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ABSTRACT

Plants seem to have developed, over a long period of time, defence mechanisms
against fungi and insects. One of them is the use of protease inhibitor proteins. Cystatins are
proteins that inhibit specifically cysteine proteases. They occur naturally in several vegetable
species and it is believed that they work in the defence mechanism from plants against some
pathogens. The Canecystatin gene which codifies a protein containing 106 amino acids
residues, was identified in sugarcane and bears significant similarity with oryzacystatin, a
cystatin from rice. The recombinant protein was expressed in E.coli in the soluble form,
which promoted its direct purification by affinity chromatography in nickel column. The
purified protein was analysed by Circular Dichroism (CD) and displayed estimated secundary
structure similar to oryzacystatin 1. Besides that, the protein was submitted to crystallization
assay, and it was possible to form protein crystal, which will enable future studies by X-Ray
Crystallography. Canecystatin, was used successfully in growth inhibition tests against the
filamentous fungus Trichoderma reesei. The protein minimum inhibitory dose were about 50
ng/ml. The recombinant canecystatin was also able to inhibit plant pathogenic fungi including
Colletotrichum sp P25, Colletotrichum sp P28, Colletotrichum sp P10, Fusarium moniliforme
and Aspergillus niger. The most efficient inhibition was obtained against Colletotrichum sp
P10 (32.25png/ml). In order to obtain cystatin with improved activity direct evolution tests
were carried out. A shuffling library was constructed using two diferent cystatins, i.e
Canecystatin and Oryzacystatin 1. One clone formed by this proteins was selected. This clone
was expressed, purified and subjected to activity tests, and the results shown that the activity
of mutant protein increased, in particular regarding its inhibit activity of Cathepsin B. Our
findings open perspectives of using this protein as a natural fungicide and of developing more

resistant varieties of sugarcane .
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RESUMO

As plantas parecem ter desenvolvido ao longo da evolugdo mecanismos naturais de
defesa contra fungos e insetos. Entre eles estd o uso de inibidores de protease. Cistatinas sao
proteinas que inibem especificamente cisteino proteases. Elas ocorrem naturalmente em vérias
espécies de vegetais e acredita-se que elas estejam envolvidas com mecanismos de defesa da
planta contra o ataque de patogenos. O gene da Canacistatina que codifica uma proteina
contendo106 residuos de aminodcidos, foi identificado em cana-de-agucar e possui
significante similaridade de sequéncia com a Orizacistatina I, uma cistatina de arroz. A
proteina recombinante foi expressa em E.coli na forma soliivel, o que possibilitou sua
purificacao direta por cromatografia de afinidade em coluna de niquel. A proteina purificada
foi analisada por Dicroismo Circular que apresentou uma estrutura secundéria estimada
similar a proteina Orizacistatina I. Além disso, a proteina foi submetida a ensaios de
cristalizagdo e foi possivel a formagao de cristais protéicos, os quais serdo utilizados para
futuros estudos de cristalografia de Raio-X. A Canacistatina foi utilizada com sucesso em
testes de inibicdo de crescimento do fungo Trichoderma reesei. A dose minima inibitoria foi
em torno de 50 pg/ml. A canacistatina recombinante também foi capaz de inibir o
crescimento de fungos patogénicos incluindo Colletotrichum sp P25, Colletotrichum sp P28,
Colletotrichum sp P10, Fusarium moniliforme ¢ Aspergillus niger. A inibi¢do mais eficiente
foi obtida contra Colletotrichum sp P10 (32.25ug/ml). Para obtengdo de uma cistatina com
atividade melhorada, ensaios de evolugdo direta foram realizados. Uma biblioteca de shuftling
foi construida utilizando duas cistatinas diferentes, a Canacistatina e a Orizacistatina I. Um
clone formado por estas duas proteinas foi selecionado. Este clone foi expresso, purificado e
submetido a testes de atividade e os resultados demostraram que a atividade do mutante
aumentou e este inibe a atividade da catepsina B. Nossos resultados abrem perspectivas para o
uso desta proteina como um fingicida natural e para o desenvolvimento de variedades mais

resistentes de cana-de-acucar.
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1-INTRODUCAO
1.1-CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agtcar (Saccharum sp) é uma planta originaria da Asia. No Brasil passou a
ser cultivada em larga escala em meados do século XVI, tornando-se um produto importante e
atraente para o mercado mundial. As regides produtoras de cana-de-aglicar concentravam-se
inicialmente no Nordeste, ao redor da Bahia e Pernambuco e expandiram-se mais tarde para a
regido sudeste, principalmente no Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Devido as condi¢des climaticas
favoraveis do Brasil grandes latifindios monocultores foram formados, fundamentando a
economia regional até os dias atuais. A cana-de-aglcar € uma cultura de elevada importancia
econdmica em muitos paises tropicais e subtropicais. Dados do ano de 1995 indicaram uma
area de cultivo de 4,3 milhdes de hectares, produgdes de 240 milhdes de toneladas de agucar e
12 milhoes de litros de alcool (MACEDO, 1994). O Brasil ¢ o maior produtor de agucar
derivado de cana e o unico pais no mundo a produzir em larga escala um combustivel
renovavel, alternativo e pouco poluente, o alcool em substitui¢do ao petroleo. O mercado
sucroalcooleiro movimenta cerca de 12,7 bilhdes de reais por ano com a venda de produtos
como o agucar, aguardente, alcool e alguns subprodutos como melago e vinhaga. Por consistir
um mercado de expressao econdmica, preocupacdes com a qualidade e a produtividade sao
constantes no setor. A qualidade e a produtividade dependem fatores como preparo do solo,
adubacdo, escolha de variedades, plantio e ataque de pragas e doencas. Dentre estes fatores
estima-se que as perdas causadas por ataque de pragas e doengas na cana-de-agucar chega-se
a cerca de 470 milhdes de dolares por ano (BENTO, 1999).

A cana-de-acicar pertence a familia das gramineas, ¢ classificada como
monocotiledénea, ordem Cipirales. E uma planta que possui facilidade de adaptago.

Propaga-se vegetativamente por meios de toletes que contém trés a cinco gemas e,
uma vez colocados no sulco de plantio, sofrem indug¢do para brotacdo das gemas para
formagdo do sistema radicular. E uma planta ereta, perene, rizomatosa que forma touceiras
(Fig.1). Possui colmo cilindrico, extremamente glabro, de coloragdo variavel e internamente
com feixes vasculares totalmente primarios ¢ amplamente diversos. Possui ainda entrenos
retos ou em zigue-zague de comprimento, espessura ¢ forma variadas podendo crescer de 3 a

6 metros. Podem estar ou ndo revestidas de uma camada cerosa. Os nds apresentam-se
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protuberantes ou constritos. As folhas sao simples, alternadas e estreito-lanceoladas. Os frutos

sdo secos do tipo caridpse e com semente de endosperma abundante (http:/encarta.msn.com).

Figura 1. Cana-de-acucar. Imagem ilustrativa de uma cultura de cana-de-agticar
mostrando as caracteristicas da planta (IAA/PIANALSUCAR, 1977)

As variedades de cana existentes atualmente sdo resultados de cruzamentos
interespecificos envolvendo as espécies Saccharum officiarum, S. barber, S. sinense e
espécies selvagens como Saccharum spontaneum ¢ S. robustum (BRUGNARO, 1986).

Muitas vantagens tém sido adquiridas através do estudo de melhoramento genético da
cana-de-agucar. As informagdes a respeito de patologias da cana tém tornado possivel
identificar ¢ amenizar sintomas de algumas doengas, o que, em parte, pode ser atribuido ao
progresso da biologia molecular (RAO, et al., 1999).

Apesar da produtividade e qualidade da cana-de-agucar no Brasil ocuparem lugar de
destaque, observa-se que muito ainda pode ser melhorado, principalmente no que concerne a

obtencdo de variedades mais resistentes aos patdgenos.
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1.2-PATOGENOS

Os patogenos de plantas contribuem significativamente para perdas na producdo
sofridas por produtores de varias culturas em todo o mundo. A cana-de-agucar, vem sofrendo
danos causados por patégenos, ocasionando grandes perdas na produgao.

A planta ¢ susceptivel a doengas fungicas, como a podridao vermelha do colmo, que
resulta em prejuizos na producdo e na qualidade da cana-de-acucar. A podridao vermelha do
colmo ¢ uma doenga causada por uma praga, a Broca da cana-de-acucar (Diatraea
saccharalis) (fig. 2A). A larva deste inseto faz perfuragdes no colmo da cana deixando
galerias abertas por onde penetram fungos que causam a doenca. Essa doenga ¢ causada por
dois fungos, o Colletotrichum falcatum e Fusarium moniliforme, que causam a inversao da
sacarose produzindo metabdlitos inibidores, diminuindo a pureza do caldo, resultando em

menor rendimento na produ¢do de agucar e dlcool (GALLO, 1988) (fig 2B).

Figura 2A. Larva do inseto Diatrea Saccharallis (Broca da Cana-de-acucar). 2B. Foto da cana-de-
acucar com galerias infectadas com Fusarium moniliforme apresentando o colmo avermelhado
caracteristico de uma planta com podriddo vermelha do colmo (www.agrobyte.com.br)

O fungo fitopatogénico Fusarium moniliforme causa doencas ndo s6 em cana-de-
acucar, mas também em varias outras culturas. Cada forma de Fusarium ¢ patogénica para um
ou para um numero limitado de hospedeiros, como no caso do Fusarium oxysporium que

causa a podridao de raiz em tomate. As células do fungo sao geralmente circundadas por uma
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rigida parede celular, que ndo apenas confere a forma da célula, como também esta envolvida
em conjugacdo, aderéncia a substratos, incompatibilidade vegetativa e protecdo da célula
(AGRIOS, 1997 apud in SCHOELFFELKMEER, 1999). Estudos de algumas espécies de
Fusarium tém mostrado que a parede celular do fungo ¢ composta de N—acetil-glucosamina,
glicose, galactose, manose, acido glucurdnico e proteinas (BARBOSA & KEMMELMEIER,
1993). Analises por microscopia eletronica mostram que a parede celular madura dos fungos
consiste em duas camadas: uma camada interna densa e outra camada externa translucida.
Esta estrutura de natureza densa da camada interna indica a presenga de proteinas
(HUNSLEY & BURNETT, 1970 apud in SCHOELFFELMEER, 1999). O tratamento com
proteases remove parcialmente a camada densa e causa forte redugdo no sinal obtido por
microscopia. Esta observacao indica que a camada interna densa € enriquecida com proteinas.
Estas proteinas da parede celular determinam propriedades adesivas as hifas (PENDLAND &
BOUCIAS, 1993 apud in SCHOELFFELMEER, 1999). E possivel entdo, que algumas
moléculas da parede celular de fungos fitopatogénicos tenham alguma fun¢do na interagcao
com a planta hospedeira.

Viérios estudos revelaram a fun¢do de proteases extracelulares em fungos patogénicos
de plantas. Um estudo de DOBINSON et al., (1997), demonstrou que varios fungos secretam
proteases digestivas em meio de cultura quando cultivados in vitro. Por exemplo o fungo
patogénico Verticillium dahliae produziu uma protease extracelular em diferentes meios
testados.

Um outro fungo, o basidiomiceto Chondrosterum purpureum, patogénico de frutiferas,
também secreta proteases (MC HENRY et al., 1996).

Em Glomerella cingulatta, agente causal da Antracnose em diversas culturas, o
processo de infec¢do normalmente envolve o ataque do esporo do fungo na superficie da
planta, seguido pela diferenciacdo do esporo em apressorio, forma que penetra na cuticula da
planta. Apos a invasao, o desenvolvimento do fungo dependera da secrecdo de uma protease,
que atuard degradando as proteinas da parede celular da planta para propdsitos nutricionais do
fungo e consequentemente sua sobrevivéncia (MC HENRY et al., 1996).

Enquanto a funcdo exata das proteases extracelulares em patégenos de plantas ainda ¢é
pouco conhecida, sua importancia durante o processo de infeccdo dos tecidos das plantas
parece clara em alguns casos.

Segundo BALL et al.,(1991) véarios fungos patogénicos, os quais sdo deficientes em
proteases, foram caracterizados como ndo patogénicos, sugerindo uma fung¢do para as

proteases secretadas durante o processo de infec¢do, colonizagdo e patogénese de plantas
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susceptiveis. Um exemplo € o patogeno Pyrenopeziza brassicae, que infecta o espaco
subcuticular das folhas, sendo porém, os sintomas da doenga ndo visiveis, isto €, este fungo
ndo secreta proteases € o processo de infeccdo ndo causa danos a planta. Estes mesmos
autores demonstraram também que varios mutantes independentes, deficientes na produgado de
proteases extracelulares, perderam a habilidade de induzir lesdes na planta, portanto, neste
caso a protease secretada pelo fungo € um fator determinante para a patogenicidade.

Os principais métodos de controle aplicados ao combate de fitopatdogenos ainda sdo os
que se baseiam na utiliza¢ao de fungicidas e pesticidas, um procedimento comum nos dias de
hoje, principalmente quando os custos estdo associados a doenga. Porém, muitas vezes o uso
excessivo de pesticidas, causam custos econdmicos € ambientais. Alem disso, uma das
conseqiiéncias do uso de fungicidas e pesticidas ¢ o aparecimento de patdgenos resistentes a
estes produtos (GLEDDIE et al., 1989). Por tais motivos a possibilidade de se desenvolver um
sistema que diminua o uso de produtos quimicos, que ndo deixe residuos indesejaveis ao meio
ambiente e que ndo permita o aumento de populagdes de patdogenos resistentes ¢ desejavel.
Hoje com a evolugdo da genética, ¢ possivel produzir plantas resistentes a patdgenos através
da manipulacdo de genes que codificam proteinas de resisténcia. Neste caso as plantas podem
se tornar resistentes ao patdégeno através da capacidade de codificar proteinas relacionadas a
defesa, isto ¢, através de proteinas que interferem em alguma func¢ao metabdlica vital para o
organismo invasor e deste modo evita-se o uso indiscriminado de agrotéxicos e poluicdo do
ambiente.

Neste contexto a analise das proteinas da cana-de-agticar que t€ém funcdo de defesa
pode ser importante para estudos efetivos contra doencas causadas por fungos fitopatogénicos

em cana-de-acucar.

1.3- PROTEINAS DE DEFESA

Atualmente os métodos de controle de fitopatégenos concentram-se na utilizagdo de
agrotoxicos. Entretanto, existe uma demanda por parte da sociedade voltada para a utilizagao
de uma agricultura que diminua o uso de produtos quimicos e, entre as alternativas para estes
problemas, esta o cultivo de variedades mais resistentes.

As plantas parecem ter desenvolvido, ao longo da evolugdo, mecanismos de defesa

contra proteases de fungos e insetos.
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As proteinas anti-fungicas desenvolvem um importante papel na defesa de plantas
contra invasao de patdégenos. Sabe-se que ja existem centenas de proteinas antifungicas. Ha
evidéncias de eficicia destas proteinas de defesa de plantas e animais contra ataque de
patdgenos. Desta forma, tém um vasto potencial tanto para o desenvolvimento de plantas
transgénicas ou para o uso direto como fungicidas.

Sao descritas em torno de treze classes de proteinas antifungicas. Entre elas estdao as
PR: proteinas chamadas “pathogenesis related”, que sdo classificadas em 5 grupos. As PR-1,
as quais sdo acumuladas em tecidos de plantas apds a infeccdo do patdégeno, tém sido
descritas em arroz, trigo, amido, tabaco e outras plantas. As PR-2 também chamadas de -
glucanases, tém como mecanismo de a¢do a hidrolise de proteinas estruturais (B-glucan)
presentes na parede celular dos fungos. As PR-3 compreendem as quitinases e sdo divididas
em 5 grupos. Sdo as enzimas que quebram a parede celular dos fungos. As PR-4 (proteinas
ligantes de quitina) sdo classificadas em 2 grupos. Sua atividade ¢ resultante da ligacao da
proteina na parede celular do fungo nascente que contém [-quitina, porém, mecanismos
exatos desta catélise ainda ndo s@o conhecidos. E finalmente as PR-5, proteinas conhecidas
como “thaumatin like”, tém seu mecanismo de acdo ainda ndo conhecido, mas ha indicios de
que elas possam alterar a permeabilidade celular da parece de fungos causando rapida lise das
células (SELITRENNIKOFF, 2001).

A localizacdo de muitas proteinas (PRPs) no apoplasto sugere que estas proteinas
estdo posicionadas em direcdo ao local de contato do patdgeno durante o processo de infec¢ao
reforcando a hipétese de que estas proteinas atuem na defesa (VANLOON, 1997 apud in
HAMMERSCHMIDT, 1999).

Outras classes de proteinas antifingicas incluem as Ciclofilinas, que sdo receptores
intracelulares para ciclosporina e inibem o € 3 glucosidases e as proteinas ricas em glicina e
histidina. Os insetos sintetizam um grande nimero destas proteinas e elas atuam inibindo
varios fungos patogénicos. As RIPs (“RNA N-glycosidases”) sdo uma outra classe de
proteinas de defesa que foram classificadas em 3 grupos, que compreendem enzimas com
atividade antifungica intrinseca pela sua habilidade em inativar ribossomos. Uma outra classe
interessante ¢ a das LTPs (“Lipids Transfer Proteins”), sdo proteinas que possuem a
habilidade de transferir fosfolipidios entre membranas. Elas tém varias fungdes “in vivo”,
incluindo troca de lipidios entre organelas do citoplasma e defesa contra patégenos. Seu
mecanismo de ac¢do ainda ndo ¢ conhecido, mas ha suspeitas de que ela se insira na parede

celular do fungo e forme uma cavidade permitindo um influxo extracelular de ions e leve o
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fungo a morte celular. Temos ainda a classe das “Killer proteins”, que sdo secretadas por
leveduras. Estas sdo letais para os fungos. Embora elas tenham mecanismos de acao varidveis,
o primeiro passo desta proteina ¢ sua ligacdo com um receptor especifico na superficie da
célula. E finalmente a ultima classe de proteinas de defesa estdo os inibidores de protease.
Estes tém sido isolados de varios organismos e dentro deste grupo existem alguns inibidores
de cisteino proteases de plantas que formam um outro grupo chamado de fitocistatinas
(SELITRENNIKOFF, 2001). Estas proteinas inibidoras de protease, tém fung¢des fitoquimicas
naturais de defesa contra muitas espécies de insetos herbivoros e estdo surgindo como uma
nova classe de proteinas anti-fingicas (LORITO, 1994).

Alguns mecanismos de defesa contra ataque de patdgenos ocorrem através de
respostas sist€émicas em tecidos que estdo imediatamente proximos a organismos invasores.
Estas respostas se ddo através da sintese e acumulacdo das PRPs (proteinas relacionadas a
patogéneses) e Inibidores de proteases (ABELS et al., 1970).

