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RESUMO

As cisteino-peptidases (CPs) sdo enzimas proteoliticas que possuem um
residuo de cisteina em seu sitio ativo. As legumainas de plantas sdo CPs
conhecidas como enzimas de processamento vacuolar (VPE) e participam nos
processos de maturacdo de sementes, germinagao, senescéncia, resposta a
estresses, morte celular programada no desenvolvimento da planta ou em
resposta ao ataque de patdogenos. Embora existam diversos estudos com
legumainas de plantas, a maioria deles esta relacionada as funcbes das
legumainas em sementes de dicotiledéneas. Até o momento, apenas uma
legumaina de cana-de-acucar havia sido descrita. Neste presente trabalho, foi
realizada a caracterizacdo de uma nova legumaina de cana-de-acgucar,
denominada CaneLEG2. A CaneLEG2 recombinante foi produzida em sistema
de expressao heterdloga Pichia pastoris e sua caracterizacao cinética mostrou
que ela apresenta auto-ativacdo e atividade em pH acido, caracteristicas
comuns em legumainas de plantas. Esse estudo ainda demonstrou que a
cistatina de cana-de-acucar CaneCPI-3 exerce uma forte inibicdo sobre a
atividade da CaneLEG2, sugerindo que essa cistatina pode atuar na regulacao
de cisteino-peptidases enddgenas. Os resultados obtidos neste trabalho
ajudardo no entendimento das funcdes exercidas pela CaneLEG2 e CaneCPI-3

na cana-de-acucar.

Palavras-chave: cisteino-peptidase, cistatina, legumaina, Pichia pastoris,

Saccharum sp.



ABSTRACT

Cysteine proteases (CPs) are proteolytic enzymes which have a cysteine
residue at its active site. Plant legumains are CPs known as vacuolar
processing enzymes and they play key roles in seed maturation, germination,
senescence, stress response, programmed cell death during development and
defense against pathogens. Although there are many studies about plant
legumains, most of them is related to legumain functions in seeds of
dicotyledonous. To date, only one legumain from sugarcane has been
described. In this study, it was performed the characterization of a new
sugarcane legumain, named CaneLEG2. The recombinant CaneLEG2 was
produced in the heterologous expression system Pichia pastoris and its kinetic
characterization showed that it exhibits self-activation and activity under acidic
pH, which are common features of plant legumains. This study also
demonstrated that the sugarcane cystatin CaneCPI-3 has a strong inhibition
over the CaneLEG2 activity, suggesting that this cystatin may participate of the
regulation of endogenous cysteine proteases. The results obtained in this work
will support the understanding of the functions of CaneLEG2 and CaneCPI-3 in

sugarcane.

Key-words: cysteine protease, cystatin, legumain, Pichia pastoris, Saccharum

sp.
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1. INTRODUCAO

1.1. Peptidases

As peptidases sao hidrolases que atuam na hidrolise de ligacdes
peptidicas (EC 3.4). Estas enzimas sao amplamente distribuidas entre os
organismos vivos e representam cerca de 2% de todo produto génico (IUMBM,
1992; RAWLINGS et al., 2014). As peptidases sao divididas em exopeptidases
e endopeptidases. As exopeptidases removem de um a trés aminoacidos na
extremidade amino (aminopeptidases) ou carboxi-terminal (carboxipeptidases)
de um peptideo. J& as endopeptidases, hidrolisam ligacbes presentes no
interior da cadeia polipeptidica (RAWLINGS; MORTON; BARRETT, 2007).

As peptidases diferem quanto a sua localizagdo celular, funcédo
fisiologica, especificidade de substrato e inibidores. O estudo da estrutura do
sitio ativo das peptidases indicou que este se localiza em um sulco na
superficie da proteina entre dominios estruturais proximos. A especificidade de
um substrato esta relacionada a capacidade de seus aminoacidos ligarem-se
aos sitios dispostos ao longo do sulco, em um ou ambos os lados, do sitio
catalitico da enzima responsavel pela hidrdlise do substrato. Por isso, foi
proposto um modelo de especificidade peptidase-substrato em que subsitios
especificos (chamados S) presentes no sitio catalitico da enzima acomodam os
residuos de aminoacidos do substrato. Os subsitios sdo numerados do sitio
catalitico da enzima para a regido amino (S1, S2, S3, Sn) ou carboxi-terminal
(S1’, S2’, S3’, Sn’) do substrato. Os aminoacidos do substrato que interagem
com cada subsitio sdo designados de forma similar (P1, P2, P3, Pn ou P1’, P2,
P3’, Pn’) (SCHECHTER; BERGER, 1997).

As peptidases sao divididas em seis classes principais, de acordo com
os residuos de aminoacidos cataliticos presentes no sitio ativo. 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) que possuem como residuo catalitico a treonina, as aspartil-peptidases
(EC 3.4.23), cuja atividade catalitica depende de um ou dois residuos de acido
aspartico; as metalo-peptidases (EC 3.4.24) utilizam um ion metalico,

geralmente o Zn**, em seu mecanismo de acdo catalitica; as glutamil-
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peptidases que utilizam a diade catalitica glutamato/glutamina e as cisteino-
peptidases (EC 3.4.22) que possuem um residuo de cisteina em seu sitio ativo
(RAWLINGS et al., 2014).

As classes de endopeptidases ainda séo agrupadas de acordo com suas
similaridades estruturais. Acredita-se que esta classificagdo possa refletir as
caracteristicas evolutivas dessas proteinas. Portanto, as endopeptidases
podem ser agrupadas em familias e clas. As familias sdo formadas por grupos
de enzimas que possuem relacdo evolutiva com pelo menos outra proteina da
mesma familia, sendo que essa relacdo pode ser na sequéncia completa ou
mesmo na regido da sequéncia responsavel pela atividade catalitica. Os clas
agrupam familias que, apesar da auséncia de similaridade significativa na
sequéncia, apresentam indicios de relacdo evolutiva como, por exemplo, a
ordem linear dos residuos cataliticos na estrutura terciaria da proteina
(RAWLINGS et al., 2014).

1.1.1 Legumainas

As enzimas proteoliticas em plantas atuam em diversos processos
bioloégicos. Suas principais funcdes incluem degradacdo, maturacdo de
proteinas, senescéncia, formacdo de xilema, embriogénese, eventos
relacionados a morte celular programada e resposta a estresse bidtico e
abidtico (MOSOLOV; VALUEVA, 2006). A classe das cisteino peptidases (CP)
€ composta por 105 familias agrupadas em 10 clas. As legumainas fazem parte
da familia C13 das CP. Esta familia, também conhecida como familia da
legumaina, pertence ao clda CD de CP (RAWLINGS et al., 2014). As enzimas
desta familia foram primeiramente isoladas de sementes maduras de Ricinus
communis, de cotilédones de Glycine Max e de sementes maduras de
Canavialia ensiformis (HARA-NISHIMURA; INOUE; NISHIMURA, 1991;
SCOTT et al., 1992; ABE et al, 1993). Essas enzimas s&o caracterizadas por
clivar especificamente ligacdes peptidicas no lado C-terminal de um residuo de
asparagina, ou acido aspartico, sendo também denominadas asparaginil
endopeptidases (HARA-NISHIMURA et al, 2005). Foram relatadas
semelhancas entre as enzimas da familia C13 e as da familia das caspases

(C14) tanto na sequéncia, como na estrutura secundaria ao redor dos residuos
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do sitio ativo, indicando que pode haver um enovelamento similar entre as

enzimas dessas familias (Figura 1.1).

Figura 1.1. Estrutura tridimensional da caspase-1 humana (familia C14) (P42573),
mostrando em verde as duas fitas B que suportam os residuos cataliticos histidina
(rosa) e cisteina (amarelo). A regido em azul foi utilizada para comparacdo da
sequéncia e estrutura secundaria entre as enzimas da familia C13 e C14. CHEN et al.,
1998.

As peptidases da familia C13 possuem os residuos cataliticos cisteina e
histidina, dispostos na ordem His-Cys, precedidos por um bloco de quatro
aminodacidos hidrofébicos presentes nas fitas B que suportam os residuos
cataliticos cisteina e histidina, comum as CP (CHEN et al., 1998; RAWLINGS
et al., 2008). O mecanismo catalitico da legumaina humana descrito por Dall e
Brandstetter (2013) envolve a ligacdo do oxigénio do grupo carbonila do
residuo P1 a um bolso de oxianion trivalente formado pelos residuos cataliticos
cisteina (Cys189) e histidina (His148), com a participagdo de uma glicina
(Gly149).

As legumainas sao sintetizadas como um polipeptideo precursor
contendo um peptideo sinal, o qual € removido no reticulo endoplasmético
rugoso (RER), e dois pro-peptideos, um na regido N-terminal e outro na regido
C-terminal (MUNTZ; SHUTOV, 2002). A pro-legumaina é transportada para o
vacuolo na sua forma inativa e sua ativacdo depende da remocédo dos pro-
peptideos, ou pelo menos do pré-peptideo C-terminal, como observado em

Ricinus communis (Figura 1.2). Ao chegar ao seu sitio de destino ocorre o
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processamento da pro-legumaina de forma autocatalitica e dependente do pH
do meio, uma vez que os sitios de clivagem dos pré-peptideos sao flanqueados
por residuos de asparagina ou acido aspartico (HIRAIWA; NISHIMURA; HARA-
NISHIMURA, 1999; KUROYANAGI; NISHIMURA; HARA-NISHIMURA, 2002;
HATSUGAI et al., 2006; SANTOS-SILVA et al., 2012).

[57] [Pl i g | RE
[PPi] || P |

VA
(PRl | | PR |

Figura 1.2. Estrutura das legumainas em plantas e local de remocdo dos pro-
peptideos. SP: peptideo sinal; PPN: pro-peptideo N-terminal. PPC: pro-peptideo C-
terminal. A proteina madura esta representada em azul. RE: reticulo endoplasmético;
VA: vaclolo. SANTOS-SILVA, L. K., 2012, adaptado de MUNTZ; SHUTOV, 2002.

Em estudos realizados por Zhao et al. (2014) foi feita uma comparacao
da estrutura cristalizada de uma asparaginil endopeptidase (AEP) de
camundongos (M. musculus) processada sob diferentes condi¢ces de pH. Os
resultados mostraram que quando incubada em pH 3,5 e cristalizada em pH
6,7, a estrutura da AEP apresentava apenas o dominio nuclear (core domain)
sem a presenca do dominio C-terminal (CTD). Quando a AEP era incubada em
pH 7,5 e cristalizada em pH 7,0, sua estrutura era claramente dividida em duas
partes: o dominio nuclear com fitas B e a-hélices e um dominio cap
completamente formado por a-hélices localizado exatamente acima da regido
conservada que contém os residuos cataliticos histidina e cisteina, cobrindo o
bolso de ligacdo ao substrato. Esses estudos explicam a ativacdo da
legumaina em pH acido e mostram ainda que a AEP parcialmente ativada pode
retornar a sua forma de pré-enzima inativa quando o pH é elevado para 7,5.

