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IV- APRESENTACAO

As peptidases sdo enzimas que catalisam a reacdo da hidiadidegacdes
peptidicas em outras proteinas. Sdo enzimas ubiquas e podem seragasoetn
plantas, animais ou microorganismos. Representam uma classe rdaseanvolvidas
em diversos processos fisioldgicos e bioquimicos. As cisteino pegstjdama classe
particular das peptidases, sdo encontradas em praticamente tamigarosmos desde
0S mais simples como 0s procariotos e virus, até plantas e mummiig¢as estao
envolvidas em numerosos processos patolégicos devido a atividade enzimatica
desregulada, como em algumas desordens neurolégicas, como o Alzhemmer
processos de metastases, inflamacdes, arterioescleroses,addgencas do sistema
imunologico e em uma variedade de parasitoses infecciosastétineis sao inibidores
reversiveis de cisteino peptidases e seu mecanismo de acaeadobaa inibicao
competitiva através do bloqueio da atividade proteolitica. Sua funcaopplirei
garantir a protecdo das células e tecidos contra a atividadelicdaedas peptidases
lisossomais que podem ser liberadas ocasionalmente no processt deturarte
celular causada por doencas ou invasao de organismos, como insetstathas de
plantas, também conhecidas como fitocistatinas, sdo caracterigaldaauséncia de
interacOes dissulfeto e sitios de glicosilacdo, e formam uoro naportante dentro da
arvore evolutiva da superfamilia das cistinas. Em plantas, estdgias tém a funcéo
de regular a atividade de endogena de enzimas proteoliticas, estolvidas no
processo de defesa contra insetos e patdgenos e também na maturacdo des Eement
estudos recentes em nosso laboratério foram caracterizadas dsiatioas da cana-
de- acucar. Esses estudos destacaram a importancia detgassi contra o ataque de
patdgenos na cana-de-acucaéadcharum officinarujp uma planta de cultura

expressiva no Brasil, principalmente, devido as suas implicacbe$neicas como



combustivel renovavel. Além da potencial inibicdo da catepsina humanan®

peptidase envolvida em diversas doengas como o cancer, doenca de Alzheimer e artrite
O trabalho aqui apresentado se refere aos estudos de inibidorestedieo Ci

peptidases e a identificacdo e caracterizagdo de uma cisteino peptittase digestivo

da larva do inset&phenophorus levisima importante praga da cana de acucar. Para

tanto, este trabalho foi divido em duas par€@apitulo I que se refere ao estudo dos

mecanismos moleculares responsaveis pela atividade inibitoria tolgstéitinas

produzidas por evolucéo direta de proteinas contra a catepsina B henod®apitulo

I, que corresponde a caracterizagdo de uma cisteino peptidase eprasetnato

intestinal de larvas. levis
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PDB “Protein data Bank”.
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Estudos dos mecanismos moleculares
responsaveis pela atividade inibitoria de
fitocistatinas produzidas por evolucao
direta de proteinas contra catepsina B

humana



RESUMO

Cistatinas s@o proteinas que inibem especificamente cisteinagsesti A
canacistatina 1, uma proteina com 106 residuos de aminoacidos, apggaad&
similaridade com a proteina Orizacistatina 1, uma cistatirsarde. Com o objetivo de
se obter uma cistatina com a atividade inibitéria melhorada, exgeios de evolugéo
molecular direta de proteinas foram realizados, através da céuostleigima biblioteca
de “DNA shuffling” usando estas duas cistatinas. Um clone denomina@BLA foi
selecionado, expresso, purificado e submetido a ensaios de inibicétividada
enzimatica. Foi demonstrado que a proteina A10PL3 exibiu aumento diadivi
inibitéria contra catepsina B humana em comparacdo com seus doisspres. O
presente estudo teve como objetivo reverter as alteracbes doAGlORE3 através de
mutacdes sitio-dirigidas, gerando mais trés cistatinas mstavigante | (Thrl7llg
Mutante Il (GIn 84 Leu) e Mutante lll (Thrl7lle)GIn84Leu). Ensaios de atividade
inibitéria dos mutantes contra as catepsinas humanas B e L fesirados. Além
disso, foram desenvolvidos estudos estruturais por meio de modelagemlanadec
proteinas por homologia que permitiram a compreensado dos determimaideslares
relacionados a melhoria da atividade inibitéria destas cistat®dsgesultados aqui
apresentados sdo importantes, pois corroboram com os dados observadosanterior
demonstrando a melhora na especificidade da atividade inibitoria @éanprétl0OPL3
contra a catepsina B (Ki = 16 nM) em relacdo aos seus parédsaisutantes |, 1l e 11l
nao foram capazes de inibir a catepsina B. Os estudos estruawaligram que as
mutacdes na cistatina A10PL3 desestabilizaram o nucleo hidrofpbis@velmente
tornando a regido N-terminal da proteina mais flexivel, influedoaa atividade
inibitéria contra a catepsina B. A desestabilizacdo do ndcleo hidcof@bsultou na
tendéncia de uma menor solubilidade, provavelmente devido a sua terdesipor
residuos que fazem parte desse nucleo, o que pode levar a agredagdoém

contribuir para o aumento da flexibilidade da cistatina.



ABSTRACT

Cystatins are proteins that inhibit specifically cysteine idapés. The
Canecystatin 1 gene which codifies a protein containing 106 aminorasidses was
identified in sugarcane and possesses significant similariti Wryzacystatin, a
cystatin from rice. In order to obtain a cystatin with improvetiiig, direct evolution
experiments were carried out. A DNA shuffling library was tatsed using these two
cystatins. One clone named A10PL3 obtained from these shufflsttiog was
selected, expressed coli, purified and an analyzed by activity assays. These results
showed that the activity of hybrid protein A10OPL3 increased, in paaticabarding its
inhibitory activity on cathepsin B compared with its two precws®he present study
aimed to revert the changes of individual clone A10PL3 through sitetetire
mutations, generating three mutant cystatins: Mutant | (The7Mutant Il (GIn
84Leu) and Mutant Il (Thrl7lle); (GIn84Leu). Assays for inhibitoryiaty against the
human cathepsins B and L were performed. Structural studies wermatie by means
of molecular modeling of proteins by homology that were enabled to staddrthe
molecular mechanisms related to improvement of the inhibitoryitgctof these
cystatins. These studies therefore corroborate with the obsenzegrdatously which
demonstrated the improvement of specific protein A10PL3 in cathBpsinibition (Ki
16 nM) in relation to their parents. The mutants I, 1l and llg diot present
improvement in inhibitory activity against cathepsin B. The strattstudies revealed
that the mutations performed on cystatin A10PL3 destabilized teopiyobic core
making it more flexible, thus increasing the inhibitory activaty cathepsin B. The
absence of interactions underlying the hydrophobic core resultedrené of lower
solubility, probably due to their inability to adopt a compact formatidnch resulted
in the exposure of some residues which are part of that coreh whit lead to
aggregation and also contribute to increasing the flexibilitysfatin, influencing their

inhibitory activity.



1. INTRODUCAO

1.1. Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas, também conhecidas como peptids@egroteinas que
catalisam a hidrdlise das ligacdes peptidicas (Batetf 2004). Sdo enzimas da classe
das hidrolases e da subclasse das peptideo-hidrolases ou peptidasgmisas
representam uma classe de enzimas envolvidas em diversos prdsskmicos e
bioquimicos (Antonov, 1993; Beyon & Bond, 2001). As peptidases podem ser
encontradas em plantas, animais sendo que, 0S microorganismos frosepétecem
ser as mais promissoras fontes de peptidases por produzirem uonavani@dade de
enzimas especificas em comparacdo as plantas ou aos ghimeisk Martin, 1999).
Sé&o enzimas que desempenham diversas fungcdes essenciais para ¢ogasissos e
compreendem aproximadamente 2% do produto génico total distribuido em
compartimentos celulares e teciduais (Barrett, 1987; Sajid & Mackerrow, 2002).

As peptidases apresentam ampla aplicagdo comercial, esé@o®ts maiores
grupos de enzimas produzidas em escala industrial e sdo respopeda\&i% do total
de enzimas produzidas no mundo (Sirgghal 2001). Possuem diversas aplicacdes
biotecnolégicas, como na producdo de alimentos, detergentes, couro, ddomsolis
protéicos e farmacos (Al Shehai al, 2004) e estdo envolvidas em diversos processos
biolégicos essenciais, como a coagulacdo sanguinea, morte eetlifarenciacdo de
tecidos (Gofrey & West, 1996). Além disso, participam no catabolismarateinas,
tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, e na libela¢&mrmonios e
peptideos farmaceuticamente ativos a partir de proteinas precursaras §R4998).

Embora as peptidases sejam fundamentais para o metabolismao, cadhga

também estdo envolvidas em processos patoldgicos devido a atividaohétieaz



desregulada, como em algumas desordens neurolégicas, como o Alzhemmer
processos de metéastases, inflamacdes, arterieoscleroses,addencas do sistema
imunoldgico e em uma variedade de parasitoses infecciosas (H20p2; Lecaillect
al, 2002; Rzychoret al, 2004).

Estas enzimas constituem uma grande familia, que pode ser subdendida
endopeptidases ou exopetidases, de acordo com a posi¢do da ligaglioapapser
clivada. As endopeptidases catalisam a hidrdlise de ligac6ddipaptnternas a cadeia
polipeptidica, j& as exopeptidases catalisam a hidrolise atghég peptidicas proximas
as extremidades C- terminal ou N-terminal. Aquelas que clivaaaqueleto peptidico
proximo a regidao N-terminal podem liberar um, dois ou trés peptideos
(aminopeptidases, didpetidil peptidases, tripeptidil peptidases, respeetite). As
exopeptidases que atuam na regido C-terminal podem liberar um @siwhior
(carboxipeptidases) ou um dipeptideo (peptidil-dipeptidases) (Barrett, 1994).

As peptidases podem ainda ser subdivididas de acordo com o residuo de
aminoacido essencial ao sitio ativo, que sdo responsaveis pelo smecaaitalitico.
Dessa forma, as peptidases sdo agrupadas em seis classpaipriserino-peptidases,
cisteino-peptidases, aspartil-peptidases, treonino-peptidases, Bhaptidases e
metalo-proteinases (Rawlingsal, 2008).

As serino-proteases sao caracterizadas pela presenca de umegngpers seu
sitio ativo (Beynon & Bond, 2001) e compreendem em duas familiastaléstiA
familia quimiotripsina, as quais incluem as enzimas de marsjfeuimiotripsina,
calicreina e elastase, e a familia subtilisina em quers&mntradas enzimas bacterianas
como a subtilisina. Em geral, a estrutura tridimensional das dudals é diferente,
porém a geometria do sitio catalitico e 0 mecanismo de catdlises mesmos, trés

residuos de aminoacidos formam a triade catalitica (serindjri@st acido aspartico),



sendo que todas estas peptidases exibem atividade catalif@ixande pH de 7,0 a
10,0 (Beynon & Bond, 2001; Barretdt al, 2004).

As cisteino peptidases séo enzimas proteoliticas que possuemosedilu
cisteina ou histidina em seu sitio catalitico (Rzyckoral, 2004). Possuem massa
molecular entre 21-30 kDa e exibem alta atividade hidroliticaina fle pH entre 4 -
6,5. Dentro dessa classe se incluem as peptidases de plantas, cdma, papepsinas
lisossomais de mamiferos, como catepsina L e B, calpainas e peptidagesithspa

Ja& as metalo-peptidases sdo enzimas nas quais a atividadendedepeala
ligagcdo de um metal, geralmente zinco, em seu sitio caiaditiedo que, a substituicdo
do zinco por cobalto ou niquel ndo resultam na perda da atividade catéfiiados
cristalograficos indicam que o zinco é ligado por duas histidinas &cigm glutamico.
Essas enzimas variam quanto a filogenia (de bactérias erashe fungdes “in vivo”
(Blundell, 1994).

Grande parte das aspartil-peptidases pertence a familiangepscluindo
enzimas digestivas (como a pepsina e quimosina), catepsinasorsiss(Como
catepsina D), enzimas de processamento e algumas peptidasegae (tomo a
penicilopepsina). Estas enzimas sdo compostas por moléculas bilotadias)ge cada
lobo possui um residuo de acido aspartico formando a diade catatitsitio ativo
localizado entre os dois lobos. Além disso, ha uma segunda famiti@epertencem
as peptidases virais, como a peptidase do virus HIV, a qual é denominada retrotripsina.

As treonino e glutamil peptidases sdo enzimas relativamente mowasda
pouco estudadas. Sabe-se que as treonino-peptidases dependem de um residuo do
aminodcido treonina em seu sitio ativo para a atividade enzimascamembros desta

classe de enzimas constituem as subunidades cataliticas do protgossvolvido no



processo de “turnover” intracelular de proteinas. Estas peptid@asensontradas em
virus, bactérias, fungos, plantas e animais (Batett 2004; Rawling®t al, 2008).
Schechter & Berger (1967) desenvolveram um sistema de nomengatara
descricdo da especificidade de todas as peptidases. De acordess®mestudo, 0s
subsitios da enzima, designados pela letra “S”, flanqueiam o aidtico da enzima e
sdo locais de ligagdo da enzima ao substrato. Cada subsitio édeapeamodar um
anico residuo de aminoécido do substrato. Eles sdo enumerados a partiroddepont
clivagem e sdo denominados de % ... S, em direcdo a regido N-terminal da enzima, e
S’ S... Sy, em direcdo a regido C-terminal da enzima. Os residuos d®aridos
dos peptideos que os subsitios acomodam sao designados pela |ebimilBfmente,
.. B P, PP Py Ps...séo utilizados para designar os subsitios dos residuos que se

acomodam aos residuos da protease correspondentes. (Figura 1).

-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-

t

Figura 1: Nomenclatura de Schecter & Berger (1967)Nomenclatura de Schecter & Berger para
descrever a interacdo do substrato peptidico compeptidase. A peptidase esta representada pela are
escura. B.. P sdo cadeias laterais dos seus residuos de ardpsaapresentados §.SS’ sdo 0s
subsitios com os quais os peptideos interagemtaArsgtica o local da hidrélise.

1.2. Cisteino peptidases
As cisteino-peptidases fazem parte de um complexo grupo de enzimas,
apresentam diversas propriedades fisicas e bioquimicas eaggtmente presentes

entre as espécies, sendo distribuidas entre 72 familias (Ra&liBgeett, 2008). Em



vertebrados, as cisteino-peptidases estdo envolvidas no processo decédegdada
proteinas lisossomais, além de participarem de processos kexarese como em
algumas desordens metabodlicas. Em invertebrados, como nematdidesos, as
cisteino-peptidases estdo entre as enzimas digestivas gr@podos, como lagostas,
elas exercem um papel digestivo e também estéo relacioagmtasessos no sistema
nervoso (Rawlings & Barrett, 1994). Em insetos elas séo prinagpédnutilizadas em
processos digestivos (Rawlings & Barrett, 1994). As cisteino pemidasdém séo
muito utilizadas por virus, fungos e bactérias para a infeccplanias (Bode & Huber,
2000).

As cisteino peptidases pertencentes a familia Cl1 do cla CAguas
correspondem a familia da papaina (por ter sido extraida cdodat€arica papaid
correspondem as mais extensivamente caracterizadas atésomtudiess (Turket al,
2008). A papaina foi a primeira enzima da familia a ter suat@strtridimensional
determinada por estudos de cristalografia de raios X (Dedrdh 1969. As enzimas
que apresentam caracteristicas semelhantes a esta fa@lidescritas como do tipo
papaina ou do inglés “papain like”. Sendo que, o maior volume de informactes
disponiveis de cisteino-peptidases tem sido obtido a partir de estrdasembros da
familia papaina e, conseqientemente, estas enzimas sao consiclenanasquétipos
das cisteino-peptidases (Ménard, 1993; Rawlatgd 2008).

Diversas cisteino-peptidases ja foram descritas em tecidosuéferos. Entre
0s membros dessa classe se incluem as catepsinas lisossatepsinas B, C, H, K, L,
M, N, S, T, Ve W e as calpainas citosélicas: calpaina do tptllque sdo enzimas
dependentes de célcio, encontradas no citoplasma (Otto & Schémnel$97;

McGrath, 1999).



Sob condi¢cdes normais, as cisteino-peptidases de mamiferos estasdasvol
em uma série de processos bioldgicos, tais como diferencialgéar,cagregacdo de
plaquetas, invasdo celular, processamento pos ribossomal de proteimasettude
proteinas, entre outros. Entretanto, em circunstancias em queselasrnam
desreguladas, encontram-se envolvidas em diversas doencas, coma draisgiular,
esclerose multipla, infeccbes bacterianas, infarto do miocardiysosdo Ossea,
tumores e artrite (Mérnard, 1993). As cisteino peptidases tamisémem como
elementos essenciais no ciclo de vida de diversos protozoarios enthelrnomo
Trypanosoma cruzi(doenca de chagas),.eishmania mexicana(leishimaniose),
Schistosoma mansofesquistossomosd}Jasmodium falciparunimalaria),Entamoeba
histolytica(desinteria) (Northet al, 1990).

As cisteino-peptidases exibem funcdo de extrema importancia abatisino
protéico celular, por meio de processamento de pré-hormbénios e pro-ennenas
degradacdo de proteinas de matriz extracelular. Estdo também @ava@wm diversos
processos patoldgicos, tais como Alzheimer, osteoporose (Otto & &stam 1997;
Abrahamson, 1993.) e canceCofdeset al 2009; Devetziet al 2009). Além do
processamento das proteinas, sabe-se que as cisteino-peptidasgzedbam varias
funcdes importantes em microrganismos, cCOmo No processo de imuno-inviasgéapat
de enzimas, encistamento e invasdo de células e tecidos (Sajdi & McKerrow, 2002).

Uma caracteristica comum a todas as cisteino-peptidases estmtura
tridimensional conhecida é a ocorréncia de uma estrutura bilobada sitio catalitico
localizado na reentrancia entre os lobos, denominados de dominios L (do lefglé
(L)-domair) e R (do inglésright (R)-domain) (Figura 2). Os amino&cidos cisteina e
histidina sdo essenciais para a atividade catalitica destalgseptcom a cisteina

localizando-se no dominio L e a histidina no dominio R oposto (McGrath, 1999).
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Geralmente, esta estrutura € estabilizada por trés interdisS8e#feto sendo que, duas
estdo no dominio L e uma no dominio R. A presenca de um residuo deirgdutam
altamente conservado também € muito importante para a atividad®lipicet da
enzima, ja que ela é responsavel por estabilizar a estruttaédiéta intermediaria
durante a hidrélise do substrato (Rawlings & Barret, 2000). Os atdsspolipeptidicos

ligam-se ao longo da reentrancia dos lobos em uma conformagé&o estendida.

Sitio ativo

DominioL —» <4—— DominioR

Figura 2: Estrutura tridimensional da papaina. A figura ilustra a estrutura tridimensional da papa
em que estao representados os dois dominios (Lsepg@yrados pela fenda do sitio ativo. O dominio N-
terminal compreende principalmente de trés héli®dipo a e o dominio C-terminal apresenta uma
estrutura em barr{. Em cinza o inibidor de cisteino peptidase E64dificado de Rawlingst al, 2008.