Um ensaio utilizando Phytophthora infestans mostrou que estas proteinas causam
quebra de esporos e inibem o crescimento do fungo (BOL & LINTHORST, 1990).

Uma proteina inibidora de serino protease encontrada em repolho pode apresentar
atividade antifungica contra duas espécies de fungos fitopatogénicos como o Bortrytis cinerea
e Fusarium solanie in vitro. Entretanto, ndo sdo relatados ainda outros inibidores de serino
proteases com agdo anti-flingica em plantas. Inibidores de serino proteases, em particular, tém
sido relatados por atividades inseticidas (WOLFSON et al, 1995).

Inibidores de proteases em particular t€ém atraido aten¢ao de pesquisadores visto que t€ém
se mostrado capazes de inibir proteases que ocorrem em muitas espécies de insetos herbivoros
bem como em fungos patogénicos (RYAN, 1990).

Eles sdo proteinas ou peptideos capazes de inibir atividades cataliticas de enzimas, o que ¢
conhecido desde o final do século passado em nematdides (MACEDO, et al,2000). Os
inibidores de proteases sao conhecidos por regular atividades proteoliticas enddgenas em
orgdos de estocagem e atuam como parte do mecanismo de defesa da planta contra ferimentos
e invasdo de insetos ou fungos (PARK et al., 2000). Inibidores de protease ocorrem
naturalmente em varias espécies de plantas e acredita-se que tém uma fungdo no mecanismo
de defesa natural das plantas contra insetos (GREEN & RYAN, 1972 apud in WILHITE et al
2000). A habilidade dos inibidores de protease de interferir no crescimento e desenvolvimento
de insetos tem sido atribuida a sua capacidade de ligar-se e portanto, inibir a agdo das

proteases digestivas destes patogenos (WILHITE et al, 2000).
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Plantas de tabaco expressando um gene denominado D4EI, cuja proteina interage com
esterdis presentes na parede celular de fungos, mostrou altos niveis de resisténcia ao fungo
patogénico Colletotrichum destrutivum, causador da doenca antracnose (JEFFREY et al.,
2000)

As proteinas de defesa podem ser produzidas em tecidos que sdo vulneraveis ao ataque de
insetos, como as sementes, ou por danos mecanicos, como ocorre quando um inseto se
alimenta de folha ou colmo.

De acordo com sua especificidade as proteases podem ser divididas em quatro classes:
serino-proteases, cisteino-proteases, metallo-proteases e aspartil-proteases (TERRA &
FERREIRA, 1994).

Os inibidores de serino e cisteino proteases sdo amplamente distribuidos em tecidos de
reserva da planta. Além da funcdo de protecdo das plantas contra o ataque de patdgenos sio
também utilizados como proteinas de reserva em algumas sementes. Seu mecanismo de acao
baseia-se na inibicdo competitiva via bloqueio de atividade proteolitica. A ingestao de
inibidores de protease por patdgenos interfere no processo de degradacdo de proteinas no
intestino médio. Assim sendo, os inibidores de proteases sdo considerados agentes anti-
metabolitos, pois levam a uma deficiéncia protéica nos patdogenos ocasionada pela diminui¢ao
da disponibilidade de aminoacidos, prejudicando assim a sintese de proteinas necessarias ao
crescimento, desenvolvimento e reproducdo do patdgeno (BROADWAY, 1995).

Foi relatado por HEAT et al., 1997, a acdo inibitoria de uma proteina inibidora de
protease de Nicotiana alata, uma planta ornamental, contra enzimas proteoliticas de varias
ordens de insetos.

O uso de seqiiéncias de cDNAs que codificam inibidores de protease pode ser
interessante no desenvolvimento de plantas que sdo resistentes aos patdgenos, pois estes
podem inibir uma variedade de enzimas proteoliticas. Os inibidores foram propostos como
uma ferramenta para o controle de pestes e organismos patogénicos, como insetos,
nematoides e até patdgenos humanos, mesmo que ainda ndo se conheca com exatiddo seus
mecanismos de acao.

Pestes e patogenos sdo os maiores constrangimentos para o crescimento e
desenvolvimento de plantas, resultando em um aumento do prejuizo na produgdo e na
qualidade das culturas.

Considerando que o uso dos fungicidas quimicos tem mostrado um efeito nocivo a
saude dos humanos, ha a tendéncia de usar e buscar estratégias seguras para acentuar os

mecanismos de defesa naturais das culturas. Inibidores de protease em particular tém atraido a
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atencdo de pesquisadores visto que t€ém se mostrado capazes de inibir proteases que ocorrem
em muitas espécies de insetos bem como em fungos patogénicos (RYAN, 1990). Apresentam
desta forma, um vasto potencial tanto para o desenvolvimento de plantas transgénicas ou para
o uso direto destas proteinas como fungicidas. A expressdo de uma proteina inibidora de
serino protease de ervilha em tabaco aumentou a resisténcia a insetos herbivoros e foi o
primeiro exemplo de envolvimento destas proteinas na agdo de defesa de plantas (HILDER,
1987 apud in JOSHI, 1999). Este tipo de estudo foi realizado em varias espécies de plantas
(MACMANUS, 1994 apud in JOSHI 1999).

A funcido de proteinas inibidoras de cisteino protease (CPI) como um agente de defesa
foi relatada previamente por WOLFSON et al., 1995.

Inibidores de protease sdo produzidos em orgdos de armazenamento e sementes. A
sintese ¢ induzida por ferimento e estes contribuem para o complexo mecanismo de defesa
das plantas. Altos niveis de inibidores de protease sdo induzidos em folhas de batata por
ferimento. Estes inibidores quando ingeridos pela larva do besouro da batata Colorado
(Leptinotarsa decemlineata), induzem a expressdo de atividades proteoliticas especificas no

intestino do inseto ¢ alteram o seu crescimento (GRUDEN et al., 1998).

1.4-CISTATINAS

As cistatinas foram definidas como proteinas que inibem especificamente cisteino
proteases em geral (BARRET et al., 1986).

Através dos avangos na enzimologia foi demonstrada a existéncia de uma variedade de
cisteino proteases resultando em sua classificacdo em varias familias, nomeadas de papaina,
calpaina, caspase e asparagina. Cistatinas sdo inibidores especificos das enzimas pertencentes
a familia das papainas (TURK et al., 1991).

As cistatinas de plantas possuem alvos exogenos originarios de invasores, tais como
virus, bactérias, fungos e insetos. Recentemente, o potencial do uso das cistatinas de plantas
em inibir cisteino proteases de insetos tem evoluido e a importancia dos estudos das proteases
digestivas de patogenos tem sido acentuada (TURK et al., 1991).

Em recente estudo, ELDEN et al., (1995), utilizaram a proteina Orizacistatina [ para
controle de patdgenos através de experimento in vivo para verificar a habilidade desta proteina
em inibir o crescimento e desenvolvimento da broca da alfafa Hypera posti¢a, com resultados

positivos.
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Desta forma, os estudos de proteinas inibidoras de cisteino proteases da cana-de-
acucar podem ser importantes para o desenvolvimento de plantas mais resistentes. Além
disso, a utilizacdo direta de uma proteina com estas caracteristicas, expressa de forma
heterdloga, diretamente no controle de patdgenos na cana-de-agUcar seria pioneiro e trariam
contribui¢des que estimulariam investigagdes futuras.

As cistatinas constituem uma superfamilia de inibidores de cisteino proteases. As
cistatinas de origem animal tém como sua provavel funcdo garantir protecdo das células e
tecidos contra atividades proteoliticas de peptidases lisossomais que sdo liberadas
ocasionalmente na morte celular.

O nome cistatina foi proposto por BARRET em 1986 e¢ mais tarde foi usado para
descrever proteinas homologas na mesma familia. Varias cistatinas de origem animal tém sido
isoladas incluindo as cistatinas humanas. Todas agrupadas em uma das trés familias dentro da
superfamilia de cistatinas. Assim as cistatinas podem ser agrupadas em inibidores da familia
1, com aproximadamente 12KDa e auséncia de ligacdes de sulfeto, inibidores da familia 2
com 14KDa, possuem 2 ligagdes de sulfeto e finalmente os inibidores pertencentes a familia
3, constituidos por proteinas de alta massa molecular, sdo glicoproteinas originalmente
chamada de inibidores de thiol proteases, foram inicialmente isoladas do plasma sanguineo
chamados de quininogénios, com aproximadamente 120KDa e presenca de trés grandes
dominios cistatinicos (ABRAHAMSON, 1993).

Uma quarta classe de Cistatinas com baixo peso molecular t€ém sido encontradas em
muitos organismos inclusive entre plantas, estas sdo denominadas fitocistatinas, que foram
classificadas em uma familia intermedidria entre as familias 1 e 2. As fitocistatinas
especificamente compreendem mais de 60 membros, cujo “cluster” estd entre a principal
arvore evoluciondaria da superfamilia de cistatinas (MARGIS et al, 1998).

As primeiras cistatinas a serem isoladas foram os inibidores especificos das enzimas
pertencentes a familia das papainas, as quais incluem varias de enzimas de plantas (TURK et
al., 1991). As cistatinas s@o inibidores competitivos e reversiveis de cisteino proteases, que
atuam formando um complexo com suas proteases alvo. A inibi¢do ¢ causada por uma
extremidade hidrofobica em forma de cunha da molécula de cistatina sendo inserida no sitio
ativo da protease bloqueando o acesso do substrato no sitio ativo (BODE, 1988). Esta forma
triangular ¢ composta por trés elementos estruturais, que sdo trés regides que possuem
residuos ou dominios conservados na maioria das cistatinas, compreendendo uma Glicina na

regido N-terminal, um motivo Gln-Val-Val-Ala-Gly no primeiro “loop” e uma sequéncia Leu-
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Pro ou Pro-Trp no segundo “loop” de ligacao das familias 1 e 2 das cistatinas. A atividade das

cistatinas tem sido explicada pela presenca destes trés pontos de contato com a protease alvo.

Os trés pontos de interacdo da cistatina sdo ilustrados na figura 4.

Figura 4. Visdo esquematica da interacdo de uma cistatina e uma cisteino protease. O sitio ativo da enzima ¢
mostrado na parte superior da figura. A cadeia polipeptidica da cistatina C ¢ ilustrada abaixo, com os residuos
de aminoacidos indicados por letras. Trés segmentos da cistatina estdo envolvidos na ligagdo da enzima. Os
residuos da regido N-terminal (amarelo) interagem com o substrato. Dois “loops” sdo formados, um em
vermelho na regido central ¢ um segmento localizado proéximo a regido C-terminal (azul) juntos formam a area
de contato com a protease. A conformacdo da molécula da cistatina ndo permite que ela seja clivada por uma
protease na interagdo (ABRAHAMSOM, 1993).

Estudos com a cistatina C humana, indicam que o primeiro ponto de interacdo envolve
um segmento contendo um residuo de glicina no N-terminal, que se encaixa nos sub-sitios S1
e S2 da enzima. Os outros pontos de interacdo ocorrem no “hairpin loop” contendo o dominio
QxVxV (uma sequéncia altamente conservada presente na superfamilia das cistatinas) o qual
estabiliza o complexo fornecendo uma area de contato extendida com o sitio de ligagdo da
protease. O segundo “loop” corresponde a um segmento contendo um residuo de triptofano

que também pode interagir com o sitio de liga¢do da protease (ABRAHAMSON, 1987).
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Um esquema hipotético do mecanismo de interacdo de inibidores com cisteino
proteases foi proposto por TURK e BODE, 1991. Este esquema foi baseado na interagdao da

cistatina de clara de ovo “chicken egg-white cystatin”’(CEW) com a papaina (figura 5).

Neste modelo ambos primeiro e segundo “loop” tém a forma apropriada para se ligar
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Figura 5. Esquema do modelo proposto para a interagdo da “chicken egg- white cystatin” e papaina.

no sitio ativo da papaina. O segmento N-terminal da cistatina (Glicina-9 e Alanina-10) ¢
voltado para o subsitio S2 do substrato, mas em uma conformag¢do ndo apropriada e distante
de ser atacado pelo sitio ativo da enzima (Cisteina 25).

1.4.1-ORIZACISTATINA

Orizacistatina I ¢ uma proteina inibidora de cisteino protease proveniente de sementes
de arroz, Oryza sativa L.japonica. Foi a primeira proteina de origem vegetal caracterizada
como inibidor de cisteino protease e considerada membro da superfamilia das cistatinas. A
proteina Orizacistatina tem potencial de agdo em enzimas exogenas alvos, como a dos insetos

e fungos (ABE et al., 1987).



31

A Orizacistatina I tem sua estrutura tridimensional resolvida por espectroscopia de
NMR (“nuclear magnetic resonance”) e consiste em uma hélice alfa e cinco folhas [-

antiparalelas, enquanto que as regidoes N e C-terminal s3o menos definidas (NAGATA et al.,

2000) figura 3.

Figura 3. Estrutura tridimensional da proteina Orizacistatina-I, um inibidor de citeino protease de
arroz (Oryza sativa).

1.4.2- CISTATINAS DE CANA-DE-ACUCAR

As cistatina de cana-de-agtcar foram descritas primeiramente por MARGIS et al.,
2001, onde foi possivel a identificagdo de vinte e cinco provaveis fitocistatinas de cana-de-
acucar, possiveis membros da superfamilia das cistatinas presentes no banco de dados de

cana-de-acgucar do SUCEST (Sugarcane Expressed Tags Project).

Até o presente momento ndo hd descri¢do na literatura de estudos estruturais e de
atividade de cistatinas de cana-de-agucar. Assim, estudos de expressdo, purificacdo e testes de
atividade desta proteina foram realizados neste projeto para fins de estudos estruturais e para
aplicacdo desta como agentes antifingicos.

Devido ao potencial antifungico das cistatinas, também seriam interessantes estudos

de evolugdo molecular direta que pudessem contribuir para obtencdo de proteinas com
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propriedades melhoradas, aumentando seu potencial de acdo e intensificando ainda mais sua

atividade antifungica.

1.5- EVOLUCAO MOLECULAR DIRETA DE PROTEINAS

Através da descoberta de novas espécies e posterior estudo das mesmas, ¢ possivel a
obten¢do de proteinas com novas propriedades e fungdes, que possam ser utilizadas em
estudos de atividade e até mesmo serem produzidas em laboratorio. Entretanto, ¢ possivel
ainda estudar proteinas com fungdes benéficas ja existentes em espécies conhecidas, e que

possam ter suas propriedades naturais melhoradas (STEMMER et al., 1997).

Atualmente o interesse em proteinas com propriedades medicinais, industriais ou
ambientais vém se expandindo rapidamente, pois a utilizacdo destas proteinas pode contribuir

significativamente para a melhoria em diversas areas aplicagdo, tal como satde e alimentagao.

O progresso nesta area tem se refletido no rapido desenvolvimento de métodos
experimentais para criagdo de diversidade genética e para pesquisas nas populagdes
encontrando fun¢des nas proteinas que possam ser melhoradas. Estes avancos podem ajudar a
criar novas moléculas funcionais e contribuir para a aplicacdo destas diretamente na industria
(ARNOLD et al., 1999). A selecdo de proteinas uteis para aplicagcdes comerciais tem sido
feita, pela procura de moléculas ou microrganismos que se adaptam em sistemas ou ambientes
que possam se adequar a um organismo vivo (HARAYAMA et al., 1999). Uma estratégia
para otimizar propriedades de proteinas com fung¢des importantes ¢ através de Evolugdo
Molecular Direta. Uma vantagem da evolugcdo Molecular direta de proteinas é que apenas
informagdes minimas sao requeridas para melhorar o fenotipo desejado (STEMMER et al.,
1997). A técnica de evolugdo molecular direta foi utilizada por MIYAZAKI et al., (2000),
para aumentar a termoestabilidade de subtelisina S41 e o resultado foi um aumento da

estabilidade da enzima em torno de 100 vezes.

Uma biblioteca de variantes da enzima humana UM glutatione transferase GST-M1-1
e GST-M2-2 foi criada por evolugdo direta e a especificidade dos GSTs parentais para o
substrato aminocromono e 2-ciano-1,3- dimetil-1 nitroguanidina aumentaram em 100 vezes

em relacdo a enzima original (HANSSON et al., 1999).

A obtengao de proteinas por evolu¢ao molecular direta pode ser realizada através da

técnica de “DNA shuffling”, pela qual ¢ possivel a mistura de sequéncias de DNA
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provenientes de diferentes ou da mesma espécie (CRAMERI et al., 1998). “DNA shuffling” ¢
um método para recombinacdo homologa “in vitro” de um conjunto de genes mutantes
relacionados, através de fragmentagcdo ao acaso e reagrupamento pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) (STEMMER, 1994). Este ¢ um processo pratico, que acelera
dramaticamente o processo pelo qual um gene pode evoluir, através de efeitos de mutagdes
benéficas em seus fenotipos. Esta tecnologia vem se estendendo em diversas aplicagdes como
na fabricagdo de, uma grande quantidade de proteinas que tém sido geneticamente
modificadas, vacinas, terapias génicas e producdo de moléculas farmacéuticas (PATTEN et
al., 1997). A engenharia de proteinas estd passando pela mais profunda transformacao,
possibilitando a expansdao e aplicacdo de proteinas modificadas ou melhoradas com
propriedades fisicas desejadas. A evolugdo molecular direta ndo requer informacdes sobre
como a estrutura da proteina se relaciona com a func¢do. Esta técnica se aplica em um processo
ao acaso no qual a PCR ¢ utilizada para criar uma biblioteca de genes mutados ¢ através da
selecdo genética identifica-se o mutante que possui propriedades melhoradas. Nos ultimos
anos a evolucdo direta tem sido adotada pela induastria e tem provado a eficiéncia no
melhoramento de enzimas, bem como o envolvimento de novas vias metabolicas (CHEN et
al., 2001). Atualmente estas alteracdes vém sendo aplicadas em uma variedade de enzimas
com o intuito de aumentar seu potencial de agcdo, desenvolvendo proteinas com propriedades
funcionais melhoradas, através de técnicas de evolugdo direta feitas por “DNA shuffling”, o

que pode ser chamado de engenharia de proteinas (HARAYAMA et al., 2000).

Visto que a utilizagcdo de inibidores de cisteino proteases para propdsitos industriais,
atuando como agentes antifungicos ou como inibidores de proteases, ¢ um campo que
promete expansdo rapida nos proximos anos, a engenharia de proteinas também pode
aumentar o potencial de a¢do de fitocistatinas, através da criacdo de uma biblioteca de

“shuffling” composta de inibidores de cisteino proteases com diferentes atividades.