Em plantas, as legumainas também sdo conhecidas como enzimas de
processamento vacuolar (Vacuolar Processing Enzyme, VPE). A maioria das
VPEs, apdés sua sintese, € direcionada aos vacuolos, com excecdo da
nucelaina, uma VPE de cevada, cuja presenca foi detectada na parede celular
do nucelo (LINNESTAD et al., 1998, MUNTZ et al., 2002). Os vactolos s&o
organelas multifuncionais que ocupam grande parte do volume celular e atuam
na manutencdo da pressdao de turgor, homeostase do protoplasma,
armazenamento de produtos metabdlicos, captacdo de xenobidticos e digestdo
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de componentes celulares. O vacuolo ainda possui papel na defesa contra
micro-organismos e insetos herbivoros. Os vacuolos podem ser classificados
em dois diferentes tipos. Os vacuolos de armazenamento de proteinas (VAP)
possuem grandes quantidades de proteinas, entre elas proteinas de defesa e
de reserva que servem como fonte de carbono, nitrogénio e enxofre para a
germinacdo da semente e crescimento da planta jovem. J& os vacuolos liticos
possuem enzimas hidroliticas para a degradacdo de material celular, que
acontece, por exemplo, durante o processo de morte celular programada
(HERMAN; LARKINS, 1999; HARA-NISHIMURA; HATSUGAI, 2011).

A morte celular programada € um processo de suicidio celular muito bem
regulado para crescimento e sobrevivéncia em eucariotos. Em plantas, MCP
ocorre no desenvolvimento, bem como durante xilogénese, embriogénese,
formacdo de aerénquima, diversos processos reprodutivos, desenvolvimento
de sementes e senescéncia das folhas. Além do seu papel no desenvolvimento
de plantas, o suicidio celular contribui amplamente na defesa contra estresses
ambientais como 0z6nio e radiacao ultravioleta, e na defesa contra o ataque de
patogenos (HATSUGAI et al., 2006). Proteases também possuem um papel
importante na imunidade inata de plantas. Estudos recentes mostraram o
envolvimento de VPE na transducdo de sinal que induz o fechamento de
estdbmatos e respostas de defesa, incluindo a expressao de genes de defesa e
resposta hipersensitiva (ZHANG; ZHENG; ZHANG et al., 2010).

A MCP em células animais € geralmente executada por caspases. Essas
pertencem a uma classe de cisteino proteases que mostram um alto grau de
especificidade, com uma exigéncia absoluta por clivagem adjacente a um
residuo de aspartato e uma sequéncia de reconhecimento composta de pelo
menos quatro aminoacidos N-terminais para este sitio de clivagem. Em células
animais, um numero de caracteristicas morfolégicas e bioquimicas
relacionadas a morte celular (por exemplo, condensacdo da cromatina e
fragmentacao nuclear e de DNA) € atribuido ao processamento de moléculas-
alvo especificas mediado por caspases. Essas caracteristicas morfoldgicas e
bioquimicas sdo também observadas em células vegetais em processo de
MCP. Isso implica numa similaridade no mecanismo de MCP em animais e
plantas e sugere que proteases com preferéncia pelos mesmos substratos da

caspase podem estar envolvidas. A morte celular programada em plantas pode
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ser efetivamente bloqueada por inibidores de caspase humana sintéticos e
macromoleculares. Extratos de plantas tém mostrado atividade de clivagem em
substratos sintéticos fluorogénicos e naturais de caspase (WOLTERING, 2010).

As VPEs estao envolvidas nos processos de degradacdo e mobilizacéo
de proteinas de reserva durante a germinacado da semente e desenvolvimento
da planta jovem, inclusive atuando no processamento de pr6-CPs do tipo
papaina envolvidas na degradacdo das proteinas de reserva (OKAMOTO;
MINAMIKAWA, 1999).

A andlise da expressdo das VPEs em Arabidopsis levou a classificacao
destas em vegetativas ou de sementes, de acordo com os tecidos onde houve
maior expressdo. Apesar da expresséo de VPEs vegetativas ter sido observada
em sementes, a classificacdo das VPEs ainda continua a ser usada baseada
nas funcdes que as enzimas exercem na planta (KINOSHITA et al., 1999;
MUNTZ, BLATTNER; SHUTOV, 2002; GRUIS; SCHULZE; JUNG, 2004). As
enzimas de processamento vacuolar vegetativas estdo envolvidas
majoritariamente nos processos de senescéncia, resposta a estresse e morte
celular programada (MCP) durante o desenvolvimento da planta ou resposta a
patogenos (HATSUGAI et al., 2004; ROJO et al., 2004). As VPEs de sementes
estdo relacionadas ao processamento e mobilizacdo de proteinas de reserva e
no processo de MCP durante o desenvolvimento da semente (SHIMADA et al.,
2003; NAKAUNE et al., 2005). Analises da expressao dos promotores de VPEs
de Arabidopsis mostraram que a BVPE, VPE da semente, foi mais expressa em
sementes secas, eixo embrionario e cotilédones, enquanto as VPEs
vegetativas (aVPE e yVPE) foram expressas principalmente em tecidos durante
o processo de MCP, raizes e folhas senescentes (KINHOSHITA et al, 1999). A
expressdo de uma VPE de semente, OVPE, foi observada em sementes em
desenvolvimento (GRUIS, et al., 2002; NAKAUNE et al., 2005). Uma mutacé&o
no gene da enzima BVPE em Arabidopsis levou a acumulo de precursores de
proteinas de reserva, globulinas 12S e albuminas 2S. Mesmo com a atividade
compensatéria das VPEs aVPE e yVPE, a maior parte da atividade enzimatica
nas sementes era resultado da atuacdo da BVPE (SHIMADA et al.,, 2003).
Chen et al., (2004) demonstraram que houve um aumento na expressao da
VPE quando folhas de batata-doce (Ipomoea batatas) eram tratadas com

indutores de senescéncia. Isso ocorre porgue durante a senescéncia das folhas
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h& degradacdo das proteinas por peptidases e reutilizacdo das mesmas em
partes ndo-senescentes da planta. Ademais, Rojo et al. (2003) demonstraram
que ha a degradacdo de uma invertase vacuolar em folhas senescentes
resultante da acdo da yVPE, pois plantas mutantes yVPE apresentaram 0s
mesmos niveis de invertase mesmo apos o inicio da senescéncia.

Algumas proteinas de reserva das plantas sdo sintetizadas como
precursores que sao processados na sua forma madura assim que se
acumulam no vacuolo. Esse acumulo de proteinas nos VAP geralmente ocorre
no desenvolvimento das sementes e, durante a germinacgdo, elas servirao
como fonte de nutrientes para o crescimento da planta (HIGGINS, 1984;
KEMBHAVI et al., 1993). Jung et al. (1998) demonstraram que as globulinas,
proteinas de reserva, sao sintetizadas como precursores no reticulo
endoplasmatico rugoso. Ap6s sua sintese e clivagem do peptideo sinal, elas
sdo organizadas em trimeros que sao transportados aos VAPs e processados
por asparaginil endopeptidases, mostrando que as VPEs sado responsaveis

pela maturacao de precursores dessas proteinas de reserva (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Modelo hipotético para o sistema de processamento vacuolar em plantas.
Uma variedade de proteinas vacuolares é sintetizada no reticulo endoplasmatico como
pré-proteinas precursoras e entdo séo transportadas aos vacuolos. Elas entdo sdo
proteoliticamente processadas em suas formas maduras pelas VPEs. A prépria VPE é
autocataliticamente convertida na sua forma madura, funcionando como enzima chave
no sistema de processamento vacuolar. Figura adaptada de Hatsugai et al., 2006.

A cana-de-acgUcar tem sido alvo de estudos devido a sua importancia no

cenario econémico nacional e internacional. Pesquisas tém sido realizadas



buscando a obtencao de variedades mais produtivas e com menos perdas na
producéo, tanto por fatores biéticos como abioticos. Portanto o estudo do perfil
da expressao génica durante o desenvolvimento da planta e em condi¢des de
estresse € importante para a compreensao dos seus processos fisiologicos.

Estudos realizados em nosso laboratorio, por Santos-Silva et al. (2012)
com uma legumaina de cana-de-acucar (CaneLEG) revelaram que esta enzima
possui as caracteristicas principais de VPEs, como auto-ativacdo e atividade
em pH acido. Estes estudos também mostraram que a atividade da CaneLEG é
fortemente inibida quando incubada com a cistatina 3 da cana-de-acucar
(CaneCPI-3). Andlises quantitativas da expressao dos genes de CanelLEG e
CaneCPI-3 indicaram um padrédo de expressao tecido-especifico durante o
crescimento da cana, com forte acumulo de transcritos de CaneLEG durante o
desenvolvimento dos entrends. Além disso, a expressao de genes envolvidos
em determinados processos fisiologicos também pode ser induzida ou
reprimida pela agéo de fitohormonios. Santos-Silva et al. (2012) demonstraram
que a expressdo de uma legumaina de cana foi fortemente induzida por
tratamento com acido abscisico (ABA), sugerindo que estes genes podem estar
envolvidos em resposta a estresse relacionado a ABA.

1.2 Cistatinas: Inibidores naturais de cisteino-peptidases

As cistatinas sao inibidores reversiveis de cisteino peptidases e seu
mecanismo de acéo baseia-se na inibicdo competitiva, bloqueando o acesso do
substrato especifico ao sitio ativo da enzima (TURK; BODE, 1991;
BENCHABANE et al., 2010). Estudos descrevem as cistatinas como inibidores
de CP da familia da papaina (TURK; BODE, 1991; ARAI et al., 2002; OLIVA et
al., 2004). Entretanto, enzimas da familia da legumaina também podem ser
inibidas por algumas cistatinas, num sitio reativo diferente do utilizado para
inibicdo de CP do tipo papaina (ALVAREZ-FERNANDEZ et al., 1999; CHENG
et al., 2006).

A maioria das cistatinas possui em sua composi¢cdo uma folha 3
dobrada, contendo cinco fitas 3 antiparalelas, organizada em volta de uma a
hélice de cinco voltas. A inibicdo das enzimas da familia da papaina se da por

meio da interacdo entre trés regides conservadas das cistatinas e a cisteino-
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peptidase alvo: uma sequéncia N-terminal contendo um residuo de glicina que
interage com o subsitio S2 da enzima; um motivo GIn-X-Val-X-Gly altamente
conservado na regido central formando o loop 1 e uma regido contendo um
residuo de triptofano, localizado no loop 2 que apresentam tamanhos e formas
que se encaixam nos subsitios S1’ e S2’ do sitio ativo da enzima (TURK;
BODE, 1991; BENCHABANE et al., 2010) (Figura 1.4).
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Figura 1.4. Interacdo entre cistatina e cisteino peptidase alvo, em destaque as trés
regides da cistatina envolvidas na inibicdo: em amarelo o segmento N-terminal,
contendo o residuo de glicina (G) conservado, que interage com a peptidase no
subsitio S2; em verde a alga central, contendo o motivo Q-X-V-X-G, e em azul a regiéo
C-terminal, contendo o residuo conservado de triptofano (W), que constituem as outras
regides de contato com a peptidase em S1” e S2’, respectivamente. Figura adaptada
de ALVAREZ-FERNANDEZ e ABRAHAMSON, 2006.

Como ha um grande numero de cistatinas descritas, elas foram
organizadas em uma superfamilia subdividida, inicialmente, em trés familias de
cistatinas (BARRETT et al., 1986). A inclusdo de uma nova familia contendo as
cistatinas de plantas, ou fitocistatinas, foi sugerida por Kondo et al. (1991). As
fitocistatinas possuem algumas caracteristicas semelhantes a familia das
estefinas, como auséncia de ligacbes dissulfeto e residuos de cisteina.
Também assemelha-se a familia das cistatinas, como o tamanho e a
similaridade na sequéncia primaria. Além disso, as fitocistatinas possuem
exclusivamente a sequéncia consenso L-A-R-[FY]-A-[VI]-X(3)-N, formando uma
a hélice na regido N-terminal. A andlise filogenética de cistatinas animais e de

plantas mostrou o agrupamento das fitocistatinas em um unico ramo, distinto



das familias 1 e 2, justificando sua classificagdo numa familia prépria
(MARGIS; REIS; VILLERET, 1998).