Um grupamento tiol de um residuo de cisteina participa do mecaniemo
catalise destas enzimas, agindo como um grupo nucleofilo na hidddlisigacéo
peptidica. Além disso, uma base aceptora de protons, o anel imidaiglion residuo
de histidina, também participa do processo catalitico (Rawlin@ga&ett, 1995). O
mecanismo de catalise das cisteino-peptidases € caractegpeladtormacéo de um
intermediario covalente, a acil-enzima, resultante do ataque nlicteold grupo tiol
da cisteina presente no sitio ativo sobre a carbonila da ligagiipa que sera

hidrolisada. O grupo imidazol da cadeia lateral da histidina ato# caceptor de
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hidrogénio na catélise e um residuo de asparagina participa orientaraiel
imidazélico da histidina (Beyon & Bond, 1989; Storer & Mérnard, 1994retagt al,
2004). A figura 3representa 0 mecanismo de catalise das cisteino-peptidases, o qu
usualmente segue uma reagao de dois passos. O passo inicial enhghgia ndo
covalente da enzima livre (estrutura A) e o substrato peptidico fparar um
complexo (estrutura B). Posteriormente ocorre a acilagao daa(estnutura C) com a
formacado e liberacdo do primeiro produto, a amina R»=N¥#b préximo passo de
deacilacdo, a enzima reage com uma molécula de agua paradils®gundo produto

(estrutura D), ocorrendo entdo a regeneracao da enzima livret Ra998).

suwaudto -
. ]
: HC— R
- HC—R | n
S | ) Cys —s5 —Cc—NH—CH---~
O=C—MNH—CH---- e l
| 0” Rnst
R +
+ n+1
| u*
enzima Imidazol Imidazol
His His
intermediario tetraédrico
A
ACILAGAO
HN—CH----
i1
H an'l
peptideo
k4 C-terminal
peptidec HE—R,
N-terminal C—OH :
" HE— R,
Cys—S~ |
Cys—s—C
Il
0
H* i k
! “dl 1 DEACILAGAO
% midazo
enzima ] G Imidazol
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Figura 3: Mecanismo catalitico das cisteino-peptid®s(Adaptado de Raet al, 1998).
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1.3. Cistatinas

Os inibidores protéicos naturais de cisteino-peptidases sao disnue
cistatinas. O nome cistatina foi dado originalmente por Bad®8&7) a um inibidor de
cisteino peptidase do tipo papaina isolado da clara do ovo da galihiekdfc egg
white cystatin”). As cistatinas sdo proteinas com a capacidedgenuar ou inibir a
atividade das peptidases, pois podem agir intra ou extracelularfoemando um
complexo com sua enzima alvo com o0 objetivo de manter o equilibrioeertreima
livre e seus complexos e garantir o funcionamento correto dos assteoldgicos de
todos os organismos (Martinez & Dias, 2008). Atuam como inibidores iesisrsle
cisteino-peptidases e seu mecanismo de agdo € baseado na inibgp&titioa por
meio do bloqueio da atividade proteolitica (Abrahamson, 1993). Tem como funcgéo
principal garantir a protecdo das células e tecidos contravidad proteolitica das
peptidases lisossomais que podem ser liberadas ocasionalmenteess@uatural de
morte celular ou causada por doencgas ou invasédo de organismos, como Basettts (
& Kirschke, 1981).

As cistatinas tém sido consideradas evolutivamente relacionadaanido a
“superfamilia cistatina” que sdo capazes de inibir proteinaseslatme CI1A,
pertencentes a subfamilia do tipo papaina. De acordo com o grau dedianmtendo-
se como base as similaridades entre as sequiéncias priraarraassas moleculares; o
namero de pontes dissulfeto e a localizagcdo subcelular entre em@asptos membros
da superfamilia das cistatinas podem ser agrupados em trifiadfaffiurk & Bode,
1991; Barrett, 1987).

As cistatinas pertencentes a familiaoll, familia das estefinas, sdo proteinas
constituidas de uma Unica cadeia polipeptidica, de baixo peso moldécatar

aproximadamente 11 kDa). Estas proteinas ndo formam pontes dissoiéhas,
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conservam um “loop” GIn-Val-Val-Ala-Gly em sua regido cengastdo localizadas,
geralmente, no citosol. Os inibidores da familia 2, ou somente dacigtatina, também
sdo proteinas de baixa massa molecular (com massa de 14 a Rpb&d3aem cadeia
simples, porém formam duas ligacdes dissulfeto e conservam um “tmoyifal
formado de GIn-Xaa-Val-Xaa-Gly. As cistatinas pertencentedarailia 3, ou
cininogénios, mostram uma organizacao estrutural mais complexaApa®mpostos
de trés cadeias polipetidicas, constituidos por proteinas de alto peso molecsignipos
aproximadamente de 60 a 120 KDa), formam pontes dissulfeto e sasilgtias.
Foram inicialmente isoladas a partir do plasma sangiiineo eajaasrepeticbes da
sequéncia GIn-Val-Val-Ala-Gly (Abrahamson, 1993).

Existe ainda uma quarta classe de cistatinas com baixeamadecular que
inclui os inibidores de cisteino peptidases de plantas, denominadastdiioas
(Margis et al, 1998). Os membros desta familia apresentam caracterigtieaséo
comuns as familias 1 e 2, ja que o tamanho e a estrutura prsdérsemelhantes aos
da familia das cistatinas, ao passo que se assemelham asteflaas pela auséncia de
pontes dissulfeto e residuos de cisteina. A massa moleculfiodessatinas esta entre
5 e 87 KDa. Elas possuem uma sequéncia consenso L-A-R[FY]{AX[g)-N
exclusiva de cistatinas de plantas formando uma hélice atiegiteo N-terminal, o que
torna possivel a sua inclusdo em uma familia prépria (Matged 1998). Diversas
fitocistatinas apresentam ainda uma extensdo na regido @déwpie esta envolvida
no processo de inibicdo das cisteino peptidases pertencenteslia fabh¥, das
legumainas (Martinez & Diaz, 2008).

A Orizacistatina-1 (OC-1), uma proteina isolada da sementarrda, foi a
primeira cistatina bem definida de origem vegetal. Atua commdimia de cisteino

peptidase e possui uma acao potencial em enzimas alvos exdgenadecorsetos e
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fungos (Abeet al, 1987). As fitocistatinas tém sido identificadas em uma variedade de
plantas superiores como o arroz (Adieal, 1987), milho (Abeet al, 1992), soja (Hines

et al 1991), cevada (Josht al, 1998), trigo (Kurodat al, 2001), gergelim (Shyat al,
2004), cana-de-acucar (Soares-Costha,al, 2002; Gianottiet al, 2006), morango
(Martinezet al 2005a), erucearitima (Megdichet al, 2008).

Conforme ja mencionado neste capitulo, a cinética de interacdo amntre
cistatinas e suas peptidases-alvo caracteriza-se por ag# neversivel e competitiva.
Entretanto, sua afinidade as enzimas alvo é tdo alta que sdlificiiademonstrar o
carater reversivel da acdo desses inibidores ou a competicioadine os substratos
(Nicklin & Barrett, 1984).

Diversos modelos de interagdo entre as cistatinas e asi@ipggitidases alvos
tém sugerido a existéncia de trés regides da cistatina am®Ilvio processo de
reconhecimento, que possuem residuos ou dominios conservados entre adelagria
Esses dominios correspondem a um residuo de glicina na regidoibhateum motivo
GIn-X-Val-X-GIn altamente conservado na regidao central formandomeiro “loop”,

e uma regido contendo um residuo de triptofano em um segundo “loop” proximo a
extremidade C-terminal (Barrett, 1987; Martinez & Dias, 2008). @camismo
inibitorio das cistatinas tem sido explicado pela presenca de3$egontos de contato
com a peptidase alvo (Figura 4). Esses trés segmentos junt@srfanma estrutura em
forma de cunha com boa complementaridade para a fenda do sibiadatcisteino
peptidases do tipo papaina, com uma conformag¢do que ndo permit@agernlida
cadeia polipeptidica da cistatina. Os dois “loops” correspondenéggdd icentral e C-
terminal da cistatina exibem tamanhos e formas que se emcanea regiao
correspondente aos subsitias S’ da fenda do sitio ativo presente na enzima. Ja, o

segmento correspondente a porcdo N-terminal que contém o residulicide g
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conservado entre as ciatatinas, se encaixa no subsitip Sitio ativo da enzima,
entretanto com uma conformacéo inapropriada para a hidrolise enailfigtdeet al,

1988; Turk & Bode, 1991; Bode & Huber, 1992; Abrahamson, 1993).

Figura 4: Visdo esquematica da interagcdo entre agtatina C humana e uma cisteino peptidase do
tipo papaina. O sitio ativo da enzima é mostrado na parte supéa figura. A cadeia polipeptidica da
cistatina C é ilustrada abaixo com os residuosnd@aécidos indicados por letras. Trés segmentos da
cistatina estdo envolvidos na ligacdo da enzimare®S®luos da regido N-terminal (amarelo) interagem
com o substrato. Dois “loops” séo formados, um enmelho na regido central e um segmento localizado
préximo a regido C-terminal (azul) juntos formaréraa de contato com a peptidase. A conformacéo da
molécula da cistatina ndo permite que ela sejadéivpor uma peptidase na interacdo (Abrahamsom,
1993).

Os inibidores de serino e cisteino peptidases sdo amplamenitsuities nos
tecidos de reserva das plantas. As fitocistatinas possuem dugi@o:fub) estdo
relacionadas com a regulacdo da atividade de cisteino peptataiiEgenas durante o
processo de desenvolvimento e maturacédo da sementee(AtaR002; Corre-Menguy
et al, 2002; Martinezt al, 2005b), e na morte celular programada (Soloetai 1999;
Belenghiet al, 2003); 2) na prote¢&o contra o ataque de patégenos por sua habilidade de
inibir proteinas exégenas, como aquelas presentes no trato digesinsetds e dessa
forma, os inibidores de peptidases podem ser considerados agentestandilitos,
pois levam a uma deficiéncia protéica nos patdgenos, a qual é ocasfmiada
diminuicdo da disponibilidade de aminoacidos prejudicando a sintese dengwotei

necessarias ao crescimento, desenvolvimento e reproducéo do meaned &\ 2002;
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Corre-Menguyet al, 2002; Martinez e Dias, 2008). Além disso, o ganho de resisténcia &
observado também em plantas transgénicas que super expressam oslagenes
fitocistatinas (Vainet al 1998; Gutierrez-Campost al 1999; Walkeret al 1999;
Bouchard et al, 2003), além de determinadas atividades antifungicas ja descritas
(Siqueira-Junioet al, 2002; Soares-Costd al, 2002; Martinezt al, 2003).

As cistatinas de cana-de-acucar foram descritas primaitanpor Margis e
colaboradores (2001) que identificaram no banco de dados do projeto gRUQEBEST
- FAPESP vinte e cinco provaveis fitocistatinas classificetdagt grupos por analises
filogenéticas. O grupo | é formado por cistatinas com organizati@uesl tipica, além
das trés regifes conservadas na superfamilia das cistafjimasenta uma sequéncia
consenso na regido N-terminal caracteristica de fitociagatNo grupo Il se encontram
cistatinas com as mesmas caracteristicas do grupo |, ammdreestas cistatinas
apresentam a regido C-terminal estendida. O grupo Ill compresndistatinas que
apresentam as regides conservadas dentro da superfamilia, poréposséiem a
sequéncia consenso caracteristica das fitocistatinas. Os osechbrgrupo IV néo
apresentam nem o consenso N-terminal e nem o motivo QXVXG, consenteglo®
membros da superfamilia (Reis & Margis, 2001).

Em nosso laboratoério foram caracterizadas quatro cistatineandade-acucar:
canacistatinas 1, 2, 3 e 4, ou CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCRif2E€RI-4 (Soares-
Costaet al, 2002; Gianottiet al, 2006, Gianottiet al, 2008). Todas essas cistatinas
demonstraram uma eficiente inibicdo contra catepsinas humanasras cisteino
peptidases (Olivat al, 2004; Gianottet al, 2006), sendo que a CaneCPI-4 foi capaz de
inibir fortemente catepsina B (Ki= 0,83 nM). Foi também avaliadefeito dessa
cistatina em relagdo a habilidade invasiva em uma linhagenarcde cancer mamario

humano (MDA-MB-231) em ensaios em Matrigel em que foi verificadeducéo de
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cerca de 60% no processo de invasao celular copuN,8a cistatina recombinante
(Gianottiet al, 2008).

Dados da literatura tém demonstrado extensivamente a relevéocia
envolvimento das catepsinas, em especial da catepsina B, em gsodessvasao e
metastase tumoral, portanto a caracterizacdo de cistatinagiloge eficientemente
estas catepsinas apresenta uma importante abordagem na procurabiplores

especificos contra estas catepsinas.

1.4. Evolucdo molecular direta de proteinas

Nos ultimos anos aumentou o interesse por proteinas com propriedades
melhoradas para aplicacbes na medicina, industria ou meio amBiEdeessos nesta
area tém ocorrido, principalmente, devido aos avancos no desenvolvieemitodos
experimentais para criacdo de diversidade genética e ppes@sisas nas populacdes
de genes encontrando func¢des nas proteinas correspondentes que podsaadssre
melhoradas (Arnolét al, 1999).

Uma das estratégias para se aperfeicoar determinagasedades de proteinas
com funcdes importantes é realizada por meio de evolucdo molecutta die
proteinas. Um&antagem deste método € que poucas informacdes sdo necessarias par
melhorar uma caracteristica desejada (Stemmer, 1994).

A obtencao de proteinas por evolucdo molecular direta pode ser reglmada
meio da técnica de “DNA shuffling” (ou embaralhamento de DNA). “Détwffling” é
um metodo de recombinacdo homologa “in Vitrde um conjunto de genes
relacionados, por meio de fragmentacdo ao acaso e reagrupamentmdaib reacao

em cadeia da polimerase (do inglés: PCR — “polymerase abachion”) (Stemmer,

1994). E uma técnica bastante pratica que acelera o processoeeum gene pode
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evoluir pelos efeitos de mutacdes benéficas em seus fenétiposedsibogia vem se
estendendo em diversas aplicacdes como na fabricacdo de uma grantidade de
proteinas que tém sido geneticamente modificadas e na produca&cin@s\(para a
utilizacdo de proteinas em terapias génicas) e para producao @rilaside interesse
farmacéutico (Patteet al, 1997).

A técnica de “DNA shuffling” se aplica em um processo as@cao qual a
PCR é utilizada para criar uma biblioteca de genes mutadosmegmmide métodos de
selecdo genética identifica-se o mutante que mais se apral@sapropriedades

desejadas (Figura 5).

Genes Fragmentaciio _ ; _ Fragmentos Bihli:;ee;u de
homélogos randémicn Desnaturacioe Anelamento Extensio P SHON re‘:;:n A
y? ™ =
it -
G EREER .. Mg = o CEEEE
e IR - 2l g > e » SN
e EEEE T m R m  EEEER EEEE
NS =R
l_ Ciclos de PCR sem “primers” _l Recombinagdo m

Figura 5: “DNA shuffling”. Representacdo esquematica das etapas de “DNAisgUt partir de uma
familia de genes homélogos e utilizando a digest@omatica para gerar fragmentacéo randdémica. Os
fragmentos se pareiam durante a reacdo de PCRefpaimente sem adicdo de oligonucleotideos
iniciadores). A mistura de fragmentos pareadodéstida a outra reagdo de PCR agora com a adi¢éo de
oligonucleotideos iniciadores especificos para teraffio de uma populagdo de genes mutantes no
tamanho do fragmento do (s) gene (s) parentaldiiglinando a biblioteca de recombinantes (adaptido
Moore e Maranas, 2002).

A evolucdo molecular direta de proteinas tem sido adotada pelariadgist
constatada a eficiéncia no melhoramento de enzimas, bem como o rmewbtdvide
novas vias metabdlicas (Chen al, 2001). Atualmente, estas alteracdes vém sendo
aplicadas em uma variedade de enzimas com o intuito de aumentaotsacial de
acao, desenvolvendo proteinas com propriedades funcionais melhordaesi(l€t al,

1999; Brideau-Andersest al, 2007; Xionget al, 2007).
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Nos estudos de Soares-Costa (2004) uma biblioteca de “DNA shuffting”
construida utilizando duas fitocistatinas, uma isolada da canaidaraga CaneCPI-1
(Soares-Costat al, 2002) e outra que foi isolada do arroz OC-| (&bal, 1987), para
obtenc&o de uma nova cistatina com atividade inibitéria melhorada @noatepsinas
humanas B, K e L. Um clone denominado A10PL3 formado a partir destas dua
proteinas por meio da técnica de “DNA shuffing” foi expresso, padf e submetido
a testes de inibicdo de atividade enzimética, os quais demonstraeassta proteina
gerada possui uma melhor atividade inibitoria (em relagdo aopEssores) contra
a Catepsina B.

Frente a esses resultados, fica evidente a necessidade de adicidosis que
déem continuidade a este trabalho. O desenvolvimento de mutantes, nossquais
alteragcbes sejam revertidas, isoladamente, no clone A10PL3, jestod®ds estruturais
dessas cistatinas podem contribuir para o entendimento do mecanisngédoddea
inibicdo dessas cistatinas, em especial para o mecanisnmiba@ao de catepsina B.
Dessa forma, estes dados permitirdo a disponibilizacdo de novashoanpara a
obtencdo de potenciais inibidores da catepsina B, uma cisteino peptigaisenente

envolvida no processo tumoral.

1.5. Modelagem molecular de proteinas

Ap6s grandes avancos na area da gendmica, um dos maiores desafios é
elucidacdo da estrutura e funcdo das proteinas codificadas pelosigsoasertos. A
compreensao dos fenbmenos biolégicos na linguagem molecular tem tido um papel
cada vez mais relevante. Dessa maneira, grandes esfor¢os tém siddgealo sentido

de elucidar o maior numero possivel de estruturas tridimensionaisirites e

20



quaternarias das proteinas (Heineimann, 2000; Novell & Machalek, 2660illiger,
2000).

Embora haja avancgos e inovacgfes técnicas na area de crisi@ldograios-X e
a ressonancia magnética nuclear (RMN), a obtencdo de amestraguantidades
suficientes para 0s ensaios €, em muitos casos, dificil éstascobtidos nem sempre
tém a qualidade necesséaria para o trabalho experimental (Magdtangarayan,
2001). Por outro lado, a elucidacdo da sequéncia de aminoacidos € wefaa tar
relativamente mais simples e atualmente, um grande numerdrdeires primarias
encontra-se disponivel em bancos de dados publicos. Em conseqiiéncia, foram
desenvolvidas novas tentativas de elucidacdo de estruturas tridimendemeioteinas
por métodos puramente tedricos, sendo 0 objetivo maior a modelagem deaprptei
métodos “ab initio”, que consistem em produzir a estrutura tridimensional denpsotei
partir de sua estrutura primaria (Orég al, 1998; Simonst al, 1997; Simonset al,

1999). A determinacdo da estrutura tridimensional por este métoddaan desafio
devido a auséncia de algoritmos capazes de simular de maneisa peprocessos de
enovelamento e empacotamento. Apesar destas dificuldades, progrezsmigd® das
estruturas tridimensionais de peptideos e pequenas proteinas paldesndg “ab
initio” tém sido relatados (Bradlest al, 2005; Wuet al, 2007; Walstet al, 2009).

