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CARACTERIZACAO BIOQUIMICA, FUNCIONAL E ESTRUTURAL [E DUAS
CISTATINAS RECOMBINANTES DE FEIJAO-CAUPI

RESUMO

Sequéncias de mRNA que codificam para duas ciataforam isoladas de folhas de plantas
de feijdo-caupi cultivadas em sistema hidropénik® sequéncias foram ligadas no vetor de
expressdo pET302NT-His, o qual foi introduzido erélulas de Escherichia coli
ArcticExpress (DE3). A inducao da expresséo folizada por meio de adi¢cdo de IPTG (0,5
mM) e as proteinas recombinantagCys1 — (cistatina de um dominio W&na unguiculata

e VuCys2 — (cistatina de dois dominios\eunguiculatd ambas fusionadas a uma cauda de
histidina N-terminal, foram purificadas por homogglade em matriz de afinidade
constituida de Ni imobilizado & Sepharos&/uCysl apresentou uma massa molecular
aparente de 14 kDa e um rendimento de 10 mbBe.meio de cultura, j4 a proteiaCys2
mostrou uma massa molecular aparente de 26 kDarendimento de 22 mgPlde meio de
cultura. As duas proteinas foram fortemente aticagtra as proteinases papaina e
guimopapaina, moderadamente ativas contra broraetai@mpenas fracamente ativas contra
catepsina B, enquanto que nenhuma atividade iniifdi detectada contra a proteinase
serinica tripsina. Ensaios de estabilidade térnmusstraram que as duas cistatinas sao
proteinas termoestaveis, uma vez que, mesmo apabaicdo a 100C por 60 minutos
apresentam atividade inibitoria residual contragpag superior a 95%/(ICys1) e superior a
85% (VuCys2). Resultados similares de estabilidade tambsnaam obtidos quando as
proteinas foram testadas quanto a capacidadeldedratividade de papaina, apds incubacéo
em valores de pH variando de 2,0 a 11,0. Analispearoscopicas de dicroismo circular
revelaram que o padrédo de estruturas secundariambles inibidores sofre pouca alteracéo
apos incubacao em temperaturas variando de 10@ 8@m valores de pH variando de 2,0 a
11,0. Estes dados estdo de acordo com os resultEdesevada estabilidade térmica e a
extremos de pH previamente obtidos nos ensaiositdgédo in vitro de papaina. Ensaios
bioldgicos realizados com diferentes espécies ago fitopatogénicos ndo mostraram
nenhum efeito negativo das proteinas sobre a gagdinde esporos ou crescimento micelial
dos fungos testados. Os inibidores também ndo s&ramam ativos contra diferentes
patdgenos humanos, incluindo a levedura patogé@madida albicans Alguns relatos
cientificos propdem o uso de cistatinas como agegrte potencial no controle e inibicdo da
atividade de proteinases cisteinicas relacionadu®@essos carcinogénicos. Contudo, testes
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de citotoxicidade dos inibidores para trés difegenlinhagens de células tumorais nao
mostraram potencial citotéxico. Os inibidores tamldéram testados quanto a capacidade de
inibir a atividade de enzimas digestivas isoladasntestino de larvas de terceiro instar dos
insetos bruquideofallosobruchus maculatus Zabrotes subfasciatusduas importantes
pragas do feijdo-caupi. Ambas as cistatinas apt@san elevado potencial inibitério contra
as enzimas d€. maculatussendo, porém, fracamente ativas contra aZ.deubfasciatus
Bioensaios foram realizados nos quais as cistaforasn inseridas em sementes artificiais
nas concentracdes finais de 0,025; 0,05 e 0,1%nénadradas &. maculatusA despeito da
inibicdoin vitro das enzimas digestivas das larvafdenaculatusos resultados do bioensaio
sugerem que, tanto larvas como insetos adultosec@ar desenvolver mecanismos
adaptativos a administracdo dos inibidores quewsin insensiveis a sua ingestdo. Estudos
cristalograficos foram realizados na tentativa dkigonar a estrutura tridimensional das
cistatinas. 576 condi¢Bes de cristalizacao forastatias das quais trés levaram a formacéo e
crescimento de cristais difrataveis ¥@Cysl. Os cristais pertencem ao grupo espacial
ortorrombico, P2,2;, e a célula unitaria apresentou dimensdes de a484hl,= 64,68 e ¢ =
87,91 A,a =B =y = 9C°. VuCys1 apresenta uma estrutura molecular de dimedwmiénios
trocados a qual foi resolvida a uma resolucio 86 A. Cristais deVuCys2 ndo foram
obtidos nas condicbes testadas. O significadoldigico desta estrutura para a planta, a
estabilidade estrutural de ambos inibidores e sidtaglos referentes aos diferentes bioensaios

sao discutidos no presente trabalho.

Palavras chave Proteinases, bruquideogijgna unguiculata Escherichia coli dimero de

dominios trocados



BIOCHEMICAL, FUNCTIONAL AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF TWO
COWPEA RECOMBINANT CYSTATINS

ABSTRACT

MRNA sequences coding for two cystatins were isdldrom leaves of hydroponically
growing cowpea plants. The sequences were ligatétki expression vector pET302NT-HIS,
which was introduced int&scherichia coli ArcticExpress (DE3) cells. The expression was
induced by addition of 0.5 mM IPTG and the recorahin proteinsVuCysl {igna
unguiculataone-domain cystatin) anduCys2 {igna unguiculatawo-domain cystatin), both
fused to an N-terminal 6x-His tag, were purified tlhymogeneity using an affinity matrix
containing Nf* immobilized to Sepharose. The apparent moleculsses fol/uCys1 (yield

of 10 mgP.L* culture) and VuCys2 (yield of 22 mgP.mlculture) were 14 and 26 kDa,
respectively. Both inhibitors were strongly actia®ainst the proteinases papain and
chymopapain, while bromelain and particularly catie B were less susceptibleitovitro
inhibition. No inhibition was detected against g&ine proteinase trypsin. Thermal stability
tests revealed that both cystatins are thermosgabteins able to achieve a minimum residual
proteolytic inhibition activity against papain ob% (VuCysl) and 85% \(uCys2) when
incubated at 100C for 60 minutes. Similar stability results weresalobtained when the
proteins were tested to the ability of to inhib#pain activity after incubation in pH values
ranging from 2.0 to 11.0. Circular dichroism spestiopy measurements demonstrated that
the secondary structure arrangement of both cgstatmdergoes only fewer alterations when
both proteins were incubated in temperatures vgriyjom 10 to 9CC and pH values varying
from 2.0 to 11.0, as well. These data are in ages¢mith the thermal and pH stability results
previously obtained on papain inhibition assay®ldjical assays conducted with different
phytopathogenic fungi didn’t show any negative ictpan spore germination as well as on
mycelial growth of the tested fungi. Different humpathogens, including the pathogenic
yeastCandida albicansvere shown to be insensible YoCys1l andvuCys2. Some scientific
reports have proposed the use of cystatins as tmterolecules in the control and inhibition
of the activity of cysteine proteinases relatedaocinogenic process. However, cytotoxicity
assays performed on three tumor cell lineages ledeao toxic effects ofVuCysl and
VuCys2. Inhibitor activities were also tested agauigiestive enzymes isolated from third
instar larvae of the bruchid inse@sllosobruchus maculatuendZabrotes subfasciatuswo
major cowpea plagues. Both cystatins were ableatse high inhibition ofC. maculatus
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enzymes; however they were poorly active againsiubfasciatugounterpart. Feeding tests
were conducted in which both cystatins were addeattificial seeds at final concentrations
of 0.025, 0.05 and 0.1% and suppliedGdomaculatus Despite than vitro inhibition of C.
maculatuslarvae enzymes, the bioassay data suggest thakland adult insects appear to
develop adaptive mechanisms which can make themnsitde to the ingestion of the
inhibitors. Crystallographic studies were carreat in order to solve the tridimensional
structure of cystatins. 576 different crystallipaticonditions were tested in which three were
favorable to the formation and growth of diffrad&alerystals ofVuCysl protein. These
crystals belong to the orthorhombic space grouf2,22and the unit cell dimension was a =
41.48 A; b =64.68 A and ¢ = 87.91 &= p =y = 9C°. V. unguiculataone-domain cystatin
presents a typical 3D domain swapped dimmer maeaitucture, which was solved at 1.95
A resolution. No crystals were obtained féuCys2. The physiological importance of this
structure to the plant, the structural stabilitybafth inhibitors and the results raised from

biological assays are all discussed in this work.

Keywords: Proteinases, bruchidyigna unguiculata Escherichia coli domain swapped

dimer.
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1 INTRODUGCAO

Inibidores de proteinases cisteinicas, cistatirgmesentam uma superfamilia de
proteinas capazes de inibir reversivelmente e naoguhbtividade de proteinases cisteinicas.
Estes inibidores sdo relacionados entre si, evaliestruturalmente, a um inibidor isolado
da clara do ovo em 1968 e sdo encontrados em @g@ensmos, animais e vegetais, podendo
ser considerados, portanto, proteinas ubiquas naema. Algumas cistatinas apresentam
inibicdo do tipo competitiva, ao passo que outéasisibidores tipicamente ndo competitivos.

Do ponto de vista bioldgico, cistatinas parecenemg®nhar papéis multiplos e
décadas de pesquisas sugerem a participacdo dastsnas em diversos processos
fisiol6gicos e patoldgicos, particularmente em aigne, mais recentemente em plantas.

Cistatinas de plantas foram analisadas quanto &ctsp estruturais e de
organizacdo gendmica e, com base em tais estudos grupadas como uma familia a parte
de cistatinas, sendo denominadas fitocistatinas.

Nos vegetais 0s papéis destes inibidores vao descentrole e regulacdo da
atividade de proteinases cisteinicas enddgenasiae#las a mobilizacdo de reservas de
sementes, além de outros processos fisioldgicos. aHigdo, fitocistatinas podem atuar
diretamente nos mecanismos de defesa das plantedo agpbre proteinases originadas de
patégenos, como fitonematdides, podem atuar dimiaindiretamente sobre fungos
fitopatogénicos e bactérias, e ainda sobre inggédagos, particularmente aqueles cuja dieta
€ primariamente baseada no uso de proteinasesnitiate Além destas funcdes muitos
trabalhos tém mostrado que fitocistatinas séo iiddszem condigbes de estresse abidtico,
como déficit hidrico, extremos de temperatura (&icalor), danos mecanicos, dentre outros,
achados que sugerem a participacao destas proteisastrincados mecanismos bioquimicos
de ajuste do vegetal ao estresse abidtico.

Duas cistatinas foram previamente clonadas a pltmRNA isolado de sementes
(FERNANDESet al, 1993 e AGUIARet al, 2006) e folhas (DIORt al, 2004) de feijao-
caupi Migna unguiculata(L.) Walp.], expressas er&scherichia colie purificadas. As
proteinas recombinantes foram caracterizadas colaca®e a diferentes parametros
bioquimicos e biolégicos nos trabalhos citados.

No presente estudo, estes dois inibidores foranamente expressos e coli,
agora, porém ambas as proteinas foram clonadagiademRNA isolado de folhas dé
unguiculata(Genotipo CE-31), utilizando um novo sistema deresgio, que se mostrou uma

excelente escolha para clonagem, producao e @gdficdas proteinas recombinantes.
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A titulo de nomenclatura os inibidores receberamodenacdes especificas e
relacionadas as suas estruturas. Uma das profeinasamada/uCysl (Cistatina de Unico
dominio inibitorio deV. unguiculata que é uma proteina codificada exatamente pelames
sequéncia de DNA clonada nos trabalhos de Fernatdes (1993) e Aguiaet al, (2006).
Este inibidor é caracterizado estruturalmente poesentar um unico dominio inibitorio e por
isso a denominacdo. A outra cistatina foi chamed@ys2 (cistatina de dois dominios
inibitérios deV. unguiculata e o polipeptideo maduro é ligeiramente diferelatguele obtido
no trabalho de Diogt al, (2006) e apresenta dois dominios inibitériosidseconsiderada
uma multicistatina.

Os detalhes estruturais acerca das sequénciasidedaidos das proteinas, bem
como as sequéncias de cDNA que codificam para anebamnalises realizadas por
sequenciamento de DNA gendmico, serdo abordadofrdea aprofundada no presente
trabalho que trata, além da analise de sequéradasaracterizacdo déuCysl eVuCys2
guanto a aspectos bioquimicos, biolégicos e estistu

Os resultados aqui apresentados e discutidos amtantontribuirdo para um
melhor entendimento do funcionamento destas pmadeno vegetal, bem como para uma

maior exploracdo de seus potenciais biotecnolégicos
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 As plantas e seus mecanismos de defesa

As plantas, diferentemente de animais, sdo sésseissta forma, continuamente
expostas a desafios ambientais como escassez depomentes essenciais para seu
desenvolvimento ou ainda a presenca de predadorgwagas capazes de danificar seus
orgaos comprometendo sua produtividade, sem abjlatsile de se locomoverem a longas
distancias a busca de suprimentos ou ambientefavaigveis (MAZIDet al, 2011).

A ideia de extrema vulnerabilidade das plantas @diemes desfavoraveis,
contudo, ndo estd correta, pois apesar da incaukridle locomocdo as plantas
desenvolveram ao longo de seu processo evolutivoammmos fisicos e bioquimicos,
constitutivos e induziveis de respostas de defesadaptacdo as diversas intempéries
ambientais que Ihes séo apresentadas no decorseadxisténcia (TREWAVAS, 2003).

O achado de que plantas, de modo semelhante a emaspifapresentam um
sistema de defesa e protecéo levou a descobert@ufzamente do ponto de vista da defesa
bioquimica, de compostos biologicamente ativos zegpale atuar como antimicrobianos,
como as fitoalexinas e fitoanticipinas (ZINOV'EM&A al, 2004), por exemplo.

Além disso, foi observado que este sistema de aefeplantas é bem sofisticado
e é caracterizado pela capacidade de comunicacgass talking” através de um elaborado
sistema de sinalizacdo bioquimica, que inicia ca&qupnas trocas de sinais entre algumas
células, mas que se expande para todo o vegetdl €HEON, 2008; KOORNEEF e
PIETERSE, 2008). Como resultado, regides da plgota ndo estejam sendo diretamente
afetadas por um patdgeno, por exemplo, sdo rapittanfeomunicadas” da presenca da
ameaca e assim, produzem respostas de defesanagge® da chegada do invasor. Esta
resposta funciona como uma espécie de imunizafdiodenominada resposta ou resisténcia
sistémica adquirida - SAR (STICHER al, 1997; VAN LONet al,, 1998).

2.1.1 Moléculas sinalizadoras relacionadas a SAR

Algumas moléculas tém sido mostradas como sendiinguagem molecular”
através da qual células e tecidos vegetais consegaecomunicar durante a SAR e dentre
estas sdo destacados o peroxido de hidrogéniado salicilico e o acido jasmonico, além de
outras (KUNKEL e BROOKS, 2002).
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O peroéxido de hidrogénio estd muito relacionadana wesposta local de defesa
conhecida como resposta hipersensitiva (HR — hepsitve response) (HUCKELHOVEBt
al., 1999). A HR consiste basicamente em um mecandamexplosdo oxidativa, seguido de
degradacéo proteolitica, no qual as células qu® estfrendo tal fenbmeno morrem e levam
ao confinamento do invasor / patbgeno (HORBAEHal, 2011). E uma resposta muito
eficiente contra patdgenos biotréficos, por exemploa vez que tais patdgenos necessitam
de tecidos vivos para sobrevivéncia. Patégenosotréticos, ou hemibiotroficos, como
algumas espécies de fungos fitopatogénicos, muies conseguem “driblar’ esse
mecanismo de defesa (MEHDY, 1994).

Acido salicilico e acidos jasménico sido sinaisalea distancia podendo trafegar
ao longo de vérios tecidos vegetais desencadeasgostas bioquimicas de defesa em pontos
distintos da planta. E dentre as moléculas querpaie induzidas por tais compostos estao
um grupo particular de proteinas descoberto naddéda 1970, por dois grupos de pesquisa
(GIANINAZZI et al, 1970; VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970) trabalhandde modo
independente, com plantas Bkcotiana tabacuminfectadas com o virus do masaico do
tabaco, conhecidas como PR-proteinas, proteinasiorddas a patogénes@R( proteins-

pathogenesis related protejns

2.1.2 PR-proteinas: Descoberta e fungbes

PR-proteinas sdo um grupo heterogéneo de protelegestais, ou seja, séo
consideradas PR-proteinas, moléculas com diferentgacteristicas estruturais sendo
consideradas as sequéncias priméarias de aminoaeidssruturas secundarias, terciarias e
quartenarias, e moléculas com diferentes propresiazhtaliticas e de atividade. Assim,
alguns exemplos de PR-proteinas sao: 1) quitinasesimas hidroliticas capazes de
decompor quitina, um polimero de N-acetil, D-gliamuma presente nas paredes celulares de
alguns fungos fitopatogénicos, bem como na membpen&ofica de alguns insetos; @)
1,3-glucanases, enzimas capazes de hidrolizar @agndep-1,3-glucanos, que também
podem fazer parte da composicdo das paredes esluthr algumas espécies de fungos
fitopatogénicos; 3) proteinas inativadoras de sbo®s; 4) peroxidases; 5) inibidores de
proteinases, dentre outrg®AN LOON et al, 2006; FERREIRAet al, 2007; SELSet al,
2008; ALMAGROet al, 2009). A lista completa das 17 familias de prate que compdem o
grupo das PR-proteinas € mostrada na Tabela dd&tfita revisédo de Van Loenhal, (2006).
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Tabela 1. Familias das proteinas relacionadasog@agses de plantas

Simbolo do gene

Membro Tipo Propriedades

PR-1 Tabaco PR-1a Proteina antifungica Yprl
PR-2 Tabaco PR-1a B-1,3-glucanase Ypr2
PR-3 Tabaco PQ Q“'““asese (po LALIV, VI Ypr3, Chia
PR-4 Tabaco ‘R’ Quitinases tipo 1 e Il Ypr4. Chid
PR-5 Tabaco S Semelhante a taumatina Ypr5
PR-6 Inibidor de tomate | Inibidor de proteinase Ypr6, Pis
PR-7 Tomate & Endoproteinase Ypr7
PR-8 Quitinase de Pepino Quitinase tipo I Ypr8, Chib
Peroxidase
PR-9 formadora Peroxidase Ypr9, Prx
de lignina (tabaco)

PR-10 PR-1 Salsa Semelhante a ribonuclease Yprl0

i Quitinase classe V . . .
PR-11 de tabaco Quitinase tipo | Yprll, Chi
PR-12 RS-AFP3RadisHi Defensina Yprl2
PR-13 THI2.1Arabidopsis Tionina Yprl3, Thi
PR-14 LTP4 cevada Proteina transferidora de Ypria, Ltp

lipidios
PR-15 OxOa cevada Oxidase do oxalato Yprl5
Semelhante a oxidase

PR-16 OxOLP cevada do oxalato Yprl6
PR-17 PRp27 Tabaco Desconhecida Yprl7

Fonte: Van Looret al, (2006).
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Apesar desta diversidade de funcbes e papéis mokgo vegetal, o que estas
proteinas tém mais em comum € a capacidade de se@smiveis de transcritos primarios e
protéicos aumentados em condicbes de patogéneseselacrionadas, de acordo com o
definido por Van Looret al, (1999).

Como pode ser observado na Tabela 1. A familia BRigroteinas é formada por
inibidores de proteinases, que, como o proprio neagere, inibem a atividade de enzimas
proteoliticas. Antes que a discussdo sobre inibgldie proteinases seja iniciada, o préximo

topico tratara inicialmente das enzimas protealéticuas definicdes e classificacoes.

2.2 Enzimas proteoliticas: Definicfes e classifitac

Proteases ou peptidases sdo um grupo de hidralagases de degradar ou digerir
proteinas e pequenos polipeptideos. Um método ritastamples de classificacdo destas
proteinas permite separa-las em dois grandes griggmglo estes 0 das exopeptidases,
enzimas proteoliticas que digerem os polipeptideqgsartir das extremidades amino ou
carboxi-terminais, ou ambas, dai derivando os teraminopeptidases, carboxipeptidases e
Omegapeptidases (BARRET, 1994; VAN DER HOORN, 2@98)grupo das endopeptidases,
gue compreende a grande maioria das peptidases (I¥®E e BARRETT, 1999), sendo
estas capazes de digerir o polipeptideo em regidiesnas localizadas distantes das
extremidades N e C-terminais (Tabela 2).

O termo “protease”, portanto, pode ser utilizadotda para exo como
endopeptidases, no entanto, a fim de diferenciatois grupos de enzimas proteoliticas foi
criada a palavra “proteinase”, que € usada ex@osinte para designar endopeptidases
(BARRET e McDONALD, 1985). Como exemplo de enddpmgses (proteinases) ha as
enzimas digestivas tripsina, quimiotripsina e pegsialém das enzimas vegetais papaina,
bromelaina, ficina, dentre outras (RAWLINGS e BARRE1993).

Um sistema de classificagcdo mais detalhado (MERCBiSproposto no qual
proteases homologas consideradas bioquimicameristinguiveis recebem o mesmo
identificador e sdo agrupadas em familias. Famijjas demonstram descender de um
ancestral comum, principalmente com base em comggarde estruturas terciarias, sao
agrupadas em clas. Posteriormente a sua criac@6)(b%anco de dados também passou a
agrupar inibidores de diferentes classes de predea@RAWLINGS et al, 2004 e
RAWLINGS et al, 2008, RAWLINGSet al,, 2010).



30

Tabela 2. Classificacao das peptidases quantccabde clivagem proteolitica

Tipo de Clivagem Tipos dec Peptidascs Classificag¢do Enzimatica

EXOPEPTIDASES - PROTEASES

.lO_O_O_O_‘: Aminopeptidases 3411
._.io_o—o—{ Dipeptidil-peptidases
._._.&O_O_": Tripeptidil-peptidases

:;—(::}—O—O—Oi. Carboxipeptidases 3.4.16-18
P ,_O_Oi._. Peptidil-dipeptidases 3.4.15
.i. Dipeptidases 3.4.13

3414

Omegapeptidases 3419

ENDOPEPTIDASES - PROTEINASES

‘:)—I::‘}—O—Oi‘o—o—(::}—( Clivagem interna 3.421-24e99

Fonte: BARRET (1994) com modificacdes.
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2.2.1 Endopeptidases: Proteinases

Como ja mencionado as proteinases (daqui em destéesera o termo utilizado
para designar todas as endopeptidases) represantaande maioria das peptidases e séo
atualmente divididas em 5 grandes grupos, de acmdoo mecanismo catalitico de acdo,
homologia de sequéncia de aminoacidos, pH oOtimatidéedade e inativacdo por diferentes
inibidores (BARRETet al, 2003). As cinco principais classes de proteismasge: proteinases
serinicas, proteinases cisteinicas, proteinaseartEsis, metalo-proteinases e treonina-
proteinases (VAN DER HOORN e JONES, 2004).

Proteinases desempenham importantes papéis bioddganto em animais e
microrganismos, como em plantas atuando ndo sé coetalisadores inespecificos da
degradacdo protéica, como também como agentes ealtanseletivos responsaveis pela
modulacdo de diferentes eventos fisiolégicos (NEURA1984apud PAGE e CERA, 2008;
YADAYV et al, 2011).

Algumas das principais funcdes gerais propostast@®ja bem elucidadas para
proteinases incluem a digestédo de proteinas alares{LAWRENCE e KOUNDAL, 2002),
participacdo em determinados aspectos do mecamisrdefesa vegetal (VAN DER HORN e
JONES, 2004; HSIANG e GOODWIN, 2006) e ativacdo ptocesso de morte celular
programada em animais e da resposta hipersendeiydantas (DENAULT e SALVESEN,
2002; HOORN e JONES, 2004). Além destas funcdamalgjpos de proteinases cisteinicas
humanas, como as catepsinas, por exemplo, podean r&gulando o desenvolvimento de
tumores durante processos de angiogénese, apoptasio celular e metastase (ROOPRAI
E MCCORMICK, 1997; BOUTTEet al, 2011).

As funcdes biologicas de proteinases de plantasrfaxtensivamente revisadas
em artigo recente publicado por Van Der Hoorn, 808 sdo sumarizadas na Figura 1,

retirada desta mesma revisao.

2.3 Inibidores protéicos de proteinases

A atividade de proteinases pode ser regulada tamtnivel transcricional, onde
seus niveis de expressdo sdo controlados por datteetranscricdo, como no nivel de
proteina, através da interacdo com inibidores atods especificos, bem como por meio da
ativacdo de zimogénios (MARTINE al, 2012).
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Figura 1. Sumario de algumas das principais fundiiekgicas desempenhadas por diferentes classes de
proteinases na planta modefrabidopsis Estudos realizados em outros vegetais estdo cdelsia entre
parénteses.

Fonte: Van Der Hoorn, (2008).
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De modo semelhante ao que ocorre com enzimas ptigEs inibidores protéicos
de proteinases podem ser agrupados em familidag esr sua vez, em clas, com base nas
sequéncias de aminoacidos e nos seus padroesutarastsecundarias e terciarias (HABIB e
FAZILI, 2007). Aléem disso, um modo bastante comuschhssificar tais inibidores € baseado
primariamente no tipo e classe mecanicistica dasmas proteoliticas sobre as quais
desempenham seus papéis. Assim, inibidores queaforoomplexos especificamente com
proteinases do tipo serinicas, sdo classificadesocmibidores de proteinases serinicas,
muitos dos quais recebem a denominacdo de serpimasnesmo tipo de classificacdo é
aplicado para inibidores de proteinases cisteingas por sua vez sdo chamados cistatinas.
Serpinas e cistatinas sdo alvos de varios estetiosuncdo de suas diversas propriedades
bioldgicas. Esta classificacdo com base na clagssamitistica da enzima alvo, contudo, pode
gerar certo conflito, uma vez que algumas serpipas,exemplo, podem se mostrar ativas
contra proteinases cisteinicas, o0 mesmo ocorrermm determinados inibidores de
proteinases serinicas do tipo Kunitz, que podenesamtar atividade contra proteinases
cisteinicas sendo, portanto, denominados inibidbifesicionais. Este € o caso, por exemplo,
do inibidor do tipo Kunitz isolado de sementesPitbecelobium dumosugue além de inibir
a atividade de tripsina (uma proteinase serin@aotm é ativo contra papaina (proteinase
cisteinica) (OLIVEIRAet al, 2007).

2.3.1 Cistatinas: Descoberta e classificacdo

Dentre o grande grupo de inibidores protéicos deeprases estdo os inibidores de
proteinases cisteinicas, conhecidos como cistatiBages inibidores compreendem uma
superfamilia de proteinas evolutiva e estruturatmerelacionados, capazes de inibir
reversivelmente proteinases cisteinicas perteneeagefamilias C1A da papaina e C13 da
legumaina (BARRET, 1987; BENCHABANE, 2010). Cistats podem se comportar como
inibidores competitivos ou ndo competitivos, semaoplamente distribuidas em animais,
plantas e microrganismos (OLIVEIR& al, 2003).

O primeiro membro bem estudado deste grupo foi pro@eina isolada da clara do
ovo de galinha (FOSSUM e WHITAKER, 1968) sendo, psta razdo, historicamente
denominada cistatina da clara do owchikken egg white cystatin Este inibidor foi
inicialmente caracterizado por ter a capacidadentbé as proteinases cisteinicas ficina e

papaina e por estar concentrado na clara do oabalfro posterior mostrou que além de estar
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presente na clara do ovo, esta cistatina tambérna sed detectada no soro de galinaceos
(machos e fémeas) (ANASTASt al, 1983).

A superfamilia das cistatinas foi inicialmente dida em trés familias principais
comumente referidas como familias das “cistatin@snais” representadas pela familia |
(familia das estefinas), familia 1l (familia dasstatinas) e familia Il (familia dos
quininogénios ou cininogénios) (BARREEL al, 1996). Detalhes estruturais acerca de cada
uma das trés familias de cistatinas séo abaixoittesc

Estefinas (familia 1) séo inibidores que apreseniama Unica cadeia polipeptidica
composta por cerca de 100 residuos de aminoaddasmassas moleculares proximas de 11
kDa. N&o apresentam pontes dissulfeto nem glig@laCistatinas A e B e suas variantes
encontrados em humanos e ratos sdo exemplos derosend familia | (TURK e BODE,
1991; GRUDKOWSKA e ZAGDANSKA, 2004).

Cistatinas (familia 1l) sdo inibidores mais complex que as estefinas,
apresentando cerca de 115 residuos de aminoacagnassas moleculares proximas de 13
kDa. Cistatinas normalmente possuem duas pontsslf@i® intramoleculares localizadas na
regido C-terminal e podem ou néo ser glicosiladafsforiladas. S&o0 membros desta familia
as cistatinas C humana (encontradas no plasma aemimano e fluido cérebro-espinhal),
cistatina S humana, a cistatina da clara do ovnireleutros inibidores (BARRE®Et al,
1986).

