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RESUMO

O Brasil € um dos maiores exportadores de laranjas do mundo, sendo o estado de
Sao Paulo o maior produtor de citros no pais. Nos ultimos anos as plantas do género
citrus tém sido fortemente afetadas por diversas patologias e dentre estas, a doenga
Huanglongbing (HLB) tém ocupado papel de destaque e importancia devido aos
danos devastadores causados a citricultura mundial. Causada pela Candidatus
Liberibacter spp., uma bactéria que coloniza e obstrui os vasos condutores da seiva
elaborada (floema) e transmitida pelo vetor, hemiptero, o psilideo Diaphorina citri.
Neste contexto, se faz necessario a busca por estratégias de controle para a doenca
nos pomares de citros. Com a finalidade de identificar uma cisteino peptidase de D.
citri, no presente trabalho, foi realizada a identificagdo, expressdo recombinante e
caracterizacdo de uma cisteino peptidase de D. citri, do tipo (catepsina B)
denominada DiaciCATHB. A identificacdo de uma ORF para cisteino peptidase de
foi realizada através do banco de dados do transcriptoma de D. citri. A expressao
recombinante foi realizada em células da levedura Pichia pastoris. Para a ativacao
da enzima recombinante fatores importantes foram observados, como condicoes
acidas e incubacdo em temperatura e tempo adequados. A caracterizagdo cinética
da enzima foi verificada pela hidrolise do substrato sintético Z-Phe-Arg-MCA,
resultando em um (K;;) de 15,7 uM. Testes de inibicdo da atividade enzimatica foram
realizados utilizando a o inibidor de cisteino peptidases recombinante CaneCPI-4,
resultando na constante de inibicao (K;) de 0,05 nM. A analise de expressao do gene
DiaciCATHB demonstrou que a expressao do gene ocorre em todas as fases de
desenvolvimento do inseto, havendo no entanto, uma diferenga significativa no nivel
de expressao. De acordo com as fases de desenvolvimento do inseto D. citri, o nivel
de expressao de DiaciCATHB aumenta gradualmente, sendo maior nas fases de
ninfa e adulto. Os resultados obtidos nesse trabalho ndo comprovam qual a
localizagao e fungao exercida pela enzima DiaciCATHB, porém, independente disso,
a cisteino peptidase em estudo apresenta potencial para tornar-se um importante
alvo para a utilizagdo em futuros estudos no controle do inseto.



ABSTRACT

Brazil is a major exporter of oranges in the world, with the state of Sdo Paulo, the
largest citrus producer in the country. In the last years plants of the genus citrus have
been strongly affected by various diseases and among them, the disease
Huanglongbing (HLB) have occupied prominent role and importance due to the
devastating damage caused to citrus production worldwide. Caused by Candidatus
Liberibacter spp., a bacterium that colonizes and blocks the conductive vessels of
elaborated sap (phloem) and transmitted by the vector, hemiptera, the psyllid
Diaphorina citri. In this context, it is necessary to search for strategies to control the
disease in citrus orchards. In order to identify a cysteine peptidase D. citri, in this
work, the identification, recombinant expression and characterization of a cysteine
peptidase D. citri, the type (cathepsin B) called DiaciCATHB was performed. The
identification of an ORF for cysteine peptidase was performed using the database of
the transcriptome of D. citri. Recombinant expression was performed in Pichia
pastoris yeast cells. For activation of the recombinant enzyme important factors were
observed, acidic conditions and incubation in suitable temperature and time. Kinetic
characterization of the enzyme was verified by hydrolysis of the synthetic substrate
Z-Phe-Arg-MCA, resulting in a (kn) of 15.7 mM. Inhibition of the enzymatic activity
tests were conducted using the recombinant inhibitor of cysteine peptidases
CaneCPI-4, resulting in the inhibition constant (K;) of 0.05 nM. The analysis of gene
expression DiaciCATHB demonstrated that gene expression occurs in all stages of
insect development, there is however a significant difference in expression level.
According to the developmental stages of the insect D. citri, the expression level
gradually increases DiaciCATHB, being higher in nymph and adult stages. The
present results do not prove that the location and function performed by the enzyme
DiaciCATHB, but regardless, the cysteine peptidase in this study has the potential to
become an important target for use in future studies on insect control.
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1. INTRODUGAO

1.1. Género Citrus, e sua importancia dentro da subfamilia Aurantioideae

O género Citrus tem sido amplamente estudado pela sua importancia
econdbmica e complexidade taxonémica (SWINGLE; REECE, 1967). Estima-se que
Citrus e géneros correlatos surgiram ha cerca de 20 a 30 milhdes de anos e que seu
provavel centro de origem e diversidade compreenda as regides subtropicais e
tropicais do continente Asiatico e Arquipélagos Malaios, de onde se expandiram por
todo o mundo (WEBBER, 1967). Este género é representado por plantas de porte
meédio (arbdreo/arbustivo), flores brancas, com aroma e frutos tipo baga, contendo
vesiculas preenchidas por um suco de grande interesse comercial (ARAUJO;
ROQUE, 2005).

O Citros pertence a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae (Citroideae)
que é composta de 155 géneros e 1.600 espécies, € amplamente distribuida nas
regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo. No Brasil, a familia esta

representada por cerca de 29 géneros e 182 espécies (BARROSO et al., 1984).

1.2. Citricultura, importancia econémica mundial

A cultura do citros possui grande importancia econémica mundial, sendo
atualmente produzido em 140 paises, resultando em uma produg¢ao anual com mais
de 122 milhdes de toneladas. Atualmente, segundo dados da FAO (2013), os

maiores produtores sdo China, Brasil, Estados Unidos, india e México.

O setor citricola tém um papel importante no agronegoécio brasileiro e no
aprimoramento dessa atividade e grande relevancia no seu desenvolvimento. O
Brasil possui certificacdo para a producdo de mudas e viveiros, cultivo de frutas
citricas, producdo de suco e canais de distribuicdo internacional que levam os
produtos citricos ao consumidor europeu, norte-americano e asiatico (NEVES et al.,
2010). Atualmente a producdo de citros ocupa uma posigao importante para o
agronegocio brasileiro, ja que o Brasil € um dos maiores exportadores de laranjas do
mundo, sendo o estado de S&o Paulo o maior produtor de citros no pais (LEAL et al.,
2010).
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A partir da década de 60, com o desenvolvimento da industria de suco
concentrado, o crescimento da demanda pela matéria-prima provocou expansao da
area plantada e da producao, até o fim dos anos 90, passando a constituir uma das
principais atividades agricolas do Estado de Sao Paulo. Atualmente o Brasil detém
uma parte significativa da produgao e exportacdo mundial de suco de laranja, sendo
0 maior produtor e exportador de suco de laranja concentrado congelado (NEVES, et
al., 2010). No Estado de Sao Paulo, as maiores regides produtoras formam quatro
polos produtores de citros: a regidao central (Sao Carlos — Araraquara), a norte
(Bebedouro — Sdo José do Rio Preto), a Sudeste (Araras — Mogi-Guacu) e o podlo
centro sul (Bauru — Itapetininga) (BOTEON; NEVES, 2005).

Nas ultimas 15 safras, de 1995/96 a 2009/10, a queda na producdo mundial
de suco foi de 13% (equivalentes a 308 mil toneladas), sendo que as maiores
redugdes aconteceram na Flérida em 295 mil toneladas e no cinturdo citricola de
Sédo Paulo e Triangulo Mineiro em 31 mil toneladas. De acordo com dados
disponibilizados pela Associagdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos —
CitrusBR ¢é possivel verificar uma queda na produgédo de laranjas do cinturdo
citricola do Estado de Sao Paulo e Triangulo Mineiro nos ultimos anos, sendo que a
safra de 2013/2014 apresentou uma producao de 281 milhdes de caixas e a safra de
2011/2012 387 milhdes de caixas, ambas com 40,8 kg de peso por caixa
(CITRUSBR, 2013).

Na atividade citricola, a principal fonte de risco é a perda de produtividade que
€ causada por ataque de pragas e doencgas e por condi¢gdes climaticas drasticas,
que é também, fator determinante no desenvolvimento de muitas doencgas. O risco
da atividade citricola se deve ao fato de que, ao longo de sua histéria, a cultura da
laranja foi constantemente atacada por pragas e doencgas, sendo que, atualmente,
considera-se que existam em torno de 300 pragas e doencgas afetando a citricultura
paulista (FIGUEIREDO, 2008).

1.2.1. Algumas patologias que afetam diretamente a citricultura
O controle da maioria das doengas que atingem o citros é baseado na
extensa utilizacdo de agrotoxicos, utilizados para o controle de pragas e patégenos e

em medidas preventivas, como obtencdo de mudas certificadas, manutengao da
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nutricdo de plantas, controle de vetores, desinfestagdo de materiais e veiculos e o
uso de quebra-ventos na tentativa de diminuir a disseminacado de patdégenos pelo
pomar (FUNDECITRUS, 2006).

As doencgas causadas pelos fungos do género Phytophthora sp. apresentam
sérios problemas (desde a sementeira, atividades no viveiro, até a fase de pods-
colheita). As ocorréncias em pomares comerciais, sdo as que refletem uma atencao
maior devido aos grandes prejuizos causados pela aparéncia e na qualidade dos
frutos (FEICHTENBERGER, 1990; ROSSETTI et. al, 1987).

Os porta-enxertos estdo constantemente expostos a infeccdo por
Phytophthora sp. Por estarem intimamente expostos ao solo. Além de raizes
necrosadas, os sintomas também sdo evidentes na regido do colo das plantas com a
presenca de goma, fendilhamento da casca e tipicas lesdes pardacentas no lenho.
Quando toda a periferia do tronco do porta-enxerto passa a ser afetada, as plantas
morrem, pois toda a regido do cambio ja foi comprometida. Estes sintomas também
podem ocorrer acima da linha de enxertia, se a variedade de copa for suscetivel
como, por exemplo, as laranjas doces (FEICHTENBERGER, 1990; ROSSETTI et. al,
1987).

Em 1999 foi observada uma nova doenga que afeta as laranjas doces Citrus
sinensis enxertadas em limdo “cravo” na cidade de Comendador Gomes, no sul do
Estado de Minas Gerais (GIMENES-FERNANDES; BESSANEZI, 2001). Devido a
velocidade com que as plantas definham e morrem, a denominagao de Morte Subita
dos Citros (MSC) foi atribuida a esta doenga (CENTRO DE CITRICULTURA SYLVIO
MOREIRA, 2001). Evidéncias demonstram que a MSC seja semelhante a tristeza
dos citros na sua forma de declinio rapido, quando a laranja doce [Citrus sinensis
(L.) Osbeck] é enxertada sobre a laranja ‘Azeda’ (Citrus aurantium L.), e que seja
causada por um virus disseminado por um vetor. Esta hipotese é baseada na
associagao constante das plantas com sintomas de MSC com o a tristeza dos citros
(CTV- Citrus tristeza virus), pertencente a familia Closteroviridae, género
Closterovirus, e nas semelhangas entre a MSC e a tristeza quanto a sintomatologia
(GIMENES-FERNANDES; BESSANEZI, 2001).

O cancro citrico representa uma das principais doengas da cultura dos citros
(KOIZUMI, 1985; GOTTWALD et al.,, 2001, 2002; STALL; SEYMOUR, 1983).

Causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, afeta todas as espécies e
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variedades de citros de importancia comercial. Com origem na Asia, onde ocorre de
forma endémica em todos os paises produtores, foi constatado pela primeira vez no
Brasil em 1957, nos Estados de Sao Paulo e Parana
(http://www.fundecitrus.com.br/doencas/7-Cancro). O sequenciamento completo do
genoma da bactéria permitiu evidenciar a consideravel versatilidade bioquimica e
uma série de mecanismos que esse organismo utiliza para a sua sobrevivéncia e
para a infeccdo da planta hospedeira (DA SILVA et al., 2002). Os sintomas sé&o
encontrados em folhas, e um halo amarelo ao redor do centro corticoso das lesdes,
que, inicialmente, nas folhas, surgem como pequenas pontuagdées de coloragao
castanha com halo amarelo, que evoluem para lesdes corticosas e salientes em
ambos os lados (CHAGAS et al., 2001; GOTTWALD et al., 1997). Em ramos, as
lesbes podem ocasionar-lhes a morte quando atingem grandes areas. Desfolha e
queda de frutos podem ocorrer sob condi¢des favoraveis de epidemia, sendo mais

comuns em hospedeiros mais suscetiveis (GOTTWALD et al., 1988, 1989).

Entre as principais doencas presentes na cultura de citros, esta o
huanglongbing (HLB), popularmente conhecido como “greening” (TSAI; LIU, 2000;
ALEMAN et al., 2007; BOINA et al., 2009).

1.2.1.1 - Huanglongbing, etiologia, histérico e progressao da doencga

Antes da adogao do termo chinés huanglongbing (doenga do ramo amarelo)
como nome oficial da doenga, a mesma recebeu diversas denominacbes de acordo
com o local de ocorréncia dos sintomas como “Greening” (inversao de cores na fase
de amadurecimento dos frutos) na Africa do Sul, “Dieback” (seca de ponteiros) na
india, “Phloem degeneration” (necrose do floema ou degeneragdo do floema) na
Indonésia, “Likubin” (declinio) em Taiwan e “Leaf mottling” (folha mosqueada) nas
Filipinas (BOVE, 2006).

Huanglongbing (HLB) é uma doenca que afeta severamente a cultura do
citros, ameagando sua viabilidade econdmica. O HLB é conhecido na China ha mais
de cem anos, tendo sido relatado pela primeira vez por Reinking em 1919 com esse
nome huanglongbing (REINKING, 1919; LIN, 1956). Na Africa, uma doenga com
sintomas similares foi descrita em 1937, com o nome de greening (VAN DE
MERWE; ANDERSON, 1937). Nos diversos paises asiaticos onde ocorre, o HLB
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esta associado a presenga da bactéria Candidatus (Ca.) Liberibacter (L.) asiaticus,
enquanto que na Africa, a presenca de Ca. L. africanus (GARNIER; BOVE, 1996).
Essa bactéria Candidatus Liberibacter spp. é transmitida pelo psilideo Diaphorina
citri Kuwayama (Hemiptera: Psyliidae), classificada recentemente como familia
Lividae. Uma importante praga da citricultura, ja que a doenga HLB é considerada a
doenga mais grave do citros (MCCLEAN; SCHWARTZ, 1970; BOVE, 2006).

No continente americano, onde se situam os dois principais centros
produtores de citros do mundo, Brasil (representado pelo estado de Sao Paulo) e
Estados Unidos (representado pelo estado da Flérida), o HLB foi relatado em 2004 e
2005 respectivamente (COLETTA-FILHO et al., 2004; HALBERT, 2005). Em 2007 foi
confirmada a ocorréncia do HLB em Cuba (LLAUGER et al., 2008; PANTOJA et al.,
2008; LUIS et al., 2009), em 2008 na Republica Dominicana (MATOS et al., 2009).

De acordo com Belasque et. al (2010), um total de 46 municipios registravam
ao menos um pomar citricola afetado com HLB, em setembro de 2004, no Estado de
Sao Paulo. Através de um levantamento amostral realizado no ano de 2004, para
estimativa dos talhdes infestados por HLB nas regides centro e sul do Estado de
Sao Paulo, o municipio com maior incidéncia da doencga foi Araraquara, com 20,3%
de pomares com ao menos uma planta sintomatica. Em um segundo levantamento
amostral, realizado no més de setembro de 2007, 12,9% de talhdes infestados em
todo o estado foram verificados. A primeira deteccdo da doenca no Estado de Minas

Gerais ocorreu em 2005 e em 2007 no Estado do Parana.

Um terceiro levantamento amostral foi realizado em Abril de 2008, porém,
além da estimativa de talhdes infestados, foi estimado o numero de plantas com
sintomas de HLB e foi constatado que em S&o Paulo a doenca continuou a
aumentar de forma acelerada ocorrendo em todas as regides citricolas do Estado,
estimando que o numero de plantas com sintomas de HLB ja tenha atingido mais de
4 milhées em todo o Estado de Sédo Paulo (BELASQUE et al., 2009).

Em 2012, mais de sete milhdes de plantas foram arrancadas dos pomares de
citros paulistas devido a presenca da doenca HLB, esses dados foram obtidos
através de relatorios referentes as inspecdes da doenca realizadas por citricultores
comerciais do Estado de Sao Paulo e divulgados pela CDA (Coordenadoria de
Defesa Agropecuaria), orgdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do

Estado de Sao Paulo (Coordenadoria da Defesa Agropecuaria, 2013).
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Devido a severidade e destruicdo da doencga dos citros HLB ocorrem efeitos
prejudiciais no desenvolvimento das plantas e perdas na produgédo dos frutos. A
bactéria, Candidatus Liberibacter spp. coloniza os vasos condutores da seiva
elaborada da planta, obstruindo o floema e desencadeado todo o processo de
desenvolvimento da doenca. A presencga de folhas mosqueadas € um sintoma tipico
do HLB, a bactéria provoca amarelecimento, desfolha, seca e morte dos ramos. Os
frutos apresentam maturagdo irregular (Figura 1.1), reducdo do tamanho,

deformacéo e queda intensa (BOVE, 2006).

A queda de frutos sintomaticos € comumente observada em plantas doentes,
de acordo com o progresso da doenga. A redugao na produg¢ao e tamanho dos frutos
pode ser de até 100%, dependendo da proporgéo da copa afetada, além da queda
precoce dos frutos sintomaticos, ocorre um aumento na acidez, com menores
valores de Brix, ratio, porcentagem de suco e solidos soluveis, reduzindo a
qualidade do suco (BASSANEZ| et al., 2006a).

O HLB n&o provoca a morte das plantas, porém, com o passar dos anos,
ficam debilitadas e improdutivas. Observacées de pomares afetados em diferentes
regides citricolas do mundo, inclusive em Sao Paulo, revelam que pomares inteiros
podem tornar-se inviaveis economicamente entre sete e dez anos apos o
aparecimento da primeira planta sintomatica, caso ndo sejam adotadas medidas de
controle. Esse tempo pode ser menor para pomares jovens, de até quatro anos, os
quais se tornam economicamente inviaveis em até cinco anos (GOTTWALD et al.,
2007a).
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Figura 1.1. Maturagdo e coloragdo irregular em plantas sintomaticas para HLB. A:
Assimetria do fruto. Proporgcdo assimétrica e diminuicdo de suco em fruto. B: Sintoma de

mosqueado: folhas com manchas amareladas.

Fonte: (http://www.fundecitrus.com.br/doencas/10-Greening, 2013).

1.3. - Descrigao da morfologia das fases de desenvolvimento do inseto vetor

do HLB - Diaphorina citri

1.3.1. Ovos

Os ovos de D.citri medem cerca de 0,31 mm de altura e 0,14 mm de largura
(TSAI; LIU, 2000). Sao alongados, engrossados na base, cbnicos na parte distal
(Figura 1.2) e, assim que ovipositados, apresentam coloragdo palida tornando-se
amarelo alaranjados com o tempo. A postura € feita verticalmente na superficie das
folhas e/ou brotos (MEAD, 2002). O periodo de pré-oviposicdo €& de
aproximadamente 10 dias (NAVA et al., 2007). O periodo de incubagao dos ovos €&
de aproximadamente 3 dias (CATLING, 1970; NAVA et al., 2007).

Figura 1.2. Morfologia de ovo de Diaphorina citri.

Fonte: (Rafael Garcia Brandao, 2013).
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A fecundidade do inseto relacionado ao numero de ovos depositados pelas
fémeas em média, é bem discutido. De acordo com estudos de Tsai e Liu (2000) a
média de numeros de ovos por fémea obtidos foram de 858 em Citrus paradisi
(grapefruit), 626 em Murraya paniculata (murta), 613 em C. aurantium (laranja-
Azeda) e 572 em C. jambhiri (limdo Rugoso) em sala climatizada a 25°C. Porém, em
outro estudo segundo Parra (2010), em experimentos para analise de fecundidade
do inseto, sendo um dos hospedeiros a mesma do estudo anterior, a murta- de-
cheiro, os numeros de ovos obtidos em plantulas foram (348,4 ovos) para murta-de-
cheiro, (265,1 ovos) para limao cravo e (166,2 ovos) para tangerina Sunki. Estas
diferencas podem estar associadas as condicdes de estudo como cepas do psilideo

ou mesmo de geracdes produzidas em laboratorio (PARRA, 2010).

A densidade média de ovos de D. citri em condi¢gdes de campo, no estado de
Sao Paulo (8,7 ovos por ramo), (PAIVA, 2009), é metade daquela verificada na
Flérida, EUA (16,0 ovos por ramo, em meédia) (HALL et al., 2008). O controle
populacional por meio da atividade predatéria no Brasil é relativamente baixo se
comparado ao verificado nos EUA (MICHAUD, 2004).