As fitocistatinas estdo envolvidas na regulacdo da atividade das
peptidases enddgenas durante na maturacdo de sementes e na defesa contra
cisteino-peptidases exdgenas de insetos e nematoides, que geralmente
possuem essas peptidases em seus intestinos (ARAI, et al., 2002).

As fitocistatinas foram identificadas em diversas plantas, incluindo mono
e dicotiledbneas. A primeira fitocistatina foi isolada de sementes de arroz (ABE
et al., 1987). Desde entdo, ja foram caracterizadas cistatinas em plantas como
milho (YAMADA et al., 2000), cana-de-acucar (SOARES-COSTA et al.,2002;
GIANOTTI et al., 2006), batata (ANNADANA et al., 2003), feijao (DIOP et al.,
2004), trigo (CORRE-MENGUY et al.,, 2002), entre outras. As fitocistatinas
foram inicialmente descritas por sua capacidade inibitoria contra enzimas da
familia da papaina. Entretanto, Martinez et al. (2007) descreveram a inibicéo de
enzimas da familia da legumaina pela cistatina de cevada com massa
molecular de 23 kDa, contendo uma regido C-terminal estendida.

A estrutura tridimensional da cistatina de arroz, orizacistatina |,
apresenta o enovelamento tipico observado para as cistatinas animais. Embora
as fitocistatinas contendo a extensao C-terminal apresentem enovelamento de
sua regido N-terminal similar a orizacistatina I, a estrutura tridimensional de sua
regido C-terminal estendida ainda n&o foi determinada (CHU et al., 2011). As
funcbes das fitocistatinas estdo relacionadas a regulacdo de cisteino-
peptidases enddégenas durante a maturacdo de sementes, degradacdo de
proteinas nos Orgados de reserva, crescimento e proliferacdo celular,
senescéncia e morte celular programada (SOLOMON, et al, 1999,
SUGAWARA et al., 2002; HWANG et al., 2009; WEEDA; KUMAR; KNOWLES,
2009; TIAN et al., 2009). Entretanto, pouco se sabe a respeito de quais CP
enddgenas sdo alvos desses inibidores. Yamada et al. (2000) confirmaram a
interacdo de fitocistatina com CP do tipo papaina in vivo, ap0s a purificacdo de
uma cistatina de milho com sua peptidase alvo, sendo necessario o tratamento
do complexo com SDS para liberagédo da fitocistatina e ativacdo da peptidase
(YAMADA et al., 2000).

As fitocistatinas também atuam na defesa da planta em resposta a

ferimentos ou ataque por patdgenos e insetos. Alguns fitopatégenos e insetos
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secretam cisteino-peptidases para facilitar o processo de patogénese e
degradacdo de proteinas da planta (HABIB; FAZILI, 2007). Além disso,
fitocistatinas sdo capazes de inibir CP digestivas de insetos e o crescimento de
microorganismos fitopatogénicos in vitro (ZHAO et al., 1996; YANG; YEH,
2005; CARRILLO et al., 2011). Também foi observado que as cistatinas sao
super-expressas em condi¢cfes de estresse abidtico como alta salinidade, seca,
oxidacéo e frio (PERNAS; SANCHEZ-MONGE; SALCEDO, 2000; DIOP et al.,
2004). Portanto, o uso de fitocistatinas para producdo de plantas transgénicas
mais resistentes a patdégenos, insetos e estresse abidtico vem se tornando
cada vez mais crescente (URWIN; GREEN; ATKINSON, 2003; HAQ; ATIF;
KHAN, 2004; HABIB; FAZILI, 2007; ZHANG et al., 2008) e os estudos do perfil
inibitérios desses inibidores € importante para a caracterizacdo inicial e
entendimento da fungao das fitocistatinas na planta.

No laboratério de Biologia Molecular (LBM — DGE - UFSCar) foi
realizada a caracterizacdo da primeira cistatina de cana-de-acucar,
denominada CaneCPI-1, além de outras trés cistatinas da mesma planta.
Essas cistatinas séo capazes de inibir de forma eficiente catepsinas humanas,
assim como outras CP (SOARES-COSTA et al.,, 2002; OLIVA et al., 2004;
GIANOTTI et al., 2006). Estudos realizados com a CaneCPI-1 mostraram que
esse inibidor apresentou atividade antifungica contra Trichoderma reesei,
indicando que esta cistatina pode estar envolvida na defesa da planta contra
patégenos. Foi demonstrado também em nosso laboratério que a CaneCPI-3,
uma cistatina de cana-de-aclcar com a regido C-terminal estendida, possui
uma forte capacidade de inibicdo de VPEs, com a asparagina do motivo SNSL
na extensdo C-terminal sendo responsavel pela atividade inibitéria (SANTOS-
SILVA et al.,2012).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos gerais encontrar novas legumainas
de cana-de-acucar por meio de uma busca no banco de dados de EST
(SUCEST) e realizar a expresséo heterologa e caracterizacdo de pelo menos
uma das enzimas encontradas. Nesse sentido, 0s objetivos especificos

propostos, foram:

Identificacdo das sequéncias de legumainas presentes no banco de
dados do SUCEST;

Alinhamento das sequéncias encontradas e clusterizacao;

Isolamento e sequenciamento de um clone proveniente do SUCEST
contendo a ORF de uma provavel legumaina;

Andlise in silico da sequéncia da legumaina,;

Clonagem da ORF da legumaina em vetor especifico para expressao
em levedura;

Expressao heterdloga em Pichia pastoris;

Purificacdo da proteina recombinante;

Caracterizacao cinética da enzima recombinante;

Ensaios de inibicdo da atividade enzimética da legumaina por inibidores

sintéticos e a cistatina de cana-de-agucar CaneCPI-3.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Andlises in silico

Foi realizada uma busca nas sequéncias disponiveis no NCBI referentes
ao banco de dados do SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag) atravées
de uma busca por similaridade, utilizando o programa TBlastN, utilizando como
modelo a sequéncia da legumaina de cana-de-acucar, CaneLEG (GenBank ID:
JQ083602), ja caracterizada no laboratério (LBM-DGE — UFSCAR). Foram
selecionadas as sequéncias que obtiveram um valor de E-value inferior a 1e->.

As sequéncias encontradas foram submetidas a analise no programa
Blast2GO (CONESA; GOTZ et al., 2005). O primeiro passo realizado foi uma
busca por similaridade com o blastx contra o banco nr do NCBI, utilizando um
e-value minimo de e®. Em seguida, foi realizado o mapeamento relacionando
os resultados do blast com termos do banco Gene Ontology (GO) cobrindo trés
dominios: componente celular (C), funcdo molecular (F) e processo bioldgico
(P). As sequéncias também foram classificadas segundo a nomenclatura da
IUBMB (International Union of Biochemestry and Molecular Biology) e com o
banco Kegg (Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto). A fim de
complementar a anotacéo funcional as sequéncias foram analisadas no banco
Interpro utilizado o programa InterProScan. Essa ferramenta faz uma busca em
diferentes bancos de dados com a finalidade de identificar relagcdes entre as
sequéncias, conseguindo assim inferir fungdes proteicas.

Para verificar se existem tipos diferentes de legumainas na cana-de-
acucar, as sequéncias foram analisadas no programa MEGA5 (TAMURA,
2011). Foi realizado um alinhamento das sequéncias encontradas utilizando a
ferramenta MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log- Expectation). As
sequéncias idénticas ou truncadas foram previamente removidas. O método de
tratamento de sequéncias utilizado foi o Gblocks com os parametros padrbes
no servidor PhyML 3.0 (GUINDON; GASCUEL, 2003) que elimina regides mal
alinhadas ou divergentes. A arvore filogenética das legumainas foi obtida
utiizando o método de maxima verossimilhanca. O melhor modelo foi
determinado com o critério de informacdo Akaike (AIC) (AKAIKE, 1974). O
suporte estatistico para os nos foi avaliado por bootstrap com 1000

pseudoréplicas.
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3.2. Clonagem da legumaina no vetor de expressao heterdloga

Apos obtencdo do cDNA da CaneLEG2, foram desenhados
oligonucleotideos contendo sitios de restricdo para amplificacdo por PCR de
sua ORF, sem o peptideo sinal, para clonagem em vetores de expressao. Para
amplificacdo da ORF foram usados oligonucleotideos forward contendo o sitio
de restricdo para EcoRlI, e reverse contendo o sitio de restricdo para a enzima
Sall (tabela 3.1). O vetor de expressao utilizado para clonagem foi o0 pGAPZ0oA

(Invitrogen) (Figura 2.1).

Tabela 3.1. Oligonucleotideos utilizados para clonagem da CaneLEG2. Os sitios para
as enzimas de restricdo EcoRI (GAATTC) e Sall (GTCGAC) estado sublinhados

Nome Sequéncia 5’ - 3’
CLeg2EcoRIFw AAGAATTCGCGGCGGATGGGGCGGAG
CLeg2SalRv AAAGTCGACAGCGCTGTGTCCCTGAGC
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L@
%3=5%5s3s :
| ﬁ;ﬁ?%ﬁtﬁgﬁ myc epitope | 6xHis |

361 GATTATTGGA AACCACCAGA ATCGAATATA AAAGGCGAAC ACCTTTCCCA ATTTTGGTTT
pGAP forward priming site

T 1
421 CTCCTGACCC AAAGACTTTA AATTTAATTT ATTTGTCCCT ATTTCAATCA ATTGAACAAC

I
481 TATTTCGAAA CG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala

532 GCA TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACHA ACH GAM GAT GAR ACG
Ala Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr

o-factor signal sequence

583 GCA CAA ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GRA GGG GAT
Ala Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp

634 TTC GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC RAC AGC ACR AAT AAC GGG TTA TTG
Phe Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Len

685 TTT ATA RAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAA GGG GTA TCT
Phe Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser

Xho I* Kex2 signal cleavage EcoR | Bl | sl
I 1) | I
736 CTC GAG RAA AGAR GAG GCT GRA GC@ GRAATTCAC GTGGCCCA GCCGGCCGTC TCGGATC
Leu Glu Lys Arg Glu Ala‘Glu Ala‘
Ste13 signal cleavage
AspT1B | Kpn | Xho | Sacll Norl Xbal mye apitapa
i i i I ] I
793 GGTACCTCGA GCCGCGGCGGE CCGCCAGCTT TCTR GAR CAA AAR CTC ATC TCA GAA GRG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
Sall polyhistidine tag
TR | I I 1
451 GAT CTG AAT AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTTAGC CTTA
Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His ***

905 GACATGACTG TTCCTCAGTT CAAGTTGGGC ACTTACGAGA AGACCGGTCT TGCTAGATTC TAAT
3" AOX1 priming site
I ]
969 CAAGAGGATG TCAGAATGCC ATTTGCCTGA GAGATGCAGGE CTTCATTTTT GATACTTTTT TATT

1033 TGTAACCTAT ATAGTATAGG ATTTTTTTTG TCATTTTGTT TCTTCTCG

Figura 2.1. Mapa do vetor de expressdao pGAPZOA (Invitrogen) e sequéncia do sitio de
clonagem mdltipla (MCS). No mapa observa-se a regido PGAP, referente ao promotor do gene
GAPDH; AOX1 TT, que indica o terminador de transcricdo do gene AOX1; Zeocin, o gene de
resisténcia ao antibidtico zeocina; o-factor, sequéncia que permite a secrecdo da proteina;
6xHis, cauda de polihistidina. No MCS esté indicado o inicio e fim da sequéncia sinal fator a, 0
sinal de clivagem Kex e as enzimas de restricdo que podem ser usadas para a clonagem nesse
vetor.
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A PCR foi realizada num volume final de 25 pL contendo 10 ng de DNA,
tampao de reacao 1X (20 mM Tris-HCI pH 8.8, 10 mM (NH,)>SO4, 10 mM KClI,
1 mg/mL BSA, 1 % (v/v) Triton X-100, 20 mM MgSOQO,), 0,2 mM de cada dNTP,
0,4 uM de cada oligonucleotideo e 1,25 U da enzima Pfu DNA polimerase
(Thermo). O programa de amplificagcdo consistiu de uma desnaturacao inicial
de 95 °C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 95 °C por 30 s, gradientes de
52 °C a 60 °C por 30 s, 72 °C por 3 min e uma extensao final a 72 °C por 10
minutos. ApoOs a reacdo, os produtos de PCR foram analisados em gel de
agarose 1% contendo brometo de etideo 1 pg/mL e visualizados sob luz UV.