1.6- PROJETO GENOMA DA CANA-DE-ACUCAR (SUCEST)

O SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tags) fez parte do consoércio paulista da
rede ONSA (SIMPSON E PEREZ, 1998), constituido por 74 laboratdrios de pesquisa do
estado de Sao Paulo e financiado pela FAPESP com cerca de 200 pesquisadores com o

objetivo de implementar o Programa Genoma. O principal objetivo do projeto Genoma da
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cana-de-agucar foi empreender um programa de EST (Expressed Sequence Tags) em larga
escala através do sequenciamento ao acaso dos clones originados das bibliotecas de cDNA
(DNA complementar), que foram preparadas a partir de mRNA de tecidos diferenciados (raiz,
calo, folhas, sementes, flores e caule) originados de 30 diferentes cultivares de cana-de-agtcar
derivados de cruzamentos das espécies Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum. O
SUCEST construiu um banco de dados com 238.000 ESTs originadas de 26 bibliotecas de
cDNA. Estas bibliotecas foram construidas a partir da extragdo do mRNA dos varios tecidos.
Os cDNAs foram clonados no vetor PSPORT, que ¢ um vetor multifuncional proprio para
constru¢do de bibliotecas (VETTORE et al., 2001). Estas sequéncias foram depositadas no
banco de dados do SUCEST. O clone SCCCRZ2001G09, o qual foi utilizado neste projeto,
que codifica uma proteina inibidora de cisteino protease (cistatina) da cana-de-agucar foi

obtido através do banco de dados do SUCEST

2- OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivo estudar uma proteina inibidora de cisteino protease
da cana-de-agucar e para tal os seguintes objetivos especificos foram realizados:
e Isolamento e caracterizagdo de um clone originario do SUCEST o qual codifica
uma provavel proteina inibidora de cisteino protease
e Clonagem da CPI no vetor de expressao pET28a
e Expressdo da proteina em E.coli
e Purificagdo da proteina Canacistatina expressa em E.coli
e Ensaio de atividade da proteina Canacistatina como inibidora do crescimento do
fungo filamentoso Trichoderma reesei e fungos fitopatogénicos
e Analise da estrutura secundaria da Canacistatina por Dicroismo Circular
e Ensaios de cristalizagdo da proteina canacistatina
e Teste de inibi¢do de proteases utilizando a cistatina expressa
e Selecdo de genes homodlogos de cana-de-agucar que codifiquem para proteinas
inibidoras de cisteino proteases para utilizacdo em evolugdo in vitro
e Recombinagdo de DNA in vitro de uma cistatina de cana-de-acucar e de arroz pela
técnica de “DNA shuftling”
e Analise, expressdo e purificacdo de um clone recombinado selecionado
e Ensaios de atividade do clone selecionado e comparagdo de atividade com as

proteinas Canacistatina I e Orizacistatina I.
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3- MATERIAIS E METODOS
3.1- MATERIAIS

Os materiais utilizados para a realiza¢do deste trabalho foram o vetor pGEM-T easy
(PROMEGA) para clonagem e propagacao; vetor pET28a (NOVAGEN), enzimas de restricao
Nde I e Eco R T (Amersham Pharmacia Biotech).

O cDNA que codifica a provavel proteina inibidora de cisteino protease da cana-de-
acucar foi obtido a partir do SUCEST junto ao grupo CC do Projeto Genoma Cana-de-agticar
no CBMEG, Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da Universidade de
Campinas. Este clone foi resequenciado em nosso laboratério pelo método didedxi
(SANGER, 1977), utilizando sequenciador automatico modelo ABI PRISM 377.

Para a expressdo de proteinas em bactérias utilizamos o vetor pET 28a (NOVAGEN)
Foram utilizadas cepas bacterianas necessarias para propagacdo e expressao de proteinas
(DH-5a. ¢ BL21(DE3) respectivamente. Para as etapas de purificacdo de proteinas foi
utilizada resina de niquel Ni-NTA (QIAGEN). Nos experimentos de “DNA shuffling” foram
utilizadas as enzimas DNAse | (PROMEGA) e Pfu Turbo Hot Start DNA Polymerase. Para os
ensaios de inibicdo de crescimentos de fungos as cepas utilizadas foram: QM 9414 ATCC
(269210) de Trichoderma ressei; Colletotrichum sp isolados de pupunha (Bactris gasipaes) e
caju (Anacardium humile); Fusarium moniliforme isolado de arroz (Oryza sativa) e
Arpergillus niger isolado do “cafezinho” (Palicularia longiflora). Estas cepas foram cedidas
pelo professor José Odair Pereira, da Universidade do Amazonas.

Para os ensaios de atividade com proteases, as enzimas utilizadas foram catepsina L ( EC
3.4.22.15), catepsina B (EC 3.4.22.1), catepsina V (3.4.22.43) e catepsina K (3.4.22.38) o
substrato utilizado foi o Z-Phe-Arg-MCA (SIGMA) e o ativador enzimatico DL-dithiothreitol
(DTT) (SIGMA).

3.2- METODOS

Inicialmente foi feito o sequenciamento do clone SCCCRZ2001G09 da cana-de-
agucar, e posterior analise das sequéncia e alinhamento através de banco de dados.

Apds o isolamento da regido codante da proteina inibidora de cisteino protease da
cana-de-agucar, analise de sua expressdo e ensaios iniciais de sua atividade partiu-se para a
etapa de purificagdo desta proteina seguindo com ensaios iniciais de estrutura, como o
Dicroismo Circular para estimar a estrutura secundaria da proteina e ensaios de cristalizagao.
Nas proximas etapas foram feitos ensaios de atividade antifingica da proteina Canacistatina

como inibidora do crescimento de fungos patogénicos, e ensaios de atividade da proteina
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Canacistatina com diferentes proteases. O passo final foi a aplicacdo da técnica de “DNA
shuffling”, com a recombinagdo das proteinas Canacistatina e Orizacistatina para a formacao

de uma proteina hibrida com atividade melhorada.

3.2.1- ANALISE DA SEQUENCIA DO CLONE SCCCRZ2001G09

O sequenciamento do clone SCCCRZ2001G09 da cana-de-agucar foi feito pelo
método didedxi (SANGER, 1977), os “primers” utilizados foram T7 terminator e SP6. Foi
possivel a confirmacao da sequéncia obtida com a sequéncia depositada no banco de dados do
SUCEST, através de alinhamentos do clone SCCCRZ2001G09 com a sequéncia de
nucleotideos depositada no banco de dados do SUCEST.

Foram utilizados também os programas BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)
(ALTSCHUL et al, 1997) para comparacdo com cistatinas publicadas ¢ MULTALIN
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) (CORPET, 1988) para analises mais

especificas.

3.2.2- ISOLAMENTO DA REGIAO CODANTE DA CPI DA CANA-DE-ACUCAR

O clone SCCCRZ2001G09 da cana-de-agticar apresenta uma fase aberta de leitura de
378pb que codifica uma provavel proteina inibidora de cisteino protease com 106 residuos de
aminodcidos (aproximadamente 12 KDa).

O cDNA inserido no vetor pSPORT 1, a partir daqui denominado pSPORTRZ2001,
foi mapeado por restricdo, utilizando clivagens com a enzima Bam HI (Amersham
Pharmacia), Bam HI e Pst I (Amersham Pharmacia ) e uma terceira clivagem com as enzimas
Hind 111 e Pst 1. O resultado da clivagem do vetor pPSPORTRZ2001 foi observado em gel de
agarose 1%. A regido codante foi obtida através da amplificacdo em termociclador PTC-100
TM-MJ Research, utilizando os “ primers™:

RZ2001F: 5" tcg aag gtc gtc ata tga tgg ccg agg cac 3°

SP6: 3 att tag gtg aca cta tag 5'(hibridiza na regido 3’do plasmideo)

O sitio de Nde 1, inserido no iniciador para posterior subclonagem no vetor de
expressao estd sublinhado. A mistura de reagdo para a amplificacdo continha 10 ng de
plasmideo pSPORT-RZ2001 molde, uma unidade da enzima Deep Vent Polimerase (NEW
ENGLAND BIOLABS), o tampdo da deep Vent 1X (NEW ENGLAND BIOLABS) com
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3mM de Cloreto de Magnésio, 0,2 mM de dNTPs e Spmoles de “primers™ 5°e 3. O programa
utilizado foi 94°C 4 minutos, 30 ciclos de 94°C 1 minuto, 58°C 1 minuto, 72°C 1 minutos e
72°C a 5 minutos.

O resultado da amplificacdo foi observado em gel de agarose 1%. Apds a amplificacdo
os insertos foram purificados em colunas MicroSpin S-200 HR (Amersham Pharmacia
Biotech). Depois de purificado, aproximadamente 50 ng do fragmento foi ligado no vetor de
propagagdo pGEM-T easy (PROMEGA).

A transformagdo do produto da ligacdo foi feita em bactérias competentes DHS5-a.. As
c¢lulas competentes de E.coli foram preparadas por tratamento com cloreto de célcio segundo
o protocolo descrito por SAMBROOK et al.,1989 e guardadas em aliquotas de 200pul a -80°C.
“10ul” da mistura de ligagdo foram utilizados para transformar 200ul de células competentes
de E.coli por choque térmico (SAMBROOK et al., 1989). O rastreamento das colonias
recombinantes foi feito através das colonias que exibiam coloragdo branca. Um total de 16
colonias brancas foram selecionadas para a extragdo do DNA plasmidial e posterior clivagem
com a enzima de restri¢do Nde I (Invitrogen). O resultado das clivagens foi visualizado em

gel de agarose 1% sob luz UV.

Apbs a confirmagao do recombinante por analise de restri¢ao o clone foi submetido ao
sequenciamento utilizando os “primers” T7 promoter : 5’ taa tac gac tca cta tag gg3’ ¢ SP6 3’

att tag gtg aca cta tag 5°.

3.2.3- ISOLAMENTO DA FASE ABERTA DE LEITURA RZ2001 A PARTIR DO
VETOR pGEM-T (PROMEGA)

Baseado na seqiiéncia do clone em pGEM-T, foi construido um novo "primer” que foi
utilizado como iniciador 3'. Este "primer " denominado RZ2001 R, cuja seqiiéncia ¢ mostrada
a seguir, hibrida no final da ORF (Open Reading Frame) e inclui o sitio para Eco Rl e uma

trinca de terminagao (sublinhado):
RZ2001R: 5 ccg aat tct ata gaa gag cta tga cgt ¢ 3'

Foi realizada entdo uma nova reacao de amplificagdo utilizando como DNA molde o
plasmideo recombinante pGEM-T/RZ2001.

A reacdo de amplificagdo continha 10ng de DNA molde, uma unidade de enzima Deep
Vent polimerase (NEW ENGLAND BIOLABS), tampao da enzima 1X com 3mM de Cloreto
de Magnésio, 0,2 mM de dNTPs e 5 pmoles de cada “primer” (RZ2001F ¢ RZ2001 R). O
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programa utilizado foi 94°C 4 minutos, 30 ciclos de 94°C 1 minuto, 58°C 1 minuto, 72°C 1
minuto ¢ 72°C 5 minutos. O resultado da amplificacdo foi visualizado sob luz UV em gel de
agarose 1%. Apds a amplificagdo, o inserto foi purificado, para a retirada de "primers"

remanescentes e sais, em colunas MicroSpin S200HR (Amersham Pharmacia).
3.2.4- SUBCLONAGEM DO cDNA RZ2001 EM VETOR pET28a (NOVAGEN)

Foram realizadas reagdes de clivagem com o inserto purificado e o vetor de expressao
pET28a (NOVAGEN) com as enzimas de restricio Eco Rl e Nde 1 (Invitrogen) segundo a

estratégia mostrada na figura 6.

RZ2001
v v

Nde | l EcoRI

Ligagdo com o
RZ2001 pET 28a clivado com
as mesmas enzimas.

Sitio para Trombina

His-Tag \
PET28a RZ2001 PET28a pET 28 a
RZ2001

v

Nde | EcoRI

Figura 6. esquema da construgdo do plasmideo para expressdo da Canacistatina em E.coli. a ORF foi retirada do
plasmideo pGEM-T e transferida para o plasmideo pET28a
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As reacgoes de clivagem foram feitas a 37° C por 3 horas e foram visualizadas sob luz

UV em gel de agarose 1%.

O inserto e plasmideo foram clivados e recuperados do gel de agarose 1% (Invitrogen)

com o Kit “CONCERT Rapid Gel Extraction System” (GIBCO-BRL-Life Technologies).

Inserto e plasmideo foram ligados durante 12 horas a 16°C, (100ng de cada). A ligacao
foi feita com uma unidade de T4 DNA Ligase e tampao da enzima contendo 1mM de ATP. A
ligacdo foi entdo utilizada para transformar cepas de bactérias DHS5-a, cloreto de calcio

competentes, preparadas segundo o protocolo descrito por SAMBROOK et al.,(1989).

As bactérias transformadas foram plaqueadas em LB contendo canamicina (25 pg/ml)
e as colonias transformantes foram analisadas por PCR. As colonias foram agrupadas em 5
grupos (G1, G2, G3, G4 e G5) e foram submetidas ao PCR de colonia. A reagdo foi feita com
o uso de "primers" utilizados na amplificacdo do inserto RZ2001. Os grupos que
apresentaram resultado de amplificagdo positivo foram selecionados para a extracdo do DNA
plasmidial. As colonias dos grupos amplificados foram entdo cultivadas em meio LB-liquido
(20g/ml, USB) com antibidtico canamicina (25ug/ml, USB) durante 16 horas, e delas foram
feitas extragdes de DNA plasmidial com o Kit “CONCERT Rapid Plasmid Miniprep System”
(GIBCO-BRL-Life Technologies).

Os plasmideos foram entdo caracterizados por clivagem com as enzimas de restricao

Nde 1 e Eco RI (Invitrogen) durante 3 horas a 37°C.

Ap6s a confirmagdo dos recombinantes por analise de restricdo o clone selecionado
foi submetido a sequenciamento para verificacdo da integridade do inserto. O seqiienciamento
de ambas fitas de DNA foi realizado pelo método dideoxi (SANGER, 1977) em sequenciador
automatico modelo ABI Prism 377 utilizando os "primers" T7 promoter: 5' taa tac gac tca cta
tag gg 3' e T7 terminator: 3' tag tta ttg ctc agc ggt gg 5' (10pmoles para um volume final de
reacdo igual a 10ul).

A sequéncia obtida foi entdo comparada com a sequéncia no banco de dados do
SUCEST e também traduzida e alinhada com a proteina Orizacistatina I utilizando o software

Multialin.
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3.2.5- EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA RZ2001 EM E.coli

ApoOs a confirmacdo do recombinante o plasmideo pET28aRZ2001 foi utilizado para
transformar E.coli BL21(DE3) cloreto de calcio competentes e uma col6nia obtida foi
cultivada em meio seletivo com antibidtico canamicina (25pug/ml) a 37°C sob agitacdo até
atingir uma densidade optica (D.O) de 0,6 no comprimento de onda de 600nm. Nesta
densidade oOptica coletou-se Iml da amostra como controle sem indugdo e adicionou-se IPTG

(Isopropil-pB-D-tiogalactopiranosideo) para uma concentracao final de 0.4mM.

Foram coletadas amostras até 4 horas (intervalo de 1 hora) de inducdo e a expressao

foi analisada em SDS-PAGE 15% segundo LAEMMLIU.K, (1970).

Apo6s a inducdo as células foram coletadas, centrifugadas e submetidas a teste de
solubilidade. Para tanto as células foram sonicadas 5 vezes 60 segundos com intervalos de 30
segundos em gelo. Apds a sonicagdo procedeu-se nova centrifugacdo e coletou-se o
sobrenadante e precipitado, que foram analisados em SDS-PAGE 15% segundo

LAEMMLIU.K, (1970) para teste de solubilidade da proteina.

A proxima etapa foi a purificacdo da proteina RZ2001 expressa em E.coli. O método
cromatografico utilizado neste trabalho foi o de cromatografia de afinidade. Este método foi
realizado em uma coluna composta por um ligante fixado covalentemente a uma matriz, capaz
de interagir especificamente com a proteina de interesse. Na cromatografia de afinidade, ao
passar a mistura protéica pelo complexo matriz-ligante ocorre uma interagdo entre a proteina
alvo e o ligante imobilizado. As demais proteinas sdo retiradas por varias lavagens da coluna.
Como o gene de interesse foi clonado no vetor pET28a fusionado em seu N-terminal com a
sequéncia que codifica 6XHIS, que por sua vez tem a capacidade de ligagdo ao metal
divalente Ni 2+, foi possivel a purificagdo em coluna de cromatografia de afinidade Ni-NTA

superflow (QIAGEN).

Na cromatografia de afinidade as proteinas sdo separadas por suas especificidades de
ligagdo. A cauda de histidinas permite a ligagdo ao Ni-NTA (Niquel-Acido Nitrilacético), e
esta cauda geralmente ndo interfere na estrutura ou funcdo das proteinas expressas. A
cromatografia de afinidade por metal imobilizado usa o ligante quelado ao 4cido nitrilacético
(NTA), que ¢ carregado com ions Ni2+. Neste tipo de purificagdo utiliza-se o composto
imidazol para realizar a eluicdo da proteina, j& que o anel imidazélico (parte integrante da

estrutura da histidina) liga-se aos ions niquel imobilizados pelo grupos NTA na matriz.
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Assim o sobrenadante proveniente da lise bacteriana foi utilizado na purificagcdo da
proteina na sua forma nativa em coluna de resina de niquel (Ni-NTA QIAGEN). A coluna foi
montada em seringa descartdvel de 10 ml, deixando 5 ml de resina de nivel empacotada. Este
sistema foi mantido em temperatura ambiente. Inicialmente foi feita uma lavagem da coluna
com agua mili-Q (Millipore), na propor¢ao de 3 volumes (15 ml de agua). Posteriormente, a
coluna foi equilibrada com o tampao de sonicagdo (Tris-HCl 10mM, NaCl 100mM e
NaH,PO4, pH:8.0) com a passagem de 3 vezes o volume da resina (15 ml). Em seguida foi
passado o sobrenadante com cerca de 50 ml e novamente passado 3 volumes (15ml) do
tampao de sonicacdo (tampao 1). Assim, iniciou-se a diluicdo com um gradiente contendo
diferentes concentracdes de imidazol, isto €, os tampdes utilizados na eluicdo continham as
mesmas concentragdes do tampdo 1, porém com concentragdes crescentes de imidazol,
acrescentando 10 mM de imidazol no primeiro tampao, 25 mM de imidazol no segundo,
50mM de Imidazol no terceiro, 75SmM no quarto, 100mM no quinto e finalmente o ultimo
tampao com 250mM de imidazol. A passagem dos tampdes na coluna foi feita e duas fragdes
de 10ml de cada gradiente foram coletadas. Finalmente, foi passado pela coluna 10 ml de

tampao 1. As fragdes coletadas foram analisadas em SDS-PAGE 15% ( LAEMMLLI, 1970).