1.3.2. Ninfas

As ninfas sao praticamente iméveis, ficando grande parte do tempo
agregadas e se alimentando na superficie abaxial das folhas, parte terminal do
peciolo e entre a gema axilar e os brotos novos (TSAI; LIU, 2000). Apresentando
cinco instares de desenvolvimento, de coloracdo amarelo — alaranjada e olhos

vermelhos, modificando a coloragdo para marrom claro com o passar do tempo.

De acordo com Tsai e Liu (2000) o primeiro instar, pode medir 0,3 mm de
comprimento por 0,17 mm de largura, o segundo instar 0,45 x 0,25 mm, o terceiro
0,74 x 0,43 mm, quarto instar 1,01 x 0,7 mm. E o quinto e ultimo instar podem medir
de 1,6 x 1,02 mm (Figura1.3).
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Figura 1.3. Ninfas de D. citri mostrando os cinco instares de desenvolvimento. Em ordem,

da esquerda para direita: 1°, 2°, 3°, 4° e 5° instar.
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Fonte: (Rafael Garcia Brandao, 2013).

Tsai e Liu (2000) relatam que ninfas secretam constantemente cera nas
folhas, resultando posteriormente no crescimento de fungos sobre as mesmas.
Também, neste mesmo trabalho, os autores relatam a variacdo no tempo de
desenvolvimento das ninfas de D.citri mantidas a uma temperatura de 25°C nos
hospedeiros C. paradisi, no qual o tempo de desenvolvimento foi de 12,6 dias,
enquanto que em M. paniculata, C. aurantium e C. jambhiri foi de 12,8; 13,1 e 13,5;
respectivamente. A variagao dos instares das ninfas esta entre 16 e 18 dias em
épocas quentes e até 45 dias em épocas mais frias (Tabela 3.1), (AUBERT, 1987).
De acordo com Tsai e Liu (2000) a temperatura influencia diretamente na taxa de
desenvolvimento, sobrevivéncia, reprodugdo e longevidade do psilideo. Para o
desenvolvimento de ninfas, a 28°C foram necessarios 10,6 dias, sendo que a 15°C o

numero de dias aumenta, para até 39,6 dias.

Ninfas e adultos de D.citri causam danos diretos por suas picadas sucessivas
na planta hospedeira, injetando toxinas ao se alimentarem, causando deformacgao
das folhas jovens, secamento de brotagdes, retorcimento e engruvinhamento devido
a retirada da seiva elaborada de plantas hospedeiras (PARRA et al., 2010;
SANCHES et al., 2009).

1.3.3. Adulto
Os adultos sdo insetos sugadores dos vasos condutores das plantas e
possuem pernas metatoracicas modificadas para saltar. Os adultos medem de dois

a quatro milimetros e tem o corpo manchado de marrom, cabega marrom claro, asa
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dianteira alargada da metade até o apice (Figura 1.4) antena com apice preto e com
duas pequenas manchas marrom claras no meio dos segmentos, além de
apresentarem secreg¢do cerosa na forma de poé (AUBERT, 1987; GALLO et al.,
2002). D.citri adultos s&o caracterizados por serem oviparos, colocando seus ovos
em dobras ou insercao das folhas, com a base inserida no tecido da folha e vertical
em relagao a superficie (GRAVENA, 2005).

Figura 1.4. Morfologia D. citri adulto.

Fonte: (Rafael Garcia Brandao, 2013).

Plantas jovens com brotagbes novas estimulam a oviposicédo, com a postura
das fémeas a 2 cm do apice das folhas, peciolos ou gemas (TSAI; LIU, 2000). Em
adultos os movimentos tornam-se mais rapidos, com saltos enérgicos quando a
temperatura atinge entre 24 e 29°C, podendo apresentar em campo aberto um

deslocamento de aproximadamente 2.400 metros (KOIZUMI et al., 1997).

Estudos envolvendo adultos de D. citri em M. paniculata ocuparam 95% dos
brotos, ovipositando por dois-quatro dias gerando de 25 a 100 ninfas por broto
(SKELLEY; HOY, 2004). O periodo de pré-oviposicao € de cerca de 10 dias e a
longevidade da fémea € maior que a do macho, sendo a postura concentrada nos
primeiros 10 dias de vida (PARRA et al, 2010). As fémeas prestes a ovipositar nao
voam e ficam refugiadas nas brotagdes (SKELLEY; HOY, 2004). Apesar da
preferéncia por brotagdes, quando submetidas as arvores mais velhas, os psilideos
acabam por se alimentar de folhas ou ramos maduros. Os adultos podem viver entre
80 e 90 dias (Tabela 1.2) quando ha alimento disponivel (AUBERT, 1987). Em

estudos Tsai e Liu (2000), observaram diferengas na longevidade de adultos de D.
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citriem diferentes espécies de hospedeiros, sendo a maior longevidade, 66 dias
para C. jambhiri, 54 dias para paradisi, 54 dias para M. paniculata e 60 dias para C.
aurantium. Nava et al., (2007) afirma que os machos adultos de D.citri vivem uma

média de 21-25 dias e as fémeas vivem uma média de 31-32 dias, a 24 ° C.

Segundo Nava et al., (2007), o desenvolvimento de ovo-adulto de D. citri em
diferentes hospedeiros, limao Cravo (Citrus limonia Osbeck), murta-de-cheiro (M.
paniculata) e tangerina Sunki (C. sunki hort. ex Tanaka), ndo foi afetado com relagao

a duragao, sendo proxima a 18 dias, nas trés espécies.

Tsai e Liu (2000) relataram uma longevidade maxima dos adultos, de 117
dias a 15 °C e 51 dias a 30 °C. Porém, em estudos de Richardson & Hall (2012) foi
verificado uma longevidade maxima de até 188 dias a 27 ° C em uma planta
hospedeira favoravel. Embora na natureza, o inseto deva procurar microclimas
favoraveis, a exposigao a temperaturas elevadas por tempo prolongado deve afetar
0 seu desenvolvimento, e, portanto, ndo devem ser recomendadas para criagao do
inseto em laboratério (PARRA et al., 2010). Em observagbes realizadas na
FUNDECITRUS — Araraquara, durante a criacdo desses insetos, em sala climatizada
com temperatura média de 25 °C (variacao de + 2°C), e em estufa, com médias de
28 °C, com picos maximos de 32 °C e minimas de 19 °C, foi verificado o melhor
desenvolvimento do inseto em estufa, foi onde a temperatura era mais alta
(Comunicagao Pessoal). Tsai e Liu (2000), avaliando os efeitos da temperatura no
ciclo bioldgico de D. citri (Figura 1.5), verificaram que o menor periodo do ciclo ovo-
adulto, 14,1 dias, se deu quando os insetos foram mantidos a temperatura de 28°C e

0 maior, 49,3 dias quando esta foi de 15°C.

Tabela 1.1. - Ciclo bioldégico de D. citri e fecundidade das fémeas

Fase de desenvolvimento Dias/meses
Fase ovo 2,6 -7,7 dias
Fase ninfa 9.4 - 35,8 dias
Longevidade do adulto 3 - 4 meses
Periodo de oviposigao 30 - 80 dias
Fase ovo - adulto 12,1 a 43, 5 dias
Fecundidade das fémeas 200-800 ovos

Fonte: (Adaptada a partir de dados de Nava et al., 2007).
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Figura 1.5. Ciclo Bioldgico do psilideo D. citri.

Ninfa
v---u-0
1° Instar 2° Instar 3° Instar 4° Instar 5° Instar

Fonte: (Elaborada pela autora).

1.4. Etiologia, distribuicao, particularidades e hospedeiros do vetor D. citri

Diaphorina citri (=Euphalarus citri (Kuwayama 1908)) foi descrita em citros na
cidade de Shinchiku, Taiwan em 1907. Existem seis outras espécies de Diaphorina
relatadas em citros e outras plantas: D. amoena, D. aubert, D. communis, D.
Murrayi, D punctulata e D. zebrana (HALBERT; MANJUNATH, 2004).

O psilideo Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) possui uma
ampla distribuicdo geografica, sendo um inseto cosmopolita. Foi registrado no Brasil
pela primeira vez na década de 40 (COSTA LIMA, 1942). Foi atribuida a espécie
importancia secundaria até que a doenga Huanglongbing (HLB), também chamada
de greening dos citros, foi confirmada nos pomares do estado de Sao Paulo
(COLETTA-FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005).
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Em condi¢cdes de temperatura e umidade relativa que favorecem o seu
crescimento populacional, este inseto pode causar danos diretos problematicos, tais
como deformacgbes de folhas jovens, secamento de brotacbes e presenca de
fumagina (HALBERT; MANJUNATH, 2004; MICHAUD, 2004). Os danos sao
resultantes da injegdo de toxinas pelas ninfas que levam a alteragdes no
crescimento das partes atacadas. As folhas apresentam deformagdes devido a
retirada da seiva elaborada de plantas hospedeiras. A fumagina, resultante do
excesso de ‘honeydew’, pode levar a secamento das estruturas vegetais atacadas.
Tudo dependera do nivel populacional e, em altas densidades, pode haver abscisao
de folhas e mesmo de todo o ramo infectado (HOY; NGUYEN, 2001; PAIVA, 2009).

De acordo com Parra et al.,, (2010), D. citri ocorre preferencialmente em
ramos novos de plantas da familia Rutaceae, sendo referidas aproximadamente 21
espécies de hospedeiros, em algumas delas nao é verificado o desenvolvimento
completo do inseto, em outras, os mesmos colocam apenas ovos, sem
desenvolverem-se na planta. Um dos principais hospedeiros deste psilideo é a
espécie Murraya paniculata (L.) Jack, conhecida popularmente como murta-de-

cheiro, utilizada como cerca viva ou ornamental no Brasil.

A aquisicdo de Ca. L. asiaticus pode ocorrer tanto por ninfas (4°. e 5°.
instares) como por adultos de D. citri (XU et al., 1988). Individuos que adquirem o
patdégeno na fase de ninfa sdo capazes de transmitir apds a ecdise para a fase
adulta (INOUE et al., 2009). Apds a aquisicao do patdogeno em plantas infectadas, &
necessario um tempo para que D. citri seja capaz de inocular a bactéria em uma
planta sadia (PARRA et al., 2010).

1.5. Agente causal do HLB

A doenga bacteriana de citros conhecida por huanglongbing (HLB),
anteriormente denominada greening, €& caracterizada pela presenca de
microorganismos procarioticos no floema, estrutura responsavel pela circulagdo dos
nutrientes elaborados da planta (GARNIER et al, 1984).

O prefixo Candidatus foi escolhido porque ainda n&o se tinham relatos de seu
cultivo em meio de cultura, um dos requisitos necessarios para a classificacao
taxonémica definitiva para um microrganismo. Porém, recentemente, em estudos de

Sechler et al., (2009) o cultivo de Candidatus Liberibacter spp. foi relatado em um
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novo meio denominado liber A, o qual contém fosfatos, NADP, cicloheximida e

extrato de homogeneizado de peciolo e nervura central de folha de laranja doce.

Ca. L. asiaticus é mais facilmente transmitida via enxertia de tecidos
infectados para plantas citricas do que Ca. L. americanus (LOPES et al., 2009b),
tolerando temperaturas acima de 32°C enquanto a populagcédo de Ca. L. americanus
diminui, podendo até desaparecer, nestas condigées (LOPES et al., 2009a). As duas
espécies também diferem na capacidade de multiplicacdo nos tecidos das plantas
citricas. Ca. L. asiaticus chega a atingir populagdes com titulagdo bacteriana em

média 10 vezes maior que Ca. L. americanus (LOPES et al., 2009b).

As bactérias causadoras do HLB dos citros s&o classificadas como o-
Proteobacteria, da ordem Rhizobiales e familia Rhizobiaceae, dentro da qual estao
também incluidas bactérias dos géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Agrobacterium
e Sinorhyzobium, muitas delas envolvidas em processos de interagcdo simbidtica

com plantas. Inicialmente proposta como Liberobacter (JAGOUEIX et al., 1994).

Desde os primeiros relatos da associagdo de organismos procariéticos com
plantas com sintomas de HLB nos anos 1970 (LAFLECHE; BOVE, 1970), quando se
suponha serem organismos semelhantes a Rickettsia (bactérias Gram-negativas
intracelulares) e micoplasmas (bactérias sem parede celular e intracelulares), ficou
comprovado, através da observacdo da estrutura da parede celular que esses

organismos eram de fato bactérias Gram-negativas (GARNIER et al., 1984).

A variante africana e seu vetor Triosa eritrea ndo suportam temperaturas
acima de 28°C, enquanto a variante asiatica e seu vetor Diaphorina citri podem
desenvolver-se em temperaturas acima de 28°C (BOVE et al., 1974). Na forma
asiatica de Ca. Liberibacter, podem ser constatadas variagdes entre as bactérias de
origem do Pacifico (Japdo, Filipinas, Indonésia, Tailandia e Nepal) e as de origem
chinesa e indiana (SUBANDIYAH et al., 2000). No Brasil (Sdo Paulo) foi constatada
a variante asiatica (COLETTA-FILHO et al., 2004) e uma terceira variante até entao
nao descrita em nenhum outro pais, a Ca. Liberibacter americanus (TEIXEIRA et al.,
2004).

Uma das principais alteragbes anatdbmicas observadas em tecidos vegetais
infectados com a bactéria do HLB € a formacgao e deposi¢cao de alta quantidade de

calose aparentemente bloqueando os poros da placa crivada, acompanhado de
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acumulo de sacarose, provavelmente resultado dos disturbios de transporte nos
vasos do floema. N&o ocorrendo acumulo consideravel de bactéria dentro do vaso
crivado, que implique no bloqueio da placa e, diferentemente de outras bactérias do
sistema vascular, as bactérias do HLB ndo parecem formar agregados de biofilme.
As alteragdes anatdbmicas e bioquimicas sdo positivamente correlacionadas com a
expressao de genes ligados a sintese de amido e proteinas do sistema estrutural e
funcional do floema (KIM et al., 2009).

A incapacidade de cultivo em laboratério de todas as espécies de Ca.
Liberibacter associadas ao HLB dificulta sobremaneira o melhor conhecimento de
sua biologia. Exigéncias nutricionais, efeito de fatores abidticos sobre a taxa de
crescimento, interagdo com outros microrganismos, hospedeiros e vetor,
diversidade, filogenia e genoma sao dificeis de serem avaliados sem um adequado
sistema de cultivo. No entanto, muitas informagdes tém sido obtidas em
experimentos com transmissao através de tecidos infectados, vetor ou com plantas
parasitas do género Cuscuta (MACHADO et al., 2010).

A bactéria se multiplica em todas as variedades de citros e a sua transmissao
de planta a planta é feita pelo inseto vetor Diaphorina citri (Kuwayama),
popularmente conhecido como psilideo (BOVE, 2006; MACHADO et al., 2008).

1.6. Legislagao e medidas de controle do HLB

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 53 publicada pelo Ministério da
Agricultura, em outubro de 2008, o produtor deve inspecionar e eliminar as plantas
doentes. As inspecdes devem ser feitas pelo menos a cada trés meses e 0s
resultados encaminhados a Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado por
meio de relatorios semestrais. Talhdes com incidéncia superior a 28% de plantas

com sintomas devem ser totalmente eliminados (FUNDECITRUS, 2013).

A estratégia de controle mais utilizada atualmente consiste no controle do
vetor da doenga, Diaphorina citri Kuwayama (Hemiptera: Psyllidae) (COCCO; HOY,
2008; AVERY et al., 2009; SANCHES et al., 2009).

Devido a baixa eficiéncia de transmissao dos patégenos por D. citri, 0 controle
quimico é uma ferramenta para diminuir a disseminacédo e transmissao dos

patdgenos, contudo, pouco se conhece sobre a eficiéncia de inseticidas sistémicos
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ou de contato (YAMAMOTO et al., 2009). Os sistémicos sao mais eficazes no
controle de D. citri, por ser um inseto sugador, sendo a aplicagado no tronco, solo ou
via “drench” (TOLLEY, 1990; QURESHI; STANSLY; 2008, YAMAMOTO, 2008;
BOINA et al.,, 2009). Dentre os inseticidas de contato, recomendam-se o0s
neonicotinoides (tiametoxan, imidacloprid, acetamiprid, tiacloprid), organofosforados
(acetato, dimetoato, etiona, malationa, clorpirifés, metidationa), piretroides
(deltametrina, lambdacialotrina, fenpropatrina, esfenvalerato, gama-cialotrina) e
carbamatos (carbosulfano, indoxacarbe) (YAMAMOTO, 2006; YAMAMOTO, 2008;
YAMAMOTO et al., 2009).

Foram realizadas tentativas de controle com a injecdo de antibidticos
(tetraciclinas), sem resultados promissores. Além do risco ambiental, uma vez
interrompido o tratamento com antibidtico os sintomas reapareceram, ou seja, as

plantas continuavam doentes (BOVE, 2006).

Na procura de métodos alternativos para solucionar problemas ocasionados
pelo uso ndo criterioso de agrotdxicos, tem-se avaliado métodos bioldgicos
(parasitoides, predadores e patdgenos) e comportamentais para o manejo de pragas
dos citros, embora os predadores que possam ser importantes em outros paises,
nao tém se mostrado eficientes no Brasil (PAIVA, 2009; PARRA, 2010). Ha dois
parasitoides conhecidos para o controle de D. citri: Diaphorencyrtus aligarhensis
(Shafee, Alam & Agarwal) (Hymenoptera: Encyrtidae) e Tamarixia radiata Waterston
(Hymenoptera: Eulophidae) (HALBERT; MANJUNATH, 2004).

Segundo Belasque et al., (2009), atualmente, o controle preconizado envolve
o plantio de mudas sadias, eliminagdo de plantas doentes e o controle do inseto
vetor. Portanto, o controle do HLB é baseado na reducao do indculo, presente em
plantas e insetos vetores. Sendo que, medidas adicionais, como a eliminagcado das

plantas de murta, também podem ser realizadas.

O controle quimico do vetor é a medida de controle mais facilmente adotada
pelo citricultor. Apesar de amplamente adotada, poucas sdo as informagdes a
respeito do seu efeito na reducdo das infecgdes. Deve-se emprega-lo da maneira
mais racional possivel, ou seja, aliado a um monitoramento da populagéo do vetor
por meio de armadilhas adesivas ou avaliagbes visuais de ramos por “pragueiros”.

Por outro lado, a eliminacdo de plantas doentes € uma medida fundamental e sua
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eficacia sera maior quanto mais frequente forem as inspe¢des (BELASQUE et al.,
2009).

1.7. Inibidores de proteases, uma alternativa para a medida de controle do
vetor D. citri

O provavel envolvimento dos inibidores de proteases na protecao das plantas
contra o ataque de insetos foi observado inicialmente por Lipke et. al., (1954),
quando larvas do besouro da flor Tribolium confusum nao se desenvolveram na
presenca de inibidores de tripsina de soja. Plantas superexpressando genes de
resisténcia a pragas vém se tornando uma alternativa interessante para a
agricultura, viabilizando a obtengdo de plantas menos dependentes de pesticidas
quimicos (BOUCHARD, et al., 2003).

Muitas pesquisas recentemente vém explorando esse mecanismo de defesa
para protecado da cultura, através da transformacgao genética de plantas com genes
que codificam proteinas inibidoras de proteases, aumentando a resisténcia destas
plantas aos insetos (WALKER, et al., 1999). Uma quantidade consideravel de
plantas transgénicas expressando os genes para serina e cisteina proteinases foram
obtidos em mais de duas décadas de pesquisa (VALUEVA et al., 2004). De acordo
com Habib e Fazili (2007), desde a descoberta de insetos pragas economicamente
importantes, das classes Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, os esforgos tém sido
direcionados a genes que codificam IPs, inibidores de proteinases ou peptidases,

para o desenvolvimento de plantas trangénicas contra serino e cisteino peptidases.

Diante da severidade da doenca HLB e a importancia da citricultura para a
economia do agronegdécio mundial, o surgimento de ferramentas biotecnoldgicas tém
facilitado e acelerado a identificagdo de genes envolvidos em mecanismos de
resisténcia das plantas contra o ataque de pragas, possibilitando a manipulacéo
subsequente de alguns genes de interesse através da utilizagdo de técnicas de
biologia molecular. Essa estratégia podera ser uma nova alterativa de controle para
a doenca HLB e podera contribuir para a disponibilizacdo de culturas
comercialmente importantes resistentes a pragas e doencgas, proporcionando a
diminuicdo de problemas fitossanitarios que comprometem a produtividade das

culturas ou a integridade do meio ambiente pela utilizacdo de agrotoxicos.
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1.8. Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas, também conhecidas como peptidases, sdo proteinas
que catalisam a hidrolise das ligagbes peptidicas (BARRET et al., 2004). Elas sao
encontradas em todos os sistemas biolégicos, de virus a vertebrados e
compreendem aproximadamente 2% dos genes expressos (SAJID; MACKERROW,
2002).