Quininogénios sao inibidores tipicamente enconsaum plasma sanguineo onde
desempenham papel nas cascatas de coagulacéo caradterizados por apresentarem o
maior grau de complexidade estrutural de todas iattinas. Estes inibidores sao
categorizados em trés grupos, designados comonqggémios de alta massa molecular
(quininogénios-H), com massas moleculares proxidead20 kDa; quininogénios de baixa
massa molecular (quininogénios-L), com massas mlalexss de cerca de 60 kDa e
guininogénios-T, com massas moleculares aproximael®&8 kDa. Quininogénios podem ser
glicosilados e, em alguns casos, apresentam a pmvtes dissulfeto como ocorre com o
inibidor humano de proteinases do tiggtiol, por exemplo. Normalmente os quininogénios
possuem trés dominios inibitorios que, do ponteigi&a evolutivo, parecem ser resultado de
eventos de duplicacdo de DNA de cistatinas da fami(BARRET, 1987 e TURK e BODE,
1991).
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2.3.1.1 Caracterizagao estrutural

Cistatinas s@o conhecidas por compartilharem exnias sequéncias primarias de
aminoacidos trés regides que interagem entre sicdanigem a um arranjo tridimensional
conhecido como ponta em forma de cunheeffge shaped edgg”a qual € complementar ao
sitio ativo de proteinases alvo. Estas regiées BaAdm residuo de G localizado na regido N-
terminal do inibidor, 2) o primeiro loop inibitoridtoop L1, formado pelos aminoacidos ([Q]-
[X]-[V]-[X]-[G]) onde [X] pode ser qualquer um daseguintes aminoacidos, V, A, E, D, Se |
e 3) o segundo loop inibitério, loop L2, no qualahservado um residuo de W localizado na
porcdo C-terminal da proteina (ABRAHANSOMt al, 1987; BODE et al, 1988;
NYCANDER e BJORK, 1990; MARTINet al, 1995; HONGet al, 2007; SHAH e BANO,
2009).

Varios trabalhos tém sido realizados, desde a Heseoda cistatina da clara do
ovo, onde estudos cristalograficos e de ressonanagnética nuclear permitiram resolver
com precisédo a estrutura tridimensional de cisdatie diferentes fontes animais e vegetais.
Pesquisa realizada no presente momento (2012zamild o termo “cystatin” na base de
dados PDBRrotein Data Bankrevela que cerca de 64 estruturas envolvendaticiat nas
suas formas monoméricas, diméricas ou em complexasdiferentes proteinases, além de
proteinas desconhecidas, mas com dominios tipatciat ‘Cystatin-like fold foram
depositadas. Deste total, 50 foram solucionadastalografia de raios X com resolucdes
variando de 0,25 a 5,0 A e 14 foram resolvidag@ssonancia magnética nuclear.

A estrutura tridimensional da cistatina da claraodo, o primeiro inibidor da
superfamilia a ser purificado e caracterizado, 08 e WHITAKER, 1968), s6 foi
solucionada duas décadas apos descoberta do m{BO®E et al, 1988), a despeito de a
proteina ter sido cristalizada cerca de 3 anosdB®©DE, 1985). A cistatina da clara do ovo
foi, portanto, o primeiro inibidor de proteinaseast&inicas a ser estudado e caracterizado, o
primeiro a ser cristalizado e o primeiro a ter sgautura molecular resolvida. Apenas em
1994, contudo, a estrutural tridimensional da pretdoi depositada na base de dados do
PDB, sob codigo de acesso 1CEW.

Os estudos cristalogréaficos pioneiros realizadon eocistatina da clara do ovo
(BODE et al, 1988) demonstraram que a proteina apresentabtainde cinco folhag- do
tipo anti-paralelas, parcialmente cercadas por luéhiaeo e dois loops em forma de grampo,
L1 e L2 formados por residuos de aminoacidos biestamservados entre todos os membros

da superfamilia, como mencionado anteriormente.lignale modelagem molecular por
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“dock” mostraram detalhes importantes do mecanisimanteragcdo deste inibidor com a

papaina.

2.3.1.2 Mecanismo de interacdo com enzimas praoiessi

No mecanismo de interacdo proposto pelos estudoBode et al,, (1988) a
cistatina posiciona-se sobre a fenda ativa da pamgiomodando-se de modo estericamente
complementar a esta. Neste modelo de interacamm (b2) do inibidor formado pelos
residuos de Prol103 e Trp104 se posiciona em irdontato com a por¢ado mais hidrofébica e
larga da fenda ativa da papaina (parte mais supkitenda). Nesta interacdo o anel indol do
Trpl04 do inibidor empilha-se sobre a cadeia la®oaTrpl77 da enzima. Ja a regido N-
terminal do inibidor € acomodada sobre o ponto rasiseito da fenda do sitio ativo (parte
mais profunda), de modo que a Gly9 do N-terminaindbidor fica proxima da Cys25 do
sitio ativo da papaina. O loop (L1) posiciona-sesna@ fundo da fenda do sitio ativo da
papaina proximo aos residuos Cys25 e Trp 177 admas laterais hidrofobicas de Leu54 e
Val55 deste loop, que no caso da cistatina da damvo é formado pela sequénd&n(53-
Leu54Val55-Ser566ly57), interagem com as cadeias laterais hidrofobiasAlal36,
Alal37 e Gly23 da fenda do sitio ativo da papdiesta forma é que se da a interacdo entre a
“ponta em forma de cunha” do inibidor e a fendailio ativo da proteinase (Figura 2).

A publicacdo em 1990 (STUBBS& al, 1990) da estrutura molecular resolvida da
cistatina humana estefina B complexada com papaioafirmou que as predicdes
anteriormente feitas por andlise de modelagem k idativas ao mecanismo de interagéo da
papaina com a cistatina da clara do ovo, (BO&Eal, 1988) estavam essencialmente

corretas.

2.3.2 Cistatinas de plantas: Fitocistatinas

Em 1985 um grupo de pesquisa japonés trabalhamwhosementes de arroz
relatou pela primeira vez o procedimento de pwgfém de uma proteina vegetal capaz de
inibir a atividade de papaina e outras proteinass&tginicas relacionadas (ABE e ARAI,
1985). Este foi o primeiro relato da purificagcdo dena cistatina de origem vegetal,
aproximadamente 17 anos ap0s a publicacdo dagagdid da cistatina da clara do ovo.
Trabalhos posteriores reportaram o isolamento daéeias de cDNA codificadoras para

cistatinas de sementes de arroz e as sequéncanideicidos deduzidas a partir do cDNA



37

Figura 2. Modelo molecular de interacdo de duasataias com papaina. a) Modelo tridimensional da
estrutura molecular da cistatina da clara do ovdB RCIEW (superior) e papaina, PDB 9PAP

(inferior) visualizado através do método de vacletrestatico. A figura foi manualmente montada

utilizando os dois modelos (PDB C1EW) e (PDB 9PAR)mo € possivel observar a porgéo inferior
do inibidor forma uma “ponta em forma de cunha’Sweegido é complementar a fenda do sitio ativo
da papaina, que tem uma forma de “V”. b) Estrutncdecular do complexo estefina B humana e
papaina (PDB 1STF) visualizado no modo “cartoorddds as imagens foram preparadas utilizando
0s modelos depositados Rootein Data Bankcom o programa PyMol Delano Scentific.
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foram entdo comparadas aquelas obtidas para seganimais. (ABEt al, 1987 e KONDO

et al, 1990). Estes inibidores foram denominados oistaitna-I (OC-I) e orizacistatina-Il
(OC-II) e sao historicamente reconhecidos comoreseras cistatinas de origem vegetal a
serem detalhadamente caracterizadas (&8, 1991).

A identificagdo e andlise filogenética comparatda novas cistatinas de uma
variedade de fontes vegetais propiciaram a deseobderpeculiaridades estruturais, arranjos
gendmicos e diversidade intrinseca que mostrararesjiies inibidores pertenciam a um ramo
evolutivo diversificado da superfamilia das cistasi, o0 que levou a necessidade de criacdo de
um novo grupo, o qual foi devidamente denominaduilfa das fitocistatinas (KOND@t al,
1991 e MARGISet al, 1998).

Em termos de estrutura geral, fitocistatinas sacs melacionadas as cistatinas
animais pertencentes as familias | e Il do que osmmembros da familia 11l (HABIB e
FAZILI, 2007) e podem ser subdivididas em 3 grudaRGIS-PINHEIROet al, 2008). O
grupo | é formado por inibidores que possuem ursaidbminio inibitério do tipo cistatina,
“cystatin-like domarihe massas moleculares variando de 12 a 16 kDacisliatinas do grupo
Il apresentam massa molecular de cerca de 23 kié&jala presenca de uma extenséao C-
terminal ndo encontrada em membros dos outros gilaipos. No grupo Il estdo as
multicistatinas, inibidores que apresentam doisnais dominios inibitorios repetidos lado a
lado. Os representantes mais conhecidos deste géiop@ multicistatina da batata (WALSH e
STRICKLAND, 1993) e a multicistatina de folhas denate (SIGUQEIRA-JUNIORt al,
2002 e WU e HARD, 2000), ambas com oito dominiabitidrios. Além destes dois
inibidores, também foram relatadas a purificacdoude multicistatina de sementes de
girassol, apresentando trés dominios inibitoriosOgZUMA et al, 2000) e uma
multicistatina de folhas de feijdo-caupi, com disninios inibitorios (DIORt al, 2004).

Estes inibidores compartilham com os demais memblessuperfamilia das
cistatinas, todas as trés regides necessérias fpanacdo do complexo enzima:inibidor
mencionadas anteriormente, entretanto, além desgéases cistatinas de plantas apresentam a
sequéncia conservada formada pelos residuos deoa@ridos ([LVI]-[AGT]-[RKE]-[FY]-
[AS]-[VI]-x-[EDQV]-[HYFQ]-N) a qual faz parte da pgdo central de uma hélice-
localizada na regido N-terminal da proteina. Estgutaridade de sequéncia diferencia este
grupo de inibidores dos membros das demais famdlifisnciona como uma espécie de
“assinatura” de fitocistatinas (HABIB e FAZILI, 200MARTINEZ et al,, 2007).
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2.3.2.1 Estruturas moleculares de cistatinas detals.

Apesar dos estudos cristalograficos realizadosipoadas com cistatinas animais,
apenas em 1998 foram publicados os dados preliesrbe cristalizacdo da cistatina do arroz,
orizacistatina-1 (OC-l). Contudo, apenas em 20@8teutura tridimensional da orizacistatina-I
(OC-1), a primeira cistatina de origem vegetal beanacterizada (ABEet al, 1991) foi
solucionada, através de experimentos de resson@agaética nuclear realizados por Nagata
et al, (2000), e foi depositada nprotein data banksob codigo de acesso, PDB 1EQK.

Desde entdo, algumas outras cistatinas vegetaisatv sua estrutura molecular
resolvida, sendo estas um dos oito dominios imib&dda multicistatina da batata (NISEEN
et al, 2009), PDB 2W9Q, a cistatina de taro em complexo papaina (CH@t al, 2011),
PDB 3IMA e a cistatina de abacaxi, PDB 2L4v (remiidts ainda ndo publicados).

2.3.2.2 Papéis biologicos das fitocistatinas

Os papéis biologicos de cistatinas de plantas a®riprimariamente de sua
capacidade de interagir com proteinases cisteireoa®genas do vegetal modulando sua
atividade, e ainda da capacidade destes inibiddeebloquearem proteinases cisteinicas
exdgenas, sejam estas provenientes de patdégenpsedadores de plantas. Assim, duas
linhas de pesquisa objetivando definir os papés dstatinas nas plantas, tém emergido
desde a descoberta das cistatinas do arroz em sndag@nos 80. A primeira abordagem esta
relacionada ao estudo da acdo destes inibidores pooteinas reguladoras da atividade de
proteinases relacionadas a mobilizacdo de resedvsiante o processo de germinacao de
sementes (ABEt al, 1987; ABEet al, 1992; XAVIER-FILHO, 1992; SZEWNSKA et al,
2012). Outros trabalhos tém estudado o papel desbeédores no processo de renovacao das
proteinas celulares piotein turnovey e no processo de morte celular programada
(SOLOMON et al, 1999; BELENGHI et al, 2003), bem como em processos de
organogénesis e de divisado celular (TIANal, 2009). O funcionamento de grande parte
destes processos, como ja mencionado, esta intimteamelacionado a acdo de diferentes
classes de proteinases, dentre as quais as pe#giciateinicas recebem destaque.

A outra linha de pesquisa tem focado no papelaetindireto das fitocistatinas
como proteinas integrantes do mecanismo de def@sapldntas. O papel direto deriva,
obviamente, da capacidade destes inibidores dettecerem e diminuirem a atividade de

enzimas proteoliticas do tipo cisteinicas utilizager microrganismos como nematoides,
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fungos e bactérias, bem como de sua capacidadeibiled acdo de proteinases cisteinicas
presentes no intestino de insetos fitéfagos (PERNMA&SL, 1998; PERNASet al, 1999;
MOSLOV e VALUEVA, 2008; CHlet al, 2009; KONRADet al, 2009; CARRILOet al,
2011; OLIVEIRAEt al, 2012).

O papel indireto das cistatinas de plantas na defegetal tem sido relatado em
experimentos onde aumentos significativos nos siwdg transcritos primarios destas
proteinas foram observados em plantas submetidaadicbes de estresses abidticos, como
estresse hidrico, condi¢des de elevada salinidasti®sse oxidativo, extremos de temperatura
(frio e calor), anaerobiose e escuriddo, bem comds ratamento com indutores quimicos de
respostas de defesa de plantas, como acido jason{mietii jasmonato) e aplicacdo de
injarias mecanicas tecidos foliares, por exemplo (BOTELL# al, 1996; ZHAOet al,
1996; PERNASet al, 2000; GADDOURet al, 2001; SIQUEIRA-JUNIORet al, 2002;
BELENGHI et al, 2003; MASSONNEALEt al, 2005; GIRARDet al, 2007; HUANGet al,
2007; ZHANGet al, 2008). Estes sdo exemplos de situagdes tipecasedanismo de defesa
das plantas onde os meios bioquimicos pelos gsagsstatinas conferem resisténcia ainda
nao foram muito bem esclarecidos e, portanto, s@o abitrariamente classificados como
mecanismos indiretos de protecdo. E importanteérpogue seja feita a ressalva de que a
inducéo da expressédo ndo so de cistatinas, magnamd inibidores de proteinases serinicas
por meio da aplicagdo de metil jasmonato ja é aigquimicamente bem compreendido e
bastante estudado (OROZCO-CARDENAS, 1993¢tL4l, 2002), sendo, portanto, a excecao
ao gue foi dito anteriormente.

Por fim, experimentos diversos utilizando plantesndgénicas superexpressando
sequéncias codificadoras para fitocistatinas is@atk uma variedade de plantas confirmaram
a participacao positiva destes inibidores no mesocanide defesa vegetal, mostrando que na
maioria dos casos as plantas transformadas apaesentolerancia as diferentes condicbes de
estresse bidtico e abiodtico as quais foram subase{(d/ALKER et al, 1999; URWINet al,
1997; URWINet al, 2003; LILLEY et al, 2004; KONRADet al, 2009; CARRILOet al,
2011).

2.3.2.3 Expresséao heteréloga de fitocistatinasssecherichiacoli

A compreensdo do mecanismo de acao e das relal@igEnéticas apresentadas
por diferentes cistatinas de plantas tém sido peissi em grande parte, gracas aos

experimentos de clonagem e expressao heterdloggsdeibidores. Sequéncias codificadoras



41

para fitocistatinas foram isoladas de um grande emdnde culturas vegetais, clonadas e
expressas etfascherichia coli.

Na maioria dos trabalhos ndo apenas os genes ithidones foram clonados e
caracterizados, como também as proteinas reconméméoram purificadas e caracterizadas
em diferentes niveis bioquimicos e funcionais. Algs das culturas para as quais uma ou
mais isoformas de cistatinas foram detectadastdieg@mente expressas e purificadas séo as
cistatinas de: Arroz (ABEet al, 1987; KONDOet al, 1990), Amaranthus(VALDEZ-
RODRIGUEZet al, 2007),Arabidopsis(BELENGHI et al, 2003), cacaueiro (PIROVANit
al., 2010), feijao-caupi (FERNANDE& al, 1993, DIORet al, 2004; AGUIARet al, 2006),
cana-de-agucar (SOARES-COST& al, 2002; OLIVA et al, 2004; GIANOTTI et al,
2006), cevada (CARRIL@t al, 2011),Ficus (SHYU et al, 2011), girassol (KOUZUMAet
al., 2000),Hevea(BANGRAK e CHOTIGEAT, 2011), macd, (RYAMNt al, 2003), milho
(ABE et al, 1992; ABEet al, 1994), morango (MARTINEZ2t al, 2005), taro (YANG e
YEH, 2005) etc.

Além disso, trabalhos tém relatado a purificacadieistatinas diretamente a
partir dos orgaos vegetais de ocorréncia, como ldamstatina do tomate (WU e HAARD,
2000) que foi isolada das folhas do vegetal, atinst dePhaseolus lunatud AWRENCE e
NIELSEN, 2001) e a cistatina de maca (RYANalL, 2003), por exemplo.

O presente estudo trata da clonagem moleculakE eooli, ArcticExpress (DE3),
expressao, purificacdo e caracterizacdo, sob aspbitquimicos, estruturais e biolégicos de
duas cistatinas codificadas a partir de molécumsndRNA isoladas de folhas dégna
unguiculata genoétipo CE-31.

Novos achados, como uma elevada estabilidade @siig as implicacbes da
estrutura molecular tridimensional de um dos irobéd para o vegetal, bem como seus
potenciais biotecnoldgicos no controle de fungatdrias, insetos bruquideos e células

tumorais humanas séo discutidos no presente t@balh



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar aspectos bioquimicos, funcionais euteshis de duas cistatinas
recombinantes de feijao-caupi.

3.2 Objetivos especificos

Realizar a clonagem molecular das sequéncias caddras para duas cistatinas
de feijdo-caupi, bem como o sequenciamento de c@ENBNA gendmico relativos aos

inibidores;

Induzir a expressdo das proteinas recombinantdsricha solivel em células de
Escherichia coli ArcticExpress (DE3) e purificd-las em cromatografe afinidade contendo

niquel imobilizado;

Avaliar o efeito do pH e da temperatura sobre abdglade estrutural dos
inibidores através de métodos convencionais derdetacdo de atividade inibitoria vitro e

por meio de espectroscopia de dicroismo circular;

Determinar o potencial de acdo das proteinas reicamies sobre diferentes
sistemas bioldgicos, a saber: fungos fitopatog@&nicaicrorganismos patogénicos para
humanos, células tumorais e sobre as enzimas fito#® de duas espécies de bruquideos,

bem como seus efeitos em ensaosvo;

Realizar estudo cristalografico com o fim de seepbtistais protéicos difrataveis
e resolver a estrutura molecular tridimensional gasteinas recombinantes. Fazer
inferéncias, relacionando as estruturas cristafimgiicom a atividade e papéis biolégicos dos

inibidores no vegetal.
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4 MATERIAIS

4.1 Plasmideos, cepas de bactéiasherichia colie reagentes para biologia molecular

(geral)

Os plasmideos pGEM-T Easy (vetor de clonagem) e3pENIT-His (vetor de
expressdo) foram obtidos da Promega (Madison, VBA)Ue Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA), respectivamente. Células He coli, TOP10F (hospedeiro para clonagemit.ecoli,
ArcticExpress (DE3) (hospedeiro de expresséao) fashtidas de Invitrogen e Stratagene (La
Jolla, CA, USA), respectivamente. O reagente pate@io de RNA, Concert Plant RNA
Reagent foi obtido da Invitrogen. Os iniciadoredizaidos para clonagem das cistatinas
(cDNA e DNA gendmico) foram todos obtidos da IDT clirologies. Os iniciadores
universais para sequenciamento de DNA, senso M3 é reverso M13 (-46) foram obtidos
de Invitrogen e IDT Technologies, respectivame@s.demais reagentes para manipulacao

de DNA, RNA e analise de sequéncias foram todagaie analiticos.

4.2 Reagentes especificos para determinacgéo deaalévinibitoria de proteinases

Os reagentes BANA (N-Benzoil-DL-Arginina-2-Naftilada), BApNA (N-
Benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanilida), DMACA (p-diméfaminocinamaldeido), as proteinases
cisteinicas papaina (E.C. 3.4.22.2), quimopapaiBeC.( 3.4.22.6), bromelaina (E.C.
3.4.22.32), catepsina B (E.C. 3.4.22.1) e a prasarserinica tripsina (E.C. 3.4.21.4) foram
todos obtidos da SIGMA (St. Louis). Os demais ragageutilizados foram de grau analitico.

4.3 Reagentes para cristalizacao

Os kits de cristalizagao Classic I, Classic Il, PEBEG Il e Cryo foram obtidas

da Qiagen, enquanto que o kit SaltRX foi obtiddHdanpton Research.
4.4 Demais reagentes/materiais biologicos
A procedéncia dos demais materiais quimicos eiolddicos aqui nado listados é

referenciada no tépico a seguir, “métodos”. Aqueaiés citados foram todos de elevada

pureza/grau analitico.



5 METODOS

Transformacéo de células @scherichiacoli com as sequéncias codificadoras para dois

inibidores de proteinases cisteinicas de feijdoptaGlonagem molecular, analise de

sequéncias, expressao e purificagdo das proteimasmbinantes
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5.1 Obtencéo e preparo de sementes de feijao-caupi

Sementes de feijdo-caupi, gendtipo CE-31 (pitiGfeaam cedidas pelo Banco de
Sementes da Universidade Federal do Ceara, Demartarde Fitotecnia e desinfetadas em
solucéo de hipoclorito de sédio contendo 0,25%lde @tivo, por cinco minutos. O excesso
de hipoclorito de sodio foi removido por lavagensessivas em agua destilada. A quebra de

dorméncia das sementes foi realizada por imersaageia destilada por uma hora.

5.1.2 Semeio e cultivo do feijao-caupi

Sementes desinfetadas foram semeadas em papeaintieaggio (Germitest ®), de
acordo com o descrito por Martins-Miranda, (2002)permitidas germinar em camara de
germinacdo com fotoperiodo controlado de 12 h €kairo), temperatura de 27 2+°C,
umidade relativa de 70 8% e luminosidade de 240 uEms' (1 E = 1 mol de fétons). Trés
dias ap0s semeadura as plantulas foram transferatagpotes plasticos com capacidade de 1,0
litro, preenchidos com solucao nutritiva de HoadlanArnon, (1938) a ¥4 de forca (25%), e
mantidas em casa de vegetacdo até projecdo e éwpdosprimeiro conjunto de folhas
trifoliolares (LIMA, 2007). Folhas de plantas comze dias de idade com os trifoliolos ja
totalmente expandidos, foram coletadas e imediateaneongeladas em nitrogénio liquido

sendo mantidas em ultra freezer (Sanyo) a - 80 momento das extracdes.

5.2 Extracdo do RNA e sintese da primeira fitaDiNA

O reagente de extracdo, Concert Plant RNA Reagémtitrogen™ foi utilizado
para extracdo de RNA total de folhas de plantagega@o-caupi, seguindo instrucdes do
fabricante. Tecidos foliares foram inicialmentevauizados na presenca de nitrogénio liquido.
O reagente de extracdo (0,5 mL), previamente aekfrifoi adicionado a este p6 (100 mg).
Este extrato bruto foi vigorosamente agitado, coxile de vortex e deixado em repouso por
5 minutos, a temperatura ambiente. Este materiatdotrifugado a 12.000 g, por cinco
minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, 100guma solugdo de NaCl 5 M e 300 pL
de uma solucao de cloroférmio P.A foram adicionaatnsobrenadante da centrifugacédo. Apos
adicdo destas solucbes uma nova centrifugacaoa agd2.000 >g, 4 °C, por 10 minutos foi
realizada. O sobrenadante deste ultimo passo diefegacao foi acrescido de igual volume de

isopropanol P.A., mantido em repouso por 10 minudoemperatura ambiente e novamente



46

centrifugado a 12.000 ¢, 4 °C por 10 minutos. O sobrenadante foi descaraal precipitado
conservado. O ultimo passo da extracdo consistitlarmagem” do precipitado, por meio da
adicdo de 1 mL de etanol 75% e centrifugacdo a002x0g, por 1 minuto, a temperatura
ambiente. ApGs a centrifugacéo o etanol foi cuidadwente removido e o RNA precipitado foi
recuperado por dissolucdo em aproximadamentglL3@e agua Grau Milli-Qestéril livre de
RNases (previamente tratada com dietilpirocarborddEPC, a 0,1%). Além da agua tratada
com DEPC a 0,1% os demais materiais e solu¢desagiis no procedimento de extracdo e
manipulacdo do RNA foram adequadamente tratadasrparocédo de RNases.

A concentracdo do RNA (ng.ft) foi estimada utilizando espectrofotémetro
GeneQuant (Pharmacia), com base nas leituras dagbdbcias das amostras no comprimento
de onde de 260 nm. O grau de pureza deste RNA tarfddéavaliado neste equipamento, por
meio da verificacdo da presenca de carboidratéscée das absorbancias nos comprimentos
de onda de 260 e 230 nm) e/ou proteinas (relaggalarbancias nos comprimentos de onda
de 260 e 280 nm). A auséncia ou ocorréncia de dagé@ dos RNA obtidos foi verificada por
sua aplicacdo em eletroforeses em gel de agamaleadas de acordo com Sambralkal
(1989).

5.2.1 Tratamento com DNase

A primeira etapa no processo de purificagdo do Ri¥Asistiu na eliminacdo de
DNA gendmico por tratamento com a enzima RQ 1 RNase DNase (Promega). A reacao
de digestao foi realizada em termociclador MastdecyGradient (Eppendorf). 15 pg de RNA
total foram incubados com 15 pl (15 U — 10udle DNase, 3 pl de tampdo RQ1 DNase 10x
Reaction Buffer e agua Grau Milli-€stéril livre de RNases, g.s.p. 30 ul (volume @zl
final), por periodo de 30 minutos a temperatur8de€C. ApoOs esta etapa a solucdo DNase
Stop Solution (Promega) foi adicionada em cada.ttdomalmente, RNA total digerido mais
DNase (RQ 1 RNase Free DNase) e solucdo de pddhiesé Stop Solution) foram incubados
a 65 °C por 10 minutos para total inativagao dageNa

5.2.2 Purificacdo do RNA total
O procedimento de purificacdo do RNA total foi ieadio utilizando o kit RNeasy

Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des dbritante. Inicalmente, o volume da

reacao de digestdo foi ajustado para 100 ul cora &gau Milli-Qestéril e livre de RNases.
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Uma aliquota de 350 pl do tampé&o RLT, que acompankig foi adicionada e a solugéo
vigorasamente homogeneizada. Em seguida, foi &eitalicdo de 250 ul de etanol P.A. a
solucédo a qual foi homogeneizada e transferida (dp@ara colunas do tipo RNeasy Mini
Spin, previamente acopladas a tubos de coleta @enR, Esse material foi submetido a
“spin’ de 8.000 xg por 15 segundos, a temperatura ambiente. O mageeapassou e ficou
retido no tubo de coleta foi descartado. Em seg&d@ 1l de tampéo RPE, que acompanha o
kit, foram adicionados ao topo da minicoluna quenfivamente centrifugada a 8.00@ por

15 segundos, a temperatura ambiente. O materialpgesou foi descartado e 500 ul de
tampdo RPE foram novamente adicionados seguidoedgifogacdo a 8.000 g por 2
minutos, a temperatura ambiente. Apés esta cega@giio a mini coluna foi transferida para
novo tubo de coleta (tipo Eppendorf de 1,5 mL ttateom DEPC 0,1%) e 30 ul de agua livre
de RNases (Qiagen) foram adicionados a seu topa WWima centrifugacéo foi realizada a
12.000 xg por 1 minuto, a temperatura ambiente. O mates&itio no tubo de coleta
constituiu o0 RNA purificado através da mini coluwsilica.

5.2.3 Transcricdo RevergRT - “Reverse Transcription”

O sistema Impron |I-Reverse Transcription (Promdgalutilizado na sintese da
primeira fita de cDNA. As reacgdes de RT foram desidmndas em termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf). Inicialmente, 10,6 pl da am@ode RNA purificada de acordo com o
descrito acima foram incubados com 1 pl (500 ng)nazador Oligo(dT)s (Fermentas) na
concentracéo de 0.5 pg.fiLpor um tempo de 5 minutos & temperatura de 76 d€pois a 4
°C por mais cinco minutos. Em seguida, 8,4 ul da nmstura reacional (Mix), encerrando 4
ul de tampéo de transcricdo reversa (5x), 2,4 |Md€l, 0,025 M,1 pl de uma mistura de
dNTP 0,010 M (Fermentas) e 1 pl da enzima ImproRdvVerse Transcriptase (transcriptase
reversa) foram adicionados a amostra de RNA enaistaira incubada a 25 °C por 5 minutos,
42 °C por 60 minutos, 70 °C por 15 minutos (inatd@da transcriptase reversa) e, finalmente,
4 °C (fim da reacdo). Os produtos das reacbes de(d®NA de fita simples), foram

armazenados em ultra freezer a -85 °C para pasteaipulacéo.

