se,
gue existe bastante diferenca ao longo das sequéncias de aminoacidos, porém ha alta
identidade de aminoacidos nos dominios conservados. O dominio é geralmente
conservado por ser uma regido importante em termos de mecanismo de inibicdo. Nas
cistatinas, particularmente, uma glicina na regido N-terminal, o dominio QxVxG , e o
residuo de triptofano na regidao C-terminal, sdo importantes na interacdo com a
protease. A cistatina CaneCPI-6 tem sua regido C-terminal mais estendida, quando
comparada as cistatinas CaneCPI-1, 2, 4 e 5, porém essa extensao € menor quando
comparada a CaneCPI-3. Além disso, diferente de CaneCPI-3, a proteina CaneCPI-6
nao possui, nessa regido, o motivo conservado SNSL, envolvido com a inibicdo de
cisteino-peptidases do tipo legumaina. Dentre essas cistatinas de cana-de-acucar, as
gue possuem maior similaridade em sua estrutura primaria, sdo as proteinas
CaneCPIl-4 e CaneCPI-5. O alinhamento entre essas duas cistatinas revelou alta
identidade de aminoacidos, principalmente proximo aos dominios conservados
(Figura 14).
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Figura 13: Alinhamento das cistatinas de cana-de-a¢  Ucar. O motivo SNSL, na proteina CaneCPI-
3, importante para inibir cisteino-peptidases do tipo legumaina, esta destacado em vermelho.
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Ucar,
cistatinas possuem alta identidade de aminoacidos, principalmente proximo aos motivos conservados.

Figura 14: Alinhamento das cistatinas de cana-de-a¢



44

4.2 ANALISE FILOGENETICA

Com o intuito de estabelecer uma relacdo filogenética entre as sequéncias
das provaveis cistatinas de cana-de-acgucar, identificadas no SUCEST (item 4.1), 59
delas foram selecionadas para construcdo da arvore filogenética. Sequéncias
repetidas ou truncadas foram retiradas da analise. Sete sequéncias de cistatinas de
Arabdopsis (AtCYS1 - AtCYS7) foram utilizadas como controle do tipo outgroup. As
proteinas foram reunidas em 4 principais grupos, identificados por diferentes cores
na arvore filogenética (Figura 15), as sequéncias pertencentes a cada grupo foram
analisadas in silico, e caracterizadas (Figura 16). O Anexo 1 mostra a identificacédo

dos clones do SUCEST e seus respectivos cédigos usados na construcao da arvore

filogenética.
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Figura 15: Arvore filogenética correspondentes as provaveis cistatinas de cana  -de-aglcar. O
método de maxima verossimilhanca foi utilizado para construgdo filogenética a partir do alinhamento
obtido pelo algoritmo MUSCLE e posteriormente corrigido pela matriz WAG com distribuicdo G de 5
parametros sem sitios invariantes. Os 4 grupos estdo representados por diferentes cores. Amarelo:
Grupo 1; Verde: Grupo 2; Rosa: Grupo 3; Azul: Grupo 4. Sete sequéncias de cistatina de Arabidopsis
foram usadas como outgroup: AtCYS1 (GIl: 15239883), AtCYS2 (Gl: 330253521), AtCYS3 (Gl:
330254798), AtCYS4 (Gl: 332658361), AtCYS5 (Gl: 332008148), AtCYS6 (Gl: 332641680), e AtCYS7
(Gl: 332003446).
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De acordo com as analises filogenéticas uma nova classificacdo das
provaveis cistatinas de cana-de-acucar foi possivel:

Grupo 1. Nesse grupo estdo reunidas as cistatinas que possuem 0s trés
motivos conservados na superfamilia cistatina, além do motivo conservado LARFAV-
X(3)-N, exclusivo de fitocistatinas. Portanto, as cistatinas do grupo 1 séo
consideradas fitocistatinas tipicas. Fazem parte desse grupo as cistatinas CaneCPI-
1 e CaneCPI-2.

Grupo 2: No grupo dois reinem-se as cistatinas que, assim como no grupo 1,
possuem os trés motivos conservados da superfamilia, além do motivo conservado
tipico das fitocistatinas. As cistatinas desse grupo, possuem ainda, sua regido C-
terminal estendida, onde esta presente o motivo conservado SNSL, importante para
inibicdo de legumaina. Portanto, as cistatinas de cana-de-aclUcar do grupo 2, sao
inibidores com capacidade bifuncional, podendo inibir cisteino-peptidases do tipo
papaina e legumainas. Faz parte desse grupo a cistatina CaneCPI-3.

Grupo 3: As cistatinas do grupo 3 possuem os trés motivos conservados
entre a superfamilia cistatina, mas carecem do motivo conservado tipico das
fitocistatinas. Fazem parte desse grupo as cistatinas CaneCPI-4 e CaneCPI-5.