Essas enzimas regulam numerosos processos bioquimicos e fisiologicos tais
como digestdo de alimentos, coagulagdo sanguinea e fibrindlise, ativagdo de
proenzimas, liberacdo de peptideos fisiologicamente ativos, ativagdo do sistema

complemento, processos de inflamagao, entre outros (LEUNG-TONG et al., 2002).

As peptidases sdo divididas em exopeptidases e endopeptidases. As
exopeptidases removem um, dois ou trés residuos de aminoacidos na extremidade
amino-terminal (aminopeptidases) ou carboxi-terminal (carboxipeptidases) de um
peptideo ou proteina. As endopeptidades por sua vez hidrolisam ligagdes presentes
no interior da cadeia polipeptidica (BARRETT, 1994).

As peptidases sao divididas em sete classes principais, baseado nos residuos
de aminoacidos cataliticos presentes no sitio ativo da enzima. As principais classes
sao: serino-peptidases (EC 3.4.21) que possuem no centro ativo um residuo de
serina envolvido no processo catalitico, as treonino-peptidases (EC 3.4.25) possuem
como residuo catalitico a treonina, as aspartil-peptidases (EC 3.4.23), que possuem
um ou dois residuos de acido aspartico necessarios para sua atividade catalitica. As
metalo-peptidases (EC 3.4.24) utilizam um ion metalico, geralmente o Zn2+, em seu
mecanismo catalitico. As asparagina-peptidases utilizam residuos de asparagina em
seu mecanismo catalitico. As cisteino-peptidases (EC 3.4.22) possuem um residuo
de cisteina em seu sitio ativo e as glutamil-peptidases, utilizam como residuo
catalitico primario o acido glutamico. As peptidases cujo sitio ativo e mecanismo
catalitico ainda nao foram determinados sao agrupadas na classe de peptidases de
tipo catalitico desconhecido (RAWLINGS et al., 2012).

Além das formas de classificagcdo descritas acima, as classes de peptidases
ainda sao agrupadas de acordo com suas similaridades estruturais. Acredita-se que
esta classificagdo possa refletir as caracteristicas evolutivas dessas proteinas.
Dessa forma, as peptidases podem ser agrupadas em familias e clas. As familias

correspondem a grupos de enzimas nos quais cada membro possui relagao
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evolutiva, seja na sequéncia completa ou pelo menos na regido da sequéncia
responsavel pela atividade catalitica, com pelo menos outra proteina da mesma
familia. Os clas agrupam familias que, apesar da auséncia de similaridade de
sequéncia significativa, apresentam indicios de relagédo evolutiva como, por exemplo,
a ordem linear dos residuos cataliticos na estrutura terciaria da proteina
(RAWLINGS; BARRETT, 1999).

A especificidade entre o substrato e o sitio ativo da enzima é ilustrada na
figura 1.7, com base no modelo proposto por Schechter e Berger (1967). De acordo
com esse modelo, os subsitios da enzima, identificados pela letra “S”, sao locais de
ligacdo da enzima ao substrato. Cada aminoacido dos peptideos que se acomodam
no subsitio é identificado pela letra “P”. Sendo assim, os residuos de aminoacidos
posicionados ao lado da ligacédo peptidica a ser hidrolisada sdao numerados P1, P2,
P3... Pn em direcdo ao N-terminal do substrato e P1’, P2, P3’... Pn’ em direcdo ao
C-terminal. O ponto de clivagem do substrato é identificado pelos residuos P1 e P1’.
De forma semelhante os subsitios da peptidase sdo designados por Sn... S3, S2,
S3, S1’, S2’, S3'... Sn’ (RAWLINGS et al., 2008; DUBEY et al., 2007).

Figura 1.6. Modelo proposto por Schechter e Berger (1967). Interacdo dos subsitios da

protease com os peptidios do substrato.

Substrato

Ponto de
clivagem
N-terminal .
T o Fr— C-terminal
N 4
Y v . v Y "\'_" -
PS5 b P4 P33 P2 P1 HP 1P 2){P3°={P4)

BEEESERS3. S2 S1 S17 527 S3 e

Protease

Fonte: (Adaptado de Turk, 2006).

As serino, cisteino e treonino proteases possuem aminoacidos fortemente
nucleofilicos em seu sitio catalitico os quais geralmente s&o alinhados com
aminoacidos que atuam como bases aceptoras de prétons. O mecanismo catalitico

destas enzimas envolve a formacao de um intermediario covalente entre a enzima e
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um fragmento do substrato (catalise covalente). Por outro lado, na catalise das
aspartil, metalo e glutamil proteases, ndo ocorre o ataque nucleofilico por um grupo
funcional da enzima, sendo o nucledfilo neste caso, uma molécula de agua ativada,
e nao havendo, portanto, a formagédo de um intermediario covalente (catélise acido-
base). Neste tipo de catalise um residuo de acido aspartico ou acido glutdmico e o
zinco atuam como acidos e bases (BEYNON; BOND, 1989; BARRET et al., 2004;
RAWLINGS et al., 2006).

1.8.1. Cisteino peptidases

As cisteino peptidases formam um grupo de enzimas que contém um residuo
de cisteina localizado no sitio ativo, que é composto normalmente pela triade
catalitica Cys-His-Asn. Em geral elas estdo localizadas no citossol e em
compartimentos lisossomais de diversos tecidos de animais, plantas e
microorganismos. Em células de mamiferos, as familias das caspases e da calpaina
localizam-se no citoplasma enquanto as familias das catepsina e da legumaina
encontram-se alojadas em compartimentos lisossomais (CHANG et al., 2007). Em
invertebrados, tais como nematoides e acaros, cisteino proteases estdo entre as
enzimas digestivas e em artrépodos, tais como lagostas, elas exercem um papel
digestivo, mas também estdo relacionadas ao sistema nervoso (RAWLINGS;
BARRET, 1994). Em insetos elas sao utilizadas em processos digestivos
(RAWLINGS; BARRET, 1994), porém, podem ser encontradas em outros tecidos,

sugerindo outras func¢des, além da digestao.

A familia C1, pertencente ao cla CA, tem a papaina, extraida do latex de
Carica papaya, como seu principal representante. A papaina possui uma estrutura
de dois dominios, dominio L (left) e dominio R (right), entre os quais esta localizado
o sitio ativo da enzima (RAWLINGS et al., 2008). Em analise recente no banco de
dados MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/clan_index?type=P), foi possivel
verificar a distribuicdo das cisteino peptidases em 78 familias agrupadas em 9 clas
(CA, CD, CE, CF, CL, CM, CN, CO e CP). Dentre os clas, o cla CA, familia C1,
representam as cisteino peptidases que apresentam semelhancas nas estruturais

terciarias e motivos com a papaina.

As cisteino proteases da familia C1 podem ser encontradas em plantas e

animais assim como em virus e procariotos. Em eucariotos as enzimas sao
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sintetizadas como preproenzimas, as quais podem ser divididas em trés partes: um
peptideo sinal N-terminal (10 a 20 aminoacidos), um pré-peptideo (38 a 250
aminoacidos) e a sequéncia que corresponde a enzima madura (220 a 260
aminoacidos) (WIEDERANDERS, 2003).

O primeiro passo do mecanismo catalitico das enzimas da familia C1 envolve
a ligagao da enzima livre com o substrato, formando o intermediario tetraédrico. Em
seguida, ocorre a acilagdo da enzima com a formacédo e liberacdo do primeiro
produto enzimatico, o grupo amina R’'NH2. No passo seguinte, a acil-enzima reage
com uma molécula de agua levando a formagdo do segundo produto enzimatico
(RCOOH), fase na qual ocorre a deacilagdo da enzima. A liberagcado deste produto
leva a regeneracédo da enzima livre (Figura 1.8), (STORER; MENARD, 1994).

As enzimas da familia da papaina sao especificamente inibidas pelo peptideo
epoxido E-64 e, portanto, esse inibidor pode ser utilizado para a caracterizagao
dessa classe de enzimas (BARRETT et al., 1982). Para este inibidor, 0 mecanismo
de inibicdo é irreversivel e se da pela ocupagao dos subsitios da enzima e alquilagao
da cisteina da triade catalitica pelo grupo trans epoxido (SALVESEN; NAGASE,
2001).
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Figura 1.7. Mecanismo catalitico de cisteino peptidases.
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Fonte: (Beynon e Bond, 1989).

As cisteino peptidases geralmente necessitam da remocgéo do fragmento N-
terminal, a pro-regido, para que sejam ativadas. Essa regido desempenha
importantes fungdes como a inibicdo de atividade enzimatica e enovelamento de
proteinas recém-sintetizadas protegendo-as da desnaturacdo sob mudangas
bruscas de pH (TAO et al., 1994; OLIVEIRA et al., 2003).

1.8.2. Catepsina B

Catepsina B é uma tiol protease que desempenha um papel chave no
catabolismo intracelular de proteinas no sistema lisossomal, (BOND; BUTLER, 1987;
TAKIO et al.,, 1983), sendo a unica da familia das catepsinas que atua como
endopeptidase e peptidil dipeptidase (ZENG et al.,, 2006). As enzimas do tipo

catepsina B e L, sdo as cisteino peptidases de mamiferos mais bem estudadas e
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encontram-se presentes na maioria das células e tecidos. Por serem enzimas
lisossomais, atuam principalmente na degradacdo intracelular de proteinas. No
entanto, podem agir extracelularmente quando liberadas em determinadas
circunstancias, degradando componentes da matriz extracelular (DICKINSON,
2002). Com base na similaridade de sequéncias e nas estruturas tridimensionais, as
enzimas de mamiferos da familia papaina sdo subdivididas em duas familias, sendo
designadas como enzimas do tipo catepsina L (cathepsin L-like) ou enzimas do tipo
catepsina B (Cathepsin B-like). Elas diferem principalmente quanto a presencga de
um segmento peptidico adicional na estrutura da catepsina B e quanto a
especificidade ao substrato, que na familia da papaina é determinada principalmente
pelo subsitio S2 (COULOMBE et al., 1996; FUJISHIMA et al., 1997).

A catepsina B humana é sintetizada como uma preproenzima de 339 residuos
de aminoacidos, onde a remog¢ao do peptidio sinal gera a molécula da procatepsina
B e sua ativagdo ocorre nos lisossomos, devido a clivagem e dissociacdo dos
residuos da pro regido. Muitos residuos da proé-regido estdo em contato com a parte
madura da enzima bloqueando o sitio ativo (CYGLER et al.,, 1996; TURK et al.,
1996). Esta interacdo € responsavel pela forga inibitéria da regido, devido a
orientagc&o contraria da pro-regido ao que é requerido para a hidrolise do substrato,

sendo todo esse complexo estavel em pH neutro (MACH, et al., 1994).

Segundo Musil et al., (2001), como um membro da familia da papaina, a
catepsina B apresenta similaridade de sequéncia com a papaina e com outras
enzimas da familia. No entanto, a estrutura da catepsina B é diferente devido a
presenca de um segmento peptidico de aproximadamente 20 residuos de
aminoacidos, denominado loop de oclusdo (‘ocluding loop”) (Figura 1.9), que

blogueia a fenda do sitio ativo da enzima.

Dentro deste segmento, dois residuos de histidinas, His110 e His111,
posicionados sobre a regido do subsitio S’ estabilizam o carboxilato C-terminal do
substrato, posicionando a ligagao peptidica a ser clivada dois residuos a partir do C-
terminal e contribuindo assim para a atividade peptidil dipeptidase da enzima (ILLY,
et al., 1997).
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Figura 1.8. Estruturas tridimensionais das enzimas: catepsina L, papaina e catepsina B. A
seta na ultima estrutura indicando o loop de oclusdo da catepsina B, o que a torna diferente
das demais cisteino peptidases da familia papaina, como a catepsina L e a prépria papaina
mostradas na figura, nas quais os sitios ativos estao expostos. O residuo de cisteina do sitio

ativo € mostrado na representagéo Ball-and-stick.

loop de
sitio ativo oclusio

catepsina L papaina catepsina B

Fonte: (Adaptado de Fujishima et al., 1997).

A catepsina B apresenta preferéncia por residuos hidrofébicos na posicdo P2
do substrato e é a unica enzima desta classe que aceita um residuo de arginina
nesta posicéo, devido a presenca de um residuo de acido glutdmico (Glu245) no
subsitio S2 (BARRET, et al., 2004).

A presenga do loop de oclusdo na catepsina B madura € incompativel com a
inibicdo por membros da familia cistatina, inibidores proteicos reversiveis de cisteino
proteases, uma vez que este se ligam em ambos os subsitios S e S’ da enzima
(ILLY et al., 1997). A inibigdo so € possivel através de um mecanismo executado em
dois passos, o qual requer o deslocamento do /oop de oclusdo. No primeiro passo
ocorre uma interagao inicial da regido N-terminal da cistatina com os subsitios S2 e
S3 do sitio ativo da enzima. No passo seguinte ocorre o deslocamento do loop de
oclusao conforme a cistatina ancorada introduz os seus dois loops, o central e o da
regidao C-terminal, nos subsitios S’ (NYCANDER et al., 1998; PAVLOVA et al, 2000).

As catepsinas estdo envolvidas em varias etapas da progressao tumoral,
incluindo etapas precoces de imortalizacdo e transformacao, etapas intermediarias
da invasdo tumoral e angiogénese e etapas tardias de metastase e resisténcia a

droga. Em tumores, estas enzimas podem ser translocadas para a superficie celular
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e secretadas para o ambiente extracelular, o que facilitaria o envolvimento em todas

as etapas do desenvolvimento tumoral (MAI et al., 2000).

O aumento de expressdo das catepsinas B e L, além da secregcdo e
associagao destas a superficie celular sdo comuns em diversos tipos de células
tumorais, especialmente nas variantes mais malignas (FROSCH et al.,, 1999;
HEIDTMANN et al., 1993; ISHIDOH; KOMINAMI 1998).

Em células tumorais, a falta de regulagdo das catepsinas em um ou mais
destes niveis pode resultar em um aumento nas quantidades de mRNA e proteina,
maior atividade e distribuigéo intracelular alterada (ROSHY et al., 2003; SLOANE et
al., 1994, MOHAMED; SLOANE, 2006). Porém, esse aumento na atividade das
catepsinas nao € apenas consequéncia do aumento no nivel de expressao de tais
enzimas, mas também da redugdo na regulagéo por inibidores endogenos, cuja
atividade e concentragdo encontram-se significativamente reduzidas nas células
cancerosas (SKRZYDLEWSKA et al, 2005).

1.9. Cistatinas: inibidores de cisteino peptidases

As cistatinas sao inibidores de enzimas do tipo cisteino peptidases que atuam
como pseudosubstratos formando um complexo reversivel com as cisteino
proteases alvos, bloqueando assim o acesso do substrato especifico ao sitio ativo
da enzima (TURK; BODE, 1991; BENCHABANE et al., 2010).

Varios modelos de interagdo entre as cistatinas e cisteino proteases alvos
sugerem trés regides da cistatina envolvidas no reconhecimento: uma sequéncia N-
terminal contendo um residuo de glicina, um motivo GIn-X-Val-X-Gly altamente
conservado em um loop central e um residuo de triptofano em um segundo /loop
proximo a extremidade C-terminal (BARRET, 1987).

Ambos os loops, localizados nas regides central e C-terminal da cistatina,
apresentam tamanhos e formas que se encaixam na regido correspondente aos
subsitios S1° e S2' da fenda do sitio ativo da enzima. O segmento N-terminal
contendo o residuo de glicina conservado nas cistatinas, se encaixa no subsitio S2
do sitio ativo da enzima, porém com uma conformagado inapropriada para a
protedlise enzimatica (BODE et al., 1988; TURK; BODE 1991; ABRAHAMSON,
1993).
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Esses inibidores podem ser agrupados em trés tipo ou familias de proteinas,
definidos pela analise de semelhangca em mamiferos. Além do alinhamento das
sequéncias de aminoacidos, tem-se utilizado outros critérios para agrupar as
cistatinas, tais como: similiaridade da sequéncia primaria, presenca de pontes
dissulfeto e a sua massa molecular (RAWLINGS; BARRET, 2000).

A familia 1, conhecida como familia das estefinas, inclui inibidores com
massas moleculares de aproximadamente 11 kDa, nao-glicosilados, sem peptideo
sinal e ligagdes dissulfeto. Esta familia também caracteriza-se pela presencga do loop
GIn-Val-Val-Ala-Gly presente na regiao central da molécula (TURK; BODE, 1991).

A familia 2, ou familia cistatina, compreende proteinas de cadeia simples que
formam duas pontes dissulfeto intramoleculares proximas a regido C-terminal. Estas
proteinas sao glicosiladas, apresentam massas moleculares entre 13 e 24 kDa e
conservam um loop central formado de GIn-X-Val-X-Gly. Estas cistatinas contém um
sequéncia sinal e sao secretadas (TURK; BODE 1991; OLIVEIRA et al., 2003).

A familia 3, ou familia dos cininogénios, inclui cistatinas de massas
moleculares altas (60-120 kDa), que formam ligagdes dissulfeto, sdo glicosiladas e
secretadas. Estas proteinas contém trés dominios de cistatinas da familia 2, dos
quais dois possuem atividade inibitoria contra CP (TURK; BODE, 1991).

A inclusdo de uma quarta familia, a das fitocistatinas, a qual contém os
inibidores de cisteino proteases de plantas, foi sugerida por Margis e colaboradores
(MARGIS et al., 1998).

1.9.1. Fitocistatinas

As fitocistatinas possuem algumas caracteristicas similares a familia das
estefinas, como auséncia de ligagbes dissulfeto e residuos de cisteina, e a familia
das cistatinas, como o tamanho e a similaridade na sequéncia primaria. No entanto,
as fitocistatinas possuem de modo exclusivo a sequéncia consenso L-A-R-[FY]-A-
[VI]-x(3)-N. Além disso, a analise da arvore filogenética de cistatinas animais e de
plantas mostrou o agrupamento das fitocistatinas em um unico ramo, distinto das
cistatinas das familias 1 e 2 (MARGIS et al., 1998).

As fitocistatinas estdo envolvidas na regulagédo da atividade de proteases

endogenas durante a maturacdo de sementes, e na defesa contra cisteino proteases
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exdgenas de insetos e nematoides, os quais geralmente tém essas proteases em
seus intestinos (ARAI et al.,, 2002). As fitocistatinas tém sido identificadas em
diversas plantas, incluindo monocotiledbneas e dicotiledbneas. As primeiras
cistatinas de origem vegetal a serem clonadas e -caracterizadas foram a
orizacistatina | (ABE et al., 1987) e orizacistatina Il (KONDO et al., 1990).

Em estudos desenvolvidos em nosso laboratério, foi caracterizada e primeira
cistatina de cana-de-agucar, canacistatina. Este inibidor produzido de forma
recombinante (SOARES-COSTA et al., 2002), mostrou-se eficiente na inibicdo de
catepsinas humanas, assim como outras cisteino proteases (OLIVA et al., 2004). Em
estudos de Gianotti (2008), trés cistatinas recombinantes, denominadas CaneCPI- 2,
CaneCPI- 3 e CaneCPI-4, foram efetivas na inibicdo de catepsina L humana. Porém,
para inibicdo da catepsina B humana, o unico inibidor efetivo dentre estes, foi
CaneCPI- 4. Além de inibir as duas catepsinas humanas, B e L, CaneCPI-4 foi capaz
de inibir a invasdo de células tumorais de mama (MDA-MB-231) em matriz de

matrigel.