5.3 Extracdo de DNA gendmico

Folhas de plantas de feijao-caupi (CE-31) cultigaclamo descrito anteriormente

foram coletadas e submetidas a extragdo de DNAngiendatravés do método descrito por
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Warner et al, (1996), utilizando o detergente catidnico bramde -cetiltrimetilamoénio
(CTAB - “cetyltrimethylammonium bromidg’ Aproximadamente 3 g de folhas frescas
foram maceradas na presenca de nitrogénio ligu&lolstencdo de um fino po. Este po foi
transferido para tubo de polipropileno contendo b de tampdo CTAB contendf-
mercaptoetanol a 2%, previamente aquecido a 6&$te. material foi incubado a 65 °C por
aproximadamente 90 minutos, sendo levemente agdadada 10 minutos. Ao final desta
incubacdo o extrato foi centrifugado a 5.009 gor 10 minutos a temperatura ambiente. A
fase aquosa obtida apds centrifugacdo (sobrenad@anteuidadosamente transferida para
novo tubo e a extragdo foi repetida, agora, porenpresenca de uma mistura de cloroférmio
P.A. com alcool isoamilico P.A. seguindo proporc¢i&o24:1 (v/v). Ao final RNase A foi
adicionada a uma concentracdo final de 100 pd.enb material foi incubado a 37 °C por 30
minutos. Em seguida, 2,5 volumes de alcool etiod. gelado foram adicionados a mistura
que foi suavemente agitada por inverséo leve do. tAp6s homogeneizacdo o material foi
centrifugado a 10.000 g por 20 minutos a temperatura ambiente. O sobretwadai
descartado e o precipitado foi lavado com volume@mado de alcool etilico a 70%. O
excesso de etanol foi removido e o precipitado figlonsecar por inverséo do tubo. Ao final
da secagem este precipitado foi ressuspendido énpl3de tampédo TE e incubado a 4 °C

por meia hora, sendo em seguida, armazenado par@dimentos posteriores.

5.4 Desenho de iniciadores a partir de sequénotiiicadoras de cistatinas de feijdo-caupi

As sequéncias nucleotidicas depositadas no bancladtezss do NCBI'National
Center for Biotechmology Information’sob cédigos de acesso Z21954.1 e AF278573.1,
serviram como base para desenho de iniciadoreforpma utilizados tanto para clonagem de
cDNA, como de DNA gendmico de feijdo-caupi. Estagju€ncias codificam para dois
inibidores de proteinases cisteinicas (cistatin@sprimeiro codigo de acesso corresponde a
uma sequéncia nucleotidica que codifica uma amstade um Unico dominio inibitério, que
foi aqui denominadd/uCysl (‘*Vigna unguiculataone-domain cystatin”). A sequéncia que
codifica este inibidor foi inicialmente detectada ema biblioteca de cDNA construida a
partir de RNA isolado de sementes de feijao-caggmotipo IT81D 1045 (FERNANDESt
al., (1993). Recentemente a sequéncia que codifteaibidor foi clonada no trabalho de
Aguiar et al, (2006). O segundo numero de acesso depositaddQBl compreende uma
sequéncia nucleotidica que codifica para uma wistate dois dominios inibitorios,

denominada neste trabalné)Cys2 (‘Vigna unguiculatawo-domain cystatin”) inicialmente
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estudada em folhas de feijdo-caupi, gendtipo EPAQE-sendo considerada uma
multicistatina, (DIORet al, 2004). As sequéncias dos iniciadores utilizasims mostradas no

quadro 1.

5.5 Reagédo em cadeia da polimerase (PGlymerase chain reactithe clonagem

As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclsidstercycler Gradiente
(Eppendorf). 640 ng de cDNA ou 500 ng de DNA gem@misolados como descrito
anteriormente foram incubados em uma mistura reatigix) consistindo de 0,25 pl (1,25
U) de GoTaq DNA Polymerase, 5U}1l(Promega), 2 pl de tamp&o 5x Colorless Reaction
Buffer (Promega), 2 ul de uma mistura de dNTP 0,801l pl de cada iniciador (senso e
reverso) e agua Grau Milli-Q estéril, g.s.p. 10Q4.ciclos reacionais de PCR consistiram em
uma etapa inicial de aquecimento a 95 °C por 2 tos 65 °C por 1 minuto (anelamento dos
iniciadores), 72 °C por 1 minuto (extensdo) e 33oei adicionais caracterizados cada por
uma etapa de desnaturacédo a 95 °C por 1 minutoidsede anelamento de iniciadores a 65
°C por 1 minuto e extensao de produtos a 72 °Clpainuto. Ao final dos 33 ciclos uma
etapa de extensao adicional a 72 °C por 9 minoiamplementada.

Os produtos de PCR foram aplicados em gel de agadgd%, purificados
seguindo as instrugbes do kit lllustra GFX PCR DiAd Gel Band Purification (GE
Healthcare) e inseridos em vetor de clonagem, pGHEB&sy Vector (Promega). Para tanto,
1,5 pul de cada produto de PCR purificado, foranturaslos a 1 pl (50 ng) de pGEM-T Easy
Vector. 5 ul do tampédo 2x Rapid Ligation Bufferdor a adicionados a mistura reacional,
seguido da adicédo de 1 pl da enzima T4-DNA Lig&seriega) e dgua Grau Milli-Q estéril
g.s.p. 10 pl. A reacao foi desenvolvida a tempeaatie 4 °C por 16 horas em termociclador
Mastercycler Gradiente (Eppendorf).

Apés reacdo de ligacdo os plasmideos foram utdzaca transformacédo de
células eletrocompetentes de. coli, ToplOF (Invitrogen), utilizando eletroporador,
Electroporator 2510 (Eppendorf) a uma voltagem,8e<2V.

A selecdo dos clones transformados foi realizadd gmeening em meio soélido
LB agar (25 ml), contendo isoproffi|D-tiogalatopiranosideo (IPTG) na concentragéo,8e 0
mM, X-Gal (80 pg.uf), estreptomicina (30 pg Pl e carbenicilina (100 pg.f) distribuido

em placa de Petri (120 x 10 mm). Os clones positardge transformados



50

Quadro 1. Iniciadores utilizados na clonagem dstaittnas de feijao-caupi

Iniciadores par&uCysl
Primer sensoForward) 5 - CCGCTCGAGAT GGCAGCACTCGGT GGCAAT - 3
Primer reversoReward 5’ - CGCGGAT CCCTAT GCAGGT GCATCTCCAACATG- 3

Iniciadores para VuCys2
Primer sensoForward) 5’ - CCGCT CGAGAT GGCAACAGCAACAGTAACT - 3

Primer reversoReward 5’ - CGCGGAT CCT CAAACAGCAACATCCACAGG- 3

Os sitios de restricdo para as enzidhdl (primer senso) @anH| (primer reverso) igualmente incorporados
em ambos os iniciadores foram sublinhados nas sem® acima. Os cédons de iniciacdo (ATG) e de
terminacdo (CTA — complemento reverso do codon TA&raVuCysl e (TCA — complemento reverso do
cédon TGA) pard/uCys2 foram destacados em negrito.
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foram inoculados em meio liquido LB caldo (5 mintendo estreptomicina (30 pgiile
carbenicilina (100 pg.if) e mantidos sob agitacdo constante a 180 rpm eetatura
controlada de 37 °C, por 16 horas em incubadoraagitacao orbital.

Os plasmideos recombinantes foram extraidos atwvésétodo da lise alcalina
(SAMBROOK et al 1989), utilizando o kit Wizaf@ Plus SV Minipreps DNA Purification
Systems, de acordo com as instrucfes do fabric&meseguida, estes plasmideos foram
digeridos em duas etapas utilizando as enzimaseskeicdo Xhd (Fermentas) eBamHI
(Fermentas). Na primeira etapa, 6 ug de DNA plagiidram incubados com 1 pl da
enzimaXhd, 1 pl do tampdo 10x Reaction Buffer (Fermentaggea Grau Milli-Q estéril,
g.s.p. 10 ul. A reacéo foi desenvolvida a 37 °Clpbpra e terminada por inativagcao térmica
da enzima de restricdo a 80 °C por 20 minutos.dgarsda etapa reacional foram adicionados
1 ul da enzim@®anHl, 0,5 pl do tampéo Buffer R (Fermentas), 1 uN&Cl 1 M, 1,5 pl de
albumina sérica bovina, BSA, (Jena Biosciencesjamzentracédo de 1 mg.fnk 4gua Grau
Milli-Q, g.s.p. 5 pl. A reagéo foi desenvolvida @ 3 por 2 horas e terminada por inativagéo
térmica da enzima de restricdo a 65 °C por 20 gk confirmacdo da transformacéao foi
feita pela aplicacao dos produtos de digestdo etroédreses em gel de agarose a 0,8% e por
reacOes de PCR, realizadas de acordo com congig@gamente descritas, utilizando como
molde os vetores recombinani®sCys1-pGEM-T Easy ¥ uCys2-pGEM-T Easy preparados
a partir de cDNA e DNA gendmico.

5.6 Sequienciamento de cDNA, DNA gendémico e anébsesequéncias

Os clones positivos foram sequenciados utilizand&kitoDYEnamic ET Dye
terminator cycle sequencing kit (GE Healthcare, Kughamshire, UK) sendo seguidas as
instrucdes do fabricante. As reacdes de amplifcggdra sequenciamento de DNA foram
conduzidas em um termociclador Mastercycler GrdadiEppendorf), utilizando iniciadores
universais M13(-40) senso (Invitrogen) e M13(-48)arso (IDT Technologies), quadro 2.

As reacdes de sequenciamento foram analisadas em sequenciador
automatizado de DNA MegaBACE 1000 (GE Healthcaf@s. parametros utilizados nas
corridas foram: injecéo a 3 kV por 50 s, seguid@ld&oforese a 6 kV por 200 minutos. Os
eletroferogramas foram visualizados utilizando dtvwsre Sequence Analyzer v 3.0
(Amersham Biosciences, Sunnyvale, CA, USA). As 8aqias completas foram montadas e
checadas quanto a qualidade utilizando o pacotedMhrap/Consed (EWING e GREEN,
1998; EWINGet al, 1998; GORDONet al, 1998). A busca por homologia foi realizada
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Quadro 2. Iniciadores utilizados no sequenciamdatDNA gendmico e cDNA, amplificados
a partir de mRNA isolado de folhas de feijdo-cagenotipo CE-31, utilizando iniciadores
especificos para anelamento e amplificacdo de se@$ codificadoras parguCysl e
VuCys2

Iniciadores utilizados no sequienciamento de DNASgeno e cDNA
Primer sensoForward) - M13(-40) 5’ -GTTTTCCCAGICACGACGTTGTA - 3
Primer reversoReward - M13(-45) 5’ -GAGCGGATAACAATTTCACACAGG - 3

Os vetores recombinantdsuCysl-pGEM-T Easy &/uCys2-pGEM-T Easy foram sequenciados utilizando
iniciadores universais M13(-40) (Fermentas) e MAG({IDT Technologies).
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utilizando o filtro de busca BLASTp do banco dea@ado NCBI (ALTSCHULet al, 1990).
Alinhamentos multiplos de sequéncias de nucleosidecaminoacidos foram gerados e
manualmente editados utilizando os programas ClWsta(THOMPSON et al, 1994),
BioEdit (Hall, 1999) e CLC Sequence Viewer v.6.5.4.

5.7 Subclonagem no vetor de expressao, pET302NT-His

Plasmideos de clones d&e coli Topl0 F’, cujas sequéncias codificadoras para
VuCysl eVuCys2 (amplificados a partir de cDNA) foram compaigvcom as depositadas no
NCBI, como verificado por sequenciamento de DNAafo extraidos e digeridos com as
enzimas de restricdhd e BanHI, conforme protocolo de digestdo previamente ri@s@s
regides codificadoras pak&iCysl eVuCys2 foram purificadas utilizando o kit lllustra &F
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcaren¢éfo inseridas no mdultiplo sitio de
clonagem do vetor de expressdo, pET302NT-His, aneente linearizado conXhd e
BanHI, em frame com uma sequéncia codificadora para cauda de histidina (6xHis-tag).
O promotorT7lac promoterlocalizado na sequéncia do vetor pET302NT-Hisufilizado
para o controle da expressaoi€ys1 eVuCys2.

As reacOes de ligacdo da sequéncia codificadora pacCysl no vetor
PET302NT-His foram conduzidas a uma temperaturd 8€, overnight, utilizando 1 ul da
enzima T4 DNA Ligase (Promega), 1,5 ul do tampao R6action Buffer (Promega), 10 ul
do insertoVuCys1, 2 pl do vetor pET302NT-His, previamente |mesdo (proporcéo 5:1 v/v,
insertavetor) e 4gua Grau Milli-Q, q.s.p. 15 pl.

As condi¢fes de ligacdo da sequéncia codificadara\fuCys2 no mesmo vetor
foram diferentes daquelas utilizadas pdu€ysl. Estas condigcbes consistiram na incubacao
de 1 pl da enzima T4 DNA Ligase (Fermentas), 1 qltampdo 10x Reaction Buffer
(Fermentas), 4 pl do insettuCys2 e 4 ul do vetor pET302NT-His previamente liizzalo
(proporcéo 1:1 v/v, inserteetor) a uma temperatura de 22 °C por aproximadeeighoras.

Ao final da reacdo a enzima foi termicamente irztéva 65 °C por 10 minutos.

5.7.1 Transformacao de células de expresséo, EAcolicExpress (DE3)

As sequéncias de cDNA codificadoras pdug€ysl eVuCys2 ligadas ao vetor de

expressdo, pET302NT-His foram inseridas em céldlmsxpressdo eletrocompetentes,
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coli, ArcticExpress (DE3) (Stratagene), utilizando relgbrador, Electroporator 2510
(Eppendorf) a uma voltagem de 2,5 KW.

As células foram semeadas em meio solido LB-agateado gentamicina a 20
ug.mL? e carbenicilina a 10@ug.mL* distribuido em placas de Petri (120 x 20 mm) e
incubadas em estufa a 3T por aproximadamente 16 horas para sele¢do doesclo

transformados.
5.7.2 Determinacédo das condi¢Bes de inducdo daesgfo das proteinas recombinantes

Experimentos preliminares foram realizados nos sqaainducdo das proteinas
recombinantes foi feita pela inoculacdo de coléni@sE. coli ArcticExpress (DE3),
provenientes de clones transformados, em meio Idantendo gentamicina a pg.mL*

e carbenicilina a 10Qug.mL"* seguida de incubacdo em incubadora com agitacétalorb
Sartorius a temperatura controlada dé@& agitacao de 180-200 rpm por 16 horas.

Aliquotas de 50QuL destas culturas foram inoculadas em 50 mL de raBio
caldo contendo gentamicina a P@.mL* e carbenicilina a 10ug.mL* e, em seguida,
incubadas a 37C e 180 rpm, até atingirem um desvio Optico (D.@e) 0,4-0,6 no
comprimento de onda,= 600 nm.

Apoés atingirem a D.O. ideal os frascos contendoéfidas receberam solugdes de
IPTG (isopropilf,D-tiogalactopiranosideo), nas concentracfes fidais0,1 e 0,5 mM e
foram incubados a 12C e rotacdo variando de 180-190 rpm por até 24shema agitador
orbital refrigerado TECNAL. Diferentes coletas foraealizadas a fim de avaliar o grau de
expressao ao longo do tempo\deCysl eVuCys2, nos tempos de 0 hora (antes da adicdo do
IPTG) e 4, 8, 10, 20 e 24 horas ap0s adicdo dotondCélulas deE. coli ArcticExpress
(DE3) transformadas apenas com o plasmideo pET3®2#bIToram utilizadas como controle
negativo da expressao.

Apos coleta as células foram imediatamente subasetw procedimento de lise
para extracdo das proteinas solliveis através donsegnétodo: Um volume de 1,5 mL foi
aliquotado de cada indugéao nos diferentes tempmmeentracoes de IPTG, bem como da
cultura controle encerrando células transformadpsnas com o0 vetor de expressao
pPET302NT-His. Este material foi aplicado em tubas rdicrocentrifuga e centrifugado a
12.000 xg por 5 minutos, a temperatura ambiente. Os sobaeesl foram descartados e os

precipitados preservados. Um volume de filbGdo tampéo de lise, Tris-HCI 0,05 M, pH 8,
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contendo NaCl 0,5 M e EDTA 2 mM foram adicionad@s grecipitados. Em seguida,
lisozima foi adicionada aos tubos a uma concentrfipal de 100ug.mL™. Esta mistura foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido driag a temperatura ambiente. O
procedimento foi repetido mais uma vez. Ao atingira temperatura ambiente as células
receberam aliquotas de Jb de DNase A (GE-Healthcare), MgGia concentracao final de
8 mM e CaCl na concentracao final de 10 mM, para quebra dzosidade. As amostras
foram centrifugadas a 12.000gqpor 15 minutos, a temperatura ambiente. Os sotiagnes
(frac@o soluvel de células) e os precipitados @ivagsoluvel) foram armazenados &4

A analise da expressao das proteinas recombinanteslizada por avaliacdo dos
perfis eletroforéticos em géis de poliacrilamidegpgarados como descrito mais a frente, das
fracOes sollveis e insolaveis de extratos totaik.deoli ArcticExpress (DE3) coletadas nas

diferentes condicdes de inducao.

5.8 Avaliacdo da presenca da cauda histidina rsipas recombinantes

A presenca da cauda de histidina nas proteinasnkecantes foi verificada
utilizando o kit Invision His-tag In-gel Stain (litnogen) seguindo as instrucbes do

fabricante.

5.8.1 Inducédo em larga escala, lise e purificacao

A inducdo da expressédo diCysl eVuCys2, em larga escala, foi realizada de
modo semelhante aos experimentos preliminares abdseitos sendo padronizado, porém, o
tempo de coleta (24 horas) e a concentracdo de (B,;6GnM).

Os procedimentos de lise celular também foramza@dis de modo semelhante ao
anteriormente descrito, sendo utilizados maioresurves, mas sendo mantidas as
concentracdes finais de lisozima, Mg@l CaC}. Além disso, nos procedimentos realizados
em larga escala foi adicionado PMSF (fluoreto arfeetilsulfonil) a uma concentracéo final
de 100 mM, para prevenir a possivel acdo de pademserinicas (da propEacoli) sobre as
proteinas recombinantes.

Os extratos soluveis d& coli ArcticExpress (DE3) em tampéo Tris-HCI 0,05 M,
pH 8, contendo NaCl 0,5 M, EDTA 2 mM e PMSF 100 rfovem aplicados em matriz de

afinidade, Ni-Sepharose 6 Fast Flow (GE-Healthcpreyiamente equilibrada com tampéao
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Tris-HCI 0,05 M, pH 8, contendo NaCl 0,5 M e imida20 mM. As proteinas recombinantes
foram purificadas por adicdo de tampao Tris-HCBEON), pH 8, contendo NaCl 0,5 M e
imimdazol 100 mM.

Apos eluicdo as proteinas foram dialisadas comjrasaGrau-Milli-Q, utilizando
dispositivo de filtragdo do tipo Vivaspin 20000 (Btealthcare) com cutoff de 5kDa atraves
de diferentes ciclos de centrifugacdo a 8.000, ¥ °C por 20 minutos. Apdés dialise as

proteinas foram liofilizadas e armazenadas parai@hposteriores.

5.8.2 Estimativa da concentracao de proteinas

Quando necesséaria, a estimativa da concentracaopmésinas solluveis foi
realizada pelo método de Bradford (1976), utilizaatbumina sérica bovina como referéncia
para construcao de curva padrao de calibracaocagenée.

Alternativamente, a concentracdo das proteinadidpi@rmente das proteinas
purificadas) foi também estimada com base na a@soid de solugbes de proteina no
comprimento de onda = 280 nm. Nestes casos, as concentracfes foragnndehdas
utilizando o coeficiente de extingdo molar de cemlaidor calculado com a ferramentart

line”, PROTPARAM (ttp://web.expasy.org/protparayn/com base nas sequéncias de

aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias NA gbeviamente determinadas.

5.8.3 Eletroforeses em gel de poliacrilamida

Eletroforeses em gel de poliacrilamida foram realas seguindo o método
descrito por Schagger e Von Jagowo (1987). Tamp&eHIC| 1,0 M, pH 6,8, contendo SDS
(dodecil sulfato de sédio) a 10%, persulfato de mméa 10%, TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametiletilienodiamino) P.A. e uma solugdo deilaorda mais bis-acrilamida a uma
concentracao final de 3,5% consistiu no gel de adagéo gtacking gel O gel de separacao
(main ge) foi preparado com tampéo Tris-HCI 1,5 M, pH 8¢®ntendo SDS a 10%,
persulfato de amoénio a 10%, TEMED P.A. e soluca@ac#@amida mais bis-acrilamida em
concentracdes finais de 12,5; 15 ou 17%.

As eletroforeses foram realizadas sob condi¢cbesatiemntes (SDS) e redutoras
(B-mercaptoetanol), de acordo com o descrito por LMEN] (1970) em um sistema miniVE
Electrophoresis Systems (Hoefer Pharmacia Biotexh).| As proteinas (purificadas ou
provenientes de extratos totaiskKlecol)) foram preparadas em tampéao Tris-HCI 0,062 M, pH
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6,8, contendo SDS a 29%;mercaptoetanol a 5%, glicerol a 20% e azul de bfenol a
0,001 % e visualizadas e coradas com o corantebaitiihinte de Coomassie R-250 a uma
concentracao final de 0,2% em metanol 50% e aaidtic@ 10% por aproximadamente 16
horas. Os géis foram visualizados ap0s serem dekuzorcom solucdo de isopropanol a
12,5% e acido acético 10%.



Caracterizacdo Bioguimica: Determinacao da atividadibitoria contra papaina e
diferentes enzimas proteoliticas e avaliacdo degaf da temperatura e do pH sobre a
estabilidade dos inibidores por meio de atividagibitoria e espectroscopia de dicroismo

circular
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5.9 Determinacéo da atividade inibitoria contradiftes enzimas proteoliticas

A atividade inibitoriain vitro das cistatinas recombinantéaCys1 eVuCys2 foi
testada contra as proteinases cisteinicas papguimappapaina, catepsina B e bromelaina,
utilizando BANA (N-benzoil-DL-arginina-2-naftilam& como substrato, de acordo com o
protocolo descrito por Abet al, 1992. Em todas as reacfegigldeVuCys1 ouvVuCys2, em
tampéao fosfato de sédio 0,05 M, pH 6, foi pré-iramdy com as proteinases cisteinicas em
solucdo de ativacdo (tampéao fosfato de sédio 0,2pHV6, contendo EDTA 2 mM e DTT 3
mM) a 37°C por 10 minutos. Aliquotas de 200 de uma solucdo do substrato BANA a 1
mM em tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 6 foramseguida adicionadas aos tubos e as
reacfes desenvolveram-se a8 por 20 minutos. Apos este periodo, as reacdesnfo
paradas pela adicdo de 500 de solucdo de parada (HCl 2% diluido em etandl.)P.
Produtos reacionais coloridos foram desenvolviguss adicdo de 50AL de uma solucdo a
0,06% de DMACA (p-dimetilaminocinamaldeido) em etfa®.A. Apos 40 minutos de
repouso, a temperatura ambiente, as absorbancesproutos reacionais finais foram
monitoradas no comprimento de ondaz 540 nm. A atividade inibitoria de proteinases
cisteinicas foi arbitrariamente expressa em terdegercentual inibitério da atividade das
enzimas proteoliticas nas rea¢gfes ocorridas namyasdos inibidores em relacdo a reagdes
desenvolvidas em sua auséncia (curvas padraovidade das enzimas proteoliticas). Além
das curvas padréo, reacfes “em branco” foram cdtakinas quais a adicdo do substrato
BANA s0 foi feita ap0s desnaturacédo das enzimas wsinibidores pela adicdo da solugéo
de parada (HCI a 2%). Estas reac¢fes funcionarano cbrancos” das amostraguCysl e
VuCys2 e auxiliaram na determinacdo dos percentoiisdrios das cistatinas.

A atividade inibitéria também foi avaliada contrg@teinase serinica tripsina,
utilizando BApNA (N-Benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanitla) como substrato, de acordo com o
protocolo descrito por Oliveirat al, 2007. Um total de 7ig de VuCysl ouVuCys2, em
tampao fosfato de sodio 0,05 M, pH 6, foi pré-irendy com tripsina em Tris-HCI 0,05 M, pH
7,5, contendo Cagh 0,02 M a 37 °C por 10 minutos. Aliguotas de ghQde uma solugéo
do substrato BApNA a 1,25 mM em Tris-HCI 0,05 M, B foram adicionadas aos tubos os
quais foram permitidos reagir por 15 minutos a @7 A&s reacdes foram interrompidas pela
adicdo de 60 pL de solucéo de parada (Acido acétB@). Curvas padréo foram realizadas
nas quais tripsina foi incubada apenas com o BApfn os inibidores. Reagdes em
“branco” foram conduzidas onde a adi¢cao do sulisBApNA so foi feita apds desnaturacao
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da tripsina mais os inibidores pela adicdo de &awiiico a 30%. Estas reac¢des funcionaram
como “brancos” das amostraaCysl eVuCys2. As absorbancias dos produtos reacionais
finais foram monitoradas no comprimento de ordd&, 410 nm e, de modo semelhante ao
descrito nos ensaios de atividade inibitoria degimases cisteinicas, a atividade inibitoria
contra tripsina foi expressa em termos percentoaig, relacao a curva padrao da tripsina e as

reacdes dos “brancos” das amostras.

5.10 Efeito da temperatura sobre a estabilidadéudsgsl eVuCys2

Duas metodologias diferentes foram empregadas pabacédo da estabilidade
térmica dos inibidores recombinantes. O primeisgieteonsistiu na incubacdo WeCysl e
VuCys2, em tampao fosfato de sddio 0,05 M, pH 6 teaperaturas de 24, 30, 45, 60, 75, 90
e 100 °C por 10 minutos. Apés 10 minutos de incabaem cada temperatura acima
mencionada as amostras foram resfriadas a 4 °@oésde atingirem a temperatura ambiente
(~24 °C), submetidas a ensaio de inibicdo de aiil@édde proteinases cisteinicas (conforme
descrito no subitem 5.9) contra a proteinase acispapaina.

O segundo teste consistiu no aquecimento dos oriégsda uma temperatura de
100 °C pelos tempos de 10, 20, 30, 40, 50 e 60tosnde modo idéntico ao primeiro teste,
apos incubacdo as amostras foram resfriadas a € @€pois de atingirem a temperatura
ambiente, foram testadas quanto a capacidadehldearatividade de papaina.

5.11Efeito do pH sobre a estabilidade\dgCys1 eVuCys2

Além da temperatura os inibidores foram testadesntp a capacidade de
inibir a atividade de papaina apds incubacéo eeratifes condicdes de pH. O ensaio foi
realizado da seguinte forma: aliguotas delL5de VuCysl eVuCys2, em tampao fosfato de
sédio 0,05 M, pH 6, foram misturadas compsdos tampdes glicina-HCI, pH 2,2; acetato
de sddio, pH 5,21; fosfato de sodio, pH 6,00 e p#4;7Tris-HCI, pH 8,01 e glicina-NaOH,
pH 11, todos na concentracdo de 0,05 M e as msstim@m incubadas a temperatura
ambiente por 40 minutos. Em seguida, a atividadeitdmia residual contra papaina foi
testada de acordo com ensaio de atividade iniajtddscrito anteriormente.
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5.12 Andlises espectroscopicas de dicroismo cired® (circular dichroism)

Amostras liofilizadas d&®uCys1 eVuCys2 foram solubilizadas em tampéao fosfato
de sédio 0,05 M, pH 7,21 a uma concentracdo fimal 02 mg.mL:. As medidas
espectroscoépicas foram realizadas em um espedrapetro JASCO, modelo J-815 (Jasco
Injc., Maryland, US) em parceria com o grupo defiBioa Molecular Sérgio Mascarenhas do
Instituto de Fisica de Sao Carlos (IFSC-USP). Qpaguento foi calibrado com acido (+)-10-
canforsulfénico, de acordo com o0s seguintes ajustieda pitcH, 0,2 nm; ‘scan speéet 50
nm.min’; “responsg 1s e ‘band width, 1 nm. Os valores de CD em variados comprimentos
de onda foram convertidos para elipticidade resichéia p], de acordo com a formula (1),

(Quadro 3).

5.12.1 Avaliacdo do efeito da temperatura sobreadr@go de estruturas secundéarias dos
inibidores

A desnaturacao térmica de ambos inibidores foi oada como uma média de 5
“scan$ para cada proteina em solucédo de tampao fosfateddio 0,25 M, pH 6, contendo
EDTA 3 mM e DTT 1 mM. As proteinas foram aquecidasl0 em 10 °C, permanecendo 1
minuto em cada temperatura, partindo-se da temyarde 10 °C até a temperatura de 90 °C.
As medidas de CD foram registradas exatamentenabde cada tempo de incubacéo.

As curvas de transicao téermica foram determinag#&smponitoramento dos sinais
de CD nos comprimentos de onda= 217 nm e\ = 222 nm. Os espectros foram obtidos
utilizando cubeta de quartzo de caminho Optico decth na regido do ultravioleta distante
(195 — 250 nm).

5.12.2 Avaliacéo do efeito do pH sobre o padraesteuturas secundarias dos inibidores

O efeito do pH sobre o arranjo conformacional dasattnas foi monitorado
utilizando-se os mesmos parametros empregadosstudos de estabilidade térmica. Neste
caso, porém, os resultados grafados sdo média® derleduras para cada proteina, em
solucao tampao fosfato-borato-citrato 10 mM, cod¢eNaCl 100 mM nos valores de pH 2,0;
5,3;7,2; 9,0 e 11,0 também realizados na regiadtdavioleta distante (195 — 250 nm).