Apds a passagem do sobrenadante pela coluna com resina de niquel, a proteina
expressa e purificada foi submetida a uma didlise utilizando membranas MWCO:3.500
(Spectrum Laboratories) previamente mantida a 100°C por 10 minutos em uma solugdo
contendo 1mM de EDTA pH 8.0 para lavagem e abertura dos poros. Nela entdo foi colocada a
proteina RZ2001 purificada para retirada do imidazol da solugdo. A membrana, ja com a
proteina, foi submergida em 2 litros de tampao contendo Tris-HCI 10mM, NaH,PO4 50 mM,
NaCl 10 mM, pH 8.0. Foram feitas quatro trocas de tampao a cada duas horas e o sistema foi

mantido a 4°C. Em seguida foi feita a quantificacdo da proteina segundo BRADFORD, 1967.
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3.2.7- ENSAIO DE INIBICAO DO CRESCIMENTO DO FUNGO Trichoderma reesei

No experimento de inibi¢ao do crescimento do fungo filamentoso Trichoderma reesei,
esporos do fungo que cresceram durante 5 dias foram coletados para a utilizacdo no ensaio.
Estes esporos foram ressuspendidos em dgua estéril de forma a obter-se uma suspensao de 2.5
x10®* esporos/ml. Para o ensaio foram colocados diferentes volumes de proteina em tubos
contendo 20 ul da solugdo de esporos em 4ml de PDB (potato dextrose broth), para que
fossem obtidas concentracdes diferentes de proteina em escala crescente (Tabela 1). Foi
possivel uma andlise da concentracdo aproximada de proteina que pudesse inibir o
crescimento do fungo, ou seja, uma dose minima inibitéria. Como controle foi utilizado um
tubo contendo esporos sem adi¢ao da proteina. A tabela 1 mostra concentracdes finais de

proteina purificada utilizadas para o ensaio de inibi¢do do crescimento do fungo 7richoderma

reesei.
AMOSTRAS CONCENTRACAO DE PROTEINA RZ2001 (ug/ml)
Controle 0
Tubo 1 12.5
Tubo 2 50.0
Tubo 3 100.0
Tubo 4 200.0

Tabela 1: Concentragdes de proteina RZ2001 purificada utilizadas no ensaio de inibi¢do do crescimento de

Trichoderma reesei

Todos os tubos foram mantidos a 28°C por 72 horas sob agitacdo continua. O
crescimento micelial foi observado diretamente e também através da andlise das amostras em
microscopio OLYMPUS B x 50 no aumento de 20 vezes e fotografados em camara digital
Coolsnape Pro Color (Média Cybernetics). As amostras foram analisadas em filtro FITC e em

filtro de luz branca.
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3.2.8-ENSAI0O DE INIBICAO DO CRESCIMENTO DE  FUNGOS
FITOPATOGENICOS

No ensaio de inibi¢do do crescimento dos fungos patogénicos foram utilizados esporos
dos fungos Fusarium moniliforme; Aspergillus niger; Colletotrichum sp p25; Colletotrichum
sp p28; Colletotrichum sp (C9) gentilmente cedidos pelo professor Dr. Jos¢ Odair Pereira da
Universidade do Amazonas, colaborador nestas analises.

Esporos de 15 dias cultivados em meio PDA (potato dextrose Agar) foram coletados e
utilizados. Estes esporos foram ressuspendidos em dgua estéril de forma a obter-se uma
suspensdo de 2.5 x10° esporos/ml. Os ensaios de inibicio de crescimento de fungos
filamentosos foram realizados com diferentes quantidades de proteina RZ2001 purificada. Em
cada pogo de uma placa de Elisa foram colocados 2,5x10° esporos de diferentes espécies de
fungos por ml de meio PDB (potato dextrose broth). Em cada pogo contendo os esporos em
meio PDB adicionou-se diferentes concentragcdes da proteina. A proteina RZ2001 foi
adicionada nos pocos contendo esporos ¢ meio PDB em concentracdes de 7.8, 15.6, 31.25,
62.5, 125, 250 ¢ 500.0 pg/ml de proteina em um volume total de 200ul para que fossem
obtidas concentracdes diferentes de proteina em escala crescente. Deste modo foi possivel
uma analise da concentracdo aproximada de proteina que pudesse inibir o crescimento do
fungo, ou seja, uma dose minima inibitéria. O controle deste experimento foi realizado em
um poco da placa de ELISA contendo esporos mas sem adicao da proteina. A placa de ELISA
foi incubada a 28° C por 72 horas. O crescimento micelial foi observado diretamente e
também através da andlise das amostras em microscopio OLYMPUS B x 50 no aumento de
40 vezes e fotografado em camara digital Coolsnape Pro Color (Média Cybernetics). As

amostras foram analisadas em filtro de luz branca.

3.2.9- ANALISE POR DICROISMO CIRCULAR

O Dicroismo circular (CD) ¢ uma técnica a propriada para estimar a porcentagem dos
componentes da estrutura secundaria das proteinas (hélice-a, folhas-f3, voltas-p3 e sequéncias
desordenadas). O espectro de CD baseia-se na luz circularmente polarizada incidente em
compostos assimétricos. Em proteinas, estes grupos assimétricos envolvem principalmente as

ligagdes peptidicas, as cadeias laterais dos aminoéacidos e grupos prostéticos (NAKANISH,

1994).
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Esta luz circularmente polarizada, consiste de dois feixes de onda plana, linearmente
polarizados, ortogonais entre si ¢ fora de fase por 90°. A onda linearmente polarizada pode
ser decomposta em duas componentes individuais circularmente polarizadas uma a esquerda e
outra a direita. Quando a luz passa através de um composto assimétrico esta ¢ absorvida e
cada um dos componentes interage de forma distinta em relacdo a absortividade especifica
dos diferentes compostos. Dessa maneira pode-se definir o CD como a propriedade que
consiste na interagdo distinta da luz circularmente polarizada a direita e para a luz
circularmente polarizada a esquerda emitida com igual intensidade, e o sinal de CD como
sendo a diferenca entre a absor¢do da luz circularmente polarizada a esquerda e a direita

(BUGS, 2001).

O CD ¢ a contribui¢do linear de todas as fragdes de estrutura secundaria que
constituem uma dada proteina. Sendo assim, pela anélise e desconvolugdo de um espectro de

CD ¢ possivel estimar a composicao de estruturas secundarias (VENYAMINOV et al., 1994).

O espectro de CD ¢ dividido em duas regides proximas da regiao visivel: na regido do
UV proximo e na regido do UV distante. Na regido de UV proéximo que compreende o
intervalo para o comprimento de onda entre 250 a 300 nm, verifica-se a contribui¢do dos
aminoacidos aromaticos ¢ também das pontes dissulfeto. Ja na regido UV distante que
compreende o intervalo de 190 a 250 nm ¢ dominada pela transi¢ao das cadeias peptidicas da
proteina e esta regido que nos permite estimar a composicdo da estrutura secundaria e
acompanhara as possiveis mudangas na estrutura que possam ocorrer durante o experimento.
O espectro de CD pode ser considerado como sendo do tipo hélice-a. quando apresenta um
espectro contendo duas bandas negativas em 208 e 222 nm e uma banda positiva em 192nm.
J& o espectro caracteristico de folhas 3 apresenta uma banda negativa em 216nm e uma banda

positiva em 195nm.

O espectro de CD foi realizado utilizando um espectropolarimetro Jasco J-720 sobre
um comprimento de onda de 195 a 260nm. As medidas foram feitas a partir da proteina
RZ2001 recombinante purificada em concentragdo em torno de 0.17 mg/ml, em cubetas de
quartzo de Imm de caminho 6ptico. Os espectros foram realizados em média 16 scans. Os
espectros de CD foram medidos em tampao contendo Tris-HCl 10 mM, NaCl 100mM e
NaH,PO4 50mM, pH 8.0, e obtidos em miligrau de escala de elipicidade (0). Eles foram
transformados para elipicidade molar [0] utilizando o residuo de peso principal e prévia

concentra¢ao na estrutura secundaria.
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A andlise dos espectro de CD foi realizada através do programa Self-Consistent
“SELCON-2”, desenvolvido por SREERAMA ¢ WOODY (1993). Foi utilizado um banco de
dados com 33 proteinas diferentes usadas para desconvolucdo da contribuicdo espectral de
cada estrutura secundaria. Na desconvolu¢do, utiliza-se um método matematico chamado
analise de “cluster”desenvolvido or VENYAMINOV, et al (1994), onde o espectro de CD ¢
incluido em uma matriz com dados espectrais de CD. E selecionada inicialmente uma
estrutura por outra e o processo ¢ repetido até que a autoconsisténcia seja alcancada
(SREERAMA et al., 2000). Este experimento pelo grupo de Biofisica do Instituto de Fisica de
Sao Carlos da Universidade de Sao Paulo, com a colaboragdo da professora Dra. Leila Maria

Beltramini.

3.2.10- CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO MOLECULAR EM SUPERDEX-75

A cromatografia de exclusdo molecular ¢ composta de uma fase estaciondria,
representada por um polimero de poros de tamanho variado. As moléculas de maior massa
molecular ndo conseguem penetrar nos poros e sdo arrastadas pela fase movel, enquanto que
moléculas de menor massa molecular, penetram nos poros e sdo retidas por mais tempo,
diminuindo sua trajetoria na fase estaciondria. Assim, proteinas com maior massa molecular
migram mais rapido do que proteinas com menor massa molecular, pois aquelas ndo entram
nos poros passando através da coluna pelo volume de exclusdo. As proteinas menores, por sua
vez, entram nos poros da resina e saem vagarosamente através da coluna. Assim, as diferentes
proteinas serdo eluidas em diferentes volumes de retengdo, de acordo com a massa molecular.
A resolucdo da cromatografia ¢ determinada por trés caracteristicas: distribuigdo do tamanho
de poros, volume do poro e tamanho da particula. A proteina ap6s eluida em coluna Ni-NTA
foi aplicada na coluna de exclusdo molecular SUPERDEX-75 (Amersham Pharmacia
Biotech) com 16mm/60cm, equilibrada com tampao Tris-HCI 10mM pH 8.0 contendo NaCl
100mM e NaH;PO4 50 mM. A eluicao foi feita no mesmo tampao sob fluxo de 0.5 ml por

minuto.
3.2.1 1-DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

Para se determinar o valor da massa molecular da proteina recombinante, e confirmar
seu valor teorico, foi necessario realizar uma cromatografia de exclusao molecular em coluna

superdex-75 com a aplicacdo de uma mistura de proteinas com diferentes massas moleculares,
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nas mesmas condigdes da cromatografia realizada com a proteina recombinante descrita na
sec¢ao 3.2.9 foram filtradas na coluna duas proteinas de massa molecular conhecida, a ACB
(Anidrase carbonica bovina) de massa molecular 29.000 Da, Citocromo C com 12.000Da e a
Riboflavina de 375Da. Uma vez realizada a separagdo destas proteinas na coluna determinou-
se ao volume de eluicdo de cada uma delas, com este volume de elui¢do e o valor de massa
molecular pode se fazer um grafico a partir da equagdo da reta Y= A+B* X o que possibilitou

determinar o valor da massa molecular aparente da proteina em estudo.

3.2.12 - ENSAIOS DE CRISTALIZACAO

A cristalografia de proteina permite o estudo da estrutura tridimensional de moléculas
através da realizagdo de experimentos posteriores de difracdo de raio-X. Porém, a
determinag@o da estrutura tridimensional de uma proteina por difracdo de raio-X tém como
etapa critica a obtencdo de cristais de proteina. A estratégia utilizada para induzir a
cristalizacdo de macromoléculas constitui em conduzir lentamente o sistema a um estado de
supersatura¢do, com um ambiente favordvel que maximiza as interagcdes e diminui a repulsdo
entre as moléculas em solu¢do. Dessa forma, as moléculas podem se arranjar de maneira
ordenada e periddica dando origem a um cristal, que consiste de moléculas idénticas que se

repetem em um arranjo ordenado e periddico (Figura 7).
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Figura 7. Esquema representativo do arranjo de um cristal protéico
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Para a obtengdo de cristais protéicos existem varios métodos, e entre eles estd o
método de Difusdo de vapor, baseado no processo de equilibrio entre duas solugdes, através
da passagem das espécies volateis da solucdo menos concentrada para a mais concentrada
(BLUNDELL, 1976). Neste método a técnica mais utilizada ¢ a da Gota Suspensa, na qual a
gota da solucdao de proteina mais o agente precipitante ¢ exposta gradualmente a saturagdo
pela perda de 4gua da gota para o reservatdrio que contém a solugdo precipitante, desta
maneira possibilitando o arranjo das moléculas de forma ordenada originando o cristal

(BRANDEN et al., 1991) (Figura 8).

Laminula de vidro siliconizada contendo
a gota de proteina + agente precipitante

Difuséo de vapor

Pogo com solugio
precipitante

Figura 8: Esquema do método de cristalizagdo usando a técnica da gota suspensa. a) Modelo da caixa de
cristalizagdo. Geralmente sdo plasticas, apresentam 24 pogos marcados de didmetro de 16 mm e cada
pogo comporta cerca de 2 ml de solugdo. b) Modelo de um pogo de cristalizag@o.

Os experimentos de cristalizagdo com a proteina RZ2001 foram realizados apds a
obtencao da proteina pura fusionada a cauda de histidina. Foram adicionados 500ul de cada
solugdo precipitante em cada po¢o e em uma laminula siliconizada fez-se uma gota contendo
3ul da proteina purificada na concentracdo de 8mg/ml e 3ul da solugdo precipitante (solugao
do pogo) contida no Kit Crystal Screen Reagent Formulation I e¢ II (HAMPTON
RESEARCH).
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3.2.13- TESTE DE INIBICAO ENZIMATICA DE PROTEASES COM A PROTEINA
RZ2001 PURIFICADA

Os ensaios foram feitos em colaboragdo com a Dra. Adriana K. Carmona e Dra. Maria
Luiza Oliva da UNIFESP e foram realizados utilizando as cisteino proteases humanas
(recombinantes) catepsinas V, K, B e L. O substrato utilizado foi o Z-Phe-Arg-MCA
(SIGMA) preparado de acordo as especificagdes do fabricante. A dosagem foi realizada direto
em cubeta de quartzo mantida em compartimento termostatico a 37°C e foi ensaiada pela
adicdo das enzimas aos seus substratos especificos, utilizando o espectrofluorimetro
HITACHI-2000 com comprimentos de onda de excitagdo e emissao de respectivamente 380 e
460nm.

No ensaio de inibigdo de catepsina V foram adicionados na cubeta de quartzo 990 ul
de tampao fosfato de potassio 100mM, EDTA ImM pH 6,2, 10ul de DTE (dithiothreitol)
como ativador da enzima na concentracdo 500mM e 1 ul da enzima catepsina V na
concentragdo 1.3uM. Apods 5 minutos de ativacdo da enzima foi adicionado 1ul do substrato
Z-Phe-Arg-RMCA (7-amino-metil-coumarina) na concentracao de 1,2 mM (1:10). Ap6s uma
incubagdo de 1 minuto foram adicionadas diferentes concentragdes de inibidor (6nM, 12nM ¢
18Nm). No ensaio de inibicdo das catepsinas K, B e L seguiu-se o mesmo procedimento
utilizado para catepsina V, modificando a concentragdo de enzima. As concentragdes
utilizadas para as enzimas foram: Catepsina K: 3uM, Catepsina B: 0.5 uM e Catepsina L:
0.14 uM. as enzimas foram tituladas com inibidores especificos.

ApoOs o ensaios descritos acima foi realizada a determinagdo da constante de inibicao

Ki conforme descrito por BEYNON e BOND, 1989.

3.2.14- SELECAO DOS GENES HOMOLOGOS DE CANA-DE-ACUCAR

A selecdo os genes homologos que codificam inibidores de cisteino protease foi feita
inicialmente com os clones da cana-de-agticar, SCSFST3081D05 e SCSFHR1043A02, que
foram escolhidos baseados similaridade de sequéncias de DNA que foram verificadas através
de alinhamentos em banco de dados (BLAST). Como tivemos dificuldades para amplificar as

ORFs a partir destes clones, escolhemos a Orizacistatina [ para ser utilizada para a construgao
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da biblioteca de “DNA shuffling”. Assim como observado na figura 9, o alinhamento entre as
ORFs das proteinas RZ2001 e Orizacistatina I mostra que hé similaridade entre as sequéncias

das duas proteinas, fator este importante para a utilizagdo desta técnica.

1 10 20 30 40 50 60 10 g0 90 100 110 130

120
| + + + + + + + + + + + +
ATGGCCGAGGCACACAACGGGCGGCGCATGRGGATRGTGRGCGACGTCCGGEACGCGCCGRCCGRCCACGAGARCGACCTCGAGGCCATCGAGCTCRCGCGCTTCGCCATCGCCGAGCACAACAGCARGA

canacistatina

orizacistatina
Consensus

canacistatina
orizacistatina
Consensus

canacistatina
orizacistatina
Consensus

ATGTCGAGCGACG=--GAGGGCCGETGC TTGGCGGC-=~GTCGAGCCGGTRGGEAACGAGAACGACCTCCACCTCGTCGACCTCGCCCGCTTCGCCGTCACCGAGCACARCARGAAGG
ereseessssss AeaaCbablhalh, ,gabhGacGGTGegebalhec, , . GalhaGlCGGechGeaACGAGAACGACCTCeAeceCaTCoACCTCRCeCGCTTCRCCATCACCGAGCACAAC AacARGa
131 140 260
| + + + + + + + + + + + + |
CCARCGCGATGCTRGAGT TCGAGAGGC TGGTGARGRTGAGGCACCAGRTGGTRGCCGRGACCATGCACCACTTCACCGTCCAGGTGAAGGAGGCCGRCGRCRGCARGARGC TGTACGAGGCCAAGGTGTG
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GGAGARaccal G6aaGaACTTCAAGCAGCTcCAGaacTTCAAGCCEGTCGaghaC, , . GCa, s sy sress
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Figura 9. Alinhamento representativo das fases de leitura das proteinas Canacistatina e Orizacistatina-I.

Uma biblioteca foi construida entdo a partir dos insertos contidos nos clones
pET28RZ2001, pET280C-I pela técnica de “DNA shuffling”. Os experimentos de “DNA
shuffling” foram iniciados ap6s um treinamento realizado na Pennsylvania State University,
Departament of Chemistry, Wartik Laboratory sob supervisdo do professor Dr.Stephen
da anteriormente

(SCSFST3081D05 ¢ SCSFHR1043A02), mas apds dificuldades na amplificagdo das ORFs,

Benkovic, utilizando os clones cana-de-agucar mencionados

utilizou-se a Orizacistatina para a recombinacdo. A ORF que codifica para a Orizacistatina-I
foi obtida em nosso laboratdrio a partir de RNA mensageiro de sementes de arroz. A regido

que codifica para a fase aberta de leitura desta proteina foi inserida no vetor pET28a,

resultando no clone pET28a0OC-I.
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Para aplica¢dao da técnica de DNA shuffling os genes a serem recombinados foram
fragmentados ao acaso por DNAse I os fragmentos com tamanhos entre 40-120 pb foram
selecionados e purificados em gel de agarose. Estes fragmentos foram entdo recombinados
utilizando ciclos de desnaturagdo, hibridizacdo e extensdo por uma polimerase. A
recombinagdo ocorreu quando fragmentos de diferentes parentais se hibridizaram em uma
regido com identidade de sequéncias. Seguindo esta reacdo de recombinacdo, uma
amplificagdo por PCR com primers especificos foi feita para gerar um “full-length”

apropriado para clonagem em vetor de expressao.