Como citado anteriormente os inibidores de proteases, vém se tornando uma
alternativa interessante para a agricultura no controle de pragas. Porém isso apenas
se tornaria possivel a partir do entendimento dos mecanismos de funcionamento do
sistema digestivo da espécie Diaphorina citri. Existem diversos relatos descritos na
literatura, que identificaram através de testes bioquimicos e moleculares a presenca
de enzimas do tipo cisteino-proteases no intestino de insetos pertencentes as
ordens Hemiptera, Diptera e Coleoptera (TERRA; FERREIRA, 1994). O inseto
Diaphorina citri pertencente a ordem hemiptera, provavelmente possui cisteino-
proteases em seu trato digestivo. Assim, estudos para a caracterizagao das enzimas
digestivas do inseto e sua interacdo com inibidores de proteases poderiam contribuir
para a identificacdo de uma molécula especifica que pudesse ser utilizada em
futuros estudos de desenvolvimento de plantas transgénicas superexpressando

inibidores de proteases, resistentes ao vetor da doenga Huanglongbing.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos gerais, identificar, expressar de forma
recombinante, caracterizar e avaliar a inibicdo da primeira cisteino peptidase
descrita de Diaphorina citri, inseto vetor da doenga HLB de citros. Também, analisar
o perfil de expressdo nas diferentes fases de desenvolvimento do inseto. Assim, os

seguintes objetivos especificos foram propostos:

* Anadlise in silico de uma cisteino peptidase de D. citri proveniente do Projeto
de transcriptoma do psilideo (USDA).

* Isolamento da ORF da catepsina B-like para clonagem em vetor de
propagagao PTZ57r.

* Subclonagem da ORF da catepsina B-like em vetor de expressédo pPICZaC
para expressao em levedura.

* Expressao heterdloga da catepsina B-like em Pichia pastoris e purificagao da
proteina.

* Andlise da expressdo génica nas fases de ovo, ninfa e adulto por PCR
quantitativo.

* Producao de anticorpos policlonais contra a catepsina B-like recombinante.

* Caracterizagao cinética da catepsina B-like recombinante.

* Ensaio de inibicdo da atividade enzimatica da catepsina B-like utilizando a

cistatina recombinante de cana-de-acucar CaneCPI-4.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Anadlise in silico das sequéncias e obten¢ao dos clones contendo ORF da
cisteino peptidase do tipo Catepsina B de Diaphorina citri
As analises in silico foram realizadas através de analises no banco de dados

NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Uma sequéncia de catepsina B de D. citri

depositada nesse banco de dados foi selecionada. No entanto, a sequéncia estava

parcial.

Em colaboragdo com o Dr. Wayne Hunter do departamento de agricultura dos
Estados Unidos (USDA - United States Departament of Agriculture), foi possivel ter
acesso aos dados do transcriptoma de ovo, ninfa e adulto de D. citri. Com os dados
do transcriptoma um banco local no servidor do LBM (DGE - UFSCAR) foi montado.
Utilizando a sequéncia da catepsina B depositada no banco de dados do NCBI,
foram realizadas buscas por similaridade no banco de dados local contendo os

transcritos, utilizando as ferramentas bioinformaticas BLASTX e tBLASTn.

Uma sequéncia de catepsina B completa, dos transcritos de adulto foi

escolhida, identificada a ORF e traduzida.

Andlises in silico da sequéncia de aminoacidos foi realizada utilizando o
Programa SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para predicdo do
possivel peptideo sinal da sequéncia. Possiveis sitios de N-glicosilagdes presentes
na sequéncia, foram analisados utilizando o programa NetNGlyc 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Por se tratar de uma procatepsina, uma

analise funcional foi realizada para verificagdo da posigao da pré-regido utilizando o
programa InterPro (protein sequence analysis & classification) disposto no banco de
dados do EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

Para uma andlise de similaridade da catepsina B de D. citri, com outras
catepsinas B de diferentes organismos uma busca foi realizada no banco de dados
NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) e as sequéncias alinhadas utilizando o software
ClustalW (THOMPSON et al.,, 1994) na interface do programa BioEdit v7.0.5.3.
(HALL, 1999).

Os oligonucleotideos para amplificagdo da catepsina B de D.citri (Tabela 3.1)

foram desenhados através do programa Oligo Perfect ™ (http://tools.invitrogen.com),
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com sitios para as enzimas de restricido Eco Rl e Xba I, sem a sequéncia que
corresponde ao peptideo sinal e em fusdo com uma cauda de histidina (His-tag)

adicional na regidao C-terminal.

Tabela 3.1 - Oligonucleotideos utilizados para clonagem de DiaciCATHB no vetor de

expresséo
Nome Sequéncia 5’- 3’
CatBPpicZ-F ATCG GAATTCTACGTTCCACAGAGACTGGAC
CatBPpicZ-R AGCTTCTAGATTAAACTTGCAAAAACTGTGGGT

Fonte: elaborada pela autora.

3.2. Insetos D. citri
Os insetos das diferentes fases de desenvolvimento de D. citri, foram
coletados no Fundo de Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS, Araraquara, Sao

Paulo) por intermédio do Prof. Dr. José Belasque Junior.

3.3. Extracao do RNA total de D. citri

Os 400 insetos adultos de D. citri foram coletados e imediatamente colocados
em nitrogénio liquido, em seguida, armazenados em frezeer -80°C. Para realizar os
experimentos, as amostras foram retiradas do freezer (-80), e colocadas em 2 tubos
de 1,5 ml, utilizando um total de 400 insetos, ou seja 200 insetos em cada tubo. Para
a extragdo de um RNA total integro e de boa qualidade foi utilizado o reagente
Trizol@ (Invitrogen@) baseado na metodologia descrita por Chomczyn e Sacchi
(1987). As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas com
bastao de vidro. A esses tecidos macerados foram adicionados 500ul de reagente
Trizol, as amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos e
homogeinizadas. Foram adicionados 100 ul de cloroférmio e em seguida, as
amostras foram agitadas por 15 segundos e incubadas por 12 minutos em

temperatura ambiente.
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O lisado foi centrifugado em 12.000 x g por 15 minutos a uma temperatura de
4°C. Havendo a separagao em 3 fases: sobrenadante, intermediaria e organica, o
sobrenadante foi tranferido para novos tubos contendo 250ul de isopropanol e os
mesmos foram sutilmente vertidos. Em seguida, as amostras foram incubadas por
10 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram novamente centrifugadas
em 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
preservado, uma lavagem com etanol 70% e centrifugagao por 5 minutos em 12.000
X g a 4°C foi realizada. Com o auxilio de pipetas de Pasteur o sobrenadante foi
removido e o tubo contendo o RNA foi invertido em papel estéril para remogao do
etanol, permanecendo em temperatura ambiente, embrulhados em papel estéril para
que fossem totalmente secos. O pellet foi ressuspendido em 200ul de agua nuclease
free e estocado no -80°C. O RNA foi quantificado em espectrofotbmetro nanodrop

ND 1000 e em gel de agarose 1% para analise de sua integridade.

3.3.1. Sintese de cDNA e amplificagao do gene da cisteino peptidase de D.citri

Para a sintese de cDNA foi utilizado o Kit Impron Il (Promega), utilizando 2ug
de RNA total como molde para a reagao, juntamente com 0,5 ug do primer Oligo
dT", em tubo de 0,2 mL (eppendorf), num volume final de 5 uL, a reacdo foi
incubada em termociclador a 70°C por 5 minutos, e em seguida no gelo por mais 5
minutos (tubo 12 reagado). Para o tubo da 22 reagao, foram utilizados Improm II 5X
reaction buffer, MgCl, (concentragéo final de 1.5 — 8.0 mM), DNTPs (concentragao
final de 0.5 mM de cada DNTP), 20 unidades de Recombinant RNAsin ribonuclease
ihnibitor e Improm |l reverse transcriptase, num volume de reacéo final de 15 uL . O
conteudo do tubo da 22 reacédo, foi adicionado ao tubo da 12 reacdo, e mantido em
termociclador Eppendorf Mastercylcer Gradient (Eppendorf) no ciclo: 25°C por 5
minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C, 15 minutos.

Para amplificagdo do gene da cisteino peptidase de D. citri e posterior
clonagem no vetor de expressao pPICZaC (Invitrogen), foram utilizados os
oligonucleotideos descritos anteriormente (Tabela 3.2.). Os oligonucleotideos foram
desenhados para clonagem do cDNA da catepsina B de D. citri sem a regiao
contendo o peptideo sinal, em fusdo com a cauda de histidina (His-tag) adicional na

regidao C-terminal.
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A PCR foi realizada contendo 1ul de cDNA, 2,5 ul de tampé&o de reagdo com
KCI 1X, 1,5 pl de cloreto de magnésio (25 mM), 4 ul de dNTP (1,25 mM), 10 pmoles
de cada primer, 0,125 ul de tag DNA polimerase (Fermentas) e H20 para um volume
final de 25 L. Para amplificagao, foi utilizado o programa de PCR em gradiente, em
termociclador Eppendorf Mastercylcer Gradient (Eppendorf) 94°C de desnaturacao
inicial por 3 minutos, 94°C de desnaturacao por 1 minuto, gradiente de 50, 52 e 55°C
de anelamento, 72°C de extensdo por 1 minuto e 72°C de extensdo final por 7
minutos. Repeticdes de 35 ciclos, com excecao da primeira desnaturacdo e ultima
de extensdo. O produto de amplificacdo foi analisado em gel de agarose 1%

contendo brometo de etideo (1ug/ml) e vizualizados em luz UV.

3.3.2. Construgao do plasmideo de propagacao PTZ_DiaciCATHB
O fragmento correspondente ao gene da catepsina B de D. citri apds o PCR,
foi purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR clean Up System (Promega), para

clonagem no vetor de propagacao pTZ57r (Fermentas) (Figura 3.1).

Figura 3.1. Plasmideo PTZ57r, utilizado como vetor de propagacéao.

Pdil 127
. / Adel, Ppu21l 230 EcoRl 615
il dzg(;sst / BlgZl 242 gcnlxeu ggl
5 L Alol 27 ag
Bogl 2485 / Peil 358 Accesl 627
Scal, Tatl 2447 Kpnl 627
Bsp68s| 633
/ Mva1269 637
= Mph11031 639
gy 644
i dd¥ BamHI 654
AP, cfral 658
N Ecogsl 658
Gsul h,:»i____ Smal 658
Eco31] 2036 Apal 661
Eam1105] 1964~ Lgul 953\\ Bsp120l 661
Hincll 667
N
i, Pscl 1076\ i“”l gg_/’,
) Ami
\\ Pstl 672
, \ AHI 674
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Fonte: (http://eshop.biogen.cz/klonovani/instaclonetm-pcr-cloning-kit, 2013).
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As reacoes de ligacao foram feitas em um volume final de 10 pL, contendo 55
ng do vetor PTZ57r (Fermentas), 140 ng do fragmento purificado, 1 U da enzima T4
DNA ligase (Invitrogen) e tampao da enzima 1X [Tris-HCL 50 mM pH 7,6, MgCl, 10
mM, ATP 1 mM, DTT (Dithithreitol) 1 mM, polietilenoglicol (PEG) 8000 5% (w/v)]. As
reacoes de ligagdo foram mantidas a 4°C por 16 horas e utilizadas para
transformacdo em células de E.coli DH5apelo método de choque térmico
(SAMBROOK; RUSSEL, 1989). Os transformantes contendo os vetores

recombinantes (pTZ57r + gene) foram selecionados em meio LB Agar (USB)
contendo 100 pg/mL de antibidtico ampicilina, 100 mM de IPTG (isoprpopil-3-
tiogalactosideo) e 40 pg/mL de x-gal (5Bromo-4Cloro 3lIndolyl-BDgalactoside),
substrato da enzima p-galactosidase, permitindo a identificagdo dos clones
recombinantes por um screening das col6nias brancas.

Os clones recombinantes foram submetidos a técnica de PCR de colbnia.
Para tanto, 20 colbénias foram selecionadas, com auxilio de palitos estéreis, as
col6nias foram picadas e ressuspendidas em tubos de 0,2 mL contendo a reacao de
amplificagcdo. O conteudo da reagéo: 1x tampéao NHsSO4 (-MgClz), DNTPs (5 mM),
MgCl; (25 mM), 0,5 yL de Taqg DNA polimerase (Fermentas), oligonucleotideos
especificos e H20, em um volume final de 20 yL. O programa de amplificac&o foi
realizado em termociclador Eppendorf Mastercylcer Gradient (Eppendorf), sendo:
94°C de desnaturacédo inicial por 10 minutos, 94°C de desnaturacdo por 30
segundos, 52 de anelamento por 30 segundos, 72°C de extensao por 30 segundos e
72°C de extenséao final por 7 minutos. Repeticbes de 29 ciclos, com excecdo da
primeira desnaturacdo e Uultima de extensdo. As col6nias que apresentaram
resultado de amplificacdo positivo foram inoculadas em meio LB liquido, contendo
antibiético ampicilina e mantidas a 37°C, 250 rpm, por 16 horas para extragdo do
DNA plasmidial utilizando o método de lise alcalina descrito por Sambrook et al.,
(1989).

Para confirmacdo dos clones recombinantes foi realizada uma analise de
restricdo, utilizando o DNA plasmidial das colénias que apresentaram resultado
positivo, num volume de reacgao final de 10 uL, contendo: 500 ng de DNA plasmidial,

1U de cada uma das enzimas de restricdo Eco Rl e Xba I, tamp&o tango 2X [Tris-
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acetato 66 nM (pH 7.9 a 37°C), acetato de magnésio 20 mM, acetato de potassio
132 mM, BSA 0,2 mg/mL] (Fermentas) e H20.

O plasmideo PTZ_DiaciCATHB foi utilizado em uma reagao de clivagem para
a recuperagao do fragmento correspondente da catepsina B. A reagao de clivagem
continha 3500 ng de DNA plasmidial, 1U de cada enzima de restricdo Eco Rl e Xba |
(Fermentas), tampao tango 2X [Tris-acetato 66 nM (pH 7.9 a 37°C), acetato de
magnésio 20 mM, acetato de potassio 132 mM, BSA 0,2 mg/mL] (Fermentas) e H,O
para o volume final de 50 pyL. As reacéo de clivagem foi incubada a 37°C por 2
horas. O fragmento correspondente ao cDNA da catepsina B de D. citri, foi
recuperado do gel de agarose 1% para posterior subclonagem direcional nos vetor

de expressao pPICZaC.

Na reagao de clivagem para preparagao do vetor pPICZaC, foram utilizados 4
Mg de DNA plasmidial, 1 U das enzimas Eco Rl e Xba | (Fermentas) tamp&o tango
2X (Fermentas), em um volume de reacao final de 50uL. A reagao de clivagem foi
incubada a 37°C durante 2 horas e analisadas em gel de agarose 1%. O fragmento
correspondente a Catepsina B de D. citri e o vetor clivado foi recuperado do gel de
agarose e purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega)

e utilizados em uma reacéao de ligagao.

A reagcdo de ligacao entre o vetor pPICZaC clivado e o fragmento
correspondente a catepsina B continha 40 ng do vetor pPICZaC, 120 ng do inserto,
1 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampao da enzima 1X [Tris-HCL 50 mM
pH 7,6, MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT (Dithithreitol) 1 mM, polietilenoglicol (PEG)
8000 5% (w/v)]. A reacdo de ligacao foi incubada a 4°C por 16 horas, e
posteriormente utilizadas para transformacdo em células de Ecoli Dh5a
quimiocompetentes por choque térmico (SAMBROOK; RUSSEL, 1989).

As bactérias transformantes foram selecionadas em meio LB Low salt Agar
(Invitrogen) contendo 25 pg/mL de Zeocina (Invitrogen) para o clone
pPICZaC_DiaciCATHB. A técnica de “PCR de colbnia” foi utilizada para confirmagao
de que o plasmideo continha o gene de interesse. Para tanto, foram picadas 10
colonias da presente placa de petri com auxilio de palitos estéreis em 10 tubos de
0,2 mL contendo: 0,5 pL de cada oligonucleotideo especifico (10 pmoles), 1x tampao
NH4SO4 (-MgCly), DNTPs (5 mM), MgCl, (25 mM), 0,5 uL de Taq DNA polimerase

(Fermentas) e H20, em um volume final de 20 pL. O programa de amplificagao esta
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descrito no item 3.3.2. Os produtos de amplificagdo foram analisados em gel de

agarose 1%.

Para confirmagédo dos resultados obtidos por PCR de col6nia, das colbénias
que apresentaram resultado de amplificacdo positivo e posteriormente o plasmideo
foi submetidos ao sequenciamento. O plasmideo de expressao pPICZaC contendo a
ORF que codifica a cisteino peptidase de D. citri, DiaciCATHB, foi sequenciado em
equipamento Megabace Flexyble 1000 (GE Healthcare UK) para obtencdo da ORF
completa e confirmagdo da construgdo, utilizando os oligonucleotideos internos
CatB_Interno-F, CatB_Interno-R e os oligonucleotideos universais Fator a Foward e

AOX reverse, especificos para o vetor pPICZaC (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. - Oligonucleotideos utilizados para o sequenciamento de DiaciCATHB

Nome Sequéncia 5’- 3’
CatB_Interno-F AGCCAACTCTAAACAGGC
CatB_Interno-R ATGTGAGCTTTCTTGCCC
Fator a-F TACTATTGCCAGCATTGCTGC
AOX -R GCAAATGGCATTCTGACATCC

Fonte: (Elaborada pela autora).

3.4. Transformacao do plasmideo de expressdao pPICZaC_DiaciCATHB em
células de Pichia pastoris

A levedura Pichia pastoris tém se mostrado um eficiente sistema de
expressao, por apresentar algumas vantagens, quando comparado ao sistema de
expressdao em E.coli. Algumas dessas vantagens sdo atribuidas a sua capacidade
de promover um melhor enovelamento e processamento da proteina heterdloga,
além de glicosilagbes realizadas nas proteinas secretadas. Também, a possibilidade
de integracdo do genoma dos vetores de expressao ao genoma da levedura Pichia

pastoris, aumentam a estabilidade das linhagens utilizadas.
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A levedura P. pastoris utiliza o metanol como fonte de carbono. Neste sistema
ha a presenca de um promotor denominado (AOX), responsavel pela regulacao da
expressao, a qual é induzida na presenga de metanol. Dois genes codificam a
enzima alcool oxidase em Pichia pastoris, AOX1 e AOX2, sendo que a maior parte

de atividade de alcool oxidase na célula é controlada por AOX1.

A linhagem utilizada foi KM71H, essa linhagem apresenta fenétipo Mut® ,
tendo uma baixa atividade de enzima alcool oxidase, por apresentar um locus AOXT
mutado. Mesmo com baixa capacidade de metabolizar metanol, essa linhagem tém
a capacidade de induzir uma alta expressdo do promotor AOX7. O vetor de
expressao utilizado pPICZaC, permite a clonagem do gene de interesse em fase
com uma sequéncia nucleotidica que codifica o sinal de secregao (Fator a), o qual
fica na regidao N-terminal da proteina expressa, o que por sua vez permite que a
proteina recombinante seja secretada para o meio extracelular. Além de uma regiéao
na extremidade C-terminal que codifica seis histidinas, o que permite posterior
purificacdo em coluna de resina de niquel, por cromatografia de afinidade e um

epitopo c-myc para detecgéo da proteina recombinante por Western blot.

Para a transformacdo da linhagem KM71H, o plasmideo
pPICZaC_DiaciCATHB, foi linearizado com a enzima Pmel (New England Biolabs),
apos analise dos sitios de clivagem da sequéncia da proteina através do programa

NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), para facilitar a recombinacéo

homodloga com o genoma da levedura. Para a linearizagao foram utilizados 3 pg de
plasmideo, 1 pL de enzima Pmel (2U/ yL), 5 yL de tamp&o NeBuffer-4 (1X) (20 mM
Tris-acetato, 50 mM acetato de potassio, 10 mM acetato de magnésio, 1 mM DTT,
pH 7.9), 0.5 uL de BSA (100 pg/mL) e H20, em um volume de reacao final de 50 pL.
A reacao foi mantida a 37°C overnight. Apés, a inativagao da enzima foi realizada
por uma incubagédo a 65 °C durante 20 minutos. Em seguida, a reagdo contendo o
plasmideo linearizado, foi submetida a uma precipitagdo em solugdo contendo 1/10
do volume final de acetato de sodio 3M, pH 5.2, 2.5 volumes de etanol 100%, a
reacao de precipitagdo foi incubada por 15 minutos no -80°C, em seguida foi feita
uma centrifugacao a 16.000 x g por 10 minutos, 4°C. O sobrenadante foi removido e
o precipitado lavado com 1000 uL de etanol 70% gelado e centrifugado nas mesmas
condi¢cdes descritas anteriormente. Apds evaporacdo do etanol, o material foi

ressuspendido em 10 uL de agua miliQ.
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O preparo de células KM71H eletrocompetentes foi realizado segundo
protocolo de Cregg (2007). No protocolo uma colénia de KM71H foi inoculada em 5
mL de meio YEPD (1% extrato de levedura, 2% peptona - Invitrogen, 2% dextrose —
J.T. Baker), a cultuta foi mantida a 30°C, 250 rpm, durante 8 horas. Quarenta e trés
WL dessa cultura foi inoculada em 50 mL de meio YEPD, e a cultura foi mantida a
30°C, 250 rpm, até atingir uma D.O de 1.4. A andlise de absorbancia da cultura foi
realizada a 600nm, e para isso, a cultura foi diluida 10 vezes em agua antes da
leitura. Apos atingir a D.O. a cultura contendo as células de KM71H foi centrifugada,
a 1.500g por 10 minutos, 4°C e o sobrenadante descartado. Em seguida, as células
foram ressuspendidas sutiimente em 10 mL de meio YEPD juntamente com 2 mL de
tampao Hepes 1M, pH 7.0. Em seguida foi adicionado 250 pyL de DTT 1M (ditiotreitol
- ICN Bimedicals Inc., USA), a amostra foi homogeinizada e incubada a 30°C em
estufa por 15 minutos. Em seguida, foi adicionada agua gelada, em um volume final
de 50 mL. As células foram centrifugadas a 1.500g por 10 minutos, 4°C, e o
sobrenadante descartado. As células foram entdo lavadas com 25 mL de agua
gelada estéril, e centrifugadas nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente, em
seguida, as mesmas foram novamente lavadas com 2 mL de sorbitol (1M) gelado. E,
apos centrifugagdo, as células foram ressuspendidas em 100 yL de sorbitol 1M

gelado. As células foram distribuidas em aliquotas de 40 pL.

