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RESUMO

Nas sementes ha uma grande variedade de diferentes inibidores
protéicos agindo sobre o-amilase e outras enzimas que processam
polissacarideos. Estes inibidores apresentam uma funcdo natural em
sementes, no controle da atividade enddgena de a-amilase ou na defesa contra
pragas e patdégenos. Além disso, apresentam grande potencial como
ferramenta para transformacgédo de plantas, tornando as mesmas resistentes
contra o ataque de pragas e patégenos.

As albuminas 2S sao uma familia de proteinas de reserva pertencentes
a superfamilia das prolaminas, que incluem inibidores de a-amilase e/ou
tripsina, proteinas transportadoras de lipideos n&o especificas, proteinas
hidrofébicas de soja e glicoproteinas de parede celular. Elas sao proteinas com
12-15 kDa, geralmente compostas de duas cadeias polipetidicas ligadas por
duas pontes dissulfeto. Assim como outros membros da superfamilia das
prolaminas, as albuminas 2S sdo amplamente distribuidas em sementes de
plantas e apresentam um dominio conservado de oito cisteinas. As principais
isoformas de albuminas 2S das sementes de Ricinus communis sao Ric c 1 e
Ric ¢ 3. Estas proteinas sao descritas como alergénicas e neste trabalho nés
analisamos propriedades inibitorias destas albuminas. Elas inibem a atividade
da a-amilase salivar humana, e a-amilase larval dos insetos Callosobruchus
maculatus, Zabrotes subfasciatus e Tenebrio molitor.

As isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, apresentam estruturas
secudarias similares. Com o intuito de estabelecer a relacido entre estrutura e
propriedades biolégicas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, inicialmente nés propusemos o
modelo de estrutura tridimensional de Ric ¢ 1, utilizando o programa Swiss
model Server, baseada na estrutura de Ric ¢ 3 determinada por RMN. No&s
também propusemos o modelo de interagcdo entre o-amylase do inseto
Tenebrio molitor e Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3. Com o propésito de desativar epitopos
alergénicos das albuminas 2S, muta¢des em residuos em Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3
envolvidos com a ligagdo a IgE e consequente desencadeamento da alergia,
foram também propostas e as estruturas tridimensionais destas novas
proteinas, em complexo com a-amilase, foram investigadas por modelagem

molecular.
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O estudo destas estruturas poderia ajudar a estabelecer relagcbes entre
estrutura, alergenicidade e inibicdo de o-amilase, que poderia ser utilizada

como ferramenta na defesa de plantas e terapia alergénica.
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ABSTRACT

Plant seeds are rich sources of a large number of different proteinaceous
inhibitors acting on a-amylases or other polysaccharide processing enzymes.
These inhibitors can have natural roles in the control of endogenous a-amylase
activity or in defense against pathogens and pests and show great potential as
tools to engineer resistance of crop plants against pests.

The 2S albumins are a family of storage proteins belonging to the
prolamin superfamily, that includes cereal seed inhibitors of a-amylase and/or
trypsin, nonspecific lipid transfer proteins, the hydrophobic protein from
soybean, and some cell wall glycoproteins. They are small proteins (12-15 kDa)
generally composed of two different polypeptide chains linked by two disulfide
bridges. Like other members of the superfamily, the 2S albumin proteins are
widely distributed in plant seeds and show a conserved motif of eight cysteine
residues. The major isoforms of 2S albumins in these seeds are Ric ¢ 1 and Ric
c 3. These proteins present allergenic characteristics. In this work we have
analyzed the inhibitory properties of 2S albumin isoforms. They inhibited the a-
amylase activities of human salivary and of insects Callosobruchus maculatus,
Zabrotes subfasciatus and Tenebrio molitor.

The isoforms of 2S albumins, Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3, present similarities in
the secondary structure. In order to establish relationships between structure
and different biological properties of Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3, initially we have
predicted the tertiary structure of Ric ¢ 1 utilizing Swiss model program, based
in Ric ¢ 3 structure that was determined by RMN. We also have modeled the
three-dimensional structure of the Tenebrio molitor a-amylase in complex with
Ric ¢ 1 and Ric ¢ 3 and introduced mutations in residues the of Ric ¢ 1 e Ric ¢
3 involved in IgE binding to generate proteins with reduced IgE binding.

These studies may help to establish meaningful relationships among
structure, allergenicity and a-amylase inhibition that could be used in plant

defense and allergy therapy.
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1 - INTRODUGAO

1.1 - Amamoneira, uma planta com potencial biotecnolégico

A mamoneira é conhecida no Brasil como “carrapateira”, “ricino” ou
“palma cristi”, na Espanha por “ricino” e “palma cristi”, na Inglaterra e nos
Estados Unidos pelo nome de “castor bean” e “castor seeds”, na Francga por
“ricin” e na Alemanha por “baun vouder” (Fornazieri Junior, 1986). E uma planta
de origem afro-asiatica, nativa, muito resistente e encontrada em grande
quantidade na Etidpia, na regido do Sennaar, Kordofan e na india. Suas
sementes foram trazidas para o Brasil possivelmente pelos escravos no século
XVI e hoje a mamoneira nao é somente um arbusto comum dos matagais, mas
uma planta de alto valor econdmico.

A mamoneira € um arbusto, seu sistema radicular é constituido de uma
raiz pivotante que pode atingir 1,5 metros de profundidade e de raizes laterais
com até 80 cm. A parte aérea dessas plantas é ramificada, de coloragao verde
ou avermelhada, suas folhas sao lobadas e de forma variada. A classificagao
da mamoneira € descrita na figura 1.

A mamoneira € uma planta mondica (flores masculinas e femininas no
mesmo espécime) e assim, a inflorescéncia contém flores femininas na parte
superior e masculinas na parte inferior. Sua semente é carunculada, oval e de
tamanho grande, médio ou pequeno, podendo ter coloragbes diversas
(Fornazieri Junior, 1986).

A mamoneira encontra no Brasil excelentes condicbes para o seu
desenvolvimento, ja que é uma planta de clima tropical e sub-tropical,
necessitando de chuvas regulares no inicio do desenvolvimento da planta e de
periodos secos durante a maturagéo dos frutos (Azevedo e Beltrdo 2007).

O fruto da mamoneira € a mamona, desta por processos industriais séo
extraidos o 6leo, como produto principal, e a torta, como sub-produto. O éleo
de mamona tem como principal acido graxo, o acido ricinoléico ou 12-hidroxi-9-
octadecendico, que constitui 90% do 6leo, os outros 10% sao formados por
acidos graxos nao hidroxilados, principalmente dos acidos oléicos e linoléicos
(Ogunniyi, 2006).



Mamona

Super Reino: Eucariota / -

Reino: Viridiplantae

N
Filo: Streptophyta - 1%
Superdivisdo: Spermetophyta
Divisao: Magnoliophyta -
Classe: Magnoliopside Y @
Subclasse: Rosidae 4 »

Ordem: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae "
Subfamilia: Alcalyphoideae

Tribo: Acalypheae

Género: Ricinus

Espécie: Ricinus communis L.

Figura 1 — Mamoneira (Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/

Browser/wwwtax.cgi ?id=3988. Acesso em: 10/12/08).

O 6leo extraido das sementes de mamona possui um mercado
internacional crescente, garantido por extenso numero de aplicagbes que
incluem o uso medicinal e em cosméticos, e a substituicdo do petréleo na
fabricacdo de plasticos e lubrificantes. Ele tem ampla utilizagao na fabricagao
de tintas, sabdes, vernizes, detergentes, papel carbono, velas, nylon, produtos
sintéticos, plasticos, desinfetantes, adesivos, resinas isolantes (como as
usadas em cabos telefénicos), colas especiais, tubos especiais para irrigagao,
cosmeéticos, lentes de contato, entre outras (Fornazieri Junior, 1986; Ogunniyi,
2006). Na medicina o 6leo de mamona também apresenta ampla aplicagao,
sendo utilizado na fabricagdo de grande parte dos filtros hospitalares de
hemodialise, bombas corpdreas e extracorporeas, protese 6ssea de resina de
mamona, material mais leve que a platina e que ndo apresenta o problema de
rejeicao, etc. O 6leo de mamona tem como aspecto particular ndo mudar suas

caracteristicas fisicas em altas ou baixas temperaturas e mesmo em variagdes



bruscas de temperaturas, razdo de sua imprescindivel aplicacdo na aviacao,
como lubrificante de alta precisao, aditivos para tanques de combustiveis, sem
o qual as aeronaves nao decolariam (Aboissa, 2005).

Uma série de estudos vem sendo realizada para tornar viavel o uso da
mamona para a produgdo de Biodiesel, um combustivel renovavel,
biodegradavel e obtido da reagao de transesterificacdo de qualquer triglicerideo
com um alcool de cadeia curta, como o metanol e o etanol. A producado de
biodiesel a partir do 6leo de mamona tornaria o plantio desta euforbidcea uma
forma de gerar recursos e emprego em diversas regides do Brasil. Além disso,
as vantagens do emprego do 6leo de mamona s&o muitas, visto que, trata-se
do unico dleo soluvel em alcool, o que de certa forma facilita a produgdo do
biodiesel, composto majoritariamente por um unico acido graxo, € mais viscoso
€ mais denso que os outros 6leos. (Parente, 2004; Azevedo e Beltrao, 2007).

A torta da mamona rica em nitrogénio, fésforo e potassio é utilizada na
recuperagao de solos desgastados. Apesar de rica em proteinas, ndao é
utilizada como alimento, nem como aditivo em racdo animal, pois suas
sementes contém substancias téxicas que ndo sao extraidas ou inativadas
pelos processos convencionais de extragcao do 6leo. Os constituintes toxicos da
torta sdo a ricina, uma proteina, a ricinina, um alcaléide, e um conjunto de
proteinas alergénicas muito ativo e resistente aos processos térmicos de
desintoxicagdo (Azevedo e Beltrdo, 2007). Estas proteinas alergénicas, as
albuminas 2S, sdo de baixo peso molecular e apresentam fungdes de reserva e
de defesa. Na torta encontra-se ainda uma série de peptideos com acdes
antifungicas (Crespo, 1999) e inibidores de enzimas como a-amilase e
proteases.

As proteinas envolvidas no processo de defesa de uma planta como a
mamoneira (ex: inibidores enzimaticos) possuem um grande potencial
biotecnolégico para o desenvolvimento de novos inseticidas e pesticidas de
origem natural com baixa toxicidade. Além disso, a manipulagdo de moléculas
alergénicas para diminuigdo de seu potencial alérgico também ¢é de interesse
quando visa o uso destas plantas para o consumo de mamiferos. Com isso, o
entendimento do processo de defesa e de alergia em que essas proteinas
estao envolvidas, bem como do seu mecanismo de acao se torna pertinente e

fundamental.



1.2 - Defesa de plantas contra pestes e patéogenos

As plantas sofrem constantemente com agressbées de pestes e
patdégenos. Estes sdo responsaveis por grandes perdas na agricultura, por
causarem doencgas e injurias, além de se alimentarem dos tecidos da planta
(Gatehouse et al., 1992; Valois, 2001; Franco et al., 2002). As plantas,
entretanto apresentam certo grau de resisténcia ao ataque de pragas e
patdgenos, tendo para isso desenvolvido durante a evolugdo mecanismos de
defesa (Agrawal e Karban, 2000).

Os mecanismos de defesa empregados pelas plantas para se
protegerem do ataque de pragas e patdégenos podem ser classificados em:
defesas induzidas, quando substancias sao sintetizadas em resposta a
estimulos bidticos e abidticos, sendo mais importante para a defesa das partes
vegetativas das plantas do que para a protegdo de sementes; e as defesas
constitutivas que fazem parte do plano de desenvolvimento da planta e séo
depositadas durante sua formagado. Estas defesas podem ser de natureza
quimica, quando ha o envolvimento de substéncias quimicas como, por
exemplo, alcaldides, aminoacidos nao protéicos, flavondides, entre outros
compostos de baixo peso molecular, ou podem ainda ser decorrentes da
presenca de proteinas toxicas como lectinas, inibidores de proteinases e
amilases, entre outras, ou ainda de natureza fisica, quando aspectos
estruturais estdo envolvidos, caracterizando-se, por exemplo, pela presenca
em sementes de tegumento resistente, pélos, espinhos ou tricomas (Xavier-
Filho, 1993).



1.2.1 - Defesas constitutivas: o desencadeamento da alergia por

alérgenos de origem vegetal

1.2.1.1 - O processo de alergia

A alergia é comumente definida como uma reacdo de
hipersensibilidade imediata ou do tipo |, onde o0s sintomas aparecem
rapidamente e sdo causados pela exposicdo a macromoléculas exogenas,
conhecidas como antigenos ou alérgenos, geralmente de origem protéica. A
resposta alérgica é geralmente mediada por uma classe especifica de
anticorpos, conhecida como imunoglobulina E (IgE) (Gould e Sutton 2008).

A reagdo de hipersensibilidade apresenta duas fases: a
sensibilizagdo, quando o individuo é exposto pela primeira vez ao antigeno e a
reagao subsequente, quando o individuo é novamente exposto ao antigeno
(Mills et al., 2003).

A reacéo alérgica envolve uma série de eventos que inicia com o
reconhecimento da estrutura do alérgeno por células apresentadoras de
antigenos (APC), também chamadas macréfagos ou células dendriticas (CD),
estas células internalizam o alérgeno que sofre protedlise, gerando fragmentos
peptidicos conhecidos como epitopos. Estes epitopos sdo expostos na
membrana das APCs e reconhecidos pelos linfécitos T auxiliares (TH1 e/ou
TH2) que juntamente com os linfocitos B, iniciardo a resposta imunoldgica
(Figura 2). As células TH2 sao ativadas apo6s o contato com APCs e produzem
grandes quantidades de interleucinas 4 e 5 (IL-4 e IL-5, respectivamente).
Estas por sua vez atuam como citocinas e levam a biossintese de IgE por
linfécitos B (Abbas et al., 2003).

Os anticorpos IgE, sdo capazes de se ligar a receptores Fce
presentes na membrana de mastécitos e baséfilos. Esta ligagdo se caracteriza
como sensibilizagdo, ou seja, o primeiro contato do individuo com o alérgeno.
No segundo e nos demais contatos do individuo com o mesmo alérgeno,
ocorrera uma ligagdo cruzada entre segmentos especificos do alérgeno
(epitopos) e as IgEs presentes na membrana dos mastdcitos e basodfilos. Esta

ligacdo induzira mudangas fisiologicas e anatdbmicas que desencadeardao a



ruptura da membrana destas células, liberando mediadores inflamatérios que

levarao aos sintomas da alergia (Abbas et al., 2003).
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Figura 2 - Esquema representativo dos eventos envolvidos no

desencadeamento da hipersensibilidade do tipo | (Shakib et al., 2008).

A regido de interagdo do alérgeno com as IgEs é conhecida como
epitopo. Os epitopos podem ser conformacionais, resultantes do arranjo
estrutural da molécula ou continuos, onde a sequéncia primaria continua é
alergénica. Epitopos continuos foram relacionados a processos de reagdes

cruzadas entre alérgenos (lvanciuc et al., 2009; Felix et al., 2008).



1.21.2 - Alérgenos de origem vegetal: as albuminas 2S da

superfamilia das prolaminas

Os maiores grupos de proteinas de plantas estdo classificados na
superfamilia das prolaminas, que incluem glicoproteinas de parede celular,
proteinas de reserva de sementes de cereais e proteinas sulfidricas de baixo
peso molecular, muitas delas também presentes em sementes. Desta
superfamilia fazem parte também os principais alérgenos de plantas, que
possuem baixo peso molecular, sdo estaveis a altas temperaturas e a
protedlise, devido a sua estrutura estabilizada por pontes dissulfeto
(Breiteneder e Radauer, 2004; Mills et al., 2004).

Os alérgenos membros da superfamilia das prolaminas apresentam
uma limitada homologia de sequéncia, porém mantém um esqueleto
conservado de 8 residuos cisteinas (C-X,-C-X,-CC-X,-CXC-X,-C-X,-C), que
formam 4 pontes dissulfeto (Kreis et al., 1985). A presenca do “motif” CC e
CXC nao é comum em proteinas, o que facilita a identificagdo dos membros da
superfamilia das prolaminas, que possuem as a-hélices como principais
componentes de estrutura secundaria, apresentando um enovelamento
conservado (Shewry et al., 2002). Embora os residuos de cisteinas sejam
consideravelmente conservados, eles podem formar pontes dissulfeto com
diferentes padrdes, dependendo do grupo em que a proteina se encontra.

Os principais alérgenos de plantas que fazem parte da superfamilia
das prolaminas incluem as proteinas transportadoras de lipideos nao
especificas (nsLTP), inibidores de a-amilase e/ou tripsina de sementes de
cereais e as albuminas 2S (Shewry et al., 2002). As albuminas 2S sé&o
proteinas de reserva de dicotiledoneas, encontradas em sementes, frutos e
polen destas plantas. Elas sao caracterizadas como os principais alérgenos de
castanha do Para, nozes, mostarda, gergelim e mamona (Breiteneder e Mills
2005).

As albuminas 2S sdo, em algumas espécies de plantas, proteinas
ricas em metionina (Kortt et al., 1991; Beyer et al., 2002; Hagan et al., 2003),
enquanto em outras apresentam alto teor de glutamina (Odani et al., 1983;
Barciszewski et al., 2000). Elas apresentam massa molecular de 12-15 kDa, e

geralmente sao compostas de duas cadeias polipeptidicas ligadas por duas



pontes dissulfeto. Em sementes, as albuminas sdao encontradas em corpos
protéicos e mobilizadas durante a germinacéo, sendo descritas como doadoras
de nitrogénio e enxofre para este processo (Youle e Huang 1978).

As isoformas de albuminas 2S sao os principais alérgenos em R.
communis, e foram primeiro descritas por Spies e Coulson em 1943, que
isolaram uma fragdo denominada CB-1A, com baixo peso molecular e estavel
em altas temperaturas (Spies 1974). Em 1978, Youle e Huang mostraram que
CB-1A, era o alérgeno descrito por Li e colaboradores em 1977, e que estas
proteinas estavam presentes em corpos protéicos nas sementes de mamona.

A estrutura primaria de CB-1A foi determinada por Sharief e Li
(1982). Uma proteina de baixo peso molecular, com alto teor de glutamina, e
composta de duas cadeias polipeptidicas, uma menor com 34 residuos de
aminoacidos (cadeia leve) e outra maior, com 61 residuos (cadeia pesada),
estas cadeias sao ligadas por duas pontes dissulfeto. Hoje a proteina descrita
por Sharief e Li € conhecida como Ric c 1.

Uma outra proteina alergénica, também com baixo peso molecular e
alto teor de glutamina foi identificada em R. communis (Machado e Silva 1992;
Silva et al., 1996). Esta proteina denominada inicialmente ASP-Ib, é hoje
conhecida como Ric ¢ 3, e assim como Ric ¢ 1, apresenta duas cadeias
polipeptidicas, cadeia leve com 41 residuos de aminoacidos e a cadeia pesada
com 67 residuos, ligadas por duas pontes dissulfeto.

As isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo sintetizadas
como um unico precursor, com 237 residuos de aminoacidos. O precursor sofre
processamento pods-traducional, por endopetidases e carboxipeptidases,
perdendo alguns fragmentos peptidicos para assim dar origem as isoformas,
Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 (Irwin et al., 1990).

As isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo descritas ha
muitos anos como proteinas alergénicas (Sharief and Li, 1982; Thorpe et al.,
1988; Machado and Silva, 1992; Silva et al., 1996). Em estudo recente, nosso
grupo (Felix et al., 2008) identificou seis epitopos, 2 em Ricc1e 4 em Ric c 3,
responsaveis pelo desencadeamento da alergia (Figura 3). Nesses epitopos é
importante que haja 2 residuos de aminoacidos acidos a uma distancia de no
maximo 12 residuos (Felix 2007) para ligarem as IgEs presentes na membrana

dos mastocitos e/ou basdfilos para assim, dispararem o processo de



desgranulacio destas células, ou seja, liberacdo de mediadores que levam aos
sintomas da alergia.

Nos ultimos anos, diversas fungdes de defesa vém sendo descritas
para as albuminas 2S incluindo a atividade antifungica (Agizzio et al., 2003;
Terras et al., 1992, 1993) e a inibicdo de proteases serinicas (Genov et al.,
1997). Entretanto, ndo ha estudos avaliando o efeito das albuminas 2S sobre a
atividade da enzima a-amilase, que é um alvo em potencial para o controle de

patdgenos e insetos na agricultura.



Ricc 1

Cadeia leve:
1 10 20 30

PSQOGCRGQIQEQONLRQCQEYIKQQVSGQGPRR
P3 (Epitopo 1)

Cadeia pesada:

1 10 20 30 40 50 60

QERSLRGCCDHLKQMQSQCRCEGLRQATEQQOSQGOLOGODVFEAFRTAANLPSMCGVSPTECRF
PO (Epitopo 2)

Ricc 3
Cadeia leve:
1 10 20 30 40

ESKGEREGSSSQOCRQEVQRKDLSSCERYLRQSSSRRSPGE
Pl (Epitopo 3) P2 (Epitopo 4)

Cadeia pesada:

1 10 20 30 40 50 60

QOQESQOLOQCCNQVKQVRDECQCEATKYIAEDQIQQGQLHGEESERVAQRAGEIVSSCGVRCMRQT
P4 P5

(Epitopo 5) (Epitopo 6)

Figura 3 — Estrutura primaria das isoformas de albuminas 2S de R. communis,
Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, destacando as cadeias leve e pesada e os epitopos

alergénicos.
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1.2.2 - Alvos e moléculas com potencial para o controle de patégenos e

insetos na agricultura: as a-amilases e seus inibidores

1.2.2.1 - As a-Amilases

As plantas estdo expostas a inumeros tipos de estresse quimico e
fisico. As perdas anuais de graos devido ao ataque por patdgenos e insetos
promovem sérios prejuizos. Em paises tropicais o0 ataque por insetos contribui
fortemente para as estas perdas (Gatehouse et al., 1992; Franco et al., 2002).
Muitos destes predadores utilizam além das proteinas, o amido das sementes
como fonte alimentar. Assim, o conhecimento das amilases destes insetos,
bem como a identificagdo de inibidores destas enzimas, podera ser util como
ferramenta para o controle destes patégenos.

As a-amilases (a-1,4 glucano-4-glucanohidrolases) sdo enzimas
monomeéricas que constituem uma familia de endoamilases e catalisam a
hidrolise de ligagbes glicosidicas o-1,4 do amido, glicogénio e outros
carboidratos. Essas enzimas sdo amplamente distribuidas em plantas, animais
€ microrganismos, tendo um importante papel nho metabolismo de carboidratos
desses organismos.

O amido é formado por dois componentes, a amilose, um polimero
linear de glicose em ligagdes a-1,4, e a amilopectina, um polimero ramificado
de glicose, onde as cadeias lineares em ligagdes a-1,4 sao interconectadas
com ligacdes a-1,6 (Figura 4). A clivagem do amido pela a-amilase constitui o
primeiro passo na degradagao enzimatica de polissacarideos o que é essencial
na assimilacdo de carboidratos. Os carboidratos normalmente constituem o
principal componente da dieta humana, e o amido esta presente na maior parte
das misturas de carboidratos (Payan, 2004), sendo também essencial na
germinagao e maturagdo de sementes e para o crescimento e desenvolvimento
de muitos insetos, especialmente daqueles que vivem em sementes e graos

ricos em amido.
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Figura 4 — Estrutura da amilose (A) e da amilopectina (B) que compdem o

amido, alvo da a-amilase.

As oa-amilases estdo agrupadas em 3 familias de hidrolases
glicosidicas e transglicosilases (familias 13, 70 e 77) que compdem as
hidrolases glicosidicas do Clan H. O esquema de classificacdo nestas familias
se baseia em similaridades de sequéncia primaria, estrutura tridimensional e
mecanismo de ac¢ao (MacGregor et al., 2001; Bozonnet et al., 2005).

A arquitetura da maioria das o-amilases possui trés dominios
distintos, chamados A, B e C (Figura 5). O dominio A é o maior, sendo formado
por dois segmentos que formam um (f/a)s-barril, ou seja, um barril de 8 fitas-p3
paralelas envolvidas por um circulo concéntrico de 8 segmentos helicoidais
(sete a-hélices e uma hélice-31p) (Figura 5).

O dominio B das a-amilases é globular, esta inserido no dominio A e
é formado por varios segmentos estendidos e uma a-hélice curta (Figura 5).
Este dominio forma uma cavidade contra o B-barril do dominio A, onde o ion

calcio esta ligado, este cation é de fundamental importancia para a integridade
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estrutural da enzima (Strobl et al., 1998a; Valeé et al., 1959). O dominio C esta
localizado do lado oposto ao dominio B, compreendendo o C-terminal da
proteina, formando uma unidade separada, feita exclusivamente de folhas-$
(Figura 5).

As diferentes a-amilases apresentam um mecanismo similar de agao
com os residuos cataliticos conservados entre todas as enzimas (Svensson,
1994; MacGregor et al., 2001). De forma interessante, o sitio ativo da enzima
esta localizado em uma fenda em forma de V na interface entre os dominios A
e B. A conservagao da interface dos dominios A e C entre as amilases de
diferentes origens sugerem um importante papel na atividade, estabilidade e
enovelamento da enzima (Strobl et al., 1998a).

A estrutura dessas a-amilases, assim como quase todas as
estruturas de a-amilases determinadas, apresenta um ion calcio em posigéao
conservada. O sitio de ligagcao do calcio esta localizado na interface entre os
dominios A e B, proximo ao sitio catalitico (Strobl et al., 1998a). Um anion cloro
também esta presente nesta estrutura, e pode ser capaz de ativar
alostericamente a enzima (Buonocore et al., 1976) devido a sua proximidade
com uma molécula de agua que, provavelmente, inicia a clivagem do substrato
(Mazur et al., 1994).
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Figura 5 — As a-amilases e os trés dominios estruturais. (A) Esquema
representativo da estrutura secundaria da maioria das amilases com os 3
dominios (A, B e C). As a-hélices s&o representadas como cilindros e as folhas-
B como setas (Kadziola et al., 1994). (B) Estrutura cristal da a-amilase larval do
inseto Tenebrio molitor, mostrando o dominio A (azul), dominio B (verde),
dominio C (vermelho), os residuos cataliticos Asp185, Glu222 e Asp287 (rosa)

e o0s ions calcio (amarelo) e cloro (violeta) (Strobl et al., 1998a, PDB - 1JAE).
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O sitio ativo das a-amilases € composto por diferentes sub-sitios de
ligacdo a carboidratos, capazes de interagir com um residuo de glicose do
substrato. O numero de sub-sitios pode variar de amilase para amilase,
podendo chegar a 11 (Quian et al., 1994; Machius et al., 1996; Svensson et al.,
2002; Kandra et al., 2002; Saboury, 2002). A a-amilase de Bacillus
amyloliquefaciens foi a primeira a ter seus 9 sub-sitios identificados (Robyt e
French 1963; Thoma et al., 1970, 1971). Para a a-amilase pancreatica de porco
(PPA), inicialmente com estudos cinéticos (Robyt e French 1970) e
posteriormente por cristalografia de raio X, na ligacédo de PPA e o inibidor
acarbose (Quian et al., 1994) foram identificados 5 sitios de ligagao a glicose.
Entretanto, em estudos com a PPA ligada ao octassacarideo derivado da
familia trestatina (V-1532), foram identificados 6 sub-sitios (Machius et al.,
1996).

Na a-amilase salivar humana foram identificados 6 sub-sitios de
ligacdo a glicose (Kandra e Gyémant 2000; Kandra et al., 2002),
diferentemente da a-amilase de Aspergillus oryzae, na qual estudos cinéticos
em reacdo com maltodextrina e com a determinacdo da energia de ligacao,
identificaram 7 sub-sitios (Suganuma et al., 1978), posteriormente confirmado
por cristalografia de raio X (Matsuura et al., 1984; Brzozowski e Davies, 1997).

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos no intuito de desvendar o
funcionamento das amilases e de descobrir proteinas com fungao inibitéria a
essas enzimas digestivas (Machius et al., 1996; Grossi-de-Sa e Chrispeels,
1997; Da Silva et al., 2000; Oliveira-Neto et al., 2003; Zhi-Fei et al., 2008). As
plantas desenvolveram estratégias de defesa contra a agcdo de enzimas
digestivas, os chamados inibidores de a-amilases e proteinases, que impedem
estas enzimas de exercer sua fungédo (Mello e Silva-Filho, 2002; Sivakumar et
al., 2006; Farias et al., 2007). Desvendar os mecanismos inibitérios exercidos
sobre a-amilases de mamiferos e insetos, € um passo chave no desenho de
inibidores de a-amilase com alta afinidade/seletividade. Este conhecimento
sera muito utii em campos como o da saude humana, no diagndstico de
pancreatite e em outras desordens hiperamilasicas (O’Donnel et al., 1977,
Huang et al., 1982; Turcotte et al., 1994). Podera ser util também no controle

do diabetes, da obesidade e em hiperlipemia (Layer et al., 1985; Bischoff et al.,
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1994; Aiso et al., 2007), contribuindo ainda para o entendimento dos aspectos
toxicoldgicos e antinutricionais dos alimentos. Outro aspecto em potencial é o
uso para a modificacdo de plantas ou mesmo para pulverizagdes que protejam
as plantas contra o ataque de pragas (Gatehouse e Gatehouse, 1998; Valéncia
et al., 2000; Payan, 2004).

1.2.2.2 - Os inibidores de a-amilase

Os inibidores de a-amilase vém sendo isolados de plantas, animais e
microrganismos, podendo ser de natureza protéica ou ndo. Os inibidores de a-
amilase nao protéicos (acarbose, isoacarbose, acarviosine-glicose, &acido
hibiscus e ciclodextrinas) sao caracterizados por apresentarem diferentes
composi¢cdes organicas, e sua atividade inibitéria se da em parte por sua
estrutura ciclica, similar a estrutura do substrato da a-amilase (Franco et al.,
2002). De acordo com suas propriedades, os inibidores ndo protéicos sao
interessantes para o uso em diagnosticos e tratamentos na medicina
(O'Donnell et al., 1977), mas o uso para a protegao de plantas, via produg¢ao de
plantas transgénicas € muito complexo. A expressdo de compostos como a
acarbose ou 4acidos organicos, envolve varias vias metabdlicas, sendo
necessaria expressao de varios genes para conferir a protecdo na planta, o que
dificulta essa aplicagao biotecnoldgica.

Os inibidores de a-amilase protéicos podem ser encontrados em
cereais (Feng et al., 1996; Franco et al., 2000), leguminosas (Ilshimoto et al.,
1996; Yamada et al. 2001), tubérculos e em outros organismos, podendo
apresentar massa molecular de 4 kDa, 5 kDa, 13 kDa, 26 kDa e 50 kDa. Estes
inibidores apresentam especificidade pela enzima alvo, desta forma, alguns
inibidores apresentam alta afinidade por a-amilase de insetos e mamiferos
(Franco et al., 2002), enquanto outros agem especificamente sobre a enzima
de apenas alguns insetos (Chagolla-Lopez et al., 1994).

Os inibidores protéicos de a-amilase encontrados na natureza foram
divididos em sete familias de acordo com sua similaridade de sequéncia
primaria e estrutura tridimensional (Svensson et al., 2004; Payan, 2004; Franco

et al., 2002), incluindo seis familias isoladas de plantas (Chagolla-Lopez et al.,
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1994; Bloch e Richardson, 1991; Barber et al., 1986; Campos e Richardson,
1983; Mundy et al., 1984; Ohtsubo e Richardson, 1992; Blanco-Labra e lturbe-
Chinas, 1980; Marshall e Lauda, 1975; Ho e Whitaker, 1993; Fakhoury e
Wolosuk, 2001) e uma de espécies de Streptomyces (Murao et al., 1980).
Essas familias sdo classificadas como dos tipos: lectina, “knottin®, cereal,
inibidor kunitz, y-purotioninas, taumatina e inibidores de Streptomyces. Uma

breve descricao destes inibidores é apresentada a seguir.

1.2.2.2.1 - Similares a Lectina

Esta familia de inibidores é formada pelas isoformas a-Al1, a-Al2 e
o-Al3 (ou o-AlL), isoladas de diferentes variedades de feijdo comum,
Phaseolus vulgaris (Kasahara et al., 1996; Marshall e Lauda, 1975; Wilcox e
Whitaker, 1984; Berre-Anton et al., 1997). Estes inibidores apresentam
diferentes especificidades. O inibidor o-Al1 inibe a-amilase pancreatica
humana, de porco e dos insetos Callosobruchus maculatus e Callosobruchus
chinensis, mas nao inibe a a-amilase do inseto Zabrotes subfasciatus.
Diferentemente, o inibidor a-Al2 inibe somente a a-amilase do inseto Zabrotes
subfasciatus. Os inibidores a-Al1 e a-Al2 sdo formados por duas subunidades
glicopeptidicas com massa moleculares de 7,8 kDa, cadeia a e 14 kDa, cadeia
B, estas cadeias estdo associadas por intera¢cdes nao covalentes (Berre-anton
et al., 2000). A isoforma o-Al3, corresponde a uma proteina com estrutura
similar aos inibidores, formada por uma simples cadeia, que se mostrou inativa
contra as a-amilases testadas (Finardi-Filho et al., 1996). A literatura sugere
que esta isoforma, provavelmente representa um intermediario evolucionario

entre fitohemaglutinas, arcelinas, e inibidores de a-amilases.

1.2.2.2.2 - Similar a “Knottin”

O inibidor de o-amilase isolado de sementes de Amaranthus
hypocondriacus (AAl) é o menor inibidor de a-amilase descrito até o momento,
com 32 residuos de aminoacidos e trés pontes dissulfeto (Chagolla-Lopez et

al., 1994). Este inibidor apresenta trés fitas  antiparalelas e uma arquitetura de
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pontes dissulfeto bem caracteristica em sua estrutura. AAl é um inibidor
especifico de a-amilase de insetos, cuja estrutura em complexo com a a-
amilase do inseto T. molitor mostra que este se insere perfeitamente no sitio
catalitico da enzima, interagindo com residuos dos dominios A e B (Chagolla-
Lopez et al., 1994). Como se trata de um peptideo com poucos residuos de
aminoacidos, o complexo enzima-inibidor mostra que embora quase metade da
superficie do inibidor entre em contato com a enzima, esta ainda é a menor
area de contato descrita, entre um inibidor de o-amilase protéico e a enzima
(Pereira et al., 1999).

Nosso grupo identificou recentemente, um peptideo de sementes de
R. communis, designado Rc-knottin (Nascimento, 2002), por apresentar
caracteristicas semelhantes aos inibidores da familia “knottin”. Este peptideo
apresenta massa molecular de 3,4 kDa, € resistente a hidrolises enzimaticas
(tripsina, quimotripsina, protease endo-Glu), e é ativo contra a-amilase salivar
humana, e dos insetos Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus

sendo porém inativo contra a-amilase de Tenebrio molitor.

1.2.2.2.3 - Proteinas tipo cereal

Os inibidores de a-amilase da familia dos cereais sdo compostos de
120-160 residuos de aminoacidos e cinco pontes dissulfeto (Lyons et al., 1987,
Franco et al., 2000). Estes inibidores sdo também conhecidos por serem
agentes sensibilizantes de humanos, causando alergias, dermatites e asma,
que estdo associadas a farinha do cereal. Os inibidores desta familia podem
ser encontrados como mondmeros, como por exemplo os inibidores de trigo
0.28, WRP28, WRP26 e WRP27 (Franco et al., 2000), e o inibidor bifuncional
de tripsina e a-amilase (RBI) (Garcia-Casado et al., 1996; Kusaba-Nakayama
et al., 2000), ou como dimeros, como é o caso do inibidor de trigo denominado
0.19, devido a sua mobilidade eletroforética (Franco et al., 2000; Petrucci et al.,
1976). Os inibidores 0.19 e RBI sdo os mais estudados desta familia.

O inibidor 0.19 apresenta atividade inibitéria contra o-amilase de
passaros, insetos e mamiferos (Titarenko e Chrispeels, 2000; Franco et al.,

2000; Feng et al., 1996). Sua estrutura tridimensional determinada por
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cristalografia (Miyazaki et al., 1994) apresenta 5 a-hélices arranjadas em
sentidos opostos, favorecendo o empacotamento, com todos os 10 residuos de
cisteinas formando pontes dissulfeto (Oda et al., 1997). O inibidor RBI
apresenta estrutura tridimensional semelhante a do inibidor 0.19, com um
dobramento globular de 4 a-hélices arranjadas em sentidos opostos e uma
pequena regido de folhas B antiparalelas (Strobl et al., 1995), este inibidor é

ativo contra a-amilase de insetos e de mamiferos.

1.2.2.2.4 - Inibidores tipo Kunitz

Os inibidores desta familia apresentam cerca de 180 residuos de
aminoacidos e 4 cisteinas. Estes inibidores vém sendo isolados de cereais
como cevada (Rodenburg et al., 1995), trigo (Gvozdeva et al., 1993) e arroz
(Ohtsubo e Richardson, 1992). O inibidor bifuncional de a-amilase e subtilisina
(BASI), isolado de cevada, € o inibidor melhor caracterizado desta familia, este
€ ativo contra a-amilase 2 do cereal e serino proteinases da familia da
subtilisina (Abe et al., 1993). A estrutura do inibidor BASI apresenta uma
arquitetura de folhas B com duas pontes dissulfeto (Valleé et al., 1998),
possuindo assim homologia com o inibidor bifuncional de a-amilase e
subtilisina (WASI) de trigo (Zemke et al., 1991), o inibidor de tripsina de
Erythrina caffra (Onesti et al., 1991) e a cadeia B da ricina (Rutenber e
Robertus, 1991).

O inibidor BASI esta envolvido na regulagdo da degradagdo de
carboidratos da semente, prevenindo que a a-amilase 2 hidrolise o amido
durante o estagio de brotamento prematuro (Kadzola et al., 1998). Além disso,
este inibidor protege a semente contra proteinases e a-amilase, produzidas por
diversos patodgenos e pestes (Garcia-Olmedo et al., 1991). BASI como outros
inibidores também apresenta especificidade de inibicdo, atuando sobre a a-
amilase 2 de cevada, mas sendo inativo contra a a-amilase 1 que apresenta

74% de similaridade de sequéncia com a a-amilase2 (Mundy et al., 1983).
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1.2.2.2.5 - Similar as y-purotioninas

Os inibidores desta familia apresentam 47 ou 48 residuos de
aminoacidos, 5 pontes de enxofre e sdo parte da superfamilia das y-tioninas.
Membros desta superfamilia sdo compostos envolvidos na defesa das plantas
através de mecanismos como: modificacdo de permeabilidade de membrana
(Castro et al., 1996; Thevissen et al., 1996), inibicdo de sintese protéica
(Mendez et al., 1996), inibicdo de proteinases (Wijaya et al., 2000) e inibicao de
o-amilase, que vem sendo observada em 3 isoformas de Sorghum bicolor,
denominadas SLa-1, SLa-2 e SLoa-3 (Bloch e Richardson, 1991). Estes
inibidores sdo potentes contra a-amilases de gafanhoto e barata, inibem
fracamente a a-amilase salivar humana e n&o inibem o-amilase pancreatica de
porco, a-amilase de cevada e de espécies de Bacillus (Bloch e Richardson,
1991). A estrutura de SLoa-1 foi determinada por RMN (Bloch et al., 1998),
apresentando uma estrutura a + 3 formando um sanduiche com 9 residuos da
hélice firmemente empacotados contra as folhas 3 (Orengo e Thorton, 1993). A
o-hélice esta segura por duas pontes dissulfeto que ligam os residuos 41 e 43
desta estrutura secundaria, ao meio da folha -3. Este “motif” € chamado
hélices estabilizadas por cisteinas (Bloch et al., 1998).

As y-purotioninas apresentam alta similaridade estrutural com defensinas
de plantas podendo apresentar diferencas no padrao de pontes dissulfeto
(Carvalho e Gomes, 2009). A defensina de Vigna radiata (VrD1) apresenta
atividade inibitéria contra o-amilase do inseto T. molitor (Linet al., 2007) e a
defensina de Vigna unguiculata apresenta atividade inibitoria contra a-amilase
dos insetos Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, mas apresenta

baix atividade contra a enzima de mamiferos (Pellegrini 2008).

1.2.2.2.6 - Similar a Taumatina

Os inibidores desta familia apresentam massa molecular em torno de
22 kDa e similaridade de sequéncia com proteinas do grupo 5 relacionadas a
patogenecidade (PR-5) e a taumatina, uma proteina de frutos de

Thaumatococcus danielli (Cornelissen et al., 1986; Vigers et al., 1991). O
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inibidor melhor caracterizado desta familia, denominado Zeamatina, foi isolado
de milho. E um inibidor bifuncional de proteinase e a-amilase. Este inibidor
apresenta atividade inibitéria contra a-amilase dos insetos Tribolium
castaneum, Sitophilus zeamays e Rizopherta dominica (Blanco-Labra e lturbe-
Chinas, 1980; Schimoler-O’'Rourke et al., 2001). A estrutura de zeamatina
apresenta 13 folhas B, 11 destas formam um sanduiche B no centro da proteina
(Batalia et al., 1996). Algumas voltas estendidas no centro deste inibidor séo
seguras por uma ou mais das 8 pontes dissulfeto. A superficie de zeamatina é
eletrostaticamente polarizada, apresentando grande quantidade de residuos de

arginina e lisina (Batalia et al., 1996).

1.2.2.2.7 - Inibidores de Streptomyces

Os inibidores desta familia apresentam cerca de 75 residuos de
aminoacidos e sdo isolados de espécies de Streptomyces (Murao et al., 1980;
Vértesy et al., 1984; Murao et al., 1983). Estes inibidores s&o ativos contra o-
amilase de animais, algumas espécies de Streptomyces e Bacillus (Wiegand et
al., 1995).

A classificacdo dos inibidores de a-amilase em sete familias foi
realizada até 2004, mas apos esta data outros inibidores de a-amilase ja foram
identificados. Dayler e colaboradores em 2005 identificaram uma proteina com
33330 Da com capacidade de formar dimeros e apresentando atividade
quitinolitica (Dayler et al., 2005).

Neste trabalho nés apresentamos as isoformas de albuminas 2S, Ric
c 1 e Ric ¢ 3, pertencentes a superfamilia das prolaminas, como proteina
capazes de inibir a-amilase de insetos e mamiferos, desta forma, nés
entendemos que a classificagado dos inibidores de a-amilase precisa sofrer uma

reformulagéo.

1.2.2.3 - Complexo a-amilase-inibidor

As o-amilases estdo presentes em diversos organismos
apresentando fungbes importantes para os processos metabdlicos destes

seres, incluindo patdégenos e insetos. Assim, entender os mecanismos de
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interacao entre o-amilase e seus inibidores tem sido o propdsito de varios
pesquisadores a fim de desenvolver inibidores especificos para as diferentes
classes de a-amilases.

O mecanismo enzimatico das a-amilases estudadas até o momento
mostra que estas apresentam um mecanismo de acdo similar, com residuos
cataliticos conservados (Svensson, 1994; MacGregor et al., 2001). Na o-
amilase de pancreas de porco (PPA) os residuos Asp 197, Glu 233 e Asp 300
correspondem aos residuos Asp 185, Glu 222 e Asp 287 na a-amilase larval do
inseto T. molitor (TMA) (Strobl et al., 1998a), e estdo envolvidos no processo
de catalise (Machius et al., 1995). A forma como os diferentes inibidores
interagem com os residuos cataliticos da enzima apresenta enormes variagdes.
A interacdo entre o inibidor e o sitio catalitico da enzima pode ser via ligagao de
hidrogénio direta, ou via uma molécula de agua, ou envolvendo uma molécula
de Ca™ hidratado, ou ainda, alguns inibidores apresentam interagcdes que
mimetizam a interagdo do substrato com a enzima (Svensson et al., 2004).

No complexo formado entre a-Al1 e as enzimas de mamifero, PPA e
o-amilase humana de pancreas (HPA), duas algas em forma de “grampo”
emergem do dobramento de folhas B do inibidor, formando ligagbes de
hidrogénio, contatos hidrofébicos e ligagées de hidrogénio intermediadas pela
agua com o sitio ativo da enzima. No centro do sitio ativo, 2 residuos de
tirosina (Tyr 37 e Tyr 186) emergem da extremidade dessas duas algas de a-
Al1, interagindo com residuos cataliticos da enzima (Asp 197 e Glu 233).
Interagdes hidrofobicas também ocorrem entre a superficie do substrato e os
residuos hidrofébicos da entrada da fenda. Estas interacbes sado proteina-
proteina envolvendo areas fora do centro catalitico, incluindo as 303-312, 237-
240, 347-357 e 140-150 do dominio B (Nahoum et al., 2000; Payan, 2004).

O mecanismo de inibicado de PPA e HPA é muito similar nos
complexos a-Al1-PPA e a-Al1-HPA, com a presenca de ligagdes de hidrogénio
adicionais entre o inibidor e o dominio B da HPA. Diferencas nas interacbes
também sdo observadas nas regides das algas 303-312 e 347-357 do dominio
A (Nahoum et al., 2000).
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A ligacéo de a-Al1 ao sitio ativo da enzima mimetiza as interagdes do
substrato com os sub-sitios de ligagdo da enzima, impedindo completamente a
ligacao do substrato (Payan, 2004).

A enzima TMA apresenta uma estrutura muito similar a de PPA e
HPA, com variagbes em algumas algas e em regides na alga préxima ao sitio
ativo (Strobl et al., 1998a). Analises estruturais do complexo a-Al1-TMA
mostram que as interagdes entre o inibidor e a fenda das enzimas PPA, HPA e
TMA sdo conservados (Nahoum et al., 1999). Desta forma, a-Al1 inibe a-
amilase de insetos e de mamiferos utilizando um mecanismo inibitério similar
(Payan, 2004).

No complexo RBI-TMA o inibidor bloqueia o sitio ativo da enzima,
interagindo com residuos dos dominios A e B. Os residuos Ser¢-Ala{1 da regiao
N-terminal e Pros,-Cysss do inibidor emergem na fenda da enzima, se ligando
aos residuos cataliticos (Strobl et al., 1998b).

Modelos dos complexos RBI-PPA e do inibidor de Streptomyces com
TMA (Tendamistat-TMA) construidos com base na estrutura de cristalografia de
raios X dos complexos RBI-TMA (Strobl et al., 1998b) e Tendamistat-PPA
(Wiegand et al., 1995), respectivamente. A comparagdo dos modelos