A figura 10, mostra uma esquema representativo da técnica de “DNA shuffling”.

Reagrupamento e

Fragmentacio randomica amplificacdo por PCR
com Dnase I
Gene 1
B B N N B s B
N
B B N N
B B N N [
Gene 2 > >
— EEEEE 0 I I
WEEe- (N I I
 § oy NN l
- ) . . Clonagem em
Purlﬁc‘agao e Expre.ssao da pljotelnas vetor e expressio
En-sa-los de - r,eco‘mbma‘l‘ltes orlunda's di - e sequenciamento
atividade técnica de “DNA shuffling dos clones

Figura 10: Esquema representativo da técnica de “DNA shuffling”. Os genes homdlogos serdo selecionados e
fragmentados com DNase I, havera recombinacao dos sitios de homologia criando novos recombinantes, que serdo
amplificados para a construgdo das bibliotecas de novos genes.
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3.2.15-ISOLAMENTO DA REGIAO CODANTE DE INIBIDORES DE CISTEINO
PROTEASES

As ORFs foram amplificadas a partir dos clones pET28aRZ2001 e pET28aOC-I. Foi
feita uma reacdo de amplificacdo utilizando o clone pET28aRZ2001 como molde e uma
segunda reacdo de amplificacdo utilizando o clone pET28aOC-I como molde.

As regides codantes foram obtidas através de reagdes de amplificagcdo utilizando os
“primers”: RZ2001 F: 5’ tcg aag gtc gtc ata tga tgg ccg agg cac e T7 “terminator”:5’ tag tta
ttg ctc agc ggt gg 3’ para o gene RZ2001 e os “primers”: T7 “promoter”: ‘5 taa tac gac tca cta
tag gg 3” e T7 terminator para o gene OC-I.

3.2.16- TRATAMENTO COM DNase I:

Os produtos de amplificagdo, aproximadamente 3ug, foram pré- incubados a 15 ° C
por 10 minutos. Em seguida foram preparados dois tampdes, o tampao (1) (Tris-HCI 250mM
pH 7,4 e MnCl, 50mM e 4hua para 500ul) e um tampao (2) contendo (5ul de DNAse I (10
U/ul estoque), 25ul de glicerol 87 % e 1,25 ul de Tris-HCI1 1M pH 7,4 e 4gua para 50ul).

As amostras submetidas a fragmentacdo foram preparadas pela adicdo de 3ug dos
produtos de amplificacdo que foram pré-incubados a 15°C por 10 minutos, 10ul da solucdo
(1), 10ul da solucdo (2) e 2.0 unidades de DNAse I e 4gua para 50ul. A reacao foi mantida a
15° C por mais 2 minutos. Ao final da incubagao foram adicionados 5ul de EDTA 0,5M nas
amostras para finalizar a reagdo. Estes procedimentos foram realizados de acordo com o

protocolo desenvolvido por Benkovic ef al, 2001.

Os fragmentos resultantes do tratamento com DNAse I foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 3.5% e os fragmentos de 40-120pb foram recuperados do gel

utilizando o Kit QIAEX II Agarose Gel Extraction Protocol (QIAGEN). O DNA foi eluido
em 30ul de agua.
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3.2.17- REAGRUPAMENTO DOS ¢cDNAS FRAGMENTADOS

Os fragmentos de 40-120pb de RZ2001 e OC-I purificados a partir de gel de agarose
foram misturados em um tunico tubo (5ul de cada) e utilizados como molde para as reagdes de
extensdo sem iniciador. A primeira extensao foi realizada utilizando 10ul da solucao contendo
os fragmentos, 1,5 mM MgCl, 0,2 mM dNTP, 0,1 pl de Tag DNA polimerase (5U/ul), 0,1l
de Pfu Turbo DNA polimerase (2.5 U/ul), 2ul de Taq “buffer’10X e agua para 20ul. A
solugdo foi submetida a um “round” de extensdo de 40 ciclos de 95° C 30 seg, 50 ° C 30 seg,
72° C 2 min + 2 seg/ciclo. Ao final, 10ul desta solu’’cdo foram utilizados como molde em

uma nova extensao utilizando as mesmas condi¢des da primeira.
3.2.18- OBTENCAO DE UM “FULL LENGTH”

O préoximo passo ¢ uma reacdo de PCR para amplificacio de uma regido em
recombinagdo utilizando “primers” especificos para as extremidades da fase aberta de leitura
de RZ2001 e OC-I. Os “primers” utilizados para RZ2001 foram RZ2001F: 5’ gcc atg gcg cat
atg gcc gag gea cac aac ggg 3’e RZ2001R: 5° ccg aat tct tag gcg tcec ccg acc gge t 3’ e para
OC-I os “primers” OC-IF: 5’ggc ata tgt cga gcg acg gag ggc cg 3’ e OC-1 R: 5’ccg aat tct tag
gca ttt gca ctg gea tc 3’. Quatro reagdes foram preparadas fazendo uma combinagdo de
“primers” intercalando os “primers” da RZ2001 com os da OC-I. Sitios para as enzimas Nde |
e Eco Rl foram inseridos nos “primers” 5’e¢ 3 tanto de RZ2001 quanto para OC-I,

respectivamente para facilitar a posterior subclonagem em vetor de expressao.

Quatro reagoes de amplificacao foram preparadas, cada uma delas contendo, 8ul de de
produto de recombinacdo, ANTP 0.2mM, 10uL de tampao de amplificagao 10x, 3ul MgCl,
(50mM), 2 pl primer OCI R (10 pmol/pl) e 2ul primer RZ2001F (10 pmol/pl) ou 2ul primer
OCI F (10 pmol/uL) e 2ul primer RZ2001R (10 pmol/uL), 2.5 U de Taq DNA polimerase e
agua para completar um volume final de 100 pl. As condi¢des de amplificacdo foram: 1X
[94° C a 1 min], 35X [94° C 1 min, 47° C 1 min e 72° C 1.5 min] e 1X [72° C for 5 min]. O
produto de amplificacdo foi submetido a analise em gel de agarose por eletroforese e 0 DNA
amplificado foi purificado a partir do gel utilizando o Kit QIAEX II GEL EXTRATION
(QIAGEN).

O produto desta amplificagdo purificado aproximadamente (3pg) foi digerido com
enzimas de restri¢do Eco RI e Nde I e clonado no vetor de expressdo pET28a clivado com as

mesmas enzimas e defosforilado. O vetor pET28a foi defosforilado com fosfatase alcalina de
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camarao (SAP), seguindo o protocolo: 30ul de pET28a ( 100ng/ul ), Syl de tampao SAP (Tris
200mM pH 8.0 e MgCl, 100mM); 1ul de fosfatase alcalina (1U/ul ) e 4gua para 50ul. Foi
feita uma incubagdo de 1 hora a 37°C e inativacdo a 70°C por 20 minutos. Esta solugdo foi

submetida a uma precipitagdo com etanol e eluida em 4dgua para um volume final de 30ul .
3.2.19- OBTENCAO DAS BIBLIOTECAS DE “SHUFFLING”

A mistura de ligagdao contendo 400ng de pET28a defosforilado e 150ng de inserto foi
utilizada para transformar células E.coli BL21 (DE3) competentes, as quais serdo utilizadas
para expressdo das proteinas hibridas. As coldnias resultantes foram analisadas para a busca

de um clone recombinado.
3.2.20- ANALISE DA BIBLIOTECA DE SHUFFLING

Para a andlise da biblioteca feita a partir de um inibidor de cisteino protease de cana-
de-agucar e outro de arroz, partiu-se entdo para o sequenciamento dos clones. O

sequenciamento foi feito a partir de reagcdes de PCR das coldnias transformantes.

Assim, as colonias foram picadas com palitos estéreis e inoculadas em pogos contendo
100ul de meio LB broth contendo antibidtico canamicina. Estas foram incubadas em estufa a
37°C por aproximadamente 14 horas. Apds o periodo de incubagdo foram adicionados100pul

de glicerol 30% estéril por poco e as amostras foram congeladas.

Um “mix” para 100 reagdes de PCR foi preparado em banho de gelo contendo:
“primers”: T7 promoter e T7 terminator (100pmol/ul estoque): 2,6 pl, dNTP (25 mM
estoque): 7,5ul, MgCl, (50mM estoque): 45ul, Tampao Taq 10X:150ul, Biolase DNA
polimerase (5U/ul): 10ul e dgua milli-Q autoclavada. Foram distribuidos 15ul do mix por
poco na microplaca de PCR. Um replicador de 96 agulhas previamente flambado foi colocado
na microplaca de cultura e utilizado para transferir aproximadamente 1ul de cultura para a
placa de PCR contendo o mix. Em seguida a reagdo foi colocada em termociclador com o
programa: 95°C 4 min, 95° C 45 seg, 55° C 45 seg, 72°C 1 min, 40 ciclos, 72 ° C 5 min. Para a
analise de qualidade do PCR de coldnia foi preparado um gel de agarose 1,2 % em tampao

TAE (1X).

Para o sequenciamento, os produtos de amplificacdo foram diluidos 1:5 em agua Milli-

Q. Desta diluigao 3ul foram utilizados em uma reagao de sequenciamento. Para a reacao de
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sequenciamento foi feito um mix contendo: 3ul do DNA molde, 2ul de Dyenamic ET
terminator (Amersham Biosciences), 1yl de primer T7 promoter (10pmol/ul), 2ul tampao
Save Money (Tris-HCl 200mM, MgCl,5mM, pH 9.0) em um volume final de 10ul. A reagdo
foi colocada em termociclador com o programa : 96°C 2 min, (40x) 95° C 20 seg, 50° C 15
seg, 60° C 1 min.

A reacdo foi submetida a um protocolo de precipitagdo de DNA com adigao de 1ul de
acetato de sodio 1.6M contendo EDTA 259mM e 40ul de etanol 95%. A mistura foi incubada
por 20 minutos a temperatura ambiente ¢ em seguida centrifugada a 3200g por 60 minutos a
20°C. Apoés centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e 150 ul de etanol 70% foram
adicionados. Uma nova centrifugacdo a 4000 rpm por 10 minutos a 20°C foi feita, o
sobrenadante foi descartado e a microplaca permaneceu a temperatura ambiente para
evaporagdo do etanol residual. As amostras foram ressuspendidas em tampao “formamide
loading dye”’(Amersham Biosciences). As amostras foram sequenciadas pelo método dideoxi

(SANGER, 1977) e analisadas em equipamento ABI Prism 377.

As sequéncias obtidas foram entdo analisadas através de BLAST e alinhamentos
utilizando o software Multalin. Estas andlises foram feitas pela procura de um clone que
apresentasse uma recombinagdo, mas que mantivesse os trés dominios caracteristicos de

cistatina e apresentassem regides de homologia da Canacistatina ¢ da Orizacistatina.

3.2.21- ANALISE DE EXPRESSAO E PURIFICACAO DO CLONE RECOMBINADO
(A10PL3)

Apds andlise de 400 sequéncias da biblioteca de shuffling, das quais a maioria
apresentava similaridade de sequéncia com a Orizacistatina I, um clone com recombinagao foi
encontrado. Este clone denominado A10PL3 continha uma mistura de aminoacidos das duas
proteinas, a canacistatina I e da Orizacistatina 1. Este clone foi entdo selecionado para

expressao, purifica¢do e estudos de atividade.

O clone em BL21(DE3) foi cultivado em meio seletivo com antibidtico canamicina
(25png/ml) a 37°C sob agitagdo até atingir uma densidade optica (D.O) de 0,6 no comprimento

de onda de 600nm. Nesta densidade Optica coletou-se 1ml da amostra como controle sem
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inducdo e foi adicionado IPTG (Isopropil-pB-D-tiogalactopiranosideo) para uma concentragao

final de 0.4mM.

Foram coletadas amostras até 4 horas (intervalo de 1 hora) de inducdo e a expressao

foi analisada em SDS-PAGE 15% segundo LAEMMLI (1970).

Apo6s a inducdo as células foram coletadas, centrifugadas e submetidas a teste de
solubilidade. Para tanto as células foram sonicadas 5 vezes 60 segundos com intervalos de 30
segundos. ApoOs a sonicagdo procedeu-se nova centrifugacao e coletou-se o sobrenadante e
precipitado, que foram analisados em SDS-PAGE 15% segundo LAEMMLI (1970) para teste

de solubilidade da proteina.

O sobrenadante foi utilizado para purificagdo da proteina na sua forma nativa em
coluna de resina de niquel (Ni-NTA superflow — QIAGEN). A purificagdo em cromatografia

de afinidade ¢ a dialise foram realizadas como descrito na sec¢ao 3.2.5.

3.2.22- TESTE DE INIBICAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA DE PROTEASES
COM A PROTEINA A10PL3

Os ensaios foram feitos em colaboragdo com a Dra. Adriana K. Carmona ¢ Dra. Maria
Luiza Oliva da UNIFESP e foram realizados utilizando as cisteino proteases humanas
(recombinantes) catepsina V, K, L e B. Os testes de inibi¢do enzimdtica com a proteina
A10PL3 foram realizados como descrito na secao 3.2.13. Os mesmos ensaios foram feitos
com as proteinas recombinantes Canacistatina I e Orizacistatina I, independentemente. Apds o
calculo das constantes de inibi¢do (Ki) em relacdo as catepsinas V, K L e B, foi feita uma
comparagdo de atividade destas proteinas com a atividade da proteina hibrida A10PL3 apoés a

utilizagdo da técnica de DNA shuffling .

4-RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- ANALISE DA SEQUENCIA DO CLONE SCCCRZ2001G09

O cDNA que codifica a proteina inibidora de cisteino protease da cana-de-agucar estd
contida no clone SCCCRZ2001G09 (n° de acesso AY 119689), proveniente do SUCEST.

O clone SCCCRZ2001G09 da cana-de-agtcar foi sequenciado e este processo resultou
na determinagdo da sequéncia completa de nucleotideos da fase aberta de leitura do cDNA

que codifica a proteina RZ2001. A proteina RZ2001 apresenta uma fase aberta de leitura que
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codifica uma proteina de 106 aminoacidos, com massa molecular de aproximadamentel2
kDa. A sequéncia do clone que codifica a proteina RZ2001 esta representada na figura 11 e o

cddon de iniciagdo € o primeiro codon apds a UTR 5’sublinhada

TTCTTCGTGGAGCAACAACATTCGGTGGTGTAGTGCTACTCCTGCTCCCACTAGCG

GTAGTGGCCGTGTCTCGCTCTCGCCGCCGCTTCCTCTCCCTCCCGCCGCCGGACCG

M A E A H N GR R V G M V G D
CGTCAGCGATGGCCGAGGCACACAACGGGCGGCGCGTGGGGATGGTGGGCGAC

VvV R D A P A G H E N DL E A I E L A
GTCCGGGACGCGCCGGCCGGCCACGAGAACGACCTCGAGGCCATCGAGCTCGCG

R F A VvV A E H N § K T N A ML E F E
CGCTTCGCCGTCGCCGAGCACAACAGCAAGACCAACGCGATGCTGGAGTTCGAG

R L v X VR H Q V V A G T M H H F T
AGGCTGGTGAAGGTGAGGCACCAGGTGGTGGCCGGGACCATGCACCACTTCACC

v Q v X E A G GG G K K L' ¥ E A K V W
GTCCAGGTGAAGGAGGCCGGCGGCGGCAAGAAGCTGTACGAGGCCAAGGTGTGG

E XK v W E N F K QL Q S F Q P VvV G D
GAGAAGGTGTGGGAGAACTTCAAGCAGCTGCAGAGCTTCCAGCCGGTCGGGGAC

A
GCC

Figura 11. Sequéncia de nucleotideos do cDNA que codifica a RZ2001. A regido codificante da proteina ¢

mostrada a partir do codon de iniciagdo (ATG). Nota-se que ndo ha cédon de terminag@o.
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Nota-se que nao ha codon de terminagdo na sequéncia apresentada na figura 11. O
clone SCCCRZ2001G09 depositado no banco de dados do SUCEST ¢ um clone incompleto,
estd sem parte da regido codante e regido UTR 3’ e cddon de terminagdo. Analisando-se a
sequéncia no vetor PSPORT1 nota-se que isso ocorreu provavelmente por clivagem interna
com a enzima Not I, utilizada na construcao da biblioteca.

A proteina RZ2001 foi alinhada com outras proteinas inibidoras de cisteino protease
de origem vegetal, obtidas a partir da busca no banco de dados do NCBI

(site:http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

i 10 20 30 40 50 60 70 80 83
| t + + ! + t + +——|
Rz2001 MAEAHNGRRVGMY-DVRDAPAGH! NDLEATE AFHNSKTHA
0C-1I MAEEAQSHAREG—-"-HRPROPACLR:NDLTTVE ADHNSKANA
0C-I MSSDGGPYLLGV-E-PVENENDLHLVD IEHNKKANS
CC-I  MRKHRIVSLVAALLVLLALA--AVSSTRSTOKESVA---DNAGMLA--GIKD-VPAN" NDLAOLAE NOHNQKANA
WC MWKHHRVLGSVAALLLLLALVLPSIOTOKOSAREKAAMAAEPARRLA-CGIVD-SLUR:NDPYIVD SUHNKEGHTE
SC MRALTSSSSTFLPKRYSFFFFLSILFALRSSSGGCSEYHHHHAPMAT ILGLRD-SALSHSVATEA DEHRKEQNS
84 93 103 113 123 133 143 153 163166
R72001 | } } } } } } } =1
FERLVKVRHUVACTHHHF T VUVKEAGGEK EKVW-E SFQ-YGDAARALEDPSLRTRACDVIALL
OC-II CLERVVKVRQUVVGLFHHYL IVEVKEPGGAN ERAM-E DFK-LDDATA
0C-I EFEKLVSVKQLYVVACTLYYFTIEVKE-GDAK EKPWM- EFK~VDASANA
CC-1 GFEKLVKAKTLVVAGTHYYL! IEVKI-GEVK EKPW-E DFK-VEEGASA
WC FLEKVVKVKEUVVACRLYYITIOVD: -GGAK LEQLWLDVY<K VEFK-VEEGASA
SC  PSRVVRTOEUVVALTLHHL ILEALE-AGEK VKFUL- EPK-AGDFPSF TSADLGVKKDGHAPGWASYPT

Figura 12. Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos representantes das cistatinas de plantas. As
proteinas sdo: RZ2001, Orizacistatina II (OC-II), Orizacistatina I (OC-I), cistatina de milho (CC-I), cistatina de
trigo (WC), e cistatina de soja (SC).