Grupo 4: Nesse grupo encontram-se as cistatinas de cana-de-acucar que
possuem o0s trés motivos convervados na superfamilia. Possuem o motivo tipico das
fitocistatinas LARFAV-X(3)-N, porém com a substituicdo do residuo de leucina por
um de alanina (L — A). As cistatinas do grupo 4, também possuem a regido C-
terminal estendida, porém nao foi identificado nenhuma caracteristica particular

nessa regido. A proteina CaneCPI-6 faz parte desse grupo.
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A figura 16 mostra o alinhamento de um representante de cada um desses
grupos: CaneCPIl-1 (Grupo 1), CaneCPI-3 (Grupo 2), CaneCPI-5 (Grupo 3) e
CaneCPI-6 (Grupo 4). As caracteristicas de cada grupo aparecem destacadas.
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Figura 16: Alinhamento de cistatinas de cana-de-acli  car pertencentes a diferentes grupos. A
caixa e as setas azuis representam os motivos conservados entre a superfamilia cistatina; um residuo
de Gly (G) na regido N-terminal; um motivo Q-X-V-X-G no loop central; e um residuo de Trp (W) em
um segundo loop na regido C-terminal. A caixa verde representa o motivo LARFAV-X(3)-N, tipico das
fitocistatinas. As extens@es na regiao C-terminal, presentes nos grupos 2 e 4, estdo destacadas em
amarelo. Finalmente, a caixa vermelha representa 0 motivo SNSL importante para inibicdo de
legumaina. CaneCPI-1 (Grupo 1), CaneCPI-3 (Grupo 2), CaneCPI-5 (Grupo 3) e CaneCPI-6 (Grupo
4).

No alinhamento da figura 16, nota-se que 0s quatro grupos compartilham a
caracteristica de possuirem, em sua estrutura primaria, as trés sequéncias consenso
da superfamilia cistatina, representadas pela caixa e setas azuis. Estas trés regidoes
sdo importantes para a inibicdo da cisteino peptidase alvo, pois interagem com o
sitio ativo da enzima. A regido N-terminal, contendo o residuo conservado de Gly,
nao interage diretamente com o sitio ativo, mas mantém varios contatos com a
peptidase, desempenhando um importante papel no processo de ligagéo. Dois loops
interagem fisicamente com o sitio ativo da peptidase, o primeiro loop interage por

meio do motivo Q-X-V-X-G, e 0 segundo através do residuo conservado de Trp, na
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regido C-terminal (NAGATA et al., 2000; PAVLOVA e BJIORK, 2003; VALADARES
et al., 2010). As cistatinas dos grupos 1 e 2 possuem a seguéncia consenso
LARFAV-X(3)-N, tipica da familia das fitocistatinas; as do grupo 3 possuem esse
consenso de forma parcial, com a substituicdo do residuo de leucina por um de
alanina (L — A); e as do grupo 4 carecem dessa sequéncia. A funcdo desse
consenso ainda nao foi bem esclarecida, mas sabe-se que 0s aminoacidos nessa
regido  podem  variar:  [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-[VI]-X-[EDQV]-[HYFQ]-N,
formando uma a-hélice na regido N-terminal (MARGIS et al., 1998; VAN DER LINDE
et al., 2012). Um estudo recente, feito por Valadares e colaboradores (2010), sugere
gue o papel desse motivo é prover uma complementaridade ideal para os residuos
hidrofébicos na folha-B das fitocistatinas, essencial para estabilizar a estrutura
tercidria (VALADARES et al.,, 2010). Por fim, as cistatinas dos grupos 2 e 4,
possuem sua regido C-terminal estendida. As cistatinas do grupo 2, possuem ainda,
um motivo conservado SNSL, importante para a inibicdo das cisteino-peptidases do
tipo legumaina. Essas cistatinas, com a regido C-terminal estendida, possuem
massa molecular de aproximadamente 23 kDa, encontradas em algas verdes e em
taxons de plantas de grau superior, sdo resultantes de eventos de duplicacdo génica
precoce, jA na evolucdo de Viridiplantae, e bem antes da irradiacdo de plantas
terrestres (MARTINEZ et al., 2005a; MARGIS-PINHEIRO et al., 2008). O dominio C-
terminal dessas proteinas teria entdo sido submetido a uma significante
remodelagem funcional e estrutural, levando gradualmente a perda de atividade
contra peptidases do tipo papaina, e adquirindo novas fun¢des incluindo atividade
inibitdria contra cisteino-peptidases do tipo legumaina (Familia C13) (MARTINEZ et
al., 2007). Por fim, ndo foi encontrada nenhuma caracteristica particular na extenséo
C-terminal das cistatinas pertencentes ao grupo 4, que € menor quando comparada

com a extensao C-terminal do grupo 2.
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4.3. AMPLIFICACAO DAS ORFS QUE CODIFIC AM AS CISTATINAS CANECPI -5 E
CANECPI-6, E CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO

A expressao e a solubilidade de outras cistatinas de cana-de-acucar contendo
0 peptideo sinal foram muito reduzidas, provavelmente devido a alta hidrofobicidade
dessa sequéncia (GIANOTTI et al., 2008). Portanto, foi decidido expressar as novas
cistatinas de cana-de-aglcar sem as sequéncias correspondentes aos provaveis
peptideos sinais. As ORFs foram obtidas por PCR e a analise dos produtos das duas
amplificacbes em gel de agarose mostrou a presenca do fragmento correspondente a
cada uma das cistatinas nos respectivos tamanhos esperados, de aproximadamente
345 pb para CaneCPI-5 e 465 pb para CaneCPI-6 (Figura 17).

CaneCPI-5 CaneCPI-6

Figura 17: Amplificacdo das ORFs das cistatinas da cana -de-aclcar. As regibes génicas das
cistatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6 foram amplificas por PCR a partir dos clones SCVPAM1059C07.9
e SCCCLR1076E04.g, respectivamente, utilizando primers especificos. Nas colunas do gel: (L) 1 Kb
DNA ladder (Invitrogen), (1) controle negativo da PCR, e (2) produto de PCR correspondente as
ORFs de cada cistatina. pb: pares de bases. As setas indicam as bandas amplificadas de
aproximadamente 345 pb para CaneCPI-5 e 465 pb para CaneCPI-6. Gel de agarose 1%.

