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RESUMO

As fitocistatinas sdo inibidores de cisteino peptidases encontradas
naturalmente em plantas. As cistatinas de cana-de-acucar destacam-se pela sua alta
atividade inibitéria e possiveis aplicacées biotecnoldgicas. Neste trabalho, um painel
comparativo das atividades inibitérias das CaneCPls 1, 2, 3, 4, 5 e 6 contra
relevantes catepsinas humanas e uma catepsina L de um inseto praga da cana-de-
acucar, Sphenophorus levis, demonstrou a eficiéncia inibitéria destas cistatinas. A
partir deste painel foi possivel observar que as CaneCPIs 4 e 5 possuem potente
atividade inibitéria com valores de K; bastante baixos para todas as catepsinas
testadas. Devido a insolubilidade da CaneCPI-4 produzida em E. coli, mutagbes no
C-terminal foram realizadas para torna-la mais soltvel, porém néo foram capazes de
alterar sua solubilidade, mas sim sua capacidade inibitéria. A CaneCPI-4 também foi
expressa em Pichia pastoris. Um aumento de escala foi realizado para a producéo
das CaneCPIs 4 e 5 em biorreator, sendo a CaneCPI-5 expressa com sucesso e
utilizada em um trabalho que mostrou sua capacidade de adesdo ao esmalte
dentario e protecdo contra a erosdo acida. A CaneCPI-4 foi submetida a liofilizacdo
com diferentes estabilizadores e mostrou-se estavel mesmo sem o uso dos mesmos,
provando que essa cistatina é bastante estdvel mesmo em condi¢des estressantes
para a molécula. Portanto, neste trabalho é demonstrado o potencial inibitério das
CaneCPls, a possibilidade de produzi-las em biorreator e de serem liofilizadas, todas
essas informacdes sé&o importantes para uma futura producdo industrial e uso

comercial das cistatinas de cana-de-acucar para diversos fins biotecnoldgicos.

Palavras-chave: cistatina, fitocistatinas, cisteino peptidases, cana-de-aclcar,
biorreator, liofilizacao



ABSTRACT

Phytocystatins are inhibitors of cysteine peptidases found naturally in plants.
Sugarcane cystatins are distinguished by their high inhibitory activity and possible
biotechnological applications. In this work, a comparative panel of the inhibitory
activities of CaneCPlIs 1, 2, 3, 4, 5, and 6 against relevant human cathepsins and a
cathepsin L of the sugarcane weevil, Sphenophorus levis, demonstrated the
inhibitory efficiency of these cystatin. From this panel it was possible to observe that
CaneCPIs 4 and 5 have potent inhibitory activity with very low K; values for all
cathepsins tested. Due to the insolubility of CaneCPI-4 produced in E. coli, C-
terminal mutations were performed to make it more soluble, but were not able to alter
solubility of the protein, but rather its inhibitory capacity. CaneCPI-4 was also
expressed in Pichia pastoris. An increase in scale was carried out for the production
of CaneCPlIs 4 and 5 in bioreactor, and CaneCPI-5 was successfully expressed and
used in a study that showed its ability to adhesion to dental enamel and protection
against acid erosion. CaneCPI-4 was subjected to lyophilization with different
stabilizers and it was shown to be stable even without the use of them, proving that
this cystatin is quite stable even under stressful conditions for the molecule.
Therefore, this study demonstrates the inhibitory potential of CaneCPls, the
possibility of producing them in bioreactor and of being lyophilized, all this information
is important for a future industrial production and commercial use of sugarcane

cystatin for various biotechnological purposes.

Keywords: cystatin, phytocystatins, cysteine peptidases, sugarcane, bioreactor,

freeze-drying



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura tridimensional da orizacistatina.............ccccceeeeeeeevviviveeieiivinnnnnn.
Figura 2. Representacao da interacao entre cistatina e cisteino peptidase..........
Figura 3. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das CaneCPIs...............
Figura 4. Modelo tridimensional da estrutura da papaina............cccccceevvivivieeneennne
Figura 5. Andlise da purificacdo das CaneCPIs em SDS-PAGE 15%..................
Figura 6. Predicao estrutural das CaneCPIS 4 € 5........ccecceiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee,
Figura 7. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de CaneCPI-4 e
(OF= T[T 04 o B TP UPPPPPPRRPPI
Figura 8. Predicdo da estrutura secundéaria de CaneCPI-4 e CaneCPI-5.............
Figura 9. Analise de solubilidade das CaneCPI-4 mutantes e CaneCPI-5Del em
S S -PAGE L1590, it
Figura 10. Andlise da purificacdo da CaneCPI-4 e seus mutantes e CaneCPI-
5Dl €M SDSPAGE 15%0.....uuuiiiieeiiiiiiiiiie e eiiieet e e e e e e e e e e sabbae e e e e e snssaeee e e e e annes
Figura 11. Inibicdo das catepsinas B e L pelos mutantes de CaneCPI-4..............
Figura 12. Inibicdo das catepsinas B e L por CaneCPI-5Del.............ccccccvvviveennee.
Figura 13. Analise da expressdo da CaneCPI-5 em transformantes de Pichia
O R (0] S o= o F= B e 1 PSSR SPPP
Figura 14. Andlise de deglicosilagdo da CaneCPI-4...........ccccoiiiiiiiiiiiieeee e,

Figura 15. Andlise da expressdo de CaneCPI-5 em biorreator.............................

40

41
42
42



Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Painel comparativo das constantes de inibicdo (K;) das CaneCPIs....... 29
Tabela 2. Inibicdo das catepsinas B e L pelos mutantes de CaneCPI-4............... 42
Tabela 3. Inibicdo das catepsinas B e L por CaneCPI-5Del.............cccccvveciiinnnnnn. 43

Tabela 4. Inibicdo da papaina por CaneCPI-4 nao liofilizada e liofilizada com

ESTADIIIZAAOIES. ... e 68



BMGY
BMMY
BSA

Cath

cm
C-terminal
DNA
dNTP
DOs00
DTT

HCI
HEPES
IC50
IPTG
KCI

kDa
KH,PO,4
Ki

kV

LB

mg
MgSO,
min

mL

mM
NacCl

Xii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

meio glicerol complexo tamponado (Buffered Glycerol-complex Medium)
meio metanol complexo tamponado (Buffered Methanol-complex Medium)
soro albumina bovino (bovine serum albumin)

catepsina

centimetro

carboxi-terminal

acido desoxirribonucleico (deoxyribonucleic acid)
desoxirribonucleotideos trifosfatados (deoxynucleotide triphosphates)
densidade éptica a 600 nm

ditiotreitol

grama

gravidade

hora

acido cloridrico

acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etano sulfénico
concentracao inibitéria média
isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo

cloreto de potassio

guilodalton

fosfato monopotassico

constant de inibicéo

quilovolts

litro

meio Luria-Bertani

molar

miligrama

sulfato de magnésio

minuto

mililitro

milimolar

cloreto de sédio



Na;HPO4
NaH,PO,
ng
(NH4)2SO,4
nM

nm
N-terminal
ORF

pb

PBS

PCR

PEG 400
pH

rpm

s
SDS-PAGE

U

vvm
YEPD
YEPDS

YNB

Z-Leu-Arg-MCA
Z-Phe-Arg-MCA

°C
MF
Mg
HHg
ML
UM
Q

Xiii

fosfato de sddio dibasico

fosfato de sd6dio monobasico

nanograma

sulfato de amédnio

nanomolar

nanémetro

amino-terminal

fase aberta de leitura (open reading frame)

pares de bases

tampao fosfato salino (phosphate-buffered saline)

reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction)
polietilenoglicol 400

potencial de hidrogénio

rotacdo por minuto

segundos

eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)

unidade enzimatica

volume de oxigénio por volume de cultura fermentada por minuto
extrato de levedura, peptona e dextrose (yeast extract peptone dextrose)

extrato de levedura, peptona, dextrose e sorbitol (yeast extract peptone
dextrose sorbitol)

base nitrogenada para leveduras (yeast Nitrogen Base)
benziloxicarbonil-Leu-Arg-7-amino-4-metilcoumarina
benziloxicarbonil-Phe-Arg-7-amino-4-metilcoumarina
graus Celcius

microfarad

micrograma

micrémetro de mercurio

microlitro

micromolar

ohm



LISTA DE ABREVIATURA DE AMINOACIDOS

Xiv

Aminoacido

Abreviatura (3 letras)

Abreviatura (1 letra)

ACIDO ASPARTICO
ACIDO GLUTAMICO
ALANINA
ARGININA
ASPARAGINA
CISTEINA
FENILALANINA
GLICINA
GLUTAMINA
HISTIDINA
ISOLEUCINA
LEUCINA

LISINA

METIONINA
PROLINA

SERINA

TIROSINA
TREONINA
TRIPTOFANO
VALINA

Asp
Glu
Ala
Arg
Asn
Cys
Phe
Gly
GIn
His
lle
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val

D

— I O O T O Z X1 > m

< S 4 < ®mw UVvV<ZT X



XV

SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL......ooiitiiitiieeeieeet ettt 17
I O 1 = = 1O PPPPPPPPPR 17
D 1 o Tod 5] = L1 = TSRS 19
1.3 Cistatinas de Cana-de-aGUCAT............ccceeriiiriiiieeaaiiiiieae e e e e eaiereee e nraeeea e e anes 19
2. OBIETIVO ..ottt ettt ettt ees 23
CAPITULO 1 - Painel comparativo de atividade inibitéria de cistatinas de cana-

de-agucar contra relevantes CatePSINGS. .....cccuviiuuiiiiieei i 24
3. INTRODUGAO. ...ttt ee e en e en ettt ae e 25
3.1 CiSteIN0 CALEPSINAS. .. .uuuuiieiieie e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 25
3.2 MATERIAL E METODOS........coiiitieeteeeteeee ettt 27
3.2.1 Expresséo recombinante e purificacdo das CaneCPIs.............ccccccvvvveeeeneeen. 27
3.2.2 Atividade inibitoria das cistatinas de cana-de-agucar.............ccocvvveeeeeeennnnee. 27
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO........cciitiiieeeieeeeeeeeeee ettt 28
3.3.1 Producao heterdloga das Cistatinas.............ccoovvviviiiiiiiiiiiiiiie e 29
3.3.2 Inibicéo de cisteino catepsinas por CaneCPIS...........occuvevieiiiiiiiiiiie e 29

CAPITULO 2 - Mutagdes sitio dirigidas em CaneCPI-4 e dele¢do do C-terminal

em CaneCPI-4 € CaneCPI-5.. ... et 32
4, INTRODUGAO. ...ttt ettt een s ee e 33
4.1 MATERIAL E METODOS.......ociiieeeeeeeete ettt ste st en e stesasnannane s 34
4.1.1 Mutagdes sitio dirigidas em CaneCPI-4..........ccccooiiiiiiiiie e 34
4.1.2 Expressao recombinante e purificagdo das CaneCPIs mutantes................. 36
4.1.3 Determinacédo do IC50 de cistatinas mutantes............ccccceeveeieieieieeeeeeeeeeeeena, 36
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO.........coiieeieeteceeeteeeee e et ee e 37
4.2.1 Mutantes de CaneCPI-4 e CaneCPI-5 e expressédo em E. cOli..................... 37
4.2.2 Comparagéo de IC50 das CaneCPIs 4 e 5 e seus mutantes........................ 41
CAPITULO 3 - Expressdo de CaneCPl-4 e CaneCPI-5 em Pichia pastoris e

producdo em larga escala em bIOrreator............uuuuuueiiiiiiiiiie e 45
5. INTRODUGAO.........ooueoieeeteeeeeeeeeeete e en et en et en ettt en e enens 46
5.1 O sistema de expressao em Pichia PastoriS.............uuuuuuiiiiiiiinneeineeeeeeeeeeeeeiins 46
5.1.1 Aumento de escala de produGao de P. PaStOriS.........ccceeivireeeeieniiiiiiiiiiiiiinans 47

5.2 MATERIAL E METODOS........coiiiteeeteeeteeeeteee ettt 50



XVi

5.2.1 Construgéo dos vetores de expressao de CaneCPI-4 em P. pastoris.......... 50

5.2.2 Otimizacao de cdédons da CaneCPI-5 e construcao do vetor de expresséo

EIM P PASTONIS. ..o eeieiiiiei ettt e e ettt a e e e e e e e 50
5.2.3 Transformacgéo dos plasmideos pGAP-CaneCPI4PP, pPIC-CaneCPI4PP,

PGAP-CaneCPI50Opt € pPIC-CaneCPISOPL.........uuviiiiiiiieieeeeeeeieeeeeeeeeee 51
5.2.4 Producgéo em shaker e purificagcéo das cistatinas recombinantes................. 52

5.2.5 Deglicosilagao da CaneCPI-4 expressa em Pichia pastoris e ensaio de

inibicdo da proteina glicosilada e deglicosilada..............ccccceeiiiiiiiiiiiiiieieeieeee, 53
5.2.6 Expresséo das cistatinas em larga escala..............ccccccuvviiiiiiiiiis 54
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO. ...ttt 55
5.3.1 Expresséo das CaneCPIs 4 e 5 em Pichia pastoris..........ccccvveeeiiiieieeenennnnns 55

5.3.2 Efeito da glicosilacdo na atividade da CaneCPIl-4 expressa em Pichia

Q1= TS (0] 1 U P PP RPRPPRP 57
5.3.3 Producéo das CaneCPIs 4 e 5 em biorreator............cceeeeeevivveeveeveiiiiiiieeennn 58
CAPITULO 4 - Liofilizacdo de CaneCPI-4 e o uso de estabilizadores................... 64
6. INTRODUGAO. ... ..ottt ettt ettt sttt sae e 65
6.1 MATERIAL E METODOS ... .ottt 65
6.1.1 Processo de liofilizag@o da CaneCPI-4...........ouevvieiiiiiiiaiiiiieeeee 65
6.1.2 Determinacao do IC50 da CaneCPI-4 liofilizada............ccceeeeeeeeeivvieeeiiiiiiinns 66
6.2 RESULTADOS E DISCUSSAD........ccoooieeieecteceeee et eee e e e ene e 67
6.2.1 CaneCPI-4 liofilizada com e sem estabilizadores............cccccveviiiiiienennnnnnnn, 67

6.2.2 Comparagdo de IC50 da CaneCPI-4 liofilizada e nao liofilizada, com e

YT =TS =1 o1 [V= Vo Lo R 67
7. CONCLUSODES. ...ttt ettt ettt teare et e enene e 71
8. PERSPECTIVAS......oooitiiee ettt ettt ettt sttt 72
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ccviiiieeeeeee et 73
ANEXO L.ttt ettt 82
F =5 1 | 83

ANEXO e 84



17

1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Cistatinas

Cistatinas sao inibidores competitivos reversiveis de cisteino peptidases, que
sd@o enzimas responsdveis por catalisar a hidrolise de ligacdes peptidicas e possuem
um residuo de cisteina em seu sitio ativo (RAWLINGS e BARRET, 1994).

As cistatinas sao formadas por cinco fitas-B antiparalelas em torno de uma a-
hélice de cinco voltas (BODE et al., 1988; TURK e BODE, 1991). A inibicdo ocorre
por meio do bloqueio da atividade proteolitica devido a trés regides que interagem
com as peptidases alvo, sendo um residuo de glicina na por¢cdo N-terminal, um
motivo altamente conservado QxVxG na regido central formando o primeiro loop e
na porgdo C-terminal o dipeptideo prolina-triptofano localizado em um segundo loop
(Figura 1) (BARRETT et al., 1986a; BARRETT, 1987).

Qvie PV

Figura 1. Estrutura tridimensional da orizacistatina. A estrutura tridimensional de uma cistatina de
arroz mostra as regides central e C-terminal compostas por 4 fitas-B antiparalelas dobradas sobre
uma a-hélice, a qual esta localizada na por¢cdo N-terminal juntamente com uma fita-. Os trés
dominios caracteristicos de cistatinas sdo mostrados na figura. Modificado do PDB: 1EQK.

Essas trés regides formam uma estrutura semelhante a uma cunha
complementar a fenda do sitio ativo de cisteino peptidases tipo papaina, a
conformacao adotada bloqueia o sitio ativo, mas ndo permite a clivagem da cistatina
(BODE et al., 1988). A glicina conservada no N-terminal interage no subsitio S2 da
peptidase obtendo uma conformagéo inapropriada que impede que o proximo
residuo de aminoacido da cistatina interaja com o subsitio S1, impossibilitando a
clivagem do inibidor. Os loops da regido central e C-terminal do inibidor interagem

com os subsitios S1’ e S2’, respectivamente, na fenda do sitio ativo da enzima
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(Figura 2) (ABRAHAMSON, 1993; ALVAREZ-FERNANDEZ e ABRAHAMSON, 2006,
BODE et al., 1988; TURK e BODE, 1991).