O produto de PCR correspondente a CaneLEG2 foi purificado do gel de
agarose utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega).
O material purificado foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRI e Sall
para obtencdo dos fragmentos contendo extremidades coesivas, as quais
permitiram a posterior clonagem direcional no vetor de expressao previamente
clivado com as mesmas enzimas.

Nas reacdes de clivagem para obtencdo do fragmento da CaneLEG2 e
do vetor de expressédo contendo extremidades coesivas foram utilizados 1 ug
de DNA, 10 U EcoRl, 10 U Sall, tampéao Orange 1X (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10
mM MgCl,, 100 mM NacCl, 0,1 mg/mL BSA), em um volume final de 50 pL. As
reacoes de clivagem foram mantidas a 37 °C por 16 h. Em seguida, as reacdes
foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1 % e os fragmentos
correspondentes a CaneLEG2 e ao pGAPZoA foram recuperados do gel de
agarose com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega) e
utilizados nas reacoes de ligacdo. As reacoes de ligacado foram realizadas em
volume de 15 pL contendo 50 ng de vetor, 130 ng de inserto, tampéao de reacéo
1X (40 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM MgCl, 10 mM DTT, 0,5 mM ATP) e 25 U
de T4 DNA ligase (Fermentas), incubada por 1h a temperatura ambiente.

Um volume de 10 pL das reacbes de ligacao foi utilizado para o
processo de transformacéo, por choque térmico, de células de Escherichia coli
DH5a quimiocompetentes, preparadas pelo método de cloreto de calcio (CaCl,)
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001). As coldnias das bactérias transformadas com a
construcdo contendo o gene de interesse foram selecionadas por cultura em

meio LB agar low salt (1 % triptona, 0,5 % extrato de levedura, 0,5 % NacCl, pH
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7,5) contendo 25 pg/mL de zeocina. Para confirmar a inser¢cdo do plasmideo,
foi realizado PCR pela técnica de PCR de colonias, onde 10 colbnias foram
escolhidas e repicadas com palitos de dente estéreis em tubos de 0,2 mL
contendo a mistura para PCR e a amplificacdo foi realizada como descrito
previamente no item 3.2. Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo e visualizados em luz UV.

Apos confirmacéo por PCR, duas col6nias positivas foram selecionadas
para extracdo do DNA plasmidial. Essas col6nias foram crescidas por 16 h em
10 mL de meio de cultivo LB low salt contendo 25 ug/mL de zeocina. O DNA
plasmidial foi extraido utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) e os
plasmideos recombinantes foram sequenciados para confirmacdo da ligacao

do gene em fase correta de leitura com as regides reguladoras.

3.3. Expressao heter6loga em levedura Pichia pastoris

Para transformacéo da linhagem de P. pastoris KM71H, o plasmideo foi
linearizado com a enzima de restricdo XmalJl (Fermentas), dessa forma
facilitando a recombinacdo homologa com o genoma da levedura. Para
linearizacdo foram utilizados 4 pg de plasmideo contendo o gene em uma
reacao com volume final de 50 pL, tampéo Tango 1X (33 mM Tris-acetato pH
7.9, 10 mM acetato de Mg, 66 mM acetato de K, 0,1 mg/mL BSA), 10 U da
enzima XmaJl, incubada a 37 °C overnight.

Apos a linearizacao foi adicionado 1/10 do volume de acetato de sédio 3
M pH 5,2, 2,5 volumes de etanol 100 % gelado e a solucéo foi incubada a -80
°C por 15 min e, em seguida, centrifugada a 16000 g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pL de etanol 80 %
gelado e centrifugado novamente a 16000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e ap0s a secagem para evaporacdo do etanol residual, o
material foi ressuspendido em 10 pL de agua destilada estéril.

Aproximadamente 1 pg da construcao linearizada foi utilizado para
transformar células de KM71H eletrocompetentes segundo protocolo descrito
por Cregg (2007). Inicialmente, uma colénia de KM71H foi inoculada em 5 mL
de meio YPD (1 % extrato de levedura, 2 % peptona, 2 % dextrose) e cultivada

a 30 °C, 250 rpm por 9 h. Uma aliguota de 50 uL dessa cultura foi utilizada
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para inocular 50 mL de YPD que foi mantido a 30 °C com agitacao de 250 rpm
até atingir uma DOgoonm de 1,2. Para uma medida mais precisa da DOgoonm, @
cultura foi diluida 10 vezes em agua antes da leitura em espectrofotometro. A
cultura foi centrifugada a 1500 g 4 °C por 5 min e o sobrenadante descartado.
Em seguida, as células foram ressuspendidas gentiimente em 10 mL de YPD
liquido contendo 170 mM de HEPES e, em seguida, foi adicionado 250 pL de
ditiotreitol (DTT) 1 M, prosseguindo com uma incubacgéo a 30°C por 15 min sem
agitacdo. Em seguida, foi adicionada agua destilada gelada (estéril) totalizando
um volume final de 50 mL e o material foi centrifugado nas mesmas condi¢oes
descritas acima. As células coletadas foram lavadas uma vez com 25 mL de
agua destilada gelada (estéril) e uma vez com 2 mL de sorbitol 1 M e
ressuspendidas em 100 pL de sorbitol 1 M.

Para transformacao de Pichia, o DNA linearizado, em volume de até 10
uL, foi misturado com 40 L de células competentes e, em seguida, transferido
para cubetas de 0,2 cm (Bio-Rad) que foram incubadas em gelo por 5 min. A
transformacdo das células competentes foi realizada por eletroporacdo no
aparelho GenePulser Il (Bio-Rad) nas seguintes condi¢bes: 1500 V, 25 pF,
200Q. Imediatamente ap6s o choque, foi adicionado 1 mL de sorbitol 1 M a
cubeta e as células foram transferidas para um tubo de 15 mL e mantidas a
30°C por 2h sem agitacdo. Para selecédo dos transformantes 100 e 200 pL de
células foram espalhadas em placas de YPDS &gar (1 % extrato de levedura, 2
% peptona, 2 % dextrose, 1 M sorbitol, 2 % agar) contendo 100 e 500 pg/mL de
zeocina e incubadas a 30°C por 3 dias.

Para confirmacdo da insercdo do plasmideo contendo o gene da
CaneLEG2 no genoma da P. pastoris os clones obtidos apos transformacéo
foram analisados por PCR de colénia conforme descrito por Akada et al.,
(2000). As colbnias transformantes foram repicadas com palito de dente estéril
e colocadas em tubos de 1,5 mL contendo 20 pL de SDS 0,2 %, recém-
preparado. A solucédo contendo as células foi fervida por 3 min e centrifugada a
12000 g por 30 s. Um pL do sobrenadante foi utilizado como molde na PCR
num volume final de 25 pL contendo 1 % triton X-100, tamp&o de reacédo 1X
(100 mM Tris-HCI pH 8.8, 500 mM KCI, 1 % Triton X-100, 16 mM MgCl,), 200
UM de cada dNTP, 0,4 uM de cada oligonucleotideo e 1,25 U da enzima Taq

DNA polimerase (Sinapse Inc). A amplificacao foi realizada em termiciclador
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T100 (Bio-Rad) utilizando o programa: 94 °C 3 min, 35 ciclos a 94 °C 90 s, 52
°C 90 s, 72 °C 4 min, extensao final 72 °C por 7 min. Apos amplificacdo o
material foi analisado em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo 1
pg/mL e visualizado sob luz UV.

Os clones positivos selecionados por PCR foram testados para avaliar
as condicbes de expressdo da proteina recombinante. As colbnias
recombinantes foram avaliadas quanto a producdo da enzima CaneLEG2 em
um processo de inducao de expressdo em pequena escala, usando uma placa
de cultura de 24 pocos (Whatman). As coldnias foram inoculadas em 2 mL de
meio YPD tamponado com 100 mM de tampéo fosfato de potassio, pH 6,0, a
30°C e agitacdo de 250 rpm. O clone da endoglucanase 3 de Trichoderma
harzianum foi usado como controle positivo e uma colbnia de P. pastoris
KM71H néo transformada foi usada como controle negativo. A cada 24 h, as
placas foram centrifugadas a 1500 g por 10 min e foram retiradas aliquotas de
100 pL do sobrenadante, até completar 96 h de indugéo. Cada um dos
intervalos foi analisado em SDS-PAGE 12 % (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). O
clone selecionado para a producdo da enzima recombinante em escala maior
foi o que apresentou maior producdo de enzima em um menor intervalo de

tempo.

3.4. Producéo e purificacdo da proteina recombinante

Para a producdo da CaneLEG2 em maior escala, uma pequena
quantidade de massa celular foi inoculada em 10 mL de meio YPD tamponado
com 100 mM de tampéao fosfato de potassio pH 6,0, e cultivada a 30 °C sob
agitacado de 250 rpm por 16 h. Posteriormente, foram utilizados 200 yL deste
pré-indculo para inocular 100 mL de meio YPD tamponado com 100 mM de
tampéao fosfato de potassio pH 6,0. A esse indculo foi adicionado 1 mg do
inibidor CaneCPI-3CT. A inducao foi mantida por 48 h, a 30 °C, sob agitacdo de
250 rpm. ApOs a inducéo, a cultura foi centrifugada a 20 °C por 5 min a 3000 g
e 0 sobrenadante filtrado em membrana de nitrocelulose 0,45 pum (Millipore) e
purificado por cromatografia de afinidade utilizando uma coluna carregada com
3 mL de resina Ni-NTA Superflow (Qiagen). A coluna pré-equilibrada com 5

volumes de tampdo de lise (10 mM de Tris, 50 mM de Na;HPO,
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monohidrotado, 100 mM de NaCl, pH 8,0), foi adicionado o sobrenadante da
cultura induzida, previamente filtrado. Apos ligacdo da proteina a resina, foi
realizada uma lavagem da coluna com 3 volumes de tampé&o de lise seguindo
para eluicdo da proteina em tampdo de lise contendo concentracdes
crescentes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM), sendo 2 volumes das
solugdes com 10 a 100 mM e 3 volumes da solu¢gdo com 250 mM de imidazol.
As amostras eluidas foram analisadas em SDS-PAGE 12 % corado com azul
de comassie. A enzima CaneLEG2 purificada juntamente com o inibidor
CaneCPI-3CT foi dialisada em membrana de didlise 14.000 MW (Viskase)
contra 2 L de tampdao de lise pH 8,0 com 1 M de NaCl. A dialise foi mantida a
4°C com 2 trocas sucessivas de tampdo a cada 1 h de incubacédo. A alta
concentracdo salina utilizada resultou na dissociacdo do complexo enzima-
inibidor e, portanto, foi necessaria uma nova purificacdo para separar as
fragbes contendo apenas a enzima. As fragbes dialisadas contendo a enzima
CaneLEG2 com o inibidor CaneCPI-3CT foram entdo passadas por uma coluna
de gel filtracdo, Superdex™ 75 10/300 GL (GE Healthcare) utilizando o sistema
de purificacdo de proteinas Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech). ApoGs a
obtencdo da CaneLEG2 purificada e separada do inibidor, as fracbes que
continham a enzima foram dialisadas em membrana de dialise 14000 MW
(Viskase) contra 1 L de tampéo citrato-fosfato (138,5 mM Na,HPO,4, 30,7 mM
acido citrico pH 6,4) a 4 °C com uma troca de tampao ap6s duas horas de
incubacao e a dialise foi mantida por 16 h.