Os produtos da PCR (Figura 17) foram ligados ao plasmideo de propagacéo
pTZ57R/T (Figura 3). Devido a enzima Tag DNA polimerase adicionar um
nucleotideo adenina (A) na extremidade 3’ dos fragmentos amplificados, a ligacao
destes ao vetor pTZ57R/T é facilitada pela presenca de um nucleotideo timina (T)
em ambas as extremidades 3’ do plasmideo. Neste vetor, o sitio para a clonagem do
fragmento de PCR esta inserido na regido que codifica o peptideo a da enzima B-

galactosidase, permitindo a identificacdo dos clones recombinantes por uma selecéo
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branco/azul. Dessa maneira as colonias recombinantes brancas foram selecionadas,
e confirmadas por PCR de coldnia, utilizando os primers do vetor, M13 forward e
reverse, confirmando um produto de aproximadamente 490 pb para CaneCPI-5, e
610 pb para CaneCPI-6. (Figura 18).
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Figura 18: PCR de coldnia de E. coli DH5-a transformadas com o vetor pTZ57R/T com as ORFs
de CaneCPI-5 e CaneCPI-6 clonadas. (1) indica os fragmentos correspondentes a cistatina
CaneCPI-6, e (2) indica os fragmentos correspondentes a cistatina CaneCPI-5, ambas com sequéncia
do vetor pTZ57R/T. (C-): controle negativo: (L): 1 kb DNA ladder (Invitrogen) pb: pares de bases. A
cabeca de seta indica as bandas amplificadas de aproximadamente 490 pb para CaneCPI-5 e a seta
indica as bandas amplificadas de aproximadamente 610 pb para CaneCPI-6. Gel de agarose 1%.

Como outras cistatinas de cana-de-agucar, CaneCPI-1 (SOARES-COSTA et
al., 2002), CaneCPI-2 e CaneCPI-3 (GIANOTTI et al.,, 2006), ja haviam sido
expressas e purificadas de forma eficiente usando o vetor pET-28a, neste trabalho
foi adotada a mesma estratégia para a obtencdo das proteinas CaneCPI-5 e
CaneCPI-6. O sistema pET (Novagen) foi desenvolvido para clonagem e expressao
de proteinas recombinantes em E. coli. Os genes de interesse sao clonados nos
plasmideos pET sob controle transcricional do promotor do bacteriéfago T7. A
expressao é induzida pela adicdo de IPTG ou lactose a cultura bacteriana, devido as
células hospedeiras proverem uma fonte de RNA polimerase T7 sob o controle do
promotor lacUV5. Desta forma a presenca do IPTG induz a expressdo da RNA
polimerase T7, que por sua vez, liga-se ao promotor T7 e ativa a expressao do gene
clonado no vetor pET.

A figura 19 mostra os resultados das reacdes de digestdo dos vetores de
propagacdo pTZ57R/T contendo os fragmentos correspondentes as regides génicas

gue codificam as novas cistatinas recombinantes.
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Figura 19: Reacdes de digestdo dos vetores pTZ57R/T , contendo as ORFs de CaneCPI-5 e
CaneCPI-6. Nas colunas do gel: (L): 1 Kb DNA ladder (Invitrogen); (1): Plasmideo de propagacéo
pTZ57R/T clivado com as enzimas de restricao Nhe | e BamH | e o fragmento correspondente a ORF
da proteina CaneCPI-5 (~345 pb); (2): Plasmideo pTZ57R/T clivado com as enzimas de restricdo Nhe
| e BamH | e o fragmento correspondente a ORF da proteina CaneCPI-6 (~465 pb). pb: pares de
bases. A seta indica a banda de 2886 pb do vetor pTZ57R/T, e as cabecas das setas indicam os
insertos clonados. Gel de agarose 1%.

A figura 20 mostra o resultado da PCR de colbnia, feita a partir de células
competentes de E. coli DH5-q, transformadas com o vetor pET-28a, contendo as
ORFs de CaneCPI-5 e CaneCPI-6. Para a reacdo de PCR foram utilizados os primers
do vetor T7 promoter e T7 terminator, confirmando os produtos de aproximadamente
610 pb para CaneCPI-5, e 730 pb para CaneCPI-6.

Figura 20: PCR de colbénia de E. coli DH5-a transformadas com o vetor pET-28a com ORFs de
CaneCPI-5 e CaneCPI-6 subclonadas. (1) indica os fragmentos correspondentes a cistatina
CaneCPI-5, e (2) indica os fragmentos correspondentes a cistatina CaneCPI-6, ambas com sequéncia
do vetor pET-28a. L: 1 kb (C-): controle negativo: (L): 1 kb DNA ladder (Invitrogen) pb: pares de
bases. A cabeca de seta indica as bandas amplificadas de aproximadamente 610 pb para CaneCPI-
5 e a seta indica as bandas amplificadas de aproximadamente 730 pb para CaneCPI-6. Gel de
agarose 1%.
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4.4, EXPRESSAO HETEROLOGA E PURIFICACAO DAS CISTATI NAS
RECOMBINANTES

As ORFs correspondentes as cistatinas foram clonadas no vetor de
expressao pET-28a (figura 4). Este vetor permite a clonagem direcional do gene de
interesse em fase com uma sequéncia, que codifica uma “cauda” de seis histidinas
na extremidade C ou N-terminal. Esta “His-Tag” facilita a purificagdo da proteina de
fusdo por cromatografia de afinidade e posteriormente pode ser removida, se
necessario, uma vez que entre a sequéncia da proteina de interesse e as histidinas
existe um sitio para a protease trombina. Dessa maneira, as proteinas, CaneCPI-5 e
CaneCPI-6 foram expressas em fusdo com a cauda de histidinas (His-Tag), na
regido N-terminal, derivada do vetor pET-28a. Considerando que os residuos de
histidina possuem afinidade pelo niquel, foi possivel purifica-las em etapa Unica por
esse procedimento.