CISTEINO PEPTIDASE /

o Ny «Y{ 8.7

M ¥ et {e ’ v Q- ‘
l/’ ™ q; gri A

CISTATINA

Figura 2. Representacdo da interagdo entre cistatina e cisteino peptidase. Na parte superior é
representado o sitio ativo da enzima e logo abaixo estdo representados os loops da cistatina com
seus respectivos residuos de aminoacidos que interagem com a cisteino peptidase. A glicina, em
amarelo, na regido N-terminal interage com o subsitio S2 da enzima. As outras duas regifes, o motif
QxVxG, em verde, e o dominio conservado PW, em azul, interagem diretamente na fenda do sitio
ativo da peptidase. Modificado de Alvarez-Fernandez e Abrahamson (2006).

A superfamilia das cistatinas compreende trés familias de cistatinas de origem
animal (BARRETT et al., 1986b) e uma familia de origem vegetal (MARGIS; REIS;
VILLERET, 1998). A familia 1, ou das estefinas, € formada por proteinas de
aproximadamente 11 kDa, de cadeia simples que nao formam ligacdes dissulfeto,
nao sofrem glicosilacdo e apresentam apenas um dominio inibitério. A familia 2, ou
das cistatinas, inclui proteinas com aproximadamente 13 kDa, também de cadeia
simples e que possuem quatro residuos conservados de cisteina formando duas
ligagOes dissulfeto na regido C-terminal. Elas sofrem glicosilagdo e possuem um
anico dominio inibitorio. A familia 3, ou dos cininogénios, compreende proteinas de
60 a 120 kDa, possuem um fragmento consecutivo de cininas e também formam
ligacbes dissulfeto. Elas sofrem glicosilacdo e apresentam multiplos dominios
inibitorios (TURK e BODE, 1991). A quarta familia foi sugerida por Margis; Reis e
Villerete (1998) e inclui a familia de cistatinas de plantas, denominada de

fitocistatinas.
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1.2 Fitocistatinas

Os motivos inibitorios das cistatinas sdo conservados entre plantas e animais
(MARGIS; REIS; VILLERET, 1998), assim como a estrutura terciaria apresenta alta
similaridade e sugere um mecanismo inibitorio também conservado (NAGATA et al.,
2000; NISSEN et al., 2009). Apesar das sequéncias e estruturas conservadas, uma
caracteristica estrutural levou a inclusdo das cistatinas de plantas em uma familia
especifica, a das fitocistatinas (KONDO et al., 1991; MARGIS; REIS; VILLERET,
1998). A presenca de uma sequéncia consenso [LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-[AS]-[VI]-x-
[EDQV]-[HYFQ]-N na a-hélice do N-terminal, exclusiva de fitocistatinas, permitiu
agrupar estas cistatinas em um clado evolucionario especifico. Evolutivamente,
algumas hipoéteses indicam um caminho independente e paralelo de cistatinas de
plantas e animais, envolvendo um ancestral comum que surgiu antes da divisdo
evolutiva entre eles, ou seja, a ocorréncia de cistatinas em algumas algas e
bactérias suporta fortemente este caminho evolutivo (BENCHABANE et al., 2010).

A maioria das fitocistatinas tém massa molecular entre 12 e 16 kDa, sao
desprovidas de ligacGes dissulfeto e sitios de glicosilacdo (MARTINEZ e DIAZ,
2008). O principal alvo dessas proteinas séo as cisteino peptidases da subfamilia do
tipo papaina C1A (BENCHABANE et al.,, 2010; MARTINEZ e DIAZ, 2008). Em
plantas, essas cistatinas estdo envolvidas na regulacdo de cisteino peptidases
enddgenas durante o desenvolvimento e germinacdo de sementes, morte celular
programada, resposta a estresse bidtico e abibtico e inibicdo de peptidases
exdgenas como aquelas presentes no trato digestivo de insetos e patégenos
herbivoros (BENCHABANE et al., 2010; LEPELLEY et al., 2012; PIERRE et al.,
2014; ZHANG,; LIU; TAKANO, 2008).

As fitocistatinas também possuem aplicacbes biotecnoldgicas, pois tém
propriedades antimicrobiana e antiviral, podem ser usadas em estratégias
antitumorais e, além disso, podem aumentar a resisténcia contra insetos praga e
fungos em plantas transgénicas superexpressando este tipo de inibidor (van WYK et
al., 2016).

1.3 Cistatinas de cana-de-acucar
O banco de dados de ESTs da cana-de-acucar, SUCEST (Sugarcane
Expressed Tags Project) permitiu a Reis e Margis (2001) identificar e descrever as

caracteristicas estruturais, localizacdo e supostas fungcbes das primeiras cistatinas
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dessa monocotiledénea. As vinte e cinco provaveis fitocistatinas de cana-de-agucar
foram analisadas filogeneticamente e classificadas em quatro grupos. O grupo |
possui as trés regibes conservadas de cistatinas e a sequéncia consenso
caracteristica de fitocistatinas, LARFAV. O grupo Il é representado por fitocistatinas
com as mesmas caracteristicas do grupo |, porém h4 uma extensdo da sequéncia na
regido C-terminal e como observado por Martinez et al. (2007), um motivo
conservado SNSL envolvido na inibicdo de um tipo especial de cisteino peptidases,
as legumainas. O grupo lll compreende as cistatinas de plantas que diferem de
todas as outras justamente por ndo possuirem a sequéncia consenso LARFAV
caracteristica da familia das fitocistatinas. O grupo IV apresenta fitocistatinas que
nao possuem o motivo QxVxG.

A primeira cistatina de cana-de-acUcar foi expressa de forma recombinante e
caracterizada no Laboratorio de Biologia Molecular (LBM), Departamento de
Genética e Evolucdo da UFSCar por Soares-Costa et al. (2002). Essa fitocistatina foi
denominada CaneCPI-1, possui 109 residuos de aminoacidos e aproximadamente
12 kDa (JANGPROMMA et al., 2014). A CaneCPI-1 eficientemente inibiu catepsinas
humanas e outras cisteino peptidases (OLIVA et al., 2004). Além disso, a CaneCPI-1
superexpressa e purificada das folhas de uma cana-de-acucar transgénica foi capaz
de inibir a atividade catalitica de cisteino peptidases parcialmente purificadas do
intestino médio do inseto praga bicudo da cana-de-agucar, Sphenophorus levis
(RIBEIRO et al., 2008).

Outras cinco cistatinas de cana-de-acucar, denominadas de CaneCPI-2, 3, 4,
5 e 6, foram isoladas, produzidas de forma heterdloga e caracterizadas no LBM
utilizando sistema bacteriano (E. coli).

As CaneCPlIs 2, 3 e 4 foram expressas e caracterizadas por Gianotti et al.
(2006, 2008), e possuem aproximadamente 14, 27 e 13 kDa, respectivamente.
Todas inibiram papaina e a catepsina humana L, sendo que a CaneCPI-3 também
inibiu um tipo especial de cisteino peptidase, a legumaina (SANTOS-SILVA et al.,
2012). A CaneCPI-4 mostrou eficiente atividade inibitéria contra as catepsinas
humanas B e L (GIANOTTI et al., 2008). Além disso, a CaneCPI-4 demonstrou
atenuar a habilidade invasiva de células de cancer de mama, inibicdo do
crescimento de melanoma, angiogénese e metastase (GIANOTTI et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2011).
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As CaneCPlIs 5 e 6 foram expressas e caracterizadas por Miguel (2014),
possuindo aproximadamente 14 e 19 kDa, respectivamente, sendo a CaneCPI-5 um
bom inibidor de catepsina humana B, a qual é de dificil inibicdo por possuir um loop
de ocluséo que bloqueia a fenda do sitio ativo.

A atividade inibitéria de todas as CaneCPIs, com excecdo da CaneCPI-6, foi
testada contra uma catepsina L digestiva do inseto praga da cana-de-agucar
Sphenophorus levis e demonstraram capacidade inibitéria (FONSECA et al., 2012;
MIGUEL, 2014).

As CaneCPlIs também foram analisadas filogeneticamente e classificadas nos
quatro grupos existentes de fitocistatinas de cana-de-agucar (MIGUEL, 2014). De
acordo com essas analises, as CaneCPIs 1 e 2 pertencem ao grupo | por possuirem
todas as regides de fitocistatinas conservadas; a CaneCPI-3 foi incluida no grupo I
devido ao seu C-terminal estendido e por ter o motivo SNSL; as CaneCPIs 4 e 5
foram categorizadas no grupo lll, pela auséncia da sequéncia consenso LARFAV e a
CaneCPI-6 faz parte do grupo 4, o qual foi primeiramente caracterizado por Reis e
Margis (2001) por ndo possuir 0 motivo QxVxG. Porém, Miguel (2014) verificou que
todos os membros desse grupo possuem essa sequéncia, além de terem um curto
C-terminal estendido e uma substituicdo de leucina por alanina no LARFAV. O
alinhamento das CaneCPlIs é mostrado na figura 3.
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das CaneCPls. Os motifs LARFAV e
QxVxG estéo entre colchetes. As setas indicam o residuo de glicina no N-terminal e triptofano no C-
terminal. As caixas pretas indicam as sequéncias com 100 % de identidade e as caixas vazias
indicam as sequéncias que possuem entre 50% e 80% de identidade.

Neste trabalho foram comparadas as atividades inibitérias de todas as
CaneCPIs contra as catepsinas humanas B, K, L, S e V, além da catepsina L do
inseto praga Sphenophorus levis. Também foram realizadas mutacées na CaneCPlI-
4 para melhorar sua solubilidade quando expressa em bactéria, assim como,
também foi feita sua clonagem e expressdo em levedura Pichia pastoris. A
CaneCPI-4 e a CaneCPI-5 foram cultivadas em biorreator para melhorar a
produtividade (Scale-up). Além disso, a CaneCPI-4 foi submetida ao processo de
liofilizacdo para verificar sua estabilidade. Com o intuito de facilitar a leitura deste
trabalho, ele foi dividido em quatro capitulos que descrevem: 1) o painel comparativo
de atividade inibitéria das CaneCPls; 2) mutacdes realizadas na CaneCPlI-4; 3)

cultivo em biorreator e 4) liofilizagdo da CaneCPI-4.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo estudar a especificidade das

CaneCPIs expressas e caracterizadas no LBM a fim de estabelecer um painel

comparativo que permita selecionar a melhor CaneCPI para controlar a atividade de

determinadas cisteino peptidases, assim como analisar a expressdo em larga escala

e liofilizacao para provavel uso comercial.

2.2 Objetivos especificos

Realizar ensaios de inibicdo usando as CaneCPls (1 a 6) contra as
catepsinas humanas B, K, L, S e V, assim como de uma cisteino peptidase do
bicudo da cana-de-acucar (Sl-CathL) e estabelecer um painel de inibicé&o;
Realizar mutacdes sitio dirigidas e uma delecédo no C-terminal da CaneCPI-4
para melhorar sua solubilidade quando expressa em bactéria;

Realizar uma delecdo no C-terminal da CaneCPI-5 para fins de comparacao
com CaneCPI-4;

Desenvolver um sistema de expressédo em Pichia pastoris para a CaneCPI-4;
Produzir a CaneCPl-4 em biorreator usando as mesmas condicdes
determinadas em agitador metabdlico (concentracdo de glicerol, tempo de
inducao, temperatura, concentracdo de metanol e pH);

Produzir e CaneCPI-5 em biorreator nas mesmas condicées de CaneCPI-4;
Liofilizar a CaneCPI-4 de forma a manter sua atividade biolégica usando

diferentes estabilizadores em diferentes concentragoes.



CAPITULO 1

Painel comparativo de atividade inibitoria de cistatinas de cana-de-

acucar contra catepsinas
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3. INTRODUCAO

3.1 Cisteino catepsinas

As peptidases sdo responsaveis por catalisarem a hidrolise de ligacGes
peptidicas e estdo envolvidas em varios processos biologicos, como os de
inflamacéo, digestdo de alimentos, coagulacdo sanguinea, ativacao de proenzimas e
muitos outros (LEUNG-TOUNG et al., 2002), além de processos patoldgicos
(FONOVIC e TURK, 2014). Essas enzimas s&o encontradas em todas as formas de
vida (BUGG, 2004).

O nome catepsina é derivado do grego kathepsein (digerir) e foi proposto para
peptidases ativas em pHs ligeiramente acidos (WILLSTATTER e BAMANN, 1929
apud TURK et al., 2012). Entre as catepsinas estdo as cisteino catepsinas, as quais
séo caracterizadas por uma triade catalitica Cys (nucledfilo) -His (doador de protons)
-Asn (orienta His) em seu sitio ativo (Figura 4) e formam um par idnico imidazol-
tiolato (TURK et al., 1998). As cisteino peptidases estdo distribuidas em 118
familias, sendo a familia C1, denominada de familia das papainas, a mais bem
caracterizada (RAWLINGS et al., 2014).

Sitio ativo

dominio L dominio R

Figura 4. Modelo tridimensional da estrutura da papaina. De maneira geral, as cisteino peptidases
da familia C1 sdo formadas por um N-terminal composto por a-hélices e um C-terminal que contém
um B-barril. Os dominios L e R sé@o separados pela fenda do sitio ativo, no qual a cisteina esta
representada em amarelo, a histidina em lilas e a asparagina em rosa. Em cinza é mostrado o inibidor
E-64. Modificado do banco de dados MEROPS.



26

Ha 11 cisteino catepsinas humanas lisossomais pertencentes a familia C1: B,
C,F,HKLO,SV,XeW (ROSSI et al., 2004), sendo a maioria delas expressas
ubiquamente em tecidos humano, com excecdo das catepsinas K, W e S, que sdo
tecido especificas (TURK et al., 2012). As catepsinas lisossomais da familia C1
estdo envolvidas em importantes processos fisiolégicos e também participam de
vérias condi¢cBes patolégicas quando superexpressas ou secretadas no espago
extracelular. No entanto, sua atividade pode ser controlada por inibidores de cisteino
peptidases, ou seja, as cistatinas enddgenas (FONOVIC e TURK, 2014).

As cisteino catepsinas tém sido investigadas por companhias farmacéuticas
como alvos para farmacos, principalmente devido a doencas associadas a
inflamacdo causada pela desregulacdo do sistema imune, gerada pela elevada
atividade de catepsinas. Portanto, os inibidores destas cisteino peptidases possuem
um papel importante no desenvolvimento de novos farmacos (KRAMER; TURK, D.;
TURK, B., 2017).

As peptidases também possuem fundamental importancia para artropodes
fitofagos, pois o processo digestivo destes insetos depende da atividade hidrolitica
dos nutrientes e eficiente protedlise das proteinas de plantas para obtencdo de
aminoécidos livres (MARTINEZ et al., 2016). A maioria dos coleOpteros e hemipteras
que se alimentam de plantas possuem um pH levemente &cido no intestino médio,
portanto, as cisteino peptidases fornecem a maior atividade proteolitica para estes
insetos (TERRA e FERREIRA, 2012). Sendo assim, as cisteino peptidases séo
potenciais alvos para o controle de pragas e as cistatinas podem atuar no combate
destes insetos praga.

Neste capitulo € apresentado um painel comparativo das atividades inibitorias
de todas as CaneCPIs previamente expressas de forma recombinante e
caracterizadas no LBM. Essas cistatinas foram testadas contra as catepsinas
humanas B, K, L, S e V, além de uma catepsina L intestinal da larva do inseto praga
da cana-de-acucar Sphenophorus levis, denominada Sl-CathL. Os dados obtidos
podem ajudar a selecionar a melhor CaneCPIl para aplicagbes que requerem a

inibicdo de cisteino catepsinas.



27

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Expresséao recombinante e purificacdo das CaneCPlIs

As CaneCPIs 1, 2, 3, 4, 5 e 6 clonadas no vetor de expressdo pET28a
(Novagen) foram expressas em E. coli Rosetta (DE3), usando meio LB contendo 25
pug/mL dos antibioticos canamicina e cloranfenicol sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C
até atingir a DOgoo de 0,5, quando a expressao foi induzida pela adicdo de IPTG a
uma concentracao final de 0,4 mM, como descrito anteriormente por Soares-Costa
et al. (2002), Gianotti et al. (2006) e Miguel (2014). Apés 4 horas de inducédo as
células foram coletadas por centrifugacédo (13000 g) e submetidas a sonicacdo em
tampéao de lise pH 8,0 (NaCl 100 mM, NaH,PO4 50 mM e Tris 10 mM). Novamente
as células foram centrifugadas e a fracdo soluvel purificada por cromatografia de
afinidade em uma coluna contendo resina de niquel Ni-NTA Superflow (Qiagen).