Para a transformacido do plasmideo pPICZaC DiaciCATHB em células de
Pichia pastoris KM71H foi utilizado 3000 ng do DNA linearizado em 40 pL de células
KM71H eletrocompetentes, em seguida a mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporacdao de 0.2 cm (Bio-Rad) e incubado em gelo por 5 minutos. A
transformacéo foi realizada por eletroporagdo no aparelho GenePulser Il (BioRad)
nas seguintes condigbes: 1500 V, 25 uF, 200 Q. Rapidamente, ap6s o choque foi
adicionado a cubeta 1 mL de sorbitol 1M, mantido a 30°C, por 2 horas, com agitagcéao
de 170 rpm. Para a selecao de transformantes foram plaqueados 50, 100 e 200 pL
da transformagao em placas contendo meio YEPDs (1% de extrato de levedura, 2%
de peptona, 2% de dextrose, 1M sorbitol, 2% de agar), contendo 100 pg/mL e 200
Mg/mL de zeocina. Para confirmagao da inser¢cao do gene de interesse contendo o
gene de DiaciCATHB no genoma de P. pastoris, foi realizado uma PCR de colbnia.
Para a realizacdo da PCR de colénias das células de Pichia pastoris KM71H

transformadas um total de 15 colbnias foram repicadas com palito estéril e
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colocadas em tubos de 1.5 mL contendo 20 pL de SDS 0.2%, os quais foram
fervidos por 5 minutos a 90°C, e em seguida centrifugados 12.000g por 30
segundos. Sendo que, 1 pL desse sobrenadante foi utilizado como molde para a
PCR em um volume final de 25 pL. Para a reacgéao foi utilizado tampao NH4SOq (-
MgCl) 1x, 1,5 mM de MgCl, 0,4 Mm de dNTPs, 1 % triton x -100, 10 pmoles de cada
primer (Fator a e primer 3’ especifico do gene de interesse), 1,25 U de Taq DNA
polimerase e H,O. Entre os clones analisados por PCR de coldnia, alguns foram
selecionados por apresentarem o produto de amplificacdo correspondente ao

fragmento de interesse.

3.4.1. Ensaios de expressdao recombinante da catepsina B de D. citri em
pequena escala em P. pastoris

Os clones positivos selecionados por PCR de colénia foram utilizados para
analise da expressao da catepsina B recombinante em Pichia pastoris. Os ensaios
de expressao foram realizados em placa de 24 pogos, em cada pogo foi adicionado
3 mL de meio BMGY (1% extrato de levedura, 2% peptona, 100 mM de tampao
fosfato pH 6.0, 1.34% de YNB, 4 x 10 de biotina, 1% glicerol). Em cada poco foi
inoculada uma colénia transformante. A placa contendo a cultura foi mantida a 30°C
durante 48 horas, com agitacdo de 250 rpm. Apds esse periodo a placa contendo as
cultura foi centrifugada por 10 minutos, a 1.700 x g, o meio de crescimento BMGY foi
descartado e as células ressuspendidas em 2 mL de meio BMMY ( contendo 0,75%
de metanol 100% em substituicdo ao glicerol), as células foram mantidas a 30°C,
sob agitagao de 250 rpm. A cada 24 horas, foi adicionado metanol na concentragao
final de 0.75%, para inducdo expressao da proteina de interesse, como descrito por
Aoki et al. (2003). A placa de screening foi mantida durante o intervalo de tempo de
24-144 horas e a analise da expressao da proteina recombinante foi visualizada em
SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970). Apds as analises das bandas no gel, foi possivel
constatar que somente um, entre todos os clones testados, expressava uma banda
na altura de aproximadamente 50 kDa. O clone positivo foi escolhido para realizagao

de ensaios de expresséo em larga escala.
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3.4.2. Expressao recombinante da catepsina B de D.citri em larga escala

A colbnia contendo células de levedura expressando a cisteino peptidase de
D.citri denominado DiaciCATHB foi utilizada para preparacdo de um pré-inéculo.
Assim, uma col6nia foi inoculada em 10 mL de meio BMGY em tubo de 50 mL
durante 24 horas sob agitagdo de 250 rpm, a 30°C. Um volume de 10 mL desse pré-
inoculo foi transferido para um frasco Erlenmeyer aletado de 2 L contendo 500 mL
de meio BMGY (pH 6.0) e mantido a 30°C por 16 horas sob agitacdo de 250 rpm.
Apés esse periodo a cultura foi centrifugada a 1.500 x g por 5 minutos e
ressuspendida em 100 mL de meio BMMY em frasco Erlenmeyer de 1L. O ensaio de
inducao da expressao da proteina recombinante foi realizado a 30°C, 250 rpm.

A cada 24 horas foi adicionado metanol a cultura na concentracao final de
0.75%. Ap6s 24 horas de indugdo, o material foi centrifugado a 6.000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante filtrado em membrana de PVDF 0.45 ym (millipore). A
proteina recombinante DiaciCATHB em fusdo com seis histidinas na regido C-
terminal, provenientes do vetor de expressdao pPICZaC foi purificada por

cromatografia de afinidade em coluna de resina de niquel.

3.4.3. Purificacao da proteina recombinante DiaciCATHB por cromatografia de
afinidade

A proteina recombinante DiaciCATHB em fusdo com seis histidinas na regido
C-terminal, provenientes do vetor de expressdao pPICZaC foi purificada por

cromatografia de afinidade em coluna de resina de niquel.

Para tanto, os 100 mL de cultura contendo a proteina recombinante
(sobrenadante) foram passados por uma coluna contendo 4 mL de resina de niquel
Ni-NTA superflow (Qiagen) previamente equilibrada com 5 volumes (20 mL) de
tampao de lise pH 8.0 (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 100 mM e NaH,PO450mM), em
seguida a coluna foi lavada com 3 volumes de tampao de lise (12 mL), e a proteina
eluida em 2 volumes de tampao de lise contendo concentragbes crescentes de
imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM). O imidazol tém forte afinidade pelo niquel,
competindo, portanto com a cauda de histidinas presente na regiao C-terminal da
proteina recombinante, o que consequentemente permite que a proteina de fusao
se solte do metal e seja eluida. Toda a etapa de purificagdo foi realizada na

geladeira a 4°C. A proteina recombinante purificada foi analisada em SDS-PAGE
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12% corado por Comassie blue (LAEMMLI, 1970). As fragbes contendo a proteina
recombinante foram dialisadas em membranas (Spectrum Laboratories) de 3.500
MW contra 2 litros de tampao de lise pH 8,0 e mantidas a 4 °C com trocas do
tampao a cada 60 minutos, totalizando 2 horas de dialise e portanto, duas trocas do
tampdo. Em seguida, a proteina foi concentrada em equipamento SPD1010
SpeedVac® System (ThermoSavant), durante 3 horas e posteriormente por mais 1
hora e 30 minutos em concentrador Vivaspin™ 3.000 MWCO (GE Healthcare). A
concentragao da proteina DiaciCATHB foi determinada pelo método de quantificacao
Bradford (BioRad) (BRADFORD, 1976), em espectrofotdbmetro Hitachi U-5100.

3.5. Producao de anticorpo policlonal contra DiaciCATHB recombinante e
ensaio de Western Blot

O anticorpo policlonal anti-DiaciCATHB contra a cisteino peptidase
recombinante foi produzido em camundongos, de acordo com o protocolo de
imunizacdo (SAMBROOK; RUSSEL, 1989). Um total de 50 pg da proteina
recombinante foi inetado em 2 camundongos individualmente com o0 mesmo volume
de adjuvante completo de Freund (Sigma), correspondendo a primeira imunizagao.
Apés 45 dias foi aplicada a segunda imunizagao, 50 ug da cisteino peptidase com
igual volume de adjuvante incompleto de Freund (Sigma). Apds dez dias da segunda
imunizacdo, os animais foram sacrificados e o sangue coletado e mantido a 37°C
por uma hora para sua coagulacdo, em seguida foi centrifugado em centrifuga
Eppendorf 5810R a 4.000 rpm por 10 minutos para a separagao do soro. Para
conservagao do soro, foi adicionado 1 pL de azida (2%) para cada 1 pL de soro e

estocado a 4°C.

Para as analises em Western blot, as amostras foram separadas em gel SDS-
PAGE 12%, transferidas para uma membrana de PVDF [poli (fluoreto de vinilideno)]
(Bio Rad) em tampao de transferéncia (Tris 200 mM, glicina 50 mM, metanol 100%
na concentragao final de 20%) durante 2 horas, a 150 mA. Apos a transferéncia, a
membrana foi corada por aproximadamente 3 minutos em solugdo Ponceau (Merck)
(Ponceau 0.5%, acido acético 01%) para visualizagdo da localizagado das bandas e

marcagao das mesmas com o auxilio de uma agulha.

Para bloqueio das membranas foi utilizado leite em pd desnatado Molico
(Nestlé) 5% diluido em TBS 1X (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, Nacl 150 mM, pH 8.0) a 4°C
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por 16 horas. Apds bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com TBS 1X (5
minutos cada lavagem e leve agitacdo) e incubadas com o anticorpo primario anti-
DiaciCATHB proveniente do soro dos camundongos diluido em 1: 3.000 em TBS 1X
durante 90 minutos sob leve agitagdo em temperatura ambiente. Depois da
incubagcdo, as membranas foram lavadas nas mesmas condicbes descritas
anteriormente, e incubadas com anticorpo secundario Anti - mouse IgG (conjugado a
peroxidase) do kit GE Healthcare Amersham ECLTM Western Blotting Analysis
System, diluido 1:10.000 em TBS 1X durante 90 segundos sob leve agitagdo em
temperatura ambiente. Por fim, a membrana foi lavada com TBS 1X, trés vezes de 5
minutos e leve agitacdo, e as bandas correspondendo as proteinas reconhecidas

pelos anticorpos foram reveladas.

3.6. Zimografia reversa

A atividade de cisteino peptidase recombinante foi detectada pelo método de
coloragdo negativa. Neste método a atividade das enzimas € detectada pela n&o
coloracdo do gel nas regides onde ocorre a clivagem hidrolitica das ligagoes
peptidicas da gelatina. Para tanto, foram utilizadas duas amostras diferentes no gel,
papaina (5 ng), usada como controle positivo e o sobrenadante da levedura Pichia
pastoris KM71H expressando a cisteino peptidase recombinante. Estas amostras
foram preparadas em condigdes nao redutoras e separadas em gel SDS-PAGE 15%
contendo 0,04% de gelatina, de acordo com o protocolo Schlereth et al., (2000), com

algumas alteragdes.

Uma corrida de eletroforese a 4°C foi realizada e o gel incubado por 1 hora a
temperatura ambiente sob leve agitagdo com solu¢do de renaturagao de 2,5 % triton
X-100 para a remogao do SDS. Apds essa incubagéao, o gel foi lavado por 3x de 5
minutos com H,O destilada sob leve agitacdo e incubado com o tampéo de ativacéo
por 20 h a 37°C contendo 0,02 M Na2HPO4, 0,1 M acido citrico nos pHs 5,0 € 6,5
contendo 2mM de DTT (ditiotreitol - ICN Bimedicals Inc., USA) para ativagcado da
peptidase. Apds a ativagdo da cisteino peptidase as bandas foram visualizadas

através da coloragao por comassie blue R-250.



61

3.7. Ativagao da Cisteino peptidase DiaciCATHB

Para os testes de atividade enzimatica, foi observado que a proteina
DiaciCATHB purificada encontrava-se na sua forma inativa, sendo necessario
portanto, sua ativagdo. A ativacao foi realizada segundo a metodologia de Bromme
et al., (2004), com algumas modificagbes. A enzima recombinante estava em
tampao de lise (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 100 mM e NaH,PO4,50mM) pH 8,0. A
essa preparagao, foi adicionado acido acético 50%, a enzima teve seu pH alterado
para 5,0, seguida de incubacgéo a 37°C, durante 1 hora. Apos ativagao, a enzima foi

mantida em gelo e em seguida foi submetida ao ensaio de atividade.

O ensaio de atividade foi realizado em cubeta de quartzo contendo tampao
acetato de sodio 100 mM pH 5,5, 2,5 mM de ditiotreitol (DTT, ICN Bimedicals Inc.,
USA) em compartimento fechado mantido a 30°C. A leitura da atividade da enzima
foi realizada pela medida de aumento de fluorescéncia ocasionada pela hidrélise do

substrato Z-Phe-Arg-MCA, monitorada em espectrofluorimetro Hitachi F-2500.

3.7.1. Caracterizagao cinética da cisteino peptidase recombinante DiaciCATHB

Para os testes de atividade da enzima DiaciCATHB foi utilizada cubeta de
quartzo de 500 pL, na qual foi adicionado 400 uL de tampéao acetato de soédio 100
mM, pH 5,5, e em seguida, 2,5 mM (concentracdo final) do agente redutor DTT
(ditiotreitol - ICN Bimedicals Inc., USA). O DTT é utilizado como agente redutor do
residuo de cisteina presente no sitio ativo das cisteino peptidases. Juntamente ao
tampao acetato e DTT, foi adicionado 2,14 uM da enzima recombinante e a reagao
foi incubada por 3 minutos a 30 °C. Apds incubacdo, foram adicionadas as
concentragdes crescentes de 7,5, 15, 30, 45 e 60 uyM de substrato Z-F-R-MCA
(Calbiochem). As medidas de fluorescéncias foram detectadas em
espectrofluorimetro Hitachi F-2500. A fluorescéncia € medida através da hidrélise do
substrato Z-F-R-MCA, em comprimento de onda (A.x) de excitagcdo de 380 nm e
emitindo fluorescéncia que pode ser detectada em (Aen) 460 nm (Figura 3.2). A
velocidade da reacdo é entdo medida considerando a quantidade de MCA livre,
como resultado da hidrdlise do substrato pela enzima. O programa FL Solutions 2.0
analisa os resultados a partir dos dados de UAF (Unidade Arbritaria de
Fluorescéncia) vs tempo, gerando uma reta que corresponde a velocidade da

reagao. Os testes foram realizados em triplicata.
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Figura 3.2. Representagcdo da hidrélise do substrato fluorogénico. Liberagao da molécula
fluorescente pela clivagem do substrato pela enzima, o MCA livre é excitado em A 380 nm,

emitindo fuorescéncia a A 460 nm.

Aex =380 nm Aem =460 nm

N\

/
Z-Phe-AriMCA | -

I

Grupo fluorogénico Hidrélise do
substrato

Enzima

Fonte: (Elaborada pela autora).

3.7.2. Calculo da constante de Michaelis-Menten

A constante de Michaelis-Menten (Kn) permite analisar a afinidade da enzima
pelo substrato utilizado. O valor de K, foi determinado utilizando diferentes
concentragdes do substrato Z-F-R-MCA variando de 1 a 75 yM, em 500 uL de
solugado da reagao, contendo tampéao acetato de sédio 100 mM pH 5,5 e 2,5 mM de
DTT. O valor do K, foi determinado a partir de um grafico da velocidade da reagao
vs substrato, utilizando o programa Grafit LEATHERBARROW, 2001).

3.7.3. Ensaios de inibicdo da atividade catalitica da DiaciCATHB

Nos estudos de inibicdo da atividade catalitica da cisteino peptidase de D.
citri, DiaciCATHB, foi utilizado o inibidor de cisteino peptidases CaneCPI-4, uma
cistatina de cana-de-agucar caracterizada por Gianotti et al., (2008). Outros dois
inibidores E64 (inibidor de cisteino peptidases em geral) e CA074 (inibidor de
catepsina B) (Calbiochem), também foram utilizados em testes de inibicdo de
atividade enzimatica preliminares. Os ensaios de inibicdo enzimatica foram
realizados em cubeta de quartzo de 500 uL, a 30 °C. A enzima DiaciCATHB (2,14
uM) pré-ativada a 37°C, foi adicionada em cubeta de quartzo contendo tampéo
acetato de sédio 100 mM pH 5,5 e DTT (2,5 mM) (dithiothreitol) e incubada por 3
minutos em um volume final de 500 L. Apds a incubagao, o substrato Z-Phe-Arg-

MCA (7,5 uL @ 5 mM/uL) foi adicionado e a leitura da atividade catalitica residual
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realizada em espectrofluorimetro F-2500 (Hitachi). A atividade catalitica, gerada pela
hidrolise do substrato pela enzima na auséncia de inibidores, representada como
100% de atividade, foi utilizada como controle. Nas mesmas condigdes foram
adicionadas concentracdes crescentes de inibidor na cubeta. Em seguida foi
calculada a constante de inibigao (Ki), o inibidor CaneCPI-4 foi adicionado a reagao
em diferentes concentragbes (0,04, 0,08, 0,12, 0,16, 0,20, 0,24, 0,28 nM). A
constante de inibicdo (K;) é determinada pela formula Vo / Vi — 1, sendo V;, a
velocidade de hidrdlise em auséncia de inibidor e Vi a velocidade de hidrdlise na
presenca de inibidor (BEYNON; BOND, 1989). Os dados foram utilizados para a
construgdo de um grafico de inibigao utilizando o programa GraFit versao 5.0.11.
(LEATHERBARROW, 2001). Nos testes preliminares as concentra¢des de inibidores
foram de 0,104 nM CA074 e 0, 016 uM de E64.

3.8. Anadlise por espectrofotometria de massa da cisteino peptidase
recombinante

Esses experimentos foram realizados pelo Prof. Dr. José Cesar Rosa, do
Centro de Quimica de proteinas — Departamento de biologia molecular e celular da
Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto.

A proteina purificada em coluna de resina de niquel Ni-NTA superflow
(Quiagen), foi digerida por tripsina por 24 horas a 37°C em 0.1 M de bicarbonato de
amoénio. A hidrolise de tripsina foi interrompida pela adi¢do de 5 uL de acido férmico
e os peptidios tripiticos foram desalinifixados em microponteiras contendo resina
POROS R2 (Perseptive Biosystem). A resina foi carregada e previamente ativada
em metanol e lavada para a remogao do sal com 150 uL de acido férmico 0.2% por 3

vezes e eluidos em 30 yL de solugao contendo acido formico 5 % e metanol 60%.

As anadlises de espectrometria de massa de peptideos tripticos MS foram
realizadas em espectrdmetro de massa por “eletrospray” triplo quadruplo Quattro I
(Micromass Manchester, UK) por infusdo direta (300nL/min) sob as seguintes
condigdes: voltagem de capilaridade mantida a 2.8 kV, cone de voltagem de 40 V e
cone de temperatura a 100 °C. Os parametros para varredura de ions MS1 foram
otimizados com fragmentos de peptideos sintéticos ACTH 18-39 (Sigma — Aldrich, St
Louis, MO, USA) e angiotensina |l fornecidos pelo laboratério de sintese de

peptideos da UNIFESP, Sao Paulo, ambos na concentracdo de 1 pmol/ pyL. A
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fragmentacdo dos peptideos foi obtida por CID-MS/MS e a energia de colisdo
utilizada foi entre 25 e 40 eV e o argbnio utilizado como gas de colisdo a uma

pressao parcial de 3.0x10-3 mTorr.

Cada espectro foi coletado de 20-50 scans (2 a 5 scan/seg) e foi processado
utilizando o programa Masslynx v.3.3 (Micromass, Manchester, UK) e os ions foram
desconvoluidos para massa molecular utilizando o algoritimo MaxEnt1 ou MaxEnt 3.
A Sequéncia de aminoacidos dos peptideos tripticos foi deduzida a partir das séries
de fragmentos de ions b e y produzidas pela colisdo induzida pela espectrometria
(CID-MS/MS). As razdes de massa por carga foram determinadas com o peptideo

sintético precursor de ion angiotensina Il, a 150 ppm % 20 por ESI-MS.