Outra maneira, mais bem sucedida de predicdo de estruturagmsidmais de
proteinas € a modelagem por homologia, também conhecida como modelagem
comparativa (Johnsoet al, 1994; Santos Filhet al, 2001; d’ Afonsoet al, 2001). A
modelagem de uma proteina pelo método de homologia € fundamentada no conceito de
evolucdo molecular, ou seja, parte-se do principio de que a semelmrgaas
estruturas primarias desta proteina e de proteinas homadlogarsutieasridimensional

conhecidas implica em similaridades estruturais entre @€as pequenas mudancgas na
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sequéncia, em geral, resultam em, apenas, sutis modificagdes na esidunaadional
(Nayeemet al,2006).

A qualidade de modelos estruturais de proteinas gerados por modelagem
comparativa e a sua aplicacdo no processo de desenvolvimento defaravasos
dependem, predominantemente, do grau de similaridade seqlencial eatedna mom
estrutura resolvida (proteina-molde) e a proteina a qual se desdgar (proteina-
alvo). De maneira resumida, o processo de obtencdo de um modelo protéico por meio da
modelagem molecular por homologia estrutural envolve quatro etapas princigaia (F
6): i) busca de proteinas homologas; ii) alinhamento das sequéiiciesnstrucao e
aperfeicoamento dos modelos; iiii) validacdo dos modelos (Hikiseh 2004).

Diversos exemplos da utilizagcdo desta abordagem para a construgadeles
moleculares virtuais de alvos terapéuticos sao encontrados nagefdayeemet al,

2006; Hillischet al, 2004). Ring e colaboradores (1993) identificaram inibidores de
serino e cisteino peptidases com base no uso de modelos molecuildeest: Di
(2003) descreveram o planejamento de inibidores de tirosina e sednegf# quinases.
Os autores realizaram uma triagem virtual de compostospoopniedades similares a
farmacos, utilizando modelos construidos por homologia estrutural rad@i80 a 70

% de identidade sequiencial com estruturas depositadas no banco ddedaabdsinas-

“Protein data Bank” (PDB).
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Sequéncia da proteina alvo
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Figura 6: Modelagem molecular de proteinas por homologiaEtapas envolvidas no processo de

obtengcdo de modelos protéicos de proteinas-ahavéxtr da utilizagdo da estratégia de modelagem

molecular por homologia estrutural. Fonte: moddizale Da Silva & Silva, 2007.
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Os modelos de proteinas gerados por homologia podem ser aplicados para a
identificacdo do sitio ativo de um potencial alvo terapéutico, em egtigdos de
mutacOes de ponto s&o aliados a ensaios “in vivo” e / ou “in vitest) bomo nas
simulagBes computacionais envolvendo o modelo da proteina-alvo. Essagiastraté
permite a identificagdo de residuos de aminoacidos que séo funciotealme
estruturalmente importantes na proteina-alvo. Tais modelos também pedéteis na
validagdo de uma proteina-alvo. Uma das formas mais utilizadaslidacédo de
proteinas-alvo consiste na administracdo de compostos farmaaategie ativos que
tém acéo seletiva para a proteina em questdo e estudo dosesfeitusdelo animal. E
possivel desenvolver pequenas moléculas baseadas em modelos por homeiga e
usar estes compostos como ferramentas no estudo do papel fisialdgrespectiva
proteina-alvo (Bredel & Jacoby, 2004; Hilliset al 2004).

Modelos com alto grau de confiabilidade podem ser promissores nadmisca
compostos biologicamente ativos, bem como na otimizacdo de prototiprsdser
como base estrutural para a verificagdo de hipoteses em quietieinal, como por
exemplo, no planejamento de farmacos seletivos a um determinado alvo terapéutico.

Dentro deste contexto, a elucidacao da estrutura tridimensionabdories de
peptidases da cana-de-acucar podera contribuir para a elucidacam dengdo,
fornecer novos dados que auxiliem na elucidagcdo do mecanismo de inihg@stedo
de novas proteinas que possam vir a ser utilizadas para o controlgichictontra
agentes fitopatogénicos, ndo sO para a cana-de-acglUcar, mas parecutiras de
relevancia comercial. Além disso, estes estudos podem contripaia o
desenvolvimento de farmacos e de novos alvos moleculares, uma vez que as

proteinases, em mamiferos, possuem uma fungdo importante no processo de
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catabolismo intracelular de peptideos e proteinas e estdo envolvidadiversas

patologias humanas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente estudo tem como objetivo principal reverter as mutachésguais
do clone hibrido A10PL3 (resultante da construcdo de uma biblioteca de “DNA
shuffling”) por meio de mutacdes sitio-dirigidas, testar a atiddestes mutantes
contra as catepsinas humanas B e L, e elucidar a esttutlinaensional destas
proteinas por modelagem por homologia. Tais estudos poderdo contritzuio pa

melhor entendimento da funcdo e do mecanismo de acao destas cistatinas.

2.2. Objetivos especificos
» Construcao de trés mutantes revertentes por meio de mutacao sitio-dirigida.
» Expressao erk.coli e purificacdo das cistatinas mutantes.

* Realizacdo dos ensaios de inibicdo de atividade enzimatica easicas

humanas B e L.

» Estudos estruturais através de modelagem molecular por homologia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Andlise da fase aberta de leitura do clone A10PL3

Inicialmente, foi realizado o re-sequenciamento do clone A10PL3 obfiddia
da constru¢do de uma biblioteca de “DNA shuffling” resultante clambinacao entre
uma cistatina da cana-de-aclucar, CaneCPI-1, e uma cistatinarado aa OC-1,
desenvolvida na tese de doutorado da aluna Andrea Soares da Costa noitaberator
Biologia Molecular da UFSCar sob orientacdo do Prof. Dr. Flavio igigarSilva,
concluida em 2004 (Soares-Costal, 2004).

O re-sequenciamento foi feito pelo método didedxi (Sanger, 1949).
sequencias do clones CaneCPI-1, OC-1 e A10PL3 foram alinhadasndtliza
interface  MULTALIN (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multaitml) para a
confirmacédo das sequéncias dos mesmos e delineamento experinrardat@astrugéo

dos novos mutantes.

3.2. Expresséo e purificacdo das proteinas CaneCPI-1, OC-1 e A10PL3
3.2.1. Expressasecombinante emE.coli

Para a realizagdo da expressdo das cistatinas foi utilizasistema pET
(Novagen) desenvolvido para a expressdo de proteinas recombinaritescelin Os
clones recombinantes foram transformados em cepé&s deli Rosetta (DE3), a qual
possui 0 fragmento DE3 que codifica a RNA polimerase do baetgadéT7 que
permite a transcricdo do gene subclonado no vetor pET28a sob o controdenddopr
T7. Essa cepa também possui uma mutacdo no gene da enzima dgafaotosase
(lacY) sendo possivel a entrada de IPTG (Isopfdi-tiogalactopiranosideo) de

maneira uniforme na célula permitindo o ajuste no nivel de exprpssi&ica. Além
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disso, essa cepa contém genes para tRNAs codificados em plasmekistentes ao
cloranfenicol, especificos para os cédons AGG, AGA, AUA, CCC & Gfee sao
raramente utilizados pela. coli, permitindo a expressdo neste hospedeiro de genes
heterélogos que possuam esses codons.

A expressdo foi realizada conforme descrito por Soares-Costa (2004).
Inicialmente, os plasmideos: pET28a_CaneCPI-1, pET28a_OCI e pET28a_A10PL3,
foram utilizados para transformar as células competentés d#i Rosetta (DE3). Uma
colénia correspondente a cada plasmideo foi adicionada em um in6culo cdrisrido
de meio de cultura LB liquido adicionado deug@hnL dos antibiéticos canamicina e
cloranfenicol, mantido sob agitacdo constante de 200 rpm & 30or um periodo
méximo de 18 horas. Em seguida, foi realizada a diluicdo de 1:1000 emlL5@@
meio LB liquido contendo 2B)/mL dos mesmos antibidticos a 37°C sob agitacdo
constante de 200 rpm até atingir uma densidade Optica (D.O) de €&ghpamento de
onda de 600nm (correspondente a fase logaritmica do crescimentaabaftéNesta
densidade optica foi coletado 1ml de cada amostra para sererdaslicomo controle
nao induzido e em seguida, a expressado induzida pela adicdo de IPT@nzara
concentracado final de 0.4mM. Apds 4 horas de inducéo foram coletagizstadi de 1
mL para posterior analise da expressao das proteinas em ARES-FB% (Laemmli,
1970). Apés o periodo de inducao, as células foram coletadas, centrifag@dG0
rpm, a 4°C por 10 mim em centrifuga Sorval RC5C plus e submetidas aodeste
solubilidade. Para isso, o0s precipitados bacterianos contendo as dél#das
solubilizados em tampéao de lise pH 8,0 (NaCl 300 mM, JR&x 50 mM, Tris 10 mM)

e submetidos a lise celular por meio de sonicacdo por 5 vez&® skegundos com
intervalos de 30 segundos a poténcia de 20%, utilizando o sonicador Sonic

Desmenbrator 500 (Fisher Scientifc). Apds esse processo, uma noviugagdo foi
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realizada a 13.000 rpm, a°4C por 15 minutos para a separagdo das fragcoes soluvel e
insoltvel, das quais foram coletados amostras de 1 mL (sobrenadanéegoagados),
para posterior analise em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970). Os sdhrgea foram
utilizados para purificacdo das proteinas na sua forma nativalemacde resina de

niquel (Ni-NTA superflow — QIAGEN).

3.2.2. Purificacao das proteinas

O meétodo cromatografico utilizado no presente estudo foi 0 de cromizode
afinidade em que foram utilizadas colunas de 5 mL de resina del INghEA
Superflow (Qiagen), conforme descrito por Soares-Costa e colabesa(®902). A
coluna foi composta por um ligante fixado covalentemente a uma medpaz de
interagir especificamente com a proteina de interesse. Natografia de afinidade, ao
passar a mistura protéica pelo complexo matriz-ligante ocona interacdo entre a
proteina alvo e o ligante imobilizado. As demais proteinas sdadairpor varias
lavagens da coluna. Como as proteinas foram expressas em fusad‘cauda” de seis
histidinas derivadas do vetor pET28a (fusionadas em seu N-terminafajusia vez,
tem a capacidade de ligacao niquel, estas puderam ser purificadas em etapa uni

Na cromatografia de afinidade as proteinas sdo separadas p®r sua
especificidades de ligacdo. A cauda de histidinas permitagibgao Ni-NTA (Niquel-
Acido Nitrilacético), e esta cauda, em grande parte dos casos)tedere na estrutura
ou funcdo das proteinas expressas. A cromatografia de afinidadetabimobilizado
usa o ligante quelado ao acido nitrilacético (NTA), que é catcegam ions Ni2+.
Neste tipo de purificacdo utiliza-se o composto imidazol par&aeah eluicdo da
proteina, ja que o anel imidazolico que é parte integrante da estruturadilaahsst liga

aos ions niquel imobilizados pelos grupos NTA na matriz.
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Dessa maneira, as fragdes sollveis contendo as cistataueshinantes foram
passadas pelas respectivas colunas (preparadas em seringdddelsde 10 ml,
deixando 5 ml de resina de nivel empacotada), previamente equiliboad&svolumes
(15mL) do mesmo tampéo usado no passo de lise por meio de sonicagddC(T
10mM, NaCl 100mM e NajPQ,, pH:8.0). Em seguida foi passado o sobrenadante com
cerca de 50 ml e novamente passado 3 volumes (15ml) do tampéao deelisedd das
proteinas recombinantes foi realizada passando-se pela resina 2s/olerrampéao de
lise contendo concentragdes crescentes de imidazol (10, 25, 50, 75, 100 e 25D mM
imidazol apresenta forte afinidade pelo niquel e compete com @inhistpela ligacao
ao metal, liberando a proteina de fusdo. As fragdes coletadasdnedisadas em SDS-
PAGE 15% (Laemmli, 1970).

As proteinas expressas e purificadas foram submetidas sedidllizando
membranas (Pierce) de MWCO:3.500 (Spectrum Laboratories) consditdos de
tampéo contendo Tris-HCI 10 mM, NgPD, 50 mM, NaCl 10 mM, pH 8.0. Foram
feitas quatro trocas de tampé&o a cada duas horas e o sistemantido a 4°C. Em
seguida, foram determinadas as concentragfes das proteinas seq@dida B1967)
usando o reagente “Bio Rad Protein Assay” (Bio-Rad) e albumiiea d#vina como
padrdo e estas foram visualizadas em SDS/PAGE 15% (Laeb®Mli). Se necessario,
as proteinas foram concentradas em colunas de centriprep YM-3comi
Bioseparations- Millipore). Oito mL das solu¢des contendo asipastguras foram

adicionadas aos filtros, os quais foram centrifugados a 4000 tgtn, 4

3.3. Construcao das cistatinas mutantes pelo método de mutacao sitio-dirigida
Na busca de um melhor entendimento relacionado ao aumento da adpéeific

e atividade inibitoria da proteina hibrida A10PL3 contra a catepsimantna, foram
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construidas trés cistatinas mutantes pelo método de mutacaorgitadagdno qual cada
uma das duas alteracGes foi revertida conforme os precursogegisr (OC-1 e
CaneCPI-1) isoladamente, resultando nos clones denominados como Mutanites |
simultaneamente, ou seja, com a reversao das duas altetag@ss ¢ que deu origem
ao Mutante IlI.

Para a obtencdo dos mutantes foi utilizado o Kit “Gene THilBite-Directed
Mutagenesis System” (Invitrogen), que tem como principio uma megidalapida e
altamente eficiente baseado nas propriedades da DNA metilésdBE endonuclease.
O processo € divido em trés etapas principais: a) reaca@tidagéo; b) amplificacdo
em reacdo de mutagénese; c) transformagédo dos mutantes {FFiguiraétodo consiste
em uma reacao de metilagdo e em outra de mutagénese (poreRCiR)e 0 plasmideo
metilado serve como molde para a reacdo de amplificacdo adeadiigonucleotideos
iniciadores ou “primers” que se sobrepdem, sendo que um deles deagrarsaior da
alteracdo desejada. O produto resultante dessa amplificag@wstormado na cefa
coli DH5a™ — T1®, a qual circulariza o DNA linear mutado, e através da atividade
endonucleas@&icrBC digere o DNA metilado que serviu como molde na reacédo de
amplificacédo que originou 0 DNA mutado.

Para a reversdo dos aminoécidos foi realizado alinhamentaasrdegtiéncia da
CaneCPI-1, OC-1 e A10PL3. Foram escolhidos dois aminoacidos pana aéerados,
isoladamente: a treonina 17 (trinca CAA modificada pela trinc@ Qe codifica uma
Isoleucina), a Glutamina 84 (trinca CAG modificada pela trid€& que codificaima
Leucina) e uma terceira mutacdo que envolvia as duas altesigiidsaneamente (a

treonina para isoleucina e a glutamina para leucina).
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l metilagao Metilagdo do DNA plasmidial com DNA metilase
por 1 ha 37°C.

plasmideo
metilado

Amplificag@o do plasmideo com dois primers que
se sobrepdem (um dos quais cont ém a mutacgao
desejada), gerando um produto de dupla fita,
linear e mutado.

l transformagio Acepade E. coli DH5aTM-T1R transformada
com o produto da mutagénese, circulariza o DNA

linear mutado e digere o DNA metilado, deixanda

somente o plasmideo nao metilado mutado.

plasmideo

mutado

Figura 7: Representacdo esquematica do funcionamento do &i#né Tailo Site-Directed

Mutagenesis System” (Invitrogen). Fonte: Invitrogen

Para cada mutacdo foram construidos oligonucleotideo iniciadoreadsegsi
instrucdes do fabricante (Gene Tailbr Site-Directed Mutagenesis System”
Invitrogen). O oligonucleotideo iniciador “sense” (“primer fowardiht&ém o sitio para
a mutacdo localizada “downstream” e adjacente a regido depssipdo entre os dois
oligonucleotideos. O oligonucleotideo iniciador “anti-sense” (“primer revedsye ser

complementar ao oligonucleotideo anterior na regido 5’ em pelo rérmzses (regido
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de sobreposicdo). Devem ser colocadas bases adicionais em cada leliginiaac
chamada de regido de extensdo para que haja um pareamento ceficgeate durante
a reacdo de PCR. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadiementes a cada

mutante estdo representadas abaixo:

a) Mutante |I: (Thr - lle)

Sitio de
. .. mutacdo . .
Regido de sobreposicé Regido de extensa

A {—A—\ A
r A\ r Y

GACCTCGAGGCCATCGAGCTCGCGCGC

“Primer”_A10_Mut_lle_ F (5-3":

"Primer”_A10_Mut_lle R (3-5): STTGTCCTTG CTGGAGCTCCG

& AN J
' Y

Regido de extensd  Regido de sobreposica

b) Mutantell : (GIn - Leu)

Sitio de
Regido de sobreposicd Mutacdo 3egido de extens:

r A \(_A_\f A N

“Primer”_A10_Mut_Leu_F (5'-3): AACTTCAAGCAG CTGCAGAGCTTCAG
“Primer”_A10_Mut_Leu_R(3-5): CCACACCCTCTTGAAGTTCGTC
\ AN J
Y g

Regido de extensé Regido de sobreposica

c) Mutante |l : (Thr - lle) e (GIn = Leu)

Os dois pares de oligonucleotideos iniciadores anteriores fordizadds. Os
iniciadores referentes a mutacéo | foram utilizados quando o mofdespgondeu ao
clone Mutante Il e os iniciadores referentes a mutacao I, quanude correspondeu

ao clone mutante |I.
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Em primeiro, 100ng do plasmideo pET28a_A10PL3 foram metilados em uma
reagdo contendo tampédo de metilagdo, SAM 10x e 4 U da enzimandétifase,
deixados a 3T por um periodo de uma hora. Apos isso, foram realizadas as rdacdes
mutacdes utilizando-se como molde o plasmideo metilado na reagdimrarftoram
utilizados 13,0 ng de molde metilado, 2.5 U de “Platinum Tagq DNA Poagediigh
Fidelity” (Invitrogen), tampéao de reacdo 1X (Tris-HCL 100 mM pp3, &CL 500
mM), 0,2 mM de DNTPs e 3 mM de MgaQ.0 picomoles de cada oligonucleotideo
iniciador. As reacdes foram realizadas em um termociclad@- PID0O TM JM
“Research Thermocycler” com a seguinte programacadCodor 2 minutos, seguido
por 25 ciclos de 94C por 30 segundos, 5% por 30 segundos, 6&- 6 minutos
(segundo recomendacdes do fabricante utiliza-se um minuto de exters@agmikb
de DNA: 5369 pb do vetor Pet28a + 282 pb do gene da A10PL3 = 5661pb), e por
altimo 68°C por 10 minutos.

Em seguida, Jul da reacdo descrita acima foram utilizados para transformar
células deE. coli DH5a ™-T1R disponiveis no kit, as quais possuem a habilidade de
circularizar o DNA mutado e também apresentam a endonudiéa&C que tem a
capacidade de digerir o DNA metilado, que foi utilizado como molde. Aysés
processo o0s clones foram sequenciados pelo método didedxi (Sanger, €1977)
analisados para escolha dos mutantes.

Para a obtencdo do mutante Ill 0 mesmo processo descrito facirealizado,
entretanto foi utilizado como molde o plasmideo ja contendo o Mutante |
(PET28a_Mut_I) e os oligonucleotideos iniciadores correspondentesagaout. O
inverso também foi realizado, utilizando como molde o plasmideo conteandtagdo

Il (pET28a_Mut_II) e os oligonucleotideos iniciadores correspondentes a mutacdo
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Os clones recombinantes que continham as mutacdes desejadastilcrados
para transformar células d& coli Rosetta (DE3) Caglcompetentes para posterior

expressao e purificacao.