Para eluicdo das proteinas recombinantes, as colunas foram lavadas com
tampdo de lise contendo diferentes concentracdes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e
250 mM) e cada uma das fracdes recolhidas foram analisadas em SDS-PAGE 15%
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). As proteinas foram dialisadas em tampéao fosfato
salino, PBS pH 8,0 (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM e KH,PO4 1,8 mM)

e gquantificadas por Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

3.2.2 Atividade inibitéria das cistatinas de cana-de-acucar

O potencial inibitério das CaneCPIs (1 a 6) foi avaliado contra as catepsinas
humanas B (1,8 nM), K (4,2 nM), L (4,6 nM), S (30 nM), V (38 nM) e a catepsina do
inseto S. levis, SI-CathL (42 nM). As enzimas, nas concentragdes supracitadas foram
previamente incubadas em cubeta de quartzo contendo 100 mM de tampéo acetato
de sédio pH 5,5 e 2,5 mM de DTT a um volume final de 500 pL por 5 min a 37 °C.
Os substratos fluorogénicos Z-Phe-Arg-MCA (20 pM) e Z-Leu-Arg-MCA (10 pM)
foram usados para determinar a atividade catalitica das catepsinas humanas e Sl-
CathL, respectivamente. Concentracoes crescentes de cistatinas (0,1 a 130 nM)
foram adicionadas a reacdo a cada 50 seg. A fluorescéncia foi monitorada
continuamente em espectrofluorimetro Hitachi F-2500 a Aex= 380 € Aeyy = 460 nm. O
potencial inibitério de cada CaneCPI foi determinado pela atividade enziméatica
residual das catepsinas apos adicionar cada inibidor. Os valores dos slopes foram

obtidos pelo programa FL solutions 2.0 e a constante de inibi¢éo (K;) foi calculada de
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acordo com a equacao de Morrison (MORRISON, 1982) usando o software GraFit 5
(LEATHERBARROW, 2001). Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e os

erros foram menores que 5% para quaisquer dos valores de K;determinados.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Producéao heterdloga das cistatinas

As cistatinas foram eficientemente expressas em sua forma soluvel. Por
serem fusionadas a uma cauda de histidinas, elas foram purificadas em Unico passo
usando coluna de afinidade de niquel. As analises em SDS-PAGE 15% revelaram as
massas moleculares esperadas para as CaneCPlIs 1, 2, 3, 4, 5 e 6 que foram de
aproximadamente 12, 14, 27, 13, 14 e 19 kDa, respectivamente (Figura 5). E
possivel observar que as CaneCPls 2 e 3 possuem uma outra banda de
aproximadamente 30 e 55 kDa, respectivamente, as quais sdo referentes a
dimerizagdo, assim como foi observado por Valadares et al. (2013) em estudo
cristalografico e de espectroscopia NMR (ressonancia magnética nuclear)
multidimensional da CaneCPI-1, demonstrando a formag¢do de um homodimero da

proteina em solucao e a superestimacdo da massa molecular.
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Figura 5. Andlise da purificacdo das CaneCPIls em SDS-PAGE 15%. M, marcador de massa
molecular BenchMark (Thermo Fisher Scientific); 1, CaneCPI-1 (12 kDa); 2, CaneCPI-2 (14 kDa); 3,
CaneCPI-3 (27 kDa); 4, CaneCPI-4 (13 kDa); 5, CaneCPI-5 (14 kDa); 6, CaneCPI-6 (19 kDa).
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3.3.2 Inibicdo de cisteino catepsinas por CaneCPlIs

Em geral, as cistatinas de cana-de-acucar demonstraram boa atividade
inibitéria contra catepsinas humanas e a catepsina L digestiva de S. levis. Para
completar o painel comparativo das atividades inibitérias das CaneCPls, neste
trabalho foi analisado o potencial inibitério da CaneCPI-1 contra a catepsina humana
S, da CaneCPI-5 contra as catepsinas K, L, S e V e da CaneCPI-6 contra as
mesmas analisadas para a 5, além da Sl|-CathL. De acordo com a tabela 1, é
possivel verificar que as CaneCPIs 4 e 5 sdo potentes inibidores de todas as
catepsinas humanas e da SI-CathL, enquanto a CaneCPI-6 possui menor atividade

inibitéria quando comparada as outras CaneCPIs.

Tabela 1. Painel comparativo das constantes de inibicdo (K;) das CaneCPlIs.

Ki (nM)

Inibidor Cath B Cath K Cath L Cath S Cath V Sl-Cath L
s IV 0898 mp 3 g

2
CaneCPl.2 4,7(>2<)10 3(,;2 0(,21)7 o(,sg)s O(’g(?)l ?{3?

3
CaneCPI-3 2’44(;; 10 1(':9)6 C(Jé? 3(,3?)3 1(,39)5 ?{»3
S B B B
CaneCPI-5 il 0,49 0,34 0,82 1,29 090
CaneCPI-6 183x10° 444 6,94 24 4,91 28,6

(5)
Referéncias para dados obtidos em estudos anteriores estao entre parénteses. (1) Oliva et al., 2004.
(2) Gianotti et al., 2008. (3) Oliveira, 2011. (4) Oliveira et al., 2011. (5) Miguel, 2014. (6) Fonseca et
al., 2012. Cath refere-se a catepsina.

Com excecao das CaneCPIs 1 e 6, as quais pouco inibiram a catepsina S,
todas as outras CaneCPls apresentaram boa inibicdo das catepsinas K, L, Se V.

As catepsina K sofreu uma grande inibicdo pelas CaneCPIs 1 e 5. Esta
catepsina esta associada a doengas 0sseas, tais como osteoporose e osteoartrite,
devido a sua relacdo com reabsorcédo 6ssea (DEJICA et al., 2008; SVELANDER et
al., 2009; VOTTA et al., 1997). De acordo com Das e Crockett (2013), inibidores de
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catepsina K sédo considerados como terapéuticos de nova geracao para tratamento
de osteoporose.

A catepsina L foi fortemente inibida pela CaneCPIl-4, com excecdo da
CaneCPI-6, todas as outras cistatinas de cana-de-acucar apresentaram uma inibicdo
potente da catepsina L, a qual esta envolvida em cancer e metastase, bem como em
cardiomiopatias (HASHIMOTO et al., 2006; SPIRA et al., 2007). A inibicdo desta
cisteino peptidase deve diminuir varios estagios de progressao tumoral e ajudar na
quimioterapia (OLSON e JOYCE, 2015; PALERMO e JOYCE, 2008).

As CaneCPlIs 2 e 5 inibiram eficientemente a catepsina S, uma enzima que
contribui para artrite reumatoide e aterosclerose (LIU et al., 2006; WEITOFT et al.,
2015), e parecem ser terapeuticamente promissoras para estas doencas.

CaneCPIls 2 e 4 demonstraram potente inibicdo da catepsina V. Esta
catepsina tem alterado a expressdo de certos tipos de céancer e problemas
imunologicos (MOHAMED e SLOANE, 2006; TOLOSA et al., 2003).

A catepsina B foi inibida efetivamente somente pelas CaneCPls 4 e 5. Esta
cisteino peptidase costuma ser fracamente inibida por cistatinas devido a presenca
de um loop de oclusdo que blogueia o sitio ativo (ILLY et al., 1997). Acredita-se que
a seletividade para catepsina B esta relacionada a um residuo de serina no motif
QxVXG de cistatinas (AUERSWALD et al., 1992; BARRET et al., 1986b; GIANOTTI
et al., 2008). Gianotti (2008) verificou que quando a serina do motif QxVSG foi
substituida por uma alanina, houve uma reducdo de 30% na atividade inibitoria
contra a catepsina B, essa reducao foi observada por Auerswald et al. (1992)
quando igual substituicdo foi realizada para cistatina do ovo de galinha, o que indica
que a serina no motivo QxVSG é importante para a inibicdo de catepsina B. O motif
QxVSG esté presente em ambas CaneCPls 4 e 5.

A atividade de catepsina B € correlacionada com varios tipos de cancer (KOS
et al., 2000; NOUH et al., 2011; ROZHIN et al., 1994; SLOANE et al., 1981). Gianotti
et al. (2008) demonstrou in vitro que a CaneCPI-4 inibe as catepsinas B e L e reduz
a invasao de ceélulas cancerosas de mama. Oliveira et al. (2011) verificou in vivo a
capacidade de CaneCPI-4 inibir o crescimento de melanoma, angiogénese e
metastase. Além disso, foi visto que a CaneCPl-4 é capaz de inibir cisteino
peptidases (falcipainas) relacionadas a um processo bioquimico chave para o
crescimento do parasita causador da malaria, o Plasmodium falciparum (MELO et
al., 2018).
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Avancos significativos tém sido alcancados na compreensdo dos processos
de degradacao de proteinas em condicbes normais e patoldgicas e as catepsinas
sao promissores alvos para fisiopatologias humanas. Além disso, o desenvolvimento
de farmacos que visam e inibem catepsinas tem avancado em testes clinicos
(TURK, 2006; VICIK et al., 2006). Portanto, as cistatinas podem ser importantes
inibidores de uso terapéutico.

Neste trabalho, também foi analisada a inibicdo de uma cisteino peptidase de
inseto, a SI-CathL, que é a mais abundante enzima digestiva identificada na larva do
inseto praga da cana-de-acucar S. levis (FONSECA et al.,, 2012). Todas as
CaneCPIs, exceto a CaneCPI-6, inibiram fortemente a Sl-CathL. Entre as CaneCPIs,
a CaneCPI-5 foi a que inibiu mais eficientemente a catepsina L do inseto.

As cistatinas sdo consideradas ideais para o desenvolvimento de plantas
transgénicas resistentes a insetos fit6fagos, principalmente aos da ordem
coledptera, porque elas podem inibir a atividade de cisteino catepsinas presentes no
intestino médio e interferir na digestdo proteica (LAWRENCE e KOUNDAL, 2002;
MARTINEZ e DIAZ, 2008). Elas sao consideradas seguras, pois ndo ha evidéncias
de que tenham efeitos nocivos sobre os mamiferos (HAQ; ATIF; KHAN, 2004; van
WYK et al., 2016).

Uma cana-de-aglcar transgénica superexpressando a CaneCPI-1
demonstrou aumento da resisténcia ao ataque da larva de S. levis (SCHNEIDER et
al., 2017). Muitos estudos descrevendo a superexpressao de fitocistatinas em
plantas transgénicas mostraram um aumento da resisténcia a pragas, incluindo
coleoptera (LECARDONNEL et al., 1999), hemiptera (ISHIMOTO et al., 2012),
lepdoptera (FERRY et al., 2003) e acaros (CARRILLO et al.,2011) (para reviséo ver
MARTINEZ et al., 2016). Portanto, as CaneCPls, particularmente a CaneCPI-5, séo
promissoras para o controle de S. levis em cana-de-acucar.

Recentemente, foi observada a habilidade da CaneCPI-5 se ligar ao esmalte
dentario e protegé-lo contra a erosao acida, o que sugere a inclusao desta cistatina
em produtos odontoldgicos para a protecdo dos dentes (SANTIAGO et al., 2017).

Portanto, ao analisar o painel comparativo das atividades inibitorias das
CaneCPlIs € possivel afirmar que elas possuem uma relevante capacidade de

inibicdo sobre importantes cisteino catepsinas.
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4. INTRODUCAO

O método mais apropriado para expressao de proteinas recombinantes deve
ser determinado individualmente. Hoje existem varios sistemas de expressao criados
para numerosos hospedeiros, entretanto, nem sempre o hospedeiro escolhido
expressa uma quantidade suficiente de proteina e/ou de forma soluvel. Cada
hospedeiro possui vantagens particulares, mas geralmente a primeira escolha para a
expressao heterdloga € a E. coli, pela simplicidade e rapidez para a producdo de
proteinas. Porém, muitas vezes as proteinas expressas em E. coli formam corpos de
incluséo insoluveis (TRIMPIN e BRIZZARD, 2009). Sabe-se que a superexpressao
de proteinas ndo nativas, assim como a presenca de residuos hidrofébicos e
também a formacéo de ligagBes dissulfeto, fazem com que as proteinas se tornem
insolaveis. Em algumas situagcfes, mutacfes na sequéncia de DNA sao necessarias
para que a sequéncia de aminoacidos seja modificada e faca com a que proteina
seja soluvel.

De acordo com Gianotti et al. (2008), a expressdo e a solubilidade da
CaneCPI-4 sdo baixas. Inicialmente acreditava-se que essa caracteristica era
consequéncia do N-terminal hidrofébico dessa cistatina e por isso foi retirada a
sequéncia do peptideo sinal para clonagem, porém, esta estratégia ndo surtiu efeito.

ApOs a descoberta da CaneCPI-5, observou-se que as sequéncias de
aminoacidos da CaneCPI-4 e CaneCPIl-5 possuiam uma alta identidade,
classificando-as filogeneticamente em um mesmo grupo de cistatinas de cana-de-
acucar (MIGUEL, 2014). Porém, apesar delas possuirem sequéncias bastante
similares, a expressdo recombinante da CaneCPI-5 em E. coli produziu
aproximadamente oito vezes mais proteina sollvel que a CaneCPI-4, o que sugere
que as diferencas na sequéncia de ambas contribuem para maior solubilidade da
CaneCPI-5.

Visando a maior solubilidade da CaneCPI-4, algumas mutacdes sitio dirigidas
foram realizadas tomando como base a sequéncia de aminoacidos da CaneCPI-5.
As mutacdes foram feitas por PCR para a substituicdo de uma fenilalanina (F) por
valina (V), de uma valina (V) por alanina (A) e para uma mutacao dupla F>V e
V->A. Foram feitas também delecdes no C-terminal tanto de CaneCPI-4 quanto de
CaneCPI-5.
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4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Mutacdes sitio dirigidas em CaneCPI-4

Os residuos a serem mutados na CaneCPI-4 foram eleitos baseados em uma
predicdo estrutural das CaneCPIs 4 e 5 realizada pelo doutorando Diego Antonio
Leonardo Cabrejos orientado pelo Prof. Dr. Richard Charles Garratt do Instituto de
Fisica de Sao Carlos (USP), com o qual mantemos estreita colaboracdo em estudos
estruturais das cistatinas.

Para a modelagem das estruturas de CaneCPI-4 e CaneCPI-5, a sequéncia
de aminoacidos de ambas proteinas foram alinhadas com uma cistatina de batata
(PDB: 2W9P) utilizando o software Jalview 2.8.2 (WATERHOUSE et al., 2009) e o
algoritmo de alinhamento do ClustalW (LARKIN et al., 2007). Para preservar os
elementos da estrutura secundaria, 0os gaps presentes dentro das a-hélices e fitas-8
foram removidos e transferidos para os loops usando um ajuste manual. Foram
gerados 30 modelos para cada cistatina usando o software Modeller 9.18 (SALI e
BLUNDELL, 1993) e tendo como modelo a cistatina de batata. A otimizagdo dos
modelos foi feita com um Variable Target Function Method (VTFM) seguida de uma
hibridizagcdo simulada. Para incluir todas as restricbes de distancia tanto para a
cadeia principal quanto para as cadeias laterais, valores padrfes foram utilizados. O
resultado da modelagem foi avaliado em termos da pseudo-energia usando as
opcbes DOPE e GA341 do Modeller. A estereoquimica foi avaliada com Prochek
(LASKOWSKI et al., 1993), o ambiente dos residuos com Verify-3D (EISENBERG,;
LUTHY; BOWIE, 1997) e os contatos atdmicos com What_check. Finalmente, a
analise das estruturas e as figuras foram feitas utilizando o programa PyMol
(DeLANO, 2002).

As mutagdes F102V e V115A foram realizadas por PCR usando como molde
o clone da CaneCPI-4 em pET28a (GIANOTTI et al., 2008). A mutagdo F102V foi
incorporada usando o primer forward T7 promotor, 5’- TAATACGACTCACTATAGGG
-3 e o] primer reverse Cana4_F102V, 5-
AAAGAATTCTCAGTCGGCCGACGCGAAGGATACGAGCTCGCGGGTGTTGGTCC
ACGACTGCTCGTACACGACGGCCCCGTACGC -3. A mutagdo V115A foi
amplificada usando o mesmo primer T7 promoter e o primer reverse Cana4_V115A
5- CCGAATTCTCAGTCGGCCGACGCGAAGGATGCGAGCTCGCGG -3 (as
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sequéncias grifadas indicam o sitio da enzima de restricdo EcoRI, em negrito estédo
0s coédons mutados, TTC foi substituido por GTC na mutacéo referente a F102V e
GTA por GCA na mutacéao referente a V115A).

As amplificacGes foram realizadas em uma reacédo de 25 pL utilizando 50 ng
de DNA plasmidial, 10 mM de cada dNTP (Promega), 1x tampé&o da enzima (2 mM
MgSO,. 10 mM KCI; 16 mM (NH4)2SO4. 20mM Tris-HCI, pH 8.8, 0.05% Triton X100,
0,1 mg/ml BSA), 10 uM de cada primer e 2,5 U de ACTaq High Fidelity DNA
Polymerase (ACTGene). O ciclo de reacao foi de 94 °C por 3 min de desnaturacao,
seguido por 35 ciclos de 30 seg a 94 °C de desnaturacdo, 30 seg a 50 °C de
hibridizacdo e 30 seg a 72 °C de elongacao e uma etapa final de 1 min a 72 °C.