A analise em SDS-PAGE 15%, das amostras coletadas periodicamente a
cada 1 hora, apds o inicio da inducédo, revelou que a partir da primeira hora, as
proteinas recombinantes ja eram expressas, e que ndo ha muita diferenca nos niveis

de expressao das amostras coletadas em 2, 3 e 4 horas (Figura 21).
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Figura 21: Expresséo heter6loga e coleta periddica a cada 1 hora ap6s a indugdo das cistatinas
CaneCPI-5 e CaneCPI-6. Andlise em SDS-PAGE 15%, das amostras coletadas das fracdes sollveis
(1), e insolaveis (2), ndo induzidas (3), com 1 hora de inducéo (4), com 2 horas de inducéo (5), com 3
horas de inducéo (6), e com 4 horas de indugdo (7). M: BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen). As
setas indicam as bandas referentes as cistatinas CaneCPI-5 (~14,5 kDa) e CaneCPI-6 (~19 kDa).
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A comparacao dos padrdes proteicos dos clones bacterianos, apoés 4 h de
indugdo, e ndo induzidos, analisado em SDS-PAGE 15%, revelou presenga de
bandas de tamanhos esperados (His-Tag + cistatina) nos clones induzidos com
IPTG, referentes a superexpressao das proteinas (Figura 22, pocos 1 e 2).

As fracbes soluveis e insoluveis resultante da lise celular das bactérias,
mostraram que, ambas as cistatinas, CaneCPI-5 e CaneCPI-6, encontram-se em
sua maior parte na fragdo soltvel (Figura 22, pocos 3 e 4). As fra¢Bes soluveis foram
utilizadas para a purificacdo das cistatinas recombinantes por cromatografia de
afinidade em colunas contendo resina de niquel. Essas fracbes foram, entao,
adicionadas as colunas e as proteinas foram eluidas em tampéo de lise contendo
imidazol. O imidazol, que também apresenta forte afinidade pelo niquel, compete
com as histidinas pela ligacdo a esse metal, liberando a proteina de fuséo.

A analise em SDS-PAGE revelou que a maior parte das proteinas CaneCPI-5 e
CaneCPI-6 foram eluidas nas fracées que continham 250 mM de imidazol (Figura

22, poco 5).
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Figura 22: Expresséao heterdloga e purificacdo das ¢ istatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6. Analise em
SDS-PAGE 15% das amostras coletadas das culturas nédo induzidas (1), e induzidas (2), das fracdes
insollveis (3), e sollveis (4), resultante da lise celular, e das purificagcdes em coluna de niquel (5). M:
BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen). As setas indicam as bandas referentes as cistatinas
CaneCPI-5 (~15,5 kDa) e CaneCPI-6 (~19 kDa).

O rendimento das cistatinas purificadas, foi de aproximadamente 16 mg por
litro de cultura celular, para CaneCPI-5, e de aproximadamente 8,0 mg por litro de
cultura celular, para CaneCPI-6. Os resultados obtidos sédo satisfatérios, uma vez que
foi possivel purificar as proteinas de interesse em concentracdes e pureza suficientes

para a realizacdo dos ensaios experimentais. A tabela 6 mostra uma comparacao
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entre os rendimentos das seis cistatinas de cana-de-agucar expressas, em E. coli, e
purificadas no Laboratorio de Biologia Molecular (LBM-DGE/UFSCar). Mesmo com
alta identidade de aminoacidos na estrutura primaria das proteinas CaneCPI-4 e
CaneCPI-5, nota-se que o rendimento da cistatina CaneCPI-5 (~16 mg / L de cultura)
foi maior do que em CaneCPI-4 (-2 mg / L de cultura). Sabe-se que a proteina
CaneCPI-4 tende a se agregar, o que a torna pouco soluvel quando expressa de
maneira heterologa em células de bactéria (GIANOTTI et al, 2008). Esse resultado
nao foi observado para CaneCPI-5, sugerindo que apesar de serem similares, as
diferencas dos aminoacidos ao longo de sua estrutura primaria refletem em uma
maior solubilidade de CaneCPI-5. O fato da proteina CaneCPI-5 ser mais solavel em
relagdo a CaneCPI-4 é vantajoso do ponto de vista industrial. Os rendimentos de
CaneCPI-5 e CaneCPI-6 sdo mais similares aos de CaneCPI-2 (~20 mg / L de

cultura), e CaneCPI-1 (~10 mg / L de cultura), respectivamente.

Tabela 6: Rendimento das cistatinas de cana-de-acic  ar. Rendimento expresso em miligramas de
proteina por litro de cultura induzido.

Cistatina Rendimento por L de cultura Referéncia

CaneCPI-1 10,00 mg SOARES-COSTA et al., 2002
CaneCPI-2 20,00 mg

CaneCPI-3 22.00 mg GIANOTTI et al., 2006
CaneCPI-4 2,00 mg GIANOTTI et al., 2008
CaneCPI-5 16,00 mg

Este estudo
CaneCPI-6 8,00 mg
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4.5 INIBICAO DAS ATIVIDADES DAS CISTEINO-PEPTIDASES CATEPSINA B
HUMANA E RSL-CATHL PELAS NOVAS CISTATINAS RECOMBINANTES.

