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RESUMO

Proteinas relacionadas a patogénese (PR proteinas) sdo expressas em resposta a
infeccbes por patdogenos e estresses abidticos. A familia PR-5 inclui proteinas
relacionadas a taumatina e a osmotina. Neste estudo, a presenca de uma proteina do
tipo osmotina de aproximadamente 22 kDa, no latex de Plumeria rubra, foi confirmada
por meio de ensaios de western blot utilizando anticorpos anti-CpOsm (osmotina de
C. procera), como descrito por Freitas e colaboradores (2015). O fragmento de cDNA
codificando esta osmotina (PrOsm) foi clonado, a proteina predita foi caracterizada e
sua estrutura foi modelada in silico. A amplificacdo do fragmento de cDNA codificante
da PrOsm foi realizado por meio de RT-PCR. O fragmento amplificado, de
aproximadamente 600 pb, foi ligado a um vetor de clonagem (pGEM-T Easy). Células
de E. coli DH5a eletrocompetentes foram entdo transformadas com os plasmideos
recombinantes (pGEM-T Easy::PrOsm) e os insertos foram sequenciados. As
sequéncias obtidas foram submetidas a andlises in silico. As osmotinas de P. rubra
(PrOsms) sao proteinas de aproximadamente 22 kDa, apresentando 16 residuos de
cisteina, envolvidos na formacao de 8 ligacdes dissulfeto. A estrutura das PrOsms
exibe uma arquitetura tipica de TLPs, composta por trés dominios. O mapeamento
dos potenciais eletrostaticos mostrou que as PrOsms apresentam, em sua superficie,
uma fenda de natureza acidica, localizada entre os dominios | e Il. A capacidade
potencial das PrOsms de interagir com os receptores de adiponectina humana
(AdipoR1 e AdipoR2) foi predita in silico. O docking molecular sugere que as PrOsms
sdo capazes de interagir com os receptores de adiponectina, de forma similar a
AdipoQ, sendo portanto potenciais alvos terapéuticos para o controle de doencas

relacionadas a obesidade, incluindo diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica.

Palavras-chave: PR proteina. Latex. Modelagem comparativa.



ABSTRACT

Pathogenesis-related proteins (PRs) are expressed in response to pathogenic
infections and abiotic stresses. PR-5 family includes proteins related to thaumatin and
osmotin. In this study, the presence of an ~22 kDa osmotin-like protein in Plumeria
rubra latex was confirmed by western blot assay using anti-CpOsm antibodies, as
described by Freitas et al., 2015. The cDNA fragment encoding this osmotin (PrOsm)
was cloned, and then the predicted protein was characterized and modeled in silico.
The amplification of the cDNA fragment encoding the PrOsm was carried out by RT-
PCR. The PCR product was ligated into pGEM-T Easy vector and cloned in E. coli
DH5a cells. Clones obtained were submitted to sequencing. The computational
analysis of the deduced sequences of P. rubra osmotins (PrOsms) showed that the
proteins have an apparent molecular weight about 22 kDa and contain 16 cysteine
residues involved in 8 disulfide bonds, stabilizing the protein structure. The PrOsms
structure exhibits a typical architecture of TLPs, composed by three domains. Mapping
of the electrostatic potentials showed that PrOsms contain, on its surface, an acidic
cleft, between domains | and Il. The PrOsms were evaluated for their ability to interact
with human adiponectin receptors (AdipoR1 and AdipoR2) in silico. Molecular docking
suggests that PrOsms are able to interact with adiponectin receptors, similarly to
AdipoQ, being potential therapeutic targets for the control of obesity-related diseases,
including type 2 diabetes and metabolic syndrome.

Keywords: PR protein. Latex. Comparative modeling.
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1 INTRODUGAO

1.1 Latex

1.1.1 Aspectos gerais

O latex é uma dispersao coloidal estavel cujo maior constituinte é o poli-
isopreno (borracha). Nesta dispersdo, também sao encontrados proteinas, terpenos,
alcaldéides, vitaminas, lipidios, amido, taninos, resinas e algumas estruturas
subcelulares (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008). Na maioria das plantas, o latex
apresenta aspecto leitoso, no entanto, algumas espécies exibem cor amarela, laranja
e carmesim (DOMSALLA; MELZIG, 2008).

O latex é produzido e armazenado por células vivas especializadas
denominadas laticiferos, sendo exsudado quando a planta sofre alguma injaria
mecanica ou apos ataque por herbivoria (KONNO, 2011). Os laticiferos podem ser
classificados em dois grupos principais: articulados e nao articulados. Os laticiferos
articulados séo constituidos por cadeias longitudinais formadas por muitas células,
cujas paredes celulares, que as separam individualmente, podem permanecer
intactas ou apresentar perfuragdes, interconectando-as. Os laticiferos ndo articulados,
todavia, se originam de uma unica célula que cresce entre 0os espacos intracelulares,
eventualmente se ramificando por todo o tecido da planta, numa disposicado que se
assemelha as hifas de fungos (KEKWICK, 2001).

1.1.2 Papel fisiologico

Diversas funcdes tém sido propostas para o latex, tais como: excrecao de
metabdlitos, regulacdo do balanco de agua, cicatrizacao de tecidos danificados e
defesa contra herbivoros e patégenos (FARRELL; DUSSOURD; MITTER, 1991).
Quanto ao aspecto de defesa, o latex compreende tanto um mecanismo de defesa
fisico quanto quimico. Fisico porque quando a planta sofre uma injuria, o latex é
imediatamente exsudado e ao entrar em contato com o ar, esse fluido

progressivamente sofre coagulacdo, formando uma barreira fisica que impede a
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entrada de microrganismos patogénicos, além de ser capaz de imobilizar pequenos
insetos (KONNO, 2011; SOUZA et al.,, 2011). Quimico porque varias substancias
quimicas foram identificadas como téxicas para insetos e microrganismos, entre elas
as proteinas envolvidas em atividades antioxidativas, enzimas hidroliticas e proteinas
relacionadas a patogénese (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008; SYTWALA;
GUNTHER; MELZIG, 2015).

1.2 Proteinas Relacionadas a Patogénese

Proteinas Relacionadas a Patogénese (PRs proteinas) sao definidas como
um conjunto de proteinas relacionadas cuja expressao é fortemente induzida em
resposta a infeccdo por patdgenos. Essas proteinas apresentam diversas
propriedades bioquimicas em comum, tais como: massa molecular, estabilidade a pH,
termoestabilidade e alta resisténcia a protedlise (VAN LOON; VAN STRIEN, 1999).

PR proteinas de plantas tém sua expressdo induzida por meio de
diferentes sinais como sintese de acido salicilico, acido jasménico, acido abscisico,
etileno, auxinas, salinidade, seca, frio, luz UV, ferimentos e infeccées por virus e
fungos (CAMPOS et al., 2008). A constatacdo de que PR proteinas, consideradas
anteriormente como planta-especificas, sdo também expressas em outros organismos
(como fungos e animais), sugere que essas proteinas compartilham uma origem
evolutiva comum e possuem atividade essencial para o funcionamento e
sobrevivéncia dos organismos que as contém (EDREVA, 2005).

Atualmente as PR proteinas tém sido classificadas em 18 familias (PR-1 a
PR-18). Contudo, esse numero de familias pode aumentar a medida que novas
proteinas sdo descobertas. Para ser classificada como uma PR proteina, esta deve
ser expressa sob condicbes de infeccdo, mas ndo necessariamente em todas as
condicoes patoldgicas. Inducdo apenas por estresses abidticos ndo € critério
suficiente para inclusédo de uma proteina como “relacionada a patogénese” (EDREVA,
2005). A divisao em familias pode ser baseada na mobilidade das proteinas em géis
nativos, estrutura primaria, atividade enzimatica e biolégica (VIKTOROVA et al.,
2012).
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1.2.1 Proteinas da familia PR-5

Proteinas da familia PR-5 sao referidas como proteinas do tipo taumatina
(TLPs) por compartilharem alta similaridade estrutural com a taumatina, uma proteina
de sabor adocicado, isolada do fruto da planta tropical Thaumatococcus danielii (VAN
DER WEL; LOEVE, 1972). A docura desta proteina estd associada com as altas
quantidades de lisina e certas repeticoes de lisina em sua estrutura primaria. A menor
quantidade de residuos de lisina em outras proteinas PR-5 pode refletir a perda deste
sabor doce (RICHARDSON; VALDES-RODRIGUEZ; BLANCO-LABRA, 1987). A
familia PR-5 inclui ainda as proteinas estreitamente relacionadas: osmotina,
permatina e zeamatina (AHMED et al., 2013).

A maioria das TLPs descritas possui uma massa molecular variando de 20
a 26 kDa (PETRE et al., 2011) e estruturas primarias, secundarias e terciarias
altamente conservadas na natureza. Outra caracteristica comum as proteinas TLP é a
presenca de 10-16 residuos de cisteina, que estdo envolvidos na formacédo de 5-8
ligacdes dissulfeto (FREITAS et al., 2011b).

Proteinas do tipo taumatina (TLP) tém sido descobertas em uma ampla
gama de organismos (SHATTERS et al., 2006), incluindo nematéides (KITAJIMA;
SATO, 1999), insetos (BRANDAZZA et al., 2004), fungos (GRENIER et al., 2000;
SAKAMOTO et al., 2006), gimnospermas (O'LEARY et al., 2007; LIU et al., 2010) e
angiospermas (VAN LOON et al., 2006).

As relagdes evolutivas dentro da superfamilia TLP ainda ndo sdao bem
compreendidas. Um estudo de relagdes filogenéticas e estruturais realizado por
Shatters e colaboradores (2006) sugere que proteinas PR5 de plantas séo
parafiléticas em angiospermas e relacionadas a TLPs de insetos e nematoides. No
entanto, outro estudo indicou que TLPs sdo agrupadas em trés grandes clados
representando os reinos Animal, Vegetal e Fungi (SAKAMOTO et al., 2006).

Mais de 20 membros da familia PR-5, incluindo proteinas de animais,
fungos e plantas, apresentam atividade antifungica contra um amplo espectro de
fungos fitopatogénicos (REISS; SCHLESIER; BRANDT, 2006; LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010). Embora nao exista duvida de que algumas PR-5
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proteinas sejam potentes moléculas antifungicas, outros membros desta familia sao
aparentemente desprovidos de tal atividade (BARRE et al., 2000).

A estrutura tridimensional das PR-5 proteinas é composta principalmente
por 3 dominios. O dominio | consiste de um sanduiche de 11 fitas-B achatadas
(residuos 1-53, 82—125 e 175-205) que formam o nucleo compacto da molécula. O
dominio Il é formado por vérias alcas que se estendem do dominio I, sendo
estabilizado por 4 ligacées dissulfeto (residuos 126-174). O dominio Ill & formado por
uma pequena alca (residuos 54-81) com 2 ligacbes dissulfeto. Algumas PR-5
possuem uma fenda em sua superficie, formada pelos residuos acidos Glugs, Aspgz,
Aspio2 € Aspigs que se estendem do dominio | ao Il (MIN et al., 2004), enquanto
outras possuem uma superficie basica nesta regido (SHIH et al, 2001). Essa
pequena diferenca tem sido associada com a presenca ou auséncia de atividade
antifungica destas proteinas (MIN et al, 2004; LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010).

1.2.1.1 Osmotina

A osmotina é uma proteina catiénica de 244 residuos de aminoacidos, com
massa molecular de 26,4 kDa e ponto isoelétrico de 8,1 ou 7,8, de acordo com sua
isoforma (VIKTOROVA et al.,, 2012). Essa proteina foi isolada originalmente de
células de tabaco (Nicotiana tabacum) adaptadas a estresse salino (SINGH et al.,
1987). A osmotina possui estrutura primaria, secundaria e terciaria muito similar a
taumatina e esta inclusa no grupo das PR-5 proteinas, por isso muitas vezes existe
uma confusdo na literatura em nomear uma nova proteina como proteina do tipo
osmotina (OLP) ou proteina do tipo taumatina (TLP). Apesar da grande similaridade
de sequéncia e conservacao estrutural entre a osmotina e a taumatina, a primeira nao
possui sabor adocicado e a ultima ndo exibe atividade antifungica. (YE et al., 1999).
Mesmo assim, muitas proteinas PR-5 com atividade antifungica tém sido nomeadas
tanto como TLPs quanto como OLPs (SHATTERS, et al. 2006).

Algumas OLPs sao capazes de inibir a germinacado de esporos e o
crescimento de fungos fitopatogénicos in vitro. E proposto que este grupo de

proteinas aja por meio da permeabilizacdo da membrana plasmatica ou interacdo com
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receptores da membrana dos fungos, causando a lise desta. Entretanto, a atividade
antifungica também pode estar relacionada a outros mecanismos como a indugao de
apoptose, acdo relatada para a osmotina de tabaco (Nicotiana tabacum) sobre
Saccharomyces serevisiae (CAMPOS et al., 2008).

Recentemente, uma osmotina purificada do latex de C. procera apresentou
atividade antifungica. Esta proteina denominada de CpOsm reduziu a germinagao de
esporos e inibiu o crescimento micelial dos fungos fitopatogénicos: Fusarium solani,
Neurospora sp. e Colletotrichum gloeosporioides. Experimentos com vesiculas
unilamelares negativamente carregadas (LUVs) de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfo-rac-1-glicerol (POPG) indicam que a ruptura da membrana envolve uma etapa
de interacdo eletrostatica entre CpOsm e cabecas fosfolipidicas negativamente
carregadas sobre a superficie da membrana (FREITAS et al., 2011a).

Subsequentemente a descoberta da osmotina de tabaco, diversas
proteinas relacionadas, usualmente referidas como proteinas do tipo osmotina
(OLPs), tém sido caracterizadas em diferentes espécies de plantas, incluindo os
latices de Hevea brasilienses (SUBROTO et al., 2001), Carica papaya (LOOZE et al.,
2009) e Calotropis procera (FREITAS et al., 2011a).

Além de serem relacionadas com a defesa contra estresse hidrico, salino e
contra diferentes fungos, as proteinas do tipo osmotina podem conferir protecédo
contra baixas temperaturas, como observado para uma osmotina purificada do caule
de Solanum dulcamara (NEWTON; DUMAN, 2000). Assim, essas proteinas tém sido
utilizadas como potenciais ferramentas biotecnolégicas na producdo de plantas
transgénicas resistentes a esses estresses (GOEL et al., 2010; DAS et al., 2011).

1.3 Adiponectina

A adiponectina (Figura 1A) € o hormdnio de natureza proteica mais
abundante sintetizado pelos adipécitos. Esta proteina de 30 kDa, secretada pelo
tecido adiposo, possui uma concentragdo no soro humano variando de 1 - 30 pg/mL
(MATSUBARA et al., 2002). Altos niveis de adiponectina, no soro, estdo associados
com o decréscimo do nivel de triglicerideos, aumento da sensibilidade a insulina,

aumento dos niveis de colesterol HDL e efeitos anti-vasculares e anti-inflamatoérios
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(GROSSMANN et al., 2010). Individuos obesos apresentam um forte decréscimo nos
niveis de adiponectina circulante, o que pode estar associado a varias doencas
(JARDE et al., 2009). A deficiéncia em adiponectina esta correlacionada com diabetes
tipo 2, resisténcia a insulina, esteatose hepatica e desordens vasculares (KUMAR et
al., 2015).

A adiponectina exerce sua atividade pela ligacdo a receptores de
membrana plasmatica, chamados de receptores de adiponectina (AdipoRs). Existem
dois tipos de receptores de adiponectina: AdipoR1 e AdipoR2. O AdipoR1 (Figura 1C)
€ um receptor de alta afinidade pela forma globular (clivada) da adiponectina,
possuindo também uma afinidade baixa pela proteina completa. Este receptor é
expresso ubiguamente, sendo mais abundante no tecido muscular, mas também
presente em células do endotélio e outros tecidos. O receptor AdipoR2 (Figura 1D)
tem afinidade intermediaria por ambas as formas de adiponectina e ¢é
predominantemente expresso no figado (NKHATA et al., 2009; NALABOLU;
PALASAMUDRAM; JAMIL, 2014).

Humanos e camundongos compartilham 96% e 95% de identidade entre as
sequéncias do AdipoR1 e AdipoR2, respectivamente. Estudos em camundongos tém
confirmado que AdipoR1 e AdipoR2 s&o os principais receptores de adiponectina in
vivo e mediam acdes metabdlicas da adiponectina (YAMAUCHI et al., 2014).

Apesar da adiponectina e as PR-5 proteinas nao compartilharem
similaridade de sequéncia de aminoacidos, elas possuem estrutura terciaria (Figura
1B) e propriedades funcionais muito similares. Docking molecular do complexo
osmotina/AdipoR1 revelou que este apresenta uma arquitetura muito similar ao do
complexo adiponectina/AdipoR1. Adicionalmente, ensaios in vivo demonstraram que a
osmotina possui atividade biolégica semelhante a da adiponectina, aumentando a
concentragdo de citocinas sinalizadoras ativadas via AdipoR1. Desta forma, a
osmotina tem sido recentemente muito estudada como um agonista da adiponectina
em varios modelos bioldégicos (MIELE; COSTANTINI; COLONNA, 2011; KUMAR et
al., 2015). Interessantemente, todos os estudos descritos na literatura usaram a
osmotina isolada de tabaco como proteina modelo (NARASIMHAN et al., 2005;
ARSENESCU et al.,, 2011; MIELE; COSTANTINI; COLONNA, 2011; TRIVEDI et al.,
2012). Apesar das PR-5 proteinas apresentarem estruturas muito similares, elas
apresentam pequenas diferencas em suas estruturas primarias, o que pode conferir
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pequenas diferencas nas estruturas secundarias e terciarias, resultando em diferentes
niveis de afinidade/interacao/atividade biologica. Assim, estudar novas osmotinas de
outras fontes biolégicas € bastante interessante, no aspecto que novas osmotinas
com maior especificidade e atividade que a osmotina de tabaco podem ser

encontradas, em relacao aos seus possiveis efeitos miméticos da adiponectina.

Figura 1 - Estrutura tridimensional da adiponectina humana (AdipoQ) e seus

receptores (AdipoR1 e AdipoR2).

Representagcdo em “cartoon” da estrutura tridimensional do mondémero da adiponectina humana,
AdipoQ — PDB: 4DOU (A), osmotina de Nicotiana tabacum - PDB: 1PCV (B) e os dois receptores de
adiponectina humana: AdipoR1 - PDB: 3WXV (C) e AdipoR2 - PDB: 3WXW (D). O circulo preto
evidencia que o dominio | da osmotina possui uma arquitetura semelhante a da adiponectina,
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1.4 Plantas laticiferas

A ocorréncia de plantas produtoras de latex € ampla. O Latex tem sido
reportado em mais de 12.000 espécies de plantas, representando mais de 20 familias.
Contudo, estima-se que existam cerca de 40 familias e mais de 20 mil espécies
(HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008). Dentre as familias com maior numero de
espécies produtoras de latex destacam-se: Apocynaceae, Asteraceae,
Euphorbiaceae, Moraceae, Papaveraceae e Sapotaceae (PRYADARSHAN, 2011). As
plantas laticiferas se encontram distribuidas por todo o globo, sendo, entretanto, mais
abundantes em zonas tropicais (LEWINSOHN, 1991).

1.5 Plumeria rubra L.

Plumeria rubra L., conhecida popularmente como jasmim-manga,
frangipani ou arvore-pagode, é uma arvore tropical nativa do sul do México. E
conhecida por suas flores intensamente perfumadas que podem ser de diversas
cores, possuindo uso ornamental (YE et al., 2009). Esta planta possui 5-8 metros de
altura e apresenta ramificacoes di ou tricotdmicas (Figura 2). Os ramos possuem uma
terminacdo cega que lhe da uma aparéncia caracteristica. Possui copa irregular,
aberta, com folhas deciduas de 15-30 cm de comprimento, aglomeradas no apice dos
ramos (LINNAEUS, 1753).

Esta planta laticifera, pertencente a familia Apocynaceae (Tabela 1), possui
diversos usos medicinais como: protecdo contra Ulceras, doencas de pele,
inflamacao, artrite e constipagdo (HAMBURGER; CORDELL; RUANGRUNDSI, 1991).
O extrato etandlico de flores de P. rubra mostrou efeito anxiolitico em camundongos
(CHATTERJEE et. al, 2013). Gaban e colaboradores (2013) reportaram efeito anti-
hipertensivo e vasodilatador do latex de Plumeria rubra. Sobre estudos de
identificacao, purificacao e caracterizacao de proteinas laticiferas, essa
planta ainda é muito pouco estudada. Em 2010, Freitas e colaboradores mostraram
gue o latex desta planta é rico em proteinas com massas moleculares na faixa de 30
kDa, incluindo enzimas antioxidativas, quitinases e proteases. Recentemente, uma

osmotina sem atividade antifungica foi identificada no latex desta planta (FREITAS et
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al., 2015). Contudo, a purificacdo e caracterizacao estrutural desta osmotina de P.
rubra ainda nao foi descrita na literatura. Assim, o presente trabalho é pioneiro neste
aspecto, em estudar um material biolégico ainda muito pouco estudado,
principalmente em aspectos moleculares, estruturais e de prospeccao biotecnolégica

de novas proteinas.

Figura 2 - Planta Plumeria rubra L. Tabela 1 - Hierarquia taxonémica da

N Pt planta Plumeria rubra L.

Taxon Classificacao
Reino Plantae
Sub-reino Viridiplantae
Infrarreino Streptophyta
Superdivisao Embryophyta
Divisao Tracheophyta
Sub-divisao Spermatophytina
Classe Magnoliopsida
Superordem  Asteranae
Ordem Gentianales
Familia Apocynaceae
Género Plumeria L.

Espécie Plumeria rubra L.

Fonte: Adaptado do banco de dados
“Apocynaceae of North America Update” (2011).

Fonte: Arquivo pessoal.

1.6 Clonagem molecular

A clonagem de cDNA é uma das tecnologias fundamentais da biologia
molecular. A maior parte do nosso conhecimento sobre transcritos é derivada da
habilidade de preparar copias de cDNA a partir do RNA, inseri-las em vetores e
clona-las em células hospedeiras (HARBERS, 2008). O protocolo convencional de
clonagem molecular envolve 7 etapas principais: escolha do vetor de clonagem e
organismo hospedeiro, preparagdo do fragmento de DNA ou cDNA, preparacdo do
vetor, ligacdo do inserto ao vetor, introducdo do DNA recombinante em um
organismo hospedeiro e selecdo de organismos transformados e identificacdo de

clones contendo o inserto desejado (PADMANABHAN; BANERJEE; MANDI, 2011).
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1.6.1 Escherichia coli DH5a

A DH5a é a estirpe de E. coli mais frequentemente usada como célula
hospedeira em aplicacbes de clonagem molecular. Esta estirpe de E.coli foi
desenvolvida em laboratério, para procedimentos de clonagem e, portanto néo
possui habitat natural e ndo existe na natureza. A DH5a, assim como quase todas as
estirpes de E. coli atualmente utilizadas, € derivada da estirpe K-12, isolada de fezes
de um paciente com difteria em 1922 (CASALI, 2003). O nome DH provém das
iniciais de Douglas Hanahan quem desenvolveu a estirpe (BETHESDA RESEARCH
LABORATORIES, 1986). O genétipo da E. coli DH5a é apresentado abaixo
(MCLAB, 2015):

F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) gal phoA
supE44 N'thi1 gyrA96 relA1

A E. coli DH5a foi engenheirada de modo a possuir diversas mutacoes
que a tornam util para clonagem de DNA recombinante. Tais mutacdées foram
desenvolvidas com o objetivo de gerar 3 caracteristicas principais: a manutencao da
integridade do plasmideo transformado, possibilidade de identificacdo de clones
positivos (contendo o inserto) e aumento da eficiéncia de transformacao.

A mutacdo endA1 inativa uma endonuclease |, eliminando digestées nao
especificas de DNA plasmidial, melhorando assim o rendimento e qualidade dos
plasmideos (TAYLOR; WALKER, MCLNNES, 1993). A mutacdo recA reduz
recombinacdes homdélogas, reduzindo as chances de delecbes e multimerizacao nos
plasmideos (DURFEE et al., 2008). A mutacao lacZAM15 (delecao no gene LacZ,
correspondente a regido codificante do fragmento a) faz a atividade da -
galactosidase ser dependente da a-complementacdo do gene, tornando a estirpe
DH5a adequada para blue/white screening de coldnias transformadas. A delegéo
LacZYA blogqueia a metabolizacédo de lactose pela B-galactosidase, sendo importante
na técnica de blue/white screening (HOWE, 2007).
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1.6.2 Vetor de clonagem pGEM-T Easy

O vetor pGEM-T Easy € um plasmideo linearizado com uma Unica timina
3’-terminal em ambas extremidades. Estas timinas 3’, localizadas nas bordas do
sitio de insercdo, melhoram significativamente a eficiéncia da ligacao de produtos de
PCR, por prevenir a recircularizacdo do vetor e proporcionar uma extremidade
compativel para produtos de PCR gerados por certas polimerases termoestaveis.
Estas polimerases frequentemente adicionam uma Unica deoxiadenosina, de forma
independente do molde, as extremidades 3 dos fragmentos amplificados
(PROMEGA, 2015). O vetor pGEM-T Easy contém numerosos sitios de restricdo
dentro da regido multipla de clonagem. Esta é flanqueada por sitios reconhecidos
pelas enzimas de restricdo EcoRI, BstZl e Notl, fornecendo trés possibilidades de
digestao por um Unica enzima para liberagéo do inserto (Figura 2A).

O pGEM-T Easy contém o gene Amp' que codifica a enzima B-lactamase
gue confere resisténcia aos antibioticos da classe das penicilinas (como a ampicilina
e carbenicilina) (Figura 3A e B). As penicilinas sdo constituidas por um anel B-
lactamico, o qual esta associado com a inibicdo do cross-link de peptideoglicanos,
fazendo com que a parede celular se torne fraca e eventualmente se rompa. Desta
forma, células contendo o vetor pGEM-T Easy podem ser selecionadas em meio
contendo ampicilina ou carbenicilina (HOWE, 2007). Este vetor, de alto nimero de
cépias, contém os promotores T7 e SP6 RNA polimerase flanqueando um multiplo
sitio de clonagem, contido dentro da regido codificante do a-peptideo da enzima B-
galactosidase (Figura 3C). A ligacao do inserto dentro desta regido, torna o a-
peptideo nao funcional, permitindo a identificacao de clones recombinantes por meio
de blue/white screening.
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Figura 3 - Mapa e pontos de referéncia da sequéncia do vetor de clonagem pGEM-T Easy.

A B

Xmnl 2009
74 | -Inicio Sitio de iniciacédo da transcricao da T7 RNA polimerase :
Scal 1890 Mael 2707 Apal 12 Multiol i5 | 10-128
. Uri'\ PTI EE ultipla regido de clonagem =
Senl | 28 Promotor da SP6 RNA polimerase (-17 a +3) 139-158
Qéﬂ. 4 Sitio de iniciacao da transcricao da SP6 RNA polimerase 141
Ampr Vetor pGEM'T Notl 43 . . - . A
Easy facZ Sacll | 49 Sitio de ligacao do iniciador antisenso pUC/M13 176-197
EcoRl | 52 i S
(3015 pb) = Codon de iniciacido do lacZ 180
spel | 64
Egglﬂl 70 Operador lac 200-216
ot 7
gsnln gg Regiao codificante da B-lactamase 1337-2197
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ori ﬁagél X Reaiao do fago f1 23802835
gglc;(l ]Qg - Sequéncias do operon Jac 2836-2996, 166—395
Nl |27 ¢ Sitio de ligacéo do iniciador senso pUC/M13 29492972
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= Promotor da T7 RNA polimerase (-17 a +3) 2999-3

Inicio da Transcricdo T7

C

"L .. TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3., . ACATT ATGCT GAGTG AIATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

Promotor T7 Apal Aatll Sphl BstzZI Ncol

GCGGC CGCGGE GAATT CGATTS’( inserto ) ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA clonado /3 TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

Sacll EcoRlI Spel EcoRl Pstl Sall
BstZI BstZl
Inicio da transcricdo

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 3"
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATATCACA GTGGATTTA .. . 5
| |1 | I | ' '

Ndel Sacl BstXI Nsil Promotor SP6

Fonte: Adaptado do manual técnico do vetor pGEM-T Easy (Promega). Mapa do vetor de clonagem pGEM-T Easy (A), destacando o multiplo sitio de
clonagem, sitios de restricdo a diferentes enzimas, o gene Amp' e o lacZ. Pontos de referéncia da sequéncia do vetor (B). Sequéncia parcial do vetor pGEM-

T Easy, indicando a regido dos promotores e ligagao do inserto (C).
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1.6.3 Blue/white screening

O blue/white screening € uma técnica rapida e eficiente de selegdo de
colénias transformadas. Tal processo se baseia no fato de que o produto do gene
lac-Z (B-galactosidase) apenas forma a enzima funcional apés tetramerizagéo e esta
€ dependente da presenca da regidao N-terminal que abrange os 50 primeiros
residuos de aminoacidos (JACOBSON et al, 1994). Delegbes na sequéncia N-
terminal geram um peptideo chamado de lac-Z 6mega que € incapaz de tetramerizar
e nao apresenta atividade enzimatica. Entretanto, a atividade do peptideo émega
pode ser restaurada se um pequeno fragmento (chamado de peptideo aq),
correspondente a porcao N-terminal da beta-galactosidase é adicionado in-trans via
plasmideo (GALLAGHER et al., 1994). Este processo é denominado de a-
complementagao.

Para que seja possivel a selecdo por meio de blue/white screening, é
necessario o tipo apropriado de células competentes e vetor. Muitas estirpes de E.
coli usadas como células hospedeiras para clonagem (como a DH5a e JM109),
apresentam em seu genétipo, a delecao lacZAM15 na cépia do gene lacZ, enquanto
os vetores de clonagem (como o plasmideo pGEM-T Easy) contém a sequéncia
codificante do peptideo a (MCLAB, 2015; PROMEGA, 2015). Desta forma, quando o
vetor é inserido em uma célula de E. coli, esta expressa funcionalmente a B-
galactosidase. No entanto, quando a célula é transformada com plasmideo-+inserto,
entdo a célula expressa B-galactosidase nao funcional, pois o inserto interrompe a
sequéncia codificante do peptideo a.

Quando células transformadas sao plaqueadas em meio de cultura
contendo IPTG (indutor do operon lac) e X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indoil-p D
galactopiranosideo), a pB-galactosidase hidroliza o substrato cromogénico em
galactose e 4-cloro-3-bromo-indigo, o qual dimeriza formando um pigmento insoltvel
de cor azul. Assim, colénias brancas (B-galactosidase nao funcional) indicam clones
positivamente transformados (plasmideo+inserto), enquanto as colénias azuis (-
galactosidase funcional) indicam clones que possuem apenas o plasmideo integro.
O esquema da técnica de blue/white screening pode ser visulizado na figura 4.
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Figura 4 - Esquema geral do procedimento de blue/white screening.

AmpR @
MCS ez lacZAMI1S

E. colicompetente

Vetor Plasmidial +
S ®__—-> @ @ ——> Colbnias brancas

inserto dentro do lacZ

@ + _ Q-—> @ @ — 5 Col6nias azuis
Inserto .

Cultura com X-Gal + IPTG

Vetor inserto fora do lacZ
plasmidial
— S @ @ ———» Colbnias azuis
sem inserto
Ligacao Transformacao Selecao
Fonte: Adaptado de Sigma Aldrich. http://www.sigmaaldrich.com/technical-

documents/articles/biology/blue-white-screening.html

1.7 Modelagem por homologia

O termo modelagem por homologia, também chamado de modelagem
comparativa, refere-se ao modelamento tridimensional de uma proteina, utilizando
como molde a estrutura de uma proteina de alta identidade de sequéncia
determinada experimentalmente (VYAS et al., 2012). A modelagem por homologia é
a mais bem sucedida técnica de predicao de estruturas tridimensionais de proteinas
(LAUNAY; SIMONSON, 2008). A abordagem se baseia em alguns padrbes gerais
observados (CHOTHIA; LESK, 1986):

1 — A estrutura tridimensional de uma proteina é determinada por sua
sequéncia de aminoacidos;

2 - A conformacdo estrutural de uma proteina € mais conservada
evolutivamente do que sua sequéncia de aminoacidos e alteragdes pequenas ou
medianas na sequéncia, normalmente resultam em pouca variacdo na estrutura

tridimensional;
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3 - Proteinas relacionadas evolutivamente compartiiham estruturas
similares. Proteinas homélogas apresentam regides internas conservadas
(constituidas principalmente por elementos de estrutura secundaria: a-hélices e
folhas-B). As principais diferencas estruturais entre proteinas homélogas ocorrem em
regides externas, constituidas principalmente por alcas (loops), que conectam os
elementos de estruturas secundarias.

A técnica de modelagem por homologia compreende 4 etapas principais:
identificacdo e selecao de moldes a partir de proteinas homologas, alinhamento da
sequéncia alvo com o molde, construcao e refinamento de modelos e validacdo dos
mesmos (BISHOP; BEER; JOUBERT et al, 2008). O esquema geral do

procedimento de modelagem por homologia é exibido na figura 5.

Figura 5 - Esquema geral do procedimento de modelagem por homologia.
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Fonte: Adaptado de (BISHOP; BEER; JOUBERT et al., 2008).

33



1.7.1 Selecao de moldes a partir de proteinas com alta similaridade

A etapa inicial do modelamento por homologia consiste na identificagao
de pelo menos uma proteina homologa, de estrutura tridimensional conhecida. Esta
estrutura determinada experimentalmente, geralmente por cristalografia e difracéo
de raios-X ou ressonancia magnética nuclear (NMR), servira de molde para a
construcao do modelo da proteina alvo.

Para a identificacdo de moldes, sdo usados programas/servidores que
comparam a sequéncia alvo com proteinas de estrutura conhecida, armazenadas no
PDB. O servidor mais popular € o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), o
qual alinha a sequéncia submetida contra um banco de dados local (no caso, o
PDB), gerando uma lista de proteinas com sequéncias similares ao do alvo (VYAS et
al., 2012). O ideal é selecionar como molde, a(s) proteina(s) que possua(m) a(s)
maior(es) identidade(s) com a sequéncia alvo, que tenha(m) a(s) estrutura(s) com
maior resolucdo e que disponha(m) de estruturas com os ligantes adequados
(SILVEIRA, 2005).

1.7.2 Alinhamento de sequéncias

Erros no alinhamento sao as principais causas de desvios na modelagem
por homologia, mesmo quando um molde adequado é selecionado. Por este motivo,
apos a identificacdo de um ou mais moldes possiveis, € necessario o alinhamento
das sequéncias alvo-molde(s) por meio de métodos mais sofisticados, garantindo
um alinhamento de melhor qualidade. Alinhamentos de sequéncias de proteinas
divergentes podem ser executados com alta acuracia usando o programa CLUSTAL
OMEGA (SIEVERS et al., 2011).

1.7.3 Construgcdo de modelos

Apéds o alinhamento das sequéncias alvo-molde, o préximo passo € a
construcdo dos modelos. Uma variedade de servidores/programas pode ser usada
para predicao de estruturas por meio de modelagem por homologia:
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1.7.3.1 CPHmodels 3.2

CPHmodels 3.2 é um web-servidor de predicdo de estrutura
tridimensional de proteinas por modelagem comparativa usando um dnico molde. O
servidor utiliza um scoring hibrido de fungdes do CPHmodel-2.0 e um novo conjunto
de algoritmos, computacionalmente mais oneroso, em casos onde o primeiro nao
conseguiu encontrar um molde adequado para a proteina alvo. Uma vez que o
melhor molde é encontrado, as coordenadas dos atomos de Ca sao extraidas para o
alinhamento da sequéncia e usadas como ponto de partida para o processo de
modelagem por homologia. Atomos ausentes sdo adicionados usando o programa
“segmod” e a estrutura é refinada usando o programa “encad” (NIELSEN et al,
2010).

1.7.3.2 Modeller

O Modeller é um programa que realiza modelagem comparativa de
estruturas tridimensionais de proteinas por meio de restricdbes espaciais. O usuario
fornece um alinhamento da sequéncia a ser modelada com uma proteina
relacionada, com estrutura conhecida e o Modeller automaticamente calcula o
modelo contendo todos os atomos (exceto hidrogénios). O Modeller usa a estrutura
molde para construir restricbes nas distancias atbmicas, angulos diedros e outras
caracteristicas espaciais. Estes dados sdo combinados com distribuicoes estatisticas
derivadas de varias estruturas homélogas catalogadas no PDB (WEBB; SALI, 2014).

1.7.3.3 Phyre2

O Phyre2 (Protein Homology/AnalogY Recognition Engine) € um dos
servidores de predicao de estrutura de proteinas mais amplamente utilizado. Serve a
cerca de 40 mil usuéarios Unicos por ano, processando cerca de 700 a 1000
submissdes de proteinas por dia. O Phyre2 foi projetado para garantir uma interface
de facil utilizacao para usuarios inexperientes em métodos de predicao de proteinas.
O usuério fornece a sequéncia da proteina alvo (em formato bruto ou FASTA) e os
resultados sao enviados via e-mail. A sequéncia submetida pelo usuario é
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primeiramente analisada contra um banco de dados de proteina usando a
ferramenta HHblits. O alinhamento multiplo de sequéncias resultante é entao
processado por um programa de predicao de estrutura secundaria (PSIPRED) e
ambos alinhamento e predicdo da estrutura secundaria sdo combinados em um
modelo de Hidden Markov (HMM), um dos métodos mais poderosos e acurados para
deteccdo e alinhamento de sequéncias remotamente relacionadas. O modelo
gerado € entdo examinado contra um banco de HMMs de proteinas com estrutura
conhecidas. Os alinhamentos com maior scoring desta pesquisa sao usados para
construir a cadeia principal bruta dos modelos. Indels (inser¢cdes ou delecdes) nestes
modelos sédo corrigidos por modelagem de algas. Os residuos de aminoacidos das
cadeias laterais sdo entdo adicionados para gerar o modelo final (KELLEY et al.,
2015).

1.7.3.4 Swiss Model

O Swiss Model é um dos web-servidores de modelagem de estruturas
mais amplamente utilizado, com mais de 900 mil requisicbes por modelos de
proteina anualmente, cerca de 1 modelo por minuto. A interface deste servidor
permite que o usuario inicie a busca por estruturas moldes a partir da sequéncia de
aminoacidos da proteina alvo ou cédigo de acesso do UniProt. Alternativamente, um
alinhamento das sequéncias alvo-molde pode ser especificado. No primeiro caso, as
ferramentas BLAST e HHblits sdo usadas na identificacdo de moldes. Estes sao
entdo armazenados no banco de dados do Swiss Model (SMTL), que é derivado do
PDB. Apds a selecdo de moldes para a construcdo do modelo, os alinhamentos
alvo-moldes sdo usados como entrada para a geracdo de um modelo para a
sequéncia alvo, usando o ProMod-Il. No caso da modelagem de alcas usando o
ProMod-Il ndo fornecer resultados satisfatorios, um modelo alternativo é construido
usando o Modeller. Por padrdo, os modelos sdo construidos usando as estruturas
oligoméricas dos moldes como anotado no SMTL. Apds a construcao dos modelos,
a qualidades destes € avaliada por uma funcédo de scoring chamada QMEAN, que
analisa varios padrbes estatisticos expressos como potenciais de forca média: as
caracteristicas geométricas do modelo (distancias entre pares atdémicos, angulos
torsionais, acessibilidade do solvente) sdo comparadas com distribuicoes
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estatisticas obtidas a partir de estruturas experimentais. A cada residuo é atribuido
uma pontuacao de fiabilidade entre 0 e 1, descrevendo a semelhanca esperada para
a estrutura nativa (BIASINI et al., 2014).

1.7.4 Validagdo de modelos

Erros na estrutura modelada sdo muito comuns, fazendo com que o
modelo necessite de refinamento e validacdo. Os erros sdo geralmente estimados
por uma superposicao do modelo e da estrutura molde, calculo do RMSD de atomos
de Ca, calculo de Z-score e anadlise de parametros estereoquimicos como: a
exatidao dos angulos entre as ligacdes, o comprimento das ligacdes, a quiralidade
dos aminoacidos, a planaridade das ligagdes peptidicas, os angulos torcionais da
cadeia principal, as conformagdes das cadeias laterais e o impedimento estérico
entre pares de atomos nao ligados (VYAS et al., 2012; RAMACHANDRAN et al.,
1963; COLOVOS; YEATES, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007; CHEN et al.,
2010). Uma variedade de servidores e programas gratuitos pode ser usada na
validacdo de modelos tridimensionais, dentre eles estdo: Molprobity, ERRAT2 e
ProSA.

O MolProbity é um web-servidor de validacdo de estruturas que fornece
um amplo espectro de avaliacdo baseado na qualidade do modelo, tanto a nivel
local e global para proteinas e &cidos nucléicos. Na interface da pagina principal, o
usuario pode inserir um cédigo do PDB ou NDB ou carregar um arquivo (formato
PDB e outros). O usuario entdo escolhe quais analises de validacao deseja realizar
e os resultados sédo apresentados na forma de resumos, tabelas, gréficos bi e
tridimensionais e arquivos para download. Dentre as analises de validagédo
fornecidas pelo Molprobity, estd o grafico de Ramachandran (CHEN et al., 2010).

O grafico de Ramachandran é um método simples de validacao que julga
a qualidade da estrutura da proteina, baseada na distribuicdo dos angulos diedros
da cadeia principal. Os trés angulos torsionais da cadeia principal: @ (phi), @ (psi) e
Q (dbmega) sao os principais determinantes do dobramento da proteina. (HOOFT;
SANDER; VRIEND, 1997). Entretanto, a extensdo permitida de angulos Q é bem
restrita e variacbes neste angulo de torcdo nao resultam em muita variedade
conformacional (Ramachandran; RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Desta
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forma, o Gréfico de Ramachandran define os valores permitidos dos angulos
torsionais @ e y em estruturas tridimensionais, indicando os residuos de
aminoacidos que se encontram nas regides energicamente mais favoraveis e
desfavoraveis, prevendo conflitos estéricos e orientando na avaliacao da qualidade
dos modelos tedricos ou experimentais de proteinas (KLEYWEGT; JONES, 1996).

O servidor ProSA calcula scores de qualidade local (para cada residuo de
aminoacido) e geral (da proteina inteira), os quais sao plotados em graficos: os
valores locais geram o grafico de padrdes de energia, enquanto o de valor geral é
exibido por meio da comparacao com outras estruturas depositadas no PDB (Z-
score). Um valor de Z-score negativo é esperado para um bom modelo, porém o
mais importante é que o ponto preto representado no grafico esteja dentro da regiao
azul. Os pontos azuis representam o0s scores de outras proteinas depositadas no
PDB que possuem o0 mesmo tamanho (aproximado) do modelo avaliado
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

O ERRAT2 é um programa usado para verificagdo de estruturas de
proteinas. O programa expressa a qualidade global das estruturas modeladas, a
qual representa a porcentagem da proteina para qual o valor de erro calculado é
menor do que o0s 95% de rejeicdo limite. O calculo do erro é baseado nas
estatisticas de interacdes entre atomos na estrutura analisada (comparada com uma
base de dados de estruturas de alta resolucao confiaveis) (COLOVOS; YEATES,
1993).

1.7.5 Aplicacbées da modelagem por homologia

A importancia da modelagem por homologia vem aumentando a medida
qgue cresce o numero de estruturas disponiveis. Existem varias aplicagées comuns
para a modelagem por homologia: estudo do efeito de mutantes, identificacdo de
sitios ativos e de ligacao (util para desenho de ligantes); modelamento da
especificidade do substrato, predicdo de epitopos antigénicos, simulacées de
docking proteina-proteina, refinamento de estruturas RMN, substituicdo molecular
em cristalografia de raios-X e planejamento de novos experimentos in silico com os
modelos obtidos (VYAS et al., 2012).
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2 HIPOTESE

Partindo-se da constatacdo, em um trabalho anterior, de uma potencial
osmotina presente no latex de Plumeria rubra e evidéncia de similaridade desta com
uma osmotina purificada do latex de Calotropis procera (CpOsm), a qual ja foi
expressa em sistemas heterdlogos, o presente trabalho foi desenvolvido com o
propésito de testar as seguintes hipoteses:

1- E possivel amplificar o fragmento do gene codificante da osmotina de
P. rubra por meio do uso de iniciadores degenerados desenhados
para a CpOsm;

2- Sendo a hipétese acima verdadeira, é possivel realizar a clonagem
desse fragmento amplificado e obter sua sequéncia.

3- De posse das sequéncias de cDNA codificantes da osmotina, €
possivel obter a sequéncia de aminoacidos da proteina e realizar sua
modelagem tridimensional.

4- Sendo a estrutura das osmotina de P. rubra similar a osmotina de
Nicotiana tabacum, & possivel que interaja com o0s receptores de

adiponectina humana, de forma similar a adiponectina.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Clonar um fragmento de cDNA codificando uma proteina do tipo osmotina
de Plumeria rubra, realizar caracterizacdo molecular, construir um modelo
tridimensional da proteina e predizer in silico sua capacidade de interagir com os
receptores de adiponectina.

3.2 Objetivos Especificos

» Confirmar a presenca de uma proteina do tipo osmotina na fragéo proteica do

latex de P. rubra por meio de imunoensaios;
« Amplificar a regido codificante da proteina PrOsm por meio de RT- PCR;
» Clonar e sequenciar um fragmento de cDNA codificando PrOsm;

» Realizar a caracterizacao molecular da proteina por meio de analises in silico.
» Realizar a modelagem tridimensional da proteina.
» Analisar in silico o potencial de ligacao entre as proteinas do tipo osmotina

caracterizadas neste trabalho e os receptores de adiponectina humana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Material vegetal

As amostras de latex e RNA utilizadas neste estudo foram coletadas de
um espécime de Plumeria rubra localizada dentro do campus do Pici, Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza - CE. O material vegetal foi identificado e catalogado
pelo taxonomista Edson Paula Nunes sob a exsicata de numero N.15018,
depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara.

4.1.2 Reagentes

Ditiotreitol (DTT), Dodecil  sulfato de  sédio (SDS) e
etilenodiaminotetraacetico (EDTA) foram obtidos da Amersham Bioscience (EUA).
Azul de bromofenol foi obtido da Acros Organics (EUA). Acrilamida, N,N“-metileno
bisacrilamida, persulfato de amoénio, N,N,N,N tetrametiletilenodiamino (TEMED),
dietilpirocarbonato (DEPC), brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), triptona,
carbenicilina, isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG), 5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-
D-tiogalactopiranosideo (X-Gal) e endonuclase DNase | foram obtidos da Sigma
Aldrich (EUA). Agar bacteriolégico foi obtido da HIMEDIA (IND). O kit para
isolamento de RNA, kit PCR Master MIX, oligo(dT)s, kit da transcriptase reversa
ImProm-Il e a enzima de restricdo EcoRI foram obtidos da Promega (EUA). O
marcador molecular DNA Ladder 1 kb, usado nas eletroforeses em gel de agarose,
foi obtido da Sinapse (BRA). O marcador de peso molecular Low Molecular Weight
Markers e o corante Coomassie Brilliant Blue R-350 usados nas eletroforeses em gel
de poliacrilamida foram obtidos da GE Healthcare Life Sciences (EUA).

Todos os demais reagentes usados neste trabalho foram de grau analitico

e com elevado grau de pureza.
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4.1.3 Células e vetor de clonagem

A estirpe de Escherichia coli DH5a, utilizada como célula hospedeira no
experimento de clonagem, foi adquirida da Invitrogen (EUA), enquanto o vetor de
clonagem pGEM-T Easy foi adquirido da Promega (EUA).

4.2 Meétodos

4.2.1 Coleta e fracionamento do latex

O latex de Plumeria rubra foi extraido por meio da quebra dos ramos
terminais da planta. O fluido exsudado foi coletado em tubos de plastico de 50 mL do
tipo “falcon” contendo agua destilada, na proporcéo de 1:2 (v/v), com o objetivo de
diminuir o processo natural de coagulagao do latex.

O latex coletado foi dialisado exaustivamente, em membranas com poros
de 8 KDa, contra agua destilada durante 72 horas a 4 °C, a fim de eliminar
compostos de baixo peso molecular, como sais e metabdlitos secundarios.
Decorrido este tempo, as fracbes retidas nas membranas de dialise foram
centrifugadas a 10.000 x g, 10 °C, por 10 min, a fim de precipitar compostos
insoluveis de alto peso molecular (principalmente borracha). O sobrenadante obtido
foi entao liofilizado para obtencao das proteinas totais do latex de P. rubra.

4.2.2 Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida (1D SDS - PAGE)

O perfil das proteinas totais do latex de P. rubra foi avaliado por
eletroforese unidimensional, metodologia baseada no trabalho de Laemmli (1970),
com algumas adaptacdées. As amostras foram dissolvidas em tampao Tris-HCI
0,0625 M, pH 6,8, contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS) 1%, glicerol 10% e
auséncia de B-mercaptoetanol.

O gel utilizado tinha as seguintes dimensdes: 8,0 x 7,5 x 0,1 cm. O gel de
empilhamento continha acrilamida 5% e o tampéo utilizado foi Tris-HCI 0,5 M, pH
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6,8. O gel de separacdo, contendo acrilamida 12,5% e SDS 1%, foi preparado em
Tris-HClI 3 M pH 8,8. A corrida eletroforética foi realizada a 25 °C, com os
parametros ajustados para 120 V e 15 mA por placa, por aproximadamente 2,5
horas. Apds o término da corrida, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-
350 0,1% em solucédo aquosa com acido acético e metanol (6:1:3 v/v/v). Em seguida,

o gel foi descorado com a mesma solu¢do, mas na auséncia do corante.

4.2.3 Western blot

Para o ensaio de western blot, as proteinas totais do latex de P. rubra
foram separadas por eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida e,
posteriormente, transferidas para uma membrana de nitrocelulose, de acordo com o
método originalmente descrito por Towbin e colaboradores (1979). Foram
realizadas duas eletroforeses, uma para visualizacdo apds coramento com
Coomassie Brilhante Blue R-350 e outra para a transferéncia. A membrana de
nitrocelulose foi incubada por 10 min em tampéao de corrida, contendo metanol 20%.
As proteinas foram transferidas com uma corrente constante de 100 mA, por 2 h a
25 °C usando um sistema de transferéncia semi-dry (GE Healthcare Life Sciences).
Apls esse periodo, a membranas foi incubada em tampao PBS (NaCl 0,13 M, KCI
2,6 mM, NaHPO4 5,3 mM, KH,PO4 1,7 mM, pH 7,4) contendo 5% de leite em pé
desnatado, sob agitacédo a 25 °C por 2 horas. A membrana foi entdo lavada trés
vezes consecutivas com tampao PBS (sem leite). Em seguida, o anticorpo primario
anti-CpOsm (anticorpos policlonais anti-osmotina de Calotropis procera) foi
adicionado na diluicdo de 1:5.000 (v/v) em tampao PBS contendo 5% de leite em p6
e a membrana foi incubada a temperatura ambiente, sob agitacdo por 2 horas. Apds
trés lavagens com tampao PBS, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario (anti-lgG de coelho desenvolvido em cabra, conjugado com fosfatase
alcalina), na diluigdo de 1:10.000 (v/v), por 2 h a 25 °C.

Finalmente, apds trés lavagens sucessivas idénticas as anteriores, a
reacao de revelacao foi desenvolvida utilizando o substrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil
fosfato/nitro blue tetrazélio (BCIP/NBT), que consistiu de uma solucao de Tris-HCI
0,2 M, pH 9,0, NaCl 0,1 M, MgCI 2,5 mM, NBT 10 mg/mL e BCIP 25 mg/mL. A

43



membrana foi deixada, sob agitacdo, com a solucdo do substrato, até o
aparecimento de bandas arroxeadas. A reacao foi interrompida por lavagem com

agua destilada.

4.2.4 Preparo de material livre de RNase

Para evitar a degradacao por RNases, todas as solucdes e reagentes
usados na extracdo de RNA, foram preparados com &gua destilada previamente
tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). DEPC foi acrescentado a agua destilada
para uma concentracdo final de 0,1% (v/v) e deixada sob agitacao por 12 horas,
seguida de autoclavagem (121 °C, 1 atm, 15 min). Com a mesma finalidade, todas
as ponteiras utilizadas foram incubadas por 12 horas em agua com DEPC 0,1%

(v/v), sob agitacao, e em seguida autoclavadas nas mesmas condicoes.

4.2.5 Extragdo de RNA Total

Folhas jovens de P. rubra foram coletadas, imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e maceradas com auxilio de gral e pistilo. Com o tecido
pulverizado obtido, seguiu-se a extragdo do RNA total utilizando dois métodos
distintos: o kit SV Total RNA Isolation System (Promega) € o método usando
CTAB/cloreto de litio, baseado no protocolo descrito por Chang e colaboradores
(1993), com algumas adaptacdes. O RNA total obtido foi imediatamente armazenado
em ultrafreezer a -80 °C. Cada amostra de RNA total foi quantificada em

espectrofotobmetro a 260 nm usando a seguinte férmula:

[RNA] (ng/pL) = ODggo X fator de diluicdo X 40

4.2.5.1 Extracdo de RNA total utilizando o método do CTAB/cloreto de litio

Em um tubo de 15 mL, foram adicionados 5 mL de tampé&o de extracao
CTAB [Tris-HCI 100 mM, pH 8.0; NaCl 2 M; EDTA 25 mM; CTAB 2% (m/v)]. Em

seguida adicionou-se, paulatinamente, 90 mg de tecido de folha pulverizada e
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misturou-se gentilmente por inversdo do tubo. Adicionou-se 100 pL de 2-
mercaptoetanol e o tubo foi entdo incubado a 65 °C, em banho-maria por 1 h, e
agitado levemente a cada 10 min. Apds esta etapa, adicionou-se 1 volume de
cloroférmio/IAA (24:1) e deixou-se incubando sob agitacdo a temperatura ambiente,
por 15 min. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 5.000 x g, por 10 min, a 25 °C. O
sobrenadante foi, entdo, transferido para um tubo de 15 mL novo e foi adicionado
1/3 volume de cloreto de litio 10 M. Deixou-se a amostra precipitando overnight a 4
°C. Apos este periodo, centrifugou-se o tubo a 8.000 x g, por 45 min, a 4 °C. Retirou-
se o sobrenadante, com cuidado, por inversdo do tubo e fez-se duas lavagens com
etanol 70 % (preparado com agua tratada com DEPC). A cada lavagem a amostra
foi centrifugada a 8.000 x g, por 10 min, a 4 °C. Deixou-se o tubo inclinado sobre um
papel durante aproximadamente 1 h. O precipitado foi ressuspendido em 50 uL de
tampao TE (Tris-HCI 10 mM; pH 8,0; EDTA 1 mM).

4252 Extracdo de RNA total utilizando o kit SV Total RNA Isolation System

(Promega)

Para 90 mg de tecido de folha pulverizada, foram adicionados 350 pL de
tampao de lise e 500 pL de tampao de diluigdo, ambos obtidos pelo kit. A amostra foi
homogeneizada por inversdo e centrifugada a 14.000 x g, por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1,5 mL estéril e foi adicionado
600 pL de etanol 95%. A solucéo foi misturada por meio de pipetagem (4 vezes) e
transferida para uma coluna e centrifugada a 14.000 x g por 1 min. O eluido foi
descartado e a coluna foi colocada em um novo microtubo estéril. Em seguida,
foram preparados 50 uL de um mix de incubacado de DNase (40 pL de Yellow Core
Buffer, 5 yL de MnCl, 0,09 M e 5 puL de DNase I). Este mix foi misturado
gentilmente, por pipetagem, e aplicado diretamente na membrana da coluna. Esta foi
incubada a 25 °C por 15 min. Entdo, foram adicionados 250 uL de DNase Stop
Solution e o tubo foi centrifugado a 14.000 x g por 1 min. Em seguida, foram
adicionados 600 pL de RNA Wash Solution e centrifugou-se a 14.000 x g por 1 min.
O eluido foi descartado e fez-se outra lavagem, adicionando 250 uL de RNA Wash
Solution e centrifugando a 14.000 g por 2 min. Os tubos de coleta foram descartados

e as colunas foram transferidas para tubos de 1,5 mL estéreis e livres de RNase.
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Foram adicionados a cada coluna, 100 uL de agua livre de nuclease e em seguida
foram centrifugados a 14.000 x g por 1 min. As colunas foram descartadas e o0s
tubos contendo o RNA total purificado foram devidamente identificados e

armazenados em ultrafreezer a -80 °C.

4.2.6 Eletroforese em Gel de Agarose

Eletroforese em gel de agarose foi uma técnica utilizada para avaliar
diversos experimentos deste trabalho, dentre eles: integridade do RNA total extraido,
amplificagéo dos produtos de PCR, ligacao do inserto no vetor de clonagem, selecao
de colbnias transformadas e extracao de DNA plasmidial.

O gel foi preparado com agarose na concentracao de 1% (m/v) em 70 mL
de tampé&o TBE (Tris-Borato 45 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). A solucdo foi aquecida
até a total solubilizacdo da agarose. Apds atingir a temperatura ambiente, brometo
de etidio (0,5 pg/mL) foi adicionado a agarose para confeccao do gel. As amostras
foram preparadas com o tampao 5X Green GoTaq Reaction Buffer (Promega). A
corrida eletroforética ocorreu com parametros ajustados para uma tensao constante
de 100 V, por cerca de 1h 30 min. As bandas de DNA ou RNA foram visualizadas
por exposicao do gel a luz ultravioleta (A = 302 nm) em fotodocumentador MiniBis
Pro (DNR).

4.2.7 Andlise da integridade do RNA total

A integridade das amostras de RNA total foi analisada através de
eletroforese em gel de agarose 1% como descrito anteriormente. Foi aplicado 1 ug
de cada amostra de RNA total e 500 ng do marcador molecular DNA Ladder 1Kb
(Sinapse).
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4.2.8 Tratamento do RNA total com DNase

Para eliminar a contaminagdo com DNA gen6mico, o RNA total extraido
através do método do cloreto de litio foi tratado com DNase | (AMPD1 DNAse |,
Sigma-Aldrich). Para tal, 8 uL (1 ug) de RNA total foi incubado com 1 uL da enzima
DNase | e 1 yL de tampéo de reacao 10x, a temperatura ambiente por 15 min. Cada
aliquota foi tratada com 1 U da enzima DNase I. A reagéo foi interrompida com a
adicdo de 1 yL da solucéo de parada (EDTA 50 mM) e incubada a 70 °C por 10 min.

Em seguida, o RNA total tratado foi armazenado a — 80 °C.

4.2.9 Obtencéo da primeira fita de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada pela enzima transcriptase reversa,
em microtubos de 200 puL livres de RNase, e consistiu na adicdo de 1 uL de
oligo(dT)+s (Promega) em 2 uL de RNA purificado (1500 ng) e 8,6 uL de agua tratada
com DEPC. A mistura foi incubada em termociclador, a 70 °C, por 5 min, seguido a 4
°C por 5 min. Ao fim dessa etapa, o programa do termociclador foi pausado e aos
tubos de reacéo foi adicionada uma solucao que consistia de 4,0 uL do tampéao da
enzima Improm Il, 2,4 yL de MgCl, 25 mM, 1,0 yL de dNTP 1,0 mM e 1,0 pyL da
enzima Improm |l (transcriptase reversa; 1 U/pL), totalizando 20 pL de volume
reacional. A programacgao no termociclador foi, entdo, retomada, sendo a reagao
conduzida de acordo com os parametros que se seguem: 25 °C por 5 min, 42 °C por
1 h, 70 °C por 15 min, 4 °C. O produto da RT foi quantificado em espectrofotdmetro

Genequant (Pharmacia) a 260 nm e utilizado nas reacdes de PCR subsequentes.

4.2.10 Amplificagdo da regiao codificante da PrOsm

A amplificagdo da regidao codificante da osmotina de P. rubra (PrOsm) foi
realizada utilizando PCR convencional e os iniciadores degenerados: 5
CCGGCCACNTTYACNATHCGNAACAAYTGYCC 3 (senso) e 5
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CCGGGRCARAANAYAACYCTRTARTTDGT 3’ (antisenso), desenhados com base
na sequéncia NH-terminal da osmotina de Calotropis procera (CpOsm) (OLIVEIRA,
2014). As reacdes de PCR foram realizadas em microtubo estéril de 200 uL,
utilizando o kit PCR Master MIX. Para cada reacao, foram adicionados 7,5 uL de
PCR Master MIX, 1,5 uL de cada iniciador (1 pM): CpOsmF (senso) e CpOsmR
(antisenso), 1,8 yL de cDNA e 2,7 uL de agua livre de RNase para um volume final
de 15 pL. O processo de amplificacao foi realizado em termociclador TX-96 Plus
(Amplitherm), programado para um passo inicial de desnaturagdo (2 min a 95 °C),
seguido por 30 ciclos de 45 s a 95 °C (desnaturacdo), 45 s a um gradiente de
temperatura de 45 °C a 63 °C (anelamento) e 1 min a 72 °C (extensao). No ultimo
ciclo, realizou-se uma ultima fase de extensao final a 72 °C por 5 min. As amostras
permaneceram a 4 °C no termociclador até a coleta dos produtos de reacédo. A
confirmacdo da amplificacdo da sequéncia codificante da osmotina foi realizada
através de eletroforese em gel de agarose 1% como descrito anteriormente. Foram
aplicados 8 pL dos produtos de PCR e 500 ng do marcador molecular DNA Ladder
1Kb (Sinapse).

4.2.11 Ligacao do produto amplificado por PCR ao vetor de clonagem pGEM-T Easy

O produto amplificado por PCR foi ligado ao plasmideo pGEM-T Easy
(Promega) de acordo com as especificagdes do fabricante. Para tanto, 3 uL (~30 ng)
do produto de PCR foram misturados a 1 pL (50 ng) do plasmideo pGEM-T Easy, 5
UL de tampao de ligacdo 2x (Tris-HCI 60 Mm pH 7,8, MgCl, 20 mM, DTT 20 mM,
ATP 2 mM, polietilenoglicol 10%), 1 pL da enzima T4 DNA ligase e 4gua deionizada
estéril para um volume final de 10 pL. A ligagdo procedeu a 4 °C por 16 horas em
termociclador TX96 Plus (Amplitherm). O inserto ligado ao plasmideo, chamado de
PpGEM-T Easy::PrOsm, foi utilizado para transformacao de Escherichia coli DH5a.
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4.2.12 Produgéao de células de Escherichia coli DH5a eletrocompetentes

Uma cultura de células de E. coli DH5q, retirada de um estoque em
glicerol 15% armazenadas em ultra freezer a — 80 ° C, foi plaqueada, por meio de
estrias, em placas de petri contendo meio LB agar e incubadas a 37 °C, por 16
horas. Fez-se entdo um pré-inéculo pincando uma Unica coldnia isolada da placa
incubada e aplicando essa colénia em 5 mL de meio LB. O meio foi entdo incubado
a 37 °C, por 16 horas a 200 rpm. Seguiu-se entdo a realizagdo do inéculo,
consistindo na aplicacdo de uma aliquota de pré-inéculo em meio LB fresco, na
razao de 1:100 (v/v). O in6culo foi incubado a 37 °C e 200 rpm até o crescimento
celular resultar em uma O.D.gp de 0,4 — 0,6 . A cultura de células foi imediatamente
colocada em gelo por 30 min. Em seguida, a cultura de células foi transferida para
tubos de 50 mL previamente resfriados e centrifugada a 6.000 x g, por 10 min, a 4
°C. O sobrenadante foi entdo descartado e o pellet foi lavado duas vezes com 20 mL
de glicerol 10% gelado. Entre cada lavagem, o pellet foi totalmente ressuspendido e
centrifugado novamente a 6.000 x g, por 10 min, a 4 °C. O precipitado resultante foi
entao ressuspendido gentilmente em meio GYT gelado e aliquotas de 40 pL foram
transferidas para tubos de 1,5 mL estéreis. Estes foram devidamente identificados e

armazenados em ultrafreezer a - 80 °C.

4.2.13 Transformagéo de Escherichia coli DH5a

O produto da reacao de ligacdao, pGEM-T Easy::PrOsm, foi introduzido em
células de E. coli DH5a competentes, por meio de eletroporagcédo. Para tanto, 10 uL
do produto de ligacao foi adicionado a 40 pyL de células e a mistura foi entédo
transferida para uma cubeta de eletroporacdo com ranhura de 2 mm, aplicando-se a
suspensao de células um pulso elétrico de 2,5 kV em eletroporador 2510
(Eppendorf). Imediatamente apds a aplicagdo do pulso elétrico, foi adicionado, ao
eletroporado, 1 mL de meio SOC pré-aquecido a 37 °C. As células foram incubadas
a 37 °C por 90 min a 200 rpm.
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4.2.14 Selecao de clones por blue/white screening

Para a selecdo de clones positivamente transformados, 100 yL da cultura
de células eletroporadas foram plagueados, com o auxilio de uma alga de Drigalsky,
em placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com carbenicilina 100
pg/mL, IPTG 0,5 mM e X-Gal 80 pg/mL. As placas foram incubadas em estufa de
crescimento a 37 °C, por 16 h, até a visualizacao de colénias. Colbnias brancas

isoladas foram entéo selecionadas para purificagdo do DNA plasmidial.

4.2.15 Purificagdo de DNA plasmidial

A purificacdo do DNA plasmidial dos clones obtidos foi realizada por meio
do kit NucleoSpin Plasmid (MACHEREY-NAGEL), seguindo 0s passos
recomendados pelo fabricante, contidos no protocolo "NucleoSpin Plasmid
QuickPure protocol — isolation of high-copy plasmid DNA from E. coll". Inicialmente,
cada colbnia anteriormente selecionada foi inoculada em 10 mL de meio LB
suplementado com carbenicilina 50 pg/mL e incubadas a 37 °C por 16 horas a 225
rpm. ApoOs o crescimento, 9 mL da cultura de E. coli foram centrifugados por 30 s a
11.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o pellet obtido foi ressuspendido em
250 uL de tampao A1 (contendo RNase) e agitado em voértex. Entdo, foram
adicionados 250 pL de tampéao de lise A2 (contendo SDS e NaOH) e misturado
gentilmente (8 vezes) por inversdo. Em seguida, foram adicionados 300 uL de
tampdo de neutralizacdo A3 (contendo hidrocloreto de guanidina) e novamente
misturados gentilmente (8 vezes) por inversdo do microtubo. As amostras foram
centrifugadas a 11.000 x g, durante 5 min, a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes obtidos (maximo de 750 pL) foram transferidos para colunas
(NucleoSpin Plasmid QuickPure Column), previamente acopladas a microtubos de
coleta de 2 mL, e centrifugados a 11.000 x g, durante 1 min, a temperatura
ambiente. O material eluido foi descartado e as colunas foram recolocadas em seus
devidos microtubos. Apds essa etapa, 450 puL de tampéao de lavagem AQ (contendo
etanol, isopropanol e hidrocloreto de guanidina) foram adicionados as colunas e
centrifugados por 3 min a 11.000 x g. Novamente o material eluido foi descartado e
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as colunas foram colocadas em novos microtubos de 1,5 mL estéreis. O DNA
plasmidial foi entdo eluido em 50 pL de agua deionizada por centrifugacédo a 11.000
X g, por 1 min, & temperatura ambiente e armazenado a -20 °C para uso posterior. O
DNA plasmidial de cada clone foi quantificado em espectrofotdbmetro Pico200
(Picodrop) a 260 nm.

4.2.16 Digestdo com a enzima de restricao EcoRI

A digestdao dos plasmideos purificados a partir dos clones obtidos foi
realizada com a enzima de restricdo EcoRI (Promega) a fim de confirmar a presenca
do inserto (PrOsm). Para tanto, 1 ug do DNA plasmidial de cada clone foi
adicionado a 10 U de EcoRlI, tampéao e agua deionizada estéril para um volume final
de 20 pL e incubado a 37 °C por 4 h. A reagado de digestao foi interrompida por
incubacgao a 65 °C, por 20 min. Os produtos da digestao foram analisados em gel de
agarose 1% (m/v). Os clones positivamente transformados foram selecionados e

submetidos ao sequenciamento.

4.2.17 Sequenciamento de DNA plasmidial

O DNA plasmidial dos clones que tiveram sua transformacéo confirmada
foi devidamente aliquotado (100 nm/uL; 30 uL) e enviado para ser sequenciado na
empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/). Os insertos clonados em
pGEM-T Easy foram sequenciados em ambas as dire¢des, utilizando os iniciadores
universais M13F-pUC (5' GTTTTCCCAGTCACGAC 3) e M13R (5
GCGGATAACAATTTCACACAGG 3'). A Macrogen é uma empresa sul-coreana que
oferece servicos de sequenciamento automatizado de DNA com alta acuracia e
rapidez.
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4.2.18 Analises das sequéncias

Sequéncias consenso (contigs) foram montadas para cada cDNA
sequénciado, usando os programas phred/phrap/consed (EWING et al., 1998;
EWING; GREEN, 1998; GORDON; ABAJIAN; GREEN, 1998). Para obtengao da
sequéncia de aminoacidos deduzida, foi utilizada a ferramenta de traducdo
TRANSLATE tool ExPASy (http:/web.expasy.org/translate/). Em seguida, foi
realizado um alinhamento local das sequéncias deduzidas, no formato FASTA, por
meio da ferramenta BLASTp que compara sequéncias de aminoacidos com
proteinas presentes em diferentes bancos de dados locais. A massa molecular e
ponto isoelétrico tedricos de cada proteina deduzida foram calculados por meio da
ferramenta Compute pl/MW (http://web.expasy.org/compute_pi/). Os alinhamentos
multiplos das sequéncias de aminoacidos deduzidas foram realizados com o
programa Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/Clustalo/) e
posteriormente corrigidos manualmente no com o uso do programa BioEdit 7.2.5
(SIEVERS et al., 2011). A predi¢édo dos sitios de glicosilagéo foi realizada utilizando
o servidor YinOYang 1.2.

4.2.19 Analises filogenéticas

Analises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa Mega 6.1 a
fim de verificar a homologia entre as sequéncias das osmotinas de P. rubra e outras
proteinas do tipo osmotina. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das
proteinas foi realizado usando o programa ClustalW. A matriz usada foi BLOSUM
com penalidades de gap padrao para alinhamento de pares de base (gap open: 10;
gap extension: 0.1) e multiplo (gap open: 10; gap extension: 0.2) e 30% de atraso de
cortes divergentes. O alinhamento gerado foi manualmente ajustado de acordo com
as assinaturas e posicoes de residuos de cisteinas conservadas descritas na familia
PR-5. Uma arvore filogenética sem raiz foi construida usando o meétodo de
Neighbor-Joining com distancia-p para substituicbes de aminoacidos e opcao de
delecdo completa para tratamento de gaps. A estabilidade dos clados foi avaliada

usando o método bootstrap com 1000 repetigoes.
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4.2.20 Modelagem computacional

Modelos tridimensionais das osmotinas de P. rubra foram construidos a
partir de quatro plataformas diferentes: CPHmodels 3.2 (NIELSEN et al., 2010),
Modeller (KUMAR; VENKATESH, 2014), Phyre2 (KELLEY et al., 2015) e Swiss
Model (ARNOLD et al., 2006; BIASINI et al., 2014). A estrutura tridimensional da
CpOsm (PDB: 4L2J, cadeia A) resolvida por cristalografia e difracao de raios-X foi
usada como molde na modelagem tridimensional das osmotinas. Os modelos
tridimensionais foram visualizados com auxilio do programa PyMol 1.7. O perfil de
hidrofobicidade foi gerado usando o script color_h.py, de acordo com a escala
definida por Eisenberg e colaboradores, 1984. A estrutura secundaria das osmotinas
foi predita por meio do servidor PDBsum, https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/Generate.html (DE BEER et al., 2014).

4.2.21 Validagdo dos modelos

Os servidores/programas utilizados na avaliagdo dos parametros
estereoquimicos foram o MolProbity, ProSA e ERRAT2 (RAMACHANDRAN et al.,
1963; COLOVOS; YEATES, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007; CHEN et al.,
2010). O programa PyMoL 1.7 foi usado para a sobreposicdo estrutural entre o
modelo obtido por modelagem comparativa e a estrutura resolvida por difracdo de
raio-X utilizada como molde e o programa 3DSS (SUMATHI et al., 2006) foi usado
para o célculo do RMSD.

4.2.22 Docking molecular

Docking molecular entre as osmotinas de P. rubra e os receptores de
adiponectina foram realizados com o auxilio do servidor PatchDock (DUHOVNY et
al.,, 2002; SCHNEIDMAN-DUHOVNY et al., 2005). Para tal, foram utilizadas as
estruturas cristalograficas dos receptores de adiponectina (PDB: 3WXV e 3WXW) e

os modelos 3D das PrOsms obtidos no presente trabalho. A regido de interagdo dos
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receptores de adiponectina e das PrOsms foram definidas de acordo com o descrito
por Miele e colaboradores (2012). Refinamentos das solu¢des obtidas por docking
de corpo rigido foram realizados utilizando o servidor FireDock (ANDRUSIER et al.,
2007; MASHIACH et al., 2008).
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5 RESULTADOS

1.1 Deteccao de proteinas do tipo osmotina no latex de P. rubra

A fim de confirmar a presenca de proteinas do tipo osmotina no latex de
P. rubra, foi realizado um ensaio de western blot usando anticorpos policlonais anti-
osmotina purificada do latex de Calotropis procera (CpOsm) (Figura 6A). Anticorpos
policlonais anti-CpOsm reconheceram uma banda proteica no latex de P. rubra,
correspondendo a um peso molecular em torno de 21 kDa, visualizada por
eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida corado com Coomassie Brilliant
Blue (Figura 6B).

Figura 6 - Deteccao de proteinas do tipo osmotina no latex de Plumeria rubra por
western blot.
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Western blot para deteccdo de osmotina no latex de P. rubra usando anticorpos policlonais anti-
CpOsm (A). Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) das proteinas totais do latex de P. rubra
(B). Linha M: Marcador de massa molecular. Linha 1: Proteinas totais do latex de P. rubra (30 pg).
Linha 2: CpOsm purificada (10 ug).

55



1.2 Isolamento e caracterizacao das sequéncias codificantes das PrOsms

Apés confirmar a presenca de pelo menos uma proteina do tipo osmotina
no latex de P. rubra, o préximo passo foi isolar e caracterizar a sequéncia do(s)
fragmento(s) de cDNA que a(s) codifica(m). Para tanto, inicialmente foram realizadas
extracoes de RNA total de folhas de P. rubra, por que esses tecidos sdo ricos em
latex e sdo mais faceis de trabalhar que o latex puro. A partir de 100 mg de tecido
vegetal foram obtidos 1,5 pg/uL de RNA total usando o kit SV Total RNA Isolation
System (Promega) e 6 ug/uL de RNA total a partir do método usando CTAB/cloreto
de litio. O perfil observado por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) do RNA total
mostrou a integridade da amostra extraida por ambos os métodos utilizados (Figura
7).

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose 1,0 % (m/v) do RNA total extraido de

folhas de P, rubra.

A RNA total B RNA total
M 1 2 3
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p 1500 pb
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750 pb 750 pb
500 pb 500 pb
250 pb
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RNA total extraido de folhas de P. rubra usando CTAB/cloreto de litio (A) e kit SV Total RNA Isolation
System (Promega) (B). Foram aplicados 1 ug (coluna 1), 2 yg (coluna 2) e 3 ug (coluna 3) de RNA
total. Coluna M: Marcador Molecular DNA Ladder 1kb (Sinapse). Os géis foram corados com brometo

de etidio.
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Para eliminar possiveis contaminagdes com DNA, a amostra de RNA
extraida pelo método CTAB/cloreto de litio foi tratada com DNAase | (Sigma-Aldrich).
Apoés a digestao com DNase I, o RNA total obtido pelo método do CTAB/cloreto de
litio ainda apresentava um rendimento maior (4 pg/uL) em relagéo ao kit SV Total
RNA Isolation System (Promega) e por isso foi utilizado em todos os posteriores
ensaios. O kit da promega ja possui DNAase, por esse motivo o RNA total isolado
por este método nao foi tratado com DNAase.

Em seguida, o amostra de RNA total foi utilizada para a sintese da
primeira fita de cDNA por meio de transcricao reversa, usando como iniciador oligo
dT(s). A amplificagédo da sequéncia codificante da PrOsm foi realizada por PCR
usando a primeira fita de cDNA como molde e os iniciadores degenerados CpOsmF
(senso) e CpOsmR (anti-senso), desenhados para a osmotina purificada do latex da
planta Calotropis procera (CpOsm).

Reacdes de PCR foram realizadas fazendo-se gradiente de temperatura
de anelamento (45°C; 45,5°C; 47°C; 49,0°C; 51,4°C; 53,8°C; 56,2°C; 58,6°C; 61°C;
63°C), objetivando detectar a melhor temperatura de hibridizacao dos iniciadores
com a fita molde de cDNA. As reacbes de PCR, realizadas em todas as
temperaturas de anelamento testadas, resultaram em um produto amplificado de
aproximadamente 600 pb, com excecao das temperaturas de 61 °C e 63 °C, onde
nao houve amplificagdo. A temperatura de 53,8 °C (Figura 8) foi a melhor dentre as
testadas, pois apresentou uma banda com maior intensidade no gel de agarose 1%
(m/v) e desta forma foi a temperatura utilizada nas demais amplificagcdes usando os
iniciadores degenerados CpOsmF e CpOsmR.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) do produto de PCR amplificado
a partir de cDNA de P. rubra.
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Amplificacéo realizada usando os iniciadores CpOsmF e CpOsmR. Temperatura de anelamento de
53,8°C. Foram aplicados 8 pL do produto amplificado. Coluna M: Marcador Molecular DNA Ladder
1kb (Sinapse). O gel foi corado com brometo de etidio.

O produto amplificado por PCR foi ligado ao vetor plasmidial pGEM-T
Easy e o vetor recombinante (pGEM-T Easy::PrOsm) foi utilizado para a
transformacao de células de E. coli DH5a eletrocompetentes.

A selecao das col6nias transformadas foi realizada por meio de blue/white
screening. Colbnias azuis e brancas obtidas apds transformacao de células de E.

coli DH5a com pGEM — T Easy::PrOsm sao mostradas a seguir (Figura 8).
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Figura 9 - Colbnias azuis e brancas de células de E. coli DH5a transformadas com
pGEM — T Easy::PrOsm.

Uma cultura de células de E. coli DH5a eletroporadas com o vetor pGEM-T Easy::PrOsm foi
plagueada em meio LB &gar (suplementado com carbenicilina 100 pg/mL, X-Gal 80 pg/mL e IPTG 0,5
M) e incubada a 37 °C por 16h.

A eletroforese dos produtos da digestdo com EcoRI (Figura 10), dos
plasmideos purificados dos clones transformados com o fragmento de cDNA
codificante da osmotina de P. rubra (PrOsm), revelou um fragmento gerado de
aproximadamente 700 pb para os clones 1 e 2, 300 pb para os clones 3 e 5 e 750 pb
para o clone 4. Isso confirma a presencga do inserto nos cinco clones, apesar dos
fragmentos gerados a partir dos clones 3 e 5 serem menor que o esperado para a
ORF de PrOsm prevista por PCR (~ 600 pb). A digestdo sugere ainda a existéncia
de pelo menos 3 proteinas com sequéncia distintas.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) dos plasmideos pGEM — T

Easy::PrOsm extraidos de células de E. coli DH5a apos digestdo com EcoRI.
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Coluna M: Marcador molecular DNA Ladder 1 Kb (Sinapse); Coluna IN: plasmideo pGEM — T Easy
integro; Colunas 1 a 5: plasmideo pGEM-T Easy::PrOsm extraidos dos clones 1 a 5,

respectivamente. O gel foi corado com brometo de etidio.

O DNA plasmidial dos clones que tiveram sua transformacgédo confirmada
foram sequenciados na empresa Macrogen (http://dna.macrogen.com/eng/)
utilizando os iniciadores universais M13F-pUC (5° GTTTTCCCAGTCACGAC 3’) e
M13R (5° GCGGATAACAATTTCACACAGG 3’). Os eletroferogramas resultantes do
sequenciamento dos cinco insertos, realizado pela empresa Macrogen, exibiram

6tima qualidade, apresentando picos bem resolvidos e sem sobreposicoes.
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1.3 Caracterizacao in silico das PrOsms

As sequéncias consenso (contigs) de cDNA obtidas das PrOsm1 e
PrOsm2, usando os programas phred/phrap/consed, apresentaram 100% de
identidade, assim como os contigs obtidos a partir da PrOsm3 e PrOsm5. Dessa
forma, as anadlises posteriores foram realizadas apenas com as sequéncias
nucleotidicas das PrOsmi, PrOsm 3 e PrOsm4. A Prosm1 apresentou uma
sequéncia de 609 pb (Figura 11), enquanto a PrOsm4 apresentou uma sequéncia de
699 pb (Figura 13) corroborando a estimativa observada na eletroforese da digestao
dos respectivos plasmideos com a enzima EcoRI.

Entretanto, a PrOsm3 apresentou uma sequéncia de 576 pb (Figura 12)
que, apesar de ser menor do que as sequéncias obtidas para os outras duas
osmotinas, nao & condizente com o do tamanho do fragmento obtido da digestao.
Ap6s uma analise da sequéncia de nucleotideos da PrOsm3, foi observada a
existéncia da sequéncia palindrémica GAATTC (6pb) que corresponde ao sitio de
clivagem da enzima EcoRIl. Este sitio de clivagem interrompeu a sequéncia
codificante da PrOsm3, o que explica o fragmento menor que o esperado gerado
durante a digestdo. A Figura 14 mostra o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos das osmotinas de P. rubra.

As sequéncias de nucleotideos das osmotinas de P. rubra foram
traduzidas com o auxilio da ferramenta TRANSLATE tool do ExPASy
(http://web.expasy.org/translate/) e alinhadas utilizando o software Clustral Omega
(Figura 14). As proteinas deduzidas se mostraram Unicas, apresentando

modificacoes em varias posi¢cdes da sequéncia.
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Figura 11 - Sequéncia consenso de nucleotideos e aminodcidos predita para a

PrOsm1.

gccacttttactattcgaaacaattgtccctacacaatttgggcagcagcagtgccaggce
A T ¥ T I R N N C P Y T I W A A A V P G
ggcggaagacgcctaaattccggacaaacatggaccatcaacgtggcacccggtaccgcet
G G R R L NS G o T w T I N V A P G T A
ggagcacgtatttggcccagaactaactgcaacttcgacggcgccggacgtggcagatge
G A R I W P R T N C N F D G A G R G R C
caaaccggcgactgcaacggagttctcgaatgcaaaggttacggtcagccgccgaacacce
T 66 b ¢ N G V L E C K G Y G © P P N T
ttggccgaatacgcattaaatcagttccaaaatttggactttttcgacatatccttagtt
L A E Y A L N QO F 0O N L D F F D I S L V
gacgggttcaacgtgcctatggaatttagtccagtttctggttccggtgacaaatgececgt
b 6 ¥F NV P M EF S P V S G S G D K C R
gctatacgttgtacggcagatataaacggacagtgtccgaatgaacttagagctcceccggt
A I R C T A D I N G @ C P N E L R A P G
ggatgtaataatccgtgcacggtgtttaagaccgataagtattgctgtaattccggtagt
G ¢ N N P C T V F K T D K Y C C N S G S
tgtggacccactacttattcgaggttttttaaggagaggtgttgggatgcttatagttat
c G p T T Y S R F F K E R C W D A Y S Y
ccgaaagatgatccgaccagtacgtttacttgtcccggtgggactaattacagagttata

P XK b D P T s T F T C P G G T N Y R V I
ttctgccce 609 pb
F C P 203 aa

A sequéncia de aminoé&cidos foi deduzida usando

a ferramenta

TRANSLATE tool do ExPASy (http:/expasy.org/tools/). As regides sublinhadas indicam as

sequéncias dos iniciadores senso e anti-senso.

Figura 12 - Sequéncia consenso de nucleotideos e aminodcidos predita para a

PrOsm3.

gccacttttactattcgaaacaattgtccctacacagtctgggcagcageccgtgeccaggt
A T ¥ T I R N N C P Y T V W A A A V P G
ggcggaagacgccttgaccgcggccaaacctggactatcaacgtggcacccggtacaget
G G R R L. D RGO T W T I N V A P G T A
ggagcacgtatctgggccagaaccaattgcaacttcgacggcgccggacgtggcagatgce
G A R I W A R T N C N F D G A G R G R C
caaaccggcgactgtaacggagttctagaatgcagaggtttcggtcagccgccgaacacce
¢ T 66 b ¢ N G V L EC R G F G O P P N T
ttagctgaatacgcattaaatcagttccaaaatttggactttttcgatatatccttagtt
L A E Y A L N QO F 0O N L D F F D I S L V
gacggatt caacgtgcctatg-agt cctacttccggttcttgccggggaatacgt
b 6 ¥F N VP M EF s P T S G S C R G I R
tgtacggcggatataaacgggcagtgtcctaatcaactcagggctcccggaggatgtaac
c T A D I N G @ ¢C P N O L R A P G G C N
aatccttgtaccgtttttaaaaccgatcagtattgttgtaattctggaagctgttcgect
N P C T VF K T D O Y C C N S G S C S P
acggatttttcgagattttttaagcaaaggtgtcctgatgcttatagttaccccaaggat
T b F S R F F K O R C P D A Y S Y P K D
Gatccaactagtacgtttacctgccctggecggtaccaattacagagttgtgttttgeccce

p p T Ss T F T C P G G T N Y R V V F C P

A sequéncia de amino&cidos foi deduzida usando

600 pb
200 aa

a ferramenta

TRANSLATE tool do EXPASi (http://expasy.org/tools/). Destaque para o sitio de clivagem da enzima

de restricdo EcoRI (
sublinhadas indicam as sequéncias dos iniciadores senso e anti-senso.

) interrompendo a sequéncia codificante da PrOsm3. As regides
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Figura 13 - Sequéncia consenso de nucleotideos e aminoacidos predita para a

PrOsma4.

gccacgtttaccatacgaaacaattgtccctttaccgtctgggectgcatcggtgectgta
A T ¥ T I R N N C P F T V W A A S V P V
ggtggtggtcgccgcecctagacagtggccaaacatggaccattaacgtgecctgceccggaaca
G G G R R L D S G o T w T I N V P A G T
gcacaagctcgaatctgggctagaaccaattgtaacttcgacggtgcaggccgcggeccga
A Q A R I W A R T N C N F D G A G R G R
tgcgaaaccggcgattgcaatggacttcttcaatgccaagcatttggtcaaccaccaaac
c ¢ T G b C N G L L O C QO A F G Q P P N
accctagcagaatatgcattaaaccaatacagtaacttagacttttttgacatttccectt
T L. A E Y A L N Q9 Y S N L D F F D I S L
gttgatggtttcaacgtacctatggacttcagccctacgtccggtgaatatgcatcaaac
v b G ¥F NV P M D F s P T S G E Y A S N
caattcaataacttagactttttcgacataacccttgttgatggcctcaaaatacctatg
 F N N L D F *F D I T L V D G L K I P M
gacttcagccgtctgtctggtggttgeccgecggtatccaatgcaccgcagacattaacgga
b ¥ S R L s G G ¢C R G I © c¢c T A D I N G
cagtgtccagctgtgcttagggctcctggaggatgcaataatccttgcactgtgtttcag
c ¢ p AV L R AP G G C N N P C T V F O
actgatcagtattgctgcaactccggtagctgtcaaccgacggattattcgaagtttttt
T b o ¥y ¢ ¢ N S G S C Q p T D Y S K F F
aaggataggtgccctgatgcttatagttatcctaaagatgatccgacaagcacattcact

K D

R ¢ p DAY S Y P K D D P T S T F T

tgtcctggaggtactaattatagggttatattctgccce 699 pb

c P

G G T N Y R V I F C P 233 aa

A sequéncia de amino&cidos foi deduzida usando a

TRANSLATE tool do ExPASy (http:/expasy.org/tools/). As regides sublinhadas

sequéncias dos iniciadores senso e anti-senso.

ferramenta
indicam as

Figura 14 - Alinhamento multiplo das sequéncias de cDNA das osmotinas de P.

rubra.
PrOsml GCCACTTTTACTATTCGAAACAATTGTCCCTACACAATTTGGGCAGCAGCAGTGCCAGG—
PrOsm3 GCCACTTTTACTATTCGAAACAATTGTCCCTACACAGTCTGGGCAGCAGCCGTGCCAGG—
PrOsm4 GCCACGTTTACCATACGAAACAATTGTCCCTTTACCGTCTGGGCTGCATCGGTGCCTGTA
kA Khhk hhkkhkk Kk Kk KAhkkhkhkrkkhkkhkhkrkkhkkhkhkxkkk * * K, KAk kK KhkhkKk Kk KAkkkkx K
PrOsml ——CGGCGGAAGACGCCTAAATTCCGGACAAACATGGACCATCAACGTGGCACCCGGTACC
PrOsm3 ——TGGCGGAAGACGCCTTGACCGCGGCCAAACCTGGACTATCAACGTGGCACCCGGTACA
PrOsm4 GGTGGTGGTCGCCGCCTAGACAGTGGCCAAACATGGACCATTAACGTGCCTGCCGGAACA
* % * * * * Kk ok Kk Kk * * * * ok Kk kK * ok Kk kK * % * Kk ok ok kK * * k kK * %
PrOsml GCTGGAGCACGTATTTGGCCCAGAACTAACTGCAACTTCGACGGCGCCGGACGTGGCAGA
PrOsm3 GCTGGAGCACGTATCTGGGCCAGAACCAATTGCAACTTCGACGGCGCCGGACGTGGCAGA
PrOsm4 GCACAAGCTCGAATCTGGGCTAGAACCAATTGTAACTTCGACGGTGCAGGCCGCGGLCCGA
* K Kdhkk Khk kk Khkk Kk Khhkhkkhkkhk Kk kk Khhkhkkhkkhkhkrkkhkkhkhkk kk kk Kk krkk Kkx
PrOsml TGCCAAACCGGCGACTGCAACGGAGTTCTCGAATGCAAAGGTTACGGTCAGCCGCCGAAC
PrOsm3 TGCCAAACCGGCGACTGTAACGGAGTTCTAGAATGCAGAGGTTTCGGTCAGCCGCCGAAC
PrOsm4 TGCGAAACCGGCGATTGCAATGGACTTCTTCAATGCCAAGCATTTGGTCAACCACCAAAC
*h Kk KAk kAkkhKhkkrkkk, Kk kk Kkkk Kk kk * Kk Kk kK * K * K*hkhkkk Kk *x Kkkhkx
PrOsml ACCTTGGCCGAATACGCATTAAATCAGTTCCAAAATTTGGACTTTTTCGACATATCCTTA
PrOsm3 ACCTTAGCTGAATACGCATTAAATCAGTTCCAAAATTTGGACTTTTTCGATATATCCTTA
PrOsm4 ACCCTAGCAGAATATGCATTAAACCAATACAGTAACTTAGACTTTTTTGACATTTCCCTT

kkk kK kk Kkkkkk Akkkkkhkkikk kk Kk X Kk kk KkkkkkkhkkhkKk kK kK KkkikKk K

59
35
60

117
93
120

177
153
180

237
213
240

297
273
300
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PrOsml GTTGACGGGTTCAACGTGCCTATGGAATTTAGTCCAGTTTCTGGTTCCGGTG———————— 349

PrOsm3 GTTGACGGATTCAACGTGCCTATCIERMMIMMBAGTCCTACTTCCGGTTCT———————————— 321
PrOsm4 GTTGATGGTTTCAACGTACCTATGGACTTCAGCCCTACGTCCGGTGAATATGCATCAAAC 360
khkkhkhkk Kk KAhkhkAkhkkhkkhkk khkkkkhkhkkk kk K*Kx kK * Kk Kk Kk
PrOsml ~ - —————————— - 349
PrOsm3 = = ——— - oo 321
PrOsm4 CAATTCAATAACTTAGACTTTTTCGACATAACCCTTGTTGATGGCCTCARAATACCTATG 420
Prosml ——————————————— ACARATGCCGTGCTATACGTTGTACGGCAGATATAAACGGA 390
Prosm3 = —-——-———m—mm——m—mm—m o TGCCGGGGAATACGTTGTACGGCGGATATARACGGG 357
PrOsm4 GACTTCAGCCGTCTGTCTGGTGGTTGCCGCGGTATCCAATGCACCGCAGACATTAACGGA 480

* ok kkx K * kK *k kK kk kk kkx Kkxkkx

PrOsml CAGTGTCCGAATGAACTTAGAGCTCCCGGTGGATGTAATAATCCGTGCACGGTGTTTAAG 450
PrOsm3 CAGTGTCCTAATCAACTCAGGGCTCCCGGAGGATGTAACAATCCTITGTACCGTTTTTAAA 417
PrOsm4 CAGTGTCCAGCTGTGCTTAGGGCTCCTGGAGGATGCAATAATCCTTGCACTGTGTTTICAG 540
*kkk Kk Kk kK * Kk Ak kAkkkk kk kkhkkkk kk Kkkkkk Kkk kk kK Kkkikk K
PrOsml ACCGATAAGTATTGCTGTAATTCCGGTAGTTGTGGACCCACTACTTATTICGAGGTTTITTT 510
PrOsm3 ACCGATCAGTATTGTITGTAATTCTGGAAGCTGTTCGCCTACGGATTTTTCGAGATTTTTT 477
PrOsmé ACTGATCAGTATTGCTGCAACTCCGGTAGCTGTCAACCGACGGATTATTICGAAGTTTITTT 600
Kk kkk kkkkkkk kx Kk Kk Kk KKk kKK *k kK kk kkkkk  kkkkkk
PrOsml AAGGAGAGGTGTTGGGATGCTTATAGTTATCCGAAAGATGATCCGACCAGTACGTTTACT 570
PrOsm3 AAGCAAAGGTGTCCTGATGCTTATAGTTACCCCAAGGATGATCCAACTAGTACGTTTACC 537
PrOsm4 AAGGATAGGTGCCCTGATGCTTATAGTTATCCTAAAGATGATCCGACAAGCACATTCACT 660
*kk kK KAk Kk*k KAk KAkAhkhkk kA khAkkhkk Ak *k kK KkAhAkkkhkkkhkk kk *k *k *k *kk K%k
PrOsml TGTCCCGGTGGGACTAATTACAGAGTTATATTCTGCCCC 630
PrOsm3 TGCCCTGGCGGTACCAATTACAGAGTTGTIGITTTGCCCC 597
PrOsmé TGTCCTGGAGGTACTAATTATAGGGTTATATTCTGCCCC 720

*k kk kk kk kk kkkkk kk kkk ok kk kkkkkx

O alinhamento foi realizado utilizando o programa Clustal Omega. Destaque para o sitio de clivagem
da enzima de restricao EcoRI (GIMMEIEG) presente na sequéncia da PrOsm3. As regides sombreadas
indicam as sequéncias dos iniciadores senso e anti-senso.

Figura 15 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos preditas para as
osmotinas de P. rubra utilizando o programa Clustal Omega.

PrOsml ATFTIRNNCPYTIWAAAVP-GGGRRLNSGQTWTINVAPGTAGARIWPRTNCNEDGAGRGR 59
PrOsm3 ATFTIRNNCPYTVWAAAVPfGGGRRLDIGQTWTINVAPGTAGARIWARTNCNFDGAGRGR 51
PrOsmé ATFTIRNNCPFTVWAASVPVGGGRRLDSGQTWTINV-GTAIARIWARTNCNFDGAGRGR 60

khkhkkhkhkhkkhkhkhkkokhkoehkkhkokhkh dhhkkhkhkkhkeo *rxkkhkhkhkkx *kk khkkk kkkkkkkkkkkkx

PrOsml CQTGDCNGVLECKGYGQPPNTLAEYALNQFQNLDFFDISLVDGFNVPMEFSPVSGS——-— 115

PrOsm3 CQTGDCNGVLECRGFGQPPNTLAEYALNQFQNLDFFDISLVDGFNVPMEFSPTSGS———— 107

PrOsm4d CITGDCNGILICLFGQPPNTLAEYALNQISNLDFFD ISLVDGENVPMBFSPTSCHEMEN 120
* H * Kk k ok k Kk . * . *: . :**************: . KAk KAkAk kA rk kA A AKXk Kk K* Kk . * K Kk . * K

Prosml = ———————mmm—————mmmm o GDKCRAIRCTADINGQCPNELRAPGGCNNPCTVFK 150

PrOsm3 ————————m————m————m————————— CRGIRCTADINGQCPN@LRAPGGCNNPCTVFK 139

PrOsm4 D R D EoRIee6 CRCIPC TAD INGOCPBMTLRAPGGCNNPCTVE 180

Kk ok ke kkokokkokkokokk kAKX kA Kk Ak Kk Ak Kk k .

PrOsml TDKYCCNSGSCGPTTYSRFFKERCWDAYSYPKDDPTSTFTCPGGTINYRVIFCP 203
PrOsm3 TDQYCCNSGSC PTDISRFFK RCPDAYSYPKDDPTSTFTCPGGTNYRV.FCP 192
PrOsm4 TDQYCCNSGSC PTDYSIFFK RCPDAYSYPKDDPTSTFTCPGGTINYRVIFCP 233

ke kkhk Ak Ak kKk Kk ek e khkKkoekk KAXAKAAKNKAIAAAXAAA KA XA A A A AN AKX« kXK

O alinhamento foi realizado utilizando o programa Clustal Omega. Residuos de aminoécidos distintos
estao destacados em cores diferentes para cada sequéncia: amarelo (PrOsm1), verde (PrOsm3),
rosa (PrOsm4).
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As propriedades fisico-quimicas das sequéncias deduzidas das osmotinas
de P. rubra sdo mostradas na tabela 2. As trés osmotinas apresentaram 16 residuos
de cisteina conservados que possivelmente estdo envolvidos na formacdo de 8
ligacOes dissulfeto, como relatado para a maioria das proteinas da familia PR-5. A
massa molecular e ponto isoelétrico tedricos de cada proteina foram calculados por
meio da ferramenta Compute pl/MW (http://web.expasy.org/compute_pi/). A PrOsm1
€ uma proteina de 203 residuos de aminoacidos, apresentando um pl de 8,16 e
massa molecular de 22077,68 Da. A PrOsm3 é uma proteina de 200 residuos de
aminoacidos, apresentando um pl de 8,17 e massa molecular de 21730,23 Da. A
PrOsm4 € uma proteina de 233 residuos de aminoacidos e apresenta um pl de 4,64
e massa molecular de 25324,20 Da.

Tabela 2 - Comparacao das propriedades fisico-quimicas das osmotinas de P. rubra

com outras duas proteinas do tipo osmotina descritas na literatura.

Organismo MM (Da) pl Cres AAres
PrOsm1 Plumeria rubra 22077,68 8,16 16 203
PrOsm3 Plumeria rubra 21730,23 8,17 16 200
PrOsm4 Plumeria rubra 25342,20 4,63 16 233
CpOsm Calotropis procera 22107,71 8,16 16 203
CgOsm Cryptostegia grandiflora  22050,61 7,91 16 203

MM (massa molecular); pl (ponto isoelétrico); Ces (residuos de cisteinas conservados); AAs (NnUmero
de residuos de aminoacidos).

E interessante notar que ha uma insercdo na sequéncia de aminoacidos
deduzida da PrOsm4 que compreende os residuos Gluyie a Gly147 (Figura 15) Este
fragmento corresponde a uma duplicagcdo da sequéncia Glugs a Glyi1s (ou vice-
versa), com algumas modificagdes, como é demonstrado na figura 16. No entanto,
essa duplicacdo nao € o principal responsavel pelo pl acido observado para esta
proteina, uma vez que a remocao da sequéncia Glugs - Gly115 ou Gluq1s a Gly147 para
recélculo do pl, resultou no valor de 6,36 e 4,97, respectivamente. A caracteristica
acida da PrOsm4 deve ser originada principalmente por substituicdes pontuais de
residuos de aminoacidos basicos por residuos ndo-carregados ou acidos, ao longo

da sequéncia.
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Figura 16 - Alinhamento da insercdo presente na PrOsm4 e sequéncia

correspondente a duplicagao na proteina.

Insercdao_PrOsm4 84 ———EYASNQFNNLDFFDITLVDGLKIPMDFSRLSG-—-— 115
PrOsmé4 (—) insert 116 TLAEYALNQYSNLDFFDISLVDGEFNVPMDFSPTSGGCR 147

khkk hkkhkeoe hhkhkkhkkhkkhkkohkhkkhkkoookkkhkhk * %

O alinhamento foi realizado utilizando o programa Clustal Omega.

O alinhamento local (BLASTp) das sequéncias de aminoacidos das trés
osmotinas de P. rubra, contra banco de dados de proteinas nao-redundante, revelou
alta identidade das sequéncias com proteinas do tipo osmotina e taumatina (Tabela
3). A PrOsm1 apresentou 99% de identidade com a osmotina de C. procera; a
PrOsm3 apresentou 90% de identidade com a osmotina de Cryptostegia grandiflora
e a PrOsm4 apresentou 73% de identidade com a osmotina de Piper colubrinum.

O alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos das osmotinas de
P. rubra com outras proteinas do tipo osmotina/taumatina (Figura 17) demonstrou
alto grau de conservacao de sequéncias entre proteinas deste grupo. A familia PR5
possui uma regiao conservada definida como assinatura deste grupo de proteinas
(G-x-[GF]-x-C-x-T-[GA]-DC-x(1,2)-[GQ]-x(2,3)-C), onde os trés residuos de cisteinas
estao envolvidos em ligagdes dissulfeto.

As trés osmotinas de P. rubra apresentaram 0s cinco residuos de
aminodcidos pertencentes a fenda acidica, caracteristica de OLPs, conservados. Os
dois residuos de fenilalanina relatados em osmotinas e outras PR5 antifingicas
também se mostraram conservados, com excecdo da PrOsm4 que possui uma

modificacdo na posicdo do primeiro residuo para uma tirosina (Tyrgo).
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Tabela 3 - Alinhamento local da sequéncia de aminoacidos deduzidas das osmotinas das osmotinas de P. rubra por meio de

BLASTp contra banco de dados de proteinas ndo-redundante.

Organismo

Calotropis procera
Cryptostegia grandiflora
Cynara cardunculus var. scolymus

Piper colubrinum
Jatropha curcas

Calotropis procera
Cryptostegia grandiflora
Piper colubrinum
Eucalyptus grandis
Populus szechuanica

Piper colubrinum

Eucalyptus grandis

Cynara cardunculus var. scolymus
Populus szechuanica

Classificacao Numero de acesso  Cobertura Identidade E-value
Pumeriarubra  POsmi - -
Osmotina ALA55570.1 100% 99% 4714
TLP ALA55569.1 100% 99% 47143
Taumatina KVH95152.1 100% 83% 3e'®
Osmotina ABX71220.1 100% 83% 2e’
TLP XP_012066839.1 100% 82% 1e'7
Plumeriarubra  POsm3 - - o
Osmotina ALA55570.1 100% 90% 3e'#
TLP ALA55569.1 100% 90% 2%
Osmotina ABX71220.1 100% 88% 3e'®
TLP XP_010024640.1 100% 86% 6e '8
TLP AJR20992.1 100% 86% 1eV
Plumeriarubra  POsm4 - - -
Osmotina ABX71220.1 100% 73% 5e 114
TLP XP_010024640.1 100% 71% 22
Taumatina KVH95152.1 100% 71% 4
TLP AJR20992.1 100% 71% 4
TLP ALI29917.1 100% 70% 4

Mikania micrantha




Figura 17 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidas das osmotinas de P. rubra e outras proteinas do

tipo osmotina/taumatina.

Nt_P14170.2
Td_AAA93095_1
Cp_ALA55570.1
Cg_ALA55569.1
Hb_W5RRV3
Cpa_EX276621_3
Cyc_KVH95152.1
Pc_ABX71220.1
Eg_XP_010024640.1
Jc_XP_012066839.1
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O alinhamento foi realizado utilizando o programa Clustal Omega. Edigdes foram feitas com o auxilio do programa BioEdit 7.2.5. Posi¢cdes com residuos
conservados em relagao a primeira sequéncia (osmotina de Nicotiana tabacum) estao representadas por pontos; Residuos de cisteina conservados estéao
sombreados em cinza; Os cinco residuos de aminoacidos pertencentes a fenda acidica estdo sombreados em azul ciano; Os residuos de Pheg; € Phegg
descritos em proteinas PR-5 com atividade antifungica estdo sombreados em amarelo. As duas/trés primeiras letras referem-se a sigla de cada
organismo, seguida do numero de acesso: Cg (Cryptostegia grandiflora), Cp (Calotropis procera), Cpa (Carica papaya), Cyc (Cynara cardunculus var.
scolymus), Eg (Eucalyptus grandis), Gm (Glycine max), Hb (Hevea brasiliensis), Jc (Jatropha curcas), Mm (Mikania micrantha), Nt (Nicotiana tabacum),
Pc (Piper colubrinum), Pr (Plumeria rubra), Ps (Populus szechuanica), Td (Thaumatococcus daniellii).
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A arvore filogenética gerada a partir do alinhamento multiplo das
sequéncias de aminoacidos deduzidas das osmotinas de P. rubra e de diversas
proteinas do tipo osmotina e taumatina, evidenciou a existéncia de 6 grupos distintos
(Figura 18). A analise filogenética indica que as osmotinas de P. rubra estdo
proximamente relacionadas evolutivamente as osmotinas de Calotropis procera e
Cryptostegia grandiflora. Assim como C. procera e C. grandiflora, P.rubra pertence a
familia Apocynaceae, ordem Gentianales. Outras proteinas proximamente
relacionadas as PrOsms sao de Asterideas, porém pertencentes a ordens diferentes
da P. rubra. Os grupos | a IV sado formados exclusivamente por sequéncias de
plantas angiospermas. O grupo |, onde estado incluidas as sequéncias da PrOsm1,
PrOsm3 e PrOsm4, é formado por sequéncias de proteinas de eudicotiledéneas, dos
clados Asterids e Rosids, com excecao da osmotina de Piper colubrinum que
pertence ao clado Magnolids. O grupo Il também inclui sequéncias de Asterideas e
Rosideas. O grupo Ill contém sequéncias de monocotiledéneas, com excec¢ao da
osmotina da soja (Glycine max). O grupo IV inclui apenas plantas eudicotiled6neas,
com excecado da osmotina de Oriza sativa. O grupo V inclui fungos ascomicetos
sequéncias de fungos basidiomicetos e animais (insetos e nematodeos). O grupo VI
contém sequéncias de e € o mais distante evolutivamente dos outros grupos de
TLPs.
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Figura 18 - Arvore filogenética das estruturas primarias de diferentes proteinas da
familia PR-5.
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A éarvore filogenética foi construida utilizando o método de Neighbor-Joining no programa Mega 6.1.,
utilizando um bootstrap com 1000 replicagées. As duas/trés primeiras letras referem-se a sigla de
cada organismo, seguida do numero de acesso: Ac (Actinidia chinensis), Af (Aspergillus fumigatus),
An (Aspergillus nidulans), Ap (Acyrthosiphon pisum), At (Arabidopsis thaliana), Br (Brassica rapa), Ca
(Capsicum annuum), Cc (Coprinopsis cinerea), Ce (Caenorhabditis elegans), Cg (Cryptostegia
grandiflora), Cp (Calotropis procera), Cpa (Carica papaya), Cyc (Cynara cardunculus var. scolymus),
Eg (Eucalyptus grandis), Gm (Glycine max), Hb (Hevea brasiliensis), Jc (Jatropha curcas), Md (Malus
domestica), Mm (Mikania micrantha), Mp (Moniliophthora perniciosa), Nt (Nicotiana tabacum), Os
(Oryza sativa), Pc (Piper colubrinum), Pr (Plumeria rubra), Ps (Populus szechuanica), S| (Solanum
lycopersicum), Ta (Triticum aestivum), Tc (Tribolium castaneum), Td (Thaumatococcus daniellii) Thc
(Theobroma cacao), Zm (Zea mays).
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Modelos tridimensionais das osmotinas de P. rubra foram construidos a
partir de quatro servidores diferentes: CPHmodels 3.2, Modeller, Phyre2 e Swiss
Model (Figuras 19, 20 e 21). A estrutura tridimensional da CpOsm (PDB: 4L2J,
cadeia A) obtida por cristalografia e difracdo de raios-X foi selecionada como molde,
devido a sua alta similaridade com as sequéncias de aminoacidos das osmotinas de
P. rubra e homologia evidenciada nas analises filogenéticas.

Figura 19 - Modelos tridimensionais obtidos para a PrOsm1 usando diferentes

plataformas.

Representagdao em “cartoon” dos modelos tridimensionais construidos pelos servidores: CPHmodels
3.2 (A); Modeller (B); Phyre2 (C) e Swiss Model (D). Estrutura secundaria representada em diferentes
cores: a-hélice (vermelho), fita-p (amarelo), algas (verde).
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Figura 20: Modelos tridimensionais obtidos para a PrOsm3 usando diferentes
plataformas.

Representagdao em “cartoon” dos modelos tridimensionais construidos pelos servidores: CPHmodels
3.2 (A); Modeller (B); Phyre2 (C); Swiss Model (D). Estrutura secundaria representada em diferentes
cores: a-hélice (vermelho), fita-B (amarelo), alcas (verde).
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Figura 21 - Modelos tridimensionais obtidos para a PrOsm4 usando diferentes
plataformas.

Representagdo em “cartoon” dos modelos tridimensionais construidos pelos servidores: CPHmodels
3.2 (A); Modeller (B); Phyre2 (C); Swiss Model (D). Estrutura secundaria representada em diferentes
cores: a-hélice (vermelho), fita-p (amarelo), algas (verde).
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A sobreposicdo dos quatro modelos construidos para cada osmotina
usando os servidores: CPHmodels 3.2, Modeller, Phyre2 e Swiss Model foi realizada
com o auxilio do programa PyMoL 1.7, com o objetivo de visualizar divergéncias
estruturais nos modelos tridimensionais gerados pelas diferentes plataformas e a
estrutura da osmotina de C. procera, utilizada como molde (Figura 22). Os modelos
apresentaram pequena divergéncia estrutural entre si, com excecao da PrOsm4,
onde é observada grande variabilidade no modelamento da regido onde ha a

insercao na sequéncia.

Figura 22 - Sobreposicdo dos modelos tridimensionais obtidos para cada osmotina
de P. rubra.

Sobreposicao das representa¢des em “ribbon” da: PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C). Modelos
construidos por cada servidor estao representados em cores distintas: CPHmodels 3.2 (amarelo);
Modeller (verde); Phyre2 (vermelho); Swiss Model (azul).
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A qualidade dos modelos construidos, por cada um dos servidores para
as trés osmotinas de P. rubra, foi validada por meio do grafico de Ramachandran,
gerado usando o servidor MolProbity (Figuras 23, 24 e 25). Adicionalmente, foram
realizadas andlises pelos programas ProSA e ERRAT2 (Tabela 4).

Figura 23 - Grafico de Ramachandran dos modelos tridimensionais obtidos para a
PrOsm1.
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Os gréficos de Ramachandran foram gerados pelo servidor MolProbity, a partir dos modelos
tridimensionais construidos pelos servidores: CPHmodels 3.2 (A), Modeller (B), Phyre2 (C) e Swiss
Model (D).
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Figura 24 - Grafico de Ramachandran dos modelos tridimensionais obtidos para a
PrOsma3.
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Os gréficos de Ramachandran foram gerados pelo servidor MolProbity, a partir dos modelos
tridimensionais construidos pelos servidores: CPHmodels 3.2 (A), Modeller (B), Phyre2 (C) e Swiss
Model (D).
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Figura 25 - Grafico de Ramachandran dos modelos tridimensionais obtidos para a
PrOsm4.
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Os gréficos de Ramachandran foram gerados pelo servidor MolProbity, a partir dos modelos
tridimensionais construidos pelos servidores: CPHmodels 3.2 (A), Modeller (B), Phyre2 (C) e Swiss
Model (D).
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As andlises dos graficos de Ramachandran revelaram que os modelos
que exibiram a melhor qualidade para a PrOsm1 e PrOsm4 foram os construidos
pelo programa MODELLER 9.16, enquanto que para a PrOsm3 o melhor modelo foi
o gerado pelo servidor Swiss Model, pois tais modelos apresentaram o maior
namero de residuos de aminoacidos em regides fisicamente permitidas (99,5% para
as PrOsm1 e PrOsm3 e 99,1% para a PrOsm4). Os dados obtidos pelo programa
ERRAT2 mostraram que os modelos construidos pelo servidor apresentaram os
maiores fatores de qualidade global, corroborando a analise do Grafico de
Ramachandran. Os valores de Z-score obtidos pelo programa ProSa, a partir dos
modelos construidos, foram préximos ao valor de -5,9 encontrado para a estrutura
tridimensional da CpOsm resolvida por cristalografia e difracao de raios-X. Os dados
estatisticos dos de todos os modelos construidos sdo mostrados na tabela 4. Todas
as andlises estruturais posteriores foram realizadas usando somente o modelo

tridimensional de maior qualidade para cada PrOsm.
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Tabela 4 - Avaliacdo da qualidade dos modelos tridimensionais das osmotinas de P. rubra construidos por diferentes plataformas.

Plataforma ProSA ERRAT2 Grafico de Ramachandran
(Z-score) (fator de qualidade A B C
global)

PrOsm1 CPHmodels 3.2 -5,97 72,821 91 98,5 3 (ASN4g; GLNg1; SER113)

Modeller -5,96 84,103 97 99,5 1 (SERqsg)

Phyre2 5,81 85,864 94 99,5 1 (PROus)

Swiss Model -5,93 75,385 95,5 99 2 (ASP183; GLY193)
PrOsm3 CPHmodels 3.2  -5,95 76,471 90,9 985 3 (ASN4o; GLNg1; SER113)

Modeller -5,97 77,604 96,5 99 2 (SER113; ASP180)

Phyre2 -5,94 69,792 95,5 98,5 3 (ASNg, ASN87; GLNgg)

Swiss Model -5,96 97,398 95,5 100 0
PrOsm4 CPHmodels 3.2 -5,1 7 74,091 85,7 96,5 8 (VAL20; ASN50; GLY115; TYR117; ASN124;

GLY135; LEU+36; ILE13g)

Modeller -4,97 68,246 94,8 99,6 1 (SERi19)

Phyre2 5,34 65,158 93,1 99,1 2 (CYSiss; SER1gs)

Swiss Model -4,79 66,071 95,2 97,8 5 (VAL20; GLU116; |LE130; VAL133; ASP213)
CpOsm -5,9 93,909 96,6 100 0
(4L2J)

A - Residuos em regides favoraveis (%). B - Residuos em regibes permitidas (%). C -
com os parametros analisados para cada osmotina, esta sombreado em cinza.

Residuos em regides ndo permitidas. O melhor modelo, de acordo
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Os elementos de estrutura secundaria das trés osmotinas de P. rubra,
preditos pelo servidor PDBsum (https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/), revelaram que as
proteinas sao compostas por a-hélices, fitas-B e alcas (loops) (Figura 26), sendo
que, a maioria dos residuos de aminoacidos encontra-se organizada estruturalmente
em fitas-B. As estruturas das PrOsms sdo estabilizadas por 8 ligacdes dissulfetos
(Figura 27). Assim como descrito para outras TLPs (KOIWA et al., 1999), a estrutura
das osmotinas de P. rubra € composta por 3 dominios distintos (Figura 28). O
dominio | é constituido por 10 fitas-B (cinco fitas-p antiparalelas a outras cinco fitas-
B) formando uma estrutura similar a um sanduiche, a qual compde a parte central da
molécula. O dominio Il é formado principalmente por a-hélices. O dominio Ill é

constituido por uma longa alca e duas fitas-p antiparalelas.
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Figura 26 - Topologia da estrutura secundaria das osmotinas de P. rubra.
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Esquemas gerados usando o servidor PDBsum, a partir da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C).
Elementos de estrutura secundaria estao representados por: setas rosa (fitas-B), setas azuis (algcas)
cilindros vermelhos (a-hélices).
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Figura 27 - Estrutura secundaria deduzida para as osmotinas de P. rubra.

 — — . [~ B \n B WL Y n B
A BB T T — B A BB B A B p ﬁﬁi
'.'A_H= . d_&= = . —

ATFT IRNNCPYT IWAAAY PGGGRRLNSGQTWT INVAPGTAGAR IWPR TNCNF DGAGRGRC ATFT I RNNCPYTVWAAAVPGGGRRLDRGQTWT I NVAPGTAGAR IWARTNCNFDGAGRGRC
T %5 © 15 2 35 3 35 4 45 0 F o0 5 o 5 2 25 3% B 4o 45 0 5 60
— — R AR 1 B HI™B 3 A Y ==
N S S UL S e S U
“ ._ —
QTGDCNGVLECKGYGQPPNTLAEYALNQFQNLDFFDI SLYDGENVPMEFS PVSGSGDKCR QTGDCNGVLECRGFGQPPNTLAEYALNQFQNLDFFDI SLVDGFNVPMEFSPTSGSCRG IR
6 65 70 75 s € 90 95 100 105 1o 15 130 el 65 70 75 8 8 9% 95 100 105 N0 05 I
=A x

e e e e e E“ﬁﬁ‘%‘zi HéEF “G‘—D “'( 3 F]p, Br Y

e —i , rpy - —

ATRCTADINGQCPNELRAPGGCNNPCTVFKTDKYCCNSGSCGPTTYSRFFKERCWDAYSY CTAD INGQCPNQLRAPGGCNNPCTVFRTDQYCCNSGSCS PTDFSRFFRQRCPDAYSYPKD

21 135 130 135 140 135 150 155 160 165 170 175 180 20 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 I8C
B - H6== ) A 1

B PP 24P ~. B p B

PKDDPTSTFTCPGGTNYRV [ FCP DPTSTFTCPGGTNYRVVFCP

I81 185 190 195 200

B

A B YA B Y B~

C JD Bp B B i—f—-— —
I —) prmm—]

ATFTIRNNCPFTVWAASVPVGGGRRLDSGQTWT INVPAGTAQAR IWARTNCNFDGAGRGR

i 5 1© 1B 20 35 30 35 40 45 30 355 60

HITB

Y B 2 A 2 L
T — B P bk
, i —
CETGDCNGLLQCQAFGQPPNTLAEYALNQYSNLDFFDISLVDGFNVPMDFSPTSGE SGGC
ol 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 149

RGIQCTAD INGQCPAVLRAPGGCNNPCTVFQTDQYCCNSGSCQPTDYSKFFKDRCPDAYS

150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200 205

T op aﬁ P

YPKDDPTSTFTCPGGTNYRV I FCP
210 215 220 235 230

Esquemas gerados usando o servidor PDBsum a partir da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C).




Figura 28 - Dominios estruturais das osmotinas de Plumeria rubra.
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Modelos tridimensionais em “cartoon” da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C). Os dominios
estruturais estdo destacados em diferentes cores: Dominio | (laranja), Dominio Il (rosa) e Dominio llI
(azul).
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O desvio estrutural entre a estrutura tridimensional da CpOsm (4L2J) e o
melhor modelo de cada osmotina de P. rubra (Figura 29) foi mensurado por meio de
RMSD (raiz quadrada do desvio médio) correspondente a diferenca de posicao
entre atomos equivalentes (Ca e atomos da cadeia principal) superpostos. Os
valores de RMSD foram de 0,377 A para a PrOsm1; 1,013 A para a PrOsm3 e 0,253
A para a PrOsm4. Tais valores indicam pequena variabilidade estrutural entre os
modelos construidos e a estrutura da CpOsm resolvida por cristalografia e difracao
de raios-X. Como é mostrado pela sobreposicdo, as divergéncias entre as duas

estruturas encontram-se principalmente nas regides compostas por algas.

Figura 29 - Sobreposicdo dos modelos 3D de cada osmotina de P. rubra com a
estrutura tridimensional da CpOsm (4L2J).

Modelos “ribbon” da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C) representados em vermelho; A
estrutura tridimensional da osmotina de C. procera (4L2J) esta representada em verde. Circulos
pretos evidenciam as regides onde ha maior divergéncia entre as estruturas.
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A superficie das osmotinas de P. rubra é predominantemente hidrofilica,
contudo apresenta algumas regiées hidrofébicas (Figura 30). O mapeamento dos
potenciais eletrostaticos (Figura 31) revelou que as osmotinas de P. rubra possuem
carater majoritariamente basico, com excec¢ao da PrOsm4, onde pode ser observada
uma reducao das regides com potenciais positivos (azuis) e um aumento de regides
neutras (brancas) e com potenciais negativos (vermelhas), quando comparado com
as outras duas osmotinas e a CpOsm. Este resultado é consistente com os pontos
isoelétricos preditos para cada osmotina, que foram basicos para a PrOsm1 e
PrOsm3 (8,16 e 7,9, respectivamente) e acido para a PrOsm4 (4,64). Entre os
dominios | e Il ha uma fenda de natureza eletronegativa, caracteristica comumente
observada em proteinas do tipo osmotina. A eletronegatividade desta regidao é
originada pela presenca de 4 residuos acidos (Glu, Asp, Asp, Asp), 0s quais sao
destacados na figura 33.
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Figura 30 - Perfil de hidrofobicidade dos modelos de superficie das osmotinas de P. rubra e 4L2J (CpOsm).
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Modelos tridimensionais da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C). Estrutura da CpOsm (4L2J) (D). Regides hidrofébicas estdo representadas em
vermelho, enquanto regides hidrofilicas estdo representadas em branco, de acordo com a escala de hidrofobicidade de Eisenberg (EISENBERG et al., 1984).
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Figura 31 - Mapeamento dos potenciais eletrostaticos das osmotinas de P. rubra em comparagao com a CpOsm (4L2J).
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Modelos tridimensionais da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4 (C). Estrutura da CpOsm (4L2J) (D). Regides destacadas em vermelho representam
potenciais negativos, enquanto regides destacadas em azul representam potenciais positivos.
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Figura 32 - Fenda acidica representada em modelos de superficie das osmotinas de
P. rubra e comparag¢dao com a CpOsm (4L2J).

Representagdo de superficie dos modelos tridimensionais da PrOsm1 (A), PrOsm3 (B) e PrOsm4
(C). Estrutura tridimensional da CpOsm (D). Os cinco residuos constituintes da fenda acidica estéao
destacados em vermelho e respectivamente marcados.
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1.4 Predicao da interacao das PrOsms com os receptores de adiponectina

As trés osmotinas de P. rubra foram avaliadas quanto suas capacidades
de interagirem com os dois receptores de adiponectina humana (AdipoR1 e
AdipoR2), in silico. Os complexos PrOsm/AdipoR mostraram arquitetura global
semelhante aos dos complexos AdipoQ/AdipoR (Figura 33). A adiponectina interage
com os receptores AdipoR1 e AdipoR2 através de alcas presentes no topo do
dominio globular (Figura 33D). As trés osmotinas de P. rubra (Figuras 33A e B)
parecem interagir com os receptores de adiponectina por meio de residuos de
aminoacidos compreendidos em regides de alcas e fitas-B. No entanto, os residuos
presentes nessas interagdes sao distintos e poderdo gerar diferentes graus de
afinidade com os dois receptores de adiponectina. A partir de um estudo mais
detalhado da interacdo entre cada isoforma da osmotina de P. rubra e os dois
receptores de adiponectina, espera-se desenhar peptideos que serao sintetizados e
avaliados quanto suas atividades bioldgicas. Assim, gerando um possivel farmaco

com atividade mimética ao horménio adiponectina.
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Figura 33 - Modelos tridimensionais dos complexos PrOsm/AdipoR1 e AdipoQ/AdipoR1.

A PrOsm1 (A), PrOsm3 (B), PrOsm4 (C) e Adiponectina humana (AdipoQ) (D). O receptor de adiponectina humana AdipoR1 esta representado em laranja.
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Figura 34 - Modelos tridimensionais dos complexos PrOsm/AdipoR2 e AdipoQ/AdipoR2.

PrOsm1 (A), PrOsm3 (B), PrOsm4 (C) e Adiponectina humana (AdipoQ) (D). O receptor de adiponectina humana AdipoR2 esta representado em ciano.
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6 DISCUSSAO

Um grande numero de proteinas do tipo osmotina/taumatina tem sido
descritas e caracterizadas em diversas espécies de plantas, animais e até mesmo
fungos (LIU et al., 2010; PETRE et al., 2011; FRANCO et al., 2015). No entanto, ha
poucos relatos de osmotinas em fluidos laticiferos. A primeira proteina do tipo
osmotina identificada em fluidos laticiferos foi do latex de Hevea brasiliensis
(SUBROTO et al., 2001). Posteriormente, trés proteinas do tipo taumatina foram
identificadas, purificadas e caracterizadas nos latices de Carica papaya (LOOZE et
al., 2009), Calotropis procera (FREITAS et al., 2011a; FREITAS et al., 2011b) e
Cryptostegia grandiflora (SOUZA, 2014). Mais recentemente, Freitas e
colaboradores (2015) identificaram outras osmotinas nos latices de Plumeria rubra e
Himatanthus drasticus. A presenca de uma proteina do tipo osmotina no latex de P.
rubra foi confirmada neste trabalho, por meio de ensaios de western blot utilizando
anticorpos anti-CpOsm, como descrito por Freitas e colaboradores (2015) (Figura
6B).

A purificagdo de proteinas € um processo laborioso, necessitando, em
muitos casos, de varias etapas cromatograficas e, por conseguinte, apresentando
baixo rendimento. Nesse sentido, estratégias alternativas tém sido empregadas para
possibilitar a caracterizacao estrutural de proteinas, sendo a clonagem molecular
seguida de andlises in silico, uma das mais utilizadas. Diversos trabalhos reportam a
clonagem e caracterizacao estrutural de osmotinas de diferentes espécies, como:
Arabidopsis thaliana (CAPELLI et al.,, 1997), Solanum nigrum (JAMI et al., 2007),
Piper colubrinum (MANI; MANJULA, 2010) e Ocimum basilicum (RATHER et al.,
2015). Contudo, estudos estruturais de osmotinas laticiferas foram descritos apenas
para aquelas de C. papaya e C. procera (LOOZE et al., 2009; Ramos et al., 2015)

Uma vez confirmada a existéncia de pelo menos uma proteina do tipo
osmotina presente no latex de Plumeria rubra, o presente estudo teve como objetivo
amplificar os seus genes e realizar a clonagem e caracterizagdo estrutural destas
proteinas. Inicialmente, para clonagem do(s) fragmento(s) do(s) gene(s)
codificante(s) da(s) osmotina(s) de P. rubra, foram utilizados iniciadores
degenerados desenhados para a osmotina de Calotropis procera (CpOsm), devido a
possivel similaridade estrutural evidenciada por meio do reconhecimento pelo
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anticorpo anti-CpOsm. A amplificacao a partir do cDNA de P. rubra e do par de
iniciadores degenerados (CpOsmF e CpOsmR) gerou-se um fragmento de
aproximadamente 600 pb, o qual foi ligado a um vetor de clonagem (pGEM-T Easy).
Células de E. coli DH5a eletrocompetentes foram entdo transformadas com os
vetores resultantes e os plasmideos recombinantes (o GEM-T Easy::PrOsm) foram
sequenciados.

O alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos mostrou a
existéncia de trés osmotinas com sequéncias unicas (PrOsm1, PrOsm3 e PrOsm4).
As sequéncias de aminoacidos deduzidas das osmotinas de P. rubra exibiram alta
identidade com proteinas do tipo osmotina e taumatina, apresentando a regiao
conservada definida como assinatura molecular da familia PR5 (G-x-[GF]-x-C-x-T-
[GA]-D-C-x(1,2)-[GQ]-x(2,3)-C) (LIU; STURROCK; EKRAMODDOULLAH, 2010).

As trés osmotinas de P. rubra (PrOsmi1, PrOsm3 e PrOsm4)
caracterizadas neste trabalho apresentaram pesos moleculares distintos:
aproximadamente 22 kDa, 21 kDa e 25 kDa, respectivamente, ressaltando que a
PrOsm4 possui uma insercdo em sua sequéncia. A maioria das proteinas da familia
PR-5 possui um peso molecular na faixa de 20-26 kDa, enquanto proteinas atipicas
podem ser tanto menores, chamadas de TLPs do tipo-S ou sTLPs (~17 kDa), ou
maiores (~70 kDa), apresentando dominios ou funcionalidades adicionais (RATHER
et al., 2015).

As PrOsms apresentam 16 residuos de cisteina, envolvidos na formagao
de 8 ligacOes dissulfeto. Essas ligacoes dissulfetos sdo altamente conservadas entre
as OLPs (proteinas do tipo osmotina) e auxiliam no enovelamento correto da
proteina, além de conferirem alta estabilidade estrutural, mesmo sob condi¢des
extremas de pH e temperatura, assim como resisténcia a protedlise (VIKTOROVA et
al., 2012).

As relacgdes evolutivas dentro da superfamilia de TLP ainda ndo sédo bem
compreendidas. Um estudo de relacdes filogenéticas e estruturais realizado por
Shatters e colaboradores (2006) sugere que proteinas PR-5 de plantas e animais
divergiram a partir de um unico gene ancestral, sendo TLPs parafiléticas em
angiospermas e relacionadas as proteinas animais de insetos e nematoides. No
entanto, outros estudos indicam que TLPs sdo agrupadas em trés grandes clados
monofiléticos representando os reinos Animal, Vegetal e Fungi, respectivamente
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(SAKAMOTO et al., 2006; PETRE et al., 2011). No estudo filogenético realizado por
Rather e colaboradores (2015), as angiospermas formam um grupo monofilético e
proteinas PR-5 de animais aparecem mais proximamente relacionadas a fungos
basidiomicetos do que ascomicetos.

As analises filogenéticas da relacéo entre as sequéncias de proteinas PR-
5 de insetos, nematdédeos e plantas indicam uma forte pressdo evolutiva para
conservar a sequéncia e a estrutura da proteina. Associado a esta pressao esta o
aumento continuo do numero de cépias desses genes, em plantas e animais,
durante a evolucao (SHATTERS et al., 2006).

As analises filogenéticas realizadas no presente estudo evidenciaram a
existéncia de 6 grupos distintos e sugerem que as PrOsms estdo proximamente
relacionadas evolutivamente as osmotinas de Calotropis procera e Cryptostegia
grandiflora, todas pertencentes a familia Apocynaceae. Os grupos | a IV sao
constituidos exclusivamente por sequéncias de plantas angiospermas, formando um
taxon monofilético. Ramos e colaboradores (2015) mostram que a estrutura
tridimensional da CpOsm €& muito similar as estruturas da taumatina e outras TLPs
de eudicotiledbneas, assim como espécies de monocotileddneas. Isto indica uma
forte pressdao evolutiva para conservar o0 enovelamento da taumatina em
angiospermas, o qual esta muito provavelmente relacionado com a fungéo destas
proteinas como moléculas de defesa contra agentes patogénicos e seu papel na
adaptacao ou tolerancia das plantas a estresses abibticos (JAMI et al., 2007; DAS et
al., 2011; RAMOS et al, 2015). O grupo V inclui sequéncias de fungos
basidiomicetos e animais (insetos e nematoides), formando um grupo (animal)
parafilético. O grupo VI é formado por sequéncias de fungos ascomicetos, sendo o
mais distante evolutivamente dos outros grupos de TLPs. Em adicdo a longa
delecao, similar a encontrada em TLPs do tipo-S de cereais e coniferas, sequéncias
de fungos ascomicetos apresentam outras delecdes na regido NHa.terminal,
apresentando apenas 4 dos 16 residuos de cisteina conservados, normalmente
encontrados em TLPs (LIU et al., 2010). TLPs do tipo-S de fungos aparentam ser
monofiléticas, sugerindo que as sTLPs evoluiram independentemente em
Pucciniales, monocotileddneas e coniferas ou que as sTLPs foram perdidas durante
a evolucdo dos outros filos como dicotiledéneas e animais (PETRE et al.,, 2011).

Shatters e colaboradores (2006) sugerem que a nomenclatura que separa proteinas
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do tipo taumatina e osmotina ndo apresenta fundamentos filogenéticos. O estudo
realizado por Petre e colaboradores (2011) ratifica que n&do ha diferencga clara entre
TLPs e OLPs, uma vez que tais proteinas ndo sdo separadas em clados
filogenéticos distintos.

As estruturas das PrOsms exibem uma arquitetura tipica de TLPs,
composta por trés dominios (KOIWA et al., 1999). O dominio | é constituido por 10
fitas-B (cinco fitas-B antiparalelas a outras cinco fitas-B) formando uma estrutura
similar a um sanduiche, a qual compde a parte central da molécula. O dominio Il é
formado principalmente por a-hélices. O dominio Ill é constituido por uma longa alga
e uma folha-B antiparalela.

O mapeamento dos potenciais eletrostaticos mostrou que as PrOsms
apresentam, em sua superficie, uma fenda de natureza acidica, localizada entre os
dominios | e Il. Seu carater eletronegativo é devido a presenca de residuos acidos
(Glu, Asp, Asp, Asp). Esta fenda eletronegativa é usualmente associada a
propriedade antifingica possuida por varios membros da familia PR-5, como a
osmotina, zeamatina e NP24-1 (GHOSH; CHAKRABARTI, 2008). Os dois residuos
de fenilalanina relatados em osmotinas e outras PRS5 antifingicas também se
mostraram conservados, com excec¢ao da PrOsm4 que possui uma modificacdo na
posicao do primeiro residuo para uma tirosina (Tyrgg). Entretanto, as osmotinas de P.
rubra sdo desprovidas de atividade antifungica, como demonstrado por Freitas e
colaboradores (2015).

Mani e colaboradores (2012) expressaram duas isoformas de osmotinas
de Piper colubrinum, uma de 16,4 kDa e outra de 21,5 kDa. A isoforma menor possui
uma delecao de cerca de 50 residuos de aminoacidos, fazendo com que o dominio
[l apresente uma conformagao incomum. Apesar de ambas as isoformas possuirem
a fenda eletronegativa, a isoforma de 16,4 kDa n&o exibiu atividade antifungica,
enquanto a isoforma de 21,5 kDa foi capaz de inibir a germinacdo de esporos de
Phytophthora capsici e conidios de Fusarium oxysporum. Desta forma, sugere-se
que a atividade antifingica nao é determinada somente pela presenca da fenda
eletronegativa e que outras caracteristicas estruturais, ainda desconhecidas, devem
ser relevantes para o efeito antifungico.

A atividade antifungica da osmotina de Nicotiana tabacum esta associada

com sua ligacao a um receptor especifico (codificado pelo gene PHO36), presente
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na membrana plasmatica de fungos, induzindo morte celular programada através de
uma via de sinalizagdo RAS2 e inibindo o crescimento do fungo (NARASHIMAN et
al., 2005).

O receptor do horménio adiponectina (ADIPOQ) € um homologo mamifero
do receptor da osmotina (PHOS36). A adiponectina é um horménio proteico que
modula varios processos metabdlicos, incluindo a regulacdo da glicemia e o
catabolismo de acidos graxos. A adiponectina é exclusivamente secretada pelo
tecido adiposo. Seus niveis no plasma sanguineo estao inversamente relacionados
com o percentual de gordura corporal em adultos, enquanto esta associagdo nao
esta bem definida em criangas. Esse horménio possui um papel importante na
supressao de eventos metabdlicos que podem causar diabetes tipo 2, aterosclerose,
esteatose hepatica e sindrome metabdlica (NEGORO et al., 2014; KUMAR et al.,
2015).

Apesar de ndo compartilharem similaridade de sequéncia, a adiponectina
e a osmotina apresentam estruturas e fungbes similares (MIN et al, 2004). O
dominio | (ndcleo) da osmotina é semelhante ao dominio barril-B da adiponectina. A
osmotina de N. fabacum é capaz de interagir com o receptor de adiponectina
(AdipoR1) induzindo a ativacao (via fosforilagdo) de AMPKs em mid6citos C2C12 de
mamiferos, atuando como agonista (MIELE; COSTANTINI; COLONNA, 2011). A
osmotina exibiu atividade anti-inflamatéria in vitro similar a adiponectina,
aumentando a concentracdo de citocinas sinalizadoras, em cultura de fibroblastos
sinoviais humanos (MIELE; COSTANTINI; COLONNA, 2011). A osmotina também
exerceu atividade anti-inflamatoéria similar a adiponectina em colite de murinos
(ARSENESCU et al., 2011). Quando administrada, por via endovenosa, em ratos
obesos e diabéticos, a osmotina mimetizou o efeito da adiponectina, reduzindo os
niveis de glicose e insulina no soro (TRIVEDI et al., 2012).

Desta forma, o aumento ou mimetizacao da ag¢do da adiponectina por
meio da modulagdo da expressao e/ou funcdo de seus receptores pode ser uma
nova e promissora estratégia terapéutica para controle de doencas relacionadas a
obesidade, incluindo diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica (KADOWAKI et al.,
2006). Com base nesses estudos, foi realizada a predicdo da capacidade das
PrOsms de interagir com os receptores de adiponectina humana (AdipoR1 e
AdipoR2). Os complexos PrOsms/AdipoR exibiram arquitetura global semelhante
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aos dos complexos AdipoQ/AdipoR. A adiponectina interage com os receptores
AdipoR1 e AdipoR2 através de alcas presentes no topo do dominio globular (MIELE;
COSTANTINI; COLONNA, 2011). Os resultados sugerem que as osmotinas de P.
rubra sao capazes de interagir com os receptores de adiponectina, de forma similar
a AdipoQ. Estudos adicionais in vitro e in vivo devem ser realizados para avaliagao
do potencial de cada osmotina de Plumeria rubra como agonista dos receptores de
adiponectina.
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7 CONCLUSAO

A presenca de uma osmotina no latex de Plumeria rubra foi confirmada
por meio de ensaios de western blot utilizando anticorpos anti-CpOsm. Analises in
silico das sequéncias deduzidas das PrOsms mostraram que essas proteinas
possuem um peso molecular de aproximadamente 22 kDa, possuindo 8 ligagdes
dissulfeto estabilizando sua estrutura. A estrutura tridimensional das PrOsms é
composta por trés dominios, compartihando um enovelamento altamente
conservado entre TLPs. Interacbes proteina-proteina sugerem que as PrOsms séo
capazes de interagir com os receptores de adiponectina, de forma similar a AdipoQ,
sendo, portanto potenciais alvos terapéuticos para o controle de doencas
relacionadas a obesidade, incluindo diabetes tipo 2 e sindrome metabdlica.
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ANEXO A - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

LB (para1l)

» Triptona10 g
» Extrato de levedura 5 g
e NaCl5g

LB agar (paraiL)

e Triptona10 g

» Extrato de levedura 5 g
« NaCl5¢g

« Agari5g

GYT (para1l)

» Glicerol 10%
» Extrato de levedura 1,25 g
« Triptona2,5¢

SOC (parail)

» Triptona 20 g

» Extrato de levedura 5 g
« NaCl 0,58 g

« KCI0,2¢g

* MgCl, 10 mM

* Glicose 20 mM
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