Os produtos amplificados incorporando as mutacfes foram clivados em uma
reacao de 30 pL com 10 U das enzimas de restricdo EcoRI e Ndel (Thermo Fisher
Scientific), 1x do tampéao Orange e 100 ng de DNA. A mesma reacao foi realizada
para a clivagem do vetor pET28a. A reacao foi incubada a 37 °C por 16 h.

Os produtos clivados foram purificados com o Kit Wizard SV Gel and PCR
Clean-UP System (Promega). Os mutantes F102V e V115A foram ligados no vetor
pET28a em uma proporcdo 3:1 (inserto/plasmideo). A ligacdo foi feita em uma
reagdo de 20 pL, usando 1 U de T4 DNA ligase (Thermo Fisher Scientific) e 1x
tampao da enzima. A ligacéo foi incubada a 4 °C por 16 h e apés este periodo, 10 pL
da reacdo foram adicionados a 200 pL de células de E. coli DH5a
guimiocompetentes. A transformacdo ocorreu por incubacdo da mistura por 90 s a
42 °C e 1 min em gelo, posteriormente foram adicionados 800 pyL de meio LB liquido
(Sigma) e a reacao incubada por 50 min a 37 °C. Foram plagueados 50 yL desta
transformacdo em placas de Petri contendo 15 mL de meio LB Agar (Sigma) com 25
png/mL do antibidtico canamicina. As placas foram incubadas por 16 h a 37 °C. As
coldnias selecionadas de cada mutante foram usadas para extracdo de DNA
plasmidial e os clones sequenciados em MegaBACE 1000 Flexyble com o kit
DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare), usando os primers especificos do
vetor pET28a, T7 promoter e T7 terminator.

Apés a confirmacdo dos clones mutantes por sequenciamento, o duplo
mutante F102V e V115A foi obtido sob as mesmas condicbes de amplificacdo dos
mutantes individuais, porém, usando como molde o mutante F102V e o primer

reverse Cana4_V115A. Os mesmos procedimentos de clivagem, ligacao,
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transformacdo e sequenciamento para obtencdo dos mutantes individuais foram
realizados para o duplo mutante.

Além das mutacdes sitio dirigidas foram realizadas delecdes no C-terminal da
CaneCPI-4 e CaneCPI-5. Para a delecdo em CaneCPI-4 foi usado como molde o
clone da CaneCPIl-4 em pET28a (Gianotti, 2008) e a amplificacdo foi realizada
usando o primer T7 promoter e o primer reverse Cana4 DelC-term, 5'-
AAAGAATTCTTAGGCGTCCGTGGCGTCGAG -3'. Para a delecdo em CaneCPI-5,
foi usado como molde o clone de CaneCPI-5 em pET28a (MIGUEL, 2014) e a
amplificacdo realizada usando o primer T7 promoter e 0 primer reverse
Canab_DelC-term, 5'- AAAGAATTCTTAGGGGTCGGCGGCGTCGAC (as
sequéncias grifadas indicam o sitio da enzima de restricdo EcoRI). Os mesmos
protocolos de amplificacdo, clivagem, ligacdo, transformacdo e sequenciamento

usados para as mutacdes sitio dirigidas foram usados para as delecdes.

4.1.2 Expressao recombinante e purificacdo das CaneCPIs mutantes

A expressdo das CaneCPls mutantes ocorreu da mesma forma que a
expressdo das CaneCPls no subitem 3.2.1 de Material e métodos do capitulo 1, com
modificacdes no tempo e temperatura de inducao. Além de induzir por 4h a 37 °C, os
mutantes também foram induzidos por 20 h a 20 °C. O protocolo de purificacédo e

didlise foi 0 mesmo utilizado no subitem 3.2.1 de Material e métodos do capitulo 1.

4.1.3 Determinacao do IC50 de cistatinas mutantes

O IC50, definido como a concentracdo de inibidor necesséria para alcancar
50% de inibicdo da atividade enzimatica, foi estabelecido para todas as CaneCPls
mutantes.

O IC50 das cistatinas foi avaliado contra as catepsinas humanas B e L para
as concentragoes finais de 18,8 nM e 15,5 nM, respectivamente. As enzimas foram
previamente incubadas em cubeta de quartzo contendo 100 mM de tampéao acetato
de sodio pH 5,5 € 2,5 mM de DTT a um volume final de 500 pL por 3 mina 37 °C. O
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA (20 uM) foi adicionado apoés a incubacéo das
enzimas para determinar a atividade catalitica das catepsinas. As cistatinas foram
adicionadas a reacdo apos 60 seg. de reacdo depois de adicionar o substrato. A
concentracdo final de CaneCPIl-4 necesséria para inibir 50% de atividade das

catepsinas B e L foi de 92 nM e 19 nM, respectivamente. A concentracdo final



37

necesséaria de CaneCPI-5 para alcancar o IC50 das catepsinas B e L foi de 69 nM e
14 nM, respectivamente. As mesmas concentracdes usadas para CaneCPI-4 e
CaneCPI-5 foram estabelecidas para os mutantes F102V, V115A, F102V V115A,
CaneCPIl-4Del e CaneCPI-5Del, a fim de comparar se eles permaneceriam com a
mesma capacidade para atingir o IC50. A fluorescéncia foi monitorada em
espectrofluorimetro Hitachi F-2500 a Aex= 380 e Aemy = 460 nm. O potencial inibitorio
(IC50) de cada CaneCPI foi determinado pela atividade enzimatica residual das
catepsinas apoés adicionar cada inibidor. Os valores dos slopes foram obtidos pelo

programa FL solutions 2.0. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Mutantes de CaneCPI-4 e CaneCPI-5 e expressao em E. coli

As mutacdes em CaneCPI-4 foram realizadas com o intuito de
melhorar sua solubilidade. Ao comparar as predicfes estruturais de CaneCPI-4 e
CaneCPI-5, notou-se que o C-terminal de CaneCPI-4 era mais hidrofébico do que o
de CaneCPI-5. Por isso, alguns aminoacidos foram selecionados em CaneCPI-4
para serem substituidos pelo os que haviam na mesma posicdo em CaneCPI-5 e
acreditava-se influenciar na maior solubilidade desta cistatina (Figura 6). No

alinhamento mostrado na figura 7 estdo indicadas essas mutacoées.

Figura 6. Predicdo estrutural das CaneCPlIs 4 e 5. Os modelos estruturais de CaneCPI-4 (amarelo)
e CaneCPI-5 (azul) foram sobrepostos. Os residuos destacados sdo os que foram eleitos a mutagéo
(F102V e V115A).
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CaneCPI-4 [.......... MST E:'r LiAL AAAAAE pLﬂccw PI@VEDEHIQELG
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CaneCPI-5 KRIGIOIAARIINPIPRA

Figura 7. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de CaneCPI-4 e CaneCPI-5. As setas em
vermelho indicam as mutacdes sitio dirigidas.

Os aminoacidos a serem substituidos foram: uma fenilalanina na posi¢édo 102,
substituida por uma valina (F102V, denominada CaneCPI-4FV); uma valina na
posicdo 115, substituida por uma alanina (V115A, denominada CaneCPI-4VA); um
mutante duplo contendo ambas muta¢des (F102V e V115A, denominada CaneCPlI-
4FVVA). As mutagdes encontram-se nas duas Ultimas fitas betas, respectivamente
(Figura 8).

Além das mutacdes sitio dirigidas, o C-terminal das CaneCPIs 4 e 5 foram
deletados (Figura 8). Como ja sabido, o C-terminal da CaneCPI-4 apresenta maior
hidrofobicidade que o da CaneCPI-5, porém, para fins comparativos de solubilidade
e atividade inibitoria, o C-terminal de CaneCPI-5 também foi deletado. As CaneCPIs

deletadas foram nomeadas de CaneCPI-4Del e CaneCPI-5Del.



39

cont: JINnnznRRNNRNNINENRRERND-RRRRERRnnnnlnnENt

FPred: —0 )
Pred: CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCEEECCC
AA: WSTRRLLPT%LLLLVRA&R%NRRRGAPAHELAGGWFPIRW

10 20 30 40
cont: JANNRRERNRNaRRRNRanaalncilnnnninaliiN:al
Pred: —f ) — _

Pred: CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEEEEEEEEEECC
AA: VSDPHIQELGGWAVIEHVELANDGLRFGEVTISGEQQVVSG

50 60 70 80

cont: JARNERERNREzAR0N 0000000000 nnonnnnnsil

Pred:

Pred: EEEEEEEEEECC
AR MNYHLVLDA?D DGKLAAY? YEQSWTHTHE FAS%

90 100 110 120

Conf:].

Pred:

Pred: C
AA:EE

cont: JINNNRnaRRNUNNINRRRRNNNND=D0RRN o RRRNRN

Pred: — 0 )
Pred: CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCC
hﬂ:[HAPPRHHLPLLLVLAILhﬁLSLALﬂPVFGEAULGGGGRG?

10 20 30 40
cont: JRNNaniRRNRRNNRRRRERER0o00 0Bl R DN
Pred: ' g ) —

Pred: CCCCEEECCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCEEEE
AA: LLGGWAPIPDVGDKHIQELGGWALGQAKHQKLAADGLRER

50 &0 70 80

cont: NNBERRRRERzxRRRRRRRREnRERRNn:Rn0RRRRnnNt
FPred: d

Pred: EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECCCCCCCCEEEEEEEtCC
AA: RV?RGEQQV?SGMRYRLYvDﬂhDﬂEGRTVPYVA?VYEQUW

90 100 110 120

cont: JIINRznnnnnalNBN

Pred: ____ -

Fred:
AA: TRTRQLASFNPAPRAH

130




40

Legenda
(:) = g-hélice Conf: L =1 I[ = confianca de predi¢éo
= fita-p Pred: 'E;tmturi; secundaria predita
= coil AA: sequéncia de aminoacidos

Figura 8. Predicdo da estrutura secundaria de CaneCPIl-4 e CaneCPI-5. (A) CaneCPI-4; (B)
CaneCPI-5. A caixa verde destaca a sequéncia do peptideo sinal, a qual foi retirada para a
construcdo do plasmideo de expressao; as caixas vermelhas indicam quais residuos da CaneCPI-4
foram selecionados para mutacéo sitio dirigida e a caixa preta indica a sequéncia que foi deletada.

A predicdo  estrutural das CaneCPls  foi realizada no software PSIPRED
(http://bioinfadmin.cs.ucl.ac.uk/downloads/psipred/).

Primeiramente a inducéo da expressao foi realizada a 37 °C por 4 h, porém os
mutantes ndo apresentaram melhora na solubilidade. Entédo, a inducéo foi realizada
a 20 °C por 20 h, para reduzir a taxa de sintese proteica e aumentar a estabilidade e
enovelamento correto (SCHEIN, 1989; SORENSEN E MORTENSEN, 2005). Foi
observada uma breve melhora somente na CaneCPI-4Del (Figura 9). O mesmo
protocolo foi usado para a expressdo de CaneCPI-5Del. Apesar da baixa

solubilidade, foi possivel purificar todos os mutantes (Figura 10).

M 1 2 3 4 5 6 74
A —— — I_lt\__ —— —— —t—
kDa = 1 -5 = =i
== = B = = —— ;
— -= 2 . b — 4 - —
20- - = = = = = - E
15_‘-.-. é i Pt i —
 eBerfeBel g_=

Figura 9. Anélise de solubilidade das CaneCPI-4 mutantes e CaneCPI-5Del em SDS-PAGE 15%.
M, marcador de massa molecular BenchMark (Thermo Fisher Scientific); 1, CaneCPI-4 insollvel e
solGivel; 2, CaneCPI-4FV insollvel e soltvel; 3, CaneCPI-4VA insolUvel e soluvel; 4, CaneCPI-4FVVA
insoltvel e sollvel; 5, CaneCPI-4Del insoltvel e sollvel; 6, CaneCPI-5Del ndo induzida e induzida; 7,
CaneCPI-5Del insoluvel e soluvel.
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Figura 10. Analise da purificacdo da CaneCPI-4 e seus mutantes e CaneCPI-5Del em SDSPAGE
15%. M, marcador de massa molecular BenchMark (Thermo Fisher Scientific); 1, CaneCPI-4; 2,
CaneCPI-4FV; 3, CaneCPI-4VA; 4, CaneCPI-4FVVA; 5, CaneCPI-4Del (10 kDa); 6, CaneCPI-5Del
(11 kDa).

4.2.2 Comparacao de IC50 das CaneCPlIs 4 e 5 e seus mutantes

Os mutantes foram testados para o ensaio de IC50. A concentracdo de
CaneCPI-4 necessaria para inibir as catepsinas B e L foi assumida também para os
mutantes para verificar se eles permaneciam com a mesma capacidade inibitoria de
CaneCPIl-4. Os dados obtidos nos ensaios para IC50 da CaneCPIl-4 e seus
mutantes estdo expostos em um gréfico (Figura 11) e na tabela 2. O mesmo foi feito
para CaneCPI-5 e CanaCPI5-Del, utilizando a concentracdo de CaneCPI-5
necessaria para o IC50 das catepsinas B e L, sendo a mesma concentracdo usada
para CaneCPI-5Del a fim de comparar a atividade inibitéria de ambas. Os resultados

para IC50 da CaneCPI-5 e CaneCPI-5Del sdo mostrados na figura 12 e tabela 3.
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Inibicao de CathB e L por CaneCPI-4 mutantes
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Figura 11. Inibicdo das catepsinas B e L pelos mutantes de CaneCPI-4. O IC50 para CaneCPI-4
foi estabelecido e comparado a capacidade inibitéria de seus mutantes.

Tabela 2. Inibicdo das catepsinas B e L pelos mutantes de CaneCPI-4. O IC50 para CaneCPI-4
foi estabelecido e comparado a capacidade inibitéria de seus mutantes.

CaneCPI-4 CaneCPI-4 CaneCPl-4 CaneCPI-4 CaneCPl-4

FV VA FVVA Del
Inibicdo CathB 51% (+ 2,1) 35% (+1,4) 46% (+1,3) 48% (+1,9) 20% (+0,7)
Inibicdo CathL 54% (+1,7) 51% (+2,2) 61% (+1,9) 54% (+2,5) 39% (+0,7)

Inibigao de CathB e L por CaneCPI-5 mutante
80 -
70 I

50 1 mCathB

40 CathL

Atividade inibitéria (%)

20
10 -

CaneCPI-5 CaneCPI-5Del

Figura 12. Inibicdo das catepsinas B e L por CaneCPl-5Del. O IC50 para CaneCPI-5 foi
estabelecido e comparado a capacidade inibitéria de CaneCPI-5Del.
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Tabela 3. Inibicdo das catepsinas B e L por CaneCPl-5Del. O IC50 para CaneCPI-5 foi
estabelecido e comparado a capacidade inibitéria de CaneCPI-5Del.

CaneCPI-5 CaneCPI-5Del
Inibicdo CathB 51% (+ 2,1) 51% (+ 1,9)
Inibicdo CathL 53% (x 2,5) 69% (= 1,9)

De acordo com a figura 11 e tabela 2, pode-se observar que os mutantes
CaneCPI-4FV e CaneCPI-4Del perderam atividade inibitéria frente a catepsina B,
enquanto os mutantes CaneCPI-4VA e CaneCPI-4FVVA n&o tiveram mudangas
relevantes de inibicdo de catepsina B quando comparados com a CaneCPI-4. Os
resultados mostram que a mutacdo de F102V na penultima fita-p e a dele¢cdo no C-
terminal excluindo as duas ultimas fitas-B tém importancia para a inibicdo de
catepsina B. E possivel verificar também que o mutante duplo (CaneCPI-4FVVA)
possui uma atividade inibitoria bastante proxima a de CaneCPI-4, o que sugere que
a mutacdo V115A recupera algum prejuizo causado pela mutacdo F102V. Ainda na
mesma figura e tabela observa-se a inibicdo da catepsina L por CaneCPI-4 e seus
mutantes. Somente a delecdo (CaneCPl-4Del) teve uma perda significativa de
atividade inibitéria. Supreendentemente, a atividade inibitéria do mutante V115A
(CaneCPI-4VA) foi um pouco maior que a de CaneCPI-4, o que leva a crer que esta
mutacdo pode alterar a estrutura do inibidor fazendo com que ele interaja melhor
com a catepsina L.

Na figura 12 e tabela 3, verifica-se que a delecéo do C-terminal da CaneCPI-5
ndo afetou sua capacidade inibitéria contra a catepsina B. Além disso, a CaneCPI-
5Del demonstrou uma significativa melhora na inibicdo de catepsina L quando
comparada com a CaneCPI-5. Deste modo, a interacdo de CaneCPI-5 com a
catepsina L parece ser melhor quando exclui-se suas duas ultimas fitas-3.