A atividade inibitoria das cistatinas recombinantes contra a enzima catepsina B,
foi medida em espectrofluotimetro Hitachi F2000, utilizando o substrato fluorogénico
Z-Phe-Arg-MCA. Os resultados, sumarizados na figura 23, mostram que as cistatinas
recombinantes, CaneCPI-5 e CaneCPI-6, apresentaram diferencas nas atividades
inibitéria contra catepsina B, sendo que somente a cistatina CaneCPI-5 foi capaz de

inibir eficientemente a atividade dessa cisteino peptidase.

Efeito de CaneCPI-5 na atividade da CathB Efeito de CaneCPl-6 na atividade da CathB
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Figura 23: Inibigdo da catepsina B humana pelas cistatinas rec ~ ombinantes. A atividade inibitoria
das cistatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6 contra a enzima catepsina B humana foi medida em ensaio
fluorométrico utilizando o substrato Z-Phe-Arg-MCA. Os graficos representam as curvas de inibigcao
de cada inibidor, obtida pelo célculo da atividade residual da catepsina B humana a medida que o
inibidor foi adicionado. Os valores estdo expressos como a média + o desvio padrao de trés
experimentos independentes.

O valor da constante de inibicdo (Ki), também denominado constante de
dissociacdo do complexo enzima-inibidor, expressa a afinidade do inibidor pela
enzima (CHENG e PRUSOFF, 1973). Para um inibidor ser considerado potente, sua
afinidade pela enzima alvo deve ser tao alta, que o seu valor de Ki é menor ou igual a
concentracado total de enzima utilizada no ensaio de inibicdo (COPELAND, 2005).
Considerando os valores de Ki encontrados para a inibicdo de catepsina B (Tabela 7),
assim como a concentracdo de enzima usada nos ensaios (1,8 nM), podemos
verificar que, dentre os dois inibidores testados, a cistatina CaneCPI-6 ndo foi capaz
de inibir catepsina B de forma eficiente, porém CaneCPI-5 apresentou uma

consideravel atividade inibitoria contra essa enzima.
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Tabela 7: Constantes de Inibicdo (Ki) das cistatinas CaneCPI-5 e CaneCPI-6 contra a catepsina B
humana (1,8 nM).

Inibidor Ki
CaneCPI-5 6,87 nM
CaneCPI-6 1,83 uM

Ao comparar as constantes de inibicdo (Ki), obtidas nesse estudo, com as de
outras cistatinas de cana-de-agucar (Tabela 8) contra a catepsina B humana, é
verificado, que o poder inibitério de CaneCPI-5 é similar ao de CaneCPI-4,
apresentando, a mesma ordem de grandeza, em nanomolar. A comparagao entre as
estruturas primarias de CaneCPI-4 e CaneCPI-5 (Figura 14), revelou que essas
cistatinas tem alta identidade de aminoacidos, principalmente nas regides envolvidas
com a ligacdo do inibidor & enzima alvo, sugerindo que essas proteinas inibem
catepsina B por um mecanismo de acdo semelhante, o que reflete em valores
comparaveis do Ki. Além disso, essas proteinas pertencem ao mesmo grupo. Em
relacdo a proteina CaneCPI-6, € verificado uma atividade inibitoria mais proxima de
CaneCPI-1, 2 e 3, na ordem de micromolar. Os resultados das analises in silico
(Figura 13), revelaram que a proteina CaneCPI-6 tem sua regido C-terminal mais
estendida quando comparadas as demais, com excecao de CaneCPI-3, que além de
ser mais estendida na mesma regido, possui um motivo SNSL importante para
inibicdo de legumaina. Esse motivo conservado n&o foi identificado na estrutura
priméria de CaneCPI-6, portanto, apesar de ambas apresentarem Ki similares, contra
a enzima catepsina B, e possuirem extensdo C-terminal, ndo era esperado que
CaneCPI-6 fosse capaz de inibir cisteino-peptidases do tipo legumaina. Essa hipotese
foi confirmada por andlises experimentais, onde uma concentracdo de 0,7 mM de

CaneCPI-6, ndo foi capaz de inibir a atividade de uma legumaina de cana-de-agucar.

Tabela 8: Comparacgéo entre as constantes de inibicdo (Ki) obtidas neste estudo com outras cistatinas
de cana-de-aglcar contra catepsina B humana. As atividades de CaneCPIl-4 e CaneCPI-5 estédo
destacadas por serem as mais eficientes.

Inibidor Ki [Catepsina B] nM Referéncia
CaneCPI-1 0,125 uM 0,5 OLIVA et al., 2004
CaneCPI-2 0,47 uM
CaneCPI-3 2,44 uM 0,5 GIANOTTI et al., 2008
CaneCPI-4 0,83 nM
CaneCPI-5 6,87 nM

1,8 Este estudo

CaneCPI-6 1,83 uM
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A capacidade de inibir a atividade enzimatica das catepsinas, além de outras
cisteino-peptidases, sugere que as cistatinas recombinantes estdo em suas
conformacdes corretas. Os resultados obtidos nesse trabalho revelam que apenas a
proteina CaneCPI-5 foi capaz de inibir eficientemente a atividade da catepsina B
humana, com um Ki similar ao de CaneCPI-4 (GIANOTTI et al., 2008).