Para fragmentos de ions do tipo y e b as medidas foram a 300 ppm £ 100
ap6s multiplas analises por ESI-CID-MS/MS. As sequéncias de aminoacidos dos
peptideos tripticos foram comparadas com a sequéncia de aminoacidos da cisteino
peptidase de D. citri. Disposta no banco de dados do transcriptoma de D. citri de
USDA - (United States Departament of Agriculture) e na sequéncia de aminoacidos

obtida pelo sequenciamento realizado em nosso laboratério (LBM- UFSCar).

3.9. Coleta das fases de desenvolvimento de D. citri e extragao do RNA total de
ovos de D. citri para analise de expressao génica

Apos a coleta das diferentes fases de desenvolvimento, ovo,
aproximadamente 400 ninfas e 400 adultos de D. citri. As amostras correspondentes
a fase de ninfa e adulto foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido,
armazenadas em (-80°C) para posterior extracdo do RNA total baseado na
metodologia descrita por Chomczyn e Sacchi (1987), como ja descrito anteriormente

no item 3.2.

Para a fase de desenvolvimento de ovo, foi utilizada a metodologia de
Chomczyn e Sacchi (1987), com algumas modificagdes. Devido ao tamanho
diminuto dos ovos de D. citri, em torno de 0,31 mm de altura e 0,14 mm de largura, a
coleta torna-se laboriosa. Sendo assim, os ovos foram coletados com o auxilio de
uma agulha e lupa e adicionados imediatamente em 500 uL de reagente Trizol
(Invitrogen) em um tubo (Eppendorf) de 1,5 mL e mantido em gelo, devido ao longo
periodo de exposi¢ao, para que a amostra mantivesse sua integridade até o fim da

coleta. Apds a coleta, a solugéo de trizol contendo os ovos, foi centrifugada a 13.000
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rom, a 4°C por 2 minutos, para que se formasse um “pellet’, e o sobrenadante foi
descartado. Em seguida, foi adicionado 500 pyL de reagente Trizol (Invitrogen) e
macerado com o auxilio de um pistilo de vidro, pressionado a amostra contra a
parede do tubo (Eppendorf) de 1,5 mL. Em seguida, foi realizada uma centrifugagao
a 12.000 x g, 10 minutos a 4°C, o sobrenadante coletado e adicionado a um novo
tubo (Eppendorf) de 1,5 mL. A amostra foi incubada em temperatura ambiente por 5
minutos e logo apos vortexada. Foi adicionado 100 ul de cloroférmio e em seguida,
as amostras foram agitadas por 15 segundos e incubadas por 12 minutos em
temperatura ambiente. O lisado foi centrifugado em 12.000 x g por 15 minutos a uma
temperatura de 4°C. Trés fases foram separadas: sobrenadante, intermediaria e
organica, o sobrenadante foi tranferido para um novo tubo (Eppendorf) de 1,5 mL
contendo 250 pl de isopropanol e vertido sutilmente. Apds, a amostra foi incubada
por 10 minutos em temperatura ambiente. Foi realizada uma centrifugacao a 12.000
x g por 10 minutos, 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet preservado, uma
lavagem com etanol 70% seguida de centrifugacdo por 5 minutos em 7.500 x g a
4°C foi realizada. Com o auxilio de pipetas de Pasteur o sobrenadante foi removido
e o tubo contendo o RNA foi vertido em papel estéril para remog¢ao do etanol, apés
alguns minutos os tubos embrulhados em papel estéril e em temperatura ambiente,
o pellet foi ressuspendido em 30 yl de agua nuclease free (Promega) e estocado a -
80°C. O RNA foi quantificado em espectrofotdmetro nanodrop ND 1000 (Thermo

Scientific) e também em gel de agarose 1% para analise de sua integridade.

3.9.1. Tratamento dos RNAs provenientes das fases de desenvolvimento de D.
citri com DNAse

O RNA das amostras das diferentes fases de desenvolvimento de D.citri
foram tratadas, sendo 3 ug de RNA total das amostras de ninfa e adulto e 93,6 ng da
amostra de ovo foram tratados com a enzima DNAse | Amplification grade
(Invitrogen), em um volume de reacdo de 30 L, em cada tubo foram adicionados
1,5 yL de DNAse | (1U/uL), e para amostra de ovo, 0,5 pL (1U/ uL) e tampao da
reagao 10X (concentragao final 1X). Os tubos foram incubados por 15 minutos em
temperatura ambiente, para que ocorresse a ativagdo da enzima, em seguida para
inativacao da DNAse | foi adicionado 1,5 uyL de EDTA 25 mM e 0,5 yL para o tubo da
amostra de ovo, e aquecidas por 10 minutos a 65°C. As amostras foram analisadas



66

em gel de agarose 1% para analise de integridade e quantificados em
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) em comprimento de onda

de 260 nm e a pureza confirmada através das razdes de leituras a 260 e 280 nm.

3.10. Desenho dos oligonucleotideos utilizados no qPCR
Os oligonucleotideos para analise de gPCR (Tabela 3.3), foram desenhados
com o auxilio do programa Primer3 (ROZEN; SKALETSKY, 2000),

(http://frodo.wi.mit.edu/). Os parédmetros utilizados foram: auséncia de

complementaridade interna, % de GC, tamanho entre 18-20 bases, temperatura de
desnaturagdo de 55-61°C, tamanho do amplicon de 75-150 pb (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Foram desenhados oligonucleotideos para o gene actina,

utilizado como controle endégeno.

Tabela 3.3. - Oligonucleotideos utilizados na reagao de qPCR

Nomes Sequéncias 5’ 3’
CathBD.citriRT_F CAGCACAACTTCGGTGATT
CathBD.citriRT_R CAATGGTCGTTCCAAGAGT
ActinaRT_F ACCATCGGAAACGAAAGAT
ActinaRT_R CGTGGATACCGCAAGATT

Fonte: (Elaborada pela autora).

3.11. Calculo de eficiéncia e especifidade do oligonucleotideos qPCR

Para calculo de eficiéncia da reacdo e analise de especificidade dos
oligonucleotideos (Tabela 3.2) utilizados foi realizada uma analise de curva padréo
(Ct x quantidade de cDNA), a curva padrao é uma ferramenta muito util para
determinar as caracteristicas de um ensaio, como sua eficiéncia, sensibilidade e
variaveis associadas com a preparagao de amostras. Assim, foi realizada uma
diluicdo seriada de cDNA, partindo de uma quantidade inicial de 100 ng de cDNA,
foram realizadas 5 diluigdes seriadas, Para calculo de eficiéncia da reacéao utiliza-se
a formula E = [10"®] — 1. Para uma reacéo com 100% eficiéncia, é necessario um
slope de -3.32 com uma tolerancia de * 0,3, para que esses valores sejam aceitaveis
e R?=1.0, ou seja, valores de R? > 0,99 sao sugeridos (PFAFFL, 2006).



67

3.12. Andlise de expressao génica relativa de DiaciCATHB em diferentes fases
de desenvolvimento

Para a gPCR foi utilizado o kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
(Invitrogen) que contém todos os reagentes necessarios para a reagdo, exceto os
oligonucleotideos. Este kit contém o fluoréforo SYBR Green |, (um corante
fluorescente que emite fluorescéncia ao se ligar ao sulco menor dupla fita do DNA,
ou seja, ocorrendo um aumento das duplas fitas de DNA, ocorrera um aumento
proporcional de fluorescéncia na reagado), a enzima uracil-n-glicosidase (UDG) e
dUTP em substituicdo ao dTTP. A enzima UDG remove residuos de uracila
presentes em moléculas de DNA fita simples ou dupla, evitando que o DNA
contendo uracila, resultante de amplificacdes prévias, sirva como molde na reacéo.
Ap6s passos de descontaminagcdo, a UDG é inativada por altas temperaturas

durante os passos de qPCR.

A reacao de PCR foi realizada em volume de 10 pL contendo 1 yL de cDNA,
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 1X, 0,4 uM de cada oligonucleotideo e
H20. A reacédo de amplificagdo foi realizada no equipamento Eco Real-time System
(lumina) e o ciclo de reagao utilizado: Incubacdo da UDG a 50 °C por 2 minutos,
ativacao da polimerase a 95 °C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 30
segundos, 54 °C por 30 segundos e 72 °C por 40 segundos. Anadlise da curva de
dissociagao (Melting) foi utilizada para analise de especificidade das amplificagdes,
utilizando ciclos na ordem de 95 °C, 55°C e 95 °C por 15 segundos em cada
temperatura. A curva de dissociagdo dependera do tamanho do fragmento,
quantidade de GC e ordem da sequéncia, para analise dos produtos especificos ou
inespecificos, como, dimeros de primers, possiveis erros e contaminagdes. Os
produtos de PCR podem ser analisados pela curva de dissociagdo, pois, cada
molécula de DNA dupla fita possui uma temperatura de dissociagao caracteristica
(Tm), na qual 50% das moléculas estdo com dupla fita e as outras 50% estédo
dissociadas, fita simples. Com aquecimento da reagdo a 95°C, ocorre a
desnaturagdo dos produtos amplificados, e o SYBR Green que intercala o sulco
menor do DNA ¢é liberado do DNA dupla fita, resultando em uma diminuicdo de
fluorescéncia quando a temperatura alcanga a Tm do produto de PCR presente na

reacao.
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Para as analises de expressdo génica é utilizada a fase exponencial da
reacao na qual a especificidade e precisao das reagdes sao mais altas. No qPCR o
equipamento detecta o ciclo de amplificacdo no qual o produto de PCR é suficiente
para produzir um sinal acima de um limite arbitrario, denominado (threshold), que
torna possivel diferenciar a fluorescéncia resultante da amplificacdo daquela gerada
pela fluorescéncia basal, quando ultrapassa o threshold é determinado o Ct (cycle
threshold). Em uma reagdo com 100% de eficiéncia, a quantidade de produto dobra
de maneira uniforme a cada ciclo. O valor de Ct é maior quanto menor for a

quantidade de cDNA molde presente no inicio da reagéo.

3.13. Andlise dos dados de expressao génica por qPCR

A analise da expressao relativa é determinada comparando a expressao do
gene de interesse DiaciCATHB com um gene de referéncia, actina (controle
enddgeno). Desta maneira, a partir dos valores de Cts obtidos tanto para o gene
alvo quanto para o controle enddgeno, foi calculado a média dos Cts de ambos. E, a
média dos Cts do gene alvo (DiaciCATHB) normalizado com a média de Cts do gene
de referéncia (actina), correspondendo ao ACtmedio (Ct médio alvo — Clmedio gene referéncia)-
O gene da actina foi escolhido como controle endégeno por apresentar expressao
homogénea em diferentes tecidos analisados, de acordo com Tiwari et al., (2011).
Os valores de expressao relativa do gene DiaciCATHB nas diferentes fases de
desenvolvimento foram expressos como poténcia de dois (2°%) (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Para andlise da expressdo génica, foi utilizado o método 2" (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). O AACt, faz a normalizagdo dos valores de Ct do gene alvo
em relagdo ao controle enddégeno, permite a normalizagdo com relagdo ao controle

endégeno. O 2°4¢

indica quantas vezes os genes alvo foram mais ou menos
expressos quando comparados ao controle. Para analise da significancia dos
valores obtidos na analise de expressao génica, foi utilizado o programa Relative
Expression Software Tool (REST) 2005 versdo 1.9.12 da Qiagen (PFAFFL et al.,
2002). Este software calcula a expressdo relativa de genes pelo método 24t
levando em conta um valor de eficiéncia e R? citados no item 3.10.1. Também,
permite analisar se existem diferengas significativas entre animais tratados, que

seriam as fases de ninfa e adulto, com relagdo aos animais controle, ovos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise in silico da sequéncia da DiaciCATHB
Na busca por gene que codificasse umacisteino peptidase de D. citri, foi

possivel ter acesso aos dados do projeto do transcriptoma do psilideo Diaphorina

citri, disponivel em http://www.psyllid.org/node/1, desenvolvido pelo United States
Department of Agriculture (USDA). Por intermédio do Prof. Dr. José Belasque Junior
foi possivel ter acesso aos dados brutos do transcriptoma de D.citri, que foram
cedidas pelo Dr. Wayne Hunter. O sequenciamento do RNA de ovo, ninfas de 1°, 3°,
4° e 5° instar e adulto foi realizado por tecnologia lllumina, Inc. Esses dados foram
depositados no banco de dados local no servidor do LBM (DGE - UFSCAR).

Uma sequéncia parcial de uma cisteino peptidase do tipo catepsina B
(110456454) de D.citri, disposta no banco de dados do NCBI foi utilizada para fazer
uma busca por similaridade na montagem dos transcritos de ovo, ninfa e adulto,

utiizando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Como

resultado foram encontrados 6 transcritos de ovo, 10 transcritos de ninfa e 11
transcritos de adulto apresentando similaridade para a catepsina B de Diaphorina
citri.

Uma sequéncia de catepsina B dos transcritos de adulto foi escolhida por
conter a ORF (Open Reading Frame) completa. A sequéncia da ORF que codifica a
cisteino peptidase de D. citri apresenta 1125 pb e 374 residuos de aminoacidos. Na
analise da sequéncia de aminoacidos através do programa Signal P (BENDTSEN, et
al., 2004), (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Um possivel peptideo sinal de
17 residuos de aminoacidos foi predito (Figura 4.1). A presenga de peptideos sinais
em sequéncias podem ser tipicos de proteinas secretoras ou lisossomais (ALBERTS
et al., 2002). A predigédo para sitios de glicosilagao também foi realizada, na qual 4
possiveis sitios de N-glicosilagdo foram preditos através do programa NetNGlyc 1.0

Server (Figura 4.2).
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Figura 4.1. Peptideo sinal identificado na sequéncia da cisteino peptidase de D. citri. A: Os

graficos gerados através do programa Signal P s&o formados devido a presenga de

sequéncias que sdo reconhecidas, como de peptideos sinais. B: O Provavel sitio do

peptideo sinal representado em vermelho, as regides N e C-terminal representadas em

verde e azul claro, e a regiao hidrofébica representada em azul escuro.
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Fonte: (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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Figura 4.2. Possiveis sitios de N - glicosilagdo da DiaciCATHB. O programa NetNGlyc 1.0
gerou um grafico que mostra quais as posigdes das glicosilagbes, sendo para a sequéncia
de DiaciCATHB, as asparaginas 40, 102, 235 e 253.

NetNGlyc 1.8: predicted N-glycosylation sites in Sequence

FPotential
Threshold -

N-glycosylation potential

a T T T T T T T
a 5@ 180 158 280 258 300 3508
Sequence position

Fonte: (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

A presenca e posi¢ao do pré-peptideo na sequéncia da cisteino peptidase foi
predita do residuo de aminoacido 32 — 69, ou seja, um pro-peptideo de 37 residuos
de aminoacidos. Estudos realizados por Bromme, Nallaseth e Turk (2004), relatam
que as cisteino peptidases da familia papaina, apresentam uma pré-regiao para
desempenhar diferentes fungbées como o transporte para o compartimento
endosomal ou lisossémico, para o correto enovelamento da proteina madura ativa, e
inibicdo de atividade da proenzima. E, ainda, que o tamanho dessa pro-regidao varia
significativamente entre os diferentes tipos de cisteino peptidases, sendo descrito
um pro-peptideo de 38 residuos de aminoacidos para uma catepsina X, enquanto

para uma catepsina F, 251 residuos de aminoacidos.

Através das andlises realizadas a proteina DiaciCATHB foi classificada como
pertencente a familia C1 das cisteino peptidases, do tipo catepsina B, possuindo

sitios ativos importantes como cisteina e histidina (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Predicédo do pro-peptideo, familia e sitios ativos da cisteino peptidase.

InterPro Match 3 Query Seq e + Description
1 374

IPRO00169 | Cysteine peptidase, cysteine active site
PS00139» [ THIOL_PROTEASE_CYS

[ IPRO0066S | Peptidase C1A, papain C-terminal

PROO705» L e— @—-@— [ PAPAIN
PFO0112» -EEEeeeeeeeeeennn——— [l Peptidase_C1
SMO00645» -y — W Papain family cysteine protease

[ IPRO12599 | Peptidase C1A, propeptide
PFOB127»  S— H Propeptide_C1

[ IPRO13128 | Peptidase C1A, papain
PTHR1241]» —GEEESSSSSSSSSSSSSEE - [ CYSTEINE PROTEASE FAMILY C1-RELATED

[ IPRO15643 | Peptidase CI1A, cathepsin B
PTHR 124 11 S F 16 » ———— -l CATHEPSIN B

[ IPRO25660 | Cysteine peptidase, histidine active site
PS00639» [ THIOL_PROTEASE_HIS

nolPR | unintegrated

coilr — M coiled-coil
G3DSA:3.90.70.10r —— e — [l no description
SignalP-NN(euk) » & @ signal-peptid
SSFS 400 1 » ————— .- [ Cysteine proteinases

@ PRODOM EPRINTS @PIR W PFAM W SMART ETICRFAMs D PROFILE
OHAMAP OPROSITE W SUPERFAMILY ESIGNALP ETMHMM E PANTHER B GENE3D

Fonte: (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).

No alinhamento da proteina DiaciCATHB com outras catepsinas B de
diferentes organismos de varias ordens, os residuos idénticos estao representados
em caixas pretas e os residuos conservados ou com caracteristicas similares sdo

indicados por caixas cinzas (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de catepsinas B de diferentes
organismos. Diaphorina citri_ NCBI (110456454), DiaciCATHB, Nilaparvata Ilugens
(22535408), Tribolium castaneum (282400164), Triatoma infestans (38147393),
Acyrthosiphon pisum (193716207), Myzus persicae (51947600), Helicoverpa armigera
(7537454), Danio rerio (27882093), Pan paniscus (397467300) e Homo sapiens (30583753).
O sublinhado vermelho no inicio da sequéncia corresponde a regido do peptideo sinal da
sequéncia de DiaciCATHB. As caixas coloridas indicam os residuos cataliticos, do sitio ativo
(triade), em verde: asparagina, em amarelo: histidina, em pink: cisteina. Triangulos indicam
as regioes dos sitios de N-glicosilagdo. A caixa preta alta evidencia a possivel regido do loop
de oclusdo. As caixas pretas correspondem a 100% de identidade de aminoacidos. As

caixas vazias e cinzas correspondem aos residuos similares.
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Fonte: (http://www.ncbi.nim.nih.gov/, alinhamento realizado no programa BioEdit v. 7.0.5.3).

4.2. Construcao do plasmideo de expressao pPICZaC_DiaciCATHB

A ORF que codifica a proteina DiaciCATHB, com exclusdo da regiao inicial
pertencente a sequéncia do peptideo sinal foi amplificada por PCR, utilizando os
oligonucleotideos especificos contendo os sitios de restricdo para as enzimas EcoRI
e Xbal. Em analise em gel de agarose 1% um fragmento correspondente ao

tamanho esperado para a catepsina B, foi visualizado (Figura 4.5).

Figura 4.5. Amplificacdo da regido codante da catepsina B de D. citri. M: marcador de
massa molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen). 1, 2 e 3: produto amplificado de
DiaciCATHB.

M123

pb
3000 -

1500 -

1000 - -1074pb

Fonte: (Elaborada pela autora).

A partir do produto amplificado, foi realizada a digestdo e purificagédo do
fragmento, e o mesmo utilizado para clonagem em vetor de propagagao PTZ57r.
Apo6s PCR de colbnias e clivagem com as enzimas de restricdo, um fragmento de
1074 pb correspondente a catepsina B de D. citi e um fragmento de

aproximadamente 3000 pb correspondente ao vetor PTZ57r foi visualizado em gel
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de agarose 1% (Figura 4.6). O produto de amplificacao foi digerido e utilizado para a

ligacao no vetor de expressao pPICZaC.

Figura 4.6. A: PCR de colbnias do plasmideo PTZ57r + ORF Catepsina B. M: marcador de
massa molecular 1 Kb (Invitrogen). B: Analise de restricdo (enzimas EcoR/ e Xba |) para
confirmagdo do plasmideo de propagagao. M: marcador de massa molecular 1 Kb
(Invitrogen). 1: Plasmideo n&o-restringido. 2: Plasmideo restringido e verificagdo dos
fragmentos de 3000 pb correspondente ao vetor PTZ57r e 1074 pb correspondente a ORF
de DiaciCATHB.

R

Fonte: (Elaborada pela autora).