Gianotti (2008), realizou mutagdes no N-terminal de CaneCPI-4 e analisou a
atividade inibitoria destes mutantes contra as catepsinas humanas B e L. Alguns
mutantes perderam completamente a atividade e outros tiveram perda significativa
de inibic&o e foi concluido que o mecanismo de inibicdo ndo depende somente do N-
terminal, mas sim de toda a estrutura. No mesmo trabalho foi feita uma mutacéo
pontual no motif QxVXG, substituindo uma serina por uma alanina, ja que a maioria

das cistatinas possuem o motivo QxVAG, e as CaneCPlIs 4 e 5 possuem um motivo
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QxVSG. Foi observado que quando a serina € substituida por alanina, a CaneCPI-4
perde 30% da sua capacidade de inibir catepsina B.

Como ja elucidado por Turk e Bode (1991), o segundo elemento estrutural de
cistatinas que interage fisicamente com o sitio ativo de cisteino peptidases € o loop
formado entre as duas ultimas fitas-f no C-terminal, onde se encontra o residuo de
triptofano conservado. Portanto, esta regido tem fundamental importancia para
interacao inibidor/enzima.

A importancia deste segundo loop foi confirmada por mutagéneses
envolvendo delecBes parciais na regido C-terminal (ARAI et al.,, 1991). O papel
funcional deste loop localizado na regido C-terminal também foi verificado por
delecdes Unicas de aminoacidos, substituicdes ou mutacdes aleatdrias nesta regiao
em cistatina de arroz e soja, as quais mostraram que essas variantes do inibidor
alteraram sua capacidade de inibicdo contra a papaina (ARAI et al., 1991; KOIWA et
al., 2001). Arai et al. (1991) constataram que o mutante truncado com auséncia de
11 residuos no C-terminal exibia atividade equivalente a da orizacistatina original,
porém, verificaram também que o mutante contendo uma delecéo de 35 residuos no
C-terminal ndo era completamente capaz de inibir papaina. Ja Koiwa et al. (2001)
em suas variedades mutantes de cistatina de soja, verificaram que havia variantes
tanto com menor quanto maior atividade inibitoria a cistatina parental.

Portanto, as mutacdes realizadas neste trabalho ndo foram capazes de tornar
a CaneCPIl-4 mais soluvel, mostrando que a questdo da solubilidade é mais
complexa e deve depender de outros residuos que ndo aqueles mutados ou de
interacdes mais complexas. No entanto, elas elevaram ou reduziram a capacidade
inibitéria tanto de CaneCPI-4 quanto de CaneCPI-5, provavelmente devido a

mudancas estruturais que afetaram a interacdo com a enzima.
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CAPITULO 3

Expressao de CaneCPI-4 e CaneCPI-5 em Pichia pastoris e producéo

em larga-escala em biorreator
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5. INTRODUCAO

5.1 O sistema de expressdo em Pichia pastoris

Como citado no capitulo anterior, a escolha do melhor método de expressao
heterdloga deve ser individual para cada proteina. Visto que muitas proteinas séo
expressas de forma insolivel em bactéria E. coli, a escolha de outro sistema de
expressao € necessaria.

Em 1985, Cregg et al., desenvolveram um sistema de expressao heterdloga
na levedura metilotrofica Pichia pastoris. A expressdo em P. pastoris € uma boa
alternativa a E. coli, sendo um sistema de expressao simples, rapido e com melhor
custo-beneficio que outros sistemas de expressao eucaribticos. Além de ter uma alta
producdo de proteinas recombinantes, ha a vantagem de processamento e
enovelamento de proteinas, assim como modificagcbes pds-traducionais e a
vantagem de secretar a proteina para o meio de indugcédo, 0 que nao ocorre em um
sistema de expressao procariobtico.

A padronizacdo dos vetores para expressao em P. pastoris em um sistema
bifuncional permite que a replicacdo ocorra em E. coli e a manutencdo em P.
pastoris. A integracdo do plasmideo no genoma da levedura ocorre de maneira
estavel e geralmente por recombinacdo homéloga (AHMAD et al., 2014). Os vetores
mais recentes possuem o0 gene de resisténcia ao antibiético zeocina, o qual permite
a facil selecao de clones recombinantes.

Ha dois tipos de promotores mais comumente usados para a expressado de
proteinas em P. pastoris. O promotor do gene AOX (alcool oxidase), que é induzido
por metanol (CEREGHINO e CREEG, 2000) e o promotor do gene GAP, que
codifica a proteina GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-dehidrogenase), o qual permite a
expressao constitutiva de proteinas recombinantes (ZHANG et al., 2009).

Existe uma variedade de cepas a serem usadas como hospedeiras de acordo
com a necessidade de expressdo: a cepa de tipo selvagem X-33, as autotroficas
KM71, KM71H e GS115 e as deficientes em proteases SMD1168 e SMD1168H.
Dependendo da cepa a ser utilizada, os recombinantes podem apresentar dois
fendtipos: Mut®, capazes de metabolizar metanol ou Mut®, ndo capazes de
metabolizar metanol.

As CaneCPlIs 4 e 5 foram clonadas tanto em vetor contendo o promotor GAP
quanto com o promotor AOX, nos plasmideos pGAPZaA e pPICZaA (ANEXO 1),
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respectivamente. Para a CaneCPI-4 foi usada como hospedeira a cepa KM71H Mut®
e para CaneCPI-5 foram usadas as cepas KM71H e X-33 Mut”.

5.1.1 Aumento de escala de producédo de P. pastoris

A levedura P. pastoris, assim como Saccharomyces cerevisiae, é capaz de
atingir altas densidades celulares durante a fermentacdo, o que pode melhorar o
rendimento geral de proteinas. Ao contrario do que ocorre na producdo em shakers,
em biorreatores € possivel monitorar e controlar as condi¢cdes ideais para o
crescimento celular em um longo periodo de tempo. Estas condigbes incluem
temperatura, pH, suprimento de nutrientes e oxigénio (LIU et al.,2016; LOOSER et
al., 2015; RAMEY, 2006). Em condicdes otimas, a producdo de proteina em P.
pastoris pode aumentar em até 140% com aumento de escala de shaker para
biorreator (CINO, 1999).

Héa sete tipos de biorreatores: STR (Stirred Tank Bioreactors); BCR (Bubble
Column Bioreactors); ARL (Airlift Bioreactors); FB (fluidized bed); PBR (Packed Bed
Bioreactors); photo-biorreator e MBR (membrane bioreactors).

O biorreator STR consiste de um recipiente cilindrico com eixo central
acionado por um motor contendo um ou mais agitadores. O ar é adicionado ao meio
de cultura sob pressédo e os impulsores (agitadores) quebram as bolhas de ar
geradas permitindo melhor dispersdo no meio de cultivo, criando um ambiente
homogéneo para o crescimento celular e com condi¢cdes operacionais flexiveis
(SPIER et al., 2011).

O BCR é um reator misto pneumatico, desenvolvido para cultura de células
como fungos filamentosos, células de mamiferos e plantas. E basicamente
constituido por um recipiente cilindrico com um distribuidor de ar no fundo. O ar é
pulverizado sob a forma de bolhas em fase liquida ou suspensdo sélido-liquida,
quando existe uma fase sélida. Sdo geralmente usados em industrias quimicas,
petroquimicas, bioquimicas e metallrgicas (DEGALEESAN, 2001; KANTARCIA et
al., 2005).

O biorreator airlift (ARL) € uma variacdo do BCR, tendo como principal
diferenca um tubo central ou canais responsaveis pela mistura e recirculacao
eficiente de fluidos, que reduz a coalescéncia das bolhas circulantes no reator e
igualam o esfor¢co de cisalhamento que é provocado pela mistura (FLICKINGER e

DREW, 1999). S&o geralmente usados para bioprocessamento aerobico. Eles
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garantem um fluxo de liquido controlado em um sistema de reciclagem por
bombeamento. Devido a alta eficiéncia, estes biorreatores sdo usados para a
producdo de metanol, tratamento de aguas residuais e producdo de proteina em
single-cell (SPIER et al., 2011).

O FB possui um topo expandido e uma coluna estreita para reduzir a
velocidade do fluido, desta forma, os sélidos ficam retidos no reator enquanto o
liquido flui para fora. Este tipo de biorreator € adequado para reacdes envolvendo
biocatalisadores em suspenséo de fluidos, como enzimas e células imobilizadas ou
flocos microbianos (SPIER et al., 2011).

O PBR é composto por particulas sélidas com biocatalisadores dentro de uma
matriz, embalados em um coluna. Os sélidos usados podem ser géis porosos ou hao
porosos. Um caldo nutritivo flui continuamente sobre os biocatalisadores
imobilizados e os produtos sao liberados no fluido e removidos. S&o geralmente
usados em reacdes que sao inibidas pelo produto (SPIER et al., 2011).

Os photo-biorreatores realizam fermentacdo pela exposicdo a luz solar ou
artificial. Sdo compostos por vidro ou plastico. Um conjunto de tubos ou painéis
planos constitui um sistema de recepc¢ao de luz e a cultura é circulada por bombas
centrifuga ou a ar. Microalgas e cianobactérias sdo normalmente utilizadas. Os
organismos crescem durante a luz do dia enquanto os produtos sdo produzidos
durante a noite (SINGH e SHARMA, 2012).

Os biorreatores de membrana sdo compostos por instalacdes construidas em
configuragdo externa, em que os modulos das membranas ficam fora do biorreator e
a biomassa é recirculada em um circuito de filtracdo. O substrato é introduzido de
um lado da membrana por ultrafiltros com uma bomba, o produto é forcado a sair
através da membrana. Este tipo de biorreator tem sido usado em bioconversdes
microbianas, como fermentacgéo alcodlica, producéo de acido orgéanico e tratamento
de aguas residuais (MENG et al., 2009).

O modo de operacdo em biorreator é classificado como: processo de
batelada, batelada alimentada e continuo.

O processo de batelada ocorre em um sistema fechado no qual a maioria dos
materiais necessarios sdo colocados no biorreator asséptico e removidos no final da
operacdo, a Unica troca existente durante este o processo é a troca de ar/gas,

antiespumante e reagentes para controle de pH (CINAR et al., 2003).
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O processo de batelada alimentada, ou também chamado de semi-continuo, é
o mais utilizado pelas indistrias alimenticias e farmacéuticas. E caracterizado pela
alimentacdo do substrato estéril, auséncia de saida do fermentador e aumento de
volume, assim como de acumulo de massa total. Além do substrato, os nutrientes
necessarios também sdo adicionados de forma continua ou intermitente ao meio
inicial apo6s o inicio do cultivo (DUNN, 2003). Este tipo de processo € usado
principalmente para evitar a utilizacdo de substratos que inibem a taxa de
crescimento, superar a repressao catabolica, exigir menos biomassa inicial, superar
o problema de contaminacao e para evitar a mutacao e a instabilidade do plasmideo
encontradas em cultura continua (NAG, 2008).

Na cultura continua, o meio fresco é adicionado ao sistema de batelada na
fase exponencial de crescimento microbiano com uma retirada correspondente do
meio contendo os produtos. O cultivo continuo possui um crescimento quase
equilibrado, com pouca flutuacdo de nutrientes, metabdlitos, nimero de células ou
biomassa (BINOD et al, 2008).

Ha trés fases para o cultivo de P. pastoris e a indugcdo de proteinas quando
usado o promotor AOX. A fase 1 é a de batelada da fermentacédo, que se inicia com
a inoculacéo e permanece até o glicerol ser consumido pelas células, com o objetivo
de produzir biomassa. A fase 2 é a de batelada alimentada de glicerol, acontece
guando ocorre a deplecdo do glicerol inicial (fase 1) e é iniciada a alimentacdo
limitada de glicerol com o objetivo de comecar a desreprimir o promotor AOX e
preparar as células para a inducdo. A fase 3 consiste na batelada alimentada de
metanol, quando o metanol é adicionado para iniciar a indu¢do apds o esgotamento
do glicerol (LIU et al.,2016; RAMEY, 2006).

Os parametros do processo de fermentacdo devem ser monitorados e
controlados. Todos os parametros, tais como pH, temperatura, aeracdo, rotacao,
composicdo do meio de cultura e até mesmo cepas e promotores usados sao
importantes, porém, a taxa de oxigénio dissolvido € um parametro crucial para
controlar o processo de batelada alimentada, pois a concentragdo especifica do
produto depende linearmente do oxigénio dissolvido (BUSHELL et al., 2003).

Para a producdo em larga escala das CaneCPlIs 4 e 5 com promotor AOX foi
usado o biorreator do tipo STR e o processo de fermentacdo foi por batelada

alimentada.
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5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Construcao dos vetores de expressdo de CaneCPI-4 em P. pastoris

A ORF da CaneCPI-4 excluindo-se o seu peptideo sinal foi amplificada a
partir do clone pET28a CaneCPI-4, construido por Gianotti (2008). O protocolo de
amplificagdo foi o mesmo usado para a construgdo das CaneCPls-4 mutantes
(capitulo 2, subitem 4.1.1 de Material e métodos). Os primers para a clonagem nos
vetores pGAZaA e pPICZoA foram: CaneCPI-4PP_Fw, 5-
AAAGAATTCGCGCGTGCGGGGGCCCCTGCA -3 e CaneCPl-4PP_Rw, 5'-
AAAGTCGACGTCGGCCGACGCGAAGGATAC -3’ (as sequéncias grifadas indicam
0s sitios das enzimas de restricdo EcoRI e Sall, respectivamente). A temperatura de
hibridizacéo foi de 60 °C. A clivagem do produto amplificado e dos vetores pGAPZaA
e pPICZoA com as enzimas EcoRI e Sall, assim como a purificacdo, ligacdo e
transformacdo em bactéria DH5a para obtencdo do DNA plasmidial foram realizadas
como descrito no capitulo 2, subitem 4.1.1 de Material e métodos.

Para uma confirmacdo efetiva dos clones denominados de pGAP-
CaneCPI4PP e pPIC-CaneCPI4PP, foi realizado o sequenciamento em MegaBACE
1000 Flexyble, usando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) e os
primers do vetor, fator a (5-TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’) e AOX3 (5-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3)).

5.2.2 Otimizacao de codons da CaneCPI-5 e construcéo do vetor de expresséo
em P. pastoris

A ORF da CaneCPI-5, excluindo-se o seu peptideo sinal e com otimizacao
dos codons para expressao em P. pastoris, foi sintetizado pela empresa GenOne.
Os sitios das enzimas de restricdo EcoRI e Sall foram adicionados as extremidades
5 e 3’ da sequéncia, respectivamente. O gene sintetizado foi clonado em pUC e
enviado liofilizado. Apds a solubilizacdo do liofilizado em agua, o gene sintético da
CaneCPI-5 foi amplificado usando os primers universais M13 forward e reverse. O
produto amplificado e os vetores pGAPZaoA e pPICZaA foram clivados com as
enzimas EcoRI e Sall, como descrito no capitulo 2, subitem 4.1.1 de Material e
métodos. Os plasmideos recombinantes foram denominados pGAP-CaneCPI50pt e
pPIC-CaneCPI50pt.
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A construcéo dos plasmideos de expressao da CaneCPI-5 em P. pastoris foi
parte do projeto de iniciacdo cientifica “Expressdo recombinante da canacistatina 5
(CaneCPI-5) em Pichia pastoris: otimizacdo de cddons e testes de liofilizacdo” da
bolsista FAPESP Patricia da Silva Lima.

5.2.3 Transformacdo dos plasmideos pGAP-CaneCPI4PP, pPIC-CaneCPI4PP,
pGAP-CaneCPI50pt e pPIC-CaneCPI50pt

Para a transformacdo do plasmideo pGAP-CaneCPI4PP em P. pastoris,
aproximadamente 2 pg de DNA plasmidial foram linearizados com 10 U da enzima
de restricdo XmaJl (Thermo Fisher Scientific). A mesma quantidade do plasmideo
pPIC-CaneCPI4PP foi linearizada com 10 U da enzima Pmel (Thermo Fisher
Scientific). A linearizacdo de ambos os plasmideos foi incubada a 37 °C por 16 h. O
vetor linearizado foi precipitado adicionando-se 1/10 do volume de acetato de sddio
3M, pH 52 e 2,5 vezes o volume de etanol absoluto gelado, a mistura foi
homogeneizada e incubada por 15 min a -80 °C. Ap6s a centrifugacao (16000 g, 10
min), o DNA precipitado foi lavado com etanol 80%, mais uma vez centrifugado e o
sobrenadante descartado. Apdés secagem, o DNA foi ressuspendido em 10 uL de
agua.

Os plasmideos pGAP-CaneCPI50pt e pPIC-CaneCPI50pt também foram
linearizados com as mesmas enzimas e protocolo usados para pGAP-CaneCPI4PP
e pPIC-CaneCPI4PP.