Quando comparada a outras cisteino-peptidases, a catepsina B contém um
elemento estrutural, denominado loop de ocluséo (“occluding loop”), o qual bloqueia
a fenda do sitio ativo (MUSIL et al., 1991). Como as cistatinas inibem as catepsinas
através de ligacdo competitiva ao sitio ativo, a conformacgéo deste loop na catepsina
B, € incompativel com a ligacdo das cistatinas. Essa influéncia do loop na
acessibilidade ao sitio ativo é refletida em valores altos de Ki para a maioria das
cistatinas, quando comparados aqueles obtidos contra cisteino-peptidases que
carecem de tal loop (BARRETT et al., 1986; KONDO et al., 1990; ABRAHAMSON,
1994; OHTSUBO et al., 2005; MARTINEZ et al., 2005b).

Estudos realizados por Abraham e colaboradores (2006), mostraram que as
variagbes de aminoéacidos das cistatinas de cevada, nos trés motivos conservados
envolvidos com a inibicho da peptidase, afetam a interagdo enzima-inibidor
(ABRAHAM et al., 2006). A Figura 10 mostra que as estruturas primérias das duas
cistatinas sdo bastante diferentes, inclusive nas regides onde a proteina se liga ao
sitio ativo da enzima para que haja inibicdo. Enquanto CaneCPI-5 possui um residuo
de serina (S) no motivo QVVSG, a cistatina CaneCPI-6 possui uma treonina (T),
QVVTG, diferente ndo apenas de CaneCPI-5, mas também de todas as outras
cistatinas de cana-de-agUcar jA expressas e caracterizadas. Ademais, possui sua
regido C-terminal estendida. A diferenca entre a capacidade das duas cistatinas em
inibir catepsina B humana, reflete possiveis diferencas conformacionais, decorrentes
das particularidades estruturais entre as duas proteinas.

A cistatina encontrada no ovo de galinha também ¢é capaz de inibir
eficientemente a catepsina B, com valor de Ki igual a 1,7 nM (BARRETT et al., 1986).
A inibicdo ocorre por um mecanismo de dois passos, o qual requer o deslocamento do
loop de oclusdo. No primeiro passo ocorre uma interagéo inicial da regido N-terminal
da cistatina com os subsitios S2 e S3 do sitio ativo da enzima. No passo seguinte, ha
o deslocamento do loop de oclusdo conforme a cistatina ancorada introduz os seus
dois loops, o central e o da regido C-terminal, nos subsitios S’ da enzima
(NYCANDER et al., 1998; PAVLOVA et al.,, 2000). Como foi dito anteriormente, 0
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motivo conservado na superfamilia cistatina, Q-X-V-X-G, é Q-V-V-S-G em CaneCPI-5,
assim como na proteina CaneCPI-4 (GIANOTTI et al., 2008), e na cistatina do ovo de
galinha (BARRETT et al., 1986). A substituicdo do residuo de serina por alanina (S —
A) no motivo Q-X-V-X-G da cistatina do ovo de galinha reduziu a inibicdo da catepsina
B (AUERSWALD et al, 1992), e uma variante similar da cistatina da cana-de-agucar
CaneCPI-4 (CaneCPI-4 S58A), construida por meio de mutacdo sitio-dirigida,
apresentou uma reducgdo de ~30% na atividade inibitoria contra a catepsina B humana
(GIANOTTI, 2008), indicando que o residuo de serina, presente no motivo
conservado, QVVSG, dessas cistatinas, seja importante no segundo passo da inibicdo
dessa enzima.

Inibidores da enzima catepsina B sdo de grande interesse biotecnologico, uma
vez que, estas enzimas estdo envolvidas com o desenvolvimento de tumores e
doencas neurodegenerativas (VALADARES et al., 2013).

A atividade inibitéria da proteina recombinante CaneCPI-5 foi também testada
contra a cisteino peptidase rSL-CathL, utilizando o substrato fluorogénico Z-Leu-Arg-
MCA. O perfil de inibicdo para rSL-CathL € mostrado na figura 24. O poder inibit6rio
de CaneCPI-5 foi semelhante aos de outras cistatinas de cana-de-acuUcar testadas
contra a mesma enzima, sob as mesmas condi¢cdes (FONSECA et al., 2012) (Tabela
9).

Efeito de CaneCPI-5 na atividade da Sl-CathL
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Figura 24: Inibicdo da catepsina L de Sphenophorus levis (rSI-CathL) pela cistatina
recombinante CaneCPI-5. A atividade inibitéria da cistatina CaneCPI-5 contra a enzima catepsina L
de S. levis foi medida em ensaio fluorométrico utilizando o substrato Z-Leu-Arg-MCA. O grafico
representa a curva de inibicdo do inibidor, obtida pelo calculo da atividade residual da catepsina L 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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O valor da constante de inibicdo (Ki), calculado para a proteina CaneCPI-5
(0,059 nM), contra a catepsina L recombinante do inseto, foi semelhante ao
encontrado para a inibicdo de catepsina L humana, pela cistatina CaneCPI-4 (0,021
nM) (GIANOTTI et al., 2008).

Tabela 9: Comparacao entre as constantes de inibicdo (Ki), obtidas neste estudo, com outras cistatinas
de cana-de-acgUcar, contra a enzima rSL-CathL (11 nM). A atividade de CaneCPI-5 esta destacada por
ser a mais eficiente.