Como resultado da PCR de colénia,10 colénias recombinantes apresentaram
resultado de amplificagao positivo. Para a confirmagao dos clones positivos realizou-
se uma reagao de clivagem de 5 col6nias recombinantes, utilizando as enzimas de
retricdo utilizadas na clonagem. Podemos observar na figura 4.7 o plasmideo
pPICZaC_DiaciCATHB restringido. Apos a clivagem com as enzimas EcoRI e Xba |
verificamos a presenga dos fragmentos de 3600 pb correspondendo ao vetor
pPICZaC e 1074 pb correspondendo a ORF de DiaciCATHB.

Figura 4.7. A: Analise de restricdo (enzimas EcoR/ e Xba |) para confirmagao do plasmideo
de expressao. M: marcador de massa molecular 1 Kb (Invitrogen). 1, 3, 5, 7 e 9: Plasmideo
restringido, e verificagdo dos fragmentos de 3.600 pb correspondendo ao vetor pPICZaC e
1074 pb correspondendo a ORF de DiaciCATHB. 2, 4, 6 e 8: Plasmideo nado — restringido

(controle).
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Fonte: (Elaborada pela autora).

Foi realizada a linearizacdo do plasmideo de expressdo para posterior
transformacao em P. pastoris (Figura 4.8). A linearizagdo é necessaria para que
ocorra a integragdo no genoma da levedura P. pastoris, aumentando a estabilidade

das linhagens utilizadas na expressao recombinante.

Figura 4.8. Linearizagdo do plasmideo de expressédo pPICZaC_DiaciCATHB. M: marcador
de massa molecular 1 Kb (Invitrogen). 1: Plasmideo linearizado, fragmento de 4.674 pb
correspondendo ao vetor pPICZaC + ORF DiaciCATHB. Com confirmacéao clones positivos,

o clone 4 foi escolhido para dar continuidade dos experimentos.

pb
5000—
3000—

Fonte: (Elaborada pela autora).

A construcéo contendo a ORF de DiaciCATHB foi feita com o pré-peptideo na
regiao N-terminal da proteina, ou seja, em sua forma inativa, excluindo o peptideo
sinal da sequéncia e em fusdo com o peptideo sinal do vetor de expressao
pPICZaC, que apresenta uma regidao que corresponde ao peptideo sinal fator a, um
fator de secrecao, o qual permite que a proteina seja secretada para o meio de
cultivo e em fusdo com uma regidao C-terminal com seis histidinas, importante para a

etapa de purificagdo da proteina recombinante. A figura 4.9 representa o modelo
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esquematico do plasmideo de expressao pPICZaC_DiaciCATHB juntamente com a
sequéncia da ORF de DiaciCATHB.

Figura 4.9. Esquema representativo do plasmideo de expresséo pPICZaC_DiaciCATHB e
sequéncia da ORF da catepsina B. 5 AOX — extremidade 5 do gene AOX, regido de
recombinagao; Fator a — fator de secregéo; c-myc — para detecgédo da proteina de fusao por
anticorpo anti-myc; 6xHis - cauda de 6 histidinas; 3' AOX — extremidade 3’ do gene AOX. Na
sequéncia do gene de DiaciCATHB os nucleotideos em vermelho com uma bolinha preta,
indicando o start e stop cddon, as caixas em verde indicando as regides de anelamento dos
primers; as setas laranjas com nucleotideos em negrito e sublinhado, a possivel regido do
pro-peptideo, os nucleotideos grifados em vermelho indicando a sequéncia do epitopo c-

myc e os 7 asteriscos, as seis histidinas presentes no plasmideo de expressao.

pPICZaC_DiaciCATHB

EcoR1 Xbal
5 AOX1 Fatora DiaciCATHB c-myc 6xHis 3 AOX1
UTRS 14 21 31 M 51 61 7 81 91 101

— \4
1 GCGCGCGGCAGCCATATGATGTGGGCCGTAGGAGTTTTAGTTCTGATTGCCACCCAATCATTGGCGATATACGT TCCACAGAGACTGGACGGITTTGTCGGTA

.<M M W A V G VL VLI ATQaQQSL Al Y VPQRLDGL SV

103 ICGTTGGCCGATATCGTCGATCAAGTCAACAACAATGTCACATC AACCTGGCAGGCCAGACACAACTTCCACCCCGACACACCGGTGTCGTACTIGTCTT
S LA DI VDQVNNNVTSTWAQARUHNTFMHPIDTWPV S YLS S

\4
206 CCCTCGCGGGTACTCGACCTCTGGACGAATCAGACGAGGATCACCTAGAATT TATCGAACAAATCAAACAGAACCGGGCCGAATATGAAGCCAACTCTAAAC
LAGTR P LDESDEDMHILEFIE QI KQNIRAEYEANSK Q

307 AGGACCGTGTAGAAGCCAACTCTAGCGAAGAT GATGATCTGGAAACCATGGGCTGCCAGAACGCCAAGGGACT GCCGAGGAATTTCGACGCCCGAGAAAAG
DRV EANSSE EDDTUDLET MGTC QNAIKGLP RNF DAREKW

413 TGGCCCGAGTGTCCGTCCCTGAGACACATTGCTGATCAGAGCAACTGTGGGAGCTGCTGGGCTGTGAGTGTTGCGAAT GCCATCAGTGACAGACTATGCAT
P E CP S LR HI A DQSNZ CG SCW AV S VANAI SDURLC | A

513 TGCATCCAATGGCTACTTCACAGGCCAAATATCCGCCCAGCATATCGTGGCCTGTACGCCCAATTGTTGGGGATGTAATGGAGGTTGGCCTCAGCTAGCGTG
SN GY FT GQI S A @QHI VACTPNZT CWGT CNGS G WPQQL A WR

614 GAGATTCTGGGGACACAACGGAGTGGTCACTGGAGGAGATTACAACTCACAAGAGGGTTGTCAACCATACACCTTGGCCCCGTGCGAGCATCACGTGCAAG
FWGHNGV VT GGD Y NSQEGCQPYTLAPTCEHMHYVQGTP

714 GGCCTCTGCAAAACTGTACCCTACTGGG TAAGCTGAAAACCCCTGAATGCAAACAGAACTGCTACAACCCGTCCTATGAATCTACGTACCGGTTTGACCTCAA
La NCT L LG KL KT PETCKW QNTCYNP S YE STY RFD L KK

817 AAAGGGCAAGAAAGCTCACATGGTACCTCGTTGTAACGCAATGAGACAAATTTACGAACACGG TCCCCTGGTGGCAATATTCTCTGTGTATGCAGACTTCCTC
G K KAHMVPR CNAMRAQI Y E HGP LV AI FSVYADTFLAQ

919 CAGTACAAATCAGGTGTGTACCAGCACAACTTCGGTGATTCCATAGGACTTCACGCTGTCCGAGTTTTGGGCTGGGGCGTAGAAAATGACATCCCGTACTGG
K s GGV YQHNTFGDSI GLHAVRVL GWGV ENUDI PY WL V

1020 CTTGTGGCTAACTCTTGGAACGACCATTGGGGAGACCATGGCACATTCAAAATACTCCGTGGGGAGAACGAGGCGGACGTTGAAATGGGATTCAACGTGGG
AN S WNUDMHWGUDH GT F KI LRGENEAUDVEMGF NVG Y P

1120 CTACCCACAG GCAAGTTTP\ACGTGGGCTACCCACAGTTTTTGCAAGT'I]TCTAE}AACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGIAATAGCGCCGTCGACC
R G LP T VFA S F NKNS S Q KR> *

1222 ATCATCATCATCATCATTGA
* % % % % % @

Fonte: (Elaborada pela autora).
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4.3. Transformagao do plasmideo pPICZaC_DiaciCATHB em células de Pichia
pastoris

Apos a linearizagao do plasmideo, esse foi utilizado para transformar células
de Pichia pastoris, linhagem KM71H. Apds a transformacédo, foi realizada uma
busca pela colénia recombinante em Pichia pastoris e a confirmagao da integragao
correta do inserto de interesse no genoma da levedura por PCR das colénias. Para
tanto, os treze clones foram selecionados em meio de cultivo seletivo e seis
apresentaram produto de amplificagdo no tamanho esperado para o fragmento de

interesse, sendo de 1500 pb (figura 4.10).

Figura 4.10. PCR das colénias de KM71H transformadas com o plasmideo recombinante
pPICZaC_DiaciCATHB. M: marcador de massa molecular 1 Kb (Invitrogen). 1, 5, 6, 9, 10

e11: Controles negativos. 2, 3, 4, 7, 12 e 13: clones positivos.

M 1234567891011 1213

pb

1500-
1000- &

500- &

Fonte: (Elaborada pela autora).

4.4. Expressao da proteina DiaciCATHB recombinante em células de Pichia
pastoris

De acordo com os resultados obtidos no PCR das colénias, uma parte
consideravel dos clones apresentava o gene de interesse, sendo que os 13 clones
foram escolhidos para analise de expressao da proteina recombinante em pequena
escala. O teste para analise de expressao foi realizado por um periodo de 144 h.
Entre os clones testados, somente um apresentou expressdo da proteina
recombinante, o qual foi escolhido para analise de todos os tempos de indugcao da

expressao (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Expresséo do plasmideo de expressdao pPICZaC_DiaciCATHB recombinante
em P. Pastoris KM71H. SDS-page 15% corado com Comassie blue, mostrando a indugao
de pPICZaC DiaciCATHB suplementada com metanol 0,75%. M: marcador de massa
molecular (Invitrogen). 1- sobrenadante 0 hora de indugdo; 2- sobrenadante 24 horas de
inducdo; 3- sobrenadante 48 horas de inducao; 4-sobrenadante 72 horas de inducédo; 5-
sobrenadante 96 horas de inducéo; 6-sobrenadante 120 horas de indugao; 7-sobrenadante

144 horas de inducéo.

Fonte: (Elaborada pela autora).

Analisando os resultados dos ensaios da expressao da proteina recombinante
em ceélulas de P. pastoris apos 24 horas de inducédo ja foi possivel verificar uma
banda de expressio, sendo que com o aumento do tempo de indugdo, um rastro
abaixo da banda é verificado, sugerindo que com o aumento do tempo de indugao, a
enzima comega a ser degradada. O tamanho esperado para a proteina
recombinante era de aproximadamente 46 kDa, pois a massa molecular da enzima
predita € de 41,9 kDa, porém, com a exclusdo do peptideo sinal da sequéncia e
adicao do fator de secrecgao, epitopo c-myc e cauda de histidina C-terminal a massa
estimada é 45,3 kDa, totalizando um aumento de 3,4 kDa. No entanto, observou-se
a presenca de uma banda na altura de aproximadamente 50 kDa, o que também era
esperado, devido aos sitios de N-glicosilagcbes preditos na sequéncia e a capacidade
do sistema de expressao P. pastoris promover processamento e modificagoes pds-
traducionais de proteinas. De acordo com Heimo et al., (1997), uma glicoamilase de
Aspergillus awamori expressa em P. pastoris apresentou um aumento em sua
massa molecular de 30 kDa, 10 kDa como resultado de N-glicosilagédo e 20 kDa

resultante de O-glicosilacao.

Baseado nos tempos de indugdo utilizados para a expressdo da proteina

recombinante, o tempo de indug¢do de 72 horas foi escolhido para a realizacdo dos
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ensaios de expressao da proteina em larga escala. Apos 72 h de indugéo da cultura
celular do clone de P. pastoris contendo o gene DiaciCATHB, foi coletada e
centrifugada para a obtencdo da proteina recombinante secretada no meio de

cultura.

4.5. Purificagao da proteina DiaciCATHB recombinante

O sobrenadante proveniente dos ensaios de expressao foi coletado e utilizado
para a purificacdo da proteina recombinante por cromatografia de afinidade em
coluna contendo resina de niquel. Em SDS-PAGE 12%, foi possivel constatar a
proteina em diferentes fragbes da cromotografia, entre elas as fragdes do eluato,
tampao de lavagem e no primeiro gradiente com 10 mM de imidazol. O rendimento
da purificacdo foi baixo. Podemos observar que houve provavelmente uma baixa
interacdo da proteina com a resina de niquel, o que indicava uma provavel perda da
cauda de histidinas na regido C-terminal devido ao processamento sofrido pela

proteina recombinante.

Para evitar o processamento de DiaciCATHB, analisando as amostras em
SDS-PAGE 12%, dos diferentes tempos de inducédo da proteina recombinante, era
possivel detectar que no tempo de 48 h um rastro pequeno de degradagcao era
iniciado, e que este era ausente no tempo de 24 h de indugdo, mas que por outro
lado ja havia a expressdo da proteina recombinante. Segundo dados da literatura a

instabilidade € uma caracteristica comum de cisteino peptidases do tipo catepsina B.

Em analise de SDS-PAGE 12%, apds 24 h de inducao foi possivel verificar a
expressao da proteina recombinante e também sua purificagdo por cromatografia de
afinidade a 4°C. Foi verificado a presenca da banda correspondente a proteina
DiaciCATHB purificada nas fragdes de 10 e 25 mM de imidazol (Figura 4.12).
Podendo-se comprovar que a purificagao realizada e uma temperatura mais baixa foi
mais efetiva devido a um melhor rendimento e estabilidade da proteina
recombinante. A purificacdo por cromatografia de afinidade foi realizada de forma

eficiente, permitindo a eluigdo de uma banda integra e unica.

O rendimento da proteina DiaciCATHB purificada foi de 2 mg por litro de
cultura. Quando comparado a outros sistemas de expressao, o rendimento de
proteinas expressas em P. pastoris € maior, no entanto, esse rendimento foi

suficiente para a realizacdo dos estudos de caracterizagdo cinética da enzima.
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Alguns estudos relatam um rendimento de proteinas produzidas em Pichia pastoris
com cerca de 60 mg por litro de cultura, enquanto outros relatam 12 mg por litro
(AOKI et al., 2003; PHILIP et al., 2007). O rendimento de DiaciCATHB foi baixo,
quando comparado a outras proteinas recombinantes expressas no mesmo sistema
de expressao e devido a quantidade de proteina necessaria para a realizagado dos
experimentos posteriores. Porém, foi possivel a realizacdo de todos os
experimentos, devido a produgdo suficiente de DiaciCATHB resultante de varias

inducdes.

Figura 4.12. Purificagdo de DiaciCATHB expressa em P. pastoris. SDS-PAGE 12% corado
com comassie blue. M: Marcador de massa molecular (Invitrogen). 1: Eluato. 2: Tampao de
lavagem sem imidazol. 3: Proteina eluida em 10 mM de imidazol. 4: Proteina eluida em 10
mM de imidazol. 5: Proteina eluida em 25 mM de imidazol. 6: Proteina eluida em 25 mM de

imidazol.
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Fonte: (Elaborada pela autora).

A proteina recombinante DiaciCATHB purificada, foi dialisada em tampéo de
lise pH 8,0, tampé&o acetato de sdédio 100 mM pH 6,0 e tampé&o acetato de sdédio
100mM pH 4,5, todas as dialises realizadas overnight. A proteina recombinante
apresentou sinais de degradacgao na dialise em pH 4,5. Nos outros dois valores de

pHs, 6,0 e 8,0, a proteina manteve sua integridade.

Também, foi constatado que a fragdo da enzima purificada e dialisada em
tampao de lise pH 8,0 apresentava uma integridade melhor, quando comparada a
didlise em pH 6,0 tampao acetato de so6dio 100 mM, sugerindo que a dialise da
proteina em pH mais alto seja um fator importante para sua integridade mantida

posteriormente. Sendo que a dialise em pH 8,0 em tampao de lise foi mantida para
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0s ensaios, e um tempo menor de dialise, de 2 horas. Todas as modificacdes foram
realizadas priorizando a integridade da proteina e excluindo oportunidade para que a

mesma sofresse processamento.

4.6. Imununodetecc¢ao de DiaciCATHB

Para confirmacdo de que a proteina tratava-se realmente de DiaciCATHB
procedeu-se com o ensaio de imunodeteccdo utilizando o anticorpo anti-
DiaciCATHB produzido em camundongos a partir da proteina recombinante
purificada produzida e P. pastoris. Através das analises de imunodetecg¢ao foi
observado que o anticorpo policlonal contra a proteina recombinante DiaciCATHB foi
capaz de reconhecer a proteina recombinante produzida em P. pastoris purificada

na titulagado de 1:3000 demonstrando assim sua especificidade (Figura 4.13).

Figura 4.13. Ensaio de imunodetecgédo de DiaciCATHB. A: SDS-PAGE 12 % corado com
comassie blue, mostrando a proteina recombinante purificada. M: Marcador de massa
molecular (Invitrogen). 1. DiaciCATHB purificada e concentrada. B: Ensaio de

imunodeteccgéo quimiluminescente realizado com a mesma amostra da figura A.
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Fonte: (Elaborada pela autora).

4.7. Deteccao da atividade do sobrenadante de P. pastoris expressando a
cisteino protease recombinante em gel de gelatina

Através de eletroforese em SDS-PAGE contendo 0,04% de gelatina realizada
a 4°C, e tratamento com tampdes de renaturagcdo, ativacdo e coloracdo por

comassie blue R-250, foi realizado um teste preliminar para detectar a atividade da
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cisteino peptidase. Foi verificada também a presenca de bandas ndo marcadas
correspondendo as amostras da papaina (controle) e do sobrenadante de P. pastoris
expressando a cisteino peptidase recombinante. As regides mais claras do SDS-
PAGE evidenciam que houve a hidrélise do substrato gelatina, nos trés valores de
pHs testados, sendo que no pH 6,4 a hidrolise do substrato foi mais evidente,
permitindo dizer que a proteina estava ativa no sobrenadante de cultura celular apos

a indugao da expressao da proteina (Figura 4.14).

Figura 4.14. Zimografia reversa. 1: 50 ng Papaina (Controle positivo); 2: Sobrenadante P.
pastoris expressando pPICZaC _DiaciCATHB. A: pH 5.4; B: pH 6.4; C: pH 7.3.

Fonte: (Elaborada pela autora).

4.8. Ativacao da proteina recombinante DiaciCATHB purificada

Testes iniciais de atividade realizados com a proteina recombinante
demonstraram que esta encontrava-se em sua forma inativa. Desta maneira,
estratégias foram adotadas para remocédo da provavel pré-regidao da enzima e
consequente ativagdo da mesma.

O pH da solugédo contendo a enzima foi mantido 8,0 durante a dialise para
que a proteina recombinante estivesse em sua forma de zimogénio e nao sofresse
processamento. Sendo que uma vez ativada a clivagem autocatalitica ocorre e a
proteina madura pode processar outras moléculas precursoras, ocorrendo uma
reagdo em cadeia que permite a remogao da proregidao da proteina ndo madura
(VERNET et al., 1991).
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Assim, a proteina DiaciCATHB foi ativada durante uma hora a 37°C e em
seguida adicionada a uma reagdo em cubeta de quartzo em espectrofluorimetro,
contendo tampao acetato de sédio 100 mM, pH 5,5 e 2,5 mM de DTT (agente
redutor) a uma temperatura de 30°C. Uma incubagéo de 3 minutos da reagao, e em

seguida foi adicionado o substrato Z-F-R-MCA.

A temperatura de 30°C foi utilizada baseando-se em observacgdes realizadas
na criagdo dos insetos em sala climatizada e estufa no fundo de defesa da
citricultura (Fundecitrus- Araraquara/SP), foi observado que a criagdo dos insetos
varia de 28 — 32°C.

Foi observado que didlises realizadas em valores de pHs mais baixos,
seguidos de incubacao a 37°C, ndo sdo capazes de promover a ativagdo da enzima.
Tempos diferentes de ativagdo a 37°C, como 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 40
min, 1Th e 15 minutos, 1 h e 30 minutos foram testados, sendo que uma hora
mostrou-se o melhor tempo para a ativagao dessa enzima. Diferentes valores de pH
foram testados, como 4,5, 5,5 e 6,5, sendo também o pH 5,0 estabelecido como o
melhor para a atividade da enzima. Em condigbes acidas, seguidas de incubacéo
em tempo e temperatura adequados, a enzima DiaciCATHB é ativada, mostrando-se

capaz de hidrolisar o substrato Z-F-R-MCA.