3.5. Ensaio de imunodeteccéo

As amostras analisadas por Western Blotting foram previamente
separadas em SDS-PAGE 12 % e transferidas para uma membrana de PVDF
(Pierce) com tampédo de transferéncia (20 mM Tris, 55 mM glicina, 20%
metanol) durante 2 h, a 150 mA, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BIO-
RAD). A membrana foi bloqueada por 1h em TBS 1X (50 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 8,0) contendo 5 % leite Molico desnatado (Nestlé). Apds o bloqueio,
foram feitas 3 lavagens de 5 min com TBS 1X e a membrana foi incubada com
o anticorpo primario diluido 1:2500 em TBS 1X. Em seguida, a membrana foi

lavada como descrito anteriormente e incubada por 90 min com o anticorpo
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secundario anti-mouse-HRP do kit Amersham ECL Western Blotting System
(GE), numa diluicdo 1:10000. A membrana foi lavada e a interacdo antigeno
anticorpo foi revelada utilizando uma mistura de 500 pL do reagente de

deteccdo 1 e 500 pL do reagente de deteccdo 2 presentes no mesmo Kit.
3.6. Caracterizacao cinética da enzima recombinante CaneLEG2
3.6.1. Calculo da constante de Michaelis Menten (Ky,)

A constante Michaelis-Menten (K) permite analisar a afinidade da
enzima pelo substrato utilizado. Para determinar o valor de Km, 0,34 uM da
enzima foi pré-incubada por 5 minutos em 450 pL de solucdo de reacdo
contendo tampao citrato-fosfato pH 6,4 e DTT 2,5 mM. O DTT é utilizado como
agente redutor do residuo de cisteina presente no sitio ativo das cisteino-
peptidases. Em seguida foram adicionadas concentracdes crescentes dos
substratos Z-Val-Ala-Asn-MCA ou Z-Ala-Ala-Asn-MCA variando de 0,5 a 256
MM, em 450 pL. A velocidade de reacao foi medida considerando a quantidade
de MCA (7-amino-4-metil coumarina) livre, proveniente da hidrolise do
substrato pela enzima. A molécula de MCA livre quando excitada em um
comprimento de onda (A) de 360 nm emite fluorescéncia que pode ser
detectada em A480 nm em espectrofluorimetro F-2500 (Hitachi). Desta forma, o
aumento na fluorescéncia é proporcional a velocidade de reacéo. A inclinacao
das retas geradas no programa FL Solutions 2.0 a partir dos dados UAF vs
tempo correspondem a velocidade de reacdo. Cada medida foi realizada em
triplicata. O valor de K, foi determinado a partir de um gréafico da velocidade de

reacao vs [substrato], utilizando o programa GraphPad 6.0.
3.6.2. Ensaios de inibicdo enzimética

Nos estudos de inibicdo da atividade da CaneLEG2 foram usados o0s
inibidores: Ac-YVAD-CHO (Bachem) (inibidor de caspase-1); CaneCPI-3
(cistatina de cana-de-acucar), CaneCPI-3DelC (regido N-terminal da CaneCPI-
3) e a CaneCPI-3CT, extensdo C-terminal da fitocistatina 3 de cana-de-agucar
caracterizada por Gianotti et al. (2006) que apresenta motivo inibitorio de
legumaina. Nos ensaios de inibicdo enzimatica, 0,34 uM da CaneLEG2 foi pré-

incubada por 5 min a 37°C em 450 pL de solucédo de reacédo contendo tampao
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citrato-fosfato pH 6,4 e DTT 2,5 mM. Apds a incubacéo, 13,4 uM do substrato
Z-Val-Ala-Asn-MCA foi adicionado e foi realizada a leitura da fluorescéncia
emitida por 150 segundos em espectrofluorimetro F-2500 (Hitachi). A atividade
da enzima na auséncia de inibidores, representada como 100% de atividade,
foi utilizada como controle. Em seguida concentracbes crescentes dos
inibidores foram adicionadas a cada 100 segundos e foram feitas leituras das
atividades residuais.

A constante de inibicdo (K;) foi calculada baseada na formula vo/vi= 1 +
[1o/Ki;, onde Vo € a velocidade de reacdo na auséncia do inibidor, V; a
velocidade na presenca do inibidor e [I] corresponde a concentracao de inibidor
utilizada. ApGs a obtencado dos valores de atividade da enzima na auséncia e
presenca de inibidores, foi desenhado um grafico (vo/vj) -1 vs [l]o cuja inclinacéo
da reta corresponde a 1/K; (BEYNON; BOND, 1990).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise in silico

A busca nas sequéncias do NCBI referentes ao banco de dados do

SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag) utilizando como modelo a

sequéncia da CaneLEG, resultou na identificacdo de 93 sequéncias, referentes

a 87 clones diferentes. O numero de sequéncias encontradas em cada

biblioteca que compde o SUCEST pode ser visualizado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Descricdo resumida das bibliotecas que compdem o SUCEST. Na quarta
coluna, encontra-se o numero de sequéncias de legumainas de cana-de-acUcar encontradas.
Tabela modificada de VETTORE et al., 2001.

Caodigo da Nome da biblioteca Descricéo N ° de

biblioteca Sequéncias

AD1 G. diazotroficans Tecidos de raiz, colmo e meristema 8

apical infectados com
Gluconacetobacter diazotroficans
AM1, AM2 Meristema Apical Meristema apical de plantas jovens 5
CL6 Calo Pool de calos tratados por 12 ha 4°C e 1
37°C, no escuro ou na luz
FL1, FL3, FL4, Flores 1, 3,4,5€¢8 Flores em diferentes estagios de 8
FL5, FL8 desenvolvimento
HR1 H. rubrisubalbicans Tecidos de raiz, colmo e meristema 5
apical de plantas cultivadas in vitro e
infectados com Herbaspirilum
diazotroficans

LB1, LB2 Gema lateral 1 e 2 Gemas lateral de plantas maduras. 10

LR1, LR2 Cartucho foliar 1 e 2 Cartucho foliar de plantas imaturas 6

LV1 Folha 1 Folhas estioladas de plantulas 2

crescendo in vitro
RT1, RT2, RT3 Raiz1,2e3 Raizes de 0,3 cm de plantas maduras 11
e apice de raiz
Rz1, RzZ2, RZ3 Raiz ao apice Zonas da raiz ao apice de plantas 3
jovens
SB1 Casca do caule Superficie do caule de plantas 3
maduras
SD1, SD2 Sementes 1 e 2 Sementes em desenvolvimento 13
ST1, ST3 Haste 1 e 3 Primeiro e quarto entrends de plantas 18
imaturas
Representantes de legumainas foram encontrados em todas as

bibliotecas, o que corrobora com os resultados encontrados por Santos-Silva et
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al. (2012), que investigaram a expressao tecidual da CaneLEG e observaram
gue o gene dessa enzima é expresso constitutivamente em todos os tecidos
analisados (folhas, cartucho foliar, raizes, gema, meristema apical, entrené e
broto lateral) e nas quatro fases de desenvolvimento em que os tecidos foram
coletados (estabelecimento, perfilhamento, crescimento dos colmos e
maturacao).

As sequéncias foram submetidas a analise no programa Blast2GO
(CONESA; GOTZ et al., 2005) que serviu como uma ferramenta de anotacdo
para confirmar a similaridade das sequéncias encontradas no SUCEST com
legumainas de outros bancos de dados. Apenas duas sequéncias nao
apresentaram similaridade com legumaina e foram eliminadas do restante das
analises. Todas as demais mostraram alta similaridade com legumainas de

cana-de-agucar, sorgo e milho (Figura 4.1).

BLAST Top-Hits
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Saccharum hybrid |

Sorghum bicolor l—4|
Saccharum officinarum I:’ :

Espécies

Zea mays

Vigna mungo

Aegiops speltoides

Figura 4.1. Gréfico obtido no programa Blast2GO mostrando a distribuicdo de
espécies com maior similaridade encontradas na analise.

As sequéncias foram classificadas segundo a nomenclatura da IUBMB
(International Union of Biochemestry and Molecular Biology) com o cddigo E.C:
3.4.22 de cisteino-endopeptidases. Os resultados do Gene Ontology
associaram todas as sequéncias com 0 processo biolégico de protedlise e
funcdo molecular de cisteino-endopeptidase. A analise com software Pfam
mostrou que todas pertencem a familia de peptidases C13 e ao clan CD. Uma
analise utilizando o software SignalP mostrou que as sequéncias possuem
provaveis peptideos sinais, caracteristica tipica das enzimas dessa familia.

Correa et al. (2001) descreveram 22 clusters diferentes de legumainas

encontrados em cana-de-acucar, porém uma analise mais detalhada desses
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dados revelou que varios deles contém sequéncias iguais, ou nao apresentam
similaridade com legumainas dos bancos de dados. Portanto, para verificar se
existem tipos diferentes de legumainas na cana-de-acucar, foi realizada uma
analise filogenética com as sequéncias obtidas para classifica-las em grupos
distintos, levando em consideracao as diferencas entre elas. Primeiramente foi
realizado um alinhamento, mas devido ao tamanho reduzido ou baixa
qualidade de algumas sequéncias, apenas 59 foram usadas. Por meio desse
alinhamento foi possivel observar que 39 sequéncias correspondiam aos
aminoacidos da regido N-terminal da legumaina, enquanto 20 correspondiam a
regido C-terminal. Isso se deve a extensdo da ORF completa da legumaina,
que € superior a quantidade de nucleotideos sequenciados para cada clone e
depositados no banco de dados. Com a impossibilidade de realizar um
alinhamento com todas elas, foi construida uma arvore filogenética para a
regido N-terminal, que possuia uma amostragem maior. A sequéncia da
CaneLEG (GenBank ID: JQ083602) foi utilizada como representante de um dos
grupos e a sequéncia de uma legumaina humana (NP_005597.3) foi usada
como controle do tipo outgroup. A analise da arvore filogenética resultante
levou a classificacdo em trés grupos (Figura 4.2).