Inibidor Ki Referéncia
CaneCPlI-1 2,3nM
CaneCPI-2 0,9 nM

FONSECA et al., 2012
CaneCPI-3 0,3 nM
CaneCPI-4 0,2 nM
CaneCPI-5 0,059 nM Este estudo

A tabela 9 mostra que a proteina CaneCPI-5 € o inibidor mais potente contra a
atividade da catepsina L recombinante, do inseto Sphenophorus levis. Esse inseto,
conhecido como bicudo da cana, foi identificado em 1978 (VANIN, 1990), e desde
entdo, se tornou uma das principais pragas da cana-de-acucar no Brasil, com sua
ocorréncia aumentando rapidamente devido a expansédo das plantagcdes (FONSECA
et al., 2012). Em nosso laboratério (LBM/DGE - UFSCar) foram desenvolvidas canas-
de-acucar, geneticamente modificadas, super produzindo o inibidor CaneCPI-1
(RIBEIRO et al., 2008). Experimentos recentes mostraram que as plantas
desenvolvidas sdo mais resistentes ao ataque desse inseto.

Alguns fitopatdgenos e insetos secretam cisteino-peptidases para facilitar o
processo de patogénese e degradacdo de proteinas da planta (HABIB e FAZILI,
2007). Estudos descrevem o potencial de inibidores de peptidases recombinantes
como um potente componente antidigestivo para proteger plantacdes contra o ataque
de patogenos e insetos (HAQ, et al., 2004; SCHLUTER et al, 2010). As cistatinas tém
sido mencionadas como agentes protetores contra varios artrépodes herbivoros e
nematodides que parasitam as raizes (ARAI et al., 2002; BENCHABANE et al., 2010).
Assim como a maioria das proteinas inibidoras de peptidases em plantas, as
fitocistatinas atuam como um pseudo substrato para acessar o sitio ativo da
peptidase. Apés a inibicdo, a peptidase alvo ndo € mais capaz de clivar ligagdes
peptidicas, o que resulta em uma inibicdo prejudicial das funcdes digestivas da

proteina nos insetos herbivoros pragas, sendo assim, responsavel pela resisténcia de
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varias plantas transgénicas que superexpressao os inibidores recombinantes
(MUNGER et al, 2012).

O besouro S. levis produz essencialmente catepsina L como sua principal
enzima digestiva para degradacao de proteinas no intestino (FONSECA et al., 2012).
Quando desafiado com o inibidor de cisteino-peptidases, cistatina N da soja, as larvas
do besouro Callosobruchus maculatus sao capazes de reajustar a expressao de suas
enzimas digestivas, e passam a produzir a catepsina Bl em taxas bem mais
elevadas. A catepsina B € insensivel ao inibidor, provavelmente devido a presenca do
loop de oclusdo que impede o acesso do inibidor ao sitio ativo da enzima, portanto
essa catepsina constitui uma enzima do sistema de contra-defesa do inseto a fatores
anti-nutricionais (KOO et al., 2008).

Neste trabalho, foi demonstrado que a proteina CaneCPI-5 é o inibidor mais
eficiente, in vitro, contra a catepsina L recombinante do besouro S. levis, ademais é
capaz de inibir eficientemente a catepsina B humana. Considerando esses resultados
sugere-se que a producdo de uma linhagem de cana-de-acUcar, geneticamente
modificada, super produzindo este inibidor endégeno, poderia reduzir eficientemente

os danos causados por este inseto.
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4.6 ANALISES DE TERMOESTABILIDADE DAS CISTATINAS RECOMB INANTES

As atividades inibitorias das cistatinas recombinantes foram testadas quanto a
resisténcia a altas temperaturas (Figura 25). Apds serem submetidas a temperatura
de 100°C durante 30 minutos, a cistatina CaneCPI-5 mostrou uma reducdo de
aproximadamente 3% da sua atividade inibitéria e a cistatina CaneCPI-6 de
aproximadamente 6%. A caracteristica das cistatinas de serem estaveis a altas
temperaturas foi confirmada para as cistatinas da cana-de-agucar recombinantes. O
mesmo ja tinha sido observado para a Orizacistatina, uma cistatina de arroz, cuja
atividade inibitéria permanece inalterada apés 30 minutos a 100°C (ARAI et al., 2002).
Recentemente, estudos de termoestabilidade realizados com uma cistatina de
seringueira, HbCPI, mostraram que sua atividade inibitéria era inalterada até 90°C, e
diminuia muito pouco quando a temperatura atingia 100°C (BANGRAK e
CHOTIGEAT, 2011).
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mCaneCPl-6
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Figura 25: Estabilidade térmica das cistatinas reco  mbinantes de cana-de-aclcar. Depois de
serem submetidas a temperatura de 100°C durante 30 minutos, as cistatinas (4 nM) foram testadas
em ensaios de inibicdo contra a enzima papaina (50 nM) utilizando um espectrofluorimetro. A
atividade inibitéria, expressa como porcentagem, foi obtida da diferenca, entre a atividade residual da
papaina na auséncia das cistatinas (considerado 100%), e a atividade residual da enzima na
presenca da cistatina ndo submetidas a fervura (0 minuto) ou submetidas a fervura por 30 minutos.
Cada medida foi realizada em triplicata. Os valores estdo expressos como a média + o desvio padrdo
de trés experimentos independentes.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se:

* As analises filogenéticas realizadas com as provaveis cistatinas de cana-de-
acucar, encontradas no banco de dados SUCEST, possibilitou uma nova

classificacdo para estas proteinas;

* A expressao das proteinas recombinantes usando o sistema heterdlogo E. coli
Rosetta mostrou-se eficiente, possibilitando a obtencdo das proteinas puras e

em quantidades suficientes para 0s ensaios experimentais;