4.9. Atividade da cisteino peptidase recombinante e calculo da constante de
Michaelis-Menten (K.,)

A atividade enzimatica da cisteino peptidase recombinante foi avaliada
utilizando diferentes concentragbes do substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA.
Sendo o valor de (Kn) de 15,7 pM. Além de avaliar a capacidade de hidrdlise da
enzima DiaciCATHB para residuos de fenilalamina na posicdo de P2, testes
preliminares avaliaram sua capacidade de hidrolisar residuos de arginina na mesma
posicdo. Os resultados obtidos coincidem com o que ja € bem descrito na literatura
em relacdo a preferéncia de cisteino peptidases da familia papaina por residuos
hidrofobicos nesta posicéo. De acordo com Turk et al., (1998), cisteino peptidases
exibem uma preferéncia comum por um residuo hidrofébico na posicédo P2 do
substrato, sendo o subsitio S2 da cisteino peptidase essencial para tal

especificidade. Baseado nos valores para o célculo do K, € possivel reproduzir uma
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curva de hidrélise do substrato Z-Phe-Arg-MCA pela enzima DiaciCATHB (Figura
4.15).

Figura 4.15. Curva de hidrolise do substrato Z-F-R-MCA. Substrato adicionado em
concentragdes crescentes, variando de 7.5 a 60 uM, para a determinagdo do parametro
cinético K., de DiaciCATHB. O calculo da constante (K.,) foi realizado por regressao nao

linear.
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Fonte: (Programa GraFit versdo 5.0.11).

4.10. Ensaio de inibicao da atividade enzimatica de DiaciCATHB por uma
cistatina recombinante (CaneCPI-4)

Para caracterizar a proteina DiaciCATHB como uma cisteino peptidase, a
atividade inibitdria foi avaliada utilizando o inibidor de cisteino peptidase CaneCPI-4,
uma cistatina recombinante de cana-de-agucar descrita por Gianotti et al. (2006). A
importancia em se encontrar um inibidor seletivo e que possa inativar a atividade de
uma cisteino peptidase de Diaphorina citri de forma eficiente seria uma alternativa
futura de controle dessa praga através da produgcdo de plantas de citros
superexpressando essa cistatina, tornando-se resistentes a D. citri. O ensaio de
inibicdo de atividade da cisteino peptidase recombinante DiaciCATHB pelo inibidor
CaneCPIl-4 mostrou-se bastante eficiente. Apresentando um valor de K para o
inibidor CaneCPI-4 de 0,05 nM, o que mostra que houve uma boa especifica entre a

Catepsina B de Diaphorina citri e a CaneCPI-4 (Figura 4.16).
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Estudos de Michelan-Duarte (2008) corroboram com os resultados de inibigao
obtidos nesse trabalho, em que a eficiéncia de inibicdo de atividade de uma
catepsina B de cana-de-agucar por CaneCPI-4 foi de 0,010 nM. Um valor muito
préximo e coerente com o que foi encontrado para a inibicdo da catepsina B de D.
citri.

Gianotti et al., (2008), analisando a invaséo de células tumorais de mama
(MDA-MB-231) observaram em matriz matrigel, que células superexpressando a
cistatina (CaneCPI-4), diminuem em até 20% a invasao tumoral e que a atividade e
expressdo da catepsina B é associada a capacidade invasiva de células de cancer
de mama. Também, avaliaram o potencial inibitério da CaneCPI-4 na atividade da

catepsinas B, obtendo-se o valor de Ki de 0,83 nM.

As cistatinas sao inibidores que agem através da ligagdo competitiva ao sito
ativo das cisteino proteases. A catepsina B, entretanto, apresenta uma sequéncia
adicional, se comparada a outras catepsinas. Essa regido adicional, denominada
loop de ocluséo “occluding loop”, bloqueia a fenda do sitio ativo da enzima (MUSIL
et. al., 1991). O loop de oclusado torna inacessivel o acesso das cistatinas ao sitio
ativo da enzima, refletindo em valores de K; altos para a maioria das cistatinas contra
a catepsina B, quando comparados aos valores de K; de outras cisteino peptidases
que ndo possuem esse loop (BARRET et al, 1996; ABRAHAMSON, 1994;
OHTSUBO et al., 2005; MARTINEZ et al., 2005). Alguns autores sugerem que a
eficiéncia de inibicdo exercida por cistatinas contra a catepsina B esta relacionada a
regiao N-terminal. Foi observado uma diminuicdo na afinidade da cistatina C e
cistatina de ovo de galinha com a catepsina B, devido a remogédo da regido N-
terminal localizada antes do residuo de glicina conservado (ABRAHAMSON et al.,
1991; BJORK et al., 1994).

Porém, apenas a regiao N-terminal nao € suficiente para inibigado da catepsina
B. De acordo com Hall et al., (1998), uma cistatina D, com a regido N-terminal
substituida por um segmento da cistatina C, continuou a apresentar baixa afinidade
e consequente inabilidade para inibicdo de atividade da catepsina B. Apesar de
apresentar a regido N-terminal da cistatina C, mais efetiva para a ancoragem inicial,
provavelmente a cistatina D tenha falhado em deslocar o loop de ocluséo e se ligar a
protease por intermédio de seus dois loops. Resultados similares relatados por

Gianotti (2008), demonstraram que a cistatina CaneCPI-4 com a regidao N-terminal
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deletada, (mutante CaneCPI-4 delN) apresentou uma perda de atividade inibitoria
contra a catepsina B. Outra variante, em que o inibidor CaneCPI-4 teve um residuo
de aminoacido serina, substituido pelo aminoacido alanina dentro do motivo
conservado Q-X-V-X-G, mostrou uma reducdo de atividade na inibicdo de 30%.
Esse resultado indica que provavelmente o residuo de aminoacido serina presente

no loop da regiao C-terminal seja importante para o segundo passo de inibigao.

A inibicdo das cisteino peptidases da familia da papaina, se da por meio da
interacdo entre trés regides conservadas das cistatinas e a cisteino peptidase alvo.
Na regidao N-terminal, esta localizado um residuo de glicina altamente conservado,
que interage com o subsitio S2 da enzima em uma conformagao que impede que a
cistatina seja clivada pelo sitio ativo da enzima. O motivo Q-X-V-X-G, altamente
conservado entre as cistatinas localizado no loop 1 e a regido contendo um residuo
de triptofano localizado no loop 2, apresentam tamanhos e formas que se encaixam
nos subsitios S1’ e S2’ do sitio ativo da enzima (TURK; BODE 1991; BENCHABANE
et al., 2010).

Como descrito por Gianotti et al., (2008), algumas diferengas estruturais na
cistatina de cana de acgucar, CaneCPI-4, a tornam diferente de outras cistatinas e
talvez essas diferengcas sejam a chave para o perfil inibitério contra a catepsina B.
Dentre essas diferengas, CaneCPI-4, incluida no grupo Il das cistatinas, nao
apresenta a sequéncia consenso N-terminal exclusiva das fitocistatinas, o motivo L-
A-R-[FY]-A-[VI]-x(3)-N. Também, na superfamilia cistatina o motivo conservado é
representado pelos residuos de aminoacidos Q-V-V-A-G, enquanto em CaneCPI-4 é
Q-V-V-S-G, assim como em outras cistatinas do grupo lll (REIS; MARGIS, 2001).

Valadares et al., (2010) realizaram estudos de modelagem por homologia
para determinar as determinantes moleculares das fitocistatinas responsaveis para a
inibicdo da atividade da catepsina B por cistatinas. Uma das cistatinas testadas foi a
Cane CPI-4. Em testes de inibicdo de atividade utilizando o inibidor, este foi capaz
de inibir a atividade da catepsina B humana, apresentando um Ki de 0,5 nM. Ao

analisarem a cistatina CaneCPI-4 foram verificadas variagdes para alguns dos
residuos de aminoacidos hidrofébicos entre a hélice e folha g, incluindo um residuo

de glutamina na posigao 30 e glicinas nas posigbes 47 e 56, responsaveis por uma

diminuicdo nas interagdes presentes no nucleo hidrofébico. Alguns residuos de
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aminoacidos presentes do motivo conservado LARFAV, fornecem a
complementaridade ideal para os residuos hidrofébicos da folha g, necessario para a

estabilidade da CaneCPI-4. Alteracbes estas, que contribuem para a flexibilidade na
estrutura da CaneCPI-4 e consequentemente atividade inibitéria contra catepsina B

humana.

Os resultados obtidos nos ensaios de inibigdo com CaneCPI-4 demonstram
claramente uma seletividade entre esse inibidor e a enzima DiaciCATHB. Os dados
obtidos corroboram para a caracterizagdo da enzima DiaciCATHB como uma

cisteino peptidase do tipo catepsina B.

Figura 4.16. Grafico de inibigdo da DiaciCATHB utilizando o inibidor de cisteino peptidase
CaneCPI-4. O grafico representa a curva de inibicdo obtida pelo célculo da atividade

residual da DiaciCATHB a medida que o inibidor foi adicionado.
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Fonte: (Elaborada pela autora).

Ensaios preliminares de inibigdo de atividade utilizando os inibidores CA074 e
E64 foram realizados e demonstram uma forte interacdo da enzima com o inibidor
CAO074 (um inibidor sintético especifico para enzimas do tipo catepsina B), sendo
mais um indicativo de que essa enzima se comporta como uma catepsina B (Figura
4.17). O inibidor CA074 foi projetado a partir de estudos desenvolvidos com o
inibidor E64, para que este fosse especifico para catepsinas B. Tal especificidade é
possivel devido aos residuos de isoleucina e prolina do motivo dipeptidil presente
em sua sequéncia, além de uma dupla ponte de hidrogénio entre o grupo carboxil da

porgcao terminal e os grupos imidazolicos da catepsina B humana. A especificidade
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do inibidor CA074 é evidente, ao analisar os valores de inibicdo obtidos para
catepsina B igual a 2,24 nM, enquanto que 172,00 nM para a catepsina L (MURATA
etal., 1991).

O inibidor de cisteino peptidases E64 demonstrou capacidade de inibicao
contra DiaciCATHB, porém nao com a mesma especificidade, o que ja era esperado,
visto que esse ndo € um inibidor especifico para enzimas do tipo catepsina B. Em
estudos de Michelan-Duarte (2008), o inibidor CA074 inibiu fortemente a atividade
de uma catepsina B de cana-de-agucar, com um Ki de 0,13 nM. E, ao utilizar o
inibidor E64, verificaram uma interagdo muito menor, sendo que CAQ074 foi capaz de
apresentar um Ki 36 vezes menor, comprovando uma maior especificidade pela
catepsina B. Esses resultados corroboram com o que foi verificado nos testes

preliminares, onde a interacéo de DiaciCATHB foi muito maior pelo inibidor CA074.

Figura 4.17. Testes preliminares de inibicdo da DiaciCATHB utilizando os inibidores E64 e
CAO074. Apesar de preliminares, os dados demonstram uma grande especificidade da

enzima pelos inibidores, classificando DiaciCATHB como uma cisteino peptidase do tipo

catepsina B.
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Fonte: (Elaborada pela autora).

4.11. Sequenciamento da cisteino peptidase recombinante DiaciCATHB
expressa em P. pastoris por espectrometria de massa

Para confirmacdo da sequéncia de aminoacidos presentes na proteina
DiaciCATHB, a proteina purificada foi submetida ao sequenciamento por
espectrometria de massas. Os dados da espectrometria de massas obtidos pelo
CID-MS/MS forneceram as sequéncias de aminoacidos de dois peptideos
QNCYNPSYESTYR e SGVYQHNFGDSIGLHAVR (Figura 4.18). Os dois peptideos
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estdo presentes na sequéncia de aminoacidos da proteina predita obtida no banco
de dados do projeto do transcriptoma de D. citri (USDA), assim como na sequéncia
predita pelo sequenciamento do plasmideo pPICZaC DiaciCATHB. Os resultados
obtidos com a espectrometria de massa confirmam a identidade da proteina

purificada como sendo uma cisteino peptidase do tipo catepsina B.

Figura 4.18. Peptideos obtidos por espectrometria de massa da proteina recombinante
purificada. Sequéncia de DiaciCATHB evidenciando os residuos de aminoacidos dos dois
peptideos representados na cor preta, QNCYNPSYESTYR e SGVYQHNFGDSIGLHAVR.

MWAVGVLVLIATQSLAIYVPQRLDGLSVSLADIVDQVNNNVTSTWQARHNFHPDTPVSYLSSLAGTRPLDESDE
DHLEFIEQIKQNRAEYEANSKQDRVEANSSEDDDLETMGCQNAKGLPRNFDAREKWPECPSLRHIADQSNCG
SCWAVSVANAISDRLCIASNGYFTGQISAQHIVACTPNCWGCNGGWPQLAWRFWGHNGVVTGGDYNSQEGC

QPYTLAPCEHHVQGPLQNCTLLGKLKTPECKQNCYNPSYESTYRFDLKKGKKAHMVPRCNAMRQIYEHGPLV

AIFSVYADFLQYKSGVYQHNFGDSIGLHAVRVLGWGVENDIPYWLVANSWNDHWGDHGTFKILRGENEADVE

MGFNVGYPQFLQV

Fonte: (Elaborada pela autora).

4.12. Anadlise de expressao génica de DiaciCATHB em diferentes fases de
desenvolvimento do inseto

Para a analise da expressao do cDNA que codifica a DiaciCATHB foram
analisadas as fases de ovo, ninfa (5° instar) e adulto de D. citri por técnica de PCR
quantitativo em tempo real (qQPCR). Os valores de expressdo obtidos foram
expressos em nivel do RNAm para o gene da DiaciCATHB, e a normalizagao
realizada como os valores de expressao obtidos para o gene actina de D. citri,
utilizado como controle enddégeno. O gene da actina de D. citri foi escolhido como
controle endégeno baseado em um estudo realizado por Tiwari et al., (2011), onde
foi realizada a analise de expressao génica de genes presentes no citocromo P450
(CYP4), de D. citri infectados e néao-infectados, e nesse estudo 4 genes foram
utilizados como controle endégeno, sendo que o gene actina foi mais estavel quando

comparado com outros genes testados.

Analisando as diferencas nos niveis de expressao, foi possivel verificar a

expressao de DiaciCATHB na fase de desenvolvimento de ovo, levantando a
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hipbétese de que talvez a proteina esteja relacionada com os processos de
desenvolvimento embrionario no inseto. De acordo com Terra e Ferreira (1994),
cisteino peptidases em insetos podem estar envolvidas na degradagdo vitelinica
embrionaria (CHO et al., 1999). Em outro estudo Takahashi et al (1993) relatam que
cisteino peptidases podem ter um papel importante no processo de metamorfose
dos insetos, e podem estar envolvidas na decomposigao do corpo gorduroso em

larvas. Tendo atuagdo também no processo de ecdise (LIU et al, 2006).

Nas fases de desenvolvimento de ninfa de 5° instar e adulto foi verificada uma
expressao bem maior de DiaciCATHB , quando comparada a fase de ovo (Figura
4.19). Esse resultado é muito interessante, pois as fases em que a expressao de
DiaciCATHB é maior, sdo as fases que o inseto se alimenta e adquire a bactéria
Candidatus liberibacter e também as fases em que transmite o agente causal da
doenca HLB. Na fase de ninfa a aquisi¢ao e transmissao da bactéria ocorre de forma
mais eficiente do que na fase de adulto. Adultos de D. citri que adquirem a bactéria
quando adultos, sao vetores ineficientes do agente causal comparados com adultos
que adquirirem a bactéria na fase ninfal (PELZ-STELINSKI et al., 2010). A aquisicao
de Candidatus Liberibacter por ninfas de 4° e 5° instar, apresenta um crescimento da
populagcdo bacteriana com o passar do tempo, no entanto, o mesmo néo é
observado para insetos que adquirem a bactéria quando adultos. A aquisicdo no
periodo ninfal torna o adulto mais infectivo e uma medida de controle que possa agir
diretamente nessa fase de desenvolvimento de D. citri pode tornar-se uma

ferramenta util para o controle da doenga HLB.
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Figura 4.19. Analise de expressao por gPCR do cDNA que codifica a proteina DiaciCATHB
nas fases de desenvovimento de ovo, ninfa e adulto de D. citri. Os valores de expressao séo
relativos ao gene da actina (controle endégeno). As barras de erros foram calculadas de

acordo com Livak e Schmittgen, (2001).
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Fonte: (Elaborada pela autora).

Para elucidar o papel da enzima DiaciCATHB, estudos de localizagao
poderiam contribuir para inferir a funcado desempenhada pela enzima DiaciCATHB,
classificando-a como digestiva ou lisossomal. Portanto, estudos especificos como
dissecacdo do inseto para analise de PCR quantitativo de tecidos isolados e

imunocitoquimica utilizando anticorpos especificos, necessitam ser realizados.

Digestiva ou lisossomal, a enzima DiaciCATH podera ser utilizada
futuramente como alvo na estratégia de controle do inseto utilizando plantas
transgénicas que superexpressem o inibidor contra essa enzima ou por

silenciamento génico através da técnica de RNAI (FIRE et al., 1998).

A técnica da interferéncia por RNA consiste na introdugdo de dsRNA (double-
stranded RNA- RNA de fita dupla) em células eucaridticas, diminuindo
especificamente a atividade de genes que contém sequéncias homologas através do
reconhecimento e degradagdo dos mRNAs. O silenciamento pode ser alcangado
pela simples injecdo do dsRNA especifico na cavidade corporea do individuo, ou
pela alimentagdo, através da ingestdo de bactérias competentes expressando a
sequéncia do dsRNA como em muitos helmintos (HANNON, 2002). Em insetos,
existem muitos exemplos da utilizacdo do RNA de interferéncia, alguns bem-
sucedidos e outros nem tanto. Sendo que esse sucesso esta relacionado a escolha

dos genes para o silenciamento e até com o método de disparar esse RNA de
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interferéncia no organismo. O RNAI podera ser uma ferramenta util para identificar

fungdes génicas e elucidar mecanismos bioldgicos do inseto em estudo.

Os dados da analise da expressdo génica de DiaciCATHB em diferentes
fases de desenvolvimento do inseto demonstraram baixa expressao na fase de ovo
e alta expressao nas fases de ninfa e adulto. Podemos observar que os resultados
obtidos nesse trabalho tanto de caracterizacdo da enzima quanto de analise da
expressao génica demonstram que a enzima DiaciCATHB, independente da sua
funcao lisossomal ou digestiva, podera ser validada futuramente como um possivel

alvo para o controle do inseto.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A expressdao recombinante da proteina DiaciCATHB foi realizada com

sucesso em ceélulas de Pichia pastoris.

A purificagdo da proteina DiaciCATHB por cromatografia de afinidade, assim
como seu rendimento 2 mg/L de cultura foram satisfatorios, uma vez que permitiram

as realizacdes dos estudos de cinética enzimatica.

O sequenciamento da proteina DiaciCATHB por espectrometria de massa foi
bem sucedido, sendo possivel a identificacdo de pelo menos dois peptideos
presentes na sequéncia de DiaciCATHB obtida no banco de dados do Transcriptoma
de D. citri, também na sequéncia parcial depositada no banco de dados NCBI. O que
comprova que a enzima em estudo € realmente uma cisteino peptidase do tipo

catepsina B de D. citri.

A ativacdo da proteina purificada permitiu a remocédo do pro-peptideo N-
terminal de DiaciCATHB ocorreu em condi¢des acidas, incubagdo em tempo (uma

hora) e temperatura (37°C) adequados.

A proteina recombinante mostrou-se ativa e capaz de hidrolisar o substrato
fluorogénico Z-F-R-MCA a 30°C.

A partir de testes preliminares de atividade enzimatica, para a atividade da

enzima o intervalo de pH favoravel encontrado foi de 5,0 — 6,5.

Os ensaios de cinética enzimatica permitiram caracterizar a enzima
recombinante como uma cisteino peptidase, devido a sua intrinseca preferéncia por

residuos de aminoacidos hidrofébicos na posicdo P2 do substrato Z-F-R-MCA.

Os ensaios de inibicdo de atividade enzimatica realizados com o inibidor de
cisteino peptidase recombinante de cana-de-agucar CaneCPIl-4 demonstram que o

mesmo foi capaz de inibir com eficiéncia a atividade de DiaciCATHB. Assim, como
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os testes preliminares de inibicdo demonstraram uma forte interacdo da enzima

recombinante com os inibidores E64 e CAQ74.

A partir dos resultados obtidos na andlise de expressdo génica, pode-se
afirmar que DiaciCATHB apresenta uma diferenca significativa nos niveis de

expressao das diferentes fases desenvolvimento do inseto.

Estudos que envolvam a dissecacdo e imunocitoquimica do inseto deverao
ser realizados para definicdo da cisteino peptidase como uma enzima digestiva ou

lisossomal.

Quando comprovada a localizagdo e fungdo de DiaciCATHB, a mesma
apresenta potencial para ser utilizada futuramente como alvo para estudos de
inibicdo na transformacdo genética de plantas, disponibilizando culturas de citros
comercialmente importantes resistentes a praga D. citrii ou como alvo de

silenciamento génico.
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