As células competentes de P. pastoris cepas KM71H e X-33 foram produzidas
de acordo com Cregg, Vedvick e Raschke (1993) com algumas modificagdes. Uma
pequena quantidade de massa celular, pega com a ponta de um palito de dente, foi
usada para inocular 5 mL de meio YEPD (1% de extrato de levedura - Himedia, 2%
de peptona - Himedia, 2% de dextrose — JTBaker). O indculo foi incubado por 8 h a
28 °C, 250 rpm. Passadas as 8 h, 50 pL desse indculo foram utilizados para inocular
50 mL de meio YEPD, na mesma temperatura de incubacdo e rotacéo citadas
anteriormente, até atingir DOgypo entre 1,0 a 1,5 (aproximadamente 16 h). A
suspensao celular (25 mL) foi centrifugada a 1500 g por 5 min a 4° C e o
sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas em 5 mL de YEPD,
juntamente com 1 mL de HEPES (JT Baker) 1M, pH 7,0 € 125 yL de DTT (USB) 1M,
pH 5,2 e incubou-se por 15 min a 28 °C. Em seguida, o volume da mistura foi

completado com agua gelada para 25 mL. A solucéo foi centrifugada nas mesmas
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condi¢cbes e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas em 12,5
mL de agua gelada e novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. Foi
adicionado 1 mL de sorbitol (JT Baker) 1M gelado e centrifugou-se, descartando-se
0 sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 50 pL de sorbitol 1M gelado e
aliquotas de 40 pL usadas para a transformacéo. Aproximadamente 1 ug (10 uL) do
plasmideo linearizado foi adicionado e misturado aos 40 yL de células competentes,
que apos homogeneizacdo foram incubadas por 5 min em gelo. Apés o tempo
decorrido, as células foram eletroporadas em cubetas de 0,2 cm (BioRad) a 1,5 kV,
25 pF e 200 Q. Adicionou-se as células 1 mL de sorbitol 1 M e incubou-se por 2 h a
28 °C, sem agitacdo. Posteriormente, as células foram inoculadas em meio YEPDS
agar (1% de extrato de levedura - Himedia, 2% de peptona - Himedia, 2% de
dextrose - Merck, 2% de agar - Himedia, 1 M de sorbitol — JT Baker), contendo 100 e
500 pg/mL do antibidtico Zeocina (Thermo Fisher Scientific). Apés quatro dias de

incubacao, foram isoladas as colénias com os provaveis recombinantes.

5.2.4 Producao em shaker e purificacdo das cistatinas recombinantes

As col6nias supostamente recombinantes foram avaliadas quanto a producao
das proteinas CaneCPI-4 e CaneCPI-5 em pGAPZoA e pPICZaoA nas cepas KM71H
e X-33, em um processo de inducdo da expressdo em pequena escala, usando uma
placa de cultura de 24 pocos (Whatman). Dentre as colbnias recombinantes, 22
foram selecionadas. Em um dos pocos restantes foi inoculado um clone ja
caracterizado de uma proteina expressa no LBM como controle positivo e em outro
foi inoculada a KM71H ou X-33 sem transformante. As 24 colbnias foram inoculadas
em 3 mL de meio de cultivo. Para os clones em vetor pGAP (promotor constitutivo)
foi usado o meio YEPD e em vetor pPIC (promotor induzivel) o meio BMGY (1% de
extrato de levedura, 2% de peptona, 100 mM de tampéo fostato de potassio pH 6,0,
1,34% de YNB, 4 x 10™°% de biotina e 1% de glicerol). A placa de cultura foi entdo
incubada a 28 °C sob agitacdo de 250 rpm em shaker. Os clones em pPIC
cresceram no meio BMGY por 48 h e apds este periodo foram submetidos a
centrifugacdo (1500 g, 10 min). O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 2 mL do meio indutor BMMY (a mesma composi¢cao do meio
BMGY, porém o glicerol é substituido por 0,75% de metanol). Seguindo intervalos de
24 h, foram retirados 100 pL do sobrenadante, até completar 96 h e 144 h de
inducéo para pGAP e pPIC, respectivamente. Cada um dos intervalos foi analisado
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em SDS-PAGE 15% (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). O clone selecionado para a
producdo da enzima recombinante em maior escala em shaker foi 0 que apresentou
maior producdo de proteina em um menor intervalo de tempo. O clone selecionado
foi entdo produzido da mesma maneira que em pequena escala, porém em um
volume de 200 mL (em um erlenmeyer de 2 L) de meio YEPD para o clone em
pGAP e BMMY para o clone em pPIC.

A protocolo de purificacdo das CaneCPls expressas em levedura e dialise
foram os mesmos jA mencionados no subitem 3.2.1 de Material e métodos do

capitulo 1.

5.2.5 Deglicosilacdo da CaneCPI-4 expressa em Pichia pastoris e ensaio de
inibicdo da proteina glicosilada e deglicosilada

A deglicosilagdo da CaneCPI-4 foi realizada usando dois protocolos
diferentes, um em qual a proteina foi desnaturada antes da deglicosilacdo, seguindo
o protocolo da enzima Endo H (Biolabs) e outro em qual a proteina foi deglicosilada
sem desnaturar. Em ambos protocolos foram usados 4 ug da proteina.

No protocolo desnaturante, a proteina foi desnaturada usando 1 pL do tampao
desnaturante (5% SDS, 0,4 M DTT) 10x em uma reacdo de 10 pL. A reagédo foi
incubada a 100 °C por 10 min. Em seguida foram adicionados a rea¢do 2 uL do
tampéao de reacdo G5 10x (0.5 M citrato de sddio pH 5.5) e 1 uL da enzima Endo H
(500.000 U/mL). O volume de reacéo foi ajustado para 20 uL com agua. A reacéo foi
incubada a 37 °C por 4 h.

No protocolo ndo desnaturante a proteina foi adicionada a reacdo contendo 2
puL do tampéo de reacdo G5 10x (0.5 M citrato de sddio pH 5.5) e 1 uL da enzima
Endo H (500.000 U/mL). O volume de reacéao foi ajustado para 20 uL com agua. A
reacgao foi incubada a 37 °C por 4 h.

Ap6s incubacgdo, a CaneCPI-4 glicosilada, deglicosilada desnaturada e néo
desnaturada foram analisadas em SDS-PAGE 15%.

Em seguida a CaneCPI-4 (glicosilada, deglicosilada desnaturada e néao
desnaturada e a produzida em E. coli foram usadas em ensaios de inibicdo contra a
papaina para fins comparativos. Foram adicionados 500 uM de papaina a cubeta de
guartzo contendo 100 mM de tampao acetato de sédio pH 5,5 e 2,5 mM de DTT a
um volume final de 500 pL por 3 min a 37 °C. O substrato Z-Phe-Arg-MCA (20 uM)

foi adicionado a reacdo e apdés 60 seg, 0,8 pM de CaneCPI-4 glicosilada foi
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adicionada a cubeta. O mesmo foi feito usando 0,8 uM de CaneCPI-4 deglicosilada
desnaturada e ndo desnaturada e também usando 0,8 uM da CaneCPI-4 produzida
em E. coli.

A fluorescéncia foi monitorada em espectrofluorimetro Hitachi F-2500 a Aex =
380 e Aem = 460 nm. A atividade inibitoria de cada uma das proteinas foi determinada
pela atividade enzimatica residual da papaina apds adicionar o inibidor. Os valores
dos slopes foram obtidos pelo programa FL solutions 2.0. Todos os ensaios foram

realizados em triplicatas.

5.2.6 Expressdao das cistatinas em larga escala

Primeiramente o clone pPIC-CaneCPI4PP cepa KM71H foi induzido antes de
CaneCPI-5 em Biorreator New Brunswick Scientific BioFlow/CelliGen 115 com a
colaboracdo do grupo de pesquisa do Prof. Dr. Adalberto Pessoa Junior
(Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — USP).

O biorreator suportava o volume maximo de 4 L, entdo 2,52 L de base de
meio de cultura (1% extrato de levedura e 2% peptona) foram adicionados ao
biorreator. A sonda de oxigénio dissolvido, a de pH e o termdmetro foram também
inseridos e autoclavados por 30 min a 121 °C. Apds a autoclavagem e o
resfriamento da dorna, os outros componentes do meio (tampéao fosfato de potassio,
YNB, biotina e glicerol) foram acrescentados totalizando um volume de 3,6 L. As
sondas de pH e oxigénio e o termdmetro foram conectados a unidade de controle.
Depois de 4 h de polarizacdo da sonda de oxigénio dissolvido, foi realizada a
calibracdo zerando o oxigénio dissolvido com nitrogénio e esperava-se novamente
atingir a taxa de 100 % de oxigénio dissolvido. Esse procedimento de calibragéo foi
realizado 3 vezes. Também foram calibrados a sonda de pH e termbmetro. A
calibragéao foi feita a 700 rpm, 1 vwvm a 30 °C pH 6,0.

Antes de inocular em biorreator, foi feito um pré-inéculo do clone pPIC-
CaneCPI4PP com 40 mL de BMGY, incubado a 30 °C, 250 rpm por 24h em shaker
New Brunswick. Apds as 24h foi feita a inoculacdo em 360 mL de meio BMGY sob
as mesmas condi¢cdes de incubacéo do pré-indculo. Seguido este periodo, os 400
mL (DOgpo = 43) foram inoculados aos 3,6 L de meio no biorreator, a 600 rpm, 1
vvm, pH 5,5, temperatura 28 °C. A partir do momento da inoculagcdo em biorreator a

taxa de oxigénio dissolvido de 100% foi caindo e passadas 12 h, a taxa de oxigénio
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dissolvido voltou a 100%, indicando que o glicerol havia esgotado. Neste momento,
a expressao foi induzida com 1% de metanol. A indugéo foi monitorada pela taxa de
oxigénio dissolvido por 18 h, quando necessério era controlada variando rotacdo e
aeracao.

O clone pPIC-CaneCPI50pt cepa X-33 foi induzido em biorreator New
Brunswick Scientific BioFlow 1IC com a colabora¢cé&o do grupo de pesquisa do Prof.
Dr. Alberto Colli Badino Junior (Laboratério de Engenharia Bioquimica,
Departamento de Engenharia Quimica — UFSCar).

O biorreator suportava o volume maximo de 5 L, porém decidiu-se induzir 3 L
de meio de cultura inoculado. Para isso, foi feito um pré-inéculo com 30 mL de meio
BMGY incubado a 28 °C, 250 rpm por 24h em shaker New Brunswick, o qual foi
inoculado em 270 mL do mesmo meio e incubado sob as mesmas condi¢cfes do pré-
indculo por 16 h. Apdés este periodo, os 300 mL (DOggo = 67,2) foram inoculados aos
2,7 L de meio de cultura no biorreator a 400 rpm, 0,5 vwm, pH 5,5, temperatura 28
°C. Conforme foi necessario, de acordo com o monitoramento do oxigénio
dissolvido, a rotacdo chegou a 600 rpm antes da indugcédo. Apds 7 h de inoculacédo, a
expresséo foi induzida com 1% de metanol, mas diferentemente da inducdo de
CaneCPI-4 em que o metanol foi adicionado em batelada, para a CaneCPI-5 o
metanol foi adicionado em batelada-alimentada de acordo com o Guia de Processo
de Fermentacdo em Pichia (INVITROGEN, 2002), comecando com uma vazao de
0,5 rpm = 10,8 mL/h. A vazao era elevada quando o oxigénio dissolvido chegava
proximo a 100 %. Trés horas apés a inducéo, a vazao foi aumentada para 1,0 rpm =
20,6 mL/h e 6 h ap6s a indugéo, a vazéo foi elevada a 1,3 rpm = 28,9 mL/h. Ap6s 2 h
de inducéo a rotacdo foi aumentada para 700 rpm e a aeracédo para 0,9 vwm, sendo

assim mantidos até o final da inducéo (22 h).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Expressao das CaneCPlIs 4 e 5 em Pichia pastoris

A sequéncia codificadora de CaneCPI-4 referente a proteina madura possui
330 pb, considerando os sitios das enzimas de restricdo usadas na clonagem e a
cauda de histidinas fusionada (sequéncia no ANEXO II). A proteina secretada
contém 110 residuos de aminoacidos e massa molecular tedérica de 12092,30

Daltons.
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A CaneCPI-4 usando como hospedeiro a cepa KM71H (Mut®) foi expressa
com sucesso em Pichia pastoris, porém sé houve expressdo do clone usando o
vetor pPICZaoA, ou seja, aquele que possui o promotor AOX induzido por metanol.
Como ja sabido, a KM71H é uma cepa que metaboliza pobremente o metanol,
portanto o uso do metanol é para inducao e producéo de proteinas e ndo como fonte
de carbono para crescimento celular. O promotor AOX permanece reprimido na
presenca de glicerol e hd somente crescimento celular quando esta fonte de carbono
€ utilizada. Ao esgotar o glicerol e adicionar metanol, o promotor AOX é fortemente
induzido e a fonte de carbono neste caso € em sua maior parte destinada para a
producédo de proteina e ndo para crescimento celular. J& para o promotor constitutivo
GAP, a fonte de carbono € o glicerol, que € usado tanto para crescimento quanto
para producao proteica (LOOSER et al., 2015).

A otimizacado de genes heterdlogos de acordo com seu hospedeiro, assim
como da composi¢do GC e estrutura secundaria do RNA, podem aumentar os niveis
de expresséo de uma determinada proteina recombinante (ARJMAND et al., 2013).

A sequéncia codificadora referente a proteina madura da CaneCPI-5
otimizada possui 369 pb, considerando os sitios das enzimas de restricdo usadas na
clonagem e a cauda de histidinas fusionada (sequéncia no ANEXO II). A proteina
secretada contém 123 residuos de aminoacidos e massa molecular teorica de
13459.29 Daltons. Porém, em SDS-PAGE observa-se uma banda de
aproximadamente 15 kDa. Uma analise usando a enzima Endo H é necesséria para
verificar se a CaneCPI-5 sofre glicosilacdo quando expressa em P. pastoris, assim
como foi realizado para CaneCPI-4.

Neste trabalho, a proteina CaneCPI-5 foi expressa eficientemente em Pichia
pastoris cepa X-33 (Mut®), tanto utilizando o plasmideo pGAP-CaneCPI5Opt, quanto
o pPIC-CaneCPI50pt (Figura 13). Esta cepa foi escolhida por ser capaz de
metabolizar qualquer fonte de carbono, o que facilita seu uso em expressao em

larga escala.
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Figura 13. Analise da expressdo da CaneCPI-5 em transformantes de Pichia pastoris cepa X-33.
SDS-PAGE 15% mostrando em M: marcador de massa molecular; (A) expressdo da CaneCPI-5 de 0
— 120h (intervalos de 24h) usando o vetor pPICZaA; (B) expressao da CaneCPI-5 de 0 — 96h usando

o vetor pGAPZaA. A seta indica a banda de expressao de aproximadamente 15 kDa.

5.3.2 Efeito da glicosilagdo na atividade da CaneCPI-4 expressa em Pichia
pastoris

Sabe-se que proteinas produzidas por P. pastoris podem sofrer modificacdes
pos-traducionais, como as glicosilagdes. De acordo com andlise em SDS-PAGE
15%, observou-se uma banda de aproximadamente 19 kDa de CaneCPI-4 expressa
em levedura. Segundo o software NetNGlyc 1.0 (GUPTA; JUNG; BRUNAK, 2004) ha
um potencial sitio para N-glicosilacdo na sequéncia de aminoacidos de CaneCPI-4.

Para garantir que essa diferenca de massa molecular era consequéncia da
glicosilacdo foi realizada uma deglicosilacdo usando a enzima Endoglicosidase H
(Biolabs), a qual é responsavel por clivar manoses e alguns oligossacarideos
hibridos a partir de glicoproteinas N-ligadas.

Foram utilizados dois protocolos de deglicosilagdo, um exatamente de acordo
com as instrucdes do fabricante, no qual a proteina é desnaturada antes da
deglicosilacdo e um outro, no qual a proteina foi deglicosilada sem ser desnaturada.

A proteina deglicosilada desnaturada e ndo desnaturada foi analisada em gel
de poliacrilamida e uma banda de aproximadamente 12 kDa foi observada (Figura
14), confirmando que a CaneCPI-4 sofre N-glicosilacdo quando produzida em P.
pastoris. O protocolo usado sem desnaturar a proteina demonstrou que a enzima
Endo H foi capaz de deglicosilar a CaneCPI-4 mesmo sem 0 processo de

desnaturacao.
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Figura 14. Analise de deglicosilacdo da CaneCPI-4. Analise de deglicosila¢éo utilizando a enzima
Endo-H. M: marcador de massa molecular BenchMark (Thermo Fisher Scientific); 1: CaneCPI-4 sem
deglicosilar; 2: CaneCPI-4 desnaturada e deglicosilada; CaneCPI-4 ndo desnaturada e deglicosilada.
A seta indica a banda de CaneCPI-4 deglicosilada com aproximadamente 12 kDa, a cabeca de seta
indica a banda referente & Endo-H, que possui 29 kDa.