O maior grupo foi designado grupo |, ao qual pertence a legumaina ja
caracterizada no préprio laboratério, CaneLEG. O clone SCJFRT2053G04, foi
selecionado como representante do grupo Il e foi comprado no Centro
Brasileiro de Estocagem de Genes — BCC Center (Jaboticabal) e re-

sequenciado.
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SCUTST3088F03
SCQGLV1017F06
SCVPST1060G01
SCRFFL4007H09
SCQGLR1086C02
SCSGFL4CO1HO7
SCSBST3095F12
CanelEG
SCRFFL4007H08
SCEQAM1040D11
SCACSB1035A09
SCCCSD1003D10
SCBFST3134A09
SCSFHR1043D09
7| SCJFAD1COSF05
SCCCLB2001A06
SCRLAD1101F08
SCSFST3075G09
SCSBST3097C12
SCUTSB1075C07
SCQGAD1065D11
SCEPAM1019C10
SCUTAD1030H10
SCJLST1020G04

SCBGST3103C12
—‘— SCRLAD1044E09
SCUTST3127D12
SCPILB2022D10
SCSFST3080A02
SCPILE2022D05

SCPRLB2028G06
'i SCRLST3163E01

SCCCHR1002D07
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a7 | SCCCSTI001F05

41 SCRFFL1026B01

57 - SCUFRT2053G04

SCAGFL1086E04
r SCSBRZ3126G06
33l SCBFSB1047F05

legumain[Homo_sapiens]

0.1

Figura 4.2. Arvore filogenética construida com o programa MEGA 5 para clusterizacéo
das sequéncias de legumainas encontradas no SUCEST. O grupo | esta representado
em verde, o Il em azul e o lll em laranja.
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Com o re-sequenciamento do clone SCIJFRT2053G04, foi possivel obter

uma sequéncia de cDNA contendo a ORF completa de uma legumaina de

cana-de-acucar diferente da CaneLEG ja caracterizada, denominando assim a

nova como CaneLEG2, contendo 1482 pb codificando para uma proteina de

493 aminoacidos (Figura 4.3).

UTR 5°

cacgcgt acgt aagct t gggat cct ct aagcggccgecgegegggecat gect gegt t gct gcecgeac
gacacgt cactt cgggt cgt attt t aaaggcgccccccggacccagect cgeccgt caccact caccce
cact ct ct cgcacct acccgect get ct ct ct gt ct gacgcgecgecct cgegat cggt g

1 ATGECAGCTGCGECG TGECTGTGTGGACTC CTCTCGCTCCTGGECC

1 M A A A A

WL C G L

L S L L A

76 GGTGAGTGGGAGCCG TTGATACGGATGCCG ACGGAGAAGGGEGEGAT

26 G E WE P
151 GTTGAGGACGATGAA
51 V E D D E
226 CAGGCCGATGTGTGC
76 Q A DV C
301 TATGATGATATTGCC
101 Y D D I A
376 TATAATGGTGTTCCA
126 Y N G V P
451 AAAAGTGCTATCACT
151 K S A | T
526 GATCATGGGGGTCCT
176 D H G G P
601 AAAAAGAAGCATGCT
201 K K K H A
676 GAGGGATTAATGCCT
226 E G L M P
751 TACTGCCCTGGGATG
251 Y C P G M
826 ATGGAAGACAGTCAA
276 M E D S Q
901 TCGAACTCGAATAAG
301 S N S N K
976 TTCCTTTATCAAGGT
326 F L Y Q G
1051 GTCAATCAAAGAGAT
3531 V N Q R D
1126 CTGAGGGCTCTCATA
376 L R A L |
1201 AGGCTTGTCTTCGGA
401 R L V F G
1276 GACTGGGATTGITTG
426 D WD C L
1351 TACATGAGAGCGTTT
451 Y M R A F
1426 TGCAGCAGCTACAAC
476 C S S Y N

L1 RMP
GTGGGGACGAGGTGG
V G T R W
CATGCGTACCAGATA
H A Y QI
CATAACATTTTGAAC
H N1 L N
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Figura 4.3. Sequéncia de nucleotideos e proteina predita da CaneLEG2. A regido
sublinhada representa o peptideo sinal com a seta indicando o sitio de clivagem. O circulo
indica o provavel sitio de glicosilacdo. As letras minUsculas correspondem as regifes nao

traduzidas (UTR).
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A figura 4.4 mostra o alinhamento da sequéncia obtida deste clone para

CaneLEG2 com CaneLEG e legumainas de outros organismos.
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Figura 4.4. Alinhamento entre CaneLEG2 do SUCEST e outras legumainas pelo programa Multialin. O
alinhamento de aminoacidos foi realizado com outras VPEs dos organismos Saccharum sp (JQ083602.1),
Arabidopsis thaliana (BAA18924.1), Sorghum bicolor (XP_002448237.1), Zea Mays (CAB64544.1) e Oryza
sativa (BAA84650.1). Os blocos pretos representam as sequéncias idénticas de aminoécidos e aminoacidos
similares estdo em negrito. Os peptideos sinais estdo em amarelo. A caixa vermelha indica o motivo
descrito por Jackson et al. (2007). As setas vermelhas mostram os provaveis sitios de clivagem dos pré-
peptideos N e C-terminal. Os blocos verdes indicam os quatro aminoacidos que precedem os residuos
cataliticos, que estdo indicados pelas setas azuis.
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A CaneLEG2 possui alta identidade com VPEs de outras plantas, com
regides conservadas, como 0s residuos cataliticos, Hys e Cys, além dos
provaveis sitios de clivagem dos pré-peptideos N e C-terminal. Entretanto,
existem algumas diferencas que a separam da CaneLEG, como a composicéo
dos quatro aminoéacidos hidrofébicos que precedem os residuos cataliticos,
entre outras diferencas ao longo da sequéncia, em regibes menos
conservadas. Além disso, o motivo IRMPT da CaneLEG2 difere do motivo
conservado em legumainas de plantas descrito por Jackson et al. (2007)
(I/L)(R/K)(L)(P)(S), o qual esta relacionado ao direcionamento da legumaina
para vacuolos liticos.

A analise da sequéncia de aminoacidos da CaneLEG2 no programa
Signal P (BENDTSEN et al., 2004) indicou que os 19 aminoacidos iniciais
correspondem a um possivel peptideo sinal, provavelmente envolvido no
direcionamento da proteina para o reticulo endoplasmatico, onde ela entra na
via de secrecdo e é encaminhada ao vacuolo, de acordo com analise no
programa de predicdo de direcionamento celular PSORT (HORTON et al.,
2007). O provavel sitio de glicosilacdo predito com o programa NetNGlyc 1.0
pode ser observado na figura 4.5 e encontra-se no residuo de asparagina na

posicdo 150, na sequéncia da CaneLEG2.

MetHGlyc 1.8: predicted H-glucoszylation sites in Sequence

Fotential
Threshold

H.75 o

@.25 o

H-glycosylation potential

a T T T T T T T T
5] 58 16848 158 zaa 258 jeiz]s] 258 488 458
Segquence position

Figura 4.5. Provavel sitio de glicosilacdo da CaneLEG2. O grafico gerado com o
software NetNGlyc 1.0 mostra um possivel sitio de N-glicosilacdo na asparagina 150
da cadeia de aminoéacidos da CaneLEG2.
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4.2. Clonagem da CaneLEG2 no vetor de expressado pGAPZaA

A ORF correspondente a CaneLEG2, sem o peptideo sinal e sem cédon
de terminacgéo, foi amplificada por PCR utilizando os oligonucleotideos com os
sitios para as enzimas de restricdo. A figura 4.6 mostra a analise em gel de
agarose 1 %, onde se observa a presenca do fragmento no tamanho esperado
de 1439 pb.

pb

1500 —

1000—

Figura 4.6. Amplificacdo da ORF da legumaina de cana-de-acgucar (CaneLEG2) a
partir do clone SCJFRT2053G04, utilizando primers especificos. Gel de agarose 1%
mostrando em M: marcador de massa molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen), 1 e 2:
produto amplificado em duplicata, indicado pela seta, 3: controle negativo.

O amplicon foi digerido e clonado no vetor de expressdao pGAPZ0OA, que
permite a insercdo da cauda de histidinas na regido C-terminal da proteina
recombinante. Para confirmacdo da insercdo correta do fragmento, além da
PCR das colbnias (Figura 4.7), foi realizada uma analise de restricdo com as
enzimas utilizadas na clonagem (Sall e EcoRI). ApGs a digestéo, a analise em
gel de agarose mostrou a presenca de duas bandas correspondentes ao vetor

(3,1 kb) e ao inserto (1422 pb), como mostrado na figura 4.8.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Figura 4.7. PCR de colbnia para identificacdo de transformantes de E. coli DH5a com
o plasmideo recombinante contendo a ORF da legumaina, mostrando em M: marcador
de massa molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen), 1: controle negativo, 2 a 10: clones
transformados com o plasmideo recombinante. A seta indica a banda amplificada de
aproximadamente 1500 pb.

M 1

3000—

1500 —
1000—

Figura 4.8. Andlise de restricdo do plasmideo recombinante contendo a ORF da
legumaina. Gel de agarose 1% mostrando em M: marcador de massa molecular 1kb
DNA Ladder (Invitrogen), 1: plasmideo recombinante clivado com as enzimas de
restricdo. A seta indica a banda de 3 kb correspondente ao vetor pGAPZoA e a
cabeca de seta indica o inserto clonado de 1422 pb.

A construcdo contém a ORF que codifica a proteina na sua forma
inativa, contendo os pro-peptideos N e C-terminal, aléem da sequéncia sinal de
secrecao fator o presente no vetor, proveniente de Saccharomyces cerevisae,
que permite a secrecdo da proteina no meio de cultivo. A levedura P. pastoris
secreta uma baixa quantidade de proteinas endodgenas, fazendo com que esse
direcionamento para 0 meio de cultivo sirva como um passo inicial para a
purificacdo. A levedura P. pastoris € um sistema eficiente para expressao

heter6loga de proteinas que permite, quando comparado com expressdo em
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bactérias, um melhor enovelamento e processamento de proteinas eucaribticas
e ainda torna possivel a realizacdo de glicosilacdo em proteinas secretadas,
que ndo é obtida em sistemas de expressao procaridticos. Existe ainda a
possibilidade de integracdo dos vetores de expressdo ao genoma da levedura,
aumentando a estabilidade das linhagens utilizadas. Para producao da proteina
recombinante foi utilizada a linhagem de P. pastoris KM71H (his4 arg4
aox1A::ScARGA4).

A enzima (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase (GAPDH) ¢é
constitutivamente expressa em altos niveis em muitos organismos, incluindo a
Pichia pastoris. O promotor do gene (GAP) que codifica a GAPDH tem se
mostrado eficiente na producéo de altos niveis de proteinas recombinantes em
P. pastoris, dependendo da fonte de carbono utilizada (WATERHAM et al.,
1997). O nivel de expressédo observado com o promotor GAP (Pcap) pode ser
ligeiramente maior do que o obtido com o promotor AOX1 e dispensa o uso de
metanol, que pode ser probleméatico em alguns casos (CREGG et al., 2000). O
promotor GAP também € conveniente, pois a cultura ndo precisa ser trocada de
uma fonte de carbono para outra para induzir a expressao de um gene
exégeno.

O plasmideo pGAPZoA contendo a ORF da CaneLEG2 foi sequenciado
e apos confirmacdo da sequéncia o plasmideo foi linearizado (Figura 4.9) e

utilizado para transformar células eletrocompetentes de P. pastoris KM71H.

pb
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4000—

Figura 4.9. Plasmideo recombinante pGAPZoA-CaneLEG2 linearizado. Gel de
agarose 1 % mostrando em M: marcador de massa molecular 1 kb DNA Ladder
(Invitrogen), 1: Precipitagdo do vetor recombinante linearizado, indicado pela seta.