Neste caso as amostras ficaram incubadas em cadaomplkhtervalo de tempo

variando de 1,5 a 2 minutos apos o qual as medel&D foram feitas.



62

Quadro 3. Expressdo matematica utilizada para cs&valos dados de CD para elipticidade
residual médiaf]

(6.M0)
10/.C

(614 = (1)

Onde, P]A é a elipticidade observada em miligraus; MO é asamanédia por residuo de aminoacido (MO = 115);
C é a concentracdo da proteina (mgink1 € o caminho éptico (cm).



Caracterizacao bioldgica das cistatinas recombigsnte feijdo-caupi, VuCysl e VuCys2
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5.13 Avaliacdo do potencial antifingico das cistirecombinantes de feijao-caupi

5.13.1 Preparo das proteinas

Os inibidores recombinantes, produzidos e puribsadonforme previamente
descrito, foram dissolvidos em tampao fosfato akos®,05 M, pH 7,21 e passados através de
uma membrana de ultra filtracdo (Milli-Pore) comrgpale 0,22 um. O procedimento de
filtrac&o final foi realizado sob condi¢des estere interior de uma camara de fluxo laminar.

A concentracéo final de cada inibidor foi ajustpdea 0,3 mg.mt.

5.13.2 Obtencéo e manutencéo dos fungos

Fungos fitopatogénicos pertencentes as espécaketotrichum gloeosporioides
C. lindemuthianum C. musag Fusarium oxysporumF. solanj Rhizoctonia solanie
Penicillium herqueiforam gentilmente cedidos pelo Laboratério de Pnate Vegetais de
Defesa, do Departamento de Bioquimica e Biologidebldar da Universidade Federal do
Cearé. Estes fungos foram mantidos em 25 mL de stdido Batata-Dextrose-Agar (BDA)
em placas de Petri (120 x 15 mm) e permitidos geamie crescer em camara para
desenvolvimento de organismos biolégicos do tipoO.B. (iological organisms
developmenta uma temperatura controlada de_2@ %C, umidade relativa de 60 5% e
fotoperiodo de 12 h (luz/escuro). A cultura foioeada a cada 2 a 3 semanas de cultivo por
meio de repique de fragmentos miceliais mais joyEna placas contendo meio BDA novo

em camara de fluxo laminar.

5.13.2.1 Preparo das suspensdes de esporos

Suspensdes de esporos dos fungos testados foradasoloke acordo com o
procedimento descrito por Araudjo-Filled al, (2010). Culturas frescas de fungos com 7 dias
de cultivo, apos repicagem, foram individualmerageatlas com 10 mL de agua destilada
estéril, por meio de movimento gentil utilizandgaatle Drigalski de ponta triangular. Através
deste movimento os esporos foram liberados e n@ntidb a dgua. A suspensao contendo
esporos e restos miceliais e de hifas foi passadaés de um tecido de algoddo de trama fina
esterilizado e devidamente posicionado sobre uml fi@ vidro também previamente

esterilizado. Todo o procedimento foi realizado sobdicbes assépticas em camara de fluxo
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laminar. A contagem do numero de esporos foi radéizzom auxilio de camara de Neubauer
e um microscopio de luz (Olympus-BX 60), acopladorasistema de foto-documentacdo. A
estimativa da concentracdo de esporos na solud@iaddi foi realizada por meio da
determinacdo do numero de esporos em uma alig@taoldime conhecido retirada do
material filtrado. As suspensfes tiveram suas cdrmgdes finais determinadas e ajustadas
para 2 x 10esporos.mt.

5.13.2.2 Determinacao do efeito das cistatinas s@bgerminacédo de esporos

A avaliacao do efeito das cistatinas recombinasése a germinagao de esporos
de diferentes espécies de fungos fitopatogénidagdtizada de modo semelhante ao descrito
por Broekaeret al (1990). Aliquotas de 10 pL de cada suspensdosperes (2 x 10
esporos.ml}), encerrando, portanto, 1000 esporos foram deguzsit em placas de
microtitulacdo de poliestireno de fundo chato codte96 pocos (estéreis). Em seguida, 100
uL de solucdes das proteinas recombinantes, angbesntentracédo de 0,3 mg.thlforam
imediatamente adicionados. Meio liquido YR@R4dst peptone dextrgsem aliquotas de 100
uL, foi distribuido sobre os pocos, perfazendo wime final de 210 pL. Tampéo fosfato de
sédio 0,05 M, pH 7,21 e agua Grau Milli-Q estéatam utilizados como controles negativo
do ensaio, enquanto que peroxido de hidrogény®4{l,5 M), também em volumes de 100
L, foi utilizado como controle positivo (ARAUJOIFHO et al, 2010).

As placas foram mantidas hermeticamente seladas drente escuro e umido, a
uma temperatura aproximada de ZAZ. A avaliacdo do efeito dos inibidores sobre a
germinacdo de esporos foi realizada por meio dermé@tacido da densidade Optica do meio
YPD na auséncia e na presenca das cistatinas go tentodo o periodo de incubagéo. As
medicdes das absorbancias foram realizadas emaitoia lde microplacas, modelo £B00
(BIO-TEK Instruments) no comprimento de ondaz 630 nm, em intervalo de tempo que
variou de 0 a 80 h de incubacao apds inicio dosrarpntos. O inibidovuCys1 foi testado
contra as espécies de fungos fitopatogénicobndemuthianumF. oxysporumR. solanie P.
herquej enquanto que o inibiddfuCys2 foi testado contra as espédciegloeosporioidesC.
lindemuthianumC. musagF. oxysporumF. solanj R. solanie P. herquei.
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5.13.2.3 Determinacéo do efeito das cistatinas sapescimento vegetativo

O efeito dos inibidores sobre o crescimento mitel@s fungos em estudo foi
avaliado de modo semelhante ao descrito para toefebre a germinacdo de esporos,
segundo Broekaeet al (1990). A diferenca é que no ensaio de inibic&octescimento
vegetativo os fungos foram permitidos germinaripoubacdo da placas de microtitulacdo a
27 °C, na auséncia de luz, por, aproximadamente, BEpds este periodo, que corresponde,
em média, ao tempo necessario para que 0s espusdsitos testados possam germinar,
aliquotas de 100 pL contendo as proteMaSysl1l eVuCys2, ambas a uma concentracao de
0,3 mg.mL%, foram adicionadas aos pocos.

A avaliacdo do efeito sobre o crescimento foi eaala de modo idéntico ao
utilizado na avaliagdo do efeito sobre germinacé&oedporos, por meio da medida das
absorbancias das placas em leitora de microplatadelo Elx 800 (BIO-TEK Instruments)
no comprimento de onda,= 630 nm. O intervalo de tempo examinado vario® @40 h
apos adicao das proteinas e os fungos testados ftganesmos utilizados nos ensaios de
inibicdo de germinacgéo de esporos.

A avaliacdo do potencial antifingico das proteirasombinantes, tanto nos
ensaios de inibicdo de germinacédo de esporos, come@nsaios de inibicdo de crescimento,
foi realizada pela analise e comparacdo da taxgedainacdo e das curvas de crescimento
dos fungos testados, de amostras incubadas nangaedes inibidores com aquelas incubadas
em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,21, agua Gtéli-Q e perdxido de hidrogénio
(H20, 0,5 M).
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5.14 Avaliacdo do potencial antimicrobiagi@s cistatinas recombinantes de feijao-caupi

5.14.1 Cepas bacterianas e levedura

Cepas deStaphylococcus aureuTCC 6538P,Escherichia coliATCC 10536,
Pseudomonas aeruginogalCC 9027, Salmonella choleraesuiaTCC 10708 eCandida
albicansATCC 10231 provenientes d#@merican Type Culture CollectionlATCC) foram
gentilmente cedidas pelo Laboratorio de Materiaifkdferéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). Os experimentos aqui descritos forantizados em parceria com o Laboratoério
de Pesquisa em Microbiologia Aplicada, do Departamede Analises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Farmacia, Odontol&gi&nfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

5.14.2 Preparo das proteinas

Os inibidores recombinantes, produzidos e purifisadonforme previamente
descrito, foram dissolvidos em tampao fosfato dbos6,05 M, pH 6,0 e passados através de
uma membrana de ultra filtracdo (Milli-Pore) comrgale 0,22 pm. O procedimento de
filtrac&o final foi realizado sob condi¢Oes est&re interior de uma camara de fluxo laminar.
Todo o procedimento foi realizado de modo idénéicalescrito no preparo das amostras para
avaliacdo da atividade antifungica. As concentradiéstadas dos inibidores sdo descritas

logo abaixo.

5.14.3 Atividade antimicrobiana - Método de mictoitido em caldo de cultura

A avaliagdo do potencial antimicrobiano dos inibetofoi realizada segundo o
método de microdiluicdo em caldo de cultura, dedcoom o protocolo descrito pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards InstitgtéCLSI, 2003), a fim de se determinar a
concentracdo inibitéria minima (CIM) capaz de caus@rte ou estacionamento de
proliferagcdo dos microrganismos testados. As ditee cepas microbianas puras, mantidas
em agar estoque sob refrigeracao, foram repicadasaklo de Infusdo de Cérebro e Coracao
(BHI - Merck) e incubadas a 3% até atingirem fase de crescimento exponencial&b de

crescimento).
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Apos este periodo as culturas tiveram sua densicildiar ajustada de modo a se
obter uma turvacgéo visivel equivalente a do tulib d escala de McFarland, utilizando
solucéo salina 0,85% estéril. A suspensao celltda foi diluida 100 vezes, em solucéo
salina 0,85% estéril, resultando em uma cultura aproximadamente 1,0 x 40FC.mL™.

Aliquotas de 100 pL desta suspensao foram adicasnadtada pogo de uma placa
de microtitulacdo de 96 pocos, ja preenchidos cahlL de caldo BHI ou caldo Sabouraud
(Merck). Em seguida, aliquotas de 25 pL\€ys1 nas concentracdes de 3,96; 1,98; 0,99;
0,49; 0,24; 0,12; 0,06; 0,03; 0,015; 0,007; 0,00380,0019 mg.mﬂ, VuCys2 nas
concentracbes de 2,94; 1,47; 0,735; 0,36; 0,139; ®,045; 0,023; 0,011; 0,005; 0,0028 e
0,0014 mg.mL, dos agentes antimicrobianos de uso clinico, Aamea(l,2 mg.mL) e
Cetoconazol (2,0 mg.mt), foram adicionadas totalizando um volume final2%® pL por
poco. Amicacina e Cetoconazol foram os controlestipos (C+) do ensaio. Tampéao fosfato
de sédio 0,05 M, pH 6 e meio de cultura mais in@¢M+1), foram utilizados como controles
negativos (C-). As placas foram incubadas durafteo?as em estufa bacteriologica a 35 °C.

Apoés esse periodo foi realizada a inspecéo visoatrdscimento microbiano e

registro das absorbancias em leitora de microplaasomprimento onda, = 492 nm.



69

5.15 Avaliacdo do potencial citotdxiéo vitro das cistatinas recombinantes de feido-caupi
sobre diferentes linhagens de células tumorais hama

5.15.1 Preparo das proteinas

As cistatinas recombinantes de feijdo-cauMuCysl e VuCys2, foram
solubilizadas em tampao fosfato de sodio 0,05 M7/ e, em seguida, passadas atraves de
membrana de ultra filtracdo (Milli-Pore) com por® @22 um. Este material foi submetido a
um total de oito diluicbes seriadas feitas a palds concentracdes iniciais de 3,01 uM para
VuCysl e 3,15 uM parduCys2.

5.15.2 Linhagens de células tumorais: tipos e arige

As linhagens celulares utilizadas nos experimed#ositotoxicidaden vitro dos
inibidores foram: MDA-435 (Melanoma — humano), H8T{cbélon — humano) e SF295
(cérebro — humano). Estas células foram obtidavédrde doacdo do Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (Bethesda, MD) e osamnsi@ citotoxicidade aqui descritos
foram realizados no Laboratério de Oncologia Experital da Universidade Federal do
Ceara.

5.15.3 Ensaio de citotoxicidade in vitro

Os experimentos de citotoxicidade foram realizaskgundo o método do MTT
(MOSMANN, 1983). O ensaio consistiu na andlise kolétrica da reacao catalisada pela
enzima succinil-desidrogenase sobre o sal MTT [3-metil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium] (MTT)] a qual leva a forrdagle cristais insolGveis de formazan, na
mitocondria de células viaveis (MOSMANN, 1983). Apadicdo do solvente organico
dimetil sulfoxido (DMSO), o MTT convertido em formzan € solubilizado e seu acumulo
pode ser quantificado por espectrofotometria. E&saica tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula sepdadanto, bastante Util para determinar o
grau de citotoxicidade de uma determinada substanci

As diferentes linhagens celulares acima describaant cultivadas em frascos
plasticos para cultura do tip€b6rning’ (25 cnt, volume de 50 mL) contendo meio de cultura

RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal lwoven 1% de antibidticos
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(penicilina/estreptomicina). Estas células foragubadas em estufa a 37 °C com atmosfera
controlada de 5% de GQobservadas quanto ao crescimento celular, conili@we
microscopio de inversdo a cada 24 horas e sendoadgs para novos meios de cultura,
sempre que necessario, mantendo-se uma concenttad@é a 1,0 x focélulas.mLl*. Este
material foi distribuido em placas de microtitulagie 96 pocos numa densidade de 0,7°x 10
células.mL*.

As diferentes diluicbes d&uCysl e VuCys2, bem como solucdes estoque
(concentradas) foram incubadas por periodo de v&h®oxorrubicina foi utilizada como
controle positivo. Apos este periodo de incubagdmlacas foram centrifugadas a 1500 rpm,
a temperatura ambiente por 15 minutos e os sobaatesiforam descartados. Em seguida,
200 pL de uma solucéo de MTT (10% em meio RPMI 1640qroadicionados a cada pogo
da placa de microtitulacéo, a qual foi mantida etufa a 37°C, em atmosfera de 5% GO
por 3 horas. Ao final da incubagédo, este mateoiaténtrifugado a 3000 rpm, a temperatura
ambiente por 10 minutos. Os sobrenadantes forantadados e o0s precipitados
ressuspendidos em 150 de DMSO.

A determinacdo da citotoxicidade foi realizada poeio da comparacdo das
leituras das absorbancias, no comprimento de anel®95 nm, obtidas de placas incubadas
com os inibidores com os valores de absorbancidasbtle placas incubadas com o controle
positivo (Doxorrubicina), utilizando uma leitora daicroplacas Ek 800 (BIO-TEK

Instruments).
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5.16 Avaliagéo dos efeitas vitro das cistatinas recombinantes de feijdo-caupi setzanas
digestivas de€allosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus

5.16.1 InsetosCallosobruchusnaculatus Zabrotesubfasciatus

Os espécimes deallosobruchus maculatusZabrotes subfasciatudilizados nos
ensaios aqui descritos foram gentilmente cedidés lpgboratério de Quimica e Funcao de
Proteinas Bioativas Prof. Mauricio Pereira de SalasUniversidade Federal do Rio Grande
do Norte (UFRN).

5.16.2 Extracao e preparo das enzimas digestivas

Enzimas proteoliticas de larvas dos bruquid€osnaculatuse Z. subfasciatus
foram obtidas de acordo com o método descrito diveita et al, (2007). Inicialmente,
intestinos médios de larvas de terceiro instarCdemaculatuse Z. subfasciatusoram
cirurgicamente removidos com auxilio de pincas decipdo e um microscopio
estereoscopico. O intestinos foram imediatameni@cados em contato com solugdo salina
iso-osmotica (NaCl 0,15 M), sob banho de gelo msfexidos para tubos de microcentrigua de
1,5 mL onde foram macerados na presenca da soiajg@m. O extrato bruto obtido foi
centrifugado a 14.000 g, 4 °C por 10 minutos e o sobrenadante utilizad® emsaios

enzimaticos.

5.16.3 Atividades enziméticas e atividade inibédte proteinases

A atividade proteolitica total dos homogenatos stibais foi determinada
utilizando azocaseina como substrato, de acordo @amescrito por Xavier-Filheet al,
(1989). Inicialmente, uma quantidade apropriadaat homogenato intestinal foi incubada
a uma temperatura de 3C por 30 minutos com o substrato azocaseina a fba@da em
tampéao fosfato de sodio 0,25 M, pH 6, contendo 3TMM e EDTA 2 mM. As reacdes
foram interrompidas pela adicdo de acido tricloétiao (TCA) a 20% e, em seguida,
centrifugadas a 14.000gpor 15 minutos, a temperatura ambiente. Os sobases foram
coletados e neutralizados com igual volume de uwh&gdo de NaOH 2 N. Os tubos foram
mantidos em repouso por aproximadamente cinco osnatas absorbancias das reacdes

foram monitoradas no comprimento de ormda= 440 nm. A capacidade das cistatinas
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recombinantes de inibir a atividade das enzimasiimais dos insetos foi verificada por meio
da pré-incubacao de quantidades crescentes (Q235,,0 e 2,0 ug) déuCysl eVuCys2 em
tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21 com os lgematos a 37 °Gor 15 minutos, antes
da adicdo de azocaseina a 1%. A atividade prateol¢sidual dos homogenatos foi entdo
expressa em valores percentuais com referénciaensaios proteoliticos realizados na
auséncia dos inibidores (curvas padrédo). BrancgsataostrasvuCysl eVuCys2 foram
realizados nos quais as misturas formadas por hemabdgs e inibidores foram previamente
incubadas com TCA a 20%, antes da adicdo da ainaage quantidade de homogenato
intestinal utilizada em cada ensaio foi previamesdeabelecida com base em curvas de
atividade proteolitica realizadas na auséncia diidores, utilizando diferentes volumes de

homogenatos intestinais, de modo semelhante aotdgsor Siqueira-Junioet al, (2002).
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5.17 Avaliacdo dos efeitosn vivo das cistatinas recombinantes de feijdo-caupi sobre

Callosobruchus maculatus

5.17.1 Origem dos insetos

Os espécimes déallosobruchus maculatustilizados no bioensaio (atividadie
vivo) foram provenientes de col6nia local estabeleeid@antida no Laboratorio de Genética
Molecular de Microrganismos do Departamento de dgjiel da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

5.17.1.1 Manutencao dos insetos

Individuos adultos (machos e fémeas) @eallosobruchus maculatugsoram
mantidos em ambiente climatizado com temperatungraada de 24 2 °C e fotoperiodo de
12 h luz/escuro, em potes plasticos devidamentiirpeos. Os insetos foram permitidos
acasalar e ovopositar sobre sementes de uma cudtigaeptivel de feijdo-caupi obtida em
mercado local. Aproximadamente 24 a 30 dias ap@soirde cada colbnia, os insetos
emergidos foram transferidos para potes plastionteado sementes novas e mantidos sob as
mesmas condi¢bes que 0s insetos parentais. Estedpreento de manutencao das colonias

foi repetido até o final dos experimentos.

5.17.2 Preparo das sementes artificiais

Sementes comerciais de feijdo-caupi (mesma cultitihzada na manutencéo da
colénia) foram manualmente descascadas e tritudalsquidificador. Apds isso, a farinha
resultante foi processada em moedor elétrico dé atdf obtencdo de um fino p6 o qual foi
inserido no interior de capsulas gelatinosas N2 x 0,7 cm) com auxilio de um
encapsulador N° 2. Os tratamentos controles caasist na utilizacdo de capsulas
preenchidas apenas com farinha de feijdo, ao pp&sos tratamentos teste foram preparados
por meio da mistura de farinha de feijdo com odbidaures recombinantes liofilizados
(VuCys1 eVuCys2), nas concentragdes finais de 0,025, 0,05% (n/m).
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5.17.3 Delineamento experimental e parametros tieles

As sementes artificiais foram colocadas em pot@stipbs idénticos aos utilizados
na manutencao da colbnia dos insetos, num totiD dementes por pote (n = 10). Fémeas de
C. maculatugpreviamente fertilizadas (48 h) foram inseridas potes plasticos, incubadas a
temperatura de 24 2 °C e fotoperiodo de 12 h luz/escuro e permitmaspositar por 24
horas. Apos este periodo os insetos foram remowdosnimero de ovos por semente foi
manualmente padronizado para cinco.

O experimento foi realizado em triplicatas, senddacrepeticdo composta por 1
pote plastico encerrando 10 sementes infestadasbomvos cada. Um total de 12 gramas de
farinha de feijdo pura ou misturada com inibidofilizado foi utilizado para o preenchimento
das 30 capsulas. Os parametros biolégicos avalfadas: (1) Mortalidade de larvas (%), (2)
tempo médio de desenvolvimento (dias), (3) emeigéhe adultos (%), (4) peso médio de
adultos emergidos (mg), calculados de acordo cofdrasulas expostas no quadro 4 e (5),
namero cumulativo de adultos emergidos ao longide o periodo experimental.

O delineamento experimental empregado foi do tipeiramente casualizado e os
dados obtidos foram sujeitos a Andlise de Varia(dMOVA) sendo as médias comparadas
através do Teste de Tukey com nivel de significgamc= 0,05, utilizando o programa
SISVAR (FERREIRA, 2000). Os parametros biologicasma avaliados, bem como as

férmulas matematicas utilizadas foram todos baseaddrabalho de Leitet al, (2005).
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Quadro 4. Formulas matematicas utilizadas na aZaiados efeitos das cistatinas
recombinantes de feijdo-caupi sobre os parameiodégiros M,) - mortalidade de larvas
(%), (Tmg) - tempo médio de desenvolvimento (diag)) ¢ emergéncia de adultos (%))

peso médio de adultos emergidos (%Ladosobruchus maculatus

ML = N° larvas eclogidas_ N° adultos emergidos (1)
N°jarvas eclodidas
Tno= 200 @
E.= N° adultos emergidosy 100 (3)
=

0 -
N larvas eclodidas

P = ZTM (4)

N Lé-se “numero de”Di: Ié-se “dia {) no qual o nimeroNj) de insetos emergiu, tendo como referéncia o
inicio da ovoposi¢cdo”Ni: 1é-se “niimero de insetos emergidos no @g (: 1é-se “ndmero total de adultos
emergidos por replicataMi: |é-se “massa fresca de cada adulto emergidoan)di



Caracterizacao estrutural: Estudos cristalografieosle difragédo de raios-X
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5.18 Cristalizag&o e resolucao de estruturas
5.18.1 Determinacao das condicdes de cristalizacao

Os estudos preliminares de cristalizagao dos ioib&l e de difragdo de raios X
foram realizados no Laboratério de Cristalografia Broteinas e Biologia Estrutural
localizado no Instituto de Fisica de Sdo Carlo§Q@Jda Universidade de S&o Paulo (USP).
Amostras de inibidor recombinante foram purificadgsartir de células déscherichia coli
ArcticExpress (DE3) e liofilizadas, como descrittaaiormente. Os ensaios de cristalizacao
foram realizados através do método de difusdo geryanodalidade gota sentadaitting
drop” a uma temperatura controlada de 298 K em placasiltira de tecido de 96 pocos
(Linbro, ICN, Biomedicals, Inc, USA).

As condig¢fes iniciais de cristalizacdo foram deteagias por meio de triagem
piloto utilizando os kits de cristalizagéo Cladsi€lassic Il, PEG I, PEG 1l e Cryo (Qiagen) e
SaltRX (Hampton Research). Cada kit € compostcwdmfucdes, perfazendo um total de 576
diferentes condicfes de cristalizacdo. Cada coadajéaavaliada por meio da mistura de 1 pL
da solugéo de cristalizagdo com 1 pL do inibido€ysl1 solubilizado em tampéao Tris-HCI
0,02 M pH 7,4 contendo NaCl 0,2 M a uma concentrdiréal de 10 mg.mtou 1 pL do
inibidor VuCys2 solubilizado em tampéao Tris-HCIl 20 mM pH 7ohtendo NaCl 200 mM a
uma concentracdo final de 20 mg.Lutilizando o sistema robotizado de pipetagem,
Cartesian Dispensing Robot (Genomic Solutions)qudias de 80 pL das solucdes de

cristalizagao foram adicionadas aos fundos dosgpo¢o
5.18.2 Difracéo de raios X e analise dos dados

Aproximadamente de trés a quatro semanas aposio dds experimentos, trés,
das 576 condicdes testadas, levaram a formacaeseirmento de cristais difrataveis da
cistatinaVuCysl. As condi¢cdes foram: Sulfato de amonio 0,2 RE€& 4000 20% (condicéo
58 de 96, kit PEG II, Qiagen), acetato de sodioM,pH 4,6 contendo sulfato de aménio 0,2
M e PEG4000 25% (condicao 65 de 96, kit PEG 11,08 e sulfato de amonio 0,2 M e
PEG4000 30% (condicdo 69 de 96, kit PEG Il, Qiag@mjstais da protein®uCys2 nao
foram obtidos nas condicbes experimentais testadas, concentracdo de proteina,

temperatura e solugdes de cristalizacéo.
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Cristais deVuCys1 originados das 3 condi¢des citadas foram mmiegidos em
solugéo de etilenoglicol 20% (v/v) e incididos céeixe de raios X proveniente de anodo
rotatério gerador, difratdmetro MicroMax 007 (Rigakequipado com um sistema detector
RaxisIV++ (Rigaku), no comprimento de onda 1,54 A em temperatura criogénica, 100 K.

Um conjunto de dados foi coletado para cada coadica

5.18.2.1 Resolugéo da estrutura e refinamento ddetodinal

A estrutura tridimensional do inibidovuCysl foi resolvida pelo método de
substituicdo molecular utilizando como molde a @d® da estrutura cristalografica da
cistatina de taro (CHW@t al, 2011), PDB 3IMA, com auxilio do programa Pha®€COY
et al, 2007).

O refinamento final da estrutura foi realizado izdihdo os programas Coot
(EMSLEY et al, 2010) no qual foram analisados os mapas dedbafesieletronica e Phenix
(ADAMS et al, 2010). Imagens das estruturas cristalografiocesf preparadas utilizando os
softwares PyMol e UCSF Chimera (PETTERSE&NMNL, 2004).

Aléem de imagens geradas para o modelo tridimenisiobddo a partir da
resolucdo da estrutura 8eiCysl, imagens de outras cistatinas e proteinasamfgeradas
com base em seus arquivosPDB” depositados no“Protein Data Bank -

http://www.rcsb.org/pdb/home/home,ddilizando o software PyMol.




6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Clonagem molecular e inducdo da expressao das cistas recombinantes de feijao-

caupi, VuCys1 eVuCys2

Experimentos de isolamento de RNA, transcricdo rsaye clonagem molecular,
sequenciamento de DNA e andlise de sequéncias fogatizados como etapas iniciais
necessarias para expressao e producdo das cisgtineombinantes e para validacéo e

caracterizacdo das sequéncias de DNA que codifigara os inibidores VuCysl e VuCys2.
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6.1 Clonagem, analise de sequéncias e inducaopdessfio das proteinas recombinantes

6.1.1 Clonagem e sequenciamento de DNA

As sequéncias codificadoras para duas cistatinafei@®-caupi amplificadas a
partir de cDNA e DNA gendmico extraidos de folha&splantas com doze dias de idade,
cultivadas sob sistema hidropénico, foram amplifacsa por PCR (Figura 3). Os tamanhos
aparentes para os produtos de PCR amplificadostia g/gd cCDNA como molde foram 310 e
591 bp, paravuCysl eVuCys2, respectivamente e estdo em acordo com oalhosbde
Fernandest al, (1993) e Diopet al, (2004). Ja aqueles produtos de PCR amplificados
partir de DNA gendmico apresentaram tamanhos ajegrele 1317 e 743 bp, paraCysl e
VuCys2, respectivamente, sugerindo a presenca dérsggs intronicas.

Tanto as sequéncias provenientes de amplificag@dizadas a partir de cDNA,
como as obtidas a partir de DNA genomico foramdégano vetor de clonagem pGEM-T
Easy e eletroporadas em célulasedeherichia coliTOP10F'. Apds extracao de plasmideos e
confirmacdo da transformacao por PCR e digestdo a®pranzimas de restric&anH| e
Xhd, as sequéncias de cDNA que codificam pai@ysl eVuCys2, bem como as sequéncias
maiores amplificadas a partir de DNA gendmico forataterminadas em um sequenciador
automatizado de DNA, MegaBACE 1000.

6.1.2 Analise de cDNA

Dos dez clones dgé. coli TOP10F’, cujos ensaios de digestédo e de PCR mastra
que o processo de transformacédo com o vetor pGHEMSY ligado a sequéncia codificadora
paraVuCysl (cDNA) foi bem sucedido, dois apresentaranu&ecjas de baixa qualidade e
dos oito restantes, apenas os clones 9 e 10 néseapairam nenhuma alteragéo na sequéncia
de nucleotideos em relacdo aquela depositada nd B@Bcddigo de acesso, Z221954.1. A
Figura 4 ilustra o alinhamento mudltiplo realizadotre as sequéncias de aminoacidos
deduzidas a partir das sequéncias de cDNA dosclutees aqui determinadas e a sequéncia
de aminoacidos deduzida a partir da referénciasigga no NCBI.