Neste alinhamento (figural2) verifica-se que existem alguns dominios conservados
entre as cistatinas de planta. O dominio ¢ geralmente conservado porque ¢ uma regido
importante em termos de catalise. Pode-se observar um residuo de G (glicina) na regido N-
terminal ¢ mantido conservado na entre as posi¢cdes 10 e 11 nas proteinas analisadas. Em CC-
I, WC e SC sdo mostrados os aminoacidos do peptideo sinal. O primeiro bloco conservado € o
LARFAYV, seguido pelo QVV e um dominio no C-terminal representado pelos aminoacidos
KLYEAKVW. Estes dominios sao muito conservados entre as cistatinas. Particularmente, a
glicina 11, o dominio QVV e o W na regido C-terminal sdo importantes na interagdo com a

protease.
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4.2- SUBCLONAGEM DO ¢DNA QUE CODIFICA PARA CPI

A fase aberta de leituta da CPI da cana-de-agucar foi obtida através de amplificacdo
utilizando como molde o plasmideo pSPORT1-RZ2001. O produto de amplificacdo da
proteina RZ2001, resultou em um fragmento de aproximadamente 0,4Kb (figura 13). O

resultado da amplificacdo ¢ mostrado na a seguir:

04Kb —%

Figura 13. Amplificacdo do cDNA do gene que codifica para CPI a partir do plasmideo pSPORT
RZ2001. Legendas: L: “Ladder” 1Kb; 1 E 2: inserto amplificado com aproximadamente 0,4 Kb.

Na reagdo de amplificagdo foi utilizado um oligonucleotideo especifico para o inicio
do gene, com inclusdo de um sitio de restri¢do de Nde I para facilitar a subclonagem no vetor
de expressao pET28a (NOVAGEN). O fragmento amplificado da ORF foi purificado e
subclonado no plasmideo pGEM-T easy (PROMEGA). O plasmideo recombinante foi
denominado pGEM-T-RZ2001.
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O recombinante pGEM-T-RZ2001 quando digerido com as enzimas Nde 1 ¢ Eco RI
que flanqueiam a construcao, liberou um fragmento de 0,4Kb confirmando o sucesso da

subclonagem.(figura 14).

2Kb

0,5Kb
<“— 0,4Kb

Figura 14. Caracterizagdo do plasmideo pGEM-T RZ2001 com Nde I e Eco RI. Em L: “Ladder” 1Kb; 1:
subclone nao recombinante; 2: subclone recombinante (notar banda de aproximadamente 400 pb).
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A partir do plasmideo pGEMT-RZ2001 foi feita uma nova reagdo de amplificacao
com oligonucleotideos especificos, utilizando entdo um novo oligonucleotideo que hibrida
exatamente na regiao 3' da ORF. O produto de amplificagdo da CPI a partir do plasmideo
pGEMT-RZ2001 resultou em um fragmento de aproximadamente 0,3Kb (figura 15).

03kb

Figura 15. Amplificagdo do cDNA do RZ2001a partir do plasmideo pGEMT-RZ2001. Em L,
”Ladder” 1Kb; 1, 2 e 3 visualizagdo de uma banda de aproximadamente 0,3 Kb, correspondente a
ORF da CPIL

O produto da amplificagdo visualizado tinha o tamanho esperado (aproximadamente
0,4Kb), apos clivagem com as enzimas adequadas (Nde 1 e Eco RI) foi subclonado no

plasmideo pET28a clivado com as mesmas enzimas.
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Os clones recombinantes foram identificados por PCR de colonias de bactérias que
cresceram na placa com meio seletivo. As colonias de bactérias foram utilizadas como molde
na reacao diretamente, como descrito anteriormente em material ¢ métodos. As colonias com
plasmideos recombinantes apresentaram amplificagdo do inserto com aproximadamente

0.3Kb. O resultado das colonias que amplificaram estd mostrado na figura 16.

L1234S5

0,3Kb

Figura 16. Amplificagdo do pET28aRZ2001 por PCR de colonia. Em L, ”Ladder” 1Kb; 1, 2, 3,4 e 5
amplificagdes de clones recombinantes.

Cinco clones recombinantes foram selecionados apds a amplificacdo e todos
apresentaram 100% de identidade com a ORF contida no clone SCCCRZ2001G09 depositada
no banco de dados do SUCEST.
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4.3- EXPRESSAO DA RZ2001 (CPI) NO VETOR PET28a

Os resultados de expressao do sistema pET28a-RZ2001 foram bem sucedidos pois foi
observada a banda de expressao esperada. Como a ORF tem 318 pb ela codifica uma proteina
de aproximadamente 12 KDa, que aparece em SDS-PAGE um pouco maior devido as fusdes

com HIS-Tag e sitio de clivagem com protease (figura 17).
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Figura 17. Analise de Expressdo da proteina Canacistatina em E.coli. SDS-PAGE corado com azul comassie
(15%) referente a indugdo do plasmideo pET28a RZ2001. M: marcador de proteina (GIBCO-BRL); 1: BL21
(DE3) pET28aRZ2001n3o induzida; 2:BL21(DE3) pET28aRZ2001 apdés uma hora de indugdo; 3:
BL21(DE3) pET28aRZ2001ap6s 2 horas de indugdo; 4: BL21(DE3) pET28aRZ2001 apdés 3 horas de
indugdo; 5: BL21(DE3) pET28a RZ2001 ap6s 4 horas de indugdo.



63

Nao ha um aumento significativo na quantidade de proteina induzida com o aumento
do tempo. Desta forma, indugdes de 4 horas sdo suficientes para produzir proteina para

purificacao.

Foi realizado um teste de solubilidade, pois deste dependeria a escolha da melhor
estratégia para purificagdo ou mesmo um outro sistema de expressao. Se a proteina estivesse
soluvel ela poderia ser purificada na sua forma nativa. Se a proteina estivesse insoluvel, a
purificacdo da proteina deveria ser feita na forma desnaturante da proteina com grandes
possibilidades da enzima se renaturar em forma diferente da nativa, modificando sua estrutura
e talvez perdendo sua atividade. O teste de solubilidade realizado demonstrou que a proteina
expressa apresenta-se quase que totalmente na forma solivel quando induzida na
concentragdo de 0.4mM de IPTG em um periodo de 4 horas, com 200 rpm de rotacdo a 37°C

como mostrado na figura 18.

Para o teste de solubilidade optou-se por lisar a célula bacteriana através de sonicagao,

que foi padronizada para 5 pulsos de 1 minuto cada.
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Figura 18. Teste de Solubilidade da RZ2001 expressa em E.coli. SDS-PAGE corado com azul comassie
(15%) referente a indugdo da proteina Canacistatina com 0.4mM de IPTG M: marcador de proteina
(GIBCO-BRL) 1:Controle sem indugdo; 2: BL21(DE3)pET28aRz2001 com uma hora de indugdo; 3:
BL21(DE3) pET28aRz2001 com 3 horas de indugdo; 4 e 5:sobrenadante, contendo proteina solavel; 6 e
7: precipitado.
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4.4- PURIFICACAO DA PROTEINA RZ2001

A purificagdo de proteinas ¢ feita através de sucessivos fracionamentos considerando
algumas propriedades da proteina, tais como solubilidade, carga idnica, massa molecular,
ponto isoelétrico, propriedades de adsor¢do e especificidade de ligacdo a outras moléculas. As
técnicas utilizadas para purificagdo de proteinas utilizam colunas verticais nas quais as
amostras sao colocadas de modo que as moléculas se acomodem em duas fases, uma fixa e
outra moével. A fase movel corresponde ao solvente cujo fluxo arrasta a maioria das
moléculas. E a fase fixa iclui um elemento imével (NELSON and COX, 2000). O método de
purificagdo escolhido foi a cromatografia de afinidade em coluna contendo resina de niquel.O
sistema de purificagdao escolhido foi eficiente, pois o resultado do SDS-PAGE mostrou que a
proteina, fixou-se na resina, e foi eluida nas fracdes coletadas a partir de 100mM de imidazol

(figura 19).

13kDa
1ISKDa —»

Figura 19. SDS-PAGE mostrando o gradiente de imidazol utilizado na eluicdo da RZ2001. M:
marcador de proteina; 1 e 2 gradiente tampao 3 ( 50mM de Imidazol); 3 e 4 gradiente tampao 4
(75 mM de Imidazol); 5 e 6 gradiente tampao 5 (100mM de Imidazol); 7, 8 e 9 gradiente tampao 6
(250 mM de Imidazol).



65

Na figura 20 observa-se em gel de poliacrilamida a banda referente a proteina
Canacistatina de aproximadamente 13,5 KDa apos 4 horas de indugdo. Nesta etapa obtivemos
a proteina Canacistatina pura. O imidazol possui afinidade pelo niquel e compete com a
proteina ligada a ele, deslocando-a da resina. Assim, dependendo da concentrag¢do de imidazol

contida no tampao de eluicdo a proteina ¢ eluida.
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Figura 20. Purificagdo da Canacistatina. SDS-PAGE 15% corado com Comassie Briliant Blue, indugo da proteina
canacistatina e purificagdo.1:BL21(DE3) pET28aRZ2001extrato celular bruto apos indugdo com IPTG; 2: eluato; 3:
lavagem ; 4: fragdo eluida com 250mM de imidazol da coluna de afinidade.

A proteina Canacistatina apresentou-se pura e o rendimento foi em torno de 10mg de
proteina por litro de cultura. Os resultados obtidos sdo bastante satisfatorios visto que foi
possivel purificar a proteina de interesse em quantidade e pureza suficientes para a realizagao

de estudos iniciais de estrutura.
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4.5-TESTES DE INIBICAO DO CRESCIMENTO DO FUNGO FILAMENTOSO

Trichoderma reesei

O Trichoderma reesei foi o fungo escolhido para a primeira analise da atividade
antifiingica da proteina RZ2001. Ele foi escolhido por ter sido o organismo adotado nos testes
de uma outra cistatina, ja descrita, denominada “Pearl Millet cysteine protease inhibitor”,
encontrada em Paingo (Pennisetum glaucum) que é a quarta maior cultura da India (JOSHI,
1999). Foram feitos inicialmente testes de inibi¢do de crescimento do fungo Trichoderma
reesei utilizando a proteina purificada. A atividade da proteina RZ2001 foi verificada
colocando-se a proteina purificada em contato com esporos do fungo para inibi¢do de sua
germinagdo, € conseqiientemente, crescimento do micélio. Ocorreu um perfeito crescimento
micelial na cultura controle contendo 2.5 x10° esporos no meio de cultura. A inibigio
quantitativa do crescimento do fungo foi investigada. As mesmas quantidades de esporos do
fungo Trichoderma reesei, no mesmo volume de meio PDB, foram colocadas em quatro tubos
teste, mas com quantidades crescentes de proteina purificada (12,5, 50, 100 e 200ug/ml).
Como mostrado na figura 21, a proteina RZ2001 na concentragdo de 50ug/ml foi capaz de
inibir o crescimento do fungo 7. reesei, mas nao totalmente. J& em concentragdes de 100 e
200pg/ml, o crescimento do fungo foi claramente inibido. Estes resultados mostram que a

proteina Canacistatina pode inibir o crescimento deste fungo, similarmente como a cistatina

de paingo como descrito em JOSHI, 1999.

Figura 21: Ensaio de inibicdo do crescimento do fungo filamentoso Trichoderma reesei. C: Controle sem
proteina; 1: 12.5ug/ml de proteina Canacistatina; 2: 50pg/ml de proteina purificada; 3: 100pg/ml de proteina
Canacistatina purificada; 4: 200pug/ml de proteina Canacistatina purificada.
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A proteina RZ2001 ¢ capaz de inibir o crescimento do fungo Trichoderma reesei € a
dose minima inibitoria da proteina estd em torno de 50ug/ml. Foram feitas varias repeticdes
deste ensaio, confirmando a acdo da proteina RZ2001 na inibi¢do do crescimento do fungo
filamentoso Trichoderma reesei. O uso de inibidores de cisteino proteases como um agente
antifungico foi observado também em cistatinas de paingo ¢ a dose minima inibitoria para
Trichoderma reesei foi em torno de 2mg/ml de proteina (JOSHI et al., 1998). Fazendo uma
comparagao entre as duas proteinas, observamos que a proteina da cana-de-aglicar apresentou-
se mais eficiente na inibicdo do crescimento de 7Trichoderma reesei do que a cistatina de

paingo.

A atividade anti-fungica da proteina Canacistatina foi também observada em
microscopio optico OLYMPUS, sendo a inibigdo do crescimento do Trichoderma reesei
fotodocumentada (Figura 22). Observa-se no controle, sem a proteina RZ2001, crescimento
micelial, pois houve germinac¢do dos esporos e o desenvolvimento de hifas. Na figura 22 B
observa-se o ensaio na presenca de 200ug/ml de proteina RZ2001 purificada. Nesta
fotomicrografia observa-se que houve inibi¢do total do crescimento micelial com a presenca
de esporos sem germinacdo e auséncia das hifas. O mecanismo de agdo da proteina
Canacistatina em fungos ainda ¢ desconhecido, entretanto, alguns estudos correlacionaram a

auséncia de proteases em fungo com a sua sobrevivéncia (BALL, 1991).

Figura 22: Fotomicrografias do produto da incubagdo de Trichoderma reesei com a proteina purificada. As
imagens foram feitas em microscopia utilizando luz branca. 22A: controle sem proteina Canacistatina, 22B:
inibi¢do com 200ng /ml de proteina Canacistatina purificada
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4.6- TESTES DE INIBICAO DO CRESCIMENTO DOS FUNGOS
FITOPATOGENICOS

Apesar do fungo Trichoderma reesei nao ser patogeno de planta, os resultados obtidos
com a inibi¢cdo do seu crescimento sugeriram que a Canacistatina também poderia ser aplicada
para inibir crescimento de fungos patogénicos. A inibicdo do Trichoderma reesei pela
RZ2001 deu margem para novos testes, agora com fungos fitopatogénicos. As plantas
normalmente s3o expostas a um grande niumero de fungos patogéncos, visto que os fungos
vivem em diversos ambientes e substratos de origem animal e vegetal, excretando enzimas
digestivas poderosas e absorvendo matéria organica morta. Eles podem crescer pela formagao
de filamentos chamados de hifas, no caso dos fungos filamentosos, ou ainda por lévedos no
caso das leveduras, que sdo fungos unicelulares. Os fungos tém se destacado pelo grande
impacto que causam na economia de todo o mundo, a partir de suas associacdes com a
agricultura, industria e medicina, assumindo o papel de grandes “vildes” quando causam
doengas como as micoses, ao parasitar o homem, animais e sérios prejuizos na agricultura. A
escolha dos fungos utilizados neste teste foi baseada primeiramente na suceptibilidade da
cana-de-agiicar a uma doenga fungica. Esta doenga ¢ a “podriddo vermelha do colmo”,
causada pelo fungo Fusarium moniliforme. O fungo Fusarium moniliforme também ataca a
cultura do sorgo, trazendo reducdo na produ¢do e qualidade de graos e de forragem que ¢
atribuida a ela por afetar o enchimento dos graos e provocar o enfraquecimento do colmo,
causando, geralmente, o seu tombamento ou quebramento. Esse patdgeno pode infeccionar as
raizes, o colmo e o pedunculo da planta, comprometendo a firmeza do tecido interno, também
causa podridao de sementes e morte das plantulas. Os sintomas da doenga sdo evidenciados,
normalmente apds o florescimento das plantas. Estas secam prematuramente ¢ tombam com
facilidade. Internamente, os tecidos do colmo e do pedinculo infeccionados adquirem uma
coloracdo avermelhada, que progride de forma uniforme e continua do ponto inicial da
infeccdo em dire¢do 4 parte superior da planta. O Fusarium moniliforme sobrevive no solo em
resto de cultura, em vérias espécies de plantas hospedeiras nas formas de conidios (esporo
produzido por fungos na fase de reproducdao assexual), de micélio (conjunto de hifas do
fungo) e de clamiddsporo (estrutura de resisténcia dos microrganismos as condigdes
adversas), que sdo fontes primarias de indcuo. O fungo penetra nas raizes € no colmo através

de aberturas naturais ou de ferimentos provocados por insetos, maquinas e nematoides. Entre
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o estadio de florescimento e de maturacao da planta, a severidade da doenga pode aumentar
sob condi¢des de baixa temperatura e alta umidade seguido de um periodo de alta temperatura
e baixa umidade (WARD et al., 1999).

Com a informacdo de que a proteina Canacistatina foi capaz de inibir um fungo
Trichoderma reesei, partimos para testes com outros fungos fitopatogéncicos de outras
culturas. O segundo fungo utilizado no teste foi o Colletotrichum sp agente causal de uma
doenca chamada Antracnose. Esta ¢ uma importante doenca que ocorre em diversas culturas,
entre elas sorgo e milho, pela sua ocorréncia generalizada ¢ capaz de reduzir, sensivelmente, a
produgdo e a qualidade dos grdos e da forragem. Este patogeno incide nas folhas, pedunculo,
colmo, panicula, graos e raizes. Varias espécies de gramineas sdao hospedeiras de
Colletotrichum sp, tais como Sorghum bicolor, S. halepense, S. verticilliphorum, 8.
arundinacerum, S. margaritiferum, S. sudanense e S. dochna. Os sintomas de infeccdo no
colmo e no pedinculo aparecem normalmente no periodo de maturacdo da planta. Esses
orgdos infectados adquirem, internamente, uma coloracdo avermelhada ou amarelada com
pontuagdes brancas correspondentes aos pontos de penetragdo do fungo. Nestes pontos,
externamente, o fungo frutifica, sob condi¢des de alta umidade e temperatura hd formacao de
uma massa de esporos de cor rosa. A fonte primaria de indculo de Colletotrichum é
constituida pelos conidios produzidos nas espécies selvagens de gramineas, em plantas
remanescentes ou de restos de culturas. A disseminagdo dos conidios da-se por meio do vento
e de respingos de chuva. A sobrevivéncia do fungo, de um ano para outro, ocorre nos restos
de cultura, em espécies selvagens e em sementes. A sobrevivéncia ¢ drasticamente reduzida
quando se faz um enterramento dos restos de cultura (WARD et al., 1999).

As linhagens de Colletotrichum sp utilizadas nestes ensaios foram isoladas de pupunha
(Bactris gasipaes), caju (Anacardium humile) e guarand (Paullinia cupana) e cedidas pelo
professor José Odair Pereira, da Universidade do Amazonas.