Foram testados dois protocolos diferentes de deglicosilagdo para verificar se
ao desnaturar a CaneCPl-4 para posterior deglicosilacdo, esta perderia sua
capacidade inibitoria.

Uma andlise das atividades inibitorias da CaneCPI-4 produzida em E. coli e
em P. pastoris (glicosilada, desnaturada antes de deglicosilar e ndo desnaturada
deglicosilada) contra a enzima papaina foi realizada. Todas permaneceram com a
mesma capacidade inibitoria, inibindo 30% da atividade catalitica de papaina,
comprovando que a glicosilacdo nao afeta sua atividade inibitéria, e mesmo sofrendo
desnaturacdo para o processo de deglicosilacdo, a CaneCPI-4 é capaz de manter

seu poder de inibigo.

5.3.3 Producéo das CaneCPls 4 e 5 em biorreator

O clone pPIC-CaneCPI4PP foi induzido em 4 L de meio de cultura em
biorreator, porém a tentativa em aumentar a escala de producdo dessa cistatina ndo
teve sucesso. Durante as 18 h de inducéo o oxigénio dissolvido n&o caiu desde o
momento em que o metanol foi adicionado, ou seja, permaneceu em 100%,
indicando que as células ndo estavam consumindo oxigénio. Apos este tempo, foi
realizado um teste de viabilidade celular com azul de metileno e constatou-se que as
células estavam mortas. Isso provavelmente ocorreu devido a batelada de metanol

adicionada de uma so vez, e ndo por batelada alimentada. A alta concentracdo de
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metanol tornou-se toxica para as células, jA que a cepa utilizada era a KM71H, a
qual é incapaz de metabolizar metanol.

Devido ao insucesso na producdo de CaneCPIl-4 usando a cepa KM71H,
optou-se por transformar o plasmideo pPIC-CaneCPI50pt na cepa X-33, pela sua
capacidade em metabolizar qualquer fonte carbono, inclusive metanol. Para a
produgédo de CaneCPI-5 em biorreator foram seguidas as recomendacgdes do Guia
de Processo de Fermentacao em Pichia (INVITROGEN, 2002).

Apesar da conveniéncia de se utilizar plasmideos com o promotor GAP para
expressdo em larga escala, por ser economicamente mais vidvel e porque em
determinadas quantidades o metanol acaba tornando-se toxico para as células,
optou-se por usar clones transformados com o plasmideo pPIC-CaneCPI50pt para
expressdo em biorreator. Essa escolha foi feita pelo fato da CaneCPI-5 ser mais
expressa quando este vetor foi usado e porque esta proteina estava sendo utilizada
em grande quantidade em experimentos de protecdo do esmalte dentério,
demandando grande quantidade.

A CaneCPI-5 foi expressa com sucesso em 3 L de meio de cultura em
biorreator, produzindo estimativamente 100 mg/L de proteina, aproximadamente 6
vezes mais do que o rendimento da proteina expressa em E. coli e a mesma
guantidade que aquela produzida em Pichia pastoris cultivada em shaker.

Conforme mostrado na figura 15, ap6s 4 h de inducdo jA ha producédo da
cistatina, sendo que em shaker essa producédo comeca proxima a 24 h. Em shaker é
possivel induzir apenas 200 mL de meio de cultivo utilizando erlenmeyers de 2 L, e
ainda € necessario a troca de meio contendo glicerol pelo meio contendo metanol,
sendo que em biorreator a producdo ocorre em 3 L de meio indutor, o meio de
cultivo ndo precisa ser trocado, aguarda-se a deplecdo do glicerol e posteriormente
o metanol € adicionado. Estes fatores sédo importantes quando a proteina possuli
aplicacao industrial.

E também possivel observar que os niveis de expressdo ndo aumentaram no
decorrer do tempo. Verificou-se que apos 10 h de indugéo o pH estava abaixo de 5,
segundo o Guia de Processo de Fermentacdo em Pichia (INVITROGEN, 2002), o pH
ideal para a fermentacdo de Pichia pastoris € entre 5,0 e 6,0, sendo um fator
importante para o0 crescimento celular e secrecdo da proteina. Nas horas

conseguintes, o pH foi diminuindo cada vez mais, chegando a 4,5 no final da
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inducdo, o que pode ter interferido no aumento de producédo da proteina no decorrer
das horas.

Uma banda de aproximadamente 15 kDa pode ser observada, porém a
massa molecular tedrica de CaneCPI-5 produzida em levedura é de
aproximadamente 13,5 kDa, provavelmente isso ocorre devido a glicosilacdo. Isso
deve ser testado, como ja explicado no subitem 5.3.1. No entanto, acredita-se que
esta possivel glicosilagcdo ndo deve interferir em sua atividade inibitoria, assim como

foi verificado para a CaneCPI-4.
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Figura 15. Anélise da expressdo de CaneCPI-5 em biorreator. SDS-PAGE 15% mostrando a
expressdo de CaneCPI-5 até 22h ap6s a indugdo com metanol. M: marcador de massa molecular
EggchMark (Thermo Fisher Scientific). A seta indica a banda de expressdo de aproximadamente 15

Como bem elucidado por Looser et al. (2015), muitos fatores influenciam na
obtencéo de proteinas produzidas em biorreator. Deve ser levado em consideracao
a construcao génica (promotores e cepas utilizados), as condi¢cdes de cultura (meio
de cultura, concentracdo de biomassa, temperatura, pH, rotacdo e aeracdo) e até
mesmo o biorreator usado. Para a producdo de CaneCPI-5 em biorreator somente
foi seguido o Guia de Processo de Fermentacdo em Pichia (INVITROGEN, 2002)
com procedimentos e parametros padrdes. Como ja dito anteriormente, o pH nao foi
controlado, e este é um parametro que afeta diretamente a producao proteica. Outro
fator a ser levado em consideracdo é o meio utilizado, pois foi usado o meio de
cultura padrdo para producdo em shaker, sendo que em biorreator outros meios
enriquecidos devem ser testados e padronizados, como os meios BSM e PTM
indicados no Guia de Processo de Fermentacdo em Pichia (INVITROGEN, 2002).

A CaneCPI-5 produzida e caracterizada neste trabalho foi utilizada em
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ensaios de protecdo de esmalte dentério frente a erosdo dentaria, mostrando-se
altamente efetiva e permitindo a publicacdo de um artigo em importante revista
cientifica na area de odontologia (Journal of Dental Research, IF: 4,75), assim como

o depdsito de uma patente (cujas paginas iniciais sdo mostradas a seguir).
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A New Sugarcane Cystatin Strongly
Binds to Dental Enamel
and Reduces Erosion

A.C. Santiago'’, Z.N. Khan?’, M.C. Miguel', C.C. Gironda?,
A. Soares-Costa', V.T. Pela, A.L. Leite, J.M. Edwardson®, M.A.R. Buzalaf’,
and F. Henrique-SiI\.raI

Abstract

Cystatin B was recently identified as an acid-resistant protein in acquired enamel pellicle; it could therefore be included in oral products
to protect against caries and erosion. However, human recombinant cystatin is very expensive, and alternatives to its use are necessary.
Phytocystatins are reversible inhibitors of cysteine peptidases that are found naturally in plants. In plants, they have several biclogical
and physiological functions, such as the regulation of endogenous processes, defense against pathogens, and response to abiotic
stress. Previous studies performed by our research group have reported high inhibitory activity and potential agricultural and medical
applications of several sugarcane cystatins, including CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3, and CaneCPI-4. In the present study, we report
the characterization of a novel sugarcane cystatin, named CaneCPI-5. This cystatin was efficiently expressed in Escherichia coli, and
inhibitory assays demonstrated that it was a potent inhibitor of human cathepsins B, K, and L (K = 6.87, 0.49, and 0.34 nM, respectively).
The ability of CaneCPI-5 to bind to dental enamel was evaluated using atomic force microscopy. Its capacity to protect against initial
enamel erosion was also tested in vitro via changes in surface hardness. CaneCPI-5 showed a very large force of interaction with enamel
(e.g.. compared with mucin and casein) and significantly reduced initial enamel erosion. These results suggest that the inclusion of
CaneCPls in dental products might confer protection against enamel erosion.

Keywords: cysteine peptidases, human cathepsin, phytocystatin, cysteine peptidase inhibitor, dental erosion, atomic force microscopy

Introduction

Cystatins are competitive inhibitors of cysteine peptidases
(Barrett 1987). Different isoforms of cystatins have been iden-
tified in human saliva (Van Nieuw Amerongen et al. 2004;
Fabian et al. 2012) and in acquired enamel pellicle (AEP) (Yao
et al. 2003; Vitorino et al. 2008; Siqueira and Oppenheim
2009; Delecrode et al. 2015), where they are believed to play a
role in the defense against microorganisms. Recently, cystatin
B was identified as an acid-resistant protein in AEP (Delecrode
etal. 2015), suggesting that cystatins might be included in den-
tal products to protect against caries and erosion. However, the
cost of human recombinant cystatins is prohibitive, and alter-
native homologs are required.

Sugarcane cystatins were first described by Reis and Margis
(2001), who identified 25 cystatin-like sequences in the
Sugarcane Expressed Sequence Tag (SUCEST) project data-
base (Vettore et al. 2003). Based on their report, our research
group carried out several studies involving sugarcane cystatins.
CaneCPI-1 was the first sugarcane cystatin to be recombi-
nantly expressed and characterized (Soares-Costa et al. 2002).
This protein showed inhibitory activity against human cathep-
sins B, K, L, and V (Oliva et al. 2004). CaneCPI-2 and
CaneCPI-3 were characterized by Gianotti et al. (2006) and
were shown to inhibit papain; CaneCPI-3 also inhibits legu-
main (Santos-Silva et al. 2012). CaneCPI-4 showed inhibitory

activity against human cathepsins B and L (Gianotti et al.
2008). In addition, CaneCPI-4 prevented the invasion of breast
cancer cells, melanoma growth, angiogenesis, and metastasis
(Gianotti et al. 2008; Oliveira et al. 2011).

In this study, we report the cloning and heterologous expres-
sion of a novel sugarcane cystatin, named CaneCPI-5, and
demonstrate its inhibitory activity against human cathepsins.
During our studies on its ability to inhibit cysteine peptidases,
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CISTATINA RECOMBINANTE DA QANA—DE-AQUCAR PARA
REDUCAO DO DESGASTE DENTARIO EROSIVO E PROTECAO
CONTRA CARIE DENTARIA

Descreve a expresséo heterdloga, purificacéo e insercdo em
produtos odontolégicos de

uma cistadina recombinante da cana-de-actcar para reducédo do
desgaste dentario

erosivo e protec@o contra céarie dentaria, denominada CaneCPI-5. A
qual, apresenta

grande importancia no segmento odontolégico devido a sua acéo
inibitéria contra a

catepsina B e que por ser uma proteina acido-resistente, quando
incorporada a pelicula

adquirida do esmalte dentario, apresenta potencial para proteger a
estrutura dentaria de

ataques de acidos, de origem microbiana ou ndo, por impedir a
dissolucéo do mesmo e,

de aumentar a resisténcia ao desgaste dentario erosivo.
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6. INTRODUCAO

A liofilizacdo consiste no processo de remocdo de agua de uma amostra
congelada por sublimacdo e adsorcdo. Esse processo ocorre em trés fases: 1 —
congelamento da amostra, 2 — secagem primaria (sublimacdo) e 3 — secagem
secundaria (adsorcao) (ARAKAWA et al., 2001; CRAIG et al., 1999).

Este processo € bastante utilizado para aumentar a estabilidade de proteinas
por longos periodos, pois evita a desnaturacéo e agregacédo das mesmas (MENSINK
et al., 2017). Além disso, permite que a proteina seja armazenada em temperatura
ambiente, facilitando e tornando mais barata a sua estocagem e também transporte,
0 gque € particularmente importante quando a proteina tem aplicacdo industrial.

Porém, a liofilizacdo envolve duas condicbes estressantes para a proteina,
gue podem alterar sua estabilidade e atividade: o congelamento e a secagem. A
estabilizacdo das proteinas durante o processo pode ser alcancada pela adicdo de
excipientes que protegem a estrutura proteica (ROY e GUPTA, 2004).

Geralmente algum tipo de aclUcar é usado como estabilizador, sendo
adicionado a proteina em solucéo antes da liofilizacdo. Nao existe uma Unica teoria
que expligue completamente como os acucares estabilizam as proteinas, mas sabe-
se que eles podem desacelerar a degradacéo fisico-quimica de proteinas em estado
sélido (MENSINK et al., 2017).

A escolha do melhor estabilizante depende da sua eficacia, mas também de
seu custo, visto que o processo pode encarecer o produto final. Os estabilizadores
mais comumente usados sao glicerol, sorbitol e PEG. Destes o que seria mais
apropriado, em questdo de custos, seria o glicerol. Desta forma, o melhor

estabilizador € aquele que permite maior estabilidade da proteina a um menor custo.

6.1 MATERIAL E METODOS

6.1.1 Processo de liofilizagdo da CaneCPI-4

A liofilizacdo da CaneCPI-4 foi realizada em Liofilizador Liotop L101 utilizando
0S seguintes parametros: congelamento a -70 °C, secagem a =10 °C, condensador a
-48 °C e vacuo a 153 pHg, em um periodo de 96 h a 168 h.

A CaneCPI-4 (750 ug) foi liofilizada em eppendorf de 1,5 mL contendo tampéo
PBS com ou sem estabilizador em um volume final de 200 pL. Os estabilizadores
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usados foram: glicerol, eritritol, PEG 400, sorbitol e xilitol, nas concentracdes de
0,5%, 1,5% e 2,5%.

Foi preparado 1 tubo de 1,5 mL com 200 puL de CaneCPI-4 sem estabilizador
e 1 tubo de 1,5 mL com 200 pL de CaneCPI-4 com cada estabilizador em suas
diferentes concentragbes que nao foram liofilizados e usados como amostras
controle. Para a liofilizagao foram preparados 3 tubos de 1,5 mL contendo 200 pL de
CaneCPI-4 sem estabilizador e 3 tubos de 1,5 mL contendo 200 pL de CaneCPI-4
com cada estabilizador em suas diferentes concentracdes, para realizacdo de
triplicatas experimentais.

Antes de serem liofilizadas, as amostras foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e depois estocadas a -80 °C até o momento da liofilizacao.

Apoés a liofilizacdo, as amostras proteicas foram solubilizadas em agua e

imediatamente analisadas quanto a sua atividade inibitoria.

6.1.2 Determinacdo do IC50 da CaneCPI-4 liofilizada

O IC50 da CaneCPI-4 com e sem estabilizador, antes e apos liofilizacao foi
avaliado contra a cisteino peptidase papaina. Para a reacdo em 500 pL foram
adicionados a cubeta de quartzo 100 mM de tampao acetato de sodio pH 5,5, 2,5
mM de DTT e 100 mM de papaina, e entdo incubados a 37 °C por 3 min. O
substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA (20 uM) foi adicionado apds a incubacédo da
enzima para determinar a atividade catalitica da papaina. Apos 60 seg de reacao,
foram adicionados 115 uM de CaneCPI-4 a cubeta para inibir 50% de atividade de
papaina.

As mesmas condicbes e concentracbes foram usadas para a CaneCPl-4
contendo 0,5%, 1,5% e 2,5% dos estabilizadores glicerol, eritritol, PEG 400, sorbitol
e xilitol. A atividade inibitéria foi avaliada em duplicata para cada um dos tubos,
totalizando 6 medidas para cada estabilizador em cada uma de suas trés diferentes
concentragcbes. Para as amostras contendo estabilizadores, mas que n&o foram
liofilizadas havia apenas um tubo e as medidas foram realizadas em triplicata.

A fluorescéncia foi monitorada em espectrofluorimetro Hitachi F-2500 a Aex =
380 e Aem = 460 nm. O potencial inibitério (IC50) de cada tubo contendo CaneCPI-4
com seus respectivo estabilizadores em diferentes concentragbes foi determinado
pela atividade enzimatica residual da papaina apés adicionar o inibidor. Os valores

dos slopes foram obtidos pelo programa FL solutions 2.0.
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6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 CaneCPI-4 liofilizada com e sem estabilizadores

A CaneCPI-4 liofilizada sem estabilizador, com glicerol e eritritol (0,5%, 1,5%
e 2,5%), PEG 400 (0,5% e 1,5%), sorbitol e xilitol (0,5 %) foram liofilizadas com
sucesso em 96 h, porém a amostra contendo 0,5% de PEG 400 sofreu uma leve
precipitacdo ao ser solubilizada. As amostras contendo maiores concentracfes de
PEG 400 (2,5%), sorbitol e xilitol (1,5 % e 2,5%) foram liofilizadas até 168 h, porém
elas nao liofilizaram completamente, ficando no fundo do tubo com um aspecto de
calda. Apds serem solubilizadas, as amostras contendo 1,5% de PEG e 2,5% xilitol

sofreram uma leve precipitacao.