32



4.3. Transformacdo de células competentes de P. pastoris e
expressao da CaneLEG2 recombinante

A confirmagcdo da insercdo do gene de interesse (CaneLEG2) no
genoma da levedura foi feita por PCR das colénias dos clones que cresceram
nas placas contendo meio seletivo. Dos 8 clones analisados, 5 apresentaram o
produto de amplificagdo no tamanho esperado correspondente a ORF da
CaneLEG2, de aproximadamente 1500 pb (Figura 4.10). A integracédo do vetor
de expressao no genoma da levedura aumenta a estabilidade do transformante
que, apos selecdo e confirmacdo do clone recombinante, ndo precisa ser

mantido em meio seletivo.

Figura 4.10. PCR das col6nias de KM71H transformadas com plasmideo pPGAPZaA-
CaneLEG2. Gel de agarose 1% mostrando em M: marcador de massa molecular 1kb
DNA Ladder (Invitrogen), 1: controle negativo, 2 a 9: clones testados para a presenca
do plasmideo recombinante. A seta indica a banda amplificada de aproximadamente
1500 pb.

Apesar do resultado positivo obtido na PCR das colonias 3, 4, 5, 6 e 8,
ainda é necessario analisar a expressao da proteina recombinante nos clones
positivos para confirmar se o gene foi inserido na regido correta do genoma,
portanto esses clones foram utilizados para o ensaio de expressao da proteina
recombinante em pequena escala por 96 h. Foi observada a expressédo da
proteina recombinante em um dos clones (Figura 4.11), que foi selecionado e

isolado para 0s ensaios posteriores.
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Figura 4.11. Expressdo da CaneLEG2 recombinante em P. pastoris. SDS-PAGE 12 %
mostrando em M: marcador de massa molecular BenchMark (Invitrogen), 1: controle
positivo (Endoglucanase 3 de Trichoderma harzianum clonada em pGAPZaA), 2:
controle negativo (KM71H né&o transformada), as demais colunas mostram amostras
do meio de inducdo do clone transformado com pGAPZaA-CaneLEG2. O tempo de
inducdo € indicado na figura. A seta indica a provavel banda da CaneLEG2 de
aproximadamente 54 kDa contendo os pré-peptideos N e C-teminal.

Foi possivel observar a expressdo da CaneLEG2 a partir de 24 h de
inducdo, entretanto a proteina apresentava bandas de tamanhos variados,
diferentes do tamanho esperado de 54 kDa. Isso provavelmente ocorreu devido
ao seu processamento auto-catalitico ou glicosilagdo. Com o acumulo de
legumainas ativas no meio de cultura, ela se autoprocessa realizando a
clivagem dos pro-peptideos N-terminal e C-terminal, gerando os fragmentos
menores que foram observados em SDS-PAGE. Bandas com massas
moleculares menores também podem ser sinal de degradagdo. Ja o0s
fragmentos que apresentaram massa molecular maior do que a esperada
possivelmente sédo resultado de glicosilacdo pela levedura, uma vez que a
analise da sequéncia de aminoacidos da CaneLEGZ2 indicou a presenca de um

possivel sitio de glicosilacao no residuo de asparagina 150.
4.4. Inducéo, expressao e purificagcdo da CaneLEG2 recombinante

Foi realizada uma indugdo em 100 mL a fim de tentar obter a enzima
purificada através de cromatografia de afinidade em coluna contendo resina de
niquel. Porém a CaneLEG2 recombinante foi recuperada nas fracdes do eluato

e da primeira lavagem da resina com tampéao, indicando que houve perda do
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pro-peptideo C-terminal e, consequentemente, da cauda de histidinas essencial
para a ligacdo da proteina a coluna de niquel. Para tentar evitar o
processamento prematuro da enzima, foi feita uma nova inducdo com o pH
alterado de 6,0 para 7,0, pois pesquisas demonstraram que legumainas de
plantas possuem atividade 6tima em pH acido e que em condi¢des neutras ou
basicas sua atividade é baixa ou quase nula (ROTARI et al, 2001;
KUROYNAGI et al., 2002; SANTOS-SILVA et al, 2012). Entretanto, o
processamento ainda foi observado e a purificacdo nao foi possivel (dados néo
mostrados).

Para evitar que ocorresse um processamento precoce da CaneLEG2, ao
indculo foi adicionado 1 mg do inibidor CaneCPI-3CT. Esse inibidor consiste da
regido C-terminal de uma fitocistatina de cana-de-acucar (CaneCPI-3)
caracterizada por Gianotti et al. (2006), que apresenta motivo inibitorio de
legumaina descrito por Martinez et al. (2007). Dessa forma, o processamento
da CaneLEG2 durante a inducao foi impedido e a enzima permaneceu inativa,
contendo os pro-peptideos e, portanto, a cauda de histidinas na porcdo C-
terminal. Isso tornou possivel a purificagcdo em coluna com resina de niquel,
onde foram obtidas fragbes contendo a enzima em sua forma nativa
(aproximadamente 60 kDa) e o inibidor (aproximadamente 15 kDa) (Figura
4.12). A massa molecular da CaneLEG2 apresenta-se um pouco maior no gel

do que o tamanho esperado de 54 kDa, possivelmente devido a glicosilacéo.
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Figura 4.12. Expresséo heterdloga e purificacdo da CaneLEG2 junto com o inibidor
CaneCPI-3CT. Analise em SDS-PAGE 12 % mostrando em M: marcador de massa
molecular PageRuler (Fermentas) e nas demais colunas as fragdes com
concentracdes crescentes de imidazol, conforme indicado na figura. A seta indica a
banda correspondente a CaneLEG2 e a cabeca de seta indica a banda do inibidor
CaneCPI-3CT.
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4.5. Ensaio de imunodeteccéo

Andlise de imunodeteccdo Western Blotting foi realizada para confirmar
a enzima CaneLEG2, utilizando o anticorpo Anti-His em uma amostra da
enzima induzida sem o inibidor e em uma amostra da enzima purificada junto
com o inibidor CaneCPI-3CT (Figura 4.13). A CaneLEG2 foi detectada apenas
na amostra purificada junto com a cistatina, enquanto na outra ndo houve sinal
de reconhecimento do anticorpo, mostrando que houve inibicdo da atividade
enzimatica e seu processamento ndo ocorreu quando induzida com CaneCPI-
3CT.

A M 1 2 B ™ 1 2
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Figura 4.13. Deteccdo da CaneLEG2 recombinante produzida em P. pastoris. (A)
SDS-PAGE 12 % corado com azul de comassie, mostrando em M: Marcador de
massa molecular High-Range Rainbow (GE), 1: CaneLEG2 (~60 kDa) e CaneCPI-3CT
(15 kDa) purificados, 2: CaneLEG2 na auséncia de CaneCPI-3CT. (B) Membrana de
PVDF réplica do gel mostrado em (A) utilizada para detec¢cdo da CaneLEG2 com
anticorpo Anti-His. A seta indica a banda correspondente a CaneLEG2 e a cabeca de
seta indica a banda do inibidor CaneCPI-3CT.

4.6. Separacdo do complexo enzima-inibidor e ativacdo da
CaneLEG2

As fracOes contendo a enzima CaneLEG2 e a cistatina CaneCPI-3CT
foram dialisadas em tampéao de lise pH 8,0, 1 M NaCl para que o complexo
enzima-inibidor fosse dissociado devido ao aumento da forca ibnica. Uma nova
etapa de purificacdo foi realizada utilizando uma coluna de gel filtracéo,
Superdex™ 75 10/300 GL (GE Healthcare) possibilitando a separacéo
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decorrente da diferenca de tamanho entre a CaneLEG2 e a CaneCPI-3CT e
entdo foram coletadas fragdes contendo a proteina recombinante pura, livre do
inibidor e na sua forma inativa (Figura 4.14). O rendimento total da proteina
recombinante purificada foi de aproximadamente 20 mg/L de meio de cultura

YPD tamponado.
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Figura 4.14. Purificacdo e separacdo da CaneLEG2 e o inibidor CaneCPI-3CT em
coluna de gel filtragéo, Superdex™ 75 10/300 GL (GE Healthcare) utilizando o sistema
de purificacdo de proteinas Akta FPLC (Amersham Pharmacia Biotech). Andlise em
SDS-PAGE 12 % mostrando em M: marcador de massa molecular BenchMark
(Invitrogen), 1 a 4: fragbes contendo a CaneLEG2 purificada, 5 e 6: fragdes contendo o
inibidor. A seta indica a banda correspondente & CaneLEG?2 e a cabeca de seta indica
a banda do inibidor CaneCPI-3CT.

A ativacdo da enzima foi realizada dialisando as fracGes purificadas
contra tampao citrato-fosfato (138,5 mM Na,HPO4, 30,7 mM &cido citrico, pH
6,4). Apoés a didlise e quantificacdo, foram realizados os ensaios de atividade.

4.7. Determinagao da constante de Michaelis Menten da enzima
CaneLEG2

Ensaios de atividade com a CaneLEG2 recombinante mostraram que ela
€ capaz de hidrolisar tanto o substrato Z-Ala-Ala-Asn-MCA como o Z-Val-Ala-
Asn-MCA, portanto as constantes de Michaelis Menten foram determinadas
para a enzima utilizando concentracbes crescentes desses substratos (Figura
4.15). A constante de Michaelis pode ser definida como a afinidade da enzima

pelo substrato e é numericamente igual a concentracdo de substrato

37



necessdria para que a enzima atinja metade da velocidade maxima de reacao
(Vmax)- A Vmax € teoricamente alcancada quando a enzima foi saturada com
uma concentracao infinita de substrato. Estudos realizados por Santos-Silva et
al. (2012) mostraram que a primeira legumaina de cana-de-acucar descrita,
CaneLEG, apresentou eficiéncias cataliticas para hidrolise dos substratos Z-
Ala-Ala-Asn-MCA e Z-Val-Ala-Asn-MCA de 33mM7's®™ e 65 mM's,
respectivamente, indicando que a CaneLEG tem preferéncia pelo substrato
contendo residuo de valina na posi¢cdo P3. O valor de K, calculado para a
CaneLEG2 foi de 13,4 uM para Z-Val-Ala-Asn-MCA e 56,73 uM para Z-Ala-
Ala-Asn-MCA, mostrando que a CaneLEG2 também possui maior afinidade
pelo primeiro substrato. O valor de K, obtido para Z-Ala-Ala-Asn-MCA é
semelhante a outras legumainas de porco (Sus scropha) e feijdo comum
(Phaseolus vulgaris), que apresentaram valores de K, de 50 e 56 uM,
respectivamente, para 0 mesmo substrato, o qual é comumente usado na
caracterizacdo de legumainas (ROTARI et al. 2001). Em comparacdo com 0 Ky,
da CaneLEG de 11,5 uM, descrito por Santos-Silva et al. (2012), a CaneLEG2

mostrou ter uma afinidade menor com esse substrato.
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Figura 4.15. Caracterizacdo cinética da atividade enziméatica da CaneLEG2
recombinante. A curva de Michaelis-Menten foi obtida pela velocidade da reacdao,
indicada no eixo das ordenadas e a concentracdo crescente do substratos Z-V-A-N-
MCA (A) e Z-A-A-N-MCA (B), encontrados no eixo das abscissas.