3.3.1. Expresséo e purificacdo das proteinas mutantes I, 1l e Il
A expresséo e purificagdo das proteinas Mutantes |, Il erdinf realizadas,
conforme ja descrito nos item 3.2.1 e 3.2.2 (paginas 27 e 29) e os resfdtados

analisados em SDS-PAGE 15% (Laemmli, 1970).

3.4. Ensaios de inibicdo de atividade enzimatica das catepsinas humanas B e L

A atividade inibitoria das cistatinas: CaneCPI-1, OC-1, A10PL3JitaMes |, Il e
lll foi testada contra as catepsinas B e L humanas (Calbigci@mtestes foram
realizados em colaboracdo com a Dra. Adriana Karaoglanovic Carrdona
Departamento de Biofisica da UNIFESP. Todos 0s ensaios foraradeas em cubeta
de quartzo mantida em compartimento termostético a 37°C, sob agitegidampéo
acetato de sédio 100 mM, pH 5,5, utilizando o espectrofluorimetro HITACHI-2000 com
comprimentos de onda de 380 nm de excitagéo e de 460 nm de emisséo.

As catepsinas B e L foram ativadas com 2,5 mM de Qiithiothreitol) (DTT,

ICN Biomedicals Inc., USApor um periodo de cinco minutos. Nesse passo, o DTT é
utilizado como agente redutor do residuo e cisteina presente ndig@tidas cisteino
peptidases. O substrato utilizado nesses ensaios foi o0 Z-Phe-Akg-MC
(carbobenzoxicarbonil-phe-arg-7-amino-4-mtilcoumarina) (SIGMA)  em aum
concentracdo final de 0,001 mM. Apdés incubacdo durante dois minutos foram

adicionadas diferentes concentragdes dos inibidores.
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A hidrélise dos substratos para cisteino-peptidases (Z-Phe-ArgrMGIA
monitorada pelo aumento da fluorescéncia devido a quebra dos mesmosomesta
aumento da fluorescéncia é proporcional a velocidade da reagdo. Oss viadsr
velocidades de hidrolise obtidos na auséncia de inibidor (VO) e nangaeske
diferentes concentragfes de inibibor (Vi) séo utilizados para gergréafico, em que a
inclinacdo da reta (ou “slope”) determina o valor da constante deaaibparenteK(
app). Os valores obtidos d& app dos complexos enzima-inibidor foram calculados
segundo Morrison (Knight, 1986) utilizando o programa GraFit na vebs@o

(Leatherbarrow, 1992).

3.5. Modelagem molecular

Os estudos de modelagem molecular foram gentilmente realizado®ipelo
Napoledo Valadares sob a supervisdo do professor Richard Charais, @arinstituto
de Fisica da USP- Sdo Carlos, e foram de grande relevaneiaapaalizacdo do
trabalho aqui apresentado.

As sequéncias de aminoécidos referentes a orizacistatina-1)(©&-estefina B
humana foram obtidas a partir do banco de dados “Swiss-Prot”
(http://www.ebi.ac.uk/swissprot/index.html), com os cdodigos de identdw®09229 e
P04080, respectivamente. As estruturas tridimensionais das protearasotatidas no
banco de dados de proteinas PDB (http://www.pdb.org ), cujos cédigos de s&es
1EQK e 1STF, respectivamente.

As sequUéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X
(http://www.clustal.org/download/current/). Foi realizada a sobrepogi@s estruturas
tridimensionais das proteinas selecionadas e o alinhamento edtrasasequéncias foi

feito de maneira manual e ajustado de acordo com a observacaalvipagpel de cada
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residuo de aminoacido dentro do contexto da estrutura secundariarégatdsem como
na comparacao dos angulp® y. As sequéncias das cistatinas foram entao alinhadas a
esse modelo.

Modelos de modelagem por homologia correspondentes a cada um desses
alinhamentos foram obtidos por meio do programa Modeller 9v5 (Sali & Blunde
1993), o qual objetiva satisfazer as restricbes espaciais desidadalinhamento e das
estruturas molde. Diversos modelos diferentes foram gerados, kdadgia@e cada um
deles foi avaliada utilizando a fungcdo de pseudo-energia do p@dvindeller e a
pontuacdo de Dope (Shen, 2006). Os modelos também foram avaliados\@lea ma
independente por meio dos programas PROCHECK (Laskowski, 1996), VERIFY 3D
(Luthy, 1992) e WHATIF (Vriend, 1993), e um modelo representativo fecemado

para todo o processo de andlise estrutural.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise da fase aberta de leitura do clone A10PL3
O clone A10PL3 e as cistatinas CaneCPI-1 e OC-1 foram re-ségiencom
sucesso e o alinhamento entre as sequéncias traduzidas f@dealara analise das

alteracbes e estudos referentes a reversdo das mesma®ipodemmutacdo sitio-

dirigida.
0C-I HS5DGGPYLGGYEPYGHEHDLHLYDLARFAYTEHHKKANSLLEFEKL YSYKOOYYAGTLYYFTI
ALOPL3 HS5DGEPY === GNEHDLEATELARFAYAEHNSKTHAHLEFERL YKYRHOYYAGTHHHF TY

canacis HAEAHNGRRYGHYGDYRDAPAGHENDLEATFLARFAYAEHHSKTHAKLEFERLYKYRHOYYAGTHHHFTY

f

0C-I EYKE-GDAKKLYEAKYHEKPHHOFKELOEFKPYDASANA
ALOPL3  OYKEAGGGKKLYEAKYHEKYHERFKOQOSFAPYGOR
canacis ll‘."KEHEEEKKL‘I'EHK‘.’HEK‘.’HEHFKU&ESFHF‘.’EDH

Figura 8: Alinhamento entre as sequiéncias de amino#los das proteinas CaneCPI-1 (canacis), OC-
1, e A1OPL3.Em vermelho estdo representados os residuos de&idos em comum entre as trés
proteinas. As setas indicam os pontos de alteregdeqiiéncia do clone mutante A10PL3.

Conforme ja descrito por Soares Costa (2004), na analise da seqiiét@ica
do clone A10PL3 alinhado a seus precursores (CaneCPI-1 e OC-1) foi possimerobse
que: i) este clone € muito similar ao parental CaneCPI-1gug os dominios
considerados entre as duas cistatinas se mantiveramle ilugaealteracdes pontuais
ocorreram. Além disso, houve a delecdo de uma sequéncia de aminoaaieggio N-
terminal subsequente a regido MSSDGGPV da OC-1.

No presente estudo, foram revertidas as mutagdes ocorridas noAdloRe3

devido ao processo de “DNA shuffling”. Para isso foi utilizada aodwdbgia de

......
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mutantes contra as catepsinas humanas B e L e compara-lasatowidlade do clone
hibrido original (A10PL3) e seus precursores, CaneCPI-1 e OC-1.

A analise da sequéncia da proteina A10PL3 mostrou que o dominio QVVAG,
altamente conservado entre as cistatinas e que participa dacdmndo primeiro
“loop”, foi mantido. Bode e colaboradores (1988) demonstraram em seus egpiedos
motivo QVV estabiliza o complexo enzima-inibidor fornecendo uma extérsa de
contato com o sitio de ligacdo da peptidase.

Outro motivo que se manteve na proteina A10PL3 foi o dominio LARFAV
muito conservado entre as cistatinas de plantas.

Estudos tém demonstrado que um residuo do aminoacido glicina entre as
posicdes 9 e 11 na regido N-terminal da proteina parece serantpodurante o
processo de inibicdo contra cisteino peptidases por estar presentima provavel
regido de ligagdo do inibidor no sitio da enzima (Abraharesah 1987; Turk & Bode,
1991). Este residuo de glicina se manteve conservado na posicao 9 da pesteina

A10PLS3.

4.2. Construgao dos Mutantes I, 1l e Il

Foram realizadas trés mutacdes sitio-dirigidas que correspondesa Mutante
| (Thr17lle), Mutante Il (GIn84Leu) e Mutante Il (Thrl17lle) (GIn&).

Nos estudos de mutagénese, a primeira alteracéo foi feibladpase do ponto
em que um residuo de isoleucina, proveniente da CaneCPI-1 e um residlioadda
OC-1, foram substituidos por um residuo de treonina na posi¢do 17 na se@ieénci
clone A10PL3, proximo ao motivo LARFAV, o qual como ja visto, é altdme
conservado entre as fitocistatinas. A mutacéo foi feita pelas@velo residuo de

treonina novamente para um residuo de isoleucina, chamado entdo de Mutante
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(Thrl7lle). A reverséao foi realizada dessa forma, pois o clone l/8LABresenta maior
similaridade entre as sequencias de residuos de aminoacidos coentalfaaneCPI-1
(o qual possui o residuo de isoleucina).

A substituicdo do amino&cido leucina na posi¢cao 84 por uma glutangnawc
em uma regido proxima a regido de formacdo do segundo “loop”, mrgg&mntém um
residuo de triptofano, a qual faz parte de outro provavel sitioalgbgla enzima. Este
residuo de leucina se mantém conservado nesta posicdo entre wsasigaa
substituicdo do residuo de leucina pelo residuo de glutamina na prAtEIR43
poderia influenciar de alguma maneira na estrutura e atividadedma. Sendo assim,
o residuo de aminoacido de glutamina foi substituido pelo residuoditgaleesultando
no Mutante Il (GIn84Leu).

O Mutante Il (Thrl7lle) (GIn84Leu) é formado pela reversao folena
simultdnea das duas alteracdes: o residuo de treonina pelo resichobedeina na
posi¢do 17 e um residuo de glutamina por um residuo de leucina na posicao 84.

Os clones obtidos foram submetidos ao sequenciamento pelo método didedxi

(Sanger, 1977) e as alteracdes desejadas foram encontadas (Figura 9).

1 10 ¢ 20 30 40 50 G0 10 80 ¢ 90 93
| |
A1OPL3 HSS0GGPYGHEHDLEATELARFAYAEHHSKTHAHLEFERLYKYRHOVYAGTHHHF TYOYKEAGGGKKL Y EAKYHEKYHERFKOQOSFOPYGDA
Hutantel HSSDGGPYGHENDLEATELARFAYAEHHSKTHANLEFERLYKYRHOYYAGTHHHFTYOYKEAGGGKKLYERKYHEKYHERFKOOOSFOPYGDA
HutantelT HSSDGGPYGHEHDLEATELARFAYAEHNSKTHARLEFERLYKYRHOYYAGTHHHF TYOYKEAGGGKKLYEAKYHEKYHEHFKOLOSFAOPYGDA
HutanteIII HSSDGGPYGHEWDLEAIELARFAYAEHHSKTHAHLEFERLYKYRHOYYAGTHHHF TYOYKEAGGGKKLYERKYHEKYHERFKOLOSFOPYGDA

Figura 9: Alinhamento representativo entre as faseabertas de leitura das cistatinas mutantes
A10PL3, Mutantes I, Il e lll. A10PL3: mutante obtido pela técnica de “DNA shuffli; Mutante I:
correspondente a alteracdo de um residuo de teequn um residuo do aminoacido isoleucina;
Mutante II: correspondente a alteracdo de um restiuglutamina por um residuo do aminoéacido
leucina;Mutante 1lI: correspondente as duas alteragdesiargs (Mutantes | e Il), simultaneamente.
As setas correspondem aos pontos de alteracéo.

40



4.3. Anadlises de expressdao e purificacdo das cistatinas: CaneCPOLT-1, A10PL3,
Mutantes I, [l e Il :

A expressdo heterdloga das cistatinas recombinantes: CaneQRI-,
A10PL3, Mutantes I, Il e Illl foi realizada em cepas He coli Rosetta (DE3)
competententes pelo método de cloreto de célcio. A comparagdo desppadicos
dos clones bacterianos induzidos e néo induzidos pela analise em SIES 18245
revelou a presenca das bandas de tamanhos esperados, levando-sedaracinsa
soma entre a cauda de histidina e a cistatina, nos clones indugfdosntes a
superexpressao das cistatinas (tamanho aproximado de 14 KDaa (Higwanaletas 2
e 3 de todos os géis).

Na andlise em SDS PAGE 15% das fragcfes soluveis e insolUseisanes da
lise bacteriana pdde ser observado que as cistatinas CaneCPC-1l eMutante Il e
Mutante Il encontravam-se em sua maior parte na fracdo solinglamto a maior
parte da cistatina hibrida A10PL3 foi encontrada na fracdo insoléeeforme ja
anteriormente constatado por Soares-Costa (2004) (Figura 10- A, B, ®,Eanaletas
4 e 5, respectivamente). A maior parte da cistatina Mutantebléia foi encontrada na
fracdo insolavel (Figura 10-D, canaletas 4 e 5), exibindo um pafilelhante ao
encontrado na expressao da proteina A10PL3 (Figura 10-C, canaletas 4 e 5).

As fracBes solaveis foram utilizadas para a purificagdo datatioas
recombinantes por cromatografia de afinidade em coluna contenda desiriquel. O
sistema foi eficiente, pois o resultado visualizado em SDS-PE&® mostrou que as
proteinas fixaram-se na resina, foram eluidas e apresentarporas na fracdo de
250mM (Figura 10, canaleta 6 de todos os géis). O processo de eleigé® pois 0
imidazol possui afinidade pelo niguel e compete com a proteina ligadke,

deslocando-a da resina. Assim, dependendo da concentragdo de imidadal wont
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tampao de eluicdo a proteina é eluida. Embora uma pequena quantidade das proteinas de
fusdo A10PL3 e Mutante | encontraram-se na fracdo sollvel, esias €apazes de se
ligarem a resina e também foram eluidas na fracdo de 250 nrkidi#zol (Figura 10-
C e D, canaleta 6).

Todas as proteinas apresentaram-se puras. Para as cistatia@PE 1 e OC-1
foi alcancado um rendimento de 10 mg de proteina por litro de coiluriar. Para os
Mutantes | e Il foi alcangado um rendimento maior em torno de 30 dnpardh as
cistatinas A10PL3 e Mutante | o rendimento alcancado foi em torno de 2 mg degprote

por litro de cultura celular.

42



B

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6
= g=r-== - .
50kDa S o & &= B 50kDa ...
20 kDa A
20 kDa « — : -
15 kDa o B —— 147 kDa 2kDa . o s 147 kDa
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6
S0 kDa - . 50 kDa i
20kDa === 20 KD e —t
15 kDa « 147kDa 15kDa «——14.7 kDa
1 2 3 4 5 6
—— ;
50kDa : 1
- e
20 kDa " 50kDa " S a == SIS
15 kDa 20 KD
.-~ ~+—14.7 kDa 15 kDa . - — 14.7 kDa

Figura 10: Expresséo heteréloga e purificacdo dasstatinas. Expressao heteréloga e purificagdo das
cistatinas CaneCPI-1 (A), OC-1 (B), A10PL3 (C), ke | (D), Mutante Il (E) e Mutante Il (F).
Analise em SDS-PAGE 15 % das amostras coletadasuttasas nao induzidas (canaletas 2) e induzidas
(canaletas 3); das fracdes insollveis (canaletassé)iveis (canaletas 5) resultantes do procesdisel
celular; e das fragBes purificadas em coluna caimaede niquel (canaletas 6); canaletas 1: maradelor

peso molecular (Invitrogen
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4.4. Ensaios de inibicdo de atividade das catepsinas humanas B e L

Para os testes de atividade inibitéria das cistatinas contategsinas humanas
B e L foi utilizado o espectrofluorimetro Hitachi F2000 e o sabstiluorogénico Z-
PhE-Arg-MCA. Foram calculadas as constantes de inibicdo apgkerg para cada
uma das cistatinas purificadas e o0s resultados estdo sumarizadbabela 1 A
constante de inibicad<iayp indica a concentragdo de inibidor necessaria para a
diminuicdo em 50% da velocidade da hidrdlise do substrato pela enzimaju@aum
inibidor seja considerado potente, a afinidade desse inibidor pela eslzindeve ser
tdo alta que o seu valor d&,p, € menor ou igual a concentragdo total da enzima
utilizada no ensaio (Copeland, 2005). As cistatinas recombinantes atpilate
apresentaram diferentes resultados em relagéo a atividadériaibidntra as catepsinas
BelL.

Tabela 1 Constantes de Inibicadi( app) calculadas para cada uma das cistatinas
recombinantes contra as catepsinas humanas B e L.

Ki app (nM)

Cistatinas CatepsinaB  Catepsina L

CaneCPI- 1 125 0,6
OC-I 112 4.4
A10PL3 16 9,8
Mutante | NI 11,6
Mutante I NI 70,4
Mutante Il NI 75

NI: auséncia de inibicdo: ndo inibicao

Pelos ensaios de inibicdo foi possivel constatar que todasaamassinibiram a
atividade da catepsina L. O melhor resultado encontrado foi refexdantbicdo pela

cistatina Cane CPI-K{ app 0,6 nM) (Tabela 1, Figura 11).
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Figura 11: Inibicdo da atividade da catepsina L hurana pelas cistatinas recombinante#\ atividade
inibitéria das cistatinas CaneCPI-1 (em A), OC-1@A10PL3 (em C), Mutante | (em D), Mutante Il
(em E) e Mutante Ill (em F) contra a catepsina iLnfedida em um ensaio fluorimétrico (em triplicatas
utilizando o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MQRatividade residual da enzima foi calculada atsavé
da inclinacdo (“slopes”) das retas geradas com agrpma FL “Solutions” 2.0 e expressa como
porcentagem de atividade em relacdo ao controfai@sem a cistatina).
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A maior diversificacdo de resultados foi encontrada em relagatvidlade
inibitéria contra a catepsina B, uma vez que se sabe que extaicatpossui poucos
inibidores especificos (Barret, 1987). Os resultados revelaram quetatEs as
cistatinas recombinantes foram capazes de inibir a atividadatelasina B (Tabela 1).

O melhor resultado de inibicdo contra essa enzima foi encontradoa pastatina
hibrida A10PL3 Ki app 16 NM) que apresentou uma consideravel atividade inibitéria. Ja
os mutantes I, Il e lll (referentes as reversbes das mgtai@elone A10PL3) nao

exibiram valores detectaveis de inibicdo contra a catepsina B (Tabejarh E2).

100 100 Ki=112 nM

Ki=125nM
80—

60 —

Atividade residual da enzima (%)
Atividade residual da enzima (%)

O

I T T T T T T T T T T T T T T T T Tt 17T r]
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Atividade residual da enzima (%)

Figura 12: Inibicdo da atividade da catepsina B humna pelas cistatinas recombinante#\ atividade
inibitéria das cistatinas CaneCPI-1 (em A), OC-1(Bme A10PL3 (em C) contra a catepsina B foi
medida em um ensaio fluorimétrico utilizando o swie fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA. A atividade
residual da enzima foi calculada através da inclina(“slopes”) das retas geradas com o programa FL

“Solutions” 2.0 e expressa como porcentagem dddatie em relagdo ao controle (ensaio sem a
cistatina).
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Embora o clone A10PL3 apresente alto grau de identidade com a saqie&nc
aminoacidos de seus precursores OC-1 e CaneCPI-1, sua atividadeianionhtra
catepsina B humana foi muito maior que a de outras fitocistappr@sentadas nesse
estudo. Além disso, o resultado obtido em relacdo aos mutantes I, 1l e, lH&puforam
capazes de inibir a catepsina B sugere que estas mutacoest&uéonge do sitio de
interacdo da cistatina com cisteino peptidases, induziram ¢caksraestruturais que
afetaram a regido de reconhecimento e ligagao a catepsina B.