6.2.2 Comparacédo de IC50 da CaneCPI-4 liofilizada e néo liofilizada, com e sem
estabilizador
Os resultados obtidos para IC50 da CaneCPI-4 liofilizada e nao liofilizada,

com e sem estabilizador, podem ser observados na tabela 4 (graficos no ANEXO llI).
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Tabela 4. Inibicdo da papaina por CaneCPI-4 néo liofilizada e liofilizada com estabilizadores. O
IC50 para CaneCPI-4 néo liofilizada e liofilizada, com e sem estabilizador, foi estabelecido e
comparado a capacidade inibitéria de CaneCPI-4 ndo liofilizada e liofiizada com diferentes
estabilizadores em trés diferentes concentracdes.

Nao liofilizadas Liofilizadas

CaneCPI-4 sem estabiliz.

50% (% 2,3)

63% (£ 1,5)

CaneCPI-4 + 0,5% glicerol
CaneCPI-4 + 1,5% glicerol
CaneCPI-4 + 2,5% glicerol

49% (£ 2,7)
49% (+ 2.0)
51% (+ 2.8)

57% (+ 1,8)
53% (+ 2,7)
43% (+ 2,4)

CaneCPI-4 + 0,5% eritritol
CaneCPI-4 + 1,5% eritritol
CaneCPI-4 + 2,5% eritritol

52% (+ 1,3)
51% (+ 0,1)
53% (+ 2,8)

54% ( 2,6)
52% (+ 2,2)
55% (+ 2,3)

CaneCPI-4 + 0,5% PEG
CaneCPI-4 + 1,5% PEG
CaneCPI-4 + 2,5% PEG

59% (+ 1,9)
55% (+ 2,4)
59% (+ 2,0)

43% ( 2,6)
59% (+ 2,6)
42% (+ 2,3)

CaneCPI-4 + 0,5% sorbitol
CaneCPI-4 + 1,5% sorbitol
CaneCPI-4 + 2,5% sorbitol

54% (+ 1,9)
48% (+ 1,7)
53% (+ 2,4)

57% (+ 1,7)
51% (+ 2,8)
48% ( 3,4)

CaneCPI-4 + 0,5% xilitol
CaneCPI-4 + 1,5% xilitol
CaneCPI-4 + 2,5% xilitol

62% (% 2,5)
61% (% 2,2)
60% (% 2,0)

60% (% 2,1)
61% (% 2,2)
46% (+ 2,4)

Verifica-se que a CaneCPI-4 mesmo sem estabilizador ndo € afetada pela
liofilizacdo e ainda houve melhora da sua atividade inibitéria apés a liofilizacéo.
Como visto por Valadares et al. (2013), as cistatinas de cana-de-acglcar em solucao
tendem a dimerizar em domain-swapping e perdem atividade inibitéria, portanto,
possivelmente a CaneCPI-4 sem estabilizador em solucdo tenha mais proteina nesta
forma do que quando liofilizada e por isso possui uma menor atividade inibitéria.

Quando utilizado glicerol como estabilizador, nota-se uma melhor atividade
inibitéria da proteina liofilizada com 0,5 % deste estabilizador. A atividade inibitoria
dessa cistatina permaneceu a mesma antes e apoés a liofilizagdo quando usado o
eritritol. O PEG 400 pareceu ser um bom estabilizador para a proteina liofilizada
somente na concentracdo de 1,5%, na qual a atividade inibitéria foi mantida.
Interessantemente, quando usado este estabilizador na cistatina sem liofilizar, ha um
aumento da atividade inibitéria em relacdo a mesma sem estabilizador. O sorbitol

manteve a mesma atividade inibitéria da CaneCPI-4 antes e apos a liofilizagdo. O
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xilitol pode ser considerado o melhor estabilizador para a CaneCPI-4, pois quando
usado, a atividade inibitoria deste inibidor aumentou para a proteina néo liofilizada e
manteve-se a mesma para a liofilizada, com excecdo de quando foi usada a
concentracdo de 2,5%.

Foi possivel observar também que quando usadas algumas concentragcdes
dos estabilizadores, como 2,5% de glicerol, 0,5% e 2,5% de PEG e 2,5% de xilitol
houve uma queda da atividade inibitéria da proteina liofilizada. Como visto no
subitem anterior (6.2.1), as amostras contendo 1,5% de PEG e 2,5% de xilitol
sofreram uma leve precipitacdo, o que indica uma possivel desnaturacéo.

A precipitagdo pode acontecer pelo aumento da viscosidade e turbidez da
amostra. Este precipitado geralmente resulta de agregacfes covalentes ou nao
covalentes (CHANG e PIKAL, 2009). As agregacdes covalentes ocorrem por
moléculas de proteina desnaturada associadas intermolecularmente via interacdes
hidrofébicas, a fim de minimizar a exposi¢cédo desfavoravel de residuos hidrofébicos a
agua. As agregacdes covalentes sdo consequentes de alteragcdes quimicas que
envolvem a formacdo de novas ligacbes (CHANG et al., 2005; CHANG e PIKAL,
2009). J4 na desnaturacgdo, ocorre o desenovelamento da estrutura tridimensional da
proteina e acontece com maior frequéncia quando a proteina € dissolvida em um
liquido ou durante a secagem (MENSINK et al., 2017).

Segundo Fink (1998) e Prestrelski et al. (1993), a desidratacdo que ocorre no
processo de liofilizacdo pode resultar em desnaturacdo e a reidratacdo em
agregacdao, devido a formacao de intermediarios parcialmente enovelados durante o
reenovelamento. A adicdo de estabilizadores, como acuUcares, preservam
efetivamente a conformacédo nativa da proteina apds desidratacdo, assim como
permite a retencdo da estrutura nativa apés reidratacdo (PRESTRELSKI et al.,
1993).

Existem duas teorias sobre o mecanismo de estabilizacdo de proteinas
liofilizadas por agucares, a teoria da vitrificacdo e a teoria da substituicdo de agua. A
teoria da vitrificacdo descreve as alterac6es na reagéo cinética, baseada no conceito
de imobilizacdo da proteina em uma matriz rigida e amorfa de agucar vitreo,
diminuindo a mobilidade molecular da proteina (SLADE, LEVINE e REID, 1991). A
teoria da substituicdo da agua descreve a estabilizagdo termodindmica. Ela abrange
0 conceito de que durante a secagem os grupos hidroxila do agucar formam ligagbes

de hidrogénio com a proteina, substituindo as ligacdes de hidrogénio que havia entre
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a agua e a proteina, entdo a conformacéao nativa da proteina ¢ mantida (ALLISON et
al., 1999; CROWE, J. H.; CLEGG e CROWE, L. M., 1999).

Como visto, a CaneCPI-4 pode manter-se estavel a liofilizacdo mesmo sem
estabilizador, porém, dentre os estabilizadores utilizados, a melhor escolha
considerando o custo/beneficio seria o glicerol, que é o mais barato entre os
estabilizadores usados e mantém a capacidade de inibicdo mesmo quando usado
em baixa concentracdo (0,5%). Apesar de o xilitol ser o melhor estabilizador, porque
além de proteger ainda melhorou a atividade inibitéria de CaneCPI-4, seu custo
elevado o torna inviavel.

De acordo com Arai et al. (2002), as cistatinas possuem alta estabilidade
térmica quando submetidas a altas temperaturas. Isso também foi confirmado para
CaneCPI-4 por Gianotti (2008). Neste mesmo trabalho, foi observado que a
CaneCPI-4 permanece estavel por até trés meses independente se armazenada a 4,
-20 ou -80 °C, com ou sem glicerol. Com os resultados aqui obtidos, pode-se afirmar
gue a CaneCPI-4 também é estavel quando submetida a liofilizacdo até mesmo sem
estabilizador. Logicamente ainda sdo necessarios mais ensaios com as amostras
liofilizadas armazenadas a temperatura ambiente ao longo do tempo para verificar
se a CaneCPI-4 continua estavel e se realmente resiste a condi¢cdes estressantes.
Deste modo, se confirmada a capacidade desta cistatina resistir a mudancas
conformacionais sob diferentes condicbes de estresse, ela € um promissor inibidor

de cisteino peptidase a ser usado comercialmente.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir o seguinte:

e Um painel comparativo das atividades inibitérias das CaneCPIls 1 a 6
demonstrou que elas sdo eficientes inibidores de importantes cisteino
catepsinas, permitindo a selecdo da CaneCPI mais apropriada para controlar

a atividade de determinadas cisteino peptidases;

e As CaneCPlIs 4 e 5 sado potentes inibidores de todas as cisteino peptidases
testadas, enquanto a CaneCPI-6 foi a menos eficiente;

e As mutacdes realizadas no C-terminal de CaneCPl-4 ndo aumentaram a
solubilidade da proteina expressa em E. coli, porém elas foram capazes de

alterar sua atividade inibitoéria;

e A expressao recombinante de CaneCPI-4 usando um sistema heterdlogo em
Pichia pastoris mostrou-se eficiente, gerando proteina pura e em quantidade
suficiente para estudos de inibicdo. No entanto, sua expressdo em biorreator

nao foi bem sucedida nas condi¢Oes testadas;

e A CaneCPI-5 foi expressa com sucesso em biorreator, permitindo o aumento
de escala de producédo de shaker para fermentador. A proteina produzida foi
utilizada com sucesso em trabalho que mostrou a sua capacidade de proteger

0 esmalte dentario da erosao acida;

e A CaneCPI-4 submetida a liofilizacdo se manteve estavel mesmo sem 0 uso
de estabilizadores, o que diminuird o custo de producdo e facilita a sua

utilizacao industrial.
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8. PERSPECTIVAS

Como visto no decorrer deste trabalho, o estudo das cistatinas de cana-de-
acucar fornece informacfes importantes para o desenvolvimento de ferramentas
biotecnolégicas com o uso das CaneCPls para aplicacdes terapéuticas e de controle
de pragas na agricultura. O painel comparativo permitiu verificar que as CaneCPlIs 4
e 5 podem ser promissoras para uso comercial.

As mutacdes pontuais, assim como a delecdo no C-terminal da CaneCPI-4,
nao tornaram a proteina mais soltvel, porém interferiu em sua capacidade inibitéria,
em alguns casos até melhorando a atividade. Andlises de dicroismo circular sao
necessarias para verificar como as mutacdes modificaram a estrutura deste inibidor
e conseguentemente sua interagcdo com a enzima. Outras mutacfes, como N82R e
V86Y ja foram eleitas para também melhorar a solubilidade de CaneCPI-4 produzida
em bactéria, essas mutacgdes sitio dirigidas ou uma combinacédo de todas elas talvez
aumente a solubilidade da proteina.

Pretende-se ampliar o uso dessas cistatinas, principalmente das CaneCPlIs 4
e 5, dando seguimento aos trabalhos relacionados a protecdo do esmalte dentario e
aplicacdo destes inibidores de cisteino peptidases em produtos odontolégicos. Para
iISso, a produgdo em larga escala das CaneCPIs 4 e 5 precisa ser otimizada e
padronizada, de forma que seja comercialmente viavel, como a utilizacdo de meios
de cultivo mais baratos, producdo em menos tempo e utilizando o promotor GAP,
qgue nao requer metanol, podendo usar o glicerol proveniente da industria de
biodiesel, que por ser um subproduto tem baixo custo.

A CaneCPI-5 inibiu fortemente a CathL de S. levis e provavelmente tenha a
mesma capacidade inibitéria para cisteino peptidases digestivas de outros
coledpteros, 0 que faz pensar em seu uso em plantas transgénicas ou a avaliacao
de seu potencial em inseticidas para ser pulverizado.

A CaneCPI-4 demonstrou até o presente momento ser estavel a liofilizacéo
mesmo sem um estabilizador, porém € preciso verificar se essa estabilidade
permanece no decorrer do tempo mantendo a proteina liofilizada a temperatura
ambiente. O mesmo deverd ser feito com CaneCPIl-5. Se essas cistatinas
apresentarem essa estabilidade ao longo do tempo sem estabilizador, esta sera

mais uma caracteristica que agrega valor para uso comercial.
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ANEXO |

Mapa dos vetores de expressdo pGAPZaA e pPICZaA. Abaixo o sitio de multipla

clonagem. As caixas em vermelho indicam os sitios das enzimas EcoRI e Sall.

5" end of AQXT mRNA 5" AOX1 priming site

| T
811 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTAGCTT ACTTTCATAA TTGCGACTGEE TTCCAATTGA

——
871 CARAGCTTTTG ATTTTAACGA CTTTTARCGA CAACTTGAGA AGATCAARAR ACAACTAATT

I
931 ATTCGAAACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Fhe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAR ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

u-factor signal sequence

1034 CAR ATT CCG GCT GAA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAR GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Fhe

1085 GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT AAC GGG TTA TTG TTT
A=zp Val Ala Wal Leu FPro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Fhe

a-factor priming site Xhao I*
I ] .
1138 ATA AART ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT AAA GAA GAR GGG GTA TCT CTC

Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val S5er Leu

Kex2 signal cleavage

EcoRt | Pmil Sl BsmB | AspT18 1

i ] ] [
1187 GAG AAR AGA GAG GCT GAAR GCff] [RATTAAC GTGECCCAG COGECCGTC TCGGATCGGT
zlu Lys Arg Glu Ala‘;lu Ala‘
Ste13 signal cleavage
Kpn |l Mho Sacll Notl ¥ba c-mye epitope
1 — 1 [ I I
1244 ACCTCGAGCC GCGGCGECC GCCAGCTTTC TA GAR CAA ARA CTC ATC TCA GRA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
polyhistdine tag
1 | 1
1299 GAT CTG AAT AGC GCC |GTC_GAQ CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGA GTTTGTAGCC
bhzp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His Hig ***

1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTE GGCACTTACG AGARAGACCGE TCTTGCTAGR
3" AQXT priming site
1411 TTCTARTCAA GAEGATGTCA GRATGCCATT TGCETGAGAG ATGCAGGCTT CATTTTTGAT
3" polyadenylation site
1471 ACTTTTTTAT TTGTAACCTA TATAGTATAG GATTTTTTTT GTChTTTTGT TTCTTCTCGT
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ANEXO I

Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos das CaneCPIs 4 e 5. Em amarelo estdo

destacados os sitios das enzimas EcoRI e Sall, na caixa em vermelho esta a cauda

de histidinas.
CaneCPI-4
1 GAATTCGCGCGTGCG GGGGCCCCTGCACGG CCGCTCGCCGGCGGG TGGTTCCCGATCAGG AACGTGAGCGACCCG
1 E F A R A G A P A R P L A G G W F P I R N V S D P
76 CACATCCAGGAGCTG GGCGGCTGGGCGGTG ACGGAGCACGTCAGG CTGGCCAACGACGGA CTGAGGTTCGGCGAG
26 H I QO E L G G W A V T E H V R L A N D G L R F G E
151 GTGACGAGCGGGGAG CAGCAGGTGGTGTCC GGGATGAACTACAGG CTCGTCCTCGACGCC ACGGACGCCGACGGG
51 vV T S G E (0] Q V V S G M N Y R L V L D A T D A D G
226 AAGCTCGCGGCGTAC GGGGCCTTCGTGTAC GAGCAGTCGTGGACC AACACCCGCGAGCTC GTATCCTTCGCGTCG
76 K L A A _Y G A F Y E 0 S w T N T R E L vV S F A S
301 GCCGACGTCGACCAT CATCATCATCATCAT
101 A D V D|H H H H H H
CaneCPI-5
1 GAATTCTTAGCTCCA GTACCAGGTCCAGCC GTATTGGGTGGTGGT GGAAGAGGTCCTTTG TTGGGTGGATGGGCT
1 E F L A P \Y4 P G P A vV L G G G G R G P L L G G W A
76 CCAATTCCAGACGTT GGAGACAAGCACATT CAAGAATTAGGTGGA TGGGCACTTGGTCAA GCTAAACACCAGAAG
26 P I P DV G D K UH I ©Q E L G G W A L G Q A K H Q K
151 TTGGCTGCTGATGGA CTTCGTTTCAGGAGA GTGGTGCGTGGTGAG CAACAGGTTGTTTCA GGAATGAGGTATCGT
51 L A A D G L R F R R VvV V. R G E Q QO VvV V S G M R Y R
226 CTGTATGTTGACGCA GCAGATCCAGCTGGA AGAACTGTCCCTTAT GTAGCTGTAGTTTAT GAGCAAGTTTGGACC
76 L Y V D A A D P A G R T V P Y v A V V Y B O v w T
301 AGGACTAGGCAACTG GCATCCTTTAACCCT GCTCCACGTGCACAT GTCGACCATCATCAT CATCATCAT
101 R T R Q L A S F N P A P R A H V D |H H H H H H
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ANEXO Il

Graficos de inibicdo da papaina por CaneCPI-4 nédo liofilizada e liofilizada com

diferentes estabilizadores em trés diferentes concentracoes.
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