A enzima recombinante foi considerada estavel, pois manteve sua

atividade catalitica constante durante todos os ensaios.
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4.8. Ensaios de inibicdo da atividade da CaneLEG2 in vitro

Inibidores com mecanismo de acdo ou proteinas-alvo conhecidos séao
comumente utilizados como uma ferramenta importante para auxiliar na
caracterizacdo de enzimas quanto a sua provavel funcao e seu mecanismo de
acdo. A constante de inibicdo (K;), também conhecida como constante de
dissociacdo do complexo enzima-inibidor, expressa a afinidade do inibidor pela
enzima (CHENG; PRUSOFF, 1973). Um inibidor é considerado potente se sua
afinidade pela enzima alvo for tdo alta que o seu valor de Ki € menor ou igual a
concentracédo total de enzima utilizada no ensaio de inibicdo (COPELAND,
2005).

Uma das caracteristicas que separam as legumainas das cisteino-
peptidases do Clan C1 é o fato que as legumainas n&o sofrem inibicdo pelo E-
64, um inibidor sintético tipico de cisteino-peptidases do tipo papaina. A
CaneLEG2, quando testada com esse inibidor, ndo sofreu alteragcdo na sua
velocidade de reacdo (Tabela 4.2), corroborando com outros trabalhos que
mostraram 0 mesmo comportamento em outras legumainas (KEMBHAVI et al.,
1993; ALIM et al., 2007; SANTOS-SILVA et al., 2012).

Tabela 4.2. Valores das constantes de inibicdo (K;) de diferentes inibidores contra a
CaneLEG2.

Inibidor K; (nM)
CaneCPI-3CT 4,22
CaneCPI-3 4,62
CaneCPI-3DelC 1,87 x 103
Ac-YVAD-CHO 20,83 x 103
E-64 n.i.*

*nado inibiu

Outro inibidor testado contra a CaneLEG2 foi a CaneCPI-3, uma
fitocistatina de cana-de-acgUcar, descrita por Gianotti et al. (2006). Santos-Silva
et al. (2012) realizaram ensaios de inibicdo com essa fitocistatina e seus
resultados mostram que ela é um forte inibidor da CaneLEG, com um K; de
0,28 nM. Quando testada contra CaneLEG2, a CaneCPI-3 também apresentou
forte inibicdo, com uma constante de inibicAo na ordem de nanomolar (Ki =
4,62 nM) (Tabela 4.2, Figura 4.16 A). Em plantas, Martinez et al. (2007)

estudaram uma cistatina de cevada de 23 kDa e encontraram a presenca de
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uma regido C-terminal estendida capaz de inibir legumaina humana, bem como
a atividade de legumainas em extratos proteicos de cevada. Essa regidao C-
terminal € similar a cistatina M/E humana, que é capaz de inibir legumaina em
um sitio reativo diferente do sitio de inibicdo de enzimas do tipo papaina
(CHENG et al., 2006). A CaneCPI-3 é muito similar a cistatina-4 de cevada
(HvVCPI-4) e ja foi descrita sua atividade inibitoria contra enzimas do tipo
papaina (GIANOTTI et al., 2006; MARTINEZ et al., 2009). Santos-Silva et al.
(2012) demonstraram que a inibicdo da CaneLEG pela CaneCPI-3 deve-se
provavelmente a asparagina do motivo SNSL presente na extensao C-terminal,
pois quando o residuo de asparagina foi substituido em mutantes da CaneCPI-
3 houve uma diminuicdo da atividade inibitoria. Baseado nesses dados, foram
realizados ensaios de inibicdo da CaneLEG2 com a regido C-terminal
estendida (CaneCPI-3CT) e com a regido N-terminal (CaneCPI-3DelC). Ja
havia sido observado durante a etapa de purificacdo que a regido C-terminal
estendida, usada na inducdo da expressao, inibiu a atividade enzimatica da
CaneLEG2. A constante de inibicdo encontrada para a CaneCPI-3CT foi
também na ordem de nanomolar (K; = 4,22 nM) (Tabela 4.2, Figura 4.16 B).
Como era esperado, a por¢cdo N-terminal da CaneCPI-3, por ndo possuir o
motivo inibitério SNSL teve uma inibicdo bem menor, na escala de micromolar
(Ki = 1,87 uM) (Tabela 4.2, Figura 4.16 C).
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Figura 4.16. Inibicdo da CaneLEG2 por CaneCPI-3 (A) , CaneCPI-3CT (B), CaneCPI-
3DelC (C) e Ac-YVAD-CHO (D). A atividade residual da enzima foi calculada a partir
da inclinagédo das retas geradas com o programa FL solutions 2.0 e expressa como
procentagem de atividade em relagcdo ao controle (auséncia de inibidor).

Acredita-se que as cistatinas com massa molecular de 23 kDa
encontradas em algas verdes e taxons de vegetais superiores foram resultado
de um evento de duplicagdo génica no inicio da evolucdo do grupo
Viridiplantae, muito antes da irradiacdo adaptativa das plantas terrestres
(MARGIS-PINHEIRO et al., 2008; MARTINEZ et al., 2005). O dominio C-
terminal dessas proteinas teria passado por um intenso remodelamento
estrutural e funcional, gradualmente levando a perda de atividade contra
peptidases do tipo papaina e adquirindo novas funcgdes, incluindo atividade
inibitéria  contra cisteino-peptidases do tipo legumaina (familia C13)
(MARTINEZ et al., 2007) e um possivel papel regulatério na funcao inibitéria da
porcao N-terminal da cistatina (GIRARD et al., 2007; WANG et al., 2008).

Existem evidéncias de que haja uma regulacdo endogena por inibidores
de peptidases e que um desequilibrio desse controle de protedlise pode afetar
diversos aspectos no desenvolvimento da planta (SOLOMON et al., 1999; SIN;
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YEUNG; CHYE, 2006; RIVARD et al., 2007;). Isso indica que a CaneCPI-3 é
um inibidor endégeno da CaneLEG e da CaneLEG2, provavelmente agindo na
regulacdo da atividade enzimatica na planta. Estudos demonstram que VPEs
agem na mobilizacdo de proteinas durante a germinacdo de sementes e
crescimento da planta através da digestdo direta dessas proteinas ou via
processamento de outras endopeptidases (SCHLERETH et al.,, 2000;
OKAMOTO; MINAMIKAWA, 1999). Esse resultado é consistente com o fato de
que a germinacdo na cana-de-acuUcar € um estagio ativo em que ocorre a
mobilizacdo de nutrientes do broto em desenvolvimento (DILLEWIJN, 1952).
Ademais, a germinacdo do broto lateral pode ser semelhante & germinacdo da
semente, visto que proteinas de armazenamento previamente depositadas nos
vacuolos sdo mobilizadas durante a germinacédo e usadas no crescimento da
plantula (BEWLEY, 1994).

Rae et al. (2009) descreveram um rapido aumento na expressao de VPE
entre o0 intern6 mais imaturo e o mais maduro. Também ha relatos de que a
YWPE em Arabidopsis esta envolvida na degradacdo da invertase vacuolar na
senescéncia de tecidos e a mutacdo no gene da YWPE levou a niveis maiores
de glicosidase, a-manosidases e uma a-galactosidase, sugerindo que essas
proteinas podem ser processadas ou degradadas por VPEs (ROJO et al.,
2003). Um estudo da fitocistatina C-terminal estendida de Arabidopsis thaliana
indica que essa cistatina tem um papel fundamental na germinacdo de
sementes e crescimento de plantulas, e os autores sugerem que esse inibidor
pode regular a atividade de cisteino-peptidases endogenas do tipo papaina e
legumaina (HWANG et al., 2009). Portanto, visto que ocorreu a inibigdo in vitro
da CaneLEG2 por CaneCPI-3, essa fitocistatina pode estar envolvida na
regulacdo da atividade da legumaina, além de peptidases do tipo papaina
durante o desenvolvimento da cana-de-agucar. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zhao et al. (2013) que utilizaram a embriogénese de Nicotiana
tabacum como um sistema modelo para demonstrar que 0 mecanismo de
morte celular programada (MCP) no suspensor (6rgao estrutural do embrido) é
baseado na a¢do antagbnica de duas proteinas: o inibidor de peptidase NtCYS
e seu alvo, a peptidase do tipo catepsina H, NtCP14. Essa interacdo €
fundamental para a ativacdo da MCP somente apds o suspensor ter exercido

sua funcao, levando ao desenvolvimento correto do embrido. Sem a ag¢ao do
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inibidor, ocorre a morte celular precoce do suspensor e consequente aborto do
embrido.

Estudos apontam que legumainas de plantas possuem atividade tipo
caspase (ROJO et al., 2004; HATSUGAI et al., 2004; NAKAUNE et al., 2005;
BOSCH et al., 2010; JULIAN et al., 2013). Baseando-se nesses estudos, 0
inibidor de caspase-1, Ac-YVAD-CHO foi testado contra a CanelLEG2
recombinante (Tabela 4.2, Figura 4.16 D). Foi observado que houve inibicéo,
sugerindo que esta enzima pode estar relacionada a atividade do tipo caspase
em cana-de-agucar, mas uma analise mais especifica é necessaria para essa
confirmacéo.

Apesar de ndo haver nenhuma caspase vegetal descrita, a utilizacdo de
susbtratos e inibidores dessa classe de enzimas tem indicado a presenca de
atividade relacionada a caspases em células vegetais (BOZHKOV et al., 2002;
ELBAZ et al., 2002; BOSCH; FRANKLIN-TONG, 2007). Esse tipo de atividade
em plantas esta associado a morte celular programada (MCP), que ocorre
durante o desenvolvimento, senescéncia de 0rgaos e resposta hipersensitiva
(HR) apés ataque de patdégenos (PISZCZEK; GUTMAN, 2007). Para desvendar
0 mecanismo que constitui a base da morte celular mediada por VPEs em
plantas, a maquinaria que desencadeia 0 colapso vacuolar precisa ser
esclarecida. Como as VPEs agem por um processamento para ativar varias
proteinas vacuolares, elas podem converter as enzimas hidroliticas inativas em
formas ativas, que entdo degradam os vacuolos e iniciam a cascata proteolitica
da MCP (ISHIKAWA et al., 2011). Entretanto, estudos mais aprofundados sé&o

necessarios para demonstrar essa provavel funcdo em cana-de-acucar.
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5. CONCLUSAO

A busca e classificacdo das sequéncias do banco de dados SUCEST
resultou na separacao de trés grupos distintos de legumainas de cana-de-
acucar.

A analise in silico da CaneLEG2, representante do grupo Il mostrou que
ela possui 0os motivos conservados e residuos cataliticos comuns em
legumainas de plantas, além de um peptideo sinal de 19 aminoacidos.

O sistema de expressao heterdloga P. pastoris mostrou-se eficiente para
a obtencao da CaneLEG2 recombinante.

A inducdo da CaneLEG2 com um inibidor de cisteino-peptidase,
CaneCPI-3CT foi necessaria para a purificacdo da enzima recombinante,
evitando que ela sofresse processamento auto-catalitico precoce.

A CaneLEG2 purificada apresentou atividade sobre o0s substratos
comumente usados para legumainas, Z-Ala-Ala-Asn-MCA e Z-Val-Ala-
Asn-MCA.

A atividade enzimética da CaneLEG2 foi fortemente inibida in vitro pela
CaneCPI-3 e CaneCPI-3CT, mas também apresentou inibicdo pela
CaneCPI-3DelC e pelo inibidor de caspasel Ac-YVAD-CHO.
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