Com relagdo &vuCys2, oito dos 10 clones transformados a particO&A
apresentaram sequéncia de 6tima qualidade condizestim a depositada no NCBI,

AF278573.1. Entretanto, o alinhamento mdultiplo iz@lo entre as sequéncias de
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose (1,0%)pdodutos de PCR amplificados utilizando cDNA e DNA
gendmico como templates, ambos extraidos de falkaplantas de feijdo-caupi com 12 dias de idade. 1
Produto de PCR (~ 310 bp) amplificado a partir B&l& de feijdo utilizando iniciadores especificogpa
sequéncia codificadora pavaiCysl. 2 - Produto de PCR (~ 1317 bp) amplificagadir de DNA gendmico de
feijdo utilizando iniciadores especificos para guéacia codificadora pak&uCysl. 3 - Produto de PCR (~ 591)
bp amplificado a partir de cDNA de feijdo utilizanohiciadores especificos para a sequéncia coddigapara
VuCys2. 4 - Produto de PCR (~ 743 bp) amplificad@sdipde DNA gendmico de feijdo utilizando iniciade
especificos para a sequéncia codificadora pa@ys2. MW - Marcador de massa molecul@x174. Os
tamanhos aproximadas dos produtos de PCR foramuladés utilizando o software E-Capt, tendo como
referéncia o marcaddpX174.
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Figura 4. Alinhamento mdultiplo das sequéncias priasade aminoacidos deduzidas a partir das seqagdel
cDNA determinadas para 8 clones\daCys1 (clones 1,3,4,6,7,8,9 e 10) utilizando o safenCLC Sequence
Viewer, v. 6.5.4 A sequéncia de referéncia Z219%&th identificada na figura simplesmente como NEBI
apresenta um total de 97 aminoéacidos. Os clones 2&® apresentaram sequéncias de boa qualidaatessp
foram excluidos do alinhamento. Diversos tipos tteragdes foram observadas entre as sequéncias dos
diferentes clones, a exce¢do das sequéncias peovesidos clones 9 e 10 que apresentaram 100%mtalate

com a sequéncia de referéncia Z21954.1.

0%
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aminodacidos deduzidas a partir das sequéncias Né gdovenientes destes 8 clones com
aquela deduzida a partir da sequéncia de referdepiasitada no NCBI, acesso AF278573.1,
mostrou que nenhuma das 8 sequéncias determinadts mabalho € 100% idéntica a
depositada (Figura 5). Isso € importante por cquaepser um indicio de que isoformas do
inibidor VuCys2 estéo presentes em diferentes genoétiposjde-teiupi.

Dentre as oito sequéncias de Otima qualidad¥wigys2, trés, provenientes dos
clones 1, 4 e 5 sao idénticas entre si e divergeisequéncia de referéncia por apresentarem
as seguintes substituicdes (referéncia / clondselb): Leu-8 / Val-8); (Ala-17 / Ser-1%;
(Gly-102 / GIn-102; (Ala-172 / Val-179. Portanto, pode ser concluido que os clones de

VuCys2 1, 4 e 5 sdo idénticos entre si, mas divergandiferentes nimeros de aminoécidos
em relacdo aos demais clones sequenciados e difarenmm total de quatro aminoacidos,
particularmente em relacdo a sequéncia de referénci

Os demais experimentos, envolvendo a subclonagsnamastras de cDNA no
vetor de expressdao pET302NT-His foram realizaddzando o clone 10 d&/uCysl e o

clone 4 de/uCys2. Esta discussao sera retomada no subitern

6.1.3 Andlise de DNA genbémico

Dez clones positivos também foram obtidos paralaldeE. coli TOP10F
transformadas com pGEM-T Easy ligado aos produtosedcdes de PCR realizadas com
iniciadores especificos para a sequéncia codifreagaraVVuCysl, mas utilizando DNA
gendmico de CE-31 como molde. Destes dez clonesjdompode ser confirmado quanto a
presenca do inserto, sendo descartado e o0s noutantess foram submetidos ao
sequenciamento de DNA. Dos nove clones sequengiddiss (clones 7, 9 e 10) foram
selecionados para analises posteriores.

O resultado do sequenciamento mostrou que os clbn@x 10 apresentam um
anico intron de 955 bp o qual é flaqueado por ég@ns. A presenca e caracterizacao deste
intron, contudo, n&o foi descrita no trabalho den&edeset al, (1993). O alinhamento
realizado entre a sequéncia de DNA gendmico, olatipgartir do clone 7, com a sequéncia de
cDNA do clone 10 é mostrado na Figura 6. Como mmieobservado neste alinhamento a
sequéncia nucleotidica do clone 10 (proveniente¢A — VuCysl) é exatamente idéntica
aguela sequéncia determinada para o clone 7 (DMAngieo —\VVuCysl), a excecao da regiao
onde esta presente o intrésto que sugere que a sequéncia de cDNA do clomeivou da

sequéncia completa de DNA genémico do clone 7.
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Figura 5. Alinhamento multiplo das sequéncias priasade aminoacidos deduzidas a partir das seq&de
cDNA determinadas para oito clones aCys2 (clones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) utilizandsoftware CLC
Sequence Viewer, v. 6.5.4 A sequéncia de refer@ieky8573.1 esta identificada na figura simplesmeomo
NCBI e apresenta um total de 195 aminoacidos. @sl9 e 10 ndo apresentaram sequéncias de badadeal

e por isso foram excluidos do alinhamento. Divetfmss de substituicGes de aminoacidos foram obsarw
entre as sequéncias dos diferentes clones e amedguée referéncia AF278573.1, o que mostra que
provavelmente ha isoformas desta proteina no gedenfeijao-caupi, diferentemente do que foi obsdovysara

0 inibidor VuCys1. Importante notar que entre os diferentesesloaqueles de numeros 1, 4 e 5 destacam-se por
apresentarem 100% de identidade entre si e coracsegtiéncia foi a mais proeminente na populac@todes

ela foi selecionada para os estudos posteriores.
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Figura 6. Alinhamento gerado entre a sequénciaentidica determinada para o cloneE/ ¢oli, TOP10F’ -
pGEM-T Easy -DNA gendmic¥'uCys1l) referida na figura como “gDNA.VuCysl” e a séncia nucleotidica
gerada a partir de cDNA, clone 1B, (coli TOP10F' - pGEM-T Easy -cDNAuCys1), referida na figura como
“cDNA.VuCysl". O intron é destacado pela regide¢jfada onde ndo ha alinhamento entre “gDNA.VuCgs1”
“cDNA.VuCys1". O alinhamento foi gerado com o sadte CLC Sequence Viewer, v.6.5.4.
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A sequéncia completa, formada pela juncéo dos éken8, com tamanhos de 102
e 192 bp, respectivamente e do intron de 995 bgsapta um tamanho de 1289 bp, o que é
condizente com os valores aproximados estimadoP@dt (Figura 3). Sendo importante
destacar que estes valores ainda podem ser makmpsd visto que, na analise do
sequenciamento mostrada na Figura 6, os sitiogsigcéo pardBanH! e Xhd ndo foram
incluidos.

O mesmo tipo de analise descrito acima foi reatizaara os clones provenientes
de células d&. coliTOP10F transformadas com pGEM-T Easy ligado aalyio de reacbes
de PCR realizadas com iniciadores especificos paaquéncia codificadora pavaCys2,
utilizando DNA gendmico de feijdo-caupi, gendtipB-@1 como molde.

Um total de dez clones positivos foi obtido e desteclone niumero 3 apresentou
um baixo rendimento e por isso ndo pode ser subdmab sequenciamento de DNA. Ja os
clones 1, 5 e 9 apresentaram, ou delecado, ou ade®ases que prejudicam a qualidade do
alinhamento com os demais clones e com a sequéaa®NA escolhida para comparacéo
(clone 4 de cDNA VuCys2) Os demais clones apresentaram sequéncias comogsgeals
de substituicdo de bases, entretanto, todos foeaatterizados pela presenca de dois éxons e
um intron.

O éxon 1 apresenta um tamanho de 399 bp, enquaato §xon 2 possui 189 bp.
Ja o intron tem um comprimento aproximadamente rhBror que aquele encontrado na
sequéncia gendmica daCysl, sendo constituido de apenas 91 bp. Do mesmdo ue o
intron deVuCys1, o intron da sequéncia genémica/d€ys2 é iniciado com o dinucleotideo
GT e termina com o dincucleotideo AG. A sequénompleta tem um tamanho de 679 bp,
um valor coerente com o encontrado por eletrofodeseprodutos de PCR (Figura 3) onde foi
observado um valor aparente de 743 bp. A sequéncizada pela soma dos éxons (sem o
intron) tem um tamanho de 588 bp e esta de acamocacvalor estimado para o produto
obtido a partir de PCR realizada com cDNA como mdkigura 3), que apresentou 591 bp e
com a sequéncia obtida a partir do sequenciament®NA.

De todas as sequéncias codificadoras pardys2, obtidas a partir de DNA
gendmico, apenas aquela correspondente ao clopee3eatou 100% de identidade entre os
éxons 1 e 2 e a sequéncia de cDNA sequenciadairadoaclone 4 dé/uCys2 (clone tomado
como referéncia para cDNA), o que sugere que aésetude cDNA do clone 4 derivou da

sequéncia completa de DNA gendmico do clone 7 (&ig
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Figura 7. Alinhamento gerado entre a sequénciaentidica determinada para o cloneE/ ¢oli, TOP10F' -
pGEM-T Easy -DNA gendmic®'uCys2) referida na figura como “gDNYuCys2” e a sequéncia nucleotidica
gerada a partir de cDNA, clone B, (coli, TOP10F - pGEM-T Easy -cDNAUCys?2), referida na figura como
“cDNA.VuCys2". O intron é destacado pela regido tracejada @do ha alinhamento entre “gDNACys2” e
“cDNA.VuCys2". O alinhamento foi gerado com o software (3&fjuence Viewer, v.6.5.4.
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6.1.4 Caracterizagdo dos introns das sequéncia®rg@as que codificam para VuCysl e
VuCys2

De modo semelhante ao encontrado neste traballsggaéncia da ORF que
codifica para a cistatina ddevea brasilienseapresenta um Unico intron, que inicia com o
dinucleotideo GT e termina com AT, com comprimdntal de 317 bp sendo flanqueado por
dois éxons (BANGRAK e CHOTIGEAT, 2011). O mesmaotighe organizacado também foi
encontrado para o gene que codifica a cistatirsedada (HvCPI) (MARTINEZt al, 2005)

o qual é formado por um unico intron com 91 bp,taxante 0 mesmo comprimento
encontrado para o intron d&iCys2, que também inicia com o dinucleotideo GTrmitea
com AT.

Outros tipos de organizacdo “intron-éxon” sao etrados dentro dos genes que
codificam para cistatinas e na busca por algum deaelacao evolutiva entre tais sequéncias
Martinezet al, (2005) propuseram a divisdo dos genes de fitdtias em 3 categorias, com
base em uma analise filogenética comparativa desgerigenes em potencial”’, deduzidos a
partir de “etiquetas de sequéncias expressas” (EXpressed sequence Jague codificam
para cistatinas putativas effrabidopsis arroz e cevada. O primeiro grupo é formado por
genes ou ORFs que ndo sdo interrompidos por nefttoom. O segundo grupo compreende
genes ou ORFs de cistatinas interrompidos por uitolintron e este intron normalmente
separa os dominios conservados (vide fundamentagéica) ([L]-[A]-[R]-[F]-[A]-[V]) e
([Q]-X-[V]-X-[Q]). O terceiro grupo é composto deeges ou ORFs de cistatinas de plantas
interrompidos por trés ou mais introns e que narmeate apresentam uma sequéncia
nucleotidica adicional que codifica para uma exen€-terminal ndo presente nos dois
primeiros grupos. Com base nesta classificacd@mssgou ORFs que codificam p&taCysl
e VuCys2 podem ser classificados como pertencenteseg@ando grupo, uma vez que a
sequéncia de DNA completa que codifica psgysl e VuCys2, como verificado por
sequenciamento de DNA, é composta por um introoigékons e este intron separa 0 éxon
que codifica para o motivo ([L]-[A]-[R]-[F]-[A]-[V) - éxon 1- da sequéncia nucleotidica que
codifica para a regido conservada do “loop” L1} V]-X-[Q]) - exon 2.

As figuras 8 e 9 ilustram de um modo mais compéetelacdo entre a sequéncia
de cDNA, a sequéncia obtida a partir de DNA genéniinde sdo destacados os introns em
verde) e a sequéncia de aminoacidos (destacadaz@inderivada do cDNA d&/uCysl
(Figura 6) e/uCys2 (Figura 7).
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1  ATGGCAGCACT CGGT GGCAATCGT GATGT CGCAGGAAACCAGAACAGCCT TGAGATCGATAGT TTAGCTCCCTTTGCTGI TGAAGAACACAAC
M A AL GGNRDVAGNAONSLEI DSLARFAVEEMHN 31

94 AAAAAACAGgtttttcttttttctttcgcacgeecctttaattttttttttccttcgaaaagatt aaagaaattggtaccattcattgtgttttgetctgtgtttgtctgttt
K K Q 34

206 ctcgagaaattcccaagetttctgttgatttcctattgggtctggtcgttgatcgttttccgecatgecaaggtttcttcggatattcacgtgtttgattatattatctetttt
320 gtttagtggacaataattgtttacttttggatttttcttctgggtataatggggttcttctgttgttggattgattatttatagcacctgeactgtttgttctaaagtagagtt
434 ttctaagaagagaat attaaagttaattttgtgaacatactctatcaatcaat gaaccct atcattgaaatcggttaagatgetttttttagettctagaatctatttcttaga
548 tgaactcttatcttactagct ggaat caaagaatt agt agat at gctt ccgaaaat gggaat gagccacggtt at gaacttctaaattttgtaagtttttttttcttatttatt
662 gtttcagacatgattttaacaacttccaagaaaaaatt aat cagt aacggagagt aact t agaaggaaaat at t t cagagt gt gt t ggcagat ct at t t ggaaaaat aaaccaa
776 tatttgcctaagaaagcatcttctaccgaacat gcgetttgect cagt at ggt at ggt gcaaagagggt gagagagaagaaggt t at gct gcaaat attt gt cattt gaagett
890 gtggaagcccat aat cgatt at cagaagccaatt gatgattgattgttaggataaattttgeatttatagtat gt gagt caataaatagttttgttttgtggcgtgaattttaa
1004 caagaaagtttgtcattttgttctttgtagtaataQaaatgctaactggtgtctgttttgattttgtttttattgattggtgatggetat gcagAATGCCCTTCTGGAG

N A L L E 39

1113 TTTGGACGGGT GGTAAGT GCACAACAGCAAGT GGTTTCTGGTACCT TGTACACCAT CACT TTGGAGGCAAAAGAT GGT GGGCAAAAGAAGGT T
F GRVVSAQOQOQVVY SGTLYTI TLEAIKDTGTG GU QIK K V 70

1206 TATGAAGCCAAAGTATGCGAGAAGCCATGGT TGAACT TCAAGGAGCT GCAAGAGT TCAAGCAT GT TGGAGATGCACCTGCATAG
Y EA KV WEI KWPWLNZFIKELQEZFIKMHYVGDAWPA - 97

Figura 8. Relagdo entre a sequéncia de cDNA quidicgaraVuCysl (destacada em preto), o DNA gendmico (cDNAsnfidiron destacado em verde) e a sequéncia de
aminoé&cidos da protein¥{Cys1) destacada em azul. As regides conservadsequ@&ncia de aminoacidos que caracterizam o imibimmo uma cistatina estdo destacadas
em negrito e a sequéncia “LARFAV” esta sublinhada.éxons que codificam para os motivos LARFAV e @®B/sdo separados por um intron de 995 bp. Estaléipo
arranjo é caracteristico de genes/ORFs de fitditiaipertencentes ao grupo 2, com base na ctagsib de Martineet al, (2005).
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1 ATGGCAACAGCAACAGTAACT GTAGGT GGCATCACTGATGT GCCTGGATCTGCCAATAGC
M ATATVTVGGI T DVUPGSANS 20

61 GIGGAGATCGCAAATCTGCECTCGCTTTGCCGT TGACGAT CACAACAAAAAGCAGAATGGA
VvV EI A NL AARF AV DDMHNIK KK QN G 40

121  GITTTGGAGI TTGTGAGAGT GATAAGT GCAAAACAGCAGGT GGTGAGT GGGATCTTGTAC
vV L EFVRVI SAKOQQVV S GI L Y 60

181 TACATAACCT TGGAGGCCAAAGAT GGTGAAACCAAAAAGGT GTATAAAACCAAAGT GTGG
Y I T L EAKDGETKIK VY KTK V W 80

241 GIGAGGGAATGGT TGAACCCCAAAGAGGT GCAAGAAT TCAACCTCGTCACTGATTCAGCA
V R EWL NP KEV QEF NL V TD S A 100

301 ATAGAAACAAAAGACGGTGGAGT TGGECGATGT TCCTTCTGATACCCT TCACATCGAGAAT

I E T KD GGV GDV P S DTUL H1T E N 120
361 CTCGCTCGCTTTGCCGTTGATCAATACAACAAAAACGAGgtttacttttattcttcttectttce
L ARF AV DOQYNK N E 133
425 tttatttcactagggaaccattattcgatgattgatttttggtgegtgattttgttgatgact cagAATGCA
N A 135
497 AATTTGGAGITTGIGAGGGTGATTGAT GCGAAGGAACAGGTAGT GGAAGGGT TCATATAC
N L EFVRVI DAKEWOQOVVEGT FI I Y 155
557 TACATAACTTTGCGAAGCAAAAGAT GGTGAGAGTAAAAATGTGTATGAAGT GAAGGTGT GG
Yy I T L E A KD GE S KNV Y E V K V W 175
617 GAGAGGTCATGGT TGAACTCCATAGAATTGCTGGAATTCAAGCCTGTGAATGITGCTGT T
ERSWLNUSI ELL EF KWPV DV AV 19
677 TGA

Figura 9. Relacao entre a sequéncia de cDNA que codifica Yatys2 (destacada em preto), 0 DNA genémico
(cDNA mais intron destacado em verde) e a sequéecaminoacidos da proteinduCys2) destacada em azul. As
regides conservadas na sequéncia de aminoacidosacaeterizam o inibidor como uma cistatina est@statadas
em negrito. Importante notar que, diferentement&agysl, o inibidor acima representado possui doisidms
inibitérios. Apesar de ser uma cistatina de doisitdos, o gene/ORF que codifica paaCys2 pertence ao mesmo
grupo do gene/ORF que codifica pafiaCysl, uma vez que hi apenas um intron (91 bp) losgpara os éxons que
codificam para os motivos LARFAV e QVVEG (ambossggundo dominio inibitério).
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6.1.5 Inducéo da expresséo das proteinas recomt#san

A inducdo da expressao daCysl eVuCys2 em células d&scherichia coli
ArcticExpress (DE3) foi realizada utilizando IPT@snconcentracdes finais de 0,1 e 0,5 mM,
nos intervalos de tempo de 0, 4, 8, 10, 20 e 2dds adicdo do indutor. Como verificado na
figura 10 foi observado um acumulo do tipo temppetglente na expressao \daCysl em
fracOes soluveis de. coli, tanto utilizando 0,1 mM, como 0,5 mM de IPTGufigs 10ae 10
b, respectivamente. O mesmo padréo de expressapaigependente) foi observado para
VuCys2 em ambas as concentracdes utilizadas de IFigorgs 1la e b). Em ambos os
casos, figura 10 e figura 11, foi possivel obsenrarperfil de expressdo muito semelhante
qguando as inducdes foram realizadas com 0,1 e B, 8enlPTG. Entretanto, os experimentos
posteriores de inducdo da expressdo das protedtasbinantes em larga escala foram
realizados utilizando-se IPTG a 0,5 mM e um tem@aaleta de 24 horas, periodo no qual
foram observados os maiores acumulos de protetmni#nante nas indugfes preliminares
(Figuras 10 e 11).

A analise das fracdes insolluveisHElecoli, também revelou a presenca\de&Cys1
e VuCys2 (resultados ndo mostrados), contudo, em qlaalgi muito inferior aquela
observada nas fragdes soluveis, 0 que descarteaessidade de se trabalhar com corpos de

inclusao (frac&o insoluvel).

6.1.5.1 Verificacdo da presenca da cauda de Histidi

Antes do inicio dos passos cromatograficos daatirias foram testadas quanto a
capacidade de interagirem com anticorpos que reoemh especificamente caudas de
histidina, obtidos comercialmente. Como é posstekrvar na figura 12, tantauCysl1 (12
a), comoVuCys2 (12b) reagiram positivamente a revelacdo com o reageatebandas mais
intensas foram verificados nos tempos de 20 e 2dshapos aplicacdo de IPTG a 0,5 mM
(vide setas brancas). O conjunto de bandas maiesfaue aparece acima da banda de
VUuCys1 é produto de interacdo inespecifica do reagash a enzima lisozima utilizada no
procedimento de lise das células.

A interacdo das cistatinas recombinantes conagerge mostrou que as proteinas
estavam sendo expressas com as caudas de histigmegervadas, sendo assim,

potencialmente passiveis de interagir com matriafidade contendo niquel imobilizado.
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Inducdo realizada na presenca de 0,1 mM de IPTG Inducdo realizada na presenca de 0,5 mM de IPTG
MW 20h  24h pET302NT 8h 10h  20h 24h pET302NT

Figura 10. Andlise temporal (0 a 24h) da inducaaexigressdo da sequéncia de cDNA codificadora para u
inibidor de proteinases cisteinicas de Unico daondl@VVigna unguiculataVuCysl) em células deéscherichia

coli, ArcticExpress (DE3). (A): inducdo da expressdoMi€ysl realizada na presenca de isoprpil-
galactopiranosideo (IPTG) a uma concentracdo fiedd,1 mM. (B): inducdo da expressaovi€ysl realizada

na presenca de IPTG a uma concentracdo final denBI5MW representa os marcadores protéicos de massa
molecular. pET302NT corresponde a clones transfdamacom vetores de expressdo (PET302NT-His)
desprovidos da sequéncia codificadora/d€ys1.
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Inducgdo realizada na presenca de 0,1 mM de IPTG Inducgdo realizada na presenca de 0,5 mM de IPTG
pET302NT 0 4 8 10 20 24 MW 0 4 8 10 20 24 MW

Figura 11. Andlise temporal (0 a 24h) da inducaaexiaressdo da sequéncia de cDNA codificadora para u
inibidor de proteinases cisteinicas de dois domidi®Vigna unguiculataVuCys2) em células deéscherichia

coli, ArcticExpress (DE3). (A): inducdo da expressdaoWi€ys2 realizada na presenca de isoprpiil-
galactopiranosideo (IPTG) a uma concentracao fied@,1 mM. (B): indugéo da expressaovili€ys2 realizada

na presenca de IPTG a uma concentragdo final denBI5MW representa os marcadores protéicos de massa
molecular. (*): corresponde a clones transformaxoa vetores de expressao (pET302NT-His) desprovidos
sequéncia codificadora deiCys2.
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PET 0 4 8 10 20 24

~14 kDa VUCVSl

VuCys2

Figura 12. Eletroforeses em gel de poliacrilamitia%g) realizadas na presenca de SDEmercaptoetanol
indicando a presenca das proteinas recombin&it@gsl (gel superior) ¥uCys2 (gel inferior) detectadas com

o kit His-Tag Invision. O método de revelagdo métio é especifico para deteccdo de proteinas coda cke
histidina. As amostras foram submetidas a indugi@xpressdo das proteinas recombinantes com IPTG na
concentracao final de 0,5 mM, a excecao do temp@ Ghducao foi realizada a temperatura de 12 4D, pm

e 24h. pET = pET302NT-His. 0, 4, 8, 10, 20 e 24a@sitempos de coleta em horas.



Caracterizacao bioquimica

Uma vez que VuCysl e VuCys2 foram corretamentegsadas em células @scherichia
coli, como verificado pelos experimentos de clonagefeaular e sequenciamento e analise
de DNA, experimentos posteriores foram realizadutecas proteinas recombinantes foram

expressas, purificadas e utilizadas nas seguirtieglades:

v" Avaliacdo do espectro de acdo das cistatinas sdlfeeentes enzimas proteoliticas

v' Avaliacdo da estabilidade térmica e de pH dos dhibés via ensaio de inibicdo in
vitro

v Avaliacao da estabilidade térmica e de pH por espscopia de dicroismo circular
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6.2 Purificacé@o e caracterizacdo bioquimica
6.2.1 Purificacdo das cistatinas recombinantesrali@ento protéico

As sequéncias codificadoras para as cistatinagig®{caupi,VuCysl eVuCys2
foram inseridas no vetor de expresséo pET302NTeHisial foi usado na transformacéo de
células deEscherichia coli ArcticExpress (DE3). A expressédo das proteinasmbinantes
foi induzida pela adicéo de IPTG 0,5 mM por periddd®4 horas, e os polipeptidios maduros
foram expressos fusionados a uma cauda de hist{@kidis-tag) seguida do pentapeptideo
(Val-Asn-Ser-Leu-Glu), ambas (6xHis-tag e o penpajgieo) codificadas pelo vetor
PET302NT-His e localizadas na regidao N-terminal piateinas recombinantes. A presenca
da cauda de His possibilitou a purificacdo dosidluiies por meio de passagem do extrato
celular obtido deE. coli ArcticExpress DE3 transformadas, em matriz crogradfica de
afinidade Ni-Sepharose 6 Fast Flow. As proteintida® na matriz foram eluidas com tampéao
Tris-HCI 0,05 M, pH 8, contendo NaCl 0,5 M e imid&a@,1 M (Figura 13).

As proteinas apresentaram massas moleculares tgsagen14 kDa(uCysl) e 26
kDa (VuCys2), como estimado por eletroforeses em gel dagotamida a 17,5% realizadas
sob condi¢bes desnaturantes (SDS) e redut@rase(captoetanol). As massas exatas das
proteinas recombinantes, calculadas a partir daséeeias de aminoacidos depositadas no
NCBI e tendo em consideracdo a presenca da caudasadedo pentapeptideo Val-Asn-Ser-
Leu-Glu sdo de 12,12 e 23,25 kDa, pataCysl eVuCys2, respectivamente e estdo em
conformidade com os valores aparentes obtidos RPB-RAGE e com os descritos por
Aguiar et al, (2006) e Diopet al, (2004). As massas moleculares aparentegudysl e
VuCys2 estdo dentro dos valores observados paraaiandas fitocistatinas, uma vez que
estes inibidores apresentam massas variando dat&128 kDa, a excecao das multicistatinas
da batata e do tomate, que possuem massas mabscelgseriores a 80 kDa (WALSH e
STRICKLAND, 1993; BOLTER, 1993).

O rendimento protéico obtido para cada inibidor éstimado como sendo da
ordem de 10 mgP-tde meio de cultura pahaCysl e 22 mg.tt de meio de cultura para
VuCys2. A cistatina recombinante de “Jelly-FligFiqus awkeotsangMakino) foi expressa
emE. coli fundida a uma cauda de histidina (6xHis-tag) améosoluvel a um rendimento de
1.3 mgP. [* de meio de cultura, utilizando-se o vetor pETZBdYU et al, 2011). Por outro
lado, os niveis de expressao obtidos neste tralestim de um modo geral, proximos dos

reportados para outras fitocistatinas recombinantésa cistatina da cana-de-acUcar
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Figura 13. Eletroforese em gel poliacrilamida a5%,realizada na presenca de SD$-mercaptoetanol
evidenciando a purificagdo de duas cistatinas reewantes de feijdo-caupiuCysl (coluna 1) e/uCys2
(coluna 2). As proteinas foram expressas em cétlddsscherichia coli ArcticExpress (DE3) transformadas
com as constru¢c684aICys1-pET302NT-His & uCys2-pET302NT-His. Um total de 2@ de inibidor purificado
foi aplicado em cada poco. As proteinas foram @samm o reagente azul brilhante de ComasXien@ssie
Brilhant Blug e apresentaram massas moleculares aparentes de 28 kDa, VuCysl e VuCys2,
respectivamente. Os marcadores de massa molediliaados (coluna M) foram: Fosforilase b (97 kDa),
albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidraaebénica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDmag-
lactoalbumina (14,4 kDa).
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(sugarcane cystat)n por exemplo, apresentou rendimento de 10 miyEe.meio de cultura
(SOARES-COSTAet al, 2002), exatamente o rendimento protéico finaidobparaVuCys1

no presente trabalho. Duas isoformas deste iniljdsteriormente expressas @&mcoli e
purificadas, as cistatinas da cana-de-acucaa@eCystatin 2= CPI-2) e 3 ¢anecystatin 3-
CPI-3) foram expressas em niveis de 20 e 22 mbBd.meio de cultura, respectivamente
(GIANOTTI et al, 2006), semelhante ao obtido p&aCys2. Os dois trabalhos relatando a
expressao e purificacdo de trés isoformas de iciatatla cana-de-acucar utilizaram o vetor de
expressdo pET28a. Contudo, € importante destacar auiros trabalhos obtiveram
rendimentos ainda maiores. A cistatina recombindat@rvore laticifer&levea brasiliensis
por exemplo, foi produzida em célulasElecoli em niveis de 30 mgP’Lde meio de cultura
utilizando o vetor de expressao pQE-40 (BANGRAKKAIIGEAT, 2011). Em um nivel
mais acimadverexpressionesta o trabalho de Valdez-Rodrigwetzal, (2010), que relatou
um rendimento extraordinariamente elevado de 26B.kfgde meio de cultura da forma
recombinante do inibidor démaranthusutilizando o vetor de expressao pQE-2. A tabela 3
resume de modo comparativo os dados de rendimguoi@presentados.

Estes dados mostram que o sistema de expressaadatino presente trabalho,
cistatinas de feijao-caupi, células He coli, ArcticExpress (DE3) e o0 vetor de expressao
pPET302NT-His, apresentou um rendimento satisfat@ique permitiu, além da purificacéo
na forma soluvel, a realizacdo de estudos posésrimym as proteinas recombinantes.

6.2.2 Avaliacdo da atividade inibitoria in vitro gtra diferentes enzimas proteoliticas

A funcionalidade das proteinas recombinantes, bemocseus espectros de
inibicdo sobre diferentes enzimas, foram verifiscagar meio de ensaios de inibicdo de
diferentes atividades proteoliticas vitro, utilizando proteinases purificadas obtidas
comercialmente. Quatro proteinases cisteinicasnfotdilizadas, sendo estas: papaina,
quimopapaina, bromelaina e catepsina B e uma paseiserinica, tripsina. A tabela 4
mostra o percentual inibitério obtido quandoCysl eVuCys2 foram incubados com as
diferentes enzimas e o grafico 1 apresenta esthissdam termos de atividade proteolitica
residual apos incubacéo das diferentes enzimassambidores.

Como verificado, os inibidoreguCysl eVuCys2 na quantidade depy foram
capazes de inibir completamente a atividade pritieeol de papaina. Nesta mesma
quantidade as proteinas apresentaram um percémtutdrio de 85,9% YuCysl) e 91,5%
(VuCys2) para a atividade proteolitica de quimopapaindicoes moderadas, 27,9%
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Tabela 3. Rendimento protéico das cistatinas/ma unguiculata por litro de meio de
cultura(mgP.L"), bem como de outras fitocistatinas expressag&stherichia colutilizando

diferentes vetores de expressao

- - Rendimento _
Inibidor Espécie vegetal Vetor | Referéncia
(mgP.mL™)
Vigna _
VuCys1* _ pPET302NT-His 10 o
unguiculata
Vigna )
VuCys2* _ pPET302NT-His 22 *
unguiculata
FaCYS Ficus awkeotsang pET28a 1,3 (Shyuet al,, 2011)
o (Soares-Costat
Canecistatina Saccharum sp. pET28a 10
al., 2002)
Saccharum (Gianottiet al,
CPI-2 o pET28a 20
officinarum 2006)
Saccharum (Gianaottiet al,
CPI-3 o pET28a 22
officinarum 2006)
Hevea Bangrak e
HbCPI o pQE-40 30 _
brasiliensis Chotigeat, (2011)
Amaranthus
AhCPI ) pPQE-2 266 Valdez-Rodriguez
hypocondriacus
et al, (2010)

* VuCysl - Cistatina de Unico dominio inibitério dejdercaupi, VuCys2 - Cistatina de dois dominios
inibitérios de feijao-caupi. As sequéncias cadifloras para ambas as proteinas foram expressaddas de
Escherichia coli ArcticExpress (DE3)

**Dados da Tese (MONTEIRO-JUNIOR, 2012).
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Tabela 4. Atividade inibitéria de proteinases (petoal) contra diferentes enzimas
proteoliticas comerciais

Amostra Papaina Quimopapaina Catepsina B Bromelaina Tripsina
VuCysI  100,4+1,2 85,9:1,9 16,2+ 1,8 27,9%:1,2 nd
VuCysZ  100,2+0,5 91,5:1,1 14,8:0,8 47,3+ 3,1 nd
Tampad nd nd nd nd nd

Os valores apresentados séo as médias de trésataplindependentes SP.
L Tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21
nd - Atividade inibitoria ndo detectada

* VuCysl - Cistatina de Unico dominio de feijao-caMpiCys2 - Cistatina de dois dominios de feijao-caupi

100+

80+

Atividade proteolitica residual (%)

@ P @ @
S &S
Q Q D
N\ x& x&

4\"0 Q

Gréfico 1. Atividade proteolitica residual, expieessn termos percentuais, sobre o substrato sm8ANA, no
caso das proteinases cisteinicas e BApNA, no casegrdteinase serinica tripsina, apds incubacdo asm
cistatinas recombinantes de feijdo-caupi. A atid@@roteolitica mensurada a partir da incubacécedasnas
com os substratos sintéticos na auséncia dos andsdfoi utilizada como referéncia para calculoatieidade
proteolitica residual. A quantidade depfy de cada inibidor foi utilizado nos ensaios contrateinases
cisteinicas e Jug no ensaio realizado contra tripsina. Os volumas ehzimas proteoliticas utilizadas nos
ensaios foram previamente estabelecidos com basmiems-padrdo realizadas na auséncia dos iniEd@e
valores apresentados sdo uma média de trés eirsdependentesSD.
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(VuCysl) e 47,3% J(uCys2) foram detectadas apoOs incubacdo com bramel&)s
inibidores apresentaram-se apenas fracamente ativitsa a enzima catepsina B onde foram
detectados percentuais inibitérios de 16,99%6CQysl) e 14,8% W(uCys2). Apesar de o0s
inibidores em estudo serem cistatinas, ha alguastogena literatura de inibidores protéicos
bifuncionais (OLIVEIRAet al, 2007), capazes de inibir tanto proteinasesinisgs como
serinicas. A fim de verificar a possivel preseng hifuncionalidade, as cistatinas
recombinanted/uCysl eVuCy2 foram permitidas reagir com tripsina. No erdamhesmo
utilizando uma quantidade de cistatina 7x maior gugilizada contra proteinases cisteinicas
nenhuma atividade contra tripsina foi detectad&€lead, Grafico 1).

A deteccdo de elevada atividade contra papaina idicio de que os inibidores
foram corretamente processados porcoli, bem como de que a presenca da cauda de
histidina associada ao pentapeptideo N-terminal iddsdores né&o interferiram com a
atividade destas moléculas. O efeito moderado @dmtomelaina e a quase auséncia de
atividade contra catepsina B, em detrimento dasadbs atividades contra papaina e
quimopapaina sao caracteristicas de seletividaespecificidade de acdo também descritas
para outras cistatinas. Algumas formas de cisttB&@ mais ativas sobre determinadas
proteinases cisteinicas do que outras. Semelhangua encontramos duas isoformas de
cistatinas do arroz, orizacistatina-I (OC-1) e ad®tatina-1l (OC-IlI) foram inativas contra
catepsina-B, no entanto fortemente ativas confpaipa (KONDCet al., 1990).

Esta seletividade / especificidade de atividadeistatinas, portanto, € um fato ja bem
relatado na literatura e as possiveis implicac@esrdentes especialmente da baixa atividade
sobre catepsina B humana aqui encontrada serdatides mais a frente, nos ensaios

biolégicos.

6.2.3 Estabilidade térmica e de pH

O efeito da temperatura sobre a estabilidade dbslanes foi avaliado de acordo
com duas metodologias. Inicialmente, as proteioef incubadas nas temperaturas de 24,
30, 45, 60, 75, 90 e 100 °C por 10 minutos e, agg&fsiamento a 24 °C submetidas a ensaio
padrdo de inibicdo da atividade de papaina.

Como observado no grafico & € b) os inibidores foram capazes de se manterem
ativos mesmo apoés fervura por 10 minutos. A fimageliar os efeitos de um periodo de

incubacdo mais prolongado (segunda metodologipjasinas foram aquecidas a 100 °C em



(@)

100,
804
60
401

20q

Atividade inibitoria residual (%)

(€)

100,
801
60+
404

20q

Atividade inibitoria residual (%)

30

45 60 75 90 100
Temperatura (°C)

20 30 40 50 60
Tempo de incubagéo (min)

(b)

1004
801
60+
401

201

Atividade inibitéria residual (%)

102

(d)

100,
804
60+
401

207

Atividade inibitéria residual (%)

45 60 75 90
Temperatura (°C)

100

20 30 40 50
Tempo de incubagéo (min)

60

Gréfico 2. Estabilidade térmica das cistatinas m#maantes de feijao-caupuCysl (a) eVuCys2 (b) em
tampao fosfato de sddio 0,05 M, pH 6.0 foram indalsanas temperaturas de 24, 30, 45, 60, 75, 90 &C1por

10 minutos (primeira metodologia). AdicionalmeniCys1 (c) eVuCys2 (d) foram incubados a 100 °C por
intervalos de tempo variando de 10 a 60 minutogufs@a metodologia). Ap6s incubagdo nos tempos
apropriados as proteinas foram resfriadas a 4 &pds atingirem a temperatura ambiente, submedidasaio
padrédo de inibicdo da atividade de papaina. A deeestabilidade térmica dos inibidores é evidemcplo alto
percentual de inibicdo da atividade papainasicanmeapés fervura por 1 hora. Os valores apresentséin
uma média de 3 ensaios independeh®B.



103

intervalos de tempo que variaram de 10 a 60 minliaés uma vez os efeitos observados
sobre a atividade inibitéria residual foram peqe(@rafico 2c e d) e levemente mais
proeminentes sobrguCys2 que apresentou reducdo maxima de aproximadarfén na
atividade inibitoria. Praticamente nenhuma redugiatividade d&uCys1 foi observada.

O efeito do pH foi o segundo parametro utilizadoapavaliacdo da estabilidade
das cistatinas recombinanteguCysl e VuCys2 foram incubadas em condi¢cdes de pH
variando de uma condicdo mais acida, pH 2,2 atélicdes mais alcalinas, pH 9, 10 e 11
(Grafico 3). Como observado no gréafico &, (nem as condi¢des mais acidicas, nem téao
pouco as mais alcalinas foram suficientes paraziedu atividade inibitéria residual de
VUuCys1 para valores inferiores a 90%. Resultado nsetoelhante foi obtido pahuCys2
onde a maior reducdo de atividade inibitoria cdaadtafoi observada no valor de pH 2,2 no
qual o inibidor ainda apresentou 92,3% de atividatietoria residual (Gréfico 8).

Elevada tolerancia a extremos de temperatura e pidacaracteristica um tanto
incomum para proteinas, uma vez que estas condigdeemas normalmente causam
desarranjos estruturais na molécula de proteinenuudleva-la a desnaturacdo e perda de
atividade. Contudo, algumas cistatinas tem sidardas como proteinas termo tolerantes e
estaveis em diferentes condi¢cdes de pH. Por exerapperimentos de desnaturacdo térmica
semelhantes aos empregados neste trabalho, realizach a cistatina recombinante do arroz
OC-l, j& mencionada anteriormente, mostraram queibddor mantém-se totalmente ativo
apos aquecimento a 10C for 30 minutos e mesmo quando aquecido a 120dtC30
minutos a atividade inibitéria da proteina sobrpgiaa manteve-se em um patamar acima de
50% (ABEet al, 1987; ARAlet al, 2002). Este mesmo inibidor mostrou-se bastaine a
apos incubacdo em uma escala de pH variando d& 2raostrando apenas pequena perda de
atividade quando incubado em valores de pH dell’l ®utra cistatina de arroz (neste caso o
trabalho foi realizado com uma fracdo enriqueciden @ inibidor nativo da semente do
vegetal e ndo a forma recombinante) mostrou-sbrtetde ativa apds incubagédo a F@por
60 minutos tendo sua atividade levemente comprdae&fuando incubada a 120 °C por 60
minutos (IZQUIERDO-PULIDCet al, 1994). A cistatina recombinante He brasiliensisja
discutida, (BANGRAK e CHOTIGEAT, 2011) também fareacterizada como um inibidor
termo tolerante mantendo-se totalmente ativa cqapaina apds incubacdo em temperaturas
inferiores e iguais a 90 °C e sofrendo leve redugiba atividade quando incubada a 100 °C.
Entretanto, outros membros de cistatinas sdo bemosrestaveis. A multicistatina isolada de
folhas de plantas de tomate tratadas com metilgaato, por exemplo, (WU e HAARD,

7

2000), e um inibidor bem menos estavel a
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Grafico 3. Atividade inibitéria de proteinases eisicas residual apds incubagdolE€ys1 (a) e/uCys2 (b) em
diferentes condicdes de pH. Os inibidores forambaclos nos tampdes glicina-HCI, pH 2,2; acetateddko,

pH 5,21; fosfato de sodio, pH 6,00 e pH 7,34; H&L pH 8,01 e glicina-NaOH, pH 11, todos na conhagao

de 0,05 M por 40 minutos e, em seguidas, diluidotampéao de ensaio de atividade inibitoria, fostE®sodio
0,05 M, pH 6 e avaliados quanto a capacidade deriai atividade proteolitica de papaina. Os valores
apresentados sdo uma média de 3 ensaios indepesidSa.
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extremos de temperatura que as cistatinas de fejdoz eH. brasiliensisaqui descritas.
Quando aquecida a 9C por 30 minutos a multicistatina do tomate apreseaoma atividade
inibitoria residual contra papaina de apenas 126t.dRtro lado, este mesmo inibidor se
comportou de modo semelhantgaCysl eVuCys2 quando incubado em uma ampla faixa de
pH, permanecendo totalmente ativo apés incubacamendicdes variando de pH 4 a 11.

As razdes bioquimicas e/ou estruturais pelos gaasnibidores, particularmente
os inibidores recombinantes de feijdo-caupi, aleoedtudo deste trabalho, suportam bem
condicbes extremas de temperatura e pH ainda wéec®&dudo, totalmente claras. Uma vez
que as fitocistatinas, com raras excec¢fes, naseqsn residuos de Cys ao longo de sua
sequéncia primaria de aminoacido¥uCysl eVuCys2 nao fogem a regra, esta estabilidade
ndo pode ser atribuida a formacao de pontes désudktabilizadoras, fato bem conhecido
por explicar a alta estabilidade térmica de inibédodo tipo Kunitz e Bowman-Birk, por
exemplo (LOSSO, 2008, MACEDE&: al, 2011).

A impossibilidade de se realizar os ensaios inilmgdexatamente nas condi¢cdes
testadas, isto é, incubando-se os inibidores €@0® medindo sua atividade inibitoria nesta
temperatura, por exemplo, poderia mascarar um y@gsiocesso de desnaturacdo térmica
(que ocorreria na temperatura de 100 °C), seguedoedaturacdo com o abaixamento da
temperatura. Entretanto, como sera observado Idgente nos estudos espectroscopicos de

dicroismo circular, isso ndo parece ocorrer sagysl eVuCys2.

6.2.4 Analises espectroscopicas de dicroismo @rcul CD (circular dichroisn) -

Temperatura

Inicialmente as analises de dicroismo circularrforaalizadas com o propésito de
que fosse avaliado se a exposicao das cistatiteasperaturas elevadas como 70, 80 e 90 °C,
por exemplo, seria capaz de causar sua desnatucac@iteracdo dos seus espectros de
dicroismo circular em relacdo a temperaturas naiab, como 10, 20 e 30 °C, por exemplo.

As cistatinas foram, portanto, aquecidas e ao fieatada etapa de aquecimento 0s
espectros de CD foram registrados. Os graficas éth) mostram os espectros obtidos para
VUuCysl eVuCys2, respectivamente. A analise do primeiro goafita) revela quev/uCysl
mantém sua organizacao estrutural praticamentteindh até a temperatura de 70 °C, onde
foi registrada queda no sinal de CD em relacdcedpéeraturas inferiores, sendo mantido,
porém, o perfil de estruturas secundarias. Nas geatyras mais elevadas de 80 e 90 °C é

possivel observar uma alteragcdo tanto na intensidad sinal dos espectros,
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Gréfico 4. Curvas de desnaturacao térmica/déysl (a) eVuCys2 (b), solubilizadas em tampé&o fosfato de
sé6dio 0,05 M, pH 7,21 ambas a uma concentracds die&,2 mg.mL}, determinadas por espectroscopia de
dicroismo circular. As medidas foram tomadas emespectropolarimetro modelo JASCO J-815 na regido do
UV-distante (195 a 250 nm). As curvas apresentadasnédias de cinco registros (scans) e estaossqsrem
elipticidade residual média.



107

como no padrdo de estruturas secundarias. No entantdado importante € que, a despeito
desta reorganizagdo estrutural, onde os espegiresemtam minimos de absor¢éo diferentes
daqueles obtidos quando a proteina foi aquecidd®de70 °C, os picos de absor¢cdo mantém-
se longe da linha do zero, o que € um indicativguks mesmo nas temperaturas de 80 e 90
°C, VuCysl ainda conserva um padrdo de organizagdo wesirgtracteristico de proteinas
enoveladas. Seriam, portanto, necessarias temmsauperiores a 90 °C para que o inibidor
fosse completamente desnaturado.

A proteina VuCys2 quando aquecida de 10 a 90 °C mostrou umar maio
estabilidade estrutural que a observada pafays1, grafico 41f). O inibidor /uCys2) ndo
s6 manteve-se completamente enovelado, como canseseu padrdo de estruturas
secundarias em todas as temperaturas testadas, ®esetvadas apenas pequenas alteracdes
na intensidade dos espectros quando aquecidompsri@uras de 70, 80 e 90 °C.

De modo complementar as analises de CD, curvasesgieaturacao (transicao)
térmica foram tragcadas a partir das quais foi pesgistimar a temperatura de desnaturacéo
para 50% das moléculasy{Tde cada inibidorVuCysl apresentou,lde 83,32 +2,28 °C e
VuCys2, apresentou,lde 106,59 16,95 °C. A titulo de comparacao, estudos caldrioos
mostraram que a temperatura de transicdo paratdesg&o térmica da cistatina humana
estefina A, é de 90,8 °C para pH 5,0 e 94,5 °Go faawra pH 6,5 como para 8,1. Ja a estefina
B humana apresenta valores debEm inferiores sendo estes de 50,2; 64,9 e 65fafLpH
5,0; 6,5 e 8,1, respectivamente (ZEROVMNIKal., 1992).

Em trabalho mais recente, Esposgtibal, (2010) mostraram que o inibidor do
arroz, orizacistatina-l1 apresenta Tm de 93,5 °Ga/® a qual cai para o valor de 71,6 °C
quando o inibidor € aquecido a pH 2,5. Os valoe3,destimados parg§uCysl eVuCys2,
contudo, foram todos determinados a pH 6 (pH nd guaalizada a atividade inibitéria de
papainain vitro), portanto ndo é possivel afirmar se em outrosrgalde pH as proteinas
apresentariam padrbes semelhantes aos obtidospest®s de CD determinados a pH 6.

Como mencionado anteriormente € importante notaNVgCys1, VuCys2, OC-I
(membros da familia IV de cistatinas - fitocistah e estefina A (membro da familia | de
cistatinas - estefinas) sao todos inibidores desgeis de residuos de cisteina e ndo formam,
portanto, pontes dissulfeto.

Ainda com relagdo a estabilidade térmica, foi destrado que estefina humana A
e B sdo duas cistatinas que apresentam alta sohaii®r de aminoacidos, em detrimento de

estabilidades térmicas tdo diferenciadas. Estudstlograficos e de modelagem molecular
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atribuem esta diferenca de estabilidade a uma nreme de pontes de hidrogénio nas
moléculas de estefina A (JERAL& al, 1994apudMARTIN et al, 1995).

Em um levantamento realizado para tentar explicar poincipais fatores
bioquimicos relacionados com a termoestabilidadé6damilias de proteinas com membros
termofilicos, Vogtet al, (1997) demonstraram que 13 das 16 familias satds (~80%),
apresentavam um padréo consistente, onde o auniestabilidade a elevadas temperaturas
estava relacionado a um maior numero de pontegddsgBnio entre os atomos das proteinas
e a uma maior quantidade de atomos capazes derfpantes de hidrogénio com a agua em
suas superficies. 11 das 16 familias analisada@semiaram uma relacdo onde o aumento na
estabilidade térmica era propiciado por um aumeatoamero de pares ibnicos e pontes
salinas. Através do mesmo tipo de abordagem Kutnalr, (2000) analisaram 18 familias de
proteinas, incluindo entre estas, proteinas denmg@s termofilicos e mesofilicos a fim de
investigar os fatores relacionados a estabilidaduita. Em resumo, os autores encontraram
que o primeiro fator a se correlacionar com a dilate térmica foi a quantidade de pontes
de hidrogénio formadas entre cadeias laterais ohiiso@cidos. Também foi observado neste
trabalho que proteinas de termdofilos apresentarmresmguantidades de pontes salinas e dos
aminodacidos Arg e Tyr e menores quantidades dosamidos termolabeis, Cys e Ser.

Assim, a formagcdo de um intrincado sistema de godéee hidrogénio, além de
outras possiveis interagcdes como as pontes sgtioasxemplo, talvez possam ser alguns dos
mecanismos bioquimicos pelos quaisCysl e VuCys2 conseguem manter-se estaveis,

mesmo sob condi¢cdes de elevada temperatura.

6.2.5 Andlises espectroscopicas de dicroismo @rcuCD (circular dichroisn) - pH

Além da avaliacdo dos efeitos da temperatura sobmadrédo de estruturas
secundarias d¢uCysl eVuCys2, medidas de CD também foram realizadas cqmnoésinas
incubadas em diferentes valores de pH (2,0; 523;9/0 e 11,0) por tempo variando de 1,5 a
2 minutos. Os gréaficos @ (e b) representam a média de 10 incubacbes e regiscans
diferentes d&uCysl eVuCys2, respectivamente.

De modo semelhante ao obtido para os estudos deatdes;do térmica o0s
espectros de CD mostram que as proteinas foranantds a condi¢cdes extremas de pH. Em
verdade, foi observado um deslocamento no sin&eara o inibidoNVuCysl, a pH 2,0

(Grafico 5 a). Neste mesmo pHICys2 sofreu uma pequena queda no sinal sendo rmantid
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Grafico 5. Curvas de desnaturacdo por pHVd€ysl (a) eVuCys2 (b), solubilizadas em tampéo fosfato de
s6dio 0,05 M, pH 7,21 ambas a uma concentracdd dim@,2 mg.mL}, determinadas por espectroscopia de
dicroismo circular. As medidas foram tomadas emespectropolarimetro modelo JASCO J-815 na regido do
UV-distante (195 a 250 nm). As curvas apresentadasmédias de 10 registros (scans) e estdo expresso
elipticidade residual média.
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porém, o padrdo de estruturas secundérias, cogacelns espectros registrados nos demais
valores de pH. Assim, corroborando com o0s ensa@sati/idade inibitoriain vitro da
atividade de papaina, as andlises espectroscogeadicroismo circular mostraram que
VUuCysl eVuCys2 sdo proteinas com relativa tolerancia a céedigxtremas de temperatura
e pH com apenas pequena perda de atividade ingitontra papaina e leves alteragdes nos
espectros de CD nestas condicdes.

As analises de dicroismo circular sugerem ainda s do que um simples
processo de desnaturacdo seguido de renaturacéiihideres parecem manter sua estrutura
secundéria relativamente organizada em condi¢desnexs de temperatura e pH, uma vez
que ndo foram observados espectros caracterisigcdesnaturacao.

Hipoteses adicionais séo levantadas no topico ¢taniaacao estrutural” a fim de
se tentar explicar com maiores detalhes as razflasionadas a estabilidade estrutural

observada nas analises bioquimicas.



Avaliacdo do potencial biotecnolégico determinadaegda realizacdo de diferentes ensaios

bioldgicos

Diferentes atividades biol6gicas foram realizadaamco propésito de se responder as

seguintes questdes:

As cistatinas recombinantes de feijdo-caupi VuGy3duCys2 seriam proteinas capazes de
apresentar efeitos deletérios sobre diferentes @epéde fungos fitopatogénicos, estirpes
diversas de bactérias e leveduras, linhagens delagltumorais, bem como sobre insetos

bruquideos predadores de gréos?
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6.3 Estudo da acgao das cistatinas sobre difer&migss fitopatogénicos

Algumas cistatinas de plantas tém sido descritamocproteinas capazes de
retardar ou mesmo inibir o desenvolvimento de dagrespécies de fungos fitopatogénicos,
como as fitocistatinas da cana-de-agucar (SOAREST@2Oet al, 2002), deColocasia
esculenta(YANG et al, 2005), de morango (MARTINE2t al, 2005) e a de trigo
(CHRISTOVAZet al, 2006), por exemplo.

Para avaliar se as cistatinas de feijao-cMyitysl eVuCys2 seriam capazes de
causar efeitos negativos sobre diferentes espébiesfungos fitopatogénicos ensaios
biolégicos avaliando o potencial das proteinasmdxnantes na inibicdo da germinacédo de

esporos e crescimento micelial destes fungos fe@muzidos.
6.3.1 Germinacéo de esporos

Como pode ser observado nos proximos graficos i®sab, 7, 8 e 9) os dois
inibidores recombinantes, na concentracdo test@ca rig.mLY), ndo foram capazes de
causar inibicdo aparente da germinacéo de espdaogerdade, como pode ser observado nos
gréficos, particularmente no grafico 8 (b), onddungo Fusarium solanifoi testado, o
inibidor VuCys2 causou aumento no crescimento micelial, gralciente nos periodos que
variaram de 60 a 80 h apds incubacdo com o iniptdonando como referéncia o controle
negativo, agua. Por outro lado, tendo como reféaémeroprio tampéo de solubilizacéo das

proteinas (tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7h2ib)se observa esse mesmo efeito.
6.3.2 Crescimento micelial (vegetativo)

Apesar de no primeiro teste as proteinas ndo tdesampenhado nenhum efeito
inibitério sobre os fungos testaddguCysl eVuCys2 foram também avaliados quanto a
capacidade de inibir o crescimento micelial dosghs) apos estes terem sido permitidos
germinar. Mais uma vez os inibidores mostraramrs@pgazes de causar qualquer efeito
negativo sobre os fungos avaliados (Gréficos 1012 13).

Os resultados dos testes contra fungos fitopatogémnsugerem qu¥uCysl e
VUuCys2 néo séo capazes de retardar a germinacapaegsnem o crescimento micelial dos

fungos testados, o que diminui a possibilidade de dais proteinas possam ser
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Gréfico 6. Efeito dos inibidores de proteinasesetiicas recombinantes de feijdo-calgiCysl eVuCys2
sobre a germinacdo de esporos dos fungos fitopatmgiColletotrichum lindemuthianuna) e Penicillium
herquei(b). Aliquotas de 100 pL contendo os inibidore®nasinantes (0,3 mg.mt) solubilizados em tamp&o
fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,21 foram colocadas cemtato com os esporos dos fungos, os quais foram
permitidos germinar e crescer em meio YRBast potato dextroseTampao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,21 e
agua ultra pura foram utilizados como controle tiega enquanto que peréxido de hidrogénio 0,5 M foi
utilizado como controle positivo. O experimento ifealizado em triplicata e os pontos nos grafiémsreédias
das leituras das absorbanciaSB, no comprimento de onda= 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréfico 7. Efeito dos inibidores de proteinasesefiicas recombinantes de feijdo-calgiCysl eVuCys2
sobre a germinacdo de esporos dos fungos fitopaitmgd-usarium oxysporunfa) e Rhizoctonia solan(b).
Aliquotas de 100 pL contendo os inibidores recommtes (0,3 mg.mt) solubilizados em tampéo fosfato de
sddio 0,05 M, pH 7,21 foram colocadas em contatm ©s esporos dos fungos, os quais foram permitidos
germinar e crescer em meio YP{kést potato dextroyeTampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21 e adwa u
pura foram utilizados como controle negativo, emuajue peroxido de hidrogénio 0,5 M foi utilizadomo
controle positivo. O experimento foi realizado eiplicata e os pontos nos graficos sdo médiasalagds das
absorbancias $D, no comprimento de ondla= 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréfico 8. Efeito do inibidor de proteinases cisigds recombinante de feijdo-caupuCys2 sobre a
germinacdo de esporos dos fungos fitopatogér@mketotrichum gloeosporioide&) e Fusarium solani(b).
Aliquotas de 100 pL contendo o inibidor recombieait,3 mg.mL®) solubilizado em tamp&o fosfato de sédio
0,05 M, pH 7,21 foram colocadas em contato comspsms dos fungos, os quais foram permitidos gemngn
crescer em meio YPDyéast potato dextrosejampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21 e 4gua pltira foram
utilizados como controle negativo, enquanto queydo de hidrogénio 0,5 M foi utilizado como coréo
positivo. O experimento foi realizado em triplica@aos pontos nos graficos sdo médias das leitumas d
absorbancias $D, no comprimento de ondla= 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréfico 9. Efeito do inibidor de proteinases cisitds recombinante de feijao-caupiuCys2 sobre a
germinacdo de esporos dos fungo fitopatogéi@odietotrichum musaeAliquotas de 100 uL contendo o
inibidor recombinante (0,3 mg.ri). solubilizado em tampé&o fosfato de sédio 0,05 M, 721 foram colocadas
em contato com os esporos dos fungos, os quaimfpermitidos germinar e crescer em meio YRBaét
potato dextrose Tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,21 e adtra pura foram utilizados como controle
negativo, enquanto que peroxido de hidrogénio 0,®iMitilizado como controle positivo. O experimerfoi
realizado em triplicata e os pontos nos graficasmédias das leituras das absorbanci&D+no comprimento

de onda\ = 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréfico 10. Efeito dos inibidores de proteinasesetnicas recombinantes de feijao-caduiCysl eVuCys2
sobre o crescimento micelial dos fungos fitopatag@EnColletotrichum lindemuthianunfa) e Penicillium
herquei(b). Aliquotas de 100 L contendo os inibidore®nasinantes (0,3 mg.mt) solubilizados em tamp&o
fosfato de sddio 0,05 M, pH 7,21 foram colocadascemtato com os fungos 12 h apds inoculagdo, period
necessario para a germinacdo dos esporos. Tamgi@bofale sédio 0,05 M, pH 7,21 e agua ultra puranfo
utilizados como controle negativo, enquanto quedydo de hidrogénio 0,5 M foi utilizado como coréo
positivo. O experimento foi realizado em triplicataos pontos nos graficos sdo médias das leituaas d
absorbancias $D, no comprimento de ondla= 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréfico 11. Efeito dos inibidores de proteinasesetnicas recombinantes de feijao-caduiCysl eVuCys2
sobre o crescimento micelial dos fungos fitopatag@nFusarium oxysporunfa) e Rhizoctonia solanib).
Aliquotas de 100 pL contendo os inibidores recommtes (0,3 mg.mit) solubilizados em tampéo fosfato de
s6dio 0,05 M, pH 7,21 foram colocadas em contato os fungos 12 h apés inoculagéo, periodo necegsara
a germinagdo dos esporos. Tampéo fosfato de s¢g@boM, pH 7,21 e agua ultra pura foram utilizadomo
controle negativo, enquanto que peréxido de hidrimg®,5 M foi utilizado como controle positivo. O
experimento foi realizado em triplicata e os pomtos graficos sdo médias das leituras das absaalsangD,

no comprimento de onda= 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréafico 12. Efeito do inibidor de proteinases disteas recombinantes de feijao-caupiiCys2 sobre o
crescimento micelial dos fungos fitopatogénic@slletotrichum gloeosporioidega) e Fusarium solani(b).
Aliquotas de 100 pL contendo o inibidor recombieait,3 mg.mL®) solubilizado em tamp&o fosfato de sédio
0,05 M, pH 7,21 foram colocadas em contato comuagds 12 h apds inoculacao, periodo necessariogpara
germinacdo dos esporos. Tampao fosfato de s6doN),0pH 7,21 e agua ultra pura foram utilizados ocom
controle negativo, enquanto que peréxido de hidnimg®,5 M foi utilizado como controle positivo. O
experimento foi realizado em triplicata e os pomtos graficos sdo médias das leituras das absaalsangD,

no comprimento de onda= 630 nm em diferentes intervalos de tempo.
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Gréafico 13. Efeito do inibidor de proteinases disteas recombinantes de feijao-caupiiCys2 sobre o
crescimento micelial do fungo fitopatogéniColletotrichum musaeAliquotas de 100 pL contendo o inibidor
recombinante (0,3 mg.n) solubilizado em tamp&o fosfato de sédio 0,05 M, H21 foram colocadas em
contato com os fungos 12 h apds inoculagdo, periedessario para a germinagdo dos esporos. Tammg@dof
de sodio 0,05 M, pH 7,21 e agua ultra pura forailizatios como controle negativo, enquanto que peaode
hidrogénio 0,5 M foi utilizado como controle positi O experimento foi realizado em triplicata epositos nos
graficos sdo médias das leituras das absorbanc®is, 1o comprimento de onda= 630 nm em diferentes

intervalos de tempo.
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posteriormente empregadas em programas biotecnokgioltados ao biocontrole dos
fungos testados, em particular. E importante, porgune seja discutido que, apesar dos
relatos mostrando a atividade antifungica de difi@®fitocistatinas, a grande maioria destes
trabalhos nédo consegue explicar o possivel mecardgnacéo dos inibidores.

A cistatina recombinante de cevada, denominada Piv{GADDOUR et al,
2001), por exemplo, foi capaz de retardar o cremaim micelial de trés importantes
espécies de fungos fitopatogénico§iolletotrichum graminicola Plectosphaerela
cucumerinae Botrytis cinereae o crescimento do fungo saprofitifoichoderma viride
(MARTINEZ et al, 2003). Contudo, os autores mostraram, atravésesiados de
mutagénese sitio-dirigida, que quando aminoacidgerasamente necessarios para
manutencao da atividade inibitéria contra protesagsteinicas foram substituidos, levando
a inativacao do inibidor, ndo se observou perdaeocdo da atividade antifungica. Do
mesmo modo, mutagbes que tornaram a proteina nuéntp contra a papaina ndo
resultaram em aumento da atividade antifangica.

A cistatina deCastanea sativa(isolada diretamente da planta) impediu o
crescimento dos fungdSolletotrichum graminicolae Septoria nodorum{PERNASet al,
1999). O inibidor também foi capaz de inibir a mlade de proteinases presentes em
extratos provenientes de micélio do furBjocinerea Apesar destes dados, o mecanismo de
acao pelo qual o inibidor exerceu sua atividadeesals fungos estudados nao pbéde ser
elucidado.

Em trabalho recente, Valadéz-Rodrigueiz al, (2010) demonstraram que a
cistatina recombinante demaranthusfoi capaz de inibir tanto a germinacdo de esporos,
como o crescimento micelial dos fungos fitopatogésiFusarium oxysporupRhyzoctonia
solani e Sclerotium cepivorumEntretanto, semelhante a outros trabalhos, awesunao
conseguiram sugerir um mecanismo de acado, tendwista o fato de que o inibidor
apresentou apenas uma fraca atividade inibitoritr@oas proteinases secretadas pelos
fungos, em detrimento dos seus elevados efeitts sare a germinagao de esporos, como
sobre o crescimento micelial.

Uma vez que nao se pode especular, com base raulite sobre um possivel
mecanismo de acdo através do qual fitocistatinadermpo ser toxicas a fungos
fitopatogénicos, ficamos impossibilitados de exgliou sugerir uma razao para a auséncia

de efeitos aqui observada.
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6.4 Atividade antimicrobiana contra diferentes miganismos patogénicos

Alguns relatos na literatura tém demonstrado a agfoistatinas como potentes
agentes toxicos atuando no controle de microrgasstomo, bactérias, leveduras e alguns
tipos de virus (NAITCet al, 1995; BLANKENVOORDEet al, 1996; COLLINS e GRUBB,
1998; JASIRet al, 2003), além dos fungos fitopatogénicos anteréntie citados. Entretanto,

a vasta maioria destes trabalhos, se ndo tod@snforalizados utilizando cistatinas animais,
a excecdo dos trabalhos com os fungos fitopatogg&nic

A auséncia de dados sobre a possivel acdo téxichtodestatinas contra 0s
microrganismos testados, bem como os diferentésltras mostrando a acéo de cistatinas
animais sobre os mesmos foram fatores que justfitea realizacdo dos experimentos de
inibicdo microbiana aqui conduzidos.

Além disso, a incidéncia crescente de infec¢cdessadas por fungos e
microrganismos de um modo geral, juntamente comergéncia de novas cepas resistentes
as drogas comumente utilizadas justificam a busia gescoberta e desenvolvimento de
novas classes de drogas/moléculas antimicrobi&@sACZKOWSKA et al, 2010).

Diante deste contexto, diferentes cepas bacterianda levedura patogénica
Candida albicanglinhagens ATCC) foram desafiadas com as cistatifueysl eVuCys2, a
fim de se verificar o potencial antimicrobiano doiidores. As proteinas foram testadas
através do método da microdiluicdo em caldo deuraulpara determinacdo da concentracéo
inibitéria minima, MIC Minimum inhibition concentration de acordo com o protocolo
descrito no CLSI (2003b).

Como pode ser verificado nos graficos 14 e 15stataias ndo causaram nenhum
efeito inibitorio sobre os microrganismos testados. verdade, em alguns casos, um aumento
consideravel no crescimento microbiano, particudart® no crescimento da cepa de
Escherichia coliATCC 10536 foi observado.

Apesar da auséncia de efeito antimicrobiano, o dadgue as proteinas induziram
o crescimento dE. coli é, de certa forma, interessante, uma vez que esterganismo foi o
hospedeiro escolhido neste trabalho para clonagerpressao das proteinas. A auséncia de
toxicidade sobre uma cepa Becoli (ATCC 10536), poderia refor¢ar o fato de que adyét
€ um excelente hospedeiro para a expressao didoirdb em estudo, tendo em vista que, em

muitos casos, a obtencdo de um bom rendimento emoea producdo da proteina na sua
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Gréafico 14. Potencial antimicrobiano (concentragdibitéria minima - CIM) deVuCysl contra diferentes cepas bacterianas e umawdeldra, avaliado pelo método de
microdiluicdo em caldo, (CLSI, 2003b). M+ = meie dultura com inéculo; C+ = amicacina (1,2 mghe cetoconazol (2,0 mg.rit); C- = fosfato de sédio 0,05 M, pH 6.
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Grafico 15. Potencial antimicrobiano (concentragéibitéria minima - CIM) deVuCys2 contra diferentes cepas bacterianas e umawdeldra, avaliado pelo método de
microdiluicdo em caldo, (CLSI, 2003b). M+I = meie dultura com inéculo; C+ = amicacina (1,2 mghk cetoconazol (2,0 mg.ril); C- = fosfato de sédio 0,05 M, pH 6.
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forma sollvel, sdo caracteristicas que podem $ieedi de serem alcancadas devido ao fato
de a proteina recombinanper si poder apresentar-se toxica ao microrganismo hesped
(KORANT e RIZZO, 1991; FERNANDEZ2t al, 2007).

Contudo, é importante ter em mente que a extrapoldQ resultado obtido com a
cepa deE. coli ATCC 10536 para &. coli utilizada nos experimentos de expressdo dos
inibidores, ArcticExpress (DE3), ndo pode ser feitamodo tdo direto e caso seja feita é
preciso ter o cuidado de se ressaltar que, pomseepas diferentes, estas bactérias podem
apresentar graus bem diferenciados de virulérendg tquanto de susceptibilidade/resisténcia
aos inibidores. Portanto, a observacao de\gugysl eVuCys2 induziram a proliferacdo de
uma cepa deE. coli, algo que chama a atencdo pela relagdo com ogireepéos de
expressao, pode também tratar-se apenas de unlastomcidéncia.

Como reforco ao que foi citado no paragrafo aciive, sierskaet al, (2005)
encontraram que a cistatina da clara do ovo foipotente bactericida contéa coli ATCC
25922, a despeito deste mesmo inibidor ja ter sidoado utilizando-seéE. coli, cepa
ADA494(DE3) pLysS (CHEMt al, 2000).

Além disso, é importante destacar que os graficostnaam que os inibidores
induziram o crescimento d&. coli, quando é tomado como referéncia o controle namati
(tampao fosfato de sodio 0,05 M, pH 6), mas quandoalise é feita em relacdo ao controle
M+1 (meio de cultura com indculo) é observado unfipge crescimento semelhante. Assim,
o efeito indutor das cistatinas sobre a prolifevpag@E. coli estaria no fato de os inibidores
terem aparentemente compensando o efeito inibiExercido pelo préprio tampéo (C-),

quando comparado ao controle M+| (Gréficos 14 e 15)
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6.5 Avaliacdo do potencial citotéxico dos inibid@recombinantes de feijdo-caupi

“A principal diferenca entre um tumor benigno e uraligmo consiste na
habilidade da forma maligna de invadir e se espalba sofrer metastases para diferentes
locais do corpo. A habilidade de sofrer metastaseague torna o cancer uma doenca tao
dificil de ser tratada e evidéncias sugerem gneimas proteoliticagstdo envolvidas na sua
dispersdo... O mecanismo mais comum pelo qual gsete podem mediar 0 processo de
metastase consiste na degradacdo da matriz extriacet membranas basais. Assim, pode-
se concluir que, se é possivel mostrar que protedssempenham papel na dispersao de
canceres humanos, a inibicdo destas enzimas pattenalvas possibilidades de terapia para
o controle da malignidade

O texto destacado acima foi retirado do artigo défyD (1987) e ressalta a
possibilidade do uso de inibidores de proteinas@socmoléculas capazes de ajudar no
tratamento do céncer. Esta é, portanto, uma dasimportantes promessas relativas ao uso e
aplicacdo biotecnoldgica de inibidores de protesas em particular, cistatinas, como sera
discutido adiante.

De acordo com o raciocinio acima, estudos preliresmde avaliacdo do potencial
citotoxico destas proteinas precisam ser realizadéiem de que moléculas com atividade
citotéxica para células malignas possam ser ideatis. Desta forma, ensaio bioldgico
através do qual o potencial citotoxico deCysl eVuCys2 contra as linhagens celulares
tumorais humanas MDA-435 (Melanoma — humano), HC{E®on — humano) e SF295
(cérebro — humano) foi investigado.

A tabela 5 mostra que nenhum dos inibidores foazate inviabilizar a conversao
do composto MTT a formazan, mesmo na concentragé® etevada, i.e., 3,iM (VuCys1l)

e 3,15uM (VuCys2). Uma vez que MTT so6 € convertido a formazannatocondrias de
células viaveis (MOSMANN, 1983), o teste mostroe @s inibidores ndo sao citotoxicos as
células testadas.

Este € um resultado que, de certo modo, pode cemdiam uma observacéo
realizada no inicio deste trabalho, o fato de guénibidores apresentaram atividade muito
baixa contra a proteinase cisteinica catepsina maha, em relacdo as demais enzimas
testadas (Grafico 1).

Ja na década de 1990, Hocman, (1990) publicou emiséo mostrando a possivel

participacdo de catepsinas B no processo de pagie de células tumorais e enfatizou a
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Tabela 5. Avaliagdo do potencial citotoxico dositores recombinantes de feijdo-caupi
(VuCysl e VuCys2) sobre diferentes linhagens de células tusotaimanas, onde

doxorrubicina foi usada como controle positivo €lg foi estimada pelo método do MTT

apos 72 horas de incubacgéao

VuCysl Clsp  VuCys2 Clsg
(HM) (HM)

Doxorrubicina Clsg

Linhagem celular ~ Origem

(LM)
HCT-8 Célon > 3,01 > 3,15 0,02 (0,02 — 0,03)
SF295 SNE > 3,01 > 3,15 0,4 (0,3-0,6)
MDA-MB-435  Melanoma  >3,01 > 3,15 0,8 (0,6 —1,1)

"S.N.C. Sistema nervoso central.

“Valores de referéncia para substancias com ac@mhecidamente citotéxica sobre as linhagens celilar
testadas.

™ Clsy Concentracdo inibitéria necessaria para causar @@%¥orte celular. Como as proteinas avaliadas n&o
desempenharam citotoxicidade aparentesgf@lassumida como sendo superior a maior dosedista



128

importancia de inibidores protéicos naturais, ndae animais, mas também de plantas, no
controle destas enzimas em processos malignose¥sdo mais recente (KOBLINSIgl al,
2000) discutem resultados bem mais conclusivos mosmespeculativos, onde a proteinase
cisteinica catepsina B parece atuar juntamenteardras enzimas proteoliticas degradando a
matriz extracelular que cerca o tumor, bem como embmana basal, facilitando sua
multiplicacéo e dispersdo, dando suporte a aquiéofqgi especulado ja nos anos de 1980 por
Duffy (1987).

Assim, diante dos resultados obtidos e da litesatitada € possivel elaborar a
hipotese de que a auséncia de atividade citot@asanibidoresvVuCysl eVuCys2 sobre as
linhagens de células tumorais testadas possa aer,npenos em parte, resultado da fraca
inibicdo de catepsinas B presentes em tais célutaa. das possiveis explicacdes para a baixa
atividade inibitéria das cistatinas recombinantag£ysl eVuCys2 sobre a catepsina B
humana seria a incapacidade das cistatinas de daug@eslocarem o loop de oclusdo que
restringe 0 acesso dos inibidores a fenda doatitio da enzima (Jl&t al, 1995; NAGLER
et al, 1997; NAUDINet al, 2010 e RENKCet al,, 2010).
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6.6 Avaliacdo dos efeitos das cistatinas sobre bremsi@ suas enzimas

6.6.1 Avaliacéo do efeito sobre as enzimas digestivs insetos

Os ultimos modelos bioldgicos de estudo foram owsela ordem Coledptera, 0s
bruguideosCallosobruchus maculatus Zabrotes subfasciatusmportantes pragas para o
feijdo-caupi e para o feijdo comuih@aseolus vulgar)s respectivamente. No primeiro ensaio
0s intestinos de larvas de terceiro instar de amémsespécies de insetos foram
cuidadosamente removidos e suas enzimas digestittaddas. O efeito déuCysl eVuCys2
sobre estas enzimas foi investigado através dasardd potencial dos inibidores em causar

O inibidor recombinant®uCys1 mostrou-se ativo contra as enzimas de larwas d
C. maculatusausando uma inibigdo de 80,3392,88 na atividade das enzimas deste inseto
quando 2ug de proteina foram utilizados no ensaio (Tabel&E6)e mesmo dado pode ser
verificado do ponto de vista de atividade protemitresidual onde se observa um efeito
aproximadamente linear até a quantidade gg tle inibidor (Grafico 1&). Por outro lado
guando este mesmo inibidor foi incubado com ashemziproteoliticas de larvas do bruquideo
Z. subfasciatu® percentual inibitério observado na maior dosendebacédo foi de apenas
13,54% + 0,62, ou seja, a atividade proteolitica residual ektrato de larvas dé&.
subfasciatusapos incubacdo convuCysl manteve-se acima de 85%, mesmo quando
incubado na dose mais elevada de cistatina (Gra6&).

De um modo interessante o inibidouCys2 apresentou 0 mesmo padrdo de
atividade verificado parduCysl1 sendo mais eficiente em inibir a atividadeatesmas d€.
maculatusdo que a atividade das enzimas Zlesubfasciatugconsultar tabela 7 - para
percentual inibitério e grafico 1@ e b - para dados de atividade proteolitica residual).
Entretanto, é importante destacar que o efeitatdamib de VuCys2 sobre as enzimas de
subfasciatugoi consideravelmente maior (38,43%1;85) que aquele exercido péuCysl,
(Tabela 6, Grafico 16).

Os mesmos efeitos diferenciais observados sobenzimas proteoliticas de.
maculatuse Z. subfasciatusonde as cistatinas foram muito mais eficientesdeminuir a
atividade proteolitica originadas de larvas @emaculatusdo queZ. subfasciatugoram
observados para uma cistatina de soja incubada eswimas proteoliticas de diferentes

insetos, inclusive os estudadas neste trabalhoEBI&t al, 1991). A cistatina da soja foi
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Tabela 6. Acao inibitoria da cistatina recombinaghefeijdo-caupiyuCysl, sobre enzimas
proteoliticas extraidas do intestino de larvas Qilosobruchus maculatug Zabrotes

subfasciatus
Inibidor Jill (610 ()
Callosobruchus maculatu Zabrotes subfasciatus
VuCys1 0,0Qug nd nd
VuCysl 0,25ug 18,77 45,42 9,83 +7,72
VuCys1 0,50ug 53,45 +0,81 9,83 2,16
VuCys1 1,00ug 77,91 +2,98 12,23 40,62
VuCys1 2,00ug 80,33 +2,88 13,54 40,62
Callosobruchus maculatus Zabrotes subfasciatus
S 1004 (a) < 100+ (b)
S S
3 3
é 801 é 801
§ 60+ g 60
‘g 404 % 40+
% 20+ g 20+
32 =
b4 b4
0- o-

0 0.25 0.5 1 2 0.25 0.5
VuCys1 (ug) VuCys1 (ug)

Grafico 16. Atividade proteolitica residual das iemas isoladas de larvas @allosobruchus maculatu@) e
Zabrotes subfasciatu@), apés incubacdo com diferentes doses do wmibidcombinante de feijdo-caupi,
VuCys1. Os valores apresentados sdo uma média da®smdependentésD.
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Tabela 7. Agéo inibitoria da cistatina recombinagi¢efeijdo-caupiVuCys2, sobre enzimas
proteoliticas extraidas do intestino de larvas Qilosobruchus maculatug Zabrotes

subfasciatus
Inibidor Lnllsio k)
Callosobruchus maculatu Zabrotes subfasciatus
VuCys2 0,0Qug nd nd
VuCys2 0,25.g 21,65 +2,44 12,88 41,54
VuCys2 0,50ug 41,72 +0,53 20,09 0,62
VuCys2 1,00ug 78,74 +0,27 18,56 #,54
VuCys2 2,00ug 85,25 +0,81 38,43 1,85
Callosobruchus maculatus Zabrotes subfasciatus
S 100, (a) S 100, (b)
3 3
é 801 é 801
§ 60+ § 60-
g o
§ 20 § 20
= S
g g
0- o-

0 0.25 0.5 1 2 0.25 0.5
VuCys2 (ug) VuCys2 (ug)

Grafico 17. Atividade proteolitica residual das iemas isoladas de larvas @allosobruchus maculatu@) e
Zabrotes subfasciatu@), apés incubacdo com diferentes doses do wmibidcombinante de feijdo-caupi,
VuCys2. Os valores apresentados sdo uma média da®smdependentésD.



132

capaz de causar uma inibicdo de 88% na atividaslemisamas d€. maculatusao passo que
seu efeito sobre as enzimasAlesubfasciatugoi de apenas 24,1%, valores muito proximos
dos encontrados neste trabalho.

Estes dados sugerem que, apesar de serem espégemadas e apesar de ambos
0S insetos terem a capacidade de infestar semeéestdgijdo-caupi o pool de enzimas
proteoliticas deZ. subfasciatuparece ser mais diversificado do que aquele erammtno
intestino de larvas d€. maculatusDe fato, foi demonstrado que larvas dlesubfasciatus
apresentam um diferenca singular em relacadadss deC. maculatus em termos de
composicao de enzimas digestivas.

Trabalhos classicos ja haviam relatado que larvasZd subfasciatuse
Acanthoscelides obtectumham a capacidade de sobreviver em sementesijde tomum
Phaseolus vulgarijsmesmo na presenca de altos niveis (0,5%) dodmilie a-amilase 1
(cAl-1) nestas sementes, enquanto Gadosobruchus maculatusCallosobruchus chinensis
eram prejudicados por tal inibidor. As larvas Zlesubfasciatusparticularmente, tinham a
capacidade de degradar o inibidor deamilase presente na semente (ISHIMOTO e
KIMATURA, 1992 apud ISHIMOTO e CHRISPEELS, 1996), sendo portanto, nsseeis a
presenca da proteina. Posteriormente, trabalhamddusca para encontrar a molécula
responsavel por tal hidrélise, Ishimoto e Chrispedl996) identificaram uma atividade
proteolitica do tipo serinica em extratos de lam@Z. subfasciatugjue quando inibida por
inibidores sintéticos tornava os extratos enziroatda larva incapazes de degradar o inibidor
aAl-1. Mais tarde, Silveet al, (2001) conseguiram isolar uma proteinase serigés larvas
deZ. subfasciatug por meio de ensaios de digestawitro demonstraram que tal enzima era
capaz de degradar o inibidoAl-1.

Com base nestes trabalhos, bem como no trabalbsiadada soja (HINESt al,
1991), os resultados aqui apresentados sugerenpgs&yelmente, alguma outra atividade
proteolitica, provavelmente do tipo serinica, espnée predominantemente em larvaZde
subfasciatupossa compensar o efeito inibitério \daCys1l eVuCys2 sobre suas proteinases
cisteinicas e a especulacao feita é de que issapm®rrer por trés maneiras. A primeira
possibilidade é que a inibicdo das proteinasesinists deZ. subfasciatuseja diretamente
compensada pela acdo desta atividade serinica cdgahidrolisar a azocaseina, em
detrimento das atividades cisteinicas inibidas. Wegunda possibilidade é a de que, de
modo semelhante ao observado para o inibidar-amilase 1 ¢Al-1) de Phaseolus vulgaris
esta atividade serinica possa agir diretamenteesobrinibidores de caupi, levando-os a

hidrolise. A terceira possibilidade na realidadeéasa soma das duas ja descritas, ou seja, um
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efeito compensatorio da acdo das cistatinas, famtsua hidrélise, como pela acéo direta da
atividade serinica sobre o substrato azocaseifiaadbd nos ensaios.

Contudo, apesar de toda esta discussdo, é importpie seja ressaltado que
Aguiar et al, (2006), também trabalhando com a forma recomiendo inibidorVuCys1 de
feijdo-caupi, reportaram um potente efeito desstatha sobre a atividade de enzimas
proteoliticas extraidas do intestino de subfasciatuse Acanthoscelides obtectus
explicacéo para tal inconsisténcia em relacdo adeslaqui obtidos, contudo, foge do escopo

deste trabalho.
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6.7 Avaliacdo dos efeitam vivodeVuCysl eVuCys2 sobreCallosobruchus maculatus

Uma vez observada forte acéo inibitéria\deCys1l eVuCys2 sobre as enzimas
digestivas isoladas de larvas de terceiro instaCalsobruchus maculatusim bioensaio
baseado na administracdo de uma dieta, via semariksais, contendo os inibidores em
diferentes concentracdes foi realizado a fim davediar os efeitosn vivo da administragao
das cistatinas sobre diferentes parametros de\d@dsegnento de larvas e individuos adultos.

Os parametros biologicos avaliados foram: indicendetalidade de larvas (%),
tempo médio de desenvolvimento de insetos (di@sgeptual de emergéncia de adultos, peso
médio dos adultos emergidos e nimero cumulativadidtos emergidos ao longo de todo o
periodo experimental. Curiosamente, como podelsareado na Tabela 8 e no Grafico 48 (
e b), a administracdo de dieta contendaCys1 eVuCys2 nas concentracdes finais de 0,025;
0,05 e 0,1% né&o causou nenhum efeito negativofsigtivo sobre os parametros biolégicos
estudados, quando comparada a dieta controle Hartte feijdo-caupi), a despeito dos
elevados efeitos sobre as enzimas proteoliticaladas observados no ensaios de inibigao
vitro.

Algumas proposicdes sdo aqui levantadas partar explicar o que pode ter
acontecido quandguCys1 eVuCys2 foram ingeridos por larvas @e maculatusna tentativa
de se buscar uma resposta para o fato de as lsevam insensiveis aos inibidores. O
primeiro fator que pode ser explorado é a quesdtdmodcentracdo das proteinas nas sementes
artificiais utilizadas no ensaio. Trabalhos reldt@m potencial de proteinas como agentes
toxicos para insetos realizados em condigcfes samelh a empregada neste trabalho,
comumente relatam o uso de concentracfes superaremqui utilizadas. A lectina de
Gracilaria ornata por exemplo, foi incorporada em sementes amice administrada @.
maculatusde modo semelhante ao descrito neste trabalhdu@mma menor concentracao de
lectina utilizada (0,1%) foi exatamente a maior a@riracdo utilizada aqui. Apenas na
concentracdo de 1% a lectina foi capaz de causamldade de larvas (65%), afetando,
porém, o percentual de emergéncia de adultos eas tasl concentracdes utilizadas (0,1 a
1,0%) (LEITEet al, 2005).

Como mencionado anteriormente, Agugral, (2006), encontram uma elevada
atividade inibitoria do inibidor aqui denominadfaCysl1 sobreZ. subfasciatusAlém deste
dado, os autores também reportaram um forte edeista cistatina sobre o desenvolvimento

dos inseto¥. subfasciatug Acanthoscelides obtectusm ensaio de dieta artificial, mesmo
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Tabela 8. Parametros avaliados em ensaio biologie as cistatina¥uCysl e VuCys2 foram incorporadas em sementes artificiais e

administradas €allosobruchus maculatus

Amostra Concentragdao  Mortalidade de larvas Tempo médio de Emergéncia de Peso médio de adultos recém
(%) (%) desenvolvimento (dias) adultos (%) emergidos (mg)
*0,0 34,55 +8,53 a 28,42 0,78 a 65,4% 8,53 a 3,7 0,26 a
0,025 33,77 13,48 a 29,240,82 a 66,232 13,48 a 3,1#0,07 a
VuCysl
0,05 35,04 13,98 a 28,98 0,65 a 64,96 3,98 a 3,4&¢0,45 a
0,1 38,06 #4,44 a 28,020,27 a 61,944,44 a 3,4&8 0,23 a
*0,0 34,55 18,53 a 28,490,78 ab 65,4% 8,53 a 3,7 0,26 a
0,025 38,22 #,14 a 27,7£0,54 b 61,7& 7,14 a 3,420,32 a
VuCys2
0,05 38,07 412,60 a 29,320,74 a 61,9212,60 a 3,620,60 a
0,1 38,32 11,73 a 29,76 0,13 a 61,6811,73 a 3,380,16 a

*Dieta a base exclusiva de farinha de feijdo-ca@s.demais valores (0,025; 0,05 e 0,1%) representassa (mg) de inibidor por massa (mg) de semetificial. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamentefsigtivas a um nivel de significancia de 0,05%.
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utilizando sementes contendo o inibidor em conmaefies tao baixas quanto 0,025 %. Este
trabalho inclusive serviu como referéncia para xy@eBmentos aqui realizados. Este € um
dado importante a ser mencionado e que pode, a peto, invalidar a ideia de que a
concentracdo utilizada das proteinas recombinaatés sido o motivo preponderante para a
auséncia de efeitam vivo contraC. maculatusapesar de este inseto n&o ter sido o usado no
trabalho citado.

Desta forma, outra possivel explicacdo para osltagis aqui obtidos, talvez
possa estar localizada no proprio sistema digestdais larvas deC. maculatus Uma
hipotese a ser discutida é a de que mecanismosatidap da larva a presenca das cistatinas
possam ter contribuido para a total anulacéo dosfdos inibidores.

O prolongado tempo de contato dos inibidores comtestino das larvas dos
insetos pode ter sido longo o bastante para qaeva tonseguisse se adaptar a presenca das
cistatinas por meio da producdo de proteinasesimisas insensiveis aos inibidores, bem
como pela sintese de outras classes de enzimasolftiohs capazes de causar sua
degradacéo. Isto é sugerido com base em traball@sigstram que mecanismos adaptativos
especificos deC. maculatuspodem ocorrer, quando o inseto € submetido ardetadas
dietas artificiais a base de inibidores de prosesaZHU-SALZMAN e REN SEN ZENG,
2008).

Uma cistatina de soja (scN), por exemplo, foi @staa concentracdo de 0,2%
contraC. maculatusem ensaio de dieta artificial. Apesar de apresamtaefeito inicial sobre
as larvas dos insetos, estes efeitos foram comgesmsaor mecanismos adaptativos que
culminaram com a ineficiéncia do inibidor (JOHNGSMMABOLTER, 1997).

Um dos mecanismos adaptativos de larvasCdemaculatusao inibidor scN
envolve a expressao de uma proteinase cisteinitipaloatepsina B, chamada CmCatBC.(*
maculatuscathepsin B 1”) que é insensivel ao mesmo (MO&NML, 2004). Transcritos
primérios desta proteina sé foram encontrados testino das larvas d€. maculatus
alimentadas com sementes artificiais contendoladar scN, mas ndo nas sementes controles
e a expressdo da proteina soO foi detectada ndrteeguarto instars larvais. Ou seja, nas
primeiras etapas de desenvolvimento, onde o inilidwe ter exercido seus maiores efeitos,
0S genes que codificam para a CmCatB1 ainda navaestsendo expressos. Juntos, esses
achados indicam dois fatos importantes: 1) CmCatBé& expressa na presenca do inibidor e
2) sua expressao ocorre apos um determinado teenpopdbsicao (KO@t al, 2008).

Quando a proteinase CmCatB1 foi expressaPérhia pastorise purificada, ela

mostrou-se sensivel ao inibidor “universal” de emdses cisteinicas E-64 e ao inibidor
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especifico de catepsinas B, (CA-074). Entretantcistatina da soja, scN, ndo foi capaz de
inibir sua atividade (KOt al, 2008). Ou seja, esta é uma proteinase cisteimeasivel a
presenca da cistatina.

Estes dados corroboram com a proposicao de queasiedio cronica de larvas de
C. maculatusa VuCysl eVuCys2 pode ter provocado nestas larvas um rearramjeeu
conteldo de enzimas digestivas culminando com augém de proteinases cisteinicas
insensiveis aos inibidores.

Aqui, de modo semelhante aos ensaios de citot@deid a fraca atividade
inibitéria deVuCys1 eVuCys2 contra a proteinase cisteinica catepsina @cpapelo menos
em parte, ajudar no entendimento dos resultadadosbt

A conclusédo desta discussdo € que ha a possilalidadque, semelhante ao
observado por Moot al, (2004) e Kooet al, (2008), durante o bioensaio larvas @e
maculatuspossam ter realizado a sintede novode uma proteinase cisteinica do tipo
catepsina B, insensivel aos inibidores em um n$eghelhante ou mesmo superior ao
encontrado para a catepsina B comercial e estamanziode ter anulado qualquer

possibilidade de ac&o das cistatinas recombinantes.



Caracterizacao estrutural

Estudos cristalograficos e de difracdo de raiosskaim realizados com os propositos de que
cristais refrataveis de ambos os inibidores foss#stidos e suas estruturas moleculares

tridimensionais resolvidas
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6.8 Cristalizagao e resolucao da estrutura do inibwieys1

6.8.1 A estrutura tridimensional do inibidor 8ys1de feijdo-caupi

Experimentos preliminares de cristalizacao utildmo método da “gota sentada”
foram realizados nos quais 576 diferentes condigéexistalizacao foram avaliadas. Destas,
trés levaram a formacdo e crescimento de cristdrataleis da cistatina dé&/igna
unguiculata VuCys1, entretanto, nenhuma das condi¢des avaliadesonou a formacao de
cristais da cistatin®uCys2. Os cristais d€uCys1 foram caracterizados por pertencerem ao
grupo espacial ortorrbmbico, seguindo o padrédo,(FB2,2; e as células unitarias
apresentaram as dimensées a= 41,84, b= 64,6887 @£ A, com os angulas=p =y = 9C°.

Os cristais foram incididos com feixes de raiosf¥dozidos por um difratdmetro
MicroMax 007 (Rigaku) e a estrutura molecular tridnsional do inibidor foi resolvida a
uma resolucdo de 1.95 A (Figua 14), através do doétle substituicio molecular sendo
utilizada a estrutura da cistatina de taro (CetUal, 2011), PDB 3IMA, como moldeD
modelo final refinado da estrutura apresentou utor f& (Reacto) de 19,90%, (Ree =
22,76%) para 17589 reflexdes. A tabela 9 mostréodea detalhada os dados coletados a
partir da difracdo dos cristais e a estatisticaregite aos parametros de refinamento da
estrutura. A estrutura molecular da cistatina de dwminio inibitério de feijao-caupi,
VuCysl, é, ao nosso conhecimento, a primeira estruttistalografica resolvida de uma
fitocistatina pertencente a um membro da familizal€aae.

Curiosamente, como pode ser observado na figueribfigura 16, onde € dado
énfase ao padréo de hidrofobicidade, a estrutidiangnsional obtida parduCys1 segue um
padrdo, até o momento, descrito apenas para eaganimais conhecido com8D domain
swapping dimmér aqui traduzido simplesmente como “dimero de doositrocados”. Todas
as outras fitocistatinas, cujas estruturas forasolvedas e depositadas n®rotein Data
BanK, até o momento, apresentaram-se na forma moncaé®ndo estas: a orizacistatina-|
do arroz, PDB 1EQK, que foi solucionada por ressom@@magnética nuclear — RMN, por
Nagataet al, (2000), a cistatina de batata, na verdade umottosdominios inibitérios
(dominio 2) que compdem a multicistatina de bataB 2W9Q, resolvida por difracdo de
raios-X a uma resolucéo de 2,5 A, por Nisseml, 2009, a cistatina de taro complexada a
papaina, PDB 3IMA, resolvida por difracdo de raXoa-uma resolucéo de 2,03 A, por Giu
al., (2011) e a cistatina de abacaxi, PDB 2L4v (dépds em 2011), cuja estrutura foi

depositada, mas os dados ndo foram publicados aténomento (Figura 17).
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Figura 14. Diferentes imagens representativas dofpade difragdo de cristais ¥eCysl, submetidos a feixe
produzido por um difratdmetro MicroMax 007 (Rigakis) comprimento de onda de 1,54 A.
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Tabela 9. Coleta de dados e estatistica de refim@antla estrutura do dimero de dominios
trocados da cistatina de feijao-cavuCysl

Coleta e refinamento Cistatina (Dimero de dominios trocados)
Grupo Espacial R2:2;
Dimens6es da célula unitaria (A)b, c. 41,84; 64,68; 87,91
Detector Rigaku RaxisIV++
Fonte de raios-X Rigaku MicroMax 007
Comprimento de onda (A) 1,54
Faixa de resolugao 30,0-1,95 (2,07-1,95)
Redundancia 3,8 (3,48)
Rmeas(%0) 6,4 (39,7)
Completeza (%) 98,5 (97,0)
Numero de reflexdes totais 67098 (9567)
Reflexdes unicas 17608 (2749)
I/ o(l) 16,99 (3,49)

Parametros de refinamento

Reflexdes usadas no refinamento 17589
Reactor (%0) 19,90
Riree (%) 22,76
Numero de atomos de proteina 1327
Numero de atomos de ligantes 9

Diagrama de Ramachandran
Regides mais favoraveis (%) 98,11
Residuos em regido ndo permitida 0

RMSd da geometria ideal
R.m.s. do comprimento de ligacdo (A) 0,016
R.m.s. do angulo de ligacéo (°) 0,995

Os dados de difrac@o dos cristais foram coletadomstituto de Fisica de S&o Carlos (IFSC), Laliviatde
Cristalografia de Proteinas da Universidade de F@do (USP), com um feixe de raios X na linha Rigak
MicroMax 007, a\ = 1,54 A.
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Ser 52

Figura 15. Estrutura cristalografica do dimero dmuhios trocados da cistatina de feijao-caupi kédala uma

resolucédo de 1,95 A. O dimero é formado por dudgcutas de inibidor, onde a molécula A (cadeia #the
representada em branco e a molécula B (cadeia Bhamom. Na ilustracéo inferior € mostrado aindatetalhe

da interagéo dos aminoAcidos Trp 80 (azul), Lys B&r 52 com uma molécula de sulfato £0
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Figura 16. Estrutura molecular do dimero de domsitiocados do inibidor recombinarkeiCysl de feijao-
caupi representado no modo “line” ilustracédo (ajoemodo “superficie”, ilustracéo (b). Ambas astilagdes
evidenciam o padréo de hidrofobicidade do inibidmombinante. Quanto maior o grau de hidrofobicidiadis
verde a estrutura da proteina sera. Na regidoionfde ambos os modelos é mostrado o detalhe deag#o

entre uma molécula de sulfato ($Pcom os residuos Lys78 e Trp79.
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Cistatina de abacaxi Multicistatina da batata Cistatina de arroz
dominio 2 orizacistatina-I
(d) (e)

Cistatina de taro Cistatina de feijao-caupi

Figura 17. Comparacgdo entre as estruturas tridiimesis de cistatinas de plantas resolvidas até mento,
com a estrutura da cistatina de feijdo-caupi rédalwo presente trabalho. (a) - estrutura cristafiza da
cistatina deabacaxi, PDB 2L4v, (b) - estrutura cristalografia dominio 2 da multicistatina da batata, PDB
2W9Q, (c) estrutura tridimensional da cistatina atooz resolvida por ressonancia magnética nucleBB
1EQK, (d) estrutura cristalogréafica da cistatinaat®, PDB 3IMA e (e) estrutura cristalograficadistatina de
Unico dominio de feijdo-caupi (ainda ndo deposidaprotein data bank As ilustracdes foram preparadas
utilizando o software PyMol e em todos os casogee&luos de aminoacidos localizados na regiaariNiteal
dos inibidores foram removidos para facilitar a panacdo das diferentes estruturas. Os aminoacides q
participam do primeiro loop inibitério (Loop L1)tés destacados em vermelho (GIn), laranja (Val)| eano
(Ser/Ala) e amarelo (Gly). O triptofano conservatiosegundo Ibop” inibitério (Loop L2) esta destacado em
azul.
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6.8.2 O dimero de dominios trocados

Dimeros de dominios trocados ja sdo bem descraobtaratura para diversos
grupos de proteinas (BENNETat al, 1995) e foram inicialmente definidos em estudos
estruturais relativos a toxina da difteria no tithbade Bennetet al, (1994). No caso
particular de cistatinas, um dos casos mais beodadbs deste tipo de interacdo é o da
cistatina C humana (KOZAkt al, 1999; JANOWSKEt al, 2001; JANOWSKEt al, 2004;
SANDERSet al, 2004; ORLIKOWSKAet al, 2011).

A formagéo dos dimeros de dominios trocados naticiatC humana pode ocorrer
por associacdo de duas ou mais moléculas mutaotashidor, dando origem a agregados
protéicos insoluveis. A deposicdo destes agregadole causar um tipo de amiloidose,
chamada angiopatia amiloidal cerebral, um proceasaldgico onde os agregados protéicos
insolaveis de cistatina C depositam-se em variagds, incluindo o sistema vascular
cerebral, onde causam hemorragia cerebral e podean & morte (ASGEIRSSOBt al,
1998; OLAFSSON e GRUBB, 2000; LEVat al, 2006).

Os mecanismos bioquimicos pelos quais estes dirm@oo®rmados ainda nao séo
muito claros (JANOWSKEt al., 2005), o que dificulta que seja predita a cajs® que uma
determinada proteina tera de formar tais dimerostu@o, as alteragcdes conformacionais que
precedem a formacédo de dimeros de dominios troesiés, em muitos casos, centradas em
alguns residuos de aminoacidos que compOdoops flexiveis. Estas estruturas
“flexibilizadas” por tais aminoacidos podem ser efgabilizadas de modo quédps e
“voltas” (estruturas fechadas) podem ser abertass®m ficarem passiveis de sofrer o
fenbmeno de troca de dominios. Tal fenébmeno destdsibzacdo de “loops” e “voltas” é
observado na familia das cistatinas (SZYNBKA et al, 2009).

6.8.2.1 Na forma dimérica o inibidor € quimicameintaivo

Como ja mencionado na fundamentacéo tedrica e érasoocais deste trabalho,
cistatinas apresentam em sua estrutura molecudar regides “candnicas” de contato e
interacdo com o sitio ativo de proteinases cistafiSendo estas, um residuo de Gly e o
“loop’ (L1) ambos localizados na regido N-terminal dibistor e o ‘loop’ (L2) formado por
um residuo de Pro seguido de um residuo aromdcaalmente Trp, localizado na porgéo
C-terminal da molécula (BODé&t al, 1988., HONGet al, 2007; SHAH e BANO, 2009).
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Quando duas cistatinas interagem entre si formdimderos de dominios trocados
0 “loop’ L1 sofre uma alteragcdo conformacional passan@xistir como estrutura em fita
estendida, o que impossibilita estericamente qua h#eracdo entre os residuos de
aminoacidos desta regido e aqueles presentes i aivo da proteinase. Como
consequéncia, no caso particular das cistatinasnaatdo do dimero de dominios trocados
leva a inativacdo do inibidor (EKIEL e ABRAHAMSONL996). A figura 18 ilustra o
mecanismo de abertura ddodp’ L1 de VuCysl, tomando como referéncia de forma
monomerica a cistatina de taro (CHUal, 2011). A figura 19 ilustra de modo comparativo
detalhes estruturais déobp’ L1 na sua forma aberta na estrutura diméricA/deysl e da

cistatina C humana.

6.8.3 Significado fisioldgico

Como ja relatado, os dimeros de cistatina C est@omhados em condi¢des
patolégicas ja bem estudadas. A auséncia de t@baditatando a formacéo de dimeros de
dominios trocados em cistatinas de plantas, contlimidta bastante a discussdo sobre 0s
possiveis significados fisioldgicos deste mecanismtecular de interacdo para a cistatina de
feijdo-caupi,VuCysl. Contudo, algumas hipoteses séo aqui levantadan de explicar a
razdo bioquimica/fisiolégica para a existéncia dimseros de dominios trocados na cistatina
VuCysl. E importante, porém, deixar claro que todidseusséo a seguir é feita tendo como
pressuposto a possibilidade de que a organizacagu@gsl em dimeros de dominios
trocados seja algo que possa ocorrer no vegetab epenas nas condi¢cdes de cristalizagao
utilizadas.

6.8.3.1 Defesa contra estresses abiodticos

Uma hipotese que pode ser levantada com base niéuestobtida é a de que a
formacdo do dimero talvez ocorra em condicbes bspeaificas e em uma fracdo de
moléculas de inibidor, ndo necessariamente todas.sifuacOes de elevada temperatura,
como as utilizadas nos ensaios de desnaturacdw#étalvez haja a formacdo dos dimeros e
esse arranjo poderia proteger as moléculas dosdands envolvidas na interacdo, da
desnaturacao térmica. Com o abaixamento da teraperas dimeros seriam desfeitos e as

proteinas assumiriam suas formas monomeéricas asatBuportando esta hipotese, estudo
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L2

L1

(a) Forma monomérica da cistatina de taro

Dl
Cadeia /

(b) Forma dimérica da cistatina de feijgo-caup

Figura 18. Alteracdo na conformacdo do loop inimt§L1) durante a formacdo do dimero de dominios
trocados. Em sua conformacgéo ativa uma cistatin@sapta dois loops que compdem 0s dominios inib&or
chamados loop (L1) e loop (L2). Em (@), estes Iafusevidenciados na cistatina de taro. Quandddrracao

do dimero de dominios trocados, cada moléculaibilar (cadeia A e cadeia B) se distende de modolLqude
ambas as cadeias assume uma conformacao de ditalielst, como ocorre com a cistatina de feijdo-cdigpira
(b). As cadeias A e B sdo evidenciadas em brameareom, respectivamente.
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Figura 19. Detalhe da alteracdo conformacionaldaino loop L1 de duas cistatinas que se assocamahdo
dimeros de dominios trocados. (a) Estrutura coigtafica da cistatina de feijdo-caupi (resolvidapnesente
trabalho), (b) estrutura cristalografica da cist@tC humana, PDB 1T1J (JANOWSKt al, 2005). O residuo de
Trp conservado no loop L2 de cada inibidor (o quéd é afetado pela formacéo do dimero) esta destasa

azul.
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pioneiro sobre o mecanismo de formacgédo de dimezodothinios trocados na cistatina C
humana, (EKIEL e ABRAHANSOM, 1996) mostrou que algudos fatores que propiciam a
dimerizacéo do inibidor sdo baixos valores de ptlegadas temperaturas. Além disso, uma
ideia que inclusive ja foi apresentada na discugs&oresultados de estabilidade verificados
por CD é a de que a formacdo de pontes de hidmguderia ser um dos grandes fatores
para explicar a estabilidade dos inibidores, cose s dados obtidos nos trabalhos de Vogt
et al, (1997) e Kumaet al, (2000). De posse desta informacédo, o padraocodéep de
hidrogénio intra e inter cadeia do dimero de dowsirirocados foi verificado (Figura 20).
Como pode ser observado na figura 20 ha uma extedsade pontes de hidrogénio entre os
dois mon6émeros que formam o dimero, o que podsuj@orte a sugestdo de que pontes de
hidrogénio podem atuar como forcas estabilizaddeaproteina em condi¢cdes extremas de
pH e, principalmente, temperatura.

E importante lembrar que os estudos de dicroisnsalar realizados couCys1
mostraram, particularmente nas medidas realizadaoadi¢coes de elevada temperatura, que
o inibidor ndo desnaturou quando aquecido a 80 e°®0 contudo, nestas mesmas
temperaturas, foi observada uma alteracédo no espetCD (Grafico ®). A incubacdo do
inibidor em diferentes valores de pH também nas@alalteracdo tdo pronunciada no seu
padrdo e contetdo de estruturas secundarias, coatpH 2 foi possivel observar uma queda
no sinal dos espectros (Gréaficdop Estes dois dados séo interessantes, pois podersin
indicar, ou melhor, sugerir que naquelas condi¢élesyadas temperaturas e baixos valores de
pH) VuCys1 encontrava-se na sua forma nativa, como tamt@mbase no trabalho de Ekiel
e Abrahamson, (1996), podem ser um indicativo dsegirca da estrutura dimérica, o que
ocasionaria as alteracdes observadas nos espéatieadicdo, como mencionado, a formacgéo
do dimero poderia funcionar como um mecanismo tie-@ssociacao e protecao do inibidor
em condicdes extremas, como as testadas, partiiée devido a intensa rede de pontes de
hidrogénio (Figura 20). A figura 21 ilustra a pessirelacdo aqui levantada, com base nos
dados experimentais de CD e nos estudos cristéilmagAbem como no trabalho de Ekiel e
Abrahamsom, (1996), entre a temperatura e a forondga dimeros de dominios trocados de
VuCysl.

Se os dimeros de dominios trocados ocorrenVigma unguiculataé possivel, do
ponto de vista da planta, que a formacao destagasis possa resultar no ajuste e adaptacéo
do vegetal, particularmente, para situacfes desssrabiotico, como escassez de agua e
extremos de temperatura. Nestas condi¢cdes umazdas &extremas” que 0s vegetais podem

realizar consiste na morte celular e queda de $pbhéim de evitar desidratagao excessiva por
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Figura 20. llustracdo mostrando a intensa redeodéep de hidrogénio (destacadas em preto) estateleatre
duas moléculas do inibiddruCysl, que compdem o dimero de dominios trocadosa das moléculas esta
destacada em vermelho e a outra em azul. As diatisgo dadas em angstrom. Na regido inferior dmkelos

é mostrado o detalhe da interacéo entre uma maléeuulfato (S¢3) com os residuos Lys78 e Trp79. Figuras
preparadas com o programa UCSF Chimera v.1.6.
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Figura 21. Mecanismo hipotético proposto com basestrutura cristalografica do inibidduCys1 para tentar
explicar a estabilidade térmica da proteina. Emdig@ies de baixas temperaturas, ou mesmo temperatura
ambiente, o inibidoMuCys1 encontra-se na forma monomérica e quimicamatite (a). A medida que ha
elevacdo da temperatura do meio, de acordo comnestklo, os mondmeros assumem uma conformacao
parcialmente aberta (b). Em temperaturas maisragsg.e., acima de 80 °C, os mondmeros abertos associam-
se em dimeros de dominios trocados, que por suaaezjuimicamente inativos (c). Com o abaixameato d
temperatura o processo é revertido, originando@sas monoméricas corretamente enoveladas e quieitea
ativas das cistatinas. Este mecanismo foi propesido como base os dados de dicroismo circularestasios
cristalograficos realizados covuCys1.
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estes orgdos. Tendo em vista que proteinasesniisteivegetais semelhantes as caspases
humanas parecem estar envolvidas no processo de osbular programada, bem como da
resposta hipersensitiva de plantas (POZO e LAMB81S®LOMON, 1999), parece razoavel
especular que o “empacotamento” e inativacado ddaticias na forma de dimeros, possam
consistir em mecanismos de ajustes do vegetaldigdmndo estresse.

Belenghi et al, (2003) demonstraram que a super expressao thatiras de
Arabidopsis thalianaAtCYS1 Arabidopsys thalianaystatin 1), tanto em cultura de células
de A. thaliang como em plantas transgénicas de fumo suprimiwmencelular induzida por
patdégenos avirulentos, bem como por éxido nitientro da linha de discusséo referente ao
estresse hidrico, Zagdanska e Wisniewki (1996) ra@sh que plantas de trigo submetidas a
este estresse apresentaram um aumento signifiqdB@® vezes) nos niveis de proteinases
cisteinicas em folhas de plantas estressadas dagdoeas plantas controle (ndo estressadas).
A questdo que os autores levantaram, contudo, @s gdveis aumentados destas enzimas
estariam relacionados a reorganizacdo das proteaiakres da planta sob estresse ou a
desintegracdo completa da célula vegetal.

Estes dados podem reforcar a hipétese de que duadntmacédo dos dimeros de
dominios trocados os inibidores, quimicamente woatie incapazes de interagir com
proteinases cisteinicas (EKIEL e ABRAHAMSON, 199%9jam assim blogueados, de modo
gue as proteinases livres possam atuar sobre &sina® estruturais, de armazenamento e
enzimaticas dispersas no citosol, levando a matelar e, em ultima instancia, a uma
possivel queda foliar.

Contudo, seguindo outra linha de raciocinio, napase deixar de atentar para o
fato de que muitas fitocistatinas tém sido relatadamo tendo seus niveis de transcritos
primarios e protéicos aumentados em situacfes cke @E@ASSONNEAUet al, 2005 e
HUANG et al, 2007). Entretanto, estes mesmos trabalhos riétar@n a possibilidade de
que nas condicOes de seca e elevadas temperassas @statinas induzidas (todas ou
algumas moléculas) estivessem interagindo enttersd dimeros de dominios trocados. Por
conseguinte, a hipétese a ser levantada € a de alanco entre o nimero de moléculas de
inibidor presentes na forma monomeérica e o numeroneléculas presentes na forma
dimérica, seria um dos fatores que determinariaaa ge ajuste e adaptacdo do vegetal em
condicdes de estresses abidticos.

A conclusdo desta discusséo, entretanto, é a de@muee pode resumir todo o
mecanismo de ajuste bioquimico e fisioldégico quevegetal sofre, sob qualquer que seja a

condicdo de estresse, ao balanco de uma ou duasnpo Na verdade, este € um processo
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bem mais complexo que envolve, além do equilibmioeeos niveis de enzimas proteoliticas e
seus inibidores, a ativacdo de diversas cascatasagées, transducao de sinais, ativacédo de
sistemas anti-oxidativos enzimaticos e ndo enzaogtidentre outros ajustes bioquimicos e

fisiologicos.

6.8.3.2 Defesa contra estresses bidticos

Outra possivel explicacdo para a formagé@lanta dos dimeros de dominios
trocados € que este seria um mecanismo moduladativitdgade do inibidor quando a planta
estivesse em condicao de estresse bidtico. Em g@glnormais, o vegetal produziria parte
das moléculas do inibidor em uma forma inativa @omde dominios trocados) e estas
permaneceriam armazenadas. No momento em que dig@em fisico-quimicas do ambiente
celular, particularmente forga i6nica e pH fossdt@radas pela acdo predatéria de um inseto,
ou mesmo um fitonematoide intracelular, por exempdéodimeros seriam desfeitos originado
formas monoméricas ativas dos inibidores prontas pantra atacar as enzimas proteoliticas
do predador.

De fato, Walsh e Strickland (1993) postularam queranacdo de cristais nativos
da multicistatina da batata, os quais ndo sao dunat em termos de atividade inibitéria,
poderia ser um mecanismo de defesa do vegetal.diméges de baixo pH, como o suco
gastrico moderadamente acido do intestino de isseds cristais seriam dissolvidos
originando as formas monomeéricas ativas do inibigoe seriam capazes de suprimir a
atividade das enzimas digestivas dos insetos. tante é importante lembrar que,
diferentemente da explicacdo proposta para osaisista multicistatina de batata, baixos
valores de pH, segundo Ekiel e Abrahamson, (198%jem levar a formacdo dos dimeros e
dominios trocados e ndo sua desestabilizacdo. Apsira que a hipotese do estresse biotico
aqui levantada possa fazer sentido, a luz do ptoposr Ekiel e Abrahamson, (1996) é
preciso que seja considerado um cenario onde oeatebcelular esteja com pH tendendo
mais a neutralidade do que a acidez, ou aindaagjgsecrecodes liberadas por insetos fitéfagos,
ou mesmo fitonematoides tenham a mesma caractarésipH.

E importante ressaltar que o exposto nesta discuEsda é muito especulativo,
mas, como j& citado, a formacgéo de dimeros de dosnirocados, pelo menos ao momento,
era um fato ainda ndo descrito para fitocistatimague torna a exposicado e discussédo de

ideias um pouca limitada a elaboracéo de conjextura
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Nenhuma destas possibilidades, contudo, poderiam les@antadas se nhao
estivessem disponiveis as informacdes relativasratera molecular do inibidor, reafirmando
mais uma vez a importancia e necessidade do caonbetn da estrutura de uma molécula
para compreensdo de seu comportamento quimicsdugbes biologicas.

Agora, diante dos dados estruturais, € necessémgoegperimentos adicionais
sejam realizados a fim de se determinar com maiecigio qual ou quais condi¢des
bioquimicas e se possivel, fisiologicas, podemrlévdormacédo dos dimeros de dominios

trocados na cistatinduCys1 de feijdo-caupi.



7 CONCLUSOES

Dois inibidores de proteinases cisteinica¥dga unguiculataaqui denominados
VuCysl eVuCys2 foram expressos de forma solavel em célulagsiderichia coli As
proteinas recombinantes foram purificadas por h@meiglade e caracterizadas como sendo
capazes de tolerar condi¢cdes extremas de temperatpH. Ambas as cistatinas inibiram
diferencialmente proteinases cisteinicas, mas mdiesantaram efeitos sobre a proteinase
serinica tripsina.

Do ponto de vista da caracterizagdo biolégica nerehdas proteinas foi ativa
contra os fungos fitopatogénicos, microrganismowgénicos e as linhagens de células
tumorais testadas no presente trabalho. Entretantomportante destacar que modelos
biologicos adicionais de fungos, microrganismo<lklas cancerosas podem ser testados a
fim de que se possa ampliar a exploracdo do patergotecnolégico das proteinas
recombinantes. Ambos os inibidores mostraram ekevagho inibitéria sobre as enzimas
digestivas de larvas d@allosobruchus maculatusendo, porém, apenas fracamente ativos
contra as enzimas digestivas isoladas de larv&aldmtes subfasciatu€ontudo, os efeitos
da administracao de dieta contendo os inibidoresmnbinantes em bioensaio realizado contra
C. maculatumao diferiram daqueles obtidos para a dieta cantidlaparente discrepancia
entre os dados de inibicao vitro e aqueles obtidos dos bioensaios pode sugerimgse
testesin vivo as larvas d&C. maculatustenham a capacidade de desenvolver mecanismos
adaptativos a presenca dos inibidores, compensasnaoefeitos deletérios.

A estrutura tridimensional do inibidMuCys1 foi resolvida por difragdo de raios-
X, a uma resolucdo de 1,95 A. A estrutura refinddanibidor apresenta o aspecto de um
dimero de dominios trocados, um arranjo molecddrgm relatado para cistatinas animais,
porém pouco usual para cistatinas de plantas. Ihabadicionais precisam ser realizados a
fim de que seja verificado se estes dimeros podsmreyin vivo, ou seja, nos tecidos do
vegetal e, caso ocorram, qual seu significadolfigioo.

Os resultados deste trabalho complementam aqu@etdstifos, ndo sé em relacéo
as cistatinas de feijado-caupi, mas em relacao astad cistatinas ja caracterizadas e abrem
possibilidades para que novos estudos possamadizad®s, particularmente com relagdo aos

experimentos de cristalizacéo e aos bioensaios.
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