O terceiro fungo utilizado no ensaio de inibi¢do de crescimento foi o Aspergillus
niger, foi escolhido primeiramente pela disponibilidade no laboratério e pela caracteristica
que ele t€m de se desenvolver em graos de café afetando a qualidade da bebida. O Aspergillus
niger ¢ a espécie mais comum do género Aspergillus . Ele causa coloragdo preta em certos
tipos de frutas e vegetais, mas ndo ¢ um agente causador de doencas. Também ¢ usado na
producdo de acido citrico e acido gluconico. Este fungo ¢ um contaminante comum em
alimentos, mas ndo ¢ patogénico. Alguns casos de alergias pulmonares causadas pelo
Aspergillus niger t€m sido relatados, mas somente em pacientes imunocomprometidos

(SCHUSTER et al.,2002).
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Assim, para a analise da atividade antifingica da proteina Canacistatina foram feitos
testes de inibi¢do do crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium moniliforme;
Colletotrichum sp p25 (pupunha); Colletotrichum sp p28 (pupunha); Colletotrichum sp C09

(caju) e Aspergillus niger utilizando a proteina purificada.

A atividade da antifungica da proteina inibidora de cisteino protease da cana-de-agucar
foi verificada colocando-se a proteina Canacistatina purificada em contato com esporos do
fungo para inibicdo de sua germinacdo, e conseqiientemente, crescimento do micélio. Testes
foram realizados utilizando-se a proteina Canacistatina purificada, em diferentes
concentragdes ¢ esta foi adicionada em placa de ELISA contendo o mesmo volume de meio
de cultura PDB (potato dextrose agar) e mesma quantidade de esporos dos fungos (2.5 x10°)
(Tabela 2).

Concentracio | Colletotrichum | Aspergillus | Fusarium | Colletotrichum | Colletotrichum
p28 niger moniliforme p25 C09
Canacistatina
500pg/ml - - - - -
250ug/ml - + - - -
125pg/ml - + + - -
62.5pg/ml + + + + -
32.25ug/ml + + + + _
15.6pg/ml + + + + +
7.8pug/ml + + + + +

Tabela 2: Ensaio de inibi¢do de crescimento de fungos fitopatogénicos.
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Como observado na tabela 2, nos pocos controle (C) contendo 2.5 x10° esporos em
meio de cultura PDB, houve crescimento dos fungos. Nos outros pocos, nos quais foram
colocadas quantidades iguais de esporo dos fungos no mesmo volume de meio PDB, porém,
com adicdo da proteina Canacistatina purificada em quantidades crescentes, houve uma
diminui¢do do crescimento diretamente proporcional ao aumento da concentragdo da proteina
Canacistatina.

A concentracdo minima inibitéria (MID) para Fusarium moniliforme foi 250ug/ml;
para Aspergillus niger 500ug/ml, para Colletotrichum sp p25 125ug/ml e finalmente para
Colletotrichum sp C09 foi 32.25 pg/ml. Assim pode-se concluir que a proteina canacistatina é
capaz de inibir o crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium moniliforme;
Colletotrichum sp p25; Colletotrichum sp p28 e Colletotrichum sp C09 e também do fungo
Aspergillus niger. A inibigdo mais eficaz foi observada em relagdo ao fungo Colletotrichum
sp C09, isolado de caju. Estes resultados podem contribuir na melhoria do cultivo das plantas
hospedeiras dos fungos analisados, diminuindo a incidéncia de doencas causadas por estes

fitopatdgenos garantindo melhor produtividade.

Foram feitas varias repeticdes deste ensaio, confirmando a agdo da proteina

canacistatina na inibi¢ao do crescimento destes fungos filamentosos.

A atividade anti-fungica da proteina canacistatina foi também observada em
microscopio Optico OLYMPUS. A figura 23 mostra as fotomicrografias do crescimento
micelial dos fungos fitopatogénicos. No experimento controle, figura 23, sem a proteina
purificada o crescimento micelial foi normal (1A, 2A e 3A), entretanto, nos ensaios com a
proteina canacistatina purificada (1B, 2B e 3B) com 500ug/ml de proteina canacistatina
utilizada, foi observada a inibi¢do do crescimento micelial. Em 1A, 2A e 3A e observa-se
ensaios controle sem a proteina Canacistatina obtendo-se crescimento micelial, pois houve
germinagdo dos esporos e o desenvolvimento de hifas. Em 1B, 2B e 3B observa-se os ensaios
na presenca de 500ug/ml de proteina Canacistatina purificada. Nesta foto observa-se que
houve inibicao total do crescimento micelial, com a presenga de esporos sem germinacao e
auséncia das hifas. Estes resultados indicam que a proteina pode atuar inibindo a germinagao

e também prejudicando o desenvolvimento normal das hifas.
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Figura 23: Fotomicrografias dos produtos de incubagdo da proteina canacistatina purificada com os fungos
fitopatogénicos Fusarium moniliforme; Aspergillus niger; Colletotrichum sp p25. As imagens foram feitas em
microscopia de luz branca. 2A: Colletotrichum sp P25-controle sem a proteina canacistatina puificada. 2B:
inibigdo do fungo Colletotrichum sp P25 com 500ug /ml de proteina canacistatina purificada. 2C: Fusarium
moniliforme - controle sem a proteina canacistatina purificada. 2D: inibi¢do do fungo Fusarium moniliforme com
500ug /ml de proteina canacistatina purificada, 2E: Aspergillus niger — controle sem a proteina canacistatina
purificada. 2F: inibi¢do do fungo Aspergillus niger com 500ug /ml de proteina canacistatina purificada

4.7-ESPECTROSCOPIA DE DICROISMO CIRCULAR E ESTRUTURA
SECUNDARIA ESTIMADA
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O Dicroismo circular (CD) ¢ uma técnica importante para se estimar a porcentagem
dos componentes da estrutura secundaria das proteinas (hélice-a, folhas-B, voltas-f e
sequéncias desordenadas). Assim, foi feita uma andlise da distribui¢do os componentes de
estrutura secundaria da proteina Canacistatina. A técnica foi empregada para determinar se a
proteina recombinante estd corretamente enovelada através de comparacdo com proteina
homologas. Foi verificado que a proteina Canacistatina teve sua composi¢do de estrutura
secundaria apresentando dois minimos locais em 209nm e 217 nm e uma intersec¢do com o

zero em 195.6nm como mostrado na figura 24.
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Figura 24: Espectro de CD da proteina Canacistatina. A amostra estava em Tris-HCI pH 8.0 contendo NaH,PO,

50mM e NaCl 100mM, em uma concentrag@o de 0.17mg/ml em cubeta de quartzo de 1 mm de caminho dptico.

O espectro de CD foi utilizado para estimativas do contetido de estrutura secundaria,
através da desconvolug¢do do espectro da proteina Canacistatina, pelo método SELCON-2

utilizando um banco de dados com 33 proteinas. Os resultados obtidos para estas fragdes sao

mostrados na tabela 3.
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Tabela 3: Composicao de estrutura secundaria da proteina Canacistatina utilizando o método

de desconvolugao SELCON-2

Amostra Hélice -a Folha B-antiparalela Turns Ndo ordenadas

RZ2001 10 % 40 % 29 % 21 %

Para avaliar a funcionalidade dos resultados obtidos, foi comparado o espectro de CD
da proteina Canacistatina com os dados estruturais da Orizacistatina I, uma proteina inibidora
de cisteino protease de arroz que possui a sua estrutura resolvida (NAGATA et al., 2000). A
proteina Canacistatina tem alta similaridade com esta proteina. As fragcdes de estimadas de
estrutura secunddria da proteina Canacistatina foram comparadas com a estrutura obtida por
Ressonancia Magnética Nuclear da proteina Orizacistatina I. Esta possui 10% a-hélice, 40%
B-sheet anti paralelas, 29% de “turns” e 20% de estrutura ndo ordenada (NAGATA et
al.,2000). Desta forma podemos observar que os dados obtidos por CD da Canacistatina sdao
coerentes com a estrutura observada da Orizacistatina-I, indicando que a primeira deva ser
realmente uma cistatina. A proteina Orizacistatina foi escolhida para a comparagdo, porque ¢
a cistatina de origem vegetal melhor estudada até hoje e porque ha alta similaridade de

sequéncia entre elas, em torno de 70%.
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4.8- ANALISE POR EXCLUSAO MOLECULAR

Na tentativa de verificar qual o estado oligomérico da proteina Canacistatina, ela foi

submetida a filtragdo em coluna de exclusdo de peso molecular SUPERDEX-075.

Foram filtradas também na coluna de exclusdo de peso molecular trés proteinas de
massa molecular conhecido, a ACB (Anidrase Carbdonica Bovina) com massa molecular
29.000Da, o Citocromo C com 12.000Da e a riboflavina de 375 Da para fins de comparagao

de volume de eluicdo destas proteinas com a Canacistatina

Assim pode-se observar na figura 25 o perfil cromatografico da separacdo da proteina

Canacistatina.
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Figura 25: Perfil cromatografico da separacdo da proteina Canacistatina em SUPERDEX-75 (Amersham

Pharmacia Biotech).

Utilizando o volume de elui¢ao de cada proteina padrdo e o Log da massa molecular
construiu-se um grafico de regressao linear que apresenta uma equagao da reta que descreve o

comportamento apresentado pela curva ¢ Log MW = 2,92252 - 0,14512 x Ve (figura 26).
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Figura 26. Curva de calibracdo da coluna Superdex-75.Foram utilizadas proteinas conhecidas com
diferentes massas moleculares. A equacgao da reta é representada por Log MW =2,92252 —0,14512 x Ve.

O perfil obtido no cromatograma da figura 26 forneceu o volume de elui¢do para a
RZ2001 o valor de 10,21 ml que aplicado na equagdo da reta determinou o valor da massa
molecular da proteina recombinante como sendo de 27KDa , tendo um monomero de massa
molecular 13.5KDa pode-se dizer a RZ2001 apresenta-se sob a forma de um homodimero, o
que ndo significa que a proteina nativa atue como dimero pois geralmente estas proteinas

atuam na forma monomérica.

4.9- OBTENCAO DE CRISTAIS

Tendo obtido proteina em boa quantidade e pureza, resolvemos utiliza-la para estudos
estruturais adicionais aqueles de Dicroismo Circular. Estes estudos estdo sendo realizados
junto ao Centro de Biotecnologia Molecular e Estrutural, do qual somos laboratorio

participante. Estes estudos representam os primeiros estudos estruturais de uma provavel



77

cistatina da cana-de-agucar e poderdo contribuir para elucidacdo do mecanismo de atividade
inibitoria da proteina Canacistatina, inclusive, com a possibilidade de futuros experimentos de

co-cristalizag@o desta proteina com proteases.

Entretanto, para realizacdo destes estudos faz-se necessario o estabelecimento de
condi¢des oOtimas de cristalizagdo, com o objetivo final de se obter cristais de qualidade para a

difracao e coleta de dados.

Os experimentos iniciais de cristalizacdo resultaram em vdarios cristais, porém o0s

melhores cristais foram obtidos nas seguintes condi¢des:

Fatorial 1, condi¢cdo n° 1 contendo cloreto de célcio 0.02M dihidratado tampao 0,1
molar de acetato de sddio pH 4,6, precipitante 30% volume/volume 2-metil-pentametiol.
Fatorial 1, condi¢cdo n® 16 contendo precipitante sulfato monohidratado de litio 1,5 molar e

tampao Hepes de sodio 0,1 molar pH 7,5.

Os cristais foram observados apés 30 dias e analisados em microscopio Optico
OLYMPUS no aumento de 640 vezes. E podem ser observados na figura 27. Os cristais

obtidos com Fatorial I, condi¢des 1 e 16 sdo mostrados na fig.27
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Fig.27. Ensaios de cristalizacdo com Fatorial I da Hampton Research. Condicdo 1 (precipitante cloreto de calcio 0,02M
dihidratado tampao 0,1 M de acetato de sddio pH 4,6). Condi¢do 16 (precipitante sulfato monohidratado de litio 1,5 M e
tampdo Hepes de sodio 0,1 molar pH 7,5).

A obtencdo destes cristais ¢ um passo para na resolucdo da estrutura tridimensional da
proteina Canacistatina por cristalografia de raios X. As condi¢des nas quais houve presenga
de cristais estdo sujeitas a refinamentos nos parametros de cristalizacdo com o intuito de
melhora-los deixando-os nas condi¢des ideais para posterior submissao a difracdo de raios X e

coleta de dados.

4.10- ACAO INIBITORIA DA PROTEINA RZ2001

A importancia deste ensaio se deu primeiramente pela confirmagdo de que a RZ2001 ¢
um inibidor especifico de cisteino proteases. A partir destes resultados, dados interessantes
foram surgindo e deram margem para estudos de atividade da proteina RZ2001 em relagdo a
Catepsinas, que sao cisteino proteases humanas da familia das papainas. As cisteino proteases
humanas, estdo envolvidas em uma série de fungdes fisioldgicas, tais como degradagdo de
matriz extracelular, reabsor¢cao Ossea, invasao entre outras. Um desbalanco da atividade
normal da enzima, pode levar a condi¢des patoldgicas. Estas cisteino proteases t€ém sido
associadas com um grande numero de eventos patologicos, tais como artrite reumatoide,
osteoartrite, cancer, desordens neurologicas e osteoporose (CHAPMAN et at.,, 1997 e

BARRET, et al., 1998)
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Para verificacdo da atividade inibidora de protease da proteina RZ2001 foram feitos

ensaios inibi¢cdo de proteases humanas (catepsinas V, K, B e L recombinantes).

A catepsina V ¢ expressa significativamente em vdrias células cancerigenas, mas nao
em tecido normal correspondente, sugerindo que ela possa estar envolvida em processos
tumorais. A catepsina K, ¢ candidata a ser responsavel pela degradacdo da matriz Ossea, ¢
abundantemente expressa em osteoclastos, cuja localizacdo ¢ nos lisossomos na borda e
lacuna de reabsorc¢ao na superficie do osso. Esta localizacdo celular e extracelular sugere uma
importante fungdo na reabsorcdo 6ssea. A catepsina B tem sido associada a progressdo de
tumores malignos e especificamente ao processo de invasdo pela destruicdo da barreira da
matriz extracelular, ou indiretamente pela ativagdo de outras proteases capazes de digerir a
matriz extracelular. Ela também tem uma funcdo no crescimento do tumor. A catepsina L ¢
expressa principalmente em timus humano, pare ser interessante para o desenvolvimento de
imunidade ontoldgica, mas nenhuma fung¢ao tem sido descrita (DICKINSON, 2001).

A busca de inibidores para estas enzima poderia abrir caminho para a aplicagdo destes
resultados na area médica, especificamente para sugerir um aplicacio em doengas como
osteoporose, poliartrite e artrite reumatica. A cultura de bactéria foi induzida momentos antes

do teste, visto que a atividade bioquimica pode ser alterada com o tempo.

A tabela 4 mostra os valores de Ki (constante de inibi¢ao) da proteina RZ2001 em

relacdo as enzimas catepsina V, K, L e B.

CISTEINO PROTEASES Ki(nM) RZ2001
Catepsina V 1
Catepsina K 0.76
Catepsina L 0.6
Catepsina B 125

Tabela 4: Atividade das proteina RZ2001 em relacgdo as catepsinas humanas.

Como pode ser observado na tabela 4, a proteina RZ2001 ¢ capaz de inibir cisteino

proteases humanas. Este resultado ¢ importante primeiramente porque confirma que a
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proteina ¢ realmente uma cistatina e depois, porque indica que esta proteina pode ser utilizada
para inibi¢ao de catepsinas. Como observado, a proteina RZ2001 inibiu mais eficientemente
as catepsinas V, K e L, na faixa de nanomolar. J4 a catepsina B foi inibida com menor
especificidade. Os ensaios realizados trouxeram os primeiros relatos da atividade inibitoria de
uma cistatina de cana-de-agucar em cisteino proteases ¢ este trabalho foi publicado
recentemente na revista Biochemical and Biophysical Research Communications. Estes
resultados contribuiram para o estabelecimento de um teste sensivel de medida da atividade
inibitoria da RZ2001 que podera ser utilizado para a realiza¢do de futuros estudos com outras

cistatinas de cana-de-acucar, os quais o LBM- UFSCar pretende realizar.

Além disso, a busca de inibidores para estas enzimas poderia abrir caminho para a
aplicacdo destes resultados na area médica, especificamente para sugerir um aplicagdo em

doengas como osteoporose, poliartrite e artrite reumatica.

A partir destes resultados resolvemos renomear a proteina RZ2001 para “canacistatina”.
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4.11- CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE SHUFFLING

Buscando proteinas com atividades melhoradas e ou com diferentes especificidades,
foi construida uma biblioteca formada pela mistura das proteinas Canacistatina de cana-de-
acucar (Saccharum sp) e da proteina Orizacistatina I de arroz (Oryza sativa). A escolha destas
duas proteinas para a constru¢ao de uma biblioteca de “shuffling”, foi baseada primeiramente
na similaridade de sequéncias de DNA, estas duas proteinas possuem identidade em torno de
70% e este fato seria uma condi¢do a para a aplicagdo da técnica. A juncdo destas duas
proteinas poderia ser interessante no aspecto funcional, visto que sdo proteinas que
apresentam homologia de sequéncias e através da uma recombinagdo poderiamos criar
quimeras, que poderiam apresentar uma nova fun¢ao ou uma proteina hibrida com atividade
melhorada. Assim, foi construida a biblioteca a partir da amplificacdo da regido codante das

duas proteinas.

4.11.1- AMPLIFICACAO DA REGIAO CODANTE DA CISTATINA DE CANA-DE-
ACUCAR (RZ2001)

A figura 28 mostra a banda de amplificagdo referente a regido que codifica para a

proteina Canacistatina.



82

2 Kb

08Kb

04Kb — < 0.5Kb

Figura 28. Produto de amplificagdo partir do plasmideo pET28a RZ2001. Legendas: 1 e 2: inserto amplificado
com aproximadamente 0,5 Kb. Foram utilizados os “primers”: T7 promoter ¢ T7 terminator

4.11.2 AMPLIFICACAO DA REGIAO CODANTE DA CISTATINA DE ARROZ

A regido que codifica para o gene da CPI do arroz OC-I foi obtida através de
amplificacao utilizando como molde o plasmideo pET28aOC-I. Este plasmideo foi construido
em nosso laboratorio. O cDNA foi obtido a partir da extragio de RNA mensageiro de
sementes de arroz. E a regido que codifica para a fase aberta de leitura da proteina
Orizacistatina I foi clonada no vetor de expressdo pET28a, resultando no pET28aOC-I. O

resultado da amplificacao ¢ mostrado na figura 29:
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Figura 29. Gel de agarose 1% mostrando o produto de amplificagdo da regido codante da
Orizacistatina. Coluna 1: “ladder”1Kb, coluna 2: inserto amplificado com aproximadamente 0,5 Kb.

4.11.3- TRATAMENTO COM DNase I

A figura 30 mostra os produtos de amplificagdo obtidos a partir dos clones
pET28aRZ2001 e pET28a0C-I apos tratamento com DNase 1. Os fragmentos de 40 a 120pb

(figura 29) serdo recombinados inicialmente sem primers.
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Figura 30:Gel de agarose 3.5% com fragmentos de 40-120pb apds a digestdo com DNAse 1. L:Ladder 10pb, em 1:
fragmentos provenientes da Cnacistatina e 2: fragmentos provenientes da Orizacistatina

4.11.4 RECOMBINACAO DOS FRAGMENTOS DA CANACISTATINA E
ORIZACISTATINA

Os fragmentos de 40-120pb provenientes da digestao do produto de amplificagdo com
DNase I foram recombinados. Ocorre um pareamento das fitas de DNA de acordo com a
complementariedade de sequéncias dos DNAs homologos, através de uma extensdo sem
“primers”. O produto resultante da extensdo ¢ mostrado na figura 31, aparece como um rastro

(“smear”), quase imperceptivel.
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Figura 31. Gel de Agarose 3.5%. Analise do produto de extensdo dos fragmentos purificados na
auséncia de primers (recombinagdo). Legenda:L: Low DNA mass ladder ; 1: produto de
recombinagdo

4.11.5 -AMPLIFICACAO POR PCR DOS PRODUTOS RECOMBINADOS

Apbs a recombinagdo dos fragmentos foi feita uma reacdo de PCR utilizando
“primers” especificos para os cDNA RZ2001 e OC-I. Foi feita uma combinagdo de “primers”,
da Canacistatina e da Orizacistatina, para amplificar um produto de recombinagdo entre as
duas e o produto de amplificagdo foi obtido como esperado, j4 que os genes parentais

apresentavam fragmentos em torno de 300pb (fig 32).
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Figura 32.Gel de agarose 1% mostrando o produto de amplificagdo dos fragmentos recombinados de RZ2001 e
OC-I. Legendas: L”Ladder”: Low DNA mass ; 1 ¢ 2: visualiza¢do de uma banda de aproximadamente 300 pb,
correspondente ao cDNA da da CPIL.

4.11.6- ANALISES DAS BIBLIOTECAS DE SHUFFLING

Inicialmente foram construidas duas bibliotecas de shuffling, a primeira denominada
“canacistina wild type”, onde utilizamos somente o gene da Canacistina fragmentado para a
recombinacdo. A segunda biblioteca foi a “canacistatina I e II”, onde utilizamos fragmentos
dos genes da Canacistina I ¢ de uma outra proteina denominada Canacistatina II. Apds a
construgdo destas bibliotecas varios clones foram analisados e verificou-se que a qualidade
destas biblioteca estava comprometida. Haviam muitos falsos positivos, impossibilitando
assim, a procura de um clone recombinante. A partir deste fato partiu-se entdo para a
constru¢do da terceira biblioteca, agora formada pelas proteinas Canacistatina [ e
Orizacistatina I. Foram analisados até o momento 260 clones e pretende-se analisar em torno
de 10.000 clones para varrer a biblioteca completamente. Apds o sequenciamento, varios

alinhamentos foram feitos entre os clones e foi possivel encontrar um clone denominado
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A10PL3. Este clone ¢ um hibrido formado a partir das proteinas Canacistatina I e
Orizacistatina . Como ¢ observado na figura 33, um alinhamento entre as trés proteinas
mostra a formagdo do hibrido A10PL3 formado por aminodcidos provenientes das duas

proteinas.

4.11.7-ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA BIBLIOTECA DE SHUFFLING
CANACISTATIANA / ORIZACISTATINA

Apos o sequenciamento de cerca de 400 clones da biblioteca, foram feitas analises das
sequéncias de aminoacidos em busca de proteinas formadas pela mistura das proteinas
Canacistatina I e a Orizacistatina I. Na formag¢ao da proteina hibrida espera-se que ocorra uma
mistura de aminoéacidos das duas proteinas, mas que os dominios conservados entre as duas se
mantenham, pois estes dominios sdo importantes para a atividade da proteina. Entre os clones
com sequéncias de boa qualidade analisados, houve a formagdo de proteinas “homoduplex”,
que sao formadas somente por uma das proteinas, em 206 clones. O sucesso na obtencao da
proteina hibrida requer a hibridizacdo entre a simples fita de um fragmento da Orizacistatina e
a simples fita do fragmento da Canacistina antes da elongacdo do DNA na molécula
heteroduplex. Se a probalilidade da formagao de heteroduplex ¢ menor que o homoduplex,
uma fita da Canacistina se hibridizada com outra fita da Orizacistina e a frequéncia de
recombinagdo entre as duas se torna baixa. Uma simula¢do computacional demonstrou que
hibridizag¢des preferenciais entre fitas de DNA homdlogos podem explicar a seletiva formagao
de moléculas nao hibridas como produtos finais (KIKUCHI et al.,1999). Para se obter um alta
frequéncia de recombinagao pela familia “shuffling”, a probabilidade de formacdo de uma
molécula heteroduplex deve ser aumentada. Em uma tentativa de se aumentar esta
probalilidade, a temperatura de hibridizacdo usada nas reagdes de PCR foi diminuida.
Entretanto, a maioria dos produtos de shuffling ainda possuem uma estrutura similar de
Orizacistatina ou de Canacistina e ndo uma mistura das duas. Foram analisados em 266 clones
dos quais 206 eram similares em sequéncia com a proteina Orizacistatina, mas apresentavam
uma pequena regido deletada LGGVEPV no N-terminal. Outros 60 clones eram idénticos a
Orizacistatina I com excecao da regido 3’do primer RZ2001. Analisando o clone selecionado
A10PL3, observamos que ele possui uma mistura de aminoacidos provenientes das duas

proteinas e podemos ressaltar que os dominios conservados entre as duas cistatinas se
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mantiveram, caracteristica esta importante para este clone, visto que estes dominios podem

interferir na atividade da proteina formada.

No alinhamento das sequéncias de aminoacidos das proteinas Canacistatina I,
Orizacistatina I e A10PL3, mostrado na figura 33, ¢ possivel fazer uma comparagado entre elas

e verificar as mudangas obtidas apds a evolucdo “in vitro”.

10 “loop99

0C-I RSS0GGPYLGGYEPYGHEHDLHLYDLARFAYTEHHKKANSLLEF EKL YSYKOOYVYARTLYYFTI
AL0PL3 RSS0GGPY=—==—= EHDLEATELARFAYAEHHSKTHANLEFERLYKYRHOYYARTHHHFTY
canaciz HAEAHHGRRYGHYGDYRDAPAGHEHDLERIFLARFAYAEHHSKTHAHLEFERLYKYRHOYYARTHHHFTY

20 “loop’,

0C-I EYKE- EI] PHHOFKELOEFKPYDASAXA
AL10PL3 OYKEAGGH r HEHFKHOOSFOPYGDA
canaciz OYKEAGGGKE AEYHEKYHEHFEQLUOSFOPYGDA

Figura 33. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos das proteinas (OC-I), Canacistatina e A10PL3. Em
vermelho os aminoacidos em comum entre as trés proteinas. As trés provaveis regides de contato do inibidor
estdo destacadas. Uma seta indica uma troca do aminoacido (Leucina) por uma (Glutamina).

Analisando a proteina A10PL3, observa-se que os aminoacidos iniciais MSSDGGPV
sdo provenientes da Orizacistatina I, como era de se esperar, pois o oligonucleotideo utilizado
hibrida com a OC-I. Como as cistatinas sdo inibidores reversiveis, que competem com o
substrato para a ligagdao no sitio ativo da enzima, alguns estudos funcionais concluiram que
um residuo de glicina (G) entre as posigdes 9 e 11 da regido N-terminal, pode ser importante
para a atividade dos inibidores contra cisteino peptidades (ABRAHAMSON et al.,1987). Este
residuo de glicina se manteve conservado na posi¢ao 9 no caso da proteina A10PL3, este fato
se torna ainda mais relevante porque a glicina se posiciona na provavel regido de ligacdo do
inibidor no sitio ativo da enzima (TURK et al., 1991). Um pequeno motivo ENDL se manteve
conservado entre as trés. O motivo LARFAV muito conservado entre as cistatinas de plantas
também se manteve na proteina A10PL3. Em seguida observamos alguns residuos
intercalados provenientes da Canacistatina, outros da Orizacistatina e algumas regides
conservadas entre as trés. Houve uma substitui¢do do aminoacido leucina (L) na posi¢do 86,
por uma glutamina Q, provavelmente foi oriunda de recombinacdo. Esta substituicdo ocorreu
em uma regido proxima a regido de formagdo do segundo “loop”, regido que contém um

residuo de triptofano, esta regido faz parte de um outro provavel sitio de ligacdo da enzima,
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porém alguns estudos demonstram que substituicdes mesmo fora do sitio de interagdo também
podem interferir na atividade da proteina. Além disso, o residuo de Leucina se mantém
conservado nesta posi¢do entre as cistatinas e a substituicdo do residuo de Leucina pelo
residuo de Glutamina na proteina A10PL3 poderia interferir na estrutura e atividade da
proteina. Assim, podemos sugerir uma hipotese de que esta substitui¢do esteja relacionada
com a melhora na atividade da proteina. Estudos de modelagem molecular poderdao ser
realizados com a proteina A10PL3 para verificar a veracidade desta informacao. Para tanto ¢

interessante que a estrutura da canacistatina seja resolvida.

Um dominio considerado importante para a atividade dos inibidores de cisteino
protease foi mantido na proteina A10PL3, QVVAG. Este segmento ¢ muito conservado nas
cistatinas e faz parte do primeiro “loop”. Alguns estudos realizados com a cistatina A,
demonstraram que substituicdes de aminoacidos nesta regido ndo afetaram a atividade
inibitoria da cistatina, portanto a regido QVVAG deve ter uma fun¢do de estabilizacdo do
complexo entre a enzima ¢ o inibidor, enquanto que a regido N-terminal poderia ser essencial
para a atividade inibitoria (NIKAWA et al., 1989). Segundo BODE et al., 1988, o motivo
QVYV estabiliza o complexo fornecendo uma extensa area de contato com o sitio de ligagdo da

protease.

O segundo “loop” corresponde a um segmento contendo um residuo de triptofano que
também interage com o sitio de ligagdo da enzima. Substituigdes do residuo triptofano por um
residuo Glicina na regido C-terminal da Cistatina C levaram a uma diminui¢ao na atividade
inibitdria da Cistatina C em relagdo a Catepsinas B e H (ABRAHAMSON et al., 1998). Estes
dados trazem mais um indicio de que esta ¢ uma regido de possivel interacdo com o sitio de

liga¢do da enzima.

A proteina A10PL3 ¢ mais parecida com a proteina Canacistatina do que com a
Orizacistatina. Observamos uma semelhanca da proteina A10PL3 com a Orizacistatina em
relagdo aos aminoacido iniciais MSSDGGPYV, o que ¢ esperado, pois o oligonucleotideo sense
foi desenhado para a anelamento neste regido. Houve uma delecdo na regido N-terminal
subsequente a esta regido MSSDGGPYV, esta delecdo também poderia interferir na atividade
da proteina A10PL3, modificando o rearranjo estrutural da proteina. Alguns estudos de
mutagénese demonstraram que alguns aminoacidos da regido N-terminal da Cistatina C

precedentes a Glicina na posicdo 11, estariam envolvidos na melhora da afinidade deste
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inibidor em relagdo a catepsina B (PAVLOVA et al., 2003). Analise de atividade daqueles

clones que apresentaram apenas a dele¢ao no N-terminal podem ajudar a esclarecer este fato.

Estes dados poderiam contribuir com informagdes importantes para o estudo e
desenvolvimento de inibidores de cisteino proteases mais eficientes que possam ser utilizados

futuramente.
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4.11.8- ANALISE DE EXPRESSAO E PURIFICACAO DA PROTEINA HiBRIDA
A10PL3

A expressdo da proteina A10PL3 em E.coli foi analisada em SDS-PAGE 15% apds a
inducdo da cultura com IPTG (figura 34). Nesta andlise foram coletadas 4 amostras, onde foi
possivel observar a banda de expressdo a partir de 1 hora de indugdo. Apds a confirmagdo da
banda de expressao com massa molecular de aproximadamente 12 KDa, a proteina A10PL3
foi submetida a teste solubilidade e apresentava-se soluvel. Uma observacdo interessante ¢
que a proteina A10PL3 ¢ menos soluvel do que a proteina Canacistatina, bem como a proteina
Orizacistatina. A partir da obtencao da proteina no sobranadante, o proximo passo A10PL3
em relacdo a proteina Canacistatina foi a purificacdo da proteina A10PL3 em etapa tnica
através de cromatografia de afinidade em coluna de niquel. A purifica¢do foi realizada com
sucesso e obtivemos a proteina hibrida totalmente pura e em quantidades suficientes para a
realizacdo dos ensaios de atividades de grande importincia para a finalizagdo dos

experimentos de evolu¢ao “in vitro”

M1 2 3 4 5 6 7 8
M— —

Figura 34. Analise de Expressdo da proteina A10PL3 em FE.coli. SDS-PAGE corado com azul comassie (15%)
referente a indugdo do clone recombinante pET28aA10PL3. M: marcador de proteina
(Invitrogen);1:BL21(DE3)pET28aA10PL3 nao induzido; 2: BL21(DE3)pET28aA10PL3 induzido 1 hora; 3:
BL21(DE3)pET28aA10PL3 induzido 2 horas; 4: BL21(DE3)pET28aA10PL3 induzido 3 horas; 5:
BL21(DE3)pET28aA10PL3 induzido 4 horas. 6: BL21(DE3)pET28aA10PL3precipitado;7:
BL21(DE3)pET28aA10PL3 sobrenadante;8: BL21(DE3)pET28aA10PL3 apds purificagdo
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4.11.9- TESTES DE INIBICAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA DE CATEPSINAS
PELA PROTEINA A10PL3

Para a finalizacdo dos experimentos de evolucdo “in vitro” foram realizados ensaios de
atividade com a proteina A10PL3 purificada. As proteinas Canacistina e Orizacistatina I, ja
apresentavam atividades descritas de inibicdo de proteases, porém pretendia-se com a
evolugdo “in vitro” aumentar e ou modificar a atividade da proteina Canacistatina utilizando a
técnica de DNA shuffling, para formar uma quimera entre uma proteina da cana-de-agucar e a
Orizacistatina de arroz. Nos testes de atividade inibidora de protease da proteina A10PL3
foram feitos ensaios inibicdo de proteases humanas (catepsinas V, K, L e B recombinantes)
utilizando a proteina purificada. O valor de Ki (constante de inibi¢do) da proteina A10PL3 em
relacdo a enzima catepsina V foi del6nM, para a enzima catepsina K foi de 39nM, para a
catepsina L foi de 9.8nM e finalmente para catepsina B o Ki foi 16nM. A tabela 5 mostra os
valores de Ki (constante de inibi¢do) das proteinas Canacistatina I, Orizacistatina I ¢ A10PL3

em relacdo as enzimas catepsina V, K, L e B para fins de comparagao.

CISTEINO Ki(nM) Ki(nM) Ki(nM)
PROTEASES Canacistatina I Orizacistatina 1 A10PL3
Catepsina V 1 2 16
Catepsina K 0.76 21 39
Catepsina L 0.6 4.4 9.8
Catepsina B 125 112 16

Tabela 5: Atividade das proteinas Canacistatina I, Orizacistatina I ¢ A10PL3 em relagdo as catepsinas humanas.

Como pode ser observado na tabela 5, a proteina A10PL3 também ¢ capaz de inibir
cisteino proteases humanas. O Ki da proteina A10PL3 em relacdo a catepsina V foi de 16 nM,
observa-se que a proteina A10PL3 teve menor atividade inibitoria em relagdao as proteinas
Canacistatina I e Orizacistatina I. Em relagao a Catepsina K, o Ki foi de 39nM, enquanto que
o Ki da Canacistatina em relagdo a catepsina K ¢ um pouco melhor, 0.76nM. Para catepsina

L, observamos que o Ki da proteina AIOPL3 foi de 9.8 nM enquanto que o Ki para a
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Canacistatina e Orizacistatina foi de 0.6nm e 4.4, respectivamente. Onde podemos observar
que houve menor especificidade da A10PI3 em relacdo a Canacistatina e Orizacistatina 1.
Estes resultados foram também importantes, primeiramente porque confirmam que a proteina
continua ativa ap6s a evolucao “in vitro”. A evolucdo de proteinas foi aplicada neste trabalho
com a inten¢do de melhorar a atividade da proteina e o objetivo foi alcangado considerando
que houve uma melhora de especificidade da proteina A10PL3 em relagdo a catepsina B, que
antes apresentava um Ki em torno de 125nM e passou apresentar um Ki de 16 nM . A
catepsina B ¢ uma enzima possui um “loop” de oclusdo, compreendendo os residuos 104-106,
que bloqueia o sitio ativo da enzima, limitando o acesso a esta regido pelo inibidor (BJORK et
al., 1998). Este fato nos leva a concluir que foi possivel a obten¢ao de um clone com atividade
melhorada apds a utilizagdo da técnica de DNA shuffling. A Catepsina B ¢ uma das mais
abundantes cisteino proteases de mamiferos e sua eficiente inibicdo tem uma consideravel
importancia patofisioldgica, pois a captepsina B tem sido associada a progressao de tumores
malignos (XING, 1998). Uma vez que a atividade da Catepsina B poderia ser inibida, estes
dados poderiam fornecer novas estratégias para reduzir a atividade da catepsina B em
tumores. As catepsinas K, L e V (cisteino proteases humanas), estdo envolvidas em uma série
de fungdes fisiologicas, tais como degradacdo de matriz extracelular, reabsor¢do Ossea,
invasdo entre outras. Um desbalanco da atividade normal da enzima, pode levar a condi¢des
patoldgicas. Assim, estas cisteino proteases tém sido associadas com um grande nimero de
eventos patologicos, tais como artrite reumatdide, osteoartrite, cancer, desordens neuroldgicas

e osteoporos (CHAPMAN et at., 1997 e BARRET, et al., 1998).

Podemos concluir que houve melhora na atividade inibitéria da proteina A10PL3 em
relacdo a catepsina B enquanto que sua atividade em relacdo as catepsinas K, L e V foi menos
especifica, pois foram obtidos Ki(s) maiores quando comparados com as proteinas
Canacistatina e Orizacistatina I. A proteina A10PL3 foi analisada e observamos que ela tem
diferentes especificidades para cada umas das enzimas testadas. O objetivo principal de se
aplicar a evolugdo in vitro neste trabalho foi justamente obter proteinas com melhora de
atividade e com diferentes especificidades. A obtencdo de uma proteina com atividade
inibitoria melhorada foi uma conquista importante, que podera abrir possiveis caminhos para
o desenho de novos inibidores de cisteino proteases lisossomais que possam ser utilizados em

aplicagdes na area médica.
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