Em comparacdo com outras cisteino protesases a catepsina Beazima que
contém um elemento estrutural extra, o “loop” de oclusdo, compreendenekichmos
104-106, que bloqueia o sitio ativo da enzima limitando o acesso a giéta pelo
inibidor (Bjork et al, 1994). Conforme ja visto, as cistatinas inibem catepsinas através
de ligacdo competitiva ao sitio ativo, no entanto, a conformacdo ‘desté na
catepsina B torna incompativel a ligagdo das cistatinas. Aémdla do “loop” no
acesso ao sitio ativo é refletida em altos valores de congméicdo para a maior
parte das cistatinas quando comparados aqueles obtidos de cistédésags que néo
possuem esse “loop” (Barredt al, 1986; Ohtsubat al, 2005 ou 07; Martineet al,
2005).

A Catepsina B é uma das mais abundantes cisteino peptidasemderasae
sua eficiente inibicdo tem uma consideravel importancia patdijgoal, pois esta
catepsina tem sido associada a progressao de tumores malignos (Xing, 1998).

O envolvimento de catepsinas lisossomais no processo de invasao eelula
metastase tumoral é freqlientemente relatado na literaturagssass cisteino peptidases
tém a capacidade de degradar componentes da lamina basal ¢rideextr@celular
(Kos & Lah, 1998; Zajet al, 2002; Zajcet al, 2003, Erdenet al, 2007; Bradley et al,

2008; Herszényiet al 2008). A presenca de inibidores protéicos que se ligam
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fortemente a enzima impedindo a ligagéo dela ao substrato € ipgdrina de controle
da atividade das cisteino peptidases. Varios estudos sugerem queuilibeiseentre a
expressao e / ou a atividade das catepsinas e seus respadtidoses endogenos esta
associado ao desenvolvimento do fenétipo invasivo e metastatico datggiatal. A
diminuicdo da concentragdo de cistatinas acarreta em um aumentwidade das
catepsinas, ocasionando um desequilibrio que ira resultar no maior gareasao e
consequentemente, na progressao do cancer (Skrzydlewalka005). Com a intencao
de se estabelecer o equilibrio normal existente nas célulddizacdo de cistatinas
como agentes terapéuticos em novas estratégias anti-aémcgidb sugerida (Klepper,
2006; Palermo & Joyce, 2008).

Os estudos ja desenvolvidos em nosso laboratério por Soares Costa (2004), e
Gianotti e colaboradores (2006, 2008) com relacdo a caracterizag@atde cistatinas
da cana-de-agucar (CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3 e Ga&fe@Hatam as
diferencas no potencial inibitério contra as catepsinas humanad..BAecistatina
hibrida A10PL3 e a CaneCPI-4 foram capazes de inibir eficientenaenatepsina B
com Ki appde 16 e 0,83 nM, respectivamente). Além disso, conforme j& citado, os
ensaios realizados para se avaliar o potencial invasivo danaistaneCPI-4 em uma
linhagem celular de cancer mamario revelou a reducdo ded=626 no processo de
invasao celular com 02M da cistatina recombinante (Gianatti al, 2008). Portanto,
esses estudos sugerem que a procura por inibidores de peptidases nas diferet®s espéeci
de plantas representa outra abordagem a ser amplamente explorada em ndivos. traba

Dessa maneira, fica evidente que a caracterizacao decistadmas que inibam
de maneira eficiente a catepsina B é de grande importanamidemndo o
envolvimento desta cistatina no processo de invasdo tumoral, metakias do seu

envolvimento em artrite reumatica, osteoporose e distrofia musciiem disso,
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estudos de modelagem dos inibidores e dos complexos (enzima + ingadsif)ilitam
uma visdo mais geral dos fatores estruturais que influenciamcanism®o de inibicao,
e, consequentemente, na obtencao de informagdes fundamentais que orientem o desenho

de inibidores de maior especificidade e atividade bioldégica em catepsina B

4.5. Modelagem molecular de proteinas por homologia

Foi realizada uma analise comparativa entre a estrutura rdeeina
orizacistatina-1 (OC-1) (cddigo de acesso 1EQK, no PDB) (Haxadl, 2000) e os
modelos construidos por meio de modelagem molecular por homologia diste@ameac
1, cancistatina-4 (Gianottt al, 2008), da cistatina mutante A10PL3, a qual sugeriu que
estas proteinas possuem regifes que sdo muito conservadas, e teuenexisicleo
hidrofébico altamente compacto, localizado entre as cinco fitapanaielas do tipo

folhap e a hélicex (Figura 13).

10 20 30 40 50 55
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Figura 13: Alinhamento entre as seqiéncias de amiaoidos das cistatinas Alinhamento entre os
residuos de aminoacidos da Orizacistatina-1 (scadbreem azul), Canacistatina-1 (sombreado em
verde), do Mutante A10PL3 (residuos sombreadoscdeda com a sequéncia derivada e as mutagdes
pontuais estdo demonstradas em roxo) e Canacsstatilsem sombreamento). Os residuos de
aminoacidos conservados entre todas as sequérsti@s demonstrados em vermelho, os residuos
conservados em todas as sequiéncias com excecamaeaistatina -4 estdo representados em amarelo.

Na estrutura da OC-1 (Figura 14) observa-se que a hélioms®mda sobre uma
superficie concava hidrofébica formada por residuos das 4 fitas da folhateetairGl

a hélice, ou seja, Leudl, Leud2, Phed4, Leud7, Val50 (nfZjtePhe62, lle64, Val66
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(na fitap3), Tyr75, Ala77, Val79 (na fit§4) e Leu90, Phe93 (na fifgb). Proximo a
extremidade N-terminal da hélice hd uma pequena fita betantguage com a fit@2

por meio de unpadrdo de interacdes de hidrogénio caracteristico de folhas beta
também pelos contatos hidrofobicos da cadeia lateral da Vall5 vad@na fitap2.

Na literatura atual, ainda ndo estdo disponiveis dados de estudatognaicos
referentes ao complexo formado entre a OC-1 e papaina, ou qualquerabepsEna,
entretanto provaveis pontos de interacao foram propostos (Na@4ta000), com base

na estrutura cristalografica do complexo estefina B com dmmf@ddigo de acesso no
PDB: 1STF) (Stubbst al, 1990. O primeiro “loop” de interagdo da oryzacystatina-1
corresponde aos residuos 53-57, apresentando uma sequéncia altamentadeonser
GIn-Val-Val-Ala-Gly. O segundo loop de ligagdo apresenta um resii@guprolina
conservado seguido por um residuo de triptofano ou histidina (Pro83 e Trp84I)a OC

e a terceira regido de interacdo € formada pela regido N-termiristalana.
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Figura 14: Estrutura tridimensional da Orizacistaina 1 (OC-1). Na figura esta representadn
enovelamento da proteina e os residuos da folhe dpet participam do nlcleo hidrofébico estéo
destacados em laranja. Cédigo do PDB: 1EQK.

Quando comparados a OC-1, os residuos presentes ng faftigparalela que
participam da formacdo do nucleo hidrofobico na CaneCPI-1 sdo conservahos, c
excecdo de dois deles que apresentam mutacfes conservativas.idOss regie
compdem a hélice apresentam alto grau de conservacgao, incluindo sagsgdaos no
motivo LARFAV. Uma vez que o clone A10PL3 foi originado a partir utea
biblioteca de “DNA shuffling” obtida a partir das sequéncias dal@Cda CaneCPI-1,
a homologia da estrutura do modelo tridimensional gerado apreserdievado grau
de semelhanca com a da CaneCPI-1. As diferencas consistemeletd@odde 7
aminoacidos na regiao N-terminal e duas mutacdes pontuais resulianprocesso de
“DNA shuffling”: um residuo de isoleucina passou a ser uma treoninaicio ida
hélice, e um residuo de leucina na fifafoi substituido por um de glutamina.

As cistatinas sdo conhecidas como proteinas extremamente iflegivesta
propriedade é ilustrada pela sua capacidade de fazer a troca theodofmo inglés:
“domain swapping”) (Janowsket al, 2001; Staniforthet al, 2001; Janowsket al,

2004), se organizar em diferentes estados oligoméricos (Ohesudlp 2007; Jenko
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Kokalj, 2007), formar de fibrilas amiléides (Wahlb@nal, 2007; Morgaret al, 2008

e interagir e inibir diferentes cisteino peptidases, como argapaliferentes catepsinas
(Nycanderet al, 1998; Estradat al, 1998; Pavlovat al, 2000; Pavlova & Bjork, 2003;
Gianottiet al, 2008).

Conforme ilustrado na Figura 15 - A, a primeira mutacéo (lle3QTdhiicio da
hélice desestabiliza o agrupamento hidrofébico formado por residuos proserdant
fita 2 (Leu53 e Phe50), da hélice (Arg34 e da propria 11le30) e do “loop” dotoonec
do N-terminal para a hélice. A mutacéo Il (Leu97GIn) enfragueoeti@ parte do
agrupamento hidrofobico formada pelos residuos de Leu32, Phe35 e Ala36 na hélice,
Val86 na fitap4 e Phel00 e Leu97 na fid (Figura 15 - B). Juntas, estas mutacdes
abalam os alicerces das interacdes hidrofébicas entre a adifolhd3, aumentando a
flexibilidade do N-terminal, o que por sua vez, leva ao aumento da atividade inibitéria.

Conforme ja visto, a catepsina B possui um elemento estrutura) extrop de
oclusdo, que bloqueia o sitio ativo da enzima, limitando o acessa &gito pelo
inibidor (Bjork et al, 1994). O mecanismo de inibicdo da catepsina B humana pelas
cistatinas € um processo que ocorre em dois passos e requer ontisioado “loop”
de oclusdo. No primeiro passo ocorre a interacao inicial da regiBerinal das
cistatinas com os subsitios S2 e S3 do sitio ativo da enzimaghNod® passo ocorre 0
deslocamento do “loop” de oclusdo conforme a cistatina ancoradduntseus dois
“loops”, o central e 0 da regido C-terminal nos subsitios S’ dhyeret al, 1998;
Pavlova et al 2000). Varios estudos tém destacado a importancia da porcao
aminoterminal na atividade e especificidade das cistatinas\Walelet al, 1992; Bjork
et al, 1994, Lindahlet al, 1994; Shibuyaet al, 1995; Hallet al, 1998). A eficiéncia na
inibicdo da catepsina B parece estar relacionada com o segmtartaihal da cistatina

(Abrahamsoret al, 1991; Bjorket al, 1994). Como nos estudos Lindahl e colaboradores
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(1994), os quais tiveram como base em modelos moleculares para agéande uma
cistatina C com uma mutacao substituindo o residuo de Vall0 por uwmoes Arg e
compararam sua atividade com o inibidor selvagem. Esta mutacdo provocou um
aumento no valor d&i em 15 vezes para a catepsina B, e em 12.000 vezes para a
papaina, mostrando que esta Unica substituicAo de aminoacidos afetamede f
diferente, a especificidade do inibidor para as duas proteases=alttms estudos
demonstraram que as afinidades da cistatina do ovo da galinha ¢atiaaciS foram
diminuidas apGs a remocédo da regido N-terminal localizada antesidoo de glicina
conservado (Abrahamsat al, 1991; Bjorket al, 1994). Sendo assim, a especificidade
das cistatinas por diferentes peptidases cisteinicas é pucial determinada por
residuos de aminoécidos da porcdo aminoterminal da molécula. Em naskn est
aumento na flexibilidade do dominio N-terminal na proteina A10PL3, everdntd
separando-o0 do restante da molécula pareceu facilitar a suacd@menicial com a
enzima e, portanto no processo de ligacdo e subsequente deslocamdotpdde’
oclusdo, aumentando a capacidade inibitoria deste clone contra aneaipsimana,
em relacdo aos seus precursores (CaneCPI-1 e OC-1).

Quatro dos residuos conservados no motivo LARFAV presentes na hélice
participam destas interacdes, portanto, pode-se sugerir que 0 pagelnuss/o é
desempenhar uma complementaridade ideal ao nucleo hidrofébico dasafittasst

aumentando a estabilidade destas proteinas.
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Figura 15. Modelo da estrutura tridimensional da Canacistatinal (CaneCPI-1). Modelo da
CaneCPI-1 desenvolvido por meio de modelagem miglequor homologia mostrando os residuos
correspondentes as mutagdes pontuais no clone ABLERL A: intera¢des de isoleucina 30 (magenta).
Em B: interacdes de leucina 97 (laranja). As irg@es entre os residuos estdo marcados e mostrados
como esferas.

O estudo dos modelos de modelagem molecular também sugerem que as
mutacOes desestabilizaram as interagdes entre[#féaa regido N-terminal, tornando-
a mais flexivel, e assim influenciando no aumento da atividade inibitéria daicatBps
Esse efeito ocorre particularmente no caso do clone A10PL3 (Malkd da CaneCPI-
1 (Val24GlIn, Val50Gly). Esses resultados corroboram com estudos gtramagie a
inibicdo da catepsina B envolve o deslocamento do “loop de ocluséo”, e gue est
mecanismo envolve a ligagcdo do N-terminal da cistatina na caseBs(Pavlova, &
Bjork, 2003), o qual é favorecido por mutacfes que propiciem um aumento da
flexibilidade nesta parte dos inibidores da peptidase.

Além disso, clones que apresentam a falta de interacdes no nubiadtico,
como no caso do clone A10PL3 (Leu90GIn) e da CaneCPI-4 (Leu41Gly), apresent
tendéncia de serem menos sollveis, provavelmente devido a sua incappei@dade

adotar uma formacdo compacta, resultando na exposicdo de algunsidiossre®
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nucleo hidrofobico, o que pode levar a agregacao. Este tipo de mutacdarmbée
contribuir para 0 aumento da flexibilidade da cistatina, influenciandoasudade
inibitoria.

As diferencas observadas na solubilidade das cistatinas recorabiraptessas
em E.coli se refletem nas possiveis diferencas estruturais ergas esoteinas. Em
relacdo aos trés mutantes construidos, foi verificado que a solubtlidssi@s proteinas
foi afetada de maneira significativa. O mutante | apresentobbiBddde muito baixa,
comparavel a do clone A10PL3. A possivel explicacdo seria quprestégna mantém a
troca de um residuo de Leu por um residuo de GIn que afeta o centro hidrofobico entre a
hélice alfa e a folha beta. E provavel que esta mutacio provatpsestabilizacdo na
interacdo da hélice alfa com a folha beta, resultando na expaiEcgrande parte da
regido hidrofébica e como conseqliéncia disso, a falta de solubilidadeMdtante I,
gue envolve a troca do residuo de treonina pelo residuo de isoleucinatapresaor
solubilidade com relagéo as proteinas Mutante | e A10PL3. Eesacalb parece afetar
uma regido menor da estrutura uma vez que ndo esta concentiegtdrocdo nucleo
hidrofébico, resultando na exposi¢cdo de um menor nimero de residuos hidro&ybicos
consequentemente sendo mais soluvel. No caso do Mutante Il agdasenaos
residuos de aminoacidos mantiveram o nucleo hidrofébico novamente iotacte
resultou na maior solubilidade dessa proteina em relacdo as redtdhte a proteina
A10PL3.

As catepsinas ndo sO participam de varios processos fisiologicne na
apresentacdo de antigenos, remodelamento ésseo e cicatrizagatambam estdo
envolvidas em diversos processos patoldgicos, tais como artrite reumatoioieo oste
e cancer (Vasiljevaet al, 2007). A catepsina B tem sido associada a progressdo de

tumores malignos e especificamente ao processo de invasao peleg@iesta barreira
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da matriz extracelular, ou indiretamente pela ativacdo dasopeptidases capazes de
digerir a matriz extracelular (Dickinson, 2002). Portanto, o0 conteston do
mecanismo de interagdo entre as catepsinas e seus inibidgocesa@nas) € de extrema
importancia, pois a elucidacdo desse processo possibilitara o deseantd de novas
metodologias para a producdo racional de inibidores especificospppti@lases
fisiologicamente importantes. A obtencdo de inibidores especificostpé o estudo
individual da func&o de cisteinoproteases em um determinado sistedgiduipblém

da possivel utilizacdo em aplicacdes na area meédica.
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5. CONCLUSOES

Foi realizada a construgdo de trés mutantes pelo método de ongiticd
dirigida com a finalidade de reverter as mutagdes do clone A10PL3.

As cistatinas mutantes |, Il e Ill foram expressaskencoli e purificadas por
cromatografia de afinidade.

Ensaios de inibicdo da atividade enzimatica das catepsinashum&has foram
realizados com as cistatinas de cana-de-agucar, A10PL3 e OC-l.

As cistatinas testadas foram capazes de inibir a atividade da catepsina L
Nenhum dos Mutantes (I, 1l e Il) foi capaz de inibir a atividade da catepsina B.
A cistatina hibrida A10PL3 foi o que apresentou a maior capaciaduitoria
contra a catepsina B (Ki appl16 nM).

Foram realizados estudos estruturais por meio do desenvolvimento de@snodel
por modelagem molecular por homologia, os quais destacaram que e8asuta
no clone A10PL3 desestabilizaram as interagOes entre p2fieaa regiao N-
terminal, tornando-a mais flexivel, e influenciando no aumento da atividade
inibitéria contra a catepsina B.

A auséncia de intera¢des fundamentaisitcleo hidrofébico no clone A10PL3
resultou na tendéncia de uma menor solubilidade, provavelmente devido a sua
incapacidade para adotar uma formacado compacta, que resultou nadexgesic
alguns dos residuos do nucleo hidrofébico, o que pode levar a agregacao e
também contribuir para o0 aumento da flexibilidade da cistatina, nuilaredo

sua atividade inibitoria.