* As proteinas CaneCPIl-5 e CaneCPI-6 pertencem aos grupos 3 e 4
respectivamente, portanto possuem consideraveis diferencas em sua estrutura
primaria. Esse fato pode ter refletido em diferentes capacidades de inibir

catepsina B humana;

A proteina CaneCPI-5 & a cistatina de cana-de-acucar com melhor poder
inibitorio, in vitro, contra a catepsina L recombinante do inseto S. levi, dentre

todas ja testadas;

* A proteina CaneCPI-6 foi a primeira cistatina de cana-de-acucar do grupo 4

produzida em sistema de expressao heterdloga;

* As duas novas cistatinas recombinantes de cana-de-agucar, CaneCPI-5 e
CaneCPI-6, mostram-se termoestaveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

As catepsinas participam em importantes processos fisiologicos, tais como,
processamento e apresentacdo de antigenos, remodelamento 6sseo, cicatrizagao,
entre outros (MCGRATH, 1999; TURK et al., 2000; DICKINSON, 2002). Elas também
estdo envolvidas em uma variedade de processos patoldgicos, incluindo osteoporose,
artrite reumatoide, osteoartrite, doenca de Alzheimer e cancer (TURK et al, 2000;
VASILJEVA et al, 2007; GIANOTTI et al., 2008; VALADARES et al., 2010; OLIVEIRA
et al.; 2011). Neste sentido, torna-se interessante testar a atividade inibitoria das
cistatinas da cana-de-agucar contra outras catepsinas.

Além disso, alguns estudos tém mencionado importantes efeitos pleiotrépicos
para cistatinas recombinantes expressas em plantas transgénicas, incluindo
principalmente, fendtipos com tolerancia ao ataque de artropodes herbivoros e
patégenos, e contra estresses bidticos e abidticos (MUNGER et al, 2012; VAN DER
LINDE, et al, 2012; EASON et al.,, 2014). Portanto, o uso de fitocistatinas para
producdo de plantas transgénicas mais resistentes a patdgenos, insetos e estresses
abidticos vem se tornando cada vez mais crescente (URWIN et al., 2003; HAQ et al.,
2004; HABIB e FAZILI, 2007; ZHANG et al., 2008). Por este ponto de vista, 0 estudo
das fitocistatinas torna-se importante como uma ferramenta biotecnoldgica para o
desenvolvimento de variedades melhor adaptadas contra o ataque de insetos e
agentes patogénicos, e alguns tipos de estresses, como alta salinidade, seca,

oxidacao e frio.
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ANEXO |

TABELA DE IDENTIFICACAO DOS CLONES DO SUCEST COM OS RESPECTIVOS

CcODIGOS USADOS

NA

SUCEST

Cadigo

SCJFST1015E11.b
SCACCL6009E0O4.g
SCEQRT3019F11.g
SCSBHR1053A07.9
SCEQRT1025E03.g
SCJILLB2077F03.9
SCJLLR1108B02.9
SCCCRT3006B03.g
SCACHR1039F05.9
SCSFSD1064E05.9
SCRFSD2022E11.9
SCBFSD2038H11.9
SCRURT2007H08.g
SCRLLV1026B04.g
SCSBSD2032H05.9
SCJLLB2077F03.b
SCSGFL1081B07.9
SCQGFL1096E02.9
SCPILB2021A09.9
SCSBST3096B04.g
SCEZST3150F10.9
SCMCRT2086B07.g9
SCRFLB2058G01.9
SCMCRZ3067B01.g
SCCCFL5065E04.9
SCSGFL4036B11.g
SCBGHR1061D02.9
SCAGFL8040C03.g
SCUTRZ3070E04.g
SCRFST3145F09.9

SCC1
SCC5
SCC6
SCC9
SCC10
SCC12
SCC15
SCC16
SCC17
SCC18
SCC19
SCC23
SCC24
SCC25
SCC26
SCC27
SCC28
SCC29
SCC30
SCC31
SCC32
SCC33
SCC34
SCC35
SCC36
SCC37
SCC38
SCC39
SCC40
SCC41

CONSTRUCAO DA  ARVORE

FILOGENETICA

SUCEST

Cadigo

SCRUFL3064A04.9
SCVPHR1092F06.9
SCMCST1054D03.g
SCMCLR1122B04.9
SCBGAM1093G07.9
SCUTSD2086H12.g
SCCCST1003G05.9
SCBFRZ2049B11.g
SCVPFL4C11CO01.9
SCQGRZ3010H08.9
SCJIFRZ3C01H10.g
SCCCFL4001H08.g
SCMCRT2087B02.9
SCCCCL7002G06.9
SCVPAM1059CO07.9
SCCCRZ3002G10.g
SCAGCL6015G10.9
SCCCLB2010EO4.9
SCRUFL1111H10.9
SCCCLR1076E04.9
SCEPRZ1008H05.9
SCAGSD1040G10.9
SCEZRT2019D04.9
SCQGRT1041E01.9
SCACRZ3036D05.9
SCACRZ3036D08.9
SCEZRZ3094E05.9
SCSGST3121C03.9
SCEZRT3067C11.g

SCC42
SCC43
SCC44
SCC45
SCC48
SCC49
SCC51
SCC58
SCC59
SCC60
SCC61
SCC62
SCC71
SCC74
SCC75
SCC77
SCC78
SCC79
SCC80
SCC81
SCC82
SCC83
SCC85
SCC88
SCC89
SCC90
SCCo1
SCC92
SCC93
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