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RESUMO

Uma das doencas que afeta a citricultura é o cancro citrico, causada
pela bactéria fitopatogénica Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Os sintomas
mais comuns desta doenca sao a desfolhamento, morte dos galhos e queda
prematura dos frutos. O processo de infec¢do dessa bactéria nao foi totalmente
elucidado, porém, ja existem relatos do envolvimento de peptidases no
processo de infeccdo e viruléncia. O sequenciamento do genoma da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri, possibilitou a deteccdo de um gene que codifica
uma enzima do tipo cisteino peptidase, possivelmente envolvida no processo
de infeccdo. Com o objetivo de caracterizar esta enzima e verificar seu possivel
envolvimento no processo de infeccdo foram realizadas: a expressao
recombinante em Pichia pastoris, purificacdo da proteina e estudos de
caracterizagdo enzimatica. A caracterizacao cinética da enzima recombinante
foi realizada, por meio da hidrolise dos substratos sintéticos Z-Leu-Arg-MCA e
Z-Phe-Arg-MCA (Z= Carbobenzoxicarbonil; MCA= 7-amino-4-metil-coumarina),
assim como dos substratos com supresséo intramolecular de fluorescéncia
AbzKVRSSKQ-EDDnp, AbzKLRSSKQ-EDDnp e AbzKIRSSKQ-EDDnp (Abz=
acido orto-amino benzéico; EDDnp= N-[2,4-dinitrofenil]-etilenodiamino). A
melhor eficiéncia catalitica (Kca/Kyn) da enzima foi verificada com o uso do
substrato AbzKIRSSKQ-EDDnp, o qual possui um residuo de isoleucina na
posicdo P, indicando que a enzima recombinante (ysCPXAC) tem uma
preferéncia por residuos de aminoéacidos alifaticos nesta posigdo. Foram
realizados também experimentos de inibicdo da atividade enzimatica com
diferentes inibidores de cisteino peptidases incluindo CaneCPI-1, CaneCPI-2,
CaneCPI-3, CaneCPI-4 e E-64 (transepoxi-succinil-L-leucilamido-(4-guanidino)
butano), resultando nas constantes de inibicédo (K;) de 84.64, 0.088, 0.10, 0.012
e 1.214 nM, respectivamente. Além disso, foram produzidos anticorpos
policlonais anti-;sCPXAC e andlises de Western blotting revelaram que esse
anticorpo reconheceu a cisteino peptidase recombinante purificada e também a
cisteino peptidase nativa de Xanthomonas citri subsp. citri cepa 306 cultivada
em meio indutor de patogenicidade. Os mesmos anticorpos nao foram capazes
de reconhecer a proteina em uma cepa de Xac que possui 0o gene da cisteino
peptidase interrompido (knockout), a qual, em estudos anteriores, se mostrou
ser menos virulenta que a Xac 306. Os presentes resultados sugerem que a
cisteino peptidase em estudo pode estar envolvida no processo de infeccéo
e/ou viruléncia de Xanthomonas citri subsp. citri.



ABSTRACT

The citrus canker disease is caused by a phytopathogenic bacterium
Xanthomonas citri ssp. citri (Xac). The common symptoms are defoliation, twig
die-back and premature fruit drop. The infection process of this bacterium is not
totally elucidated although it has been reported that peptidases are involved in
the infection and virulence process. The genome sequencing of the bacterium
Xanthomonas citri ssp. citri enabled the detection of a gene that encodes an
enzyme cysteine peptidase like, possibly involved in infection. Aiming to
characterize this enzyme and determine its possible involvement in the infection
process were performed: expression in recombinant Pichia pastoris, purification
of protein and enzyme studies for characterization were done. The kinetic
characterization of recombinant enzyme was performed through the hydrolysis
of synthetic substrates Z-Leu-Arg-MCA and Z-Phe-Arg-MCA (Z =
Carbobenzoxy; MCA = 7-amido-4-methylcoumarin), as well as the use of
substrates with intramolecular fluorescence suppression AbzKVRSSKQ-
EDDnp, AbzKLRSSKQ-EDDnp and AbzKIRSSKQ-EDDnp (ABZ = Orto-
aminobenzoic acid; EDDnp = Ethylene diamine [2,4-dinitrophenyl]). The best
catalytic efficiency (Kca/Km) of the enzyme was found using the substrate
AbzKIRSSKQ-EDDnp that has a isoleucine residue at position P2, showing that
the recombinant enzyme (sCPXAC) prefer aliphatic amino acid residue in this
position. Inhibitory experiments of enzyme activity were performed using
different cysteine peptidase inhibitors including CaneCPI-1, CaneCPI-2,
CaneCPI-3, CaneCPI-4 and E-64 (L- transepoxysuccinyl-leucylamido-[4-
guanidino]butane), resulting in a constant of inhibition (K;) of 84.64, 0.088, 0.10,
0.012 and 1.214 nM respectively. The polyclonal antibody anti- ;sCPXAC was
produced in mouse and Western blotting analysis revealed that the antibody
was able to recognize the recombinant purified cysteine peptidase and also the
native cysteine peptidase from Xanthomonas citri ssp. citri strain 306 cultivated
in media inductor of pathogenicity. The same antibody did not recognize the
protein in a Xac knockout strain for the cysteine peptidase gene. Our results
suggest that the cysteine peptidase from Xanthomonas citri ssp. citri may be
involved in the bacteria infection and/or virulence.
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1~ INTRODUGAO

1.1- Citricultura

Atualmente o Brasil € o maior produtor de laranjas e o0 maior exportador
mundial de suco de laranja concentrado. A produc&o do Brasil atinge cerca de
1,7 milhdes de toneladas da fruta, a frente da producédo dos Estados Unidos,
Argentina, China, México e Espanha (PUMPHREY, 2006). Atualmente, o
cultivo de citrus no Brasil € uma das atividades agricolas mais importantes e a
producéo é claramente aumentada em funcdo da industria. O estado de Sédo
Paulo é responsavel por cerca de 70% da producdo nacional de laranja,
contribuindo majoritariamente para a exportagdo do suco concentrado
congelado como também de seus subprodutos, como por exemplo, 6leos
essenciais, farelo de polpa citrica, liguidos aromaticos entre outros. Estes
produtos séo utilizados em industria de esséncias, produtos de limpeza e racéo

animal (ABECITRUS, 2006, a, b).

Alguns fatores podem afetar a produtividade do citrus como, por
exemplo: o estresse hidrico, condi¢Bes climaticas, tipos de solo e patégenos.
Atualmente, no Brasil os patégenos tém causado grandes perdas e dentre eles
esta a bactéria gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri, causadora do
cancro citrico (NEVES et. al., 2001). Este patégeno vem se destacando por
afetar a citricultura brasileira, causando grandes prejuizos para esta cultura.
Nos ultimos anos o Brasil tem gasto cerca de R$ 300 milhées por ano com o

controle do cancro citrico (VIEGAS E MACHADO, 2006).



Esta patologia foi detectada pela primeira vez no Brasil, na regidao de
Presidente Prudente em 1957, interior do estado de Sdo Paulo. Neste mesmo
ano, o pais langcou um programa de erradicacdo do cancro citrico com o
objetivo de controlar a disseminagcéo da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri.
A erradicacdo ¢é feita desde entdo, através de orientacdes especificas para o
cultivo de citrus em areas livres do cancro, realizacdo de pulverizacdes
preventivas em maquinas e equipamentos de colheita e também uma
desinfeccdo das vestimentas dos trabalhadores (FUNDECITRUS, 2007;

GRAHAM et al., 2004).

1.2 — O patégeno causador do cancro citrico asiatico

A bactéria causadora do cancro citrico asiatico ou tipo A, conhecida por
Xanthomonas axonopodis pv. citri (VAUTERIN et al., 1995). Devido ao avango
das técnicas em biologia molecular, a taxonomia deste patdégeno tem sido bem
controversa, por esse motivo o agente causador da doenca pode ser também
chamado por Xanthomonas citri (SCHAAD et al., 2000; BRUNINGS e
GABRIEL, 2003). Mais recentemente uma nova reclassificagdo denominou esta
bactéria como sendo Xanthomonas citri subsp. citri (SCHAAD et al., 2006).
Tendo em vista a grande controvérsia em relagdo ao nome cientifico a ser
adotado, optamos neste trabalho por Xanthomonas citri subsp. citri, para

designar o patdégeno responsavel pelo cancro citrico.

A Xanthomonas citri subsp. citri € uma Proteobacteria gram-negativa,
flagelada, aerobica e de crescimento lento. A bactéria pode sobreviver e se

multiplicar no hospedeiro de maneira epifitica, sem causar doenga. Entretanto,
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possui varias enzimas com atividades celulolitica, pectinolitica e
hemiceluloliticas que podem promover a degradagdo da parede celular
facilitando a colonizacdo e dispersdao da bactéria para novos tecidos
(GRAHAM et al.,, 2004; MOREIRA et al.,, 2004). O cancro citrico, também
conhecido como cancrose A ou cancro citrico asiatico, é a forma mais grave da
doenca (GRAHAM et al., 2004; DUNGER et al., 2005). O patdgeno causador
do cancro acomete muitas variedades de citrus comercialmente importantes,
gue podem apresentar niveis diferenciados de suscetibilidade a doenca (DA
SILVA et al., 2002; BRUNINGS e GABRIEL, 2003, GOLMOHAMMADI et al.,

2007).

Infelizmente ndo ha um tratamento quimico eficaz para o controle do
cancro citrico. Os paises Brasil (estado de Sédo Paulo) e Austrdlia, realizam
continuas campanhas de erradicacdo, com objetivo de impedir que a doenca
se dissemine para outras plantas da propriedade afetada como também para
propriedades vizinhas. No Brasil, a erradicagdo das plantas infectadas e
demais plantas vizinhas é realizada em um raio minimo de 30 metros do foco

da infeccdo (DAS, 2003; GOTTWALD et al., 2002; AMARAL, 2003).

1.2.1 - Ciclo do cancro citrico asiatico

A figura 1 ilustra os processos envolvidos no desenvolvimento da
patologia que sao: disseminacdo, infec¢do, colonizacdo e reprodugdo e

sobrevivéncia. Cada etapa do ciclo sera descrita a seguir.

E importante destacar que o ciclo primario ocorre uma Gnica vez em
cada periodo de cultivo, enquanto que o ciclo secundario é formado por ciclos
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de infec¢do recorrentes durante todo o desenvolvimento da planta hospedeira e
o final desse ciclo corresponde com a morte da planta ou queda das folhas

(BERGAMIN FILHO et al., 1995).

Ciclo do Cancro Citrico

Talos bacterianos

Disseminacio |uaiat L5 Infeccio
: gchuf\-'a.\-femotr (estdmatos —ferimentos)
ruios, rerramenias,

etc.) l

Ciclo

t secundario Colonizacdo e

Reproducio

\

Ciclo primario

Sobrevivéncia g

(org@os infectados)
Hospedeiro Doente /

Figura 1: Esquema representativo do ciclo do cancro citrico. Retirado de Bergamin Filho et
al., 1995.

1.2.1.1- Disseminacédo do cancro

Existem varios agentes responsaveis pela dispersdao da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri entre eles estdo: o homem e a chuva. O homem
€ o principal agente disseminador da bactéria em longas distancias, devido ao
trnsito indiscriminado nos pomares, transporte de materiais de colheita,
veiculos, vestuario contaminado entre outros (FUNDECITRUS, 2007). Ja a
dispersdo a média distancia, ocorre devido a chuva e ao vento, pois as chuvas
acompanhadas de ventos fortes ao se chocarem com a massa bacteriana dos

ramos contaminados espalham goticulas de &gua contendo células



bacterianas, as quais podem atingir ramos da mesma planta ou de plantas

vizinhas (BRUNINGS e GABRIEL, 2003; GRAHAM et al., 2004).

Ha ainda a larva minadora dos citrus (Phyllocnistis citrella — Hemiptera)
gue torna a planta mais predisposta a infeccdo pela bactéria, devido a
formacdo de galerias nas folhas, as quais possibilitam a entrada do patégeno
no hospedeiro e ocasiona a formacdo de grandes &reas necrdticas.
(SCHUBERT e SUN, 2003; DAS, 2003; BEHLAU et al., 2007; JESUS JUNIOR

et al., 2006, GOTTWALD et al., 2002).

1.2.1.2-Processo de infeccéao

O processo de infeccdo acomete tecidos jovens da planta hospedeira
como ramos, folhas e frutos. Nesta fase do ciclo, a bactéria penetra na planta
através de aberturas naturais, como 0s estdmatos ou por ferimentos. E
importante ressaltar que o contato direto da bactéria com o mesdéfilo foliar,
através do ferimento, diminui muito a resisténcia estrutural da planta a infec¢éo,
promovendo a colonizagédo do apoplasto e da epiderme foliar e resultando em
uma hiperplasia celular (BERGAMIN FILHO et al., 1995; VERNIERE et al.,

2003; BRUNINGS e GABRIEL, 2003; DUNGER et al., 2005).

Um dos fatores que afetam o processo de infeccdo e conseqiuentemente
o desenvolvimento do cancro citrico € a temperatura, visto que temperaturas
baixas tém efeito negativo, enquanto que temperaturas de 20 °C a 30 °C séo
Otimas para ocorréncia da infeccdo (PRUVOST et al., 2002; DALLA PRIA et al.,

2006). Apos a infeccdo os sintomas mais comuns do cancro citrico sdo a
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presenca de uma superficie rugosa nas folhas, ramos e frutos. As lesdes séo
pequenas salientes e amareladas, que posteriormente, adquirem cor marrom
no centro e ao redor um halo amarelo. Nos frutos os sintomas se assemelham
a verrugas, as quais podem crescer até tomar conta de toda a casca
ocasionando a ruptura do fruto. Os ramos quando acometidos apresentam
lesBes salientes de coloragdo parda (Figura 2). (DALLA PRIA et al., 2006;

GRAHAM et al., 2004; BRUNINGS e GABRIEL, 2003).

Figura 2: Sintomas do Cancro citrico. A) Frutos e folhas com manchas amarelas e pontos
pardos; B) Folhas em estagio avancado da doenca deixando-as com centro marrom envolto
por um halo amarelo: C) Ramos com lesGes de coloracdo parda. Fonte:

http://doacs.state.fl.us/canket

1.2.1.3- Colonizacao e reproducao

O inicio da colonizagdo por Xanthomonas citri subsp. citri, seja via
estbmatos ou ferimentos, se restringe ao local da infec¢do. Apos a entrada no
espaco intercelular, as bactérias aderem a parede celular das células vegetais
e em seguida, se multiplicam no espaco intercelular em presenca da matriz
polissacaridica extracelular (EPS). Apés 1 a 4 semanas de infeccao € possivel

observar a presenca de lesGes caracterizadas por hipertrofia e hiperplasia das


http://doacs.state.fl.us/canker

células do mesdfilo foliar (GRAHAM ET AL., 2004; DAS, 2003; MOREIRA et al.,

2004).

As lesbBes originadas pela infecgdo dos estdmatos e/ou ferimentos sédo
visiveis na folha infectada. E ao redor destas lesdes ha a formacao de halos
cloréticos ou aquosos. Além disso, a desfolha, queda prematura dos frutos e
morte dos galhos é o reflexo do aumento da intensidade da doenca

(GOTTWALD et al., 1988, GOTO e YAGUCHI, 1979) (Figura 3).

Figura 3: Processo de colonizagao da planta pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
a partir da infeccdo. A) Presenca da bactéria no estdbmato, 5 dias apo6s a infiltragdo do
mesofilo da folha; B) Erupgdo do tecido do mesdéfilo através da epiderme apés 30 dias de
inoculacdo. Retirado de Graham et al., 2004.



1.2.1.4- Sobrevivéncia

A bactéria Xanthomonas citri subp. citri sobrevive principalmente nas
lesbes que ocorrem naturalmente. Folhas, frutos e ramos lesionados
constituem a principal fonte de inéculo dessa patologia. O patégeno pode
permanecer viavel, enquanto células hospedeiras proximas as lesdes
estiverem vivas. Sabe-se que a bactéria pode sobreviver mais de seis meses
em folhas infectadas enquanto que os ramos doentes podem abrigar por anos

bactérias viaveis (DAS, 2003; SCHUBERT e SUN, 2003).

Em condi¢des tropicais ocorre crescimento bacteriano continuo ao redor
das lesdes, visto que em condi¢des de temperatura desfavoraveis héa o declinio
da populagcdo bacteriana de forma réapida. A bactéria também sobrevive de
maneira epifitica com niveis populacionais menores em associagdo com ervas
e gramineas e também no solo (PRUVOST et al., 2002; DAS, 2003).

Partes contaminadas como frutos e folhas, ao cairem no solo, promovem
uma diminuicdo da populagéo bacteriana, ndo sendo detectada a presenca do
patébgeno por até dois meses, devido a competicdo com microrganismos
decompositores. A presenca de células bacterianas envolvidas por uma
capsula de polissacarideo extracelular auxilia a sobrevivéncia do patégeno por
anos, desde que os tecidos infectados estejam secos e livres do solo (GOTO e
HYODO, 1985; GOTTWALD et al., 2002; SCHUBERT e SUN, 2003, GRAHAM

et al., 2004).



1.3- Sistemas de secrecao de bactérias patogénicas

Bactérias gram-negativas patogénicas tém desenvolvido estratégias
sofisticadas para explorar os atrativos nutricionais fornecidos tanto por plantas
guanto por animais. A maioria das bactérias patogénicas sdo altamente
especializadas para um numero limitado de organismos hospedeiros

eucarioticos (BUTTNER e BONAS, 2003).

A secrecado de proteinas é um mecanismo fundamental para o sucesso
na proliferacdo da bactéria fitopatogénica. As proteinas secretadas servem
para aderir e degradar a parede celular da planta, suprimir a resposta de
defesa e integrar DNA bacteriano e proteinas no citoplasma das células

vegetais (PRESTON et al., 2005).

As bactérias gram-negativas apresentam uma dupla barreira (espaco
periplasmatico) entre o citoplasma e o ambiente externo por isso necessita de
um sistema de secrecédo eficiente. Atualmente existem seis tipos de sistemas
de secrecdo e estes sdo denominados sistemas I, I, Ill, IV, V e VI como

observado na figura 4.

Dentre os sistemas de secrecdo existentes, somente os sistemas tipo Il
e V, realizam secrecdo de proteinas no periplasma, as quais serao
transportadas através da membrana externa para o meio extracelular. O
sistema tipo Il pode utilizar tanto a proteina Sec (translocase Sec), quanto a Tat
(translocase dupla arginina), entretanto o sistema de secrecao tipo V faz uso
somente da proteina Sec. (SAIER JUNIOR, 2006; PRESTON et al.,, 2005;

FILLOUX et al., 2008).
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Figura 4: Esquema dos sistemas de secrecéo tipo I, II, Ill, IV, V e VI. Adaptado de Filloux et
al., 2008; Preston et al., 2005;

1.3.1- Sistema de secrecéo Tipo |

Trata-se de transportadores de proteinas de membrana que apresentam
um cassete de ligacdo ao ATP (ABC). Os transportadores ABC sao proteinas
de membrana ubiquas, que realizam o transporte de diversos substratos
através da membrana celular a partir da hidrolise do ATP. Estes
transportadores realizam varias funcbes dentre elas estdo a regulacao
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transcricional, transporte de solutos e proteinas através das membranas e até
reparo do DNA. Esse sistema de secrecdo é capaz de secretar proteinas
através da dupla membrana da bactéria em um simples passo, independente
do sistema Sec. E constituido por trés componentes, sendo eles uma proteina
ABC de ligacdo ao ATP, uma proteina de fusdo a membrana que serve de
ponte entre a membrana externa e interna e uma proteina de canal associada
aos poros da membrana, como por exemplo, a TolC proteina de transporte da
a-hemolisina de E. coli. Todas as proteinas ABC de transporte apresentam
uma estrutura comum: dominios hidrofébicos inseridos nas duas membranas e
dominios hidrofilicos associados com o interior da membrana, o qual € bem
conservado. O substrato para este tipo de sistema apresenta um sinal de
secre¢do na porcao C-terminal, o qual ndo é removido durante o transporte e
determina que as proteinas pertencentes ao sistema tipo I, sejam translocadas
postraducionalmente (HOLLENSTEIN et al.,, 2007; HOLLAND et al.,, 2005;

DELEPELAIRE, 2004; PRESTON et al., 2005).

1.3.2- Sistema de secrecéo Tipo Il

Inicialmente é importante ressaltar a participacdo do sistema Sec e Tat
na primeira parte do processo de secrecao via sistema tipo Il. O sistema Sec
(via de secrecéo geral) é ubiquo, tem a funcao de translocar proteinas através
da membrana citoplasmatica para o periplasma e utiliza a hidrélise de ATP
como fonte de energia. (SANDKVIST, 2001; PALLEN et al.,, 2003). Em
contrapartida o sistema Tat (translocase dupla arginina), exporta uma pequena

guantidade de proteinas através da membrana citoplasmatica, utilizando como
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fonte de energia a forca préton motriz (PMF) (VOULHOUX et al., 2001; SAIER

JUNIOR, 2003; PRESTON et al., 2005; PALLEN et al., 2003).

A secrecdo pelo sistema tipo Il ocorre em dois passos. No primeiro
passo, as proteinas sdo secretadas através da maquinaria Sec para o0 espaco
periplasmatico, isso se deve a presenca um peptideo sinal na porcdo N-
terminal, que permite a translocacdo Sec dependente da proteina atraves da
membrana citoplasmatica. A proteina precursora se liga a chaperona SecB,
esta interacdo € importante para manter o estado ndo enovelado ou
parcialmente enovelado das proteinas precursoras. Em seguida, a SecB
apresenta a preproenzima para a proteina ATPase SecA, que direciona as
novas preproenzimas sintetizadas até ao complexo SecYEG ligado a
membrana formando assim o canal da translocase. Através da hidrolise do ATP
as proteinas precursoras atravessam o canal da translocase chegando assim
no espaco periplasmatico. Para tanto, as proteinas precursoras perdem o
peptideo sinal favorecendo a correta conformacéo da proteina (CAO e SAIER

JUNIOR, 2003; RUSSEL, 1998; STRYER et al., 1996).

No segundo passo, as proteinas sao secretadas do espacgo
periplasmatico atraves da membrana externa para o meio extracelular pelos
componentes do sistema de secrecdo tipo Il, os quais sédo codificados por
aproximadamente 16 genes, dependendo da bactéria. Estes genes sao
organizados em um cluster, sendo denominados de A a O e S (FILLOUX, 2004;

SANDKVIST, 2001b).
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1.3.3- Sistema de secrecéo Tipo Il

Este sistema €é também conhecido como sistema de secregdo
dependente de contato, sendo muito utilizado por bactérias patogénicas gram-
negativas de plantas e animais. O sistema tipo lll realiza o transporte de
proteinas do organismo invasor para o citoplasma das células do hospedeiro,
gue sao responsaveis pela patogenicidade e viruléncia, como também a
elicitagcdo do mecanismo de defesa da planta. Foi observada, no genoma das
bactérias fitopatogénicas, a presenca do sistema tipo lll, que codifica um
conjunto de genes HRP, presente nas ilhas de patogenicidade ou em grandes
plasmideos associados a viruléncia. O sistema de secrecdo, em questao,
apresenta uma regiao conservada chamada de corpo basal flagelar, constituido
por um complexo de proteinas de membrana altamente conservado que
formam um canal de membrana, sendo muito similar ao sistema Sec (BUTTER
e BONAS, 2003; HUECK, 1998; PRESTON et al., 2005; GURLEBECK et al.,

2005).

1.3.4- Sistema de secrec¢édo Tipo IV

Bactérias gram-negativas patogénicas utilizam este sistema de secrecdo por
estar relacionado com o transporte de DNA como também de proteinas para as
células do hospedeiro, o qual contribui para a insercéo de fatores de viruléncia
e patogenicidade. Para a transferéncia de DNA, tanto dentro de uma espécie
como entre diversas espécies utiliza-se a conjugacdo que contribui para a
plasticidade do genoma bacteriano. Outra forma de transferéncia de DNA é a

captura ou liberacdo do DNA, o qual € independente de contato com a célula
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alvo, promovendo o intercambio genético e, por conseguinte, representa
mecanismos potenciais de transferéncia de caracteristicas de sobrevivéncia
durante a infecgdo. Ha também o sistema efetor translocador, o qual é
necessario para o processo de infeccdo de varios patégenos de plantas e
animais. Este sistema necessita de contato direto com as células alvo. O
sistema tipo IV tem como protétipo a maquinaria de transferéncia T-DNA de
Agrobacterium tumefaciens (VirB/D4), que envia particulas nucleoproteicas
oncogénicas para as células da planta. O sistema de secre¢cdo em questédo é
composto por trés subestruturas distintas: o engate da proteina
homomultimérica, um complexo protéico transenvelope e pilus conjugados de
transferéncia ou T-pilus. Estas trés subestruturas agem coordenadamente
como uma Unica organela supramolecular para mediar os varios estagios de
translocagao, os quais incluem o recrutamento de DNA cognato e substratos
protéicos para a maquinaria de transferéncia. Os substratos séo transferidos,
através do envelope celular, sendo entregues a célula alvo (CASCALES e

CHRISTIE, 2003; FISCHER et al., 2002; BACKERT e MEYER, 2006; PALLEN

et al.,, 2003; BURNS, 1999; CHRISTIE e VOGEL, 2000; ALEGRIA et al., 2004).

1.3.5- Sistema de secrec¢édo Tipo V

Este tipo de sistema de secrecdo também é conhecido por sistema de
autotransporte. Ele tem diversas func¢des incluindo adesdo, agregacao,
formacdo de biofilme, resisténcia da defesa do hospedeiro e viruléncia. Este
sistema de autotransporte contém todas as informacdes necessarias para a

translocacao através do envelope celular e/ou requer um Unico fator acessorio
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permitindo que as proteinas sejam translocadas através da membrana externa
via poro R-barril. As proteinas secretadas por esta via contem uma sequéncia
sinal na por¢do N-terminal para translocacdo através da membrana interna
(sistema Sec). Elas possuem também um dominio funcional de passagem que
pode ser exposto a superficie ou liberado no meio extracelular. Além disso,
apresentam uma regido de ligacdo necessaria para a translocagdo do dominio
de passagem através da membrana externa e uma regido C-terminal envolvida
na formacao de um poro transmembrana. Com base nestes critérios podemos
citar dois grupos adicionais ao sistema tipo V: o sistema de dois parceiros
(TPS) e a familia OCA. No TPS o dominio de passagem, é translocado através
da membrana externa via um poro R3-barril formado pela TpsB. Uma vez na
superficie da bactéria, o dominio de passagem pode sofrer processamento
proteolitico adicional para alcancar funcfes fisioldgicas. J&4 a familia OCA
(“Oligomeric Coiledcoil Adhesins”), essa familia tem sido descrita como sendo
autotransportadores oligoméricos que atacam a superficie (DESVAUX et al.,
2004; DAUTIN e BERNSTEIN, 2007; WELLS et al., 2007, JACOB-

DUBUISSON et al., 2004; HENDERSON et al., 2004).

1.3.6- Sistema de secrec¢édo Tipo VI

Os componentes deste sistema de secrecdo sdo codificados por um
cluster composto por aproximadamente 15 genes, sendo inicialmente
denominado IAHP (lcmF-associated homologous proteins) por conter genes
qgue codificam proteinas de membrana interna do tipo IcmF e DotU. As
proteinas que sdo mais secretadas pelo sistema tipo VI sdo as pertencentes as

familias Hcp e VgrG. As proteinas pertencentes a familia Hcp ndo apresentam
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um peptideo sinal, o que indica que elas ndo sdo secretadas pela maquinaria
dependente de Sec ou Tat e provavelmente atravessam o envelope celular
bacteriano em um simples passo. Também foi verificada que as proteinas Hcp
estdo envolvidas com a viruléncia, podendo ser utilizadas para a construcéo de
canais na superficie celular bacteriana favorecendo o transporte de outras
moléculas efetoras que podem ser transportadas para a célula hospedeira. As
proteinas da familia VgrG sdo caracterizadas pela repeticdo do motivo Val-Gly
dipeptideo e sdo compostas por dois dominios que constituem o tail spike.
Estas proteinas séo responsaveis por perfurar o envelope bacteriano ou a
membrana celular do hospedeiro permitindo a secrecdo de proteinas e de
componentes estruturais. Acredita-se que o complexo VgrG pode adotar uma
estrutura de perfuragdo, rodeada por anéis Hcp, no qual formariam um tubo
gue permite a ligacdo destas proteinas a superficie bacteriana. Para que ocorra
o transporte das proteinas Hcp e VgrG é necessaria a presenca de proteina
kinase Serina Treonina (STPK) e uma proteina fosfatase Serina Treonina
(STPP) como também a proteina Fha, esta ultima € responsavel pela
sinalizacdo dependente da fosforilacdo (FILLOUX et al., 2008; BINGLE et al.,

2008; DUDLEY et al., 2006; PUKATZKI et al., 2006).

1.4- Genes associados com patogenicidade e viruléncia

As bactérias fitopatogénicas podem expressar sua patogenicidade em
varios estadios da infeccdo como, por exemplo, invasdo, multiplicacdo

bacteriana, producéo de fatores de viruléncia e sintomas (GOTO, 1992).
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O género Xanthomonas apresenta genes envolvidos tanto com a
patogenicidade quanto com a viruléncia, que séo os genes avr (aviruléncia), rpf
(regulacéo dos fatores de patogenicidade) e hrp (resposta de hipersensibilidade
e patogenicidade). Os genes avr codificam um grupo de proteinas efetoras
responsaveis por controlar a habilidade da bactéria em desenvolver ou
restringir a doenca em hospedeiros resistentes e pode também participar da
patogenicidade e viruléncia em interagbes incompativeis (CHAN e GOODWIN,
1999; AUSTUA-MONGE et al., 2004; DUNGER et al., 2005). Por outro lado, o
operon rpf controla a producdo de importantes fatores de patogenicidade como
as proteases, glucanases e polissacarideos extracelulares. Ja os genes hrp
codificam proteinas envolvidas no sistema de secrec¢do tipo Ill como também
algumas proteinas do sistema tipo Il, necesséarias para a patogenicidade,
garantindo a resposta de hipersensibilidade tanto em hospedeiros resistentes
como em plantas ndo hospedeiras (FURUTANI et al., 2004; YAMAZAKI et al.,

2008; FURUTANI et al., 2006).

A atividade de alguns genes de aviruléncia bacteriano é dependente dos
genes hrp funcionais, nos quais a expressdo é regulada por condicbes
nutricionais e fatores de inducdo de planta. Um exemplo s&o os genes avr de
Pseudomonas syringae que apresentam regulacdo coordenada pelos genes
hrp (LEACH e WHITE, 1996).

Os produtos dos genes hrpX e hrpG presentes em Xanthomonas citri
subsp. citri e Xanthomonas campestris, controlam a expressdo de genes
estruturais codificando componentes da maquinaria supramolecular do sistema

de secrecao tipo Il e também alguns genes efetores. Varios genes que séo
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regulados pela maquinaria dependente de HrpX, apresentam uma regido
nucleotidica consenso (TTCGC-N35-TTCGC) sendo conhecida por promotor de
planta induzivel ou PIP box. A proteina HrpG faz parte de um sistema de dois
componentes, a qual funciona como regulador de resposta (DA SILVA et al.,

2002; THIEME et al., 2005; WENGELNIK et al., 1996).

1.5- Peptidases

As peptidases estao presentes em todos 0s sistemas bioldgicos, de virus
a vertebrados. Estas enzimas catalisam a hidrélise de liga¢6es peptidicas entre
os residuos de aminoacidos de outras proteinas (SAJID e MACKERROW,
2002; TURK et al., 2000). A atividade catalitica destas enzimas pode funcionar
como um mecanismo de ativacdo ou inativacdo de proteinas, tornando-as
importantes em varios processos biolégicos como, por exemplo, nutricdo,
regulacdo do ciclo celular, crescimento celular, diferenciacdo, invasdo do
hospedeiro, processamento de antigenos e angiogénese (HOOPER, 2002;

LECAILLE et al., 2002; LEUNG-TOUNG et al., 2002; RAO et al., 1998).

As peptidases podem ser classificadas como endopeptidases e
exopeptidases, de acordo com a posicdo da ligacado peptidica a ser clivada
(Figura 5). As endopeptidases atuam preferencialmente nas regides internas de
proteinas e polipeptidios. Ja as exopeptidases atuam nas extremidades N ou
C-terminal das cadeias polipeptidicas e podem liberar um, dois ou trés
peptideos denominados aminopeptidases, dipeptidil-peptidases e tripeptidil-
peptidases, respectivamente. As exopeptidases que atuam na regido C-

terminal liberam um ou dois peptideos denominados carboxipeptidases e
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peptidil-dipeptidases, respectivamente (HOOPER, 2002; RAWLINGS,

MORTON e BARRETT, 2006).

EXOPEPTIDASES

Aminopeptidases N @Y(O)-0-0-0--- C

Carboxipeptidases N ~--0-0-0-00'® ¢
ENDOPEPTIDASES
N----O-O-0*O-0-0O---C

Figura 5: Classificacdo das peptidases de acordo com o tipo de reacédo de clivagem. O

representa os residuos de aminoéacidos que comp&em um polipeptideo; ® representa 0s
aminodcidos que sofreram clivagem. Adaptado de RAO et al., 1998.

Outra forma de classificacdo das peptidases é através do residuo de
aminoacido presente no sitio ativo, o qual é responsavel pelo mecanismo
catalitico da enzima. Assim, as peptidases sdo agrupadas em seis classes
principais: serino, aspartil, metalo, treonino, glutamil e cisteino peptidases
(RAWLINGS et al., 2006). As serino, treonino e cisteino peptidases apresentam
residuos de aminoacidos nucleofilicos no sitio catalitico da enzima, que se
encontram alinhados com aminoacidos doadores de protons. Este mecanismo
de catalise resulta na formacdo de um produto intermediario covalente entre a
enzima e parte do substrato. Ja no mecanismo catalitico das aspartil, metalo e
glutamil peptidases, ndo ocorre a formagédo do produto intermediario, visto que
estas enzimas apresentam uma molécula de agua ativada como sendo o grupo
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nucleofilico e, neste caso, os residuos do sitio catalitico atuam como acidos e

bases (BARRETT et al., 2003; RAWLINGS et al., 2006; TURK, 2006).

1.5.1- Cisteino peptidase

As cisteino peptidases podem ser agrupadas em 72 familias e que
estdo presentes em todos os reinos, desde organismos mais simples como 0s
virus até os mais complexos como plantas e mamiferos (WIEDERANDERS,

2003; RAWLINGS et al., 2008).

Uma caracteristica comum as cisteino peptidases € a estrutura
tridimensional bilobada, a qual é composta por dois dominios L e R (Figura 6).
No interior destes dominios esta o sitio catalitico constituido de um grupo tiol
presente no residuo de cisteina, que atua como nucledfilo na hidrélise da
ligacdo peptidica. Ha também um residuo de histidina, o qual apresenta um
anel imidazélico, que funciona como uma base aceptora de prétons. Além
disso, a presenca de uma glutamina altamente conservada € um fator
importante para a atividade proteolitica da enzima, visto que ela é responsavel
por estabilizar a estrutura tetraédrica intermediaria durante a hidrélise do

substrato (SAJID e MCKERROW, 2002).
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Sitio ativo
|

| 7"

DominioR —— ——~Dominio L

= ~
o [ g

C

Figura 6: Estrutura tridimensional da cisteino protease papaina. Presenca de dois
dominios e entre ele o sitio ativo da enzima. O dominio N-terminal € composto por a-hélices,
enquanto que o dominio C-terminal apresenta barril-R. Os residuos de aminoacidos que
compdem o sitio catalitico estdo em negrito: Cys 25, His 159 e Asn 175. Adaptado de Grzonka
et al., 2001.

O mecanismo de catélise das cisteino peptidases esta representado na
figura 7. Inicialmente é realizada a associacéo ou ligacdo da enzima livre com o
substrato originando um intermediario covalente denominado acil-enzima,
como resultado do ataque nucleofilico do grupo tiol da cisteina do sitio ativo
sobre a carbonila da ligacdo peptidica a ser hidrolisada. Em seguida ocorre a
liberacdo da porgcédo C-terminal do substrato e consequientemente a acilacéo da
enzima, com a formacéo e liberacdo do primeiro produto da enzima (amina R’-
NHz). O proximo passo € a reacdo de deacilagdo da enzima, no qual a acil-
enzima reage com uma molécula de agua liberando a parte N-terminal do
substrato originando o segundo produto (RCOOH) e promovendo a

regeneracao da enzima livre (BARRETT, 1998; LECAILLE et al., 2002).
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Figura 7: Esquema representativo do mecanismo de catédlise das enzimas cisteino
peptidase. Adaptado de RAO et al., 1998.

A especificidade das cisteino peptidases é descrita com base no modelo
proposto por Schechter e Berger (1967) representado na figura 8. De acordo
com este modelo, os subsitios da enzima, identificados pela letra “S”, séo
locais de ligacdo da enzima ao substrato. Cada subsitio acomoda apenas um
residuo de aminoacido do substrato. Cada aminoacido dos peptideos que se
acomodam no subsitio é identificado pela letra “P”. Sendo assim, os residuos
de aminoéacidos posicionados ao lado da ligacao peptidica a ser hidrolisada séao
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 &
identificado pelos residuos P1 e P1'. De forma semelhante os subsitios da
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peptidase sdo designados por Sn... S3, S2, S1, S1’, S2', S3'... SN’(RAWLINGS

et al., 2008; DUBEY et al., 2007).

Substrato
Pontode
clivagem
N-terminal
C-terminal
./y’;\
506000008
S5 4 5:.‘ ‘.:1 91" bd 5! S4°
Protease

/\\/\;/\\/

Figura 8: Representacdo esquematica do modelo proposto por Schechter e Berger
(1967). Os residuos dos peptideos sdo designados pela letra “P” e os subsitios com os quais
os peptideos interagem, com a letra “S”. Adaptado de Turk, 2006.

Nas plantas, as cisteino peptidases estao localizadas no vacuolo e na
parede celular. Algumas destas enzimas atuam no sistema de defesa da planta
contra a herbivoria. Além disso, participam de importantes processos
fisiologicos, como a germinacdo, maturacdo de proteinas estocadas, em
resposta de estresse bidtico e abidtico e senescéncia de flores e folhas. Foi
observado que as enzimas do tipo legumaina estao presentes em vacuolos de
armazenamento como também em vacuolos liticos de organismos vegetativos.
J& algumas denominadas caspases podem ser encontradas no citosol e nao
em vacuolos, com a funcdo de promover a morte celular programada como
forma de defesa (PECHAN et al., 2004; GRUDKOWSKA et al., 2004; VAN DER

HOORN e JONES, 2004, ASP et al., 2004).
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Organismos parasitas de plantas e animais apresentam enzimas do tipo
cisteino peptidase, que podem estar envolvidas com a invasdo celular,
degradacéo de proteinas do sistema defesa do hospedeiro, patogenicidade e
presenca no ciclo de vida de parasitas e a obtengédo de aminoacidos esséncias
para o crescimento e desenvolvimento. Alguns organismos e suas enzimas
podem ser citados, como por exemplo: as bactérias Porphyromonas gingivalis
(gingipaina), Clostridium histolyticum (clostripaina); os vermes Schistosoma
mansoni (catepsinas D e F - catalisa a degradacdo de hemoglobina),
Trypanossoma cruzi (cruzapaina); os protozoarios Plasmodium vivax
(vivapaina), Fasciola hepatica (cathepsina L1 e L2), Leishmania mexicana (2
catepsinas L e 1 catepsina B); os fungos Aspergillus flavus (catepsina B) e
Pyrenopeziza brassicae (OTTO e SCHIRMEISTER, 1997; JULIANO et al.,
2004; NA et al., 2004; CORDOVA et al., 2001; BALL et al., 1991).

Pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares envolvidos na
patogenicidade da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri e atualmente ainda
nao é conhecida uma maneira eficaz de se combater este patdogeno. Sendo
assim, estudos de enzimas possivelmente envolvidas na patogenicidade
podem ajudar no entendimento dos processos de infeccdo da bactéria e

contribuir na busca por um método de controle eficiente para esta praga.

1.6. - CPXAC — Uma cisteino peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri
(ORF 2853)
Apds o0 sequenciamento do genoma da bactéria Xanthomonas citri

subsp. citri, foi possivel verificar a presenca de um gene que codifica uma
enzima do tipo cisteino peptidase. A proteina predita pela traducdo da fase

aberta de leitura (ORF, Open Reading Frame) tem aproximadamente 28 kDa e
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possui similaridade com outras cisteino proteases publicadas e/ou presentes
em bancos de dados (figura 9). A proteina apresenta um peptideo sinal
composto por 24 residuos de aminoacidos, o que sugere ser secretada por
mecanismo de secrecdo do tipo Il. Além disso, a enzima possui residuos de

aminoacidos conservados comuns a cisteino proteases.

Este trabalho é uma continuidade de estudos funcionais realizados por
Santos, 2007, no qual foi gerado um mutante de Xanthomonas citri subsp. citri
com o gene da cisteino peptidase nocauteado. As analises mostraram que a
bactéria Xanthomonas nocauteada apresentou menor viruléncia que a néo
nocauteada (Figura 10), visto que seu crescimento foi menor e
consequentemente seu processo de infeccdo € menos agressivo em relacao a
cepa selvagem. Entretanto, ndo foi possivel a obtencdo da proteina
recombinante, e consequentemente, informacdes sobre sua atividade,

inclusive, a confirmacéo dela como sendo uma cisteino peptidase.

Baseado nestas informagfes a expressdo recombinante e estudos
funcionais desta cisteino peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri foram
propostos neste trabalho, permitindo entender o envolvimento desta proteina

no mecanismo de patogenicidade e/ou viruléncia da bactéria.
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Figura 9: Alinhamento entre a cisteino peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri
(CPXAC) com outras cisteino peptidases. O alinhamento foi realizado com a cisteino
peptidase de Xanthomonas axonopodis pv. citri (CPXAC) e outras de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (XCpvV), Xanthomonas oryzae pv. oryzae (XOpvO), Xanthomonas campestris
pv. campestris (XCpvC), Clostridium acetobutylicum (CAcet), Xylella fastidiosa 9a5c (XF),
Pseudomonas syringae pv. tomato str. DC3000 (PSpvT), Pseudomonas syringae pv. syringae
B728a (PSpvS) e Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586 (FN). A seta
vermelha apresenta a regido correspondente ao provavel peptideo sinal como indicado pelo
programa SignalP 3.0. As setas em laranja, sinalizam os residuos pertencentes a diade
catalitica e as setas em roxo os residuos de aminoacidos que flanqueiam a regido do sitio
catalitico. As caixas pretas correspondem a regides conservadas entre as proteinas com
identidade de 100% e as caixas vazias apresentaram uma identidade de 50 a 90%. Adaptado
de SANTOS, 2007.
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Figura 10: Diferenga no desenvolvimento do processo de infecgdo da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri selvagem e mutante. Teste in vivo realizado em folhas de citrus, utilizando a bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri selvagem e mutante (nocauteada), no qual podemos observar um maior
crescimento da cepa selvagem em rela¢@o a mutante.

27



2- OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo de uma cisteino

peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri através de ensaios de atividade

enzimatica, estabilidade, ensaios de inibicdo da atividade enzimatica e ensaios

de patogenicidade. Desta forma, os seguintes objetivos especificos foram

propostos:

YV V V V

Refinamento dos testes de atividade enzimatica em placa;

Expressao heterdloga da cisteino protease em Pichia pastoris;
Purificacdo da proteina recombinante expressa em Pichia pastoris;
Producdo de anticorpos policlonais contra a proteina purificada e sua
utilizacdo na analise da expressdo da proteina em Xanthomonas citri
subsp. citri 306 e mutante (nocauteada para o gene), cultivadas em meio
normal e indutor de patogenicidade;

Estudos cinéticos da cisteino peptidase purificada;

Ensaio de inibicdo da atividade da proteina por inibidores cistatinicos
recombinantes de cana-de-acucar CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3,
CaneCPI-4 e o inibidor sintético de cisteino peptidases E-64;

Ensaio de estabilidade da enzima em diferentes temperaturas e
determinacéo de pH 6timo e concentracao de NacCl;

Estabelecimento da curva de crescimento em meio de cultura utilizando

as linhagens Xanthomonas citri subsp. citri 306 e mutante;
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Linhagens celulares

A cepa de Escherichia coli DH5a [F, f 80dlacZAM15, A(lacZYA-
argF)U169, deoR, recAl,endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, A-, thi-1,
gyrA96, relAl] (NOVAGEN), foi utilizada para propagacéo dos vetores pET28a,

pPET28acyst e o pPICZaC.

A cepa de Escherichia coli Rosetta (DE3) [F-ompT hsdSB (Rb- MB-) Gal
dcm (DE3) pRARESG6] com resisténcia ao antibidtico cloranfenicol, foi utilizada

nos testes de atividade em placa.

A cepa Km71H de Pichia pastoris (Invitrogen) foi utilizada para

expressdo da cisteino peptidase recombinante.

A linhagem celular Xanthomonas citri subsp. citri 306 (gentilmente
cedida pela Profa. Dra. Maria Teresa Marques Novo) foi isolada de plantas de
laranja com sintomas do cancro citrico e crescidas em meio caldo nutriente

(0,5% peptona e 0,3% extrato de carne) a 28°C por 3 dias.

3.2- Ensaio em placa de atividade enzimatica da cisteino
peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri expressa em E. coli

Para o ensaio de atividade proteolitica da enzima sCPXAC in vivo, foi
utilizada a proteina do leite (caseina) como substrato para a enzima. Para isso,
foram utilizadas células bacterianas de E. coli Rosetta (DE3) transformadas
com os plasmideos pET28a e pET28cyst contendo o gene da cisteino
peptidase (construgdo realizada por Santos, 2007).
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Foram feitas quatro placas de LB agar suplementado com 1% de leite
desnatado e a estas placas foram adicionadas as culturas celulares (Tang et
al., 1987). A primeira placa continha células bacterianas Rosetta (DE3)
transformadas com o plasmideo pET28a, a segunda células Rosetta (DE3)
transformadas com plasmideo pET28cyst sem o indutor IPTG, a terceira placa
continha as células Rosetta (DE3) transformadas com plasmideo pET28cyst
com adi¢cao do indutor IPTG (0,2 mM) e uma Uultima placa continha células
Rosetta (DE3) transformadas com o plasmideo pET28cyst com adicdo do
indutor IPTG (0,2 mM) acrescido do inibidor de cisteino peptidase E-64 para
concentracao final 30 uM. As placas foram mantidas a 37 °C por 24 horas para
0 crescimento das colonias. Neste ensaio a atividade proteolitica da enzima
sobre a caseina foi detectada visualmente pela formagdo de um halo ao redor

da colbnia.

3.3- Amplificacdo da ORF 2853 da cisteino peptidase de
Xanthomonas citri subsp. citri

A ORF 2853 que codifica a cisteino peptidase de Xanthomonas citri
subsp. citri foi amplificada utilizando como molde o DNA genémico da bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri e os oligonucleotideos especificos EcoRI_F:
5'CGGAATTCCATGAACACGCACCGTTCGCTC3! e Xbal_R:
5'CTCTAGAGCGTACACCACGTCGGCGCCGAT3, 0s quais foram
desenhados com base na sequéncia depositada no GenBank (numero de
acesso: AE011926). O amplificado inclui todos os aminoacidos da proteina,
inclusive aqueles do peptideo sinal. Para esta reacéo foram utilizados 20 ng de

DNA genbémico, 1U Taqg DNA polimerase (Fermentas), tampéo para PCR 1x
30



(Tris-HCI 10 mM pH 8,5, KCI 50 mM), dNTPs 0,2 mM, MgCl, 1,5 mM e 20
pmoles de cada oligonucleotideo. A amplificacéo foi realizada em termociclador
PTC-100 (MJ Research, Inc) com uma temperatura inicial de 95 °C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacdo de 45 segundos a 95 °C, 45
segundos a 57 °C e 1 minuto a 72 °C, e extensdao final de 10 minutos a 72 °C.
O produto de amplificacdo obtido foi analisado em gel de agarose 1% com

brometo de etideo (1 pg/mL) e visualizado sob luz UV.

3.4- Construcao do plasmideo de expressao

O produto da PCR foi purificado utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR
Clean Up System (Promega) e clivado com as enzimas EcoRl e Xbal
(Pharmacia), assim como o plasmideo pPICZaC. Para isso foram realizadas
reacbes de clivagem individuais com cada enzima devido a diferenca de
tampdes, visto que para a enzima EcoRI foi usado o tampao H (Tris-HCI 500
mM pH 7,5, MgCl,100 mM, dithiothreitol10 mM, NaCIl1M) enquanto que para a
enzima Xba | foi usado o tampao M (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, MgCI,100 mM,
dithiothreitol 10 mM, NaCl 500 mM, 0,01% BSA). As reag¢fes foram incubadas
por duas horas a 37 °C e analisadas em gel de agarose 1% para confirmacéo
da clivagem. Os fragmentos correspondentes a ORF da cisteino peptidase e o
vetor pPICZaC foram recuperados do gel de agarose e purificados com o Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean Up System (Promega). Os produtos purificados
foram ligados em um volume final de 10 puL contendo 20 ng de plasmideo, 60
ng do inserto, 1 U da enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e tampao da enzima

1X, a 4°C por 16 horas.

31



O produto da ligagéo foi utilizado para transformacao por choque térmico
de células de E. coli DH5-a competentes com adi¢do do antibidtico zeocina (25

ug/mL) em meio LB low salt agar pH= 7,5 (1% triptona, 0,5% de extrato de
levedura, 0,5% de NaCl), permitindo a selecdo do clone recombinante. Em
seguida, os clones recombinantes foram sequenciados pelo método didedxi
(SANGER, 1977) em seqienciador automatico MegaBace 1000 (GE
Healthcare).

Uma vez selecionado o clone recombinante, o plasmideo foi purificado
pelo método de lise alcalina e clivado com a enzima Pmel, que permite a
linearizacdo do plasmideo para posterior integracdo ao genoma da levedura.

Para a reacao de clivagem com volume final de 100 pL foram utilizados
20 pug de DNA plasmidial, 100 pg/mL BSA, tampdo de reacdo 1x (acetato de
potassio 50 mM, tris-acetato 20 mM, acetato de magnésio 10 mM e
dithiothreitol 1 mM) e 20 U de Pmel. A reacdo foi incubada por 2 horas a 37 °C
com posterior analise em gel de agarose 1%. Apos a clivagem foi realizada a
precipitacdo do DNA plasmidial em etanol segundo SAMBROOK e RUSSEL
(2001). O DNA plasmidial linearizado foi utilizado para transformar células de
Pichia pastoris KM71H competentes por eletroporagéo (Bio-Rad GenePulser II)
de acordo com o manual EasySelect™Pichia Expression Kit e a selecéo do
clone recombinante foi feito em meio YPD contendo 100 pug/mL do antibiotico

zeocina com incubagéo por 30 °C de 3 a 10 dias.
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3.5- Selecado dos clones recombinantes via PCR de colbénia

Foi utilizada a técnica de “PCR de colénia” para verificar se o gene de
interesse havia sido integrado ao genoma da levedura. Para isso, 15 col6nias
foram repicadas com auxilio de palitos estéreis em 15 tubos de 1,5 mL
contendo 30 pL de dodecil sulfato de so6dio (SDS) 0,2%. Os tubos foram
vortexados por 15 minutos permitindo a homogeneizagcdo do material com
posterior incubacao por 5 minutos a 90 °C e centrifugacéo por 30 segundos em
velocidade méaxima. Esse procedimento permite a ruptura da parede celular da
levedura e liberacdo do DNA genbmico. Deste material foi utilizado 1 pL do
sobrenadante como molde para as 15 rea¢es de amplificacdo em volume final
de 25 pL. Para isso, foram utilizados 10 pmoles dos oligonucleotideos
mostrados na tabela 1, tampao da reacdo 1x , 1,25 U Taq DNA polimerase
(Fermentas), dNTPs 0,2 mM , MgCl, 1.5 mM e 25 % de Triton X-100. Para a
amplificagéo foi utilizado o termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc) com o
programa: 94 °C por 6 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto e 72°C por 4 minutos, seguido de uma extensao final de 72°C por 7

minutos. Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1%.

AOX F: 5' GACTGGTTCCAATTGACAAG 3
AOX R: 5 GCAAATGGCATTCTGACATCC 3

AOX F: 5" GACTGGTTCCAATTGACAAG 3
Xbal_R: 3'CTCTAGAGCGTACACCACGTCGGCGCCGAT 3

EcoRI_ F: 5CGGAATTCCATGAACACGCACCGTTCGCTC 3
AOX R: 5' GCAAATGGCATTCTGACATCC 3

Tabela 1: Combinagao de oligonucleotideos utilizados na reagdo de PCR de col6nia.
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3.6- Expressao da cisteino peptidase em Pichia pastoris

A levedura Pichia pastoris utiliza o metanol como fonte de carbono.
Neste sistema a regulacdo da expressao € feita pela presenca do promotor da
enzima alcool oxidase (AOX) que € induzido pela presenca de metanol,

permitindo que o gene de interesse seja expresso.

O vetor pPICZaC utilizado permite a clonagem do gene de interesse em
fase com uma sequéncia nucleotidica que codifica o sinal de secrecao (fator a),
o0 qual fica na regido N-terminal da proteina expressa, permitindo que a
proteina de interesse seja secretada para o meio extracelular. Este vetor
permite ainda que o0 gene de interesse esteja em fase com uma regido que
codifica seis histidinas na extremidade C-terminal, permitindo a purificagdo da

proteina recombinante por cromatografia de afinidade.

A cepa de levedura utilizada para a expressdo heterdloga da cisteino
peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri foi a KM71H. Esta linhagem celular
apresenta um fenétipo Mut® tendo uma atividade baixa da enzima alcool
oxidase codificada por um gene AOX 1 mutado, e que utiliza pouco metanol,
tendo somente o0 gene AOX 2 selvagem. Assim a expressdo do gene de
interesse sera regulada pelo metanol que ira controlar em niveis transcricionais
a expressao do gene da enzima alcool oxidase e por consequéncia do gene de

interesse.

O plasmideo recombinante foi utilizado para transformar as células
competentes de Pichia pastoris KM71H. Um clone foi crescido em 10 mL de
meio BMGY (extrato de levedura 1%, peptona 2%, de fosfato de potassio 100

mM pH 6.0, YNB 1,34%, biotina 4 x 10 %, glicerol 1%) por 24 horas a 30 °C
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com agitacdo de 250 rpm. Posteriormente a cultura foi utilizada para inocular
500 mL de meio BMGY, sendo mantida sob agitagéo constante de 250 rpm a
30 °C até que fosse atingida a densidade Optica em torno de 2 a 6 com
comprimento de onda de 600 nm. A cultura foi centrifugada a 3000 x g por 5
minutos a temperatura ambiente e posteriormente as células foram
ressuspendidas em 100 mL de meio BMMY (extrato de levedura 1%,
peptona2%, fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, YNB 1,34%, biotina 4 x 10° e
metanol0,5%) e mantidas a 30 °C, 250 rpm por 48 horas. A expressao do gene
de interesse foi induzido com adigcdo de metanol 100% a cada 24 horas para
concentracao final de 0,5% (v/v). Aliquotas foram retiradas da cultura a cada 24
horas, antes de nova adicdo de metanol, para posterior andlise da expressao

das proteinas em SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970).

3.7- Purificacdo da cisteino peptidase de Xanthomonas citri
subsp. citri

A cultura contendo células de levedura expressando a cisteino
peptidase, denominada a partir daqui por ysCPXAC, foi centrifugada a 3000 x g
por 5 minutos. O sobrenadante apresentando a proteina secretada ysCPXAC
foi filtrado em filtro de 0,45 um (Millipore) e a cisteino peptidase foi purificada
por cromatografia de afinidade em coluna de niquel. A ysCPXAC foi expressa
em fusdo com seis histidinas (His-Tag) provenientes do vetor pPICZaC, as
guais apresentam uma afinidade pelo niquel o que permitiu a purificacdo da
proteina em um Unico passo. Para isso 100 mL de meio de cultura contendo a
proteina expressa foi passado pela coluna contendo 3,5 mL de resina de niquel
Ni-NTA Superflow (Qiagen), previamente equilibrada com 5 volumes (17,5 mL)

35



de tampao de lise (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, NaCl 100 mM e NaH,PO4 50 mM).
Em seguida, a resina foi lavada com 3 volumes (10,5 mL) de tampéo de lise e a
proteina foi eluida da coluna com 2 volumes de tampao de lise contendo
concentracdes crescentes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e 250 mM). Sabe-se
gue o imidazol tem uma forte afinidade pelo niquel competindo com as
histidinas pelo mesmo e isso permite que a proteina de fusdo se desligue do
metal promovendo a eluicdo da proteina recombinante. As proteinas

purificadas foram analisadas em SDS-PAGE 15%.

As fracBes contendo a proteina purificada foram dialisadas em
membranas (Spectrum Laboratories) de 14.000 MW contra 1litro de tamp&o
acetato de sodio 100 mM, pH 5,0 e mantidas a 4 °C com troca do tampao a
cada 60 minutos (total de trés trocas). Posteriormente, as proteinas foram
esterilizadas pela passagem da solucdo em filtro Millex® GV de 0,22 pm / 25
mm (Millipore). A concentracéo da ysCPXAC foi determinada pelo método BCA

(SMITH et al., 1985) utilizando o Kit BCA Protein Assay (Pierce).

3.8- Producéao de anticorpos policlonais anti-ysCPXAC

A producédo de anticorpos policlonais foi realizada utilizando a proteina
purificada ysCPXAC, de acordo com o procedimento padrdao (SAMBROOK e
RUSSEL, 2001). Cerca de 50 pg da proteina recombinante purificada foi
inoculada em um camundongo juntamente com adjuvante completo de Freund
(Sigma) que é responséavel pela resposta imune primaria por ser um composto
formado por uma emulsdo de 6leo e dgua com bactérias (Mycobacterium)

atenuadas, que sdo responsaveis por atrair os macrofagos para o local da
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injecdo e assim permite uma resposta localizada do antigeno por um periodo
maior. ApGs 45 dias a mesma amostra de proteina foi inoculada agora com
adjuvante incompleto de Freund (Sigma), sendo responsavel pela resposta
imune secundaria e este ndo contém as bactérias atenuadas, sendo apenas
composto por uma emulsdo de 6leo e agua. Depois de 15 dias o camundongo
imunizado foi sacrificado e o sangue foi coletado. Este foi centrifugado a 15700
X g por 5 minutos para a separagéo do soro, sendo utilizado posteriormente em

ensaios de imunodeteccao.

3.9- Ensaio de imunodeteccéao

Para a realizacdo dos testes de imunodetecgcdo, as amostras foram
separadas por eletroforese em SDS-PAGE 15% e transferidas para uma
membrana de Polyvinylidene difluoride (PVDF- Termo Scientific) por
eletroblotting em tampao de transferéncia contendo Tri-HCI 200 mM, glicina 50
mM e 20% de metanol, por duas horas com 150 V e 150 mA. Apds a
transferéncia a membrana foi corada com solucdo de Ponceau (Ponceau 0,5%
e &cido acético 0,1%) por 5 minutos permitindo a visualizacdo das bandas. Em
seguida a membrana foi incubada por 16 horas a 4 °C em solu¢éo de bloqueio
contendo 5% leite desnatado diluido em TBS 1x (Tris 50 mM, NaCl 50 mM, pH
8.0). Depois da incubacdo a membrana foi lavada 3 vezes de 5 minutos com
TBS 1x sob agitacdo e incubada com o anticorpo anti-ysCPXAC diluido
1:15.000 em TBS 1x por 90 minutos com suave agitacdo e em temperatura
ambiente. A membrana foi novamente lavada com TBS e incubada com

anticorpo secundario Anti- Mouse IgG conjugado com fosfatase alcalina (Sigma
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# A-3562) diluido 1:10.000 em TBS 1x e mantida sob suave agitagdo em
temperatura ambiente. Ao final a membrana foi lavada e as bandas referentes
as proteinas reconhecidas pelos anticorpos foram reveladas com o kit NBT-

BCIP substrate for Alkaline Phosphatase (Pierce # 34042).

3.10- Ativacédo da cisteino peptidase

Como foi observando que a enzima ysCPXAC purificada encontrava-se
na forma inativa, foi realizado um procedimento de ativagdo da enzima de
acordo com a metodologia descrita por Bromme e colaboradores (2004) com
algumas modificagbes. Para isso a enzima foi incubada em tampéao acetato de
sédio pH 4,5 contendo 5 mM de ditiotreitol (DTT, ICN Biomedicals Inc., USA) a
37 °C por 30 minutos. Depois disso, a enzima foi mantida a temperatura
ambiente por 6 horas e neste periodo aliguotas foram retiradas a cada 60
minutos para verificar a atividade da enzima pela hidrolise do substrato
fluorogénico  Z-Leu-Arg-MCA  que  foi monitorada  utilizando o

espectrofluorimetro Hitachi F-2500.

3.11- Ensaio de eficiéncia catalitica (kKcat/Km)

Para deteccdo da atividade foi utilizado o procedimento descrito por
Anastasi e colaboradores (1983). A concentracdo da cisteino peptidase foi
determinada pela titulacdo do sitio ativo com inibidor E-64, baseado no Barrett

e Kirschke (1981).

Para o teste de eficiéncia catalitica da ysCPXAC foi utilizada cubeta de

quartzo de 1 mL, a qual foi adicionado 990 pL de tampao acetato de sodio 100
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mM pH 5,5, 2,5 mM final do agente redutor DTT e a 20 uM da enzima
msCPXAC com incubacdo por 3 minutos a 30 °C. A adicdo do DTT é
necessaria para que ocorra a reducao dos residuos de cisteina existentes no
sitio ativo da enzima. Depois disso, foram adicionados, em reacdes separadas,
0s substratos fluorogénicos Z-Phe-Arg-MCA (0,16 pM) e Z-Leu-Arg-MCA
(0,047 pM) (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) e também os substratos
AbzKVRSSKQ-EDDnp (0,1 uM), AbzKLRSSKQ-EDDnp (0,88 uM) e
AbzKIRSSKQ-EDDnp (0,39 uM), sintetizados pelo Prof. Dr. Luiz Juliano Neto,
da Unifesp. Estes substratos foram gentilmente cedidos pela professora Dra.
Adriana Karaoglanovic Carmona. As medidas de fluorescéncia foram
detectadas e utilizadas para o calculo de regressdo nao linear usando o

programa GraFit (LEATHERBARROW, 1992).

A fluorescéncia detectada quando se utiliza substrato como o Z-Leu-Arg-
MCA (figura 11A) é resultante da hidrolise do substrato que ao ser clivado
libera a molécula MCA. Com a excitacao desta molécula no comprimento de
onda de 380 nM, esta emite uma fluorescéncia detectavel pelo fluorimetro no
comprimento de onda de 460 nM. J4 os substratos do tipo AbzKLRSSKQ-
EDDnp (figura 11B), apresentam um grupo fluorescente Abz e um grupo
apagador EDDnp que impede que a fluorescéncia seja detectada enquanto o
grupo apagador estiver ligado, porém quando em presenca de uma enzima que
hidrolisa o0 substrato este grupo € retirado e emite uma fluorescéncia que sera
detectada pelo fluorimetro. Este substrato tem um comprimento de onda de
excitacdo de 320 nM e emite uma fluorescéncia no comprimento de onda de

420 nM. O aumento da fluorescéncia detectada equivale a velocidade da
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reacdo. Para determinar a constante Kca/Kn, foi utilizada a condicdo de pseudo

primeira ordem quando a [S] <Kp,.

A Jex=380nm Aem= 460nm

Enzima
| N/
Z-Leu-Arg-MCA
*l' MCA

Grupo fluorogénico

Substrato
fluorogénico

B
Enzima i i
‘l’ Aex=320nm Aem= 420nm
Abz-KLRSSKQ-EDDnp \l l/
Grupo a¢pagador KLRSSKQ

EDDnp

Substrato
fluorogénico

Figura 11: Esquema representativo da hidrélise dos substratos MCA e Abz. A- Hidrdlise
do substrato MCA com comprimento de onda de 380nm de excitagdo e 460nm de emisséo. B-
Hidrolise do substrato Abz com comprimento de onda de 320nm de excitacdo e 420nm de
emisséo.

3.12- Ensaios de inibicdo de atividade da cisteino peptidase

Para verificar a inibicdo da atividade da cisteino peptidase foi realizado
um procedimento como descrito no item anterior, sendo adicionado a cubeta de
guartzo 990 uL de tampao acetato de sédio 100 mM (pH 5,5), 2,5 mM de DTT e

0,17 mM da enzima com incubacé&o a 30 °C por 5 minutos.

A atividade inibitoria foi verificada pela determinacdo da atividade

hidrolitica residual da cisteino peptidase, a partir da adicdo de inibidores de
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cisteino peptidases nas concentra¢des 0,02 uM CaneCPI-1 (SOARES-COSTA
et al., 2002), 1,4 nM CaneCPI-2, 0,2 nM CaneCPI-3 (GIANOTTI et al., 2006),
0,02 nM CaneCPI-4 (GIANOTTI et al., 2008) e 0 1,1 nM E-64. Em seguida, foi
calculada a constante de inibicao (Ki), determinada pela formula Vo / Vi — 1, na
gual Vo é a velocidade de hidrélise em auséncia de inibidor e V; velocidade de
hidrélise em presenca de inibidor. Estes dados foram utilizados para a
construcdo dos graficos de inibicdo usando o programa GraFit

(LEATHERBARROW, 1992).

3.13- Teste de pH 6timo e NaCl dependente

Para determinar as condi¢des de pH 6timo da ysCPXAC foram utilizados
os tampdes acetato de sédio 100 mM (pH 3,0 - 5,5); fosfato de sédio (pH 6.0 -
7.0) e Tris- HCI (pH 7.5 — 8.0). Foi adicionado a cubeta de quartzo a enzima
(0,70 mM), 2,5 mM de DTT e tampao, seguido de incubacdo por 3 minutos. Em
seguida foi adicionado o substrato Z-Leu-Arg-MCA (0,05 puM) e atividade da

enzima foi detectada pelo fluorimetro Hitachi F-2500.

A dependéncia do NaCl para a atividade enzimética da ;sCPXAC foi
verificada utilizando concentragdes crescentes de NaCl que variaram de 0 a

600 mM e a atividade da enzima foi detectada como descrito anteriormente.
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3.14- Teste de temperatura 6tima e estabilidade da enzima

A atividade enzimatica ysCPXAC foi continuamente quantificada pelo
fluorimetro Hitachi F-2500 (Aex=380 nm e Aem=460 nm) utilizando o substrato
fluorogénico Z-Leu-Arg-MCA. Para isso foi utilizado tampé&o acetato de sédio
100 mM pH 5,5, 2,5 mM de DTT e enzima na concentragdo final de 0,35 mM
em volume final de 1 mL, em diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30, 35 e

40 °C).

O teste de estabilidade da foi realizado nas mesmas temperaturas, com
prévia incubacdo da enzima por 60 minutos em cada temperatura. Em seguida
a atividade enzimatica foi detectada de acordo com a metodologia descrita por

Nagamori e colaboradores (1990).

3.15- Sequenciamento do N-terminal da cisteino peptidase

A proteina ysCPXAC foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE 15%
em seguida, foi transferida para a membrana de PVDF por eletroblotting.
Posteriormente a membrana foi corada com solugdo Ponceau (0,1 g Ponceau,
1% de &cido acético) por 1 minuto e lavada com agua destilada por 3 minutos.
Com a coloragdo da membrana foi possivel visualizar e recortar a banda
referente a proteina ysCPXAC. Em seguida, o fragmento de membrana
contendo a proteina de interesse foi analisado no Protein Sequencer (PPSQ-
23A Shimadzu) de acordo com o procedimento do fabricante. O
sequenciamento do N-terminal da proteina foi realizado pela professora Dra.

Heloisa Sobreiro Selistre de Araujo, do Departamento de Fisiologia da UFSCar.
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3.16- Deteccdo da presenca da CPXAC em Xanthomonas citri
subsp. citri cultivada em meio normal e indutor de
patogenicidade

Foram utilizadas para o teste as cepas Xanthomonas citri subsp. citri 306
selvagem e a mutante que teve o gene que codifica a CPXAC nocauteado

(linhagem desenvolvida por SANTOS, 2007).

Inicialmente as cepas bacterianas selvagem e mutante foram crescidas
em 20 mL de meio caldo nutriente (CN - 0,5% peptona e 0,3% extrato de
carne) a 28 °C por 16 horas até atingir a D.O. goonm= 0.8. A massa celular de
cada cepa bacteriana foi coletada por centrifugacdo utilizando a centrifuga
Eppendorf 5810 R com 4.000 x g por 15 minutos a 4°C. Em seguida, as
células selvagem e mutante foram ressuspendidas em meio XAM 1 ((NH4).SO4
7.57 mM; KH,PO, 33.06 mM; K;HPO460.28 mM; citrato de sodiol.7 mM,;
MgS0O4 1M; casamino &cidos 0.03%; frutose 10 mM; sacarose 10 mM; BSA1
mg/ml; pH 5.4) e em meio CN, respectivamente. As culturas foram mantidas a
28 °C por 16 horas até atingir a D.O.soonm= 1.0. As proteinas secretadas no
meio extracelular foram coletadas por centrifugacao na centrifuga Sorvall RC5C
plus a 16.000 x g por 15 minutos a 4°C. A massa celular foi descartada e o
meio de cultura foi filtrado utilizando o filtro de 0,45 um (Millipore). Em seguida,
as proteinas foram precipitadas em acido tricloroacético (TCA) em
concentracao final de 10%, mantendo a solucdo (proteinas e TCA) a 4 °C sob
agitacao por 30 minutos. Posteriormente a solugéo foi centrifugada a 10.000 g
por 30 minutos (Sorvall RC5C plus). O sobrenadante foi descartado e as
proteinas coletadas foram lavadas duas vezes com acetona 80% e depois de

cada lavagem foram centrifugadas a 10.000 g x por 20 minutos. Ao final as
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proteinas totais secretadas foram ressuspendidas em tampdo de corrida e
analisadas em SDS-PAGE 15 %. (LAEMMLI, 1970). As proteinas obtidas foram
utilizadas para a realizacdo do ensaio de imunodeteccao, utilizando o anticorpo

anti-ysCPXAC.

3.17- Curva de crescimento da linhagem Xanthomonas citri
subsp. citri 306 e mutante (nocauteado) em meio caldo nutriente
e XAM1

A curva de crescimento foi realizada no Fundo de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus) em colaboragcdo com o Dr. José Belasque Junior. Inicialmente
foram preparados os pré-indculos das bactérias Xanthomonas citri subsp. citri
306 selvagem e mutante nos meio caldo nutriente (CN) e XAM (meio indutor de
patogenicidade), os quais foram incubadas a 28 °C por 72 horas. Em seguida,
foi feito o inéculo com 100 pL da cultura saturada (D.Ogoonm= 1.0) em 10 mL de

meio caldo nutriente e XAM1.

Para verificar a quantidade de células presentes no meio foram
realizadas coletas dos in6culos nos seguintes tempos de crescimento: 0, 2, 4,
6, 8, 14, 17, 18 e 21 horas. Foram realizadas diluicdes seriadas na ordem de
10° para cada hora de coleta. Em seguida, 50 pL da diluicdo foi plaqueado em
meio agar nutriente de forma espiral (exponencial), utilizando o inoculador
Spiral Biotech Autoplate 4000 (Spiral Biotech), sendo realizadas trés repeticoes
para cada diluicao, e as placas foram mantidas a 28 °C. Ap6s 48 h procedeu-se
a contagem do numero de colénias de Xanthomonas citri subsp. citri selvagem

e mutante utilizando um gabarito como ilustrado na figura 12.
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Figura 12: Gabarito para contagem de coldnias.

4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Ensaio em placa da atividade enziméatica da cisteino
peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri expressa em E.coli

Com o objetivo de verificar a atividade proteolitica da cisteino peptidase
de Xanthomonas citri subsp. citri, denominada a partir daqui por ysCPXAC,
foram utilizadas colbnias de bactérias E.coli Rosetta (DE3) contendo o
plasmideo pET28acyst para a expressdo da proteina de interesse. O
plasmideo pET28acyst foi construido por SANTOS (2007), o qual realizou
alguns experimentos similares em seu trabalho de mestrado. No entanto,
naquela ocasiao ndo foram analisados os efeitos da inducédo por IPTG e nem
do inibidor de cisteino peptidase E-64. O estudante verificou ainda que a
enzima é secretada pela E.coli, ou seja, que o peptideo sinal de Xac funcionou
como tal nesta bactéria, e que a proteina secretada era capaz de hidrolizar a
caseina. Por este motivo, resolvemos refinar as analises, incluindo outras

variaveis. E importante ressaltar que n&o foi possivel produzir a proteina de
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forma recombinante em E.coli, visto que quando expressa em bactérias a maior

parte se encontrava na forma insolavel.

Com este experimento foi possivel verificar que na placa contendo
apenas o plasmideo pET28a nédo houve a formacdo de halo, ou seja, nao
ocorreu atividade peptidasica contra caseina, como esperado. Na placa
contendo a construgcdo pET28cyst sem a adicdo do indutor IPTG, também n&o
houve formacao de halo, indicando que quando ndo ha expressdo da proteina
ndo ocorre hidrolise de caseina no meio. Ja com a adi¢cédo do indutor IPTG a
placa contendo o plasmideo pET28cyst, houve a formacao de halo, indicando a
expressao da ysCPXAC e que, pelo menos parte dela, esta ativa. Por outro

lado, estes resultados confirmam aqueles obtidos por SANTOS, 2007.

Também foi possivel observar que houve secrecdo da proteina
msCPXAC para o meio extracelular (figura 13.1, 13.2 e 13.3). Isso ocorreu
devido a presenca do peptideo sinal de Xac que estaria funcionando como tal
em células de E.coli. Vale também ressaltar que a auséncia do peptideo sinal
prejudica o enovelamento da proteina, deixando-a inativa como observado por

SANTOS, 2007.

Para verificar se a proteina responsavel pela formacédo do halo tratava-
se de uma cisteino protease, o inibidor de cisteino protease E-64 foi adicionado
as placas contendo as células de E.coli Rosetta (DE3). Nesta placa foi possivel
observar que ndo houve a formacgéo do halo, devido a acéo inibitéria do E-64
sobre a ysCPXAC, isso mostra a especificidade da enzima frente ao inibidor

(figura 13.4).
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Figura 13: Ensaio de atividade enziméatica da HISCPXAC contra a caseina. 1- E.coli
(Rosetta DE3) transformada com o plasmideo pET28a (controle) em meio de cultura contendo
caseina e IPTG; 2- E.coli (Rosetta DE3) transformada com pET28cyst em meio de cultura
contendo caseina sem adi¢édo de IPTG; 3- E.coli (Rosetta DE3) transformada com pET28cyst
em meio de cultura contendo caseina e IPTG; 4- E.coli (Rosetta DE3) transformada com
pET28cyst em meio de cultura contendo caseina, IPTG e E-64 (30 uM). Notar em 4 que a
presenca do E-64 impede a formacao do halo.

Para verificar a concentragao ideal de inibidor de cisteino peptidase E-64
para inibir a formagcdo do halo, foram adicionadas concentragbes crescentes
deste inibidor (5, 10, 15, 20 25 e 30 uM) as placas nas quais foram inoculadas
células de E.coli transformadas com o pET28cyst, como mostrado na figura 14.
Foi possivel observar que nas placas contendo baixas concentracdes de E-64
houve formacdo de halo (placas 1 a 4), portanto ocorreu a producdo da
msCPXAC, secrecdo no meio e hidrolise de caseina. Nas placas 5 e 6 que
continham altas concentracdes de E-64 no meio ndo houve a formacdo de
halo, confirmando que a atividade enzimética da enzima foi bloqueada pelo
inibidor E-64. Além disso, € possivel observar que nas placas 5 e 6 houve
maior crescimento celular, enquanto que nas placas de 1 a 4 o crescimento

celular foi menor devido a presenca da enzima ativa que pode, ser toxica para
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a célula. Desta forma, com a realizacdo destes experimentos, confirmamos 0s
resultados obtidos anteriormente em nosso laboratério e mostramos que a
enzima produzida em E.coli deve ser mesmo uma cisteino peptidase. No
entanto, eram necessarios experimentos de atividade com a enzima pura, e
como a proteina expressa em E.coli apresentava a formacgdo de corpos de
inclusdo, os quais afetavam a solubilidade da enzima e consequientemente sua

purificagcdo, escolhemos outro sistema de expresséao.

S TR

- —

Figura 14: Ensaio de atividade enzimética da cisteino peptidase de Xanthomonas citri
subsp. citri em presenca de E-64. 1. pET28Cyst (Rosetta DE3) em meio de cultura contendo
caseina, IPTG e E-64. 1: (5 uM), 2: (10 uM), 3: (15 uM), 4: (20 uM), 5 (25 uM) e 6: (30 uM).

4.2- Construcdo de plasmideo para expressdao da CPXAC em
Pichia pastoris

Com base nos estudos iniciais realizados com esta proteina, foi

observada uma solubilidade baixa e alta toxicidade da cisteino peptidase para
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células bacterianas E. coli Rosetta (DE3). Assim, foi proposto neste trabalho
uma mudanca no sistema de expressdo da proteina que inicialmente foi
testada em E. coli para ser produzida agora em Pichia pastoris. Com a
mudanca do sistema de expressdo esperava-se a obtencao da proteina em sua
forma solavel, o que possibilitaria a purificacdo e consequentemente sua

utilizacéo nos ensaios de caracterizacdo de atividade enzimética.

Com o objetivo de realizar uma nova estratégia de clonagem utilizando o
sistema de expressao de levedura, foi possivel a obtencao da ORF da cisteino
peptidase através da amplificacdo do DNA genbmica. A analise em gel de
agarose do produto amplificado mostrou um fragmento de 813 pares de base,

gue corresponde a ORF completa da cisteino peptidase (figura 15).

€—813pb

Figura 15: Amplificacdo da ORF2853 da cisteino peptidase de Xanthomonas citri subsp.
citri. A ORF da cisteino peptidase foi amplificada a partir do DNA gendmico da bactéria com a
utilizacdo de primers desenhados com base no banco de dados (GenBank). M- Marcador de
peso molecular; 1- Produto amplificado; 2- Controle negativo.

A partir da ORF2853 amplificada foi possivel a constru¢do do vetor de
expressdo em Pichia pastoris, sendo esta etapa realizada com sucesso.
Podemos observar na figura 16, um modelo esquematico da construcdo do

plasmideos pPICZaC e a sequéncia obtida no sequenciamento.
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EcoR | Xbal
CGGAATTCCATG CTCTAGAGLGTA

§AOX | Fatora CPXAC BHis FAOX ‘ pPICZaC

CPXAC
| Stop cédon

M N THRSUL ALCLTLAA ALS L TAAT
GAATTCCATGAACACGCACCGTTCGCTCGCCCTTTGCCTGCTCGCCGCCCTGAGCCTGACCGCTGCCACT
AQA A VHGMGLI K PSSLMQZPVTPLETF
GCGCAGGCGGCAGTGCACGGCATGGGCCTGAAGCCTTCGTCGTTAATGCAGCCGGTCACCCCGTTGTTC
GT AS VS TPLP ASVYDILTAWAITITPG
GGTACCGCAAGCGTTAGCACACCGCTGCCTGCCAGTGTCGACCTGACTGCATGGGCGATCACGCCGGGE

D g gl G AC AS WA AAHTILTGMWY AN
GACCAGGGCCAGATCGGAGCATGCGCGTCATGGGCGGCCGCTCACACCTTGACCGGTTGGTATGCCAAC

AN K aAQ TR FAPMYLYSaVNGG VD
GCCAACAAACAGGCCCAGACGCGCTTTGCCCCGATGTACCTGTACAGCCAGGTCAACGGCGGCGTGGAT

E6. 8 T LB AP LE LK LA B 6 10D T E &Gu%
GAAGGCTCCACCCTGGAAGCGCCGCTGGAGATCGCGCTTGCGCAGGGCATCGACACCGAGCAGCACTAT
S WGN YDWEKHAO QPTTATUDEKANA AATEKN P
TCGTGGGGCAACTACGACTGGAAACACCAACCCACTACCGCCGACAAGGCCAACGCTGCCAAGAACCCG

T PYRHYTV LYSGNGN GGR ALI E Q
ACGCCGTATCGCCACTACACCGTGCTGTATTCGGGCAACGGLAATGGGGGACGLGCCTTGATCGAACAG

oK. koA AS S5 P N R g e N R -G FE D
ATCAAGCTCGCCCTTGCCTCTTCCACGCCGGTGGLGATCGGCTTCTATGTGCGCCAGGGCTTTGAAGAL

L T TKWN QQVDY DVIKTWPI L G6G HAV I A
CTGACAACCAAGAATCAGGTCGATTACGACGTCAAGACGCCGATTCTGGGTGGGCATGCCGTGATCGLG
LG vy D S5 EGL I V ENSW 66T EWG NK G

CTGGGCTACGACAGCGAAGGACTGATCGTGGAAAACAGCTGGGGCACCGAATGGGGCAACAAGGGT

F G KL SWS5V VAK DV 1 G A DV VY
TTCGGCAAACTGTCCTGGTCGGTGGTCGCCAAGGATGTGATCGGCGCCGACGTGGTGTACTCTAGA

Figura 16: Esquema representativo do vetor pPICZaC_CPXAC e a sequéncia da
ORF2853. 5'A0X - extremidade 5' do gene AOX e regido de recombinacao; Fator a - fator de
secrecdo; 6His - “cauda” de 6 histidinas; 3'AOX -extremidade 3' do gene AOX. Na sequencia
do gene CPXAC estéo representadas os sitios de restricdo para cada enzima, utilizadas tanto
no vetor de expresséo quanto na amplificacdo da ORF 2853.

A ORF 2853 clonada no plasmideo pPICZaC, o qual apresenta uma
regido correspondente ao peptideo sinal e também uma cauda de seis
histidina, resulta em uma proteina com massa molecular de aproximadamente

31 kDa.
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4.3- Selecao dos clones recombinantes de Pichia pastoris

Para a selecdo dos clones recombinantes utilizamos a técnica de PCR
de colonia. Para tanto, foram realizadas amplificacdes utilizando trés
combinac@es diferentes de oligonucleotideos ja descritas anteriormente. Assim,
observamos na figura 17A a ocorréncia de amplificacdo positiva em quatro
clones (1, 2, 14 e 15) com fragmento de aproximadamente 1300 pb. Na figura
17B observamos a amplificacéo positiva em trés clones (1, 2, 6) com fragmento
de aproximadamente 1000 pb e em 17C todos os clones apresentaram
amplificagdo positiva com aproximadamente 982 pb, sendo um indicativo de
gue o gene da cisteino peptidase integrou no genoma da Pichia pastoris de
forma correta. Em 17D, observamos a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 593 pb. Esta reacdo de amplificacéo foi feita a partir do vetor
pPICZaC sem o gene da cisteino peptidase utilizando os oligonucleotideos
especificos para o gene AOX (controle negativo). Com base nestes resultados

de amplificacdo, conseguimos cinco clones recombinantes.
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Figura 17: Selecdo dos recombinantes em Pichia pastoris por PCR de colbnia com
diferentes combina¢des de oligonucleotideos. A - Produto de amplificacdo a partir do
pPICZaC_CPXAC com os oligonucleotideos foward e reverse do gene AOX; B- Produto de
amplificacéo a partir do pPICZaC_CPXAC com oligonucleotideo foward do gene AOX e reverse
do gene CPXAC; C- Produto de amplificacdo a partir do pPICZaC_CPXAC com os
oligonucleotideo foward do gene CPXAC e reverse do gene AOX; D- Produto de amplificacdo a
partir do pPICZaC sem o gene CPXAC utilizando os oligonucleotideos foward e reverse do
gene AOX; (controle negativo).

4.4- Expressao recombinante em Pichia pastoris e posterior
purificacdo da ysCPXAC

A proteina recombinante, denominada sCPXAC, foi expressa ap0s 48
horas de inducdo em Pichia pastoris linhagem celular KM71H. A secregéo da
msCPXAC para o ambiente extracelular foi realizado devido a presenca do fator
de secrecao (fator a) presente no plasmideo pPICZaC. Através das analises
em SDS-PAGE 15%, verificou-se a presenca de uma banda com massa
molecular de aproximadamente 31 kDa que corresponde a proteina ysCPXAC
com peptideo sinal e em fusdo com as seis histidinas (figura 18A). Ainda
podemos observar o perfil da expresséo, o qual demostra que a proteina com

48 horas de inducdo apresentou uma expressao semelhante a de 72 horas, o
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que permitiu a finalizacdo do ensaio de expressdo com apenas 48 horas de

inducédo da proteina ysCPXAC.

Para a purificagdo da enzima foi utilizado o meio de cultura contendo a
proteina recombinante secretada na forma soluvel. A partir disso foi realizada a
cromatografia de afinidade em coluna de niquel, devido a presenca de uma
cauda de seis histidinas fusionada a enzima permitindo sua purificagdo. A
proteina foi eluida da coluna em tampao de lise com imidazol, a partir da fracado
contendo 75 mM de imidazol. De acordo com as andlises em SDS-PAGE 15%
o sistema de purificacdo se mostrou eficiente, devido a presenca de uma Unica
banda de aproximadamente 31,2 kDa que corresponde a ysCPXAC (figura

18B).

O rendimento da proteina ysCPXAC purificada foi cerca de 10 mg por
litro de cultura. Em geral, o rendimento de proteinas produzidas em Pichia
pastoris € maior quando comparado com outros sistemas de expressao,
dependendo, no entanto, da proteina. 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 da wsCPXAC obtida de forma pura através deste
sistema foi consideravel, visto que a quantidade de proteina produzida foi
suficiente para a realizacdo de todos os experimentos de caracterizacdo da
enzima. Além disso, o rendimento é suficiente para produzir proteina o
bastante para realizacdo de estudos estruturais, o que é intencao do

laboratoério.
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4.5- Imunodeteccdo da CPXAC

Foi observado através das analises de imunodeteccdo, que o anticorpo
policlonal de camundongo contra a proteina recombinante sCPXAC foi capaz
de reconhecer a proteina recombinante produzida em Pichia pastoris e
secretada em meio extracelular e como também a proteina purificada por
cromatografia de afinidade (figura 18C). Assim, foi verificada a especificidade
do anti-4sCPXAC pela proteina recombinante, visto que, o anticorpo policlonal
ndo apresentou nenhum tipo de reacdo cruzada. Por outro lado, foram também
produzidos anticorpos utilizando proteina insoluvel produzida em E.coli, que
também foi capaz de reconhecer a proteina expressa em Pichia pastoris,
confirmando a natureza da proteina expressa em Pichia (dados né&o
mostrados). A opc¢do por produzir mais anticorpos utilizando a proteina
expressa em P. pastoris foi devido ao baixo titulo obtido para o primeiro

anticorpo produzido a partir da proteina expressa em E.coli.
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Figura 18: Andlises de expressao da ysCPXAC em Pichia pastoris, purificacdo e ensaio
de imunodetecc¢do. (A) SDS-PAGE 15% corado com Coomassie blue, mostrando a inducao
da HsCPXAC suplementada com metanol 0,5%. M-marcador de peso molecular; 1-
sobrenadante O hora de indugéo; 2- sobrenadante 24 horas de indugéo; 3- sobrenadante 48
horas de indugdo; 4-sobrenadante 72 horas de indugdo. (B) SDS-PAGE 15% corado com
Coomassie blue mostrando a indugdo e subsequente purificagdo da Xanthaina por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel. M-marcador de peso molecular; 1-
sobrenadante 48 horas de indugdo; 2-eluato; 3-eluato 1; 4- eluicdo da proteina em 75 mM
imidazol; 5- eluicdo da proteina em 100 mM imidazol; 6- eluicdo da proteina em 100 mM
imidazol; 7- eluicdo da proteina em 250 mM imidazole. (C) Ensaio de imunodeteccao realizado
com as mesmas amostras descritas acima.

4.6- Ativacdo da proteina ysCPXAC

Testes preliminares de atividade mostraram que a enzima recombinante
encontrava-se na forma inativa. Assim, foi necesséaria a ativagdo da enzima

recombinante para remover a provavel proregido da enzima.

A nsCPXAC foi ativada autocataliticamente em presenca de tampéo
acetato de sodio 100 mM, pH 4,5 com adicdo de 5 mM de DTT (agente
redutor). Foi observado que em condicdes acidas a enzima psCPXAC é
ativada e mostra-se capaz de hidrolizar o substrato Z-Leu-Arg-MCA. Uma vez
ativada a proteina madura pode processar outras moléculas precursoras,
ocorrendo uma reagdo em cadeia que permite a remo¢ao da proregido da

proteina ndo madura (VERNET et al., 1991).

55



4.7- Sequenciamento da regiao N-terminal da cisteino peptidase
CPXAC expressa em Pichia pastoris

Com o objetivo de se determinar a seqiéncia N-terminal da proteina
expressa em Pichia pastoris, confirmando a natureza da proteina, e seu N-
terminal ap0s a secrecdo, foi realizado o sequenciamento de sua regido N-
terminal. Este experimento mostrou que a ysCPXAC apresenta a regido inicial
AVHGM, tendo como base a seqiiéncia de residuos de aminoacidos codificada
pela ORF. Essa sequéncia tem inicio no 25° residuo de aminoécido. De acordo
com a predicdo do programa SignalP 3.0 (BARRETT et al., 1998) o provavel
peptideo sinal, tem inicio no primeiro aminoacido e termina no residuo 24

(MNTHRSLALCLLAALSLTAATAQA).

A presenca do peptideo sinal na regido amino terminal é uma
caracteristica intrinseca das proteinas pertencentes ao sistema de secre¢ao
tipo Il (SANDKVIST, 2001). Este sistema é comum em bactérias gram-
negativas e o processo de secregcdo ocorre em dois passos. Inicialmente a
maquinaria de secrec¢do transloca a proteina através da membrana interna,
através da enzima translocase, para o periplasma. Em seguida, a proteina é
transportada pela membrana externa pelo sistema de secrecdo tipo Il
(PRESTON et al., 2005; VAN SLUYS et al., 2002; BRUNNINGS e GABRIEL,
2001). Foi observado que os genes hrpX e hrpG regulam a expressao de
proteinas envolvidas na patogenicidade e pode regular a secrecao de proteinas
do sistema tipo lll e algumas do tipo Il (FURUTANI et al., 2004; YAMAZAKI et

al., 2008).

Em trabalho recente, Yamazaki e colaboradores (2008) relataram a

presenca de uma cisteino peptidase extracelular secretada pela bactéria
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Xanthomonas axonopodis pv. citri (cepa NA-1) em meio indutor do gene hrp. A
regido N-terminal desta peptidase secretada apresentou a sequéncia
AVHGMGLKPSSLMQPV que se mostrou idéntica a regido inicial da proteina
madura CPXAC, e também identificada em nosso trabalho. Portanto a
presenca do peptideo sinal na CPXAC sugere que ela seja secretada pelo
sistema de secrecao tipo Il e que pode ser regulada pelos genes hrpX e hrpG.
Por outro lado, esperava-se que a proteina expressa em Pichia pastoris
utilizasse o a-peptideo como sinal, gerando uma sequéncia N-terminal com a
presenca do peptideo sinal da CPXAC. No entanto, os resultados mostraram
gue a clivagem ocorreu no peptideo sinal da propria CPXAC, indicando que o
peptideo sinal desta enzima funcionou como tal em Pichia pastoris. Para
responder definitivamente esta questdo seria necessario expressar a proteina

completa, sem fusdo com o a-peptideo.

4.8- Ensaio de eficiéncia catalitica da ysCPXAC

A eficiéncia catalitica (kca/km) da cisteino peptidase psCPXAC foi
determinada utilizando os substratos fluorogénicos AbzKLRSSKQ-EDDnp,
AbzKVRSSKQ-EDDnp, AbzKIRSSKQ-EDDnp, Z-Leu-Arg-MCA e Z-Phe-Arg-

MCA.

De acordo com a tabela 2, podemos observar que a enzima ysCPXAC,
apresentou um maior valor de kcat/Km para o substrato AbzKIRSSKQ-EDDnp
de 5,1 mM's™. Este substrato possui um residuo de isoleucina na posicdo P,
iSs0 nos leva a sugerir que ela possa ser uma enzima do tipo papaina. Os

outros substratos do tipo Abz apresentaram um valor de Kca/km menor e tem
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um residuo de valina e leucina na mesma posicdo da isoleucina. Ja o0s
substratos do tipo MCA o Unico que apresentou hidrélise foi substrato que tem
uma leucina na posicdo P,, enquanto que o substrato com fenilalanina na
mesma posicdo se mostrou resistente. Isto € um indicativo de que a enzima
tem uma preferéncia por residuos hidrofobicos de cadeia lateral ramificada
(alifaticos) na posicao P,, que demonstra uma especificidade do substrato por
interacdes P, e S,, sugerindo que a enzima pode pertencer a familia da

papaina (TURK et al.,1998; HASNAIN et al., 1993).

SUBSTRATO Kealkm (UM7s™)
AbzKLRSSKQ-EDDnp 1,2
AbzKVRSSKQ-EDDnp 1,9
AbzKIRSSKQ-EDDnp 51

Z-LR-MCA 0,0046
Z-FR-MCA Resistente

Tabela 2: Eficiéncia catalitica da enzima ysCPXAC com os substratos Abz e MCA.

Como observado o substrato Z-Phe-Arg-MCA né&o foi hidrolisado pela
msCPXAC, devido a presenca de um residuo de amino&cido hidrofobico
aromatico na posicdo P,, que determina um a resisténcia pela enzima
msCPXAC na hidrolise deste substrato. Embora a maioria das cisteino
peptidases lisossomais, aceitem residuos hidrofébicos aromaticos e alifaticos

na posicdo P, (BUHLING et al., 2004), a enzima ysCPXAC tem um
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comportamento diferente, e parece aceitar somente residuos hidrofébicos de
cadeia lateral ramificada (alifaticos) na posicédo P, como é o caso da isoleucina,
leucina e valina. Esta preferéncia da enzima por substratos com residuos
hidrofébicos alifaticos com cadeia lateral ramificada é uma caracteristica
especifica, que sugere uma interacdo restrita entre o sitio ativo da ysCPXAC
com este tipo de residuos de aminoacidos presentes no substrato (figura 19).
Estudos mais detalhados com relacdo a especificidade do substrato séo
necessarios para caracterizar de forma completa a especificidade da enzima

msCPXAC por residuos de aminodcidos hidrofobicos de cadeia lateral

ramificada.
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Figura 19: Graficos de eficiéncia catalitica (Kca/km) da sCPXAC contra alguns substratos
fluorogénicos. A eficiéncia catalitica da enzima sCPXAC foi calculada a partir da hidrélise
dos substratos (UAF) pelo tempo (segundos).
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4.9- Ensaio de inibicdo da atividade por inibidores cistatinicos e
E-64

Os objetivos destes ensaios eram confirmar a natureza da enzima como
sendo uma cisteino protease (e algumas de suas caracteristicas) e também
identificar, entre os inibidores que nosso laboratério possui, quais poderiam ser
eleitos para o desenvolvimento de possiveis plantas transgénicas mais
resistentes a Xanthomonas citri subsp. citri. Para os ensaios de inibicdo de
atividade da enzima psCPXAC foram utilizados os inibidores cistatinicos
recombinantes da cana-de-agucar, CaneCPI-1 (SOARES-COSTA et al., 2002),
CaneCPI-2, CaneCPI-3 (GIANOTTI et al., 2006), Cane-CPI-4 (GIANOTTI et al.,
2008) e o inibidor sintético E-64 ([trans-epoxi-succinil-L-leucilamido-(4-

guanidino) butano]).

Os resultados da inibicdo estdo representados graficamente na figura
20. Estes dados mostram que as quatro cistatinas recombinantes testadas
foram capazes de inibir a atividade da cisteino peptidase com as constantes de
inibicdo (Ki) relatadas na tabela 3. A constante de inibicdo é definida como a
concentracdo de inibidor necesséaria para diminuir em 50% a hidrolise do

substrato pela enzima.
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Figura 20: Graficos de inibicdo da ysCPXAC utilizando inibidores de cisteino peptidase
Cane-CPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3, CaneCPIl-4 e E-64. A atividade residual da enzima
nsCPXAC foi detectada pelo fluorimetro F 2500 Hitachi utilizando o substrato fluorogénico Z-

Leu-Arg-MCA.
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Inibidores Ki (hM)
CaneCPI-1 84.64
CaneCPI-2 0.088
CaneCPI-3 0.10
CaneCPI-4 0.012
E-64 1.214

Tabela 3: Inibicdo da atividade da psCPXAC por diferentes inibidores de cisteino
peptidase.

De acordo com os valores de Ki apresentados na tabela 3, observamos
gue todas as cistatinas inibem eficientemente a CPXAC, confirmando ser ela
uma cisteino protease. A melhor inibicdo foi obtida com a CaneCPI-4 ( Ki=
0,012 nM) e o menos eficiente, foi a CaneCPI-1. Com excec¢ao da CaneCPI-1,
todas as outras cistatinas foram melhores inibidores que o inibidor classico E-

64.

A caracterizacdo da cisteino peptidase de Xanthomonas citri subsp. citri
pode ser usada em estudos futuros para entender a interacéo entre a planta e
0 patégeno, em busca de um inibidor especifico e também no desenvolvimento

de citrus transgénicos mais resistentes a essa bactéria.

4.10- Ensaio de pH e NaCl 6timo

Para determinar o valor de pH 6timo para a atividade enzimatica foi
utilizado o substrato fluorogénico Z-Leu-Arg-MCA. De acordo com o grafico da

figura 21A, o melhor valor de pH para a enzima ysCPXAC foi de 5,5 no qual
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apresentou 100% de atividade. Em valores de pH 4,5 e 6,5 a enzima
apresentou de 60% de atividade, demonstrando uma diminuicdo da atividade
da enzima. E observado que no intervalo entre 4,5 a 6,0 as cisteino peptidases
geralmente sdo mais ativas, sendo que elas podem ser completa ou
parcialmente inativadas em pH 7,0 (CORDOVA et al., 2001). Desta forma, a

CPXAC possui um comportamento tipico de cisteino proteases.

Para verificar a dependéncia de NaCl para a atividade da enzima
nsCPXAC, o ensaio enzimatico foi realizado nas mesmas condi¢des descritas
acima. Este ensaio tem como objetivo determinar as melhores condicbes
experimentais para o estudo desta enzima. No grafico da figura 21B foi
possivel observar que a atividade da enzima foi de 100% em auséncia de
NaCl. Em 100 mM de NacCl a atividade da enzima foi de 70% e em presenca de
600 mM do sal a enzima apresentou somente 10% de atividade. Baseado na
curva de NaCl podemos concluir que a presenca deste sal promove uma
influéncia negativa na atividade catalitica da enzima. Desta forma, em ensaios

futuros, devemos considerar a utilizacdo apenas do tampéo acetato.
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Figura 21: Perfil da atividade enzimatica com variagdes de pH e diferentes concentracdes
de NaCl. O teste foi realizado com a hidrélise do substrato Z-Leu-Arg-MCA pela ysCPXAC. (A)
A atividade da enzima foi quantificada utilizando diferentes tamp@es: acetato de s6dio 100 mM
(pH 3.0 - 5.5); fosfato de sédio (pH 6.0- 7.0) e Tris-HCI (pH 7.5 - 8.0). (B) A atividade
enzimatica foi detectada em crescentes concentra¢des de NaCl (0 to 600 mM).

4.11- Temperatura 6tima e de estabilidade

Este experimento teve como objetivo determinar qual a melhor
temperatura para a atividade da enzima ysCPXAC e também verificar se essa
enzima pode se manter estavel ao ser incubada por um periodo maior nesta
mesma temperatura. A atividade enzimatica da ysCPXAC foi determinada em
varias temperaturas variando entre 10 a 40 °C, com e sem periodos de
incubagdo. Apos 60 minutos de incubacdo foi possivel observar melhor
atividade da enzima na temperatura de 20 °C. J& nos testes realizados sem a
incubacgdo da enzima, observamos uma melhor atividade na temperatura de 30
°C. Pode-se verificar que a enzima ysCPXAC é bastante ativa a temperatura
de 30 °C, porém sua atividade diminui quando mantida nesta temperatura por

um periodo de uma hora. Ja em temperaturas abaixo ou acima de 30 °C, a
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atividade é menor. Por outro lado, quando a enzima é mantida por uma hora a
temperatura de 20 °C ela se mantém estavel durante todo o periodo de
incubacdo mantendo sua atividade maxima (figura 22). Da mesma forma,
incubacbes seguidas de medidas de atividade em temperaturas acima ou
abaixo desta provocam uma diminuicdo da atividade. Assim, podemos concluir
gue as melhores condi¢cdes sdo a 30 °C sem incubag¢do ou a 20 °C com
incubagcdo na mesma temperatura, sendo a enzima mais estavel nesta Ultima.

Estudos tém mostrado que a temperatura 6tima para o desenvolvimento
do cancro citrico € entre 25 a 35 °C com rapida proliferacdo e 100% de
incidéncia (DALLA PRIA et al., 2006). A ysCPXAC apresentou uma melhor
atividade a 30 °C, justamente na temperatura que favorece o aparecimento de
infeccdo na planta pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri. Ou seja, a
atividade da enzima pode estar relacionada com o0 sucesso da infeccao e
proliferagéo.

Por outro lado a enzima apresentou uma melhor estabilidade a 20 °C.
De acordo com estudos de Xanthomonas citri subsp. citri em condi¢bes
subtropicais, as células bacterianas sdo mantidas viaveis por longos periodos
ao redor da leséao (forma latente) a temperaturas em torno de 20 °C (GRAHAM
et al., 2004; PRUVOST et al., 2002). Foi verificado também que em baixas
temperaturas a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri tem a infeccao afetada
de forma negativa, bem como o desenvolvimento do cancro citrico, o que
explica a pouca atividade da enzima nsCPXAC na temperatura de 10 °C
(DALLA PRIA et al., 2006; PRUVOST et al., 2002). Estas informacdes
condizem com os dados de atividade obtidos com a wsCPXAC, sob diferentes

condi¢cbes de temperatura e tempos de incubacdes.
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Figura 22: Ensaio de temperatura 6tima e estabilidade da enzima sCPXAC. Para os
testes temperatura e estabilidade foi usado o substrato fluorogénico Z-Leu-Arg-MCA e tamp&o
acetato de so6dio 100 mM, pH 5.5 com 2.5 mM DTT. O ensaio foi realizado em diferentes
temperaturas 10, 15, 20, 25, 30, 35 and 40° C. O grafico mostra a curva de temperatura 6tima
sem incubacdo da enzima (e) e a curva de estabilidade com incubacdo da enzima por 60
minutos nas mesmas temperaturas (}).

4.12- Curva de crescimento da linhagem Xanthomonas citri
subsp. citri 306 e mutante nocauteada em meio caldo nutriente e
XAM1

Os objetivos deste experimento foram verificar se ha alteracao
do crescimento da Xanthomonas citri subsp. citri mutante, causada
pelo nocaute do gene da CPXAC, e também verificar se h& diferenca
de crescimento nos dois meios de cultivo utilizados. Com a realizacéo
da curva de crescimento “in vitro”, foi possivel observar que as
bactérias Xanthomonas citri subsp. citri 306 selvagem e mutante
crescidas nos meios caldo nutriente e XAM1 apresentaram o0 mesmo
crescimento e que o meio XAM1l nao apresentou influéncia no

crescimento bacteriano (Figura 23 e tabela 4). Desta forma, podemos
66



sugerir que a enzima nao deve desempenhar papel importante no
crescimento da bactéria, mas deve provavelmente, ser importante
para o processo de infeccdo e/ou viruléncia. Estes resultados sao
essenciais para a realizacdo da curva de crescimento da
Xanthomonas citri subsp. citri mutada em plantas, inclusive, na
determinacdo do tempo de cultivo necessario para obtencdo de

células em numero suficiente para a realizacado do experimento.
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Figura 23: Curva de crescimento “in vitro” da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri. As
bactérias Xanthomonas citri subsp. citri 306 selvagem e mutante crescidas em meios de

cultura. A- Bactérias crescidas em meio CN (caldo nutriente). B- Bactérias crescidas em meio

XAM1. ®bactéria selvagem; : bactéria mutante;
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DESVIO PADRAO

Caldo Nutriente XAM1
Dias Selvagem Mutante Selvagem Mutante
Oh 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
2h 2,83E+04 1,13E+05 0,00E+00 0,00E+00
4h 4,24E+04 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
6h 1,69E+05 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00
8h 2,55E+05 2,40E+05 1,41E+05 5,00E+04
11h 1,39E+06 4,74E+05 9,90E+04 0,00E+00
14 h 7,71E+05 7,71E+05 5,16E+05 3,11E+05
17 h 0,00E+00 4,67E+06 9,90E+05 2,90E+06
18 h 1,41E+05 1,29E+06 1,51E+06 6,43E+05
21h 6,51E+06 2,90E+06 1,38E+07 1,21E+06

Tabela 4: Desvio padréo referente a curva de crescimento da bactéria Xanthomonas citri
subsp. citri.

4.13- Presenca da CPXAC em células de Xanthomonas citri
subsp. citri cultivadas em meio normal e indutor de
patogenicidade

Este experimento foi realizado para determinar em que condi¢bes a
proteina CPXAC é produzida, ou seja, se € produzida de forma constitutiva ou
apenas em alguma condicao especifica, por exemplo, em contato com a planta.
Além disso, a analise na cepa nocauteada permitird confirmar a perfeita
interrupcdo do gene. Para tanto, foram utilizados cultivos em dois meios, um
normal (caldo nutriente), e outro reconhecidamente indutor de patogenicidade
(XAM1). As proteinas secretadas nestas duas condi¢cdes foram detectadas
utilizando o anticorpo anti-ysCPXAC.

E possivel observar na figura 24, que o anticorpo policlonal é capaz de
reconhecer a cisteino peptidase (CPXAC) na linhagem de Xanthomonas
selvagem crescida em meio XAM 1 (meio indutor de patogenicidade) e ndo na

linhagem crescida em meio caldo nutriente (CN). Isto sugere que a expressao
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da proteina pode ocorrer apenas sob determinadas condi¢des nutricionais,
visto que 0 meio XAM1 possui uma composi¢ao nutricional diferente do meio
caldo nutriente. Além disso, o fato da proteina ser expressa somente em meio
XAM 1 é uma indicacdo de que a enzima pode estar envolvida no processo de
patogenicidade, jA que o meio XAM 1 promove a expressao de genes com ela
relacionados .

Provavelmente, a expressédo de proteinas em meio XAM 1 é regulada
pelos genes associados com a patogenicidade e viruléncia como o gene hrp. A
regulacéo dos genes hrp pode ser influenciada por fatores induziveis de planta
gue ocorrem pela presenca do promotor induzivel pela planta conhecido por
PIP box (TTCGC (Ni5) TTCGC) e pelas condi¢cdes nutricionais do meio (DA
SILVA et al., 2002; LEACH E WHITE, 1996). Os genes de patogenicidade hrpX
e hrpG sao responsaveis pela secrecdo de proteinas do tipo Il e algumas do
sistema tipo Il (FURUTANI et al.,, 2004; YAMAZAKI et al., 2008). O fato da
proteina CPXAC ser expressa em meio XAM 1, sugere que esta possa ser
regulada por genes envolvidos com a patogenicidade, visto que, foi detectada a
presenca de um promotor PIP box imperfeito para o gene CPXAC (YAMAZAKI

et al., 2008).

Finalmente, a linhagem celular Xac 306 nocaute, quando cultivada em
meio XAM 1, ndo apresentou a expressao da cisteino peptidase, confirmando o
sucesso da interrupgéo do gene. Desta forma este mutante podera ser utilizado

em ensaios in vivo.

69



AM123456789

Py —
50 kDa r _
' 33 <€ 31,2kDa

20 kD2 um

B M1 2 3 4 5 6 7 829

€—312kDa

Figura 24: Ensaio de inducdo de patogenicidade e andlise da expressdo da cisteino
peptidase em Xanthomonas citri subsp. citri. (A) SDS-PAGE 15% corado com Coomassie
blue mostrando a expressdo de proteinas em meio. M- marcador de peso molecular; 1-
Xanthomonas citri subsp. citri linhagem 306 selvagem crescida em meio caldo nutriente; 2-
Xanthomonas citri subsp. citri linhagem 306 selvagem crescida em meio XAM 1; 3- ndo ha
amostra; 4- Xanthomonas citri linhagem 306 mutante crescida em meio caldo nutriente; 5-
Xanthomonas citri  subsp. citri linhagem 306 mutante crescida em meio XAM 1; 6- ndo ha
amostra; 7- controle negativo (meio XAM1); 8- ndo ha amostra; 9- proteina recombinante
purificada sCPXAC. (B) Ensaio de imunodeteccdo realizado com as mesmas amostras
descritas acima.
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5- CONSIDERAGOES FINAIS

A expressdo da proteina CPXAC em Pichia pastoris foi realizada com

Sucesso.

A purificacdo da proteina CPXAC foi realizada com sucesso por
cromatografia de afinidade e a proteina pura apresentou um rendimento de 10
mg/L de cultura. Este rendimento foi suficiente para a realizacao dos testes de

caracterizagdo bem como para a producao de anticorpos policlonais.

Com o sequienciamento da regiao N-terminal foi possivel verificar que o
peptideo sinal da CPXAC se estende do primeiro ao 24° residuo de
aminoacidos, sendo que a proteina sem ele se inicia na sequéncia AVHGM.
Assim, podemos sugerir que a enzima wsCPXAC apresenta o sistema de
secrecdo tipo Il caracterizado pela presenca do peptideo sinal. Além disso, o
peptideo sinal de CPXAC funcionou como tal em Pichia pastoris, visto que se a
levedura tivesse utilizado o a-peptideo seria esperado a sequiéncia completa da

CPXAC, incluindo seu peptideo sinal.

Os ensaios de cinética enzimatica permitiram caracterizar esta enzima
como sendo uma cisteino peptidase e que esta enzima possui uma
caracteristica intrinseca de aceitar preferencialmente residuos de aminoacidos
hidrofébicos de cadeia lateral ramificada na posicdo P2 do substrato,
principalmente residuos de isoleucina, sugerindo uma interagdo restrita entre o

substrato e o sitio ativo da enzima.

71



Os ensaios de inibicdo de atividade enzimética realizados com os
inibidores de cisteino peptidase de cana-de-aglUcar recombinantes,
demonstraram que o melhor inibidor foi a CaneCPI-4, porém as CaneCPI-2 e

CaneCPI-3 também se mostraram bons inibidores, até melhores que o E-64.

A patrtir dos resultados obtidos com os testes de atividade enzimatica em
diferentes condi¢fes de pHs, podemos determinar que o melhor pH é 0 5,5, 0

que é tipico de uma cisteino protease.

Nos testes de atividade em diferentes concentragbes de NacCl, foi

observado melhor atividade em auséncia desse sal.

Nos ensaios de atividade realizados para a determinagcdo da
temperatura 6tima e estabilidade foi observado que a temperatura 6tima para a
atividade da enzima recombinante ;sCPXAC é de 30 °C. Ja a temperatura de

20 °C a enzima apresentou maior estabilidade.

Foi possivel verificar no teste de expressdo via Western Blotting que a
CPXAC nao é expressa (ou possui expressao muito baixa) na cepa Xac 306
cultivada em meio caldo nutriente. No entanto, ela é expressa quando cepa
Xac 306 é cultivada em meio indutor de patogenicidade (XAM 1). Por outro
lado, nenhuma expressao foi detectada na cepa nocaute, fosse ela cultivada
em caldo nutriente ou meio XAM1, o que confirma o nocaute do gene nesta

cepa mutante.

As curvas de crescimento, tanto em meio caldo nutriente, quanto em
meio XAM1, mostram que o0 nocaute do gene da CPXAC néo influencia no
crescimento da Xanthomonas citri subsp. citri , sugerindo que a enzima nao é
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importante para o0 crescimento, mas provavelmente, esteja envolvida no

processo de infecgéo.

Assim é possivel sugerir que a cisteino peptidase esta envolvida com a

patogenicidade e/ou viruléncia da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri.
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