A dependéncia da atividade inibitéria sobre a flexibilidade dé@adg-terminal

da cistatinas indicou que a inibicdo da catepsina B pelas statimeis e todos

0S mutantes aqui apresentados, envolve o deslocamento do “loop” de ocluséo
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presente na catepsina B, que é um mecanismo semelhante ao proEost® pa

cistatinas humanas.
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Purificacao e caracterizacao de uma
cisteino peptidase do trato digestivo de

Sphenophorus levis
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RESUMO

No presente trabalho foi realizado um estudo de purificacéo eer@racéao de
uma cisteino peptidase presente no trato digestivo de larvasolbdptero
Sphenophorus levisima importante praga da cana de acucar. A purificacdo da enzima
presente no trato digestivo d& levisfoi feita por cromatografia de troca idnica
resultando em trés picos de eluicdo com atividade proteoliticam Adlisso,
experimentos de espectrometria de massa foram realizados, gggialicom tripsina e
trés peptideos foram obtidos. A comparacdo com sequéncias de ‘@Sivadas de
uma biblioteca de cDNA do genoma Slelevisconstruida em nosso laboratério revelou
gue esses peptideos correspondiam a uma cisteino peptidase dotdpgsinaal.
Estudos cinéticos da enzima com substratos fluorescentes prmiticaracterizacédo
desta e demonstraram a especificidade da enzima para oatsshstPhe-Arg-MCA e
Z-Leu-Arg_MCA com valor de &/Kn, de 20 e 3QuM, respectivamente. O perfil de
uma enzima do tipo cisteino peptidase pode também ser sugerido davilnigé&® de
sua atividade com a adicdo de um inibidor sintético como o E-64 e pafones
recombinates especificos de cisteino peptidases isolados da eguacale CaneCPI-1,
CaneCPI-2, CaneCPI-3 e CaneCPI-4 e do arroz: OC-1, os quaigarvelfividade
inibitéria contra a enzima com valores de constante de inibicaaékn,59, 0,36, 0,57
e 0,02 e 0,47 nM, respectivamente). Esses estudos representarauterizacdo de
uma cisteino peptidase do trato digestivo Slelevise podem contribuir para a
compreensao da interacdo das cisteino peptidasgsleeiscom inibidores isolados a
partir de cana-de-acucar. Além disso, esses dados podem sugaripotencial desses
inibidores para a producédo de uma cana-de-agUcar transgénica resisttadeeadeaesse

inseto.
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ABSTRACT

In this study we present the purification and characterization ofsteine
peptidase from larvae midgut of coleopter@pghenophorus leviga important pest of
sugarcane. The purification of the midgut enzymes f@mnleviswas accomplished
through ionic exchange chromatography which presented three elution pgpateifis
with proteolytic activity. Moreover, the mass spectrometry erparts were performed
after digestion with trypsin and three peptides were obtained. Tin@acson with
ESTs sequences from a cDNA libriry 8f levisgenome constructed in our laboratory
showed that these peptides corresponded to a cysteine peptidase. $€utkés of the
enzyme with fluorescent substrates allowed the charactenzatf this and
demonstrated the specificity of the enzyme for the substraRiseZArg-MCA and Z-
Leu-Arg_MCA with of Kcat / km values of 20 and BM, respectively. Kinetic studies
with fluorescent substrates allowed the enzyme characterizatnd demonstrated the
specificity of enzyme to the substrates Z-Phe-Arg-MCA andeid-Arg_ MCA with
kealKm values of 20 and 3QM, respectively. Inhibitory activity assays revealed the
behavior enzyme as a cysteine peptidase due to the inhibition bytdheiid specific
inhibitors of cysteine peptidase isolated from sugarcane: CarleCekneCPI-2,
CaneCPI-3 and CaneCPI-4 and rice: OC-1 which revealed the inhiadtvity against
the enzyme (Ki= 0.59, 0.36, 0.57, 0.02 and 0.47 nM, respectively). These studies
represent the characterization of a midgut cysteine peptfda®eS. levis and may
contribute to understating of the interaction between cysteine pegstifiasnS. levis
and inhibitors isolated from sugarcane. Furthermore, these datasuugest the
potential use of these inhibitors for the production of transgeniccga resistant to

attack of this insect.
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1. INTRODUCAO

1.1. A cana-de-agucar e sua importancia para a economia do Brasil

A cana-de-agucarS@ccharum gp € uma gramineae (Poaceae) da ordem
Cipilares originaria do sudeste asiatico, da grande regidtvatela nova Guiné e
Indonésia (Daniles & Roach, 1987).

E uma planta que se propaga vegetativamente nas culturas agrécat@sio de
toletes que contém de trés a cinco gemas e, uma vez colocados ndespleatio,
sofrem indugdo para brotacdo das gemas para formacgéao coasrsidicular. A cana-
de-acgucar € uma planta ereta, perene, rizomatosa que formaa®ecpwde crescer de
trés a seis metros. Possui colmo cilindrico, extremamertteogide coloracdo variavel
e internamente com feixes vasculares totalmente primariaspamente diversos.
Possui ainda entrends retos ou em zigue-zague de comprimento, espefsuras
variadas. Podem estar ou néo revestidas de uma camada O=roge. apresentam-se
protuberantes ou constritos. As folhas séo simples, alternadasi®m¢anceoladas. Os
frutos séo secos do tipo caridpse e com semente de endosperma abldarded],
2001).

No Brasil, a cana-de-aclcar passou a ser cultivada em kogla @0 inicio do
século XVI e se tornou um produto importante para o mercado mundiallnh&inie,
as regides produtoras de cana-de-agUcar concentravam-se no Nbwdest® ao redor
da Bahia e Pernambuco e, mais tarde, se expandiram para a segiéste,
principalmente no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais.

A cana-de-acglcar € de grande importancia nas industrias de acalaol e
constitui a base da producédo de matérias primas como o bagadago,reatre outros

produtos de utilizacdo crescente (Stupiello, 1987). Devido as condigiesiads
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favoraveis, no Brasil foram formados grandes latifindios monocultores que
fundamentam a economia regional até os dias atuais, sendo uma deltgrande
relevancia econémica em muitos paises tropicais e subtropicais (Stupiello, 1987).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucaidseg
pela india, Tailandia e Austrélia, e o Gnico pais no mundo a produzirtiradeta, em
larga escala um combustivel renovavel, alternativo e pouco poluenteocaltool, em
substituicdo ao petréleo. Além disso, os avancos tecnoldgicos coseasaibilitaram
0 uso do bagaco para a obtencdo de energia elétrica. E possivdlOgekdowatts de
eletricidade por tonelada de bagaco, sendo que a utilizacdo da [@mlhaaeeste
potencial e, conseglentemente, aumentaria ainda mais a importéowimeEa dessa
planta (Saciloto, 2003).

A cana-de-acucar ocupa cerca de 7 milhdes de hectares ou c2¥alddoda a
terra aravel do pais. Com uma safra estimada em 500 milhdesedadfs em 2008-
2009, o mercado sucroalcooleiro movimenta cerca de 12,7 bilhdes de resi® pom
a venda de produtos como o agucar, aguardente, &lcool e alguns subproohgos c
melagco e a vinhaca. Segundo o cadastro do Departamento da Cana-de€éAclUca
Agroenergia do Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA)adia de
1/06/2007, existem cerca de 370 unidades produtoras de acucar enéldBsil,
destas 172 estéo localizadas no estado de S&o Paulo.

De acordo com dados da Unido da Industria de Cana-de-Acucar )(nica
Centro Sul do Pais na safra de 2008/ 2009 processou 499,6 milhdes de taheladas
cana. A producdo de acgUcar até este periodo atingiu o volume de 26,75 rdighde
toneladas, 2,11% superior a producdo da safra anterior. Estimativas dirsujgala
consultoria Datagro revelam que a moagem correspondente aos peri@d09-@910

terd 32,4 milhdes de toneladas extras, ou 5,72% acima da safiaramer essas
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estimativas o Centro-Sul devera moer 530 milhfes de toneladasaeesta safra,
com alta de 6,08% sobre a safra de 2008/2009.

Uma vez que a cana-de-aglcar constitui um mercado de grapoeEss&o
econdmica, as preocupacdes com a qualidade e a produtividade sdo cnsistete
setor. A qualidade e a produtividade da cana-de-agUcar dependestoms tomo
preparo do solo, adubacéo, escolha de variedades, plantio e atagagagespiioencas.
Dentre estes fatores estima-se que as perdas na producao causadas@o®da pragas

na cana-de-agucar chegam a um total de 470 milhdes de ddlares por ano (Bento, 1999).

1.2. Pragas da cana-de-agucar

Os insetos fit6fagos ndo sdo s6 responséveis por perdas dizetasducao
resultantes de herbivoria, mas também por perdas indiretas, pois pgitecomo
vetores de patdgenos tais como fungos, bactérias e virus. Lepdoptiedpt€a e
Hemiptera constituem as trés maiores ordens de insetos-pragagridaltura
(Gatehouse, 1992). As perdas na producdo agricola mundial causadase® ins
chegam a 37% e sabe-se que mais de 200 doencas de plantansadidas por
fitopatdgenos (Haet al, 2004). Dados das estimativas das perdas causadas por 4caros e
insetos fitofagos na agricultura brasileira chegam a 7,3 % nas grandessdalisi como
algodao, arroz e café; 6,7 % em frutiferas como abacaxi, bamanga, por exemplo; e
5 % nas culturas olericolas que incluem alho, batata e tomate, ceritas (Bento,
1999). Os gastos com inseticidas como método de controle chegam a 168 da
producdo representando US$ 100 bilhdes (Krattiger, 1997) e o custo anua para
controle de insetos-praga chega a US$ 8 bilhdes

O inseto conhecido como “Gorgulh&o rajado” ou “bicudo da cana”, de nome

cientifico Sphenophorus levisnfecta as lavouras de cana-de-acUcar e vem causando
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grandes prejuizos para a agricultura do pais. O foco inicial dooimeetreu no
municipio de Santa Bérbara do Oeste - Sdo Paulo em 1977. Atualmeéhtdevis
encontra-se distribuido em mais de 40 municipios, incluindo as regideslCent
(Araraquara, Sao Carlos, Jau, etc); Sul (Assis, Ourinhos); Nerd®dopolis) e Leste
(Leme, Pirassununga, Araras, S&o Joao da Boa Vista, Santa €Ralairas, etc.) de
Sao Paulo, estando, portanto, em quase todas as regides de cultivos ake ax@arcar

do estado (Leitet al, 2005).

As perdas na produgdo chegam a 30 toneladas de cana-de-acUcar em
peso/ha/ano, além de reduzirem a longevidade do canavial. O dano @ocpelses
larvas que atacam a parte basal das plantas, o rizoma, devido a construc&mdengale
colmo a medida que se desenvolvem levando a morte das touceiraspdegaal,

1987).

O inseto do géner&phenophoru® um coledéptero da familia curculionidae
identificado em 197&Vanin et al, 1988) e que ocorre em diversos paises, de varios
continentes, abrangendo um complexo de espécies que danificam culturas de
importancia econdmica do grupo das gramineas. Somente nos EUA ocaiederi4
espécies desse género, sendo que 20 ja foram registradas na ElGc@maumente
encontrado na Ameérica do Sul com 14 espécies descritas no Brasike(ladit2005).

A importancia dcS. leviscomo praga da cana-de-agucar no Brasil somente foi
conhecida a partir de 1978, sendo que 1989 o inseto foi detectado em 14 muaxicipios
redor de Piracicaba causando a morte de 50-60% dos perfilhos, ainda da Gsa-
planta, com cinco a sete meses de crescimento @teale2005).

O S. levismede cerca de 15 mm, possui habitos noturnos, € pouco agil e simula-
se morto quando atacado. As fémeas inserem 0s ovos na base dee$raiagido do

nivel do solo, apos perfurarem os tecidos sadios do rizoma com as mesgdieskentes
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no &pice do rostro ou bico. Apos 7 a 12 dias de incubagéo dos ovos, asdades &

passam a escavar galerias no interior e na base da plardaabmentarem, as quais
permanecem cheias de serragem. As larvas recém-nascidaarséas e com cabeca e
corpo volumoso (Figura 1). Elas penetram no rizoma em busca de alimafirigo
construindo galerias irregulares (Figura 2 A e B) onde permanaigemestagio adulto,
blogueando a parte basal da planta e rizomas, causando, como consequéncia, 0
amarelamento do canavial (Figura 2- C), morte das plantasas fa#ts brotacdes das

soqueiras (Cerdet al, 1999).

Larvas

Adultos

Figura 1: Sphenophorus levisFotografia mostrando os trés estagios de desenmwvehtd do inseto. As
setas amarelas indicam a presenca de duas lamragyupa e dois adultos. Fonte: Ribeiro, 2007.
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Figura 2: Danos causados pelo ataque dSphenophorus leviSEm A: dano causado no rizoma da
planta; Em B: dano causado no colmo; Em C: amaeiondas touceras. Fonte: disponivel em
<www.apta.sp.gov.br/cana/anexos/Workshop_PragasacésMauricio.pdf-acesso em marcgo de 2009).

Segundo Degaspari e colaboradores (1987), o ciclo biolégico da espécie
condicdes de laboratorio (de 27 a°8e fotofase de 12 horas) varia de 58 a 307 dias,
sendo a média de 173, 2 dias. As fémeas colocam seus ovos na basec@asbhootao
nivel do solo. Os ovos sdo de forma eliptica com comprimento médio de B2 m
0,10 mm de largura com coloracédo branca leitosa e, logo apés a goatoradida que
se aproximam da eclosdo, os ovos comecam a exibir uma coloracdiecielsc O
periodo de incubacéo é de 7 a 12 dias.

A larva quando recém eclodida também apresenta coloracao braosa, leias

com o desenvolvimento adquire cor em tom amarelado. A cabeca ¢ lhaglane as
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mandibulas sdo bem desenvolvidas. Uma mancha de cor castanho stcprasente
sobre o dorso e no primeiro segmento toracico (junto a cabeca) pirdEldes sao
visiveis no abdome. O desenvolvimento na fase larval pode durar entre 3flas60
(Precetti & Arrigoni, 1990).

A pupa apresenta coloragdo branca leitosa logo apds a eclosdacsetamadom
castanho a medida que se aproxima a emergéncia do adulto. Eseoptraelvida
dentro de um casulo fridvel feito com serragem fina. Em condd@daboratorio, o
periodo na fase de pupa pode ter duracdo de 5-13 dias (Degasphdr®87).

O adulto é de habito noturno, tem pouca agilidade e simula-se moridoqua
atacado. O inseto tem atratividade por solos claros, argilasms ®oa umidade (Pinto
et al 2006). Sdo frequentemente encontrados abaixo do nivel do solo, possuem
coloracéo castanho escura com manchas pretas no dorso do tonmas doligfitudinais
sobre os élitrosA longevidade média dos adultos é de 203 dias para os machos e 224
dias para as fémeas, sendo que cada fémea coloca ao longpeatésde 40 ovos,
podendo chegar a 60 — 70 ovos. O bicudo da cana tem uma capacidade deit&)o restr
sugerindo que a dispersdo do inseto a longas distancias da-se daavésidas
retiradas do local infestado. Os adultos caminham lentamente piasgibi a sua
dispersao de um talhdo para outro vizinho (Dinardo-Miranda,)2005

Existem poucas informacfes disponiveis sobre hospedeiros alternativos da
espécie. Sendo que, existe a citagdo de exemplares emiéceaml(Vaurie, 1978) e
em algumas ervas daninhas como a grama saae@on dactylom..), o capim colch&o
(Digitaria horizontalisWilld), o capim marmeloBrachiaria plantagined..) e o capim
colonial (Panicum Maximumlacq), que podem favorecer a presenca do inseto por

oferecerem abrigo aos adultos.
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Para o controle dessa praga é recomendado um conjunto de medidas que
consiste na destruicdo mecéanica da soqueira na época apropriada; ¢soas txicas;

a manutencdo da area destruida livre de vegetacdo hospedeira porriodo pe
prolongado (> 3 meses); e o plantio com aplicagédo de fipronil 800 WGg(ha).
Entretanto, apesar de todas essas medidas, ainda é constatado omeniocireas
populacdes dessa praga, sendo frequente, nos ultimos anos, registros d@reas/as
infestadas (Leitet al, 2005).

O comportamento d&. levisem estagio larval ndo permite a utilizacdo de
inseticidas sintéticos porque eles permanecem no interior da Algas inseticidas
vém sendo utilizados no controle desta praga, mas sem sucesso. dlk apritnico,
entretanto, traz consigo efeitos prejudiciais em longo prazo, corantaminacdo do
meio ambiente e a eliminagdo de parasitdides e predadoresiajagentes de controle
biolégico de pragas. Além disso, centenas de espécies de insetys/otlesn
resisténcia a um ou mais inseticidas devido ao processo de pressao seletiva.

Sendo assim, novas estratégias para o controle do inseto podem ceetaapli
como uma abordagem util no manejo integrado desta praga. Uma possig&b sara
este problema seria a utilizacdo de plantas transgénicas saxmlesproteinas de
resisténcia que poderiam contribuir de maneira significativa padiminuicdo das
perdas na agricultura causadas por estes e outros insetos. @anilde inibidores de
cisteino peptidases pode ser uma alternativa Gtil como métoduntiele de insetos.
Como as peptidases digestivas dos insetos catalisam a libedtac@eptideos e
aminoacidos esséncias para o0 seu desenvolvimento, as cistatohegamo atuar
diretamente nas peptidases do intestino do inseto interferindo nédigesproteinas

essenciais para o seu crescimento e desenvolvimento.

86



1.3. Peptidases digestivas de insetos

A classe insecta é composta por um grupo diverso de animais asnuenum
milhdo de espécies, que inclui mais da metade das espécteatesiem todo o mundo
(Gallo et al 2002). Considerando todos o0s animais existentes na terra,
aproximadamente 67% sao insetos (Buzzi & Miyazaki, 1999).

Um dos motivos para esse sucesso evolutivo é devido a habilidade enmarexpl
0s mais diversos tipos de materiais organicos como fonte de alsnsejam eles de
origem animal ou vegetal (Terrat al, 1996a). Os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento adequado dos insetos podem provir do alimento ou de outras fontes,
como tecidos de reserva, microrganismos simbiontes ou da sintese do mEgto
(vitaminas) (Buzzi & Miyazaki, 1999). A digestédo é um processg@eo alimento em
sua forma ingerida é degradado em componentes assimilaveis. ddeapadigestiva
dos insetos depende das enzimas presentes em seu trato digestino elas estdo
compartimentalizadas (Teret al 1996b). A diversidade de fontes de alimentos dos
insetos resultou em profundas modificagBes enzimaticas em tetdam espéecies. As
enzimas que efetuam a digestdo dos alimentos exibem uma divesdadpondente
e variam com a natureza das mesmas (Murdock & Shade, 2002).

O processo digestivo ocorre por meio da acao de enzimas digestivatadas
pelo intestino médio e glandulas salivares (Buzzi & Miyazaki, 1999ubo digestivo
em insetos é dividido em trés regides: intestino anterior (estarnadeestino médio
(meséntero) e intestino posterior (proctodeu) (Chapman, 1998) (Hyute maneira
geral, pode-se descrever que no intestino anterior localiza-sénoagst que age como
um 6rgdo de armazenamento. O intestino médio € o principal 6rgao dtaadige
absorcao de nutrientes e o intestino posterior e os tubulos de Maligbs 6rgdos de

reabsorcao e excrecao respectivamente (Terra, 1998).
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Figura 3: Viséo geral do trato digestivo e excretdo de insetos Fonte: Dalygt.al. 1998.

Padrbées complexos de enzimas digestivas presentes no intestirm doédi
insetos e a composicao desse complexo enzimatico é diferenoteela® ordens dos
insetos (Terra, 1998). As peptidases digestivas possuem participacédo enpéisis|pa
sao criticos na fisiologia do inseto: a) na quebra de proteinasm@macidos essenciais
para o crescimento e desenvolvimento do mesmo; e b) na inativagimtdimas
toxicas ingeridas, como conseqiéncia da alimentacdo (Terra, I39®mpimento
desses processos tem o potencial de suprimir as populagdes ok fibdktgos devido
a limitacdo da disponibilidade de nutrientes ou pelo aumento da vulitz@dbias
proteinas toxicas.

Na tentativa de controle do ataque de insetos dos cultivares,etémssado
novos meéetodos que ndo sejam baseados na utilizacdo de agroquimicostii idte
inseto, particularmente o intestino médio, € um 6rgao reconhecido corponimem
potencial ao ataque para o controle de populacdes de insetos e, ou, no dantrole

transmissao de doencas.

88



1.4. Cisteino peptidases em insetos

Conforme j& descrito n&apitulo | (se¢do 1.lpagina 5), as peptidases sdo
enzimas que catalisam a hidrélise de outras proteinas. De ammrd@ posicdo da
ligacdo peptidica clivada, as enzimas proteoliticas podemassifidadas como endo
ou exopeptidases. As endopeptidases quebram ligagBes peptidicasdessinégrnas
da proteina, enquanto as exopeptidases agem nos extremos da cade& pejdéna
porcao amino (N) ou carboxi (C)-terminal. Atualmente, sdo reconlsesails classes de
enzimas proteoliticas: proteases asparticas, proteases ghgamietaloproteinases,
proteases cisteinicas, proteases serinicas e proteases ¢esonideé acordo com o
modelo de nomenclatura quanto a especificidade das cisteino peptidasegolvido
por Schechter & Berger (1967), os subsitios da enzima, designadoketpelsS”,
flanqueiam o sitio catalitico da enzima e s&o locais de bgdg&nzima ao substrato.
Cada subsitio € capaz de acomodar um unico residuo de aminoacido ddosubstra
aminodacidos dos peptideos que os subsitios acomodam sédo designadosap#ia letr
(Capitulo | Figura 1, secéo 1.1, pagina 8).

As cisteino peptidases (também ja descnta€apitulo 1secdo 1.2, pagina 8)
sdo compostas por 10 clas e divididas em 72 familias. Sendo que, a peptidas
representante da familia C1 é a papaina extraiadea papaya Cisteino peptidases
da familia C1 sdo endopeptidases em sua maioria e requereamhbi®ente redutor
levemente acido (com um intervalo de pH entre 3,0 e 6,5) para dwdadat 6tima. A
especificidade do substrato € determinada pela regido S2 deaermpie é
preferencialmente ocupada por residuos de aminoacidos hidrofébicos (Méredrd
1993; Storer & Menérd, 1993).

Muitas cisteino peptidases sao sintetizadas como precursores oéen cont

pro-dominio ativo. A pro-regido encontra-se envolvida em diversas furgtieselas a
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regulacdo da atividade enzimética (Sajide & Macker@®02; Wiederanderst al,
2003). As cisteino peptidases possuem uma grande diversidade funcional, com
adaptabilidade e a diferentes substratos e estabilidade em diversos esibhaagicos.

As propriedades fisico-quimicas destas peptidases tém sidaraempé caracterizadas,
embora para muitas as funcbes bioldégicas ainda ndo tenham sido aoreptet
elucidadas.

Diversos trabalhos tém confirmado que estas enzimas séo inipsrizara o
processo de digestao dos insetos. No caso dos coledpteros, as cistedasgepéio as
enzimas digestivas predominantes (Murdetckl, 1987;Lawrenceet al, 2002).

Girard e colaboradores (1998a) caracterizaram e identificasteino e serino
peptidases presentes em larvas Baeylliodes chrysocephalal. (Coledptera:
Chrysomelidae). Os ensaios de atividade proteolilica foramadakzem condi¢cBes de
diferentes valores de pH utilizando a azocaseina como substratoedNd®dos, 0s
autores puderam observar dois picos de atividade, um entre os pHsB@®aGp em
valor de pH 10, o que sugeriu a presenca de cisteino e serino geEptida
respectivamente. Os ensaios de inibicdo em gel de atividade &0 pElsultaram na
completa inibicdo por E64 e Orizacistatina | (inibidores espesifide cisteino
peptidases), confirmando a presenca de cisteino peptidases. Porém, as bectddaslet
ativas em pH 10 foram parcialmente sensitivas ao inibidor Pi&Specifico para
serino peptidases), sendo que apenas uma das quatro bandas testadatolapres
inibicdo completa. Ainda assim, devido as evidéncias encontradasiooss sugeriram
que as outras bandas restantes eram, provavelmente, refersias peptidases, uma
vez que o ensaio foi realizado em pH muito alcalino.

Em outro trabalho, Girard e colaboradores (1998igenvolveram um estudo

detalhado das proteinases digestivas B&aedon cochleariae (Coleoptera:
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Chrysomelidae). Os autores demonstraram que a larva desse libgeava um
complexo de enzimas proteoliticas envolvendo endopeptidases e exopepizdasas
digestao protéica. Quatro cisteino peptidases e duas seriimapeptforam detectadas
em ensaios de gel de atividade. Além disso, também foram encontspidil
proteinases e leucina aminopeptidases. Essa diversidade de pesteliggstivas na
larva forneceu indicios da digestdo de uma variedade de extratos protéantepéagao
a diferentes dietas. Ensaios de interacdes entre as proteligestwvas e as proteinases
inibidoras OC-1 (orizacistaina 1) e BBI (“Bowman Birk Inhibitoria dieta das larvas
revelaram que ambos os inibidores foram clivados rapidamente, e conepwigat
resultando na perda da capacidade inibitéria, que demonstrou a existénaia
mecanismo de resisténcia muito eficiente neste coledptera.

Outro exemplo é o estudo com o coleéptero Cowpea Weéenihéculatuy em
que foi possivel a identificacdo de enzimas da classe daseipggitidases no intestino
destas larvas (Campat al 1989). Proteases similares também foram isoladas de
intestino de larvas do besouro da fleibolium castanatuniMurdocket al, 1987).

De Oliveira-Neto e colaboradores (2004) isolaram o cDN#&gcys)
correspondente a uma cisteino peptidase do intestino da laAmatldnomus grandis
(Coleoptera: Curculionidade), inseto-praga do algoddo. Nesse estudajtonss a
demonstraram queédgcysl é uma cisteino peptidase importante para o processo
digestivo da larva. Outras cinco cisteino peptidases foram isaladasa biblioteca de
cDNA de Tenebrio molitoy e identificadas como sendo do tipo catepsina L por
Cristofoletti e colaboradores (2005). Estudos tém demonstrado queasnde inseto
do tipo catepsinas L podem ser importantes para processo dedalgestBecem estar
envolvidas em mecanismos de resisténcia contra inibidores naturgkntas

transgénicas (Hilder & Boulter, 1999).
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As cisteino peptidases isoladas do intestino de insetos podem taividede
inibida por inibidores sintéticos e por inibidores naturdsirdock e colaboradores
(1987) em um estudo com peptidases do intestino de varios membros da ordem
coledptera constataram que 10 de 11 besouros tiveram inibicdo de pejimases
reagente a base de sulfidrila (PCMBS), indicando que as proteasa da classe das
cisteino peptidases. Sendo que, a atividade 6tima observada nas cigitiniasge
ocorreu em pH 5-7, que € a mesma faixa de pH do intestino desirtgee utilizam
cisteino peptidases na digestdo (Murdetal, 1987).

O uso de genes codificando proteinas inibidoras de peptidases papdaciias
transformadas resistentes a insetos-praga tem sido freqlieredsnonstrado na
literatura (Hilderet al, 1987; Gatehouset al, 1992;; McManust al, 1994; Lepléet al,

1995; Duanet al 1996). Os inibidores de peptidases se ligam especificamente em
proteinases alvo no intestino e, portanto, podem inibir a habilidade do inseta pa
digestdo de proteinas resultando na diminuicdo do crescimento edugoeadgeno
(Broadway & Duffey, 1986). Os diversos papéis das peptidases negapsimios € 0S
mecanismos bioquimicos afetados pela interagdo com inibidores poddifessrtes,

mas a sua importancia para o crescimento e desenvolvimento dg dowwrmal é
evidente.

A transformacdo de plantas com inibidores de peptidases pareagmse
abordagem atrativa para o controle de pragas de vegetais esapatigénicos de
diversas plantas de importancia econdmica. O uso do inibidor orizaadtaisolado
do arroz (Abeet al, 1987), tem demonstrado inibir proteinases e/ou afetar o crescimento
de diversas espécies de Coleopteras (Lara), 1991; Cheret al, 1992; Benchekroun

et al, 1995; Siqueira-Juniaat al, 2002).
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Uma vez que, as enzimas digestivas proteoliticas sdo responssugisocesso
de digestao protéica e, conseqiientemente, pelo suprimento de aminoaceksarios
para o desenvolvimento, o conhecimento da atividade dessas enzimas e a sdasbilida

inibidores sao fundamentais para futuros programas de controle de pestes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo desse trabalho foi isolar e caracterira@@a cisteino

peptidase do trato digestivo 8e levis(Coledptera: Curculionidae), uma praga da cana-

de-agucar.

2.2. Objetivos Especificos

Extracdo e purificagdo de uma cisteino peptidase do trato digesBideles
Estudos de espectrometria de massa com a enzima por meio déodigast
tripsina;

Ensaios de caracterizagdo enzimatica pela determinacdo damepas
cinéticos da enzima.

Atividade da cisteino peptidase & levisem diferentes condicbes de pH e
concentracdes de NaCl.

Ensaios de inibicdo da atividade enzimatica com diferentes inibidores diecciste
peptidases (cistatinas) recombinantes da cana-de-acucar (CAn@CB e 4) e
do arroz (OC-1), além dos inibidores sintéticos E64 (Calbioch@gpecifico
para cisteino peptidase) e CA074 (Calbiochen), (especifico parpsinate

lisossomal B).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Purificacdo de uma cisteino peptidase do trato digestivo 8phenophorus levis
3.1.1. Obtencéo das larvas d8phenophorus levis

As larvas deS. levisutilizadas para a extracado da proteinase foram cultivadas no
Laboratério de Entomologia do CTC (Centro de Tecnologia Canavi®iracicaba-SP) e
cedidas gentilmente pelo Dr. Luiz Carlos Almeida. As larvas fomsantidas em dieta
artificial até atingir a idade de 25 dias sendo que as condigdesltivo das larvas foram

feitas de acordo com Degaspetrial, 1987.

3.1.2. Extracao e Purificacdo da cisteino peptidase das larvas@ighenophorus levis

Dez larvas deS. levisforam mantidas a 4 °C durante 5 minutos, dissecadas e
homogeneizadas em tampéo contendo Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 midoe X100 2
%, pH 7.4 . A mistura foi centrifugada a 6000 g durante 30 min. Adrapluvel foi
aplicada em uma coluna DEAE-Sephadex (25 x 2 cm) equilibrada cdvh Txi$-HCI pH
8.0, a um fluxo de 3 ml*h As proteinas foram eluidas com 1.0 M NaCl no mesmo
tampao. O perfil de eluicdo da proteina foi monitorado pela leituabstarbancia em U.V
a 280 nm. ApOs a eluicdo da proteina, foi feita didlise em tangyédencio 10 mM Tris-
HCl e 50 mM NacCl, pH 8.0. Os produtos purificados foram analisados kede d& %
poliacrilamida com SDS e a concentracdo da proteina foi dateten pelo método de
Bradford (1976) A concentracdo molar da cisteino peptidasesdeevisfoi determinada
pela titulagdo com o inibidor E-64, de acordo com o método descrito pschKe e

colaboradores (1981).
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3.2. Digestdo com tripsina da cisteino peptidase andlise por espectrometria de
massa.

Essa etapa dos experimentos foi realizada com a importantoregao do
Prof. Dr. José Cesar Rosa do Centro de Quimica de Proteinas raDepao de
Biologia Molecular e Celular, da Faculdade de Medicina da USP de Ribeiréo Pret

A proteina purificada em coluna DEAE-Sepharose foi submetida sté@iliigpor
tripsina por 24 horas a 37°C em 0.1 M de bicarbonato de aménio. A hidrélise de tripsina
foi interrompida pela adicdo de 8 de acido férmico e os peptideos tripticos foram
desalifiados em micro ponteiras contendo resina POROS R2 (PezRiosystem). A
resina foi carregada e previamente ativada, em metano,| elpaea a remocao do sal
com 150ul de acido férmico 0.2 % por 3 vezes e eluidos eml 3@ solucéo contendo
acido férmico 5 % e metanol 60 %.

As analises de espectrometria de massa de peptideos tripti®oforam
realizadas em espectrometro de massa por “eletrosprayd tjuddruplo Quattro I
(Micromass, Manchester, UK) por infusdo direta (300 nL/min) sobsepiintes
condicbes: voltagem de capilaridade mantida a 2.8 kV, cone de voltagem\tie 40
cone de temperatura a 100 °C. Os parametros para varredura de iorferém$s1l
otimizados com fragmentos de peptideos sintéticos ACTH 18-39 (Silgiriah, St.
Louis, MO, USA) e angiotensina Il fornecidos pelo Laboratério deeSénte Peptideos
da UNIFESP, S&o Paulo, ambos na concentracdo de lppnfolfragmentacdo dos
peptideos foi obtida por CID-MS/MS e a energia de colisdoadaiZoi entre 25 e 40
eV e o argbnio foi usado como gas de colisdo a uma presséao parcial de 3.0x10-3 mTorr.
Cada espectro foi coletado de 20-50 scans (2 a 5 scan/segundo) e ésisgmloc
utilizando o programa MassLynx v.3.3. (Micromass, Manchester, UK)iengsforam

desconvoluidos para massa molecular utilizando o algoritmo MaxEntl denk3aA
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sequéncia de aminoacidos dos peptideos tripticos foi deduzida a pasdéridssde
fragmentos de ions b e y produzidas pela colisdo induzida pela espédtralm massa
(CID-MS/MS). As razbes de massa por carga foram determinamlaso peptideo
sintético precursor de ion angiotensina Il, a 150 p#@ por ESI-MS. Para fragmentos
de ions do tipo y e b as medidas foram a 300 pptO0 apos mdltiplas analises por
ESI-CID-MS/MS.

A sequiéncia de aminoacidos dos peptideos tripticos foram compacadas
sequéncia de aminoacidos da proteina correspondente a uma “EST aoptd& do
genoma de “ESTs” d&. levis o qual foi sequenciado no Laboratério de Biologia
Molecular da Universidade Federal de S&o Carlos, SP, Brasipe@$deos foram,
entdo, comparados em detalhes com a sequéncia do clone HO7 identificado no

“GenBank” com o nimero de acesso FJ467290.

3.3.- Ensaio de atividade enzimatica da cisteino peptidase pucdda deSphenophorus
levis

A atividade enzimatica da cisteino peptidase Slelevis foi monitorada em
espectrofluorimetro Hitachi F-2500 medindo a fluorescéncia em cmmmids de onda de
Aex=380nm e\¢,=460 nm, baseado no procedimento descrito por Anastasi e colaboradores
(2002). Aproximadamente 3@M da enzima purificada foi adicionada em tampéao acetato
de sédio 100 mM, pH 5.5, contendo 2.5 mM DTT e incubada durante 3 mifiG& &6
substratos fluorescentes Z-Phe-Arg-MCA, Z-Leu-Arg-MCA e Z-Arg-MCA
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA) foram adicionados em diferenbesentracdes e a
atividade da cisteino peptidase foi monitorada. A determinacé&o dogisvametico Ky,)
foi realizada nas condi¢cdes descritas acima e foi calculadaegoessdo nédo linear

utilizando o programa GraFit (Leatherbarrow, 1992). A constante dendeegordem
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keal Km fOi determinada sob condi¢cdes de pseudo de primeira ordem, em qu& S
calculadas também pela regressdo nao linear com a utilizigdorograma GraFit

(Leatherbarrow, 1992).

3.4. Atividade da cisteino peptidase d8phenophorus leviem diferentes condi¢des de
pH e concentracdes de NaCl.

As condi¢Bes de pH 6timo e concentracdo de NaCl para a atividadazima
foram determinadas seguindo o procedimento descrito do item 3.3, poligandtlo Z-
Phe-Arg-MCA (0,03puM) como substrato. Os tampdes utilizados para as medidas de
atividade em diferentes pH foram, acetato de sodio 100 mM (pH 4.0 -fésfgto de
sédio 50 mM (pH 6.0- 7.0); Tris-HCI 10 mM (pH 7.5 - 8.5) e borato de sodioNs{pHl
9.0 -10.0). Para as condicbes de NaCl foram testadas as caoienla O (auséncia) a

100Mm.

3.5. Inibicdo da atividade enziméatica da cisteino peptidase &henophorus levis

A inibicdo da atividade enzimatica da cisteino peptidase tkvisfoi determinada
baseada no procedimento descrito anteriormente utilizando o sulistegecente Z-Phe-
Arg-MCA (Calbiochem, La Jolla, CA, USA). A fluorescéncia foiedida em
espectrofluorimetro Hitachi F-2500 em comprimentos de onda,d880 nm eAe,=460
nm individual residual da cisteino peptidase Sielevisna concentracdo de 20 nM. A
enzima foi adicionada em tampéo acetato de sodio 100 mM, pH 5.5, contendo 2.5 mM
dithiothreitol (DTT, ICN Biomedicals Inc., USA) e incubacdes sgjpentes foram feitas
com os diferentes inibidores de CaneCPI-1 (Soares-Gast, 2002), CaneCPI-2,
CaneCPI-3, CaneCPI-4 (Gianogt al 2006, Gianottiet a, 2008), e os inibidores

sintéticos E-64 e CA074, durante 5 minutos &£@7 0O substrato Z-Phe-Arg-MCA (0.03
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uM) foi, entdo, adicionado e a atividade residual da cisteino peptidasedionuada. A
constante de inibicdo aparenkg &pp) foi calculada segundo o procedimento de Morison

utilizando o programa GraFit (Leatherbarrow, 1992).

99



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Purificacdo de uma cisteino peptidase do trato digestivo das Jas de
Sphenophorus levis

A purificac@o da cisteino peptidase 8elevisfoi realizada por cromatografia de
troca ibnica da cisteino peptidaseSidevisem DEAE-Sepharose. Foi detectado um pico
largo correspondente a proteina inativa eluida com 0,3M de NaGh Aigso, foi
verificada a presenca de dois picos de eluicdo na concentracdd d&aCl (Figura 4A).
As analises em SDS-PAGE 15% revelaram que a purificacdo fifbenée como
demonstrado pela presenca de uma banda Unica de massa moleoxiaragiar de 35 kDa
em ambas as fracdes (Figura 4B). Esta informacdo estédk aom a massa molecular
esperada deduzida a partir do clone de cDNA identificado no projeto gedm® levis
gue esta sendo realizado em nosso laboratério (“GenBank” com oan@imeacesso

FJ467290), o qual codifica uma cisteino peptidase.
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Figura 4: Purificacdo de uma cisteino peptidase dtrato digestivo de Sphenophorus levisO extrato proteico
de Sphenophorus levigoi purificado por cromatografia de troca i6nican eEDEAE Sephadex. 1A: Peffil
cromatografico obtido da purificacdo da enzima eBAB Sephadex com eluicdo em 1 M de NaCl; 1B: SDS-
PAGE 15% corado com “comassie blue”. Em 1: Marcattomassa molecular (Invitrogen); 2: extrato desiino

de Sphenophorus leyi8 e 4: fracao eluida em 1 M de NaCl (notar a batelaproximadamente 35 kDa).

4.2. Analises por espectrometria de massa

A enzima purificada de5. levisfoi submetida a digestdo parpsina e os
peptideos foram analisados por espectrometria de massa. Os dadpsaleometria de
massa obtidos pelo CID-MS/MS forneceram a informacéo da seqidg@naminoacidos
de trés peptideos: VPESIDWR, NVVTPIK e DYWLIK (Figura Sabela 1). Os trés

peptideos estdo presentes na sequéncia de uma cisteino peptidasecdtepgina L
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gue foi deduzida de um clone obtido a partir da biblioteca cDNAS.d&vis A
comparacao com o clone completo FJ467290 esta demonstrada na figura & &mbor
sequéncias nao sejam idénticas, a soma das massas dos pepgdd®aesrdo com a
sequéncia deduzida a partir do clone e, além disso, existe a madéhdos peptideos
coincidirem com outros clones da biblioteca de cDS8lAlevisque contém isoformas
desta enzima. Os dados obtidos com a espectrometria de magsaatord identidade

da proteina purificada como sendo uma cisteino peptidase. Além dissbpocam para
futuros estudos utilizando o clone completo da bibliotec&.devis A fase aberta de
leitura contida nesse clone ja foi inclusive clonada em vetoxptessao e expressa em
Pichia pastoris A proteina ja foi purificada e sua atividade est4d sendo analesada
comparada com a proteina purificada a partir do extrato intestinal daHatedrabalho
esta sendo realizado por um outro aluno de doutorado do laboratério de biologia

molecular.

Tabela 1.Sequéncia dos residuos de aminoacidos dos peptideos tripticos da proteina de
Sphenophorus levisbtida por ESI-CID-MS/MS.

m/z Mr Sequéncia de Aminoacidos
501.26° 1001.52 V P E S L D W R
770.491 769.49 N Vv Vv T P L K
837.43' 836.43 D Y W L L K

*observacdao: lle/Leu ndo sao discriminados no espectro e estao representados por
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Figura 5. Espectro resultante da analise de ESI-CHMS/MS dos peptideos tripticos da enzima de
Sphenophus levisOs trés peptideos (vermelho) foram encontrada®qééncia da cisteino peptidases deduzidas a
partir de um clone de EST da biblioteca de cDNASddevis Em circulo, destaca-se os respectivos pepideos
tripticos com os valores da massa molecular teépcasentados da tabela 1.
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Figura 6: Espectro ESI-CID-MS/MS dos peptideos resultantes ddigestao da enzima isolada do
Sphenophorus leviscom tripsina. As seqliiéncias de aminoacidos foram deduzidas & plart
fragmentos de ions. Em a): espectro referente @se@ do peptideo VPESLDWR; em b): espectro
referente a seqiiéncia do peptideo NVVTPLK e emspg@ro referente a seqiiéncia do peptideo
DYWLLK.
4.3. Especificidades de susbtrato e estudos cinéticos da eiisb peptidase
purificada de Sphenophorus levis
A atividade enzimatica da cisteino peptidase purificada Sdelevis foi

monitorada utilizando o substrato fluorescente com estrutura Z-Kad8A, onde
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Z= carbobenzoxi; Xaa= Arginina, Fenilalanina ou Leucina; MCA7 =amino-4-
metilcoumarina).

A tabela 2 mostra que a cisteino peptidass.tvistem uma potente acao sobre
0 Z-Phe-Arg-MCA, um susbtrato comumente utilizado para ensaiosividadé de
enzimas do tipo catepsina L. A eficiéncia cataliticg/Km) da cisteino peptidase &
levisfoi calculada e os melhores valores kig/K,) foram obtidos com os substratos Z-
Phe-Arg-MCA e Z-Leu-Arg-MCA A eficiéncia catalitica k.a/Ky) para a hidrolise
destes substratos foram, respectivamentgyN2@ 30uM (Tabela 2). Estes resultados
estdo de acordo com o comportamento de enzimas do tipo catepsimuais tem uma
potente acdo em substratos que possuem aminoacidos hidrofébicos emgeRle(k
1980). A especificidade do substrato é determinada pelas interacBe® e assim o
subsitio S2 da cisteino peptidase € descrito como sendo essenciakspara
especificidade (Turlet al, 1998). Estudos realizados com uma cisteino petidase do tipo
catepsina L isolada do equinodermatea cucumber (Stichopus japonicus)
demonstraram que o melhor substrato testado para este tiporde &izp Z-Phe-Arg-
MCA com valor dekcat/Kmdel8uM, uma eficiéncia catalitica equivalente aos valores
encontrados na com mesmo substrato hidrolisado pela enzi®aeuis(Yang et al,
2008). O substrato Z-Arg-Arg-MCA contendo Arginina, um residuo naamfdidico
em P2, foi resistente a hidrolise pela cisteino peptidaseS.twvis (Tabelal).
Geralmente, o Z-Arg-Arg-MCA é um bom substrato para catep8in@adH (Aranish,
1997). Estes resultados indicam que a enzima purificada. devisé uma cisteino

peptidase do tipo catepsina L.
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Tabela 2. Constantes de segunda ordek3,/Km) para a hidrélise de substratos
fluorogénicos pela cisteino peptidaseSgdenophorus levis

M-1<s-1
SUBSTRATO Kead K @M 1Y) Kom (M)
Z-FR-MCA 20 10
Z-LR-MCA 30 0.21
Z-RR-MCA Resistente Resistente

Z-FR-MCA, carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amido-4-metilcoumsa; Z-LR-MCA, carbobenzoxi-Leu-Arg-7-
amido-4-metilcoumarina e Z-RR-MCA; carbobenzoxi-A&gg-7-amido-4-metilcoumarina

4.4. Perfil de atividade em diferentes condi¢Ges de pH e NacCl.

O efeito dopH na hidrdlise do substrato Z-FR-MCA pela cisteino peptidase de
S. levisfoi determinado nas faixas de pH entre 3.0 a 9.0. Na figura 4 podeesgavbs
uma curva que mostra o pH 6timo de 6.0 para a cisteino peptidase. |&stdevaH é
caracteristico para as cisteino peptidases, as quais saueggeahtivas em valores de
pH entre 4.5 a 6.0Turk et al, 2000). Para determinar a influéncia do NaCl na atividade
da enzima, ensaios de atividade enzimatica foram feitos nasasiesndicdes descritas
no item 3.4. No grafico apresentado na figura 4 foi observado uma dévildaenzima
de 100 % na auséncia de NaCl. Na concentracdo de 100 mM de HaGtHade da
enzima foi de 60 %, demonstrando uma perda de 40 % de atividade conguarada
atividade inicial. Baseada na curva de NaCl, pode-se concluir galepoosnove uma
influéncia significativa, diminuindo a eficiéncia da atividade @&tal da enzima, como

observado na figura 7.
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Figura 7. Influéncia do pH e NaCl na hidrélise do substrato ZFR-MCA pela cisteino peptidase de
Sphenophorus levisA atividade da peptidase foi realizada em difesenilores de pH variando entre 3.0
a 9.0 e concentra¢gBes de NaCl de 50 a 600mM.

4.5. Ensaio de atividade inibitoria da cisteino peptidase d&phenophorus levis

A cisteino peptidase de. levisfoi ensaiada na presenca de inibidores de cisteino
peptidades recombinantes isoladas da: cana-de-aglcar. CaneCPIQREan€aneCPI-
3, CaneCPI-4; do arroz: Orizacistatina | (OC-1); e o inibidorggtscos E-64 e CA074.
As quatro cistatinas recombinantes da cana-de-afdizan capazes de inibir a atividade
da cisteino peptidase &phenophorus levisom constantes de inibicfidi app na ordem
de nanomolar (Tabela 3, Figura 8) sendo que o inibidor CaneCPI-1 foi dapaibir a
cisteino peptidase d®.leviscom uma constante de inibicdo de 0.59 Wl dpp). Este
resultado esta de acordo com um ensaio de inibicdo realizado ameti®rcom o0 mesmo
inibidor, onde foi observado urKi(app) de 0.6 nM contra uma cisteino peptidase humana
do tipo catepsina L (Olivat al, 2006). As outras cistatinas de cana-de-acucar CaneCPI-2 e
CaneCPI-3 apresentaram valoreKi@appde0.36 e 0.57 nM para a cisteino peptidase de
S. levis A cistatina CaneCPI-4 mostrou ser o melhor inibidor paraeegiana com unki

app de 0,02 nM. Em estudos de inibicdo realizados utilizando as mestasas
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CaneCPI-2, Cane-CPI-3 e CaneCPI-4 contra uma cisteino peplidassa do tipo
catepsina L, os valores #@ app apresentados foram 0,17, 0,6 e 0,02 nM, respectivamente

(Gianottiet al, 2006).

Inibidores Ki app (nM)
CaneCPlI-1 0,59
CaneCPI-2 0,36
CaneCPI-3 0,57
CaneCPI-4 0,024
OC-1 0,47
E-64 3,6
CA074 NP

"NI: auséncia de inibigao.

Tabela 3 Inibicdo de atividade da cisteino peptidase Spghenophorus levipor
diferentes inibidores de cisteino peptidases.
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Figura 8: Inibicdo da atividade da cisteino peptidae isolada deSphenophorus levipelas cistatinas
recombinantes e pelo inibidor sintético E64A atividade inibitoria das cistatinas CaneCPI-1 (&n
CaneCPI-2 (em B), CaneCPI-3 (em C), CaneCPI-4 (¢nOQ-1 (em E) e o inibidor sintético E64 (em
F) contra a cisteino peptidase 8elevisfoi medida em um ensaio fluorimétrico utilizandsubstrato
fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA. A atividade residual @szima foi calculada através da inclinagao
(“slopes”) das retas geradas com o programa FLutiwols” 2.0 e expressa como porcentagem de
atividade em relagéo ao controle (ensaio sem aticia}.

109



Os resultados de inibicao de atividade encontrados para catepsinahahséo
muito similares aos valores encontrados para a inibicdo daoigeptidase d8. levis
0 que também sugere que esta enzima pode ser caracterizadsecolm uma catepsina
L.

O inibidor sintético especifico para catepsina B utilizado, o CA®i4 f
desenhado e sintetizado como derivado do E64, e apresenta capacibadeaini
seletiva contra catepsina B tanto “in vivo” quanto “in vitro”. Sua @fipelade se deve
aos residuos lle e Pro presentes em sua sequéncia (Tetvatad991; Murataget al,
1991), assistida por uma dupla ponte de hidrogénio entre o grupo carboxil @@ @erc
terminal do CAQ074 e os grupos imidazélicos das histidinas 110 e 11legpesinatB
humana. Sua ligacdo se d& nos subsitios S” da catepsina B humareseXtepstudo,
os testes de inibigédo utilizando CA074 revelaram que o inibidor n&o foi capaz de inibir a
peptidase isolada do inseto, contribuindo para que seja sustentadaeaehg®yue a
peptidase isolada d& levisseja uma cisteino peptidase do tipo catepsina L.

Como esperado, para o perfil de uma cisteino peptidase o inibititicei E-64
foi capaz de inibir a atividade desta enzima consideravelmentemovalor deKi app
=3.6 nM. O E64 é um inibidor natural de cisteino peptidase, isolado deasuttar
Aspergillus japonicusendo sido relatado pela primeira vez por Hanada e colaboradores
(1978). Diversos trabalhos tém demonstrado a capacidade inibitérid&4edatra
cisteino peptidases da familia da papaina (Batett 1981; Barretet al, 1982; Otto e
Schirmeister, 1997). Sua interacdo com a enzima ocorre tanto négosubsomo S’
(Varugheseet al, 1989).

A ocorréncia de cisteino peptidases em intestin®.devisé esperada devido ao
fato deste besouro pertencer a familia Curculionidae, que estadinao grupo

Cucujiformia, um ancestral de coledpteros. Alguns estudos relatgwanas cisteino
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peptidases sdo encontradas em toda a ordem coleoptera sugendoancestral do
coledptero, ao ingerir sementes ricas de inibidores de serino peptidases, paitizau a
cisteino peptidases na digestdo de proteinas ao invés de pepimases apds um
processo de adaptacao (Terra & Cristofolletti, 1996).

A cistatina recombinante OC-1 (orizacistatina 1, inibidor deeicie protease
isolada do arroz) também foi capaz de inibir a atividade darmspeiptidase d8. levis
com uma constante de inibicaG @pp) de 0,47 nM, resultado semelhante ao verificado
pela inibicdo com as cistatinas recombinantes da cana-de d€ssaresultado ja era
esperado devido a estudos na literatura que demonstram a inibicastelaoci
peptidases pela orizacistatina 1 (Azzaizal 2005 a e b; Bouchardt al 2003;
Benchabanet al, 2008). Além disso, em nossos estudos a OC-1 também se mostrou
capaz de inibir catepsina L (valor deapp = 4,4 nM).

Diversas abordagens baseadas em modelos de estrutura e funcdadé
utilizadas para a obtencao de inibidores de peptidases com poten@altadoncontra
peptidases especificas, incluindo estudos de mutacdo sitio-dirigidaqdéncias de
residuos de aminoacidos ou de aminoacidos especificos (@aalml997; Masoret
al, 1998; Ogaweet al, 2002; Pavlova & Bjork, 2003; Goulet al, 2008) além de
procedimentos envolvendo mutagdes aleatdrias em regides especfigiéncia dos
inibidores (Laboissieret al, 2002; Ceciet al, 2003; Meloet al, 2003; Stoop e Cralik,
2003).

Nas plantas, a ampla distribuicdo de proteinas de defesa podé wefle
importancia do processo de protedlise no processo digestivo de insedoss Resetos,
a ingestao de inibidores de peptidases pode interferir diretangedisponibilidade de
aminoacidos necesséarios para o crescimento, desenvolvimento e reprddegsa

maneira, € possivel sugerir que a diversidade das enzimas p#ediigiscritas em

111



insetos fitbfagos seja uma resposta para a presenca abundameéidereis de
peptidases nos tecidos vegetais.

Atualmente, os principais métodos de controle aplicados para combater os
fitopatdgenos ainda sdo os que se baseiam na utilizacdo de fungicesticidas,
porém, muitas vezes 0 uso excessivo de pesticidas causa custos es®némi
ambientais. Além disso, uma das conseqiiéncias do uso de pesticidparéaimento
de pragas resistentes a estes produtos (Gletldie1989). Dessa maneira, é evidente a
necessidade do desenvolvimento de alternativas que diminuam o usoddépr
quimicos, que nao deixem residuos indesejaveis no meio ambienten&oqoermitam
0 aumento de populacdes de patdgenos resistentes.

Frente aos avancos cientificos e tecnoldgicos, € possivel prodantasl
resistentes a pragas e patdégenos por meio da manipulagdo deqgeneodificam
proteinas de resisténcia (Ryan, 1990). As plantas podem se torst@ntes através da
capacidade de codificar proteinas relacionadas a defesa, oats®jas de proteinas
que interfiram em alguma funcdo metabdlica vital para o onganiavasor. Assim,
haveria uma possibilidade de se evitar o uso indiscriminado de agostéxipoluicdo
do ambiente e ainda diminuir custos na producéo.

A expressdo de cistatinas recombinantes em plantas tracegéem sido
proposta por diversos autores como método de controle de herbivoria, pareotke cont
microbiano de fungos e outros patdégenos de importancia agrondmica r@zutier
Camposet al, 1999; Arai & Abe, 2000; Atkinsost al, 2003; Hacet al, 2004; Yang &
Yeh, 2005; Christovat al, 2006).

Apesar da evolucdo promissora, o uso de inibidores de peptidasesnéms pla
transgénicas ainda ndo estd amplamente consolidado. Os insetos teribémor

desenvolvido ao longo do tempo estratégias de escape para evitéan ;mdfiedrio das
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cistatinas (Broadway, 1986). Esses mecanismos incluem a ddizecum sistema de
complexos de enzimas digestivas com diversas classes de ppttsndo de forma
complementar e coordenada (Terra & Ferreira, 1994; Brueebd¢ 1999; Brunellest
al, 2004); a producéo de formas alternativas de peptidases “insensogisibadores
(Jongsmaet al, 1995; Bownet al, 1997; Cloutieret al, 1999, Cloutieret al, 2000;
Mazumdar-Leighton & Broadway, 2001a, b; Zhu-Salzreairal, 2003; Brunelleet al,
2004); e a degradacao dos inibidores pela utilizacdo de peptidasealvoiaalo
sistema digestivo (Michaud, 1997; Giratlal, 1998a; Giriet al, 1998; Gruderet al,
2003; Zhu-Salzmaat al, 2003).

Assim, é reconhecido que, peptidases / inibidores e as intenglgbés-inseto
consistem em um sistema resultante de um longo processo cowvevelubntinuo de
diversificacdo de sistemas proteoliticos e inibidores de peptidasesorganismos
concorrentes (Lope®t al 2004; Valueva & Mosolov, 2004; Christeller, 2005;
Kiggunduet al, 2006; Girarcet al, 2007). Dentro desse contexto, o desenvolvimento de
inibidores de peptidases com forte potencial especifico para um determinatsrooga
representa uma estratégia bastante interessante.

No presente estudo, foi realizada a identificacdo e caraci@&oiziz uma cisteino
peptidase purificada do trato digestivo da larv&deevis Os resultados demonstraram
que houve a inibicdo significativa da atividade enzimética dessénoigteptidase por
cistatinas recombinantes da cana-de-agUcar e do arroz. Isse g essa enzima
possa ser utilizada para estudos futuros contribuindo para a detgondss interacdes
entre planta e patdgenos como um potencial alvo para o controle dessa praga baseado na
interrupcdo do metabolismo de proteinas que podem interferir no procesgestéo

das cisteino peptidases 8e levis.Estas cistatinas se mostraram especificas para esta
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enzima, sugerindo a aplicacdo destes inibidores no desenvolvimento des planta

transgénicas que possam se tornar resistentes a este inseto.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a purificacdo e caracterizdgdoama cisteino
peptidase proveniente do trato digestivo de larvas do infSettevis, um
coledptero que ataca a cana-de-acucar sendo responsavel por grandassprej
econdémicos.

A enzima foi submetida a espectrometria de massa por meio eladigcom
tripsina e os trés peptideos resultantes foram comparados cegiiénsia de

um clone de cDNA obtido em nosso laboratério depositado referente a uma
cisteino peptidase d8&. levis revelando ser uma enzima do tipo cisteino
peptidase.

Os ensaios de atividade enzimatica demonstraram que a cisteinagepte
S.levistem uma potente agdo sobre o Z-Phe-Arg-MCA, um susbtrato éspecif
comumente utilizado para ensaios de atividade de enzimas do tipo catepsina L.
As andlises do perfil de atividade em diferentes condi¢des de pHdervado

que a enzima apresentou melhor atividade em pH 6.0, que é caragbarac
enzimas do tipo cisteino peptidases.

Nos ensaios de influéncia da concentracdo de NaCl na atividaoheatoa
pode-se concluir que o sal promoveu influéncia significativa, diminuindo a
atividade catalitica da enzima.

A atividade inibitoria da cisteino peptidase $lelevisfoi testada na presenca de
inibidores de cisteino peptidades recombinantes isoladas de canzde-ag
denominados cistatinas, CaneCPI-1, CaneCPI-2, CaneCPI-3 e ChagiGRa
outra isolada do arroz, a OC-1, e dos inibidores sintéticos E-640F4CAs
andlises revelaram que as quatro cistatinas da cana-de-&p@ra capazes de

inibir a atividade da enzima.
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Os resultados de inibicdo da cisteino peptidas&.devisforam comparados os
resultados de inibicdo de atividade encontrados para a catepsina L Horaama

muito semelhantes sugerindo, também, que esta enzima possivelmente sej
caracterizada como sendo uma catepsina do tipo L

O inibidor sintético CA074, que é especifico para catepsina B na@paiz dde

inibir a peptidase isolada do inseto, contribuindo para que seja sustentada a hipotese
de que a peptidase isoladaldevissejado tipo catepsina L. A OC-1 e o inibidor
sintético E64 também foram capazes de inibir a peptidase isdada levis

contribuindo para caracteriza-la como uma peptidase do tipo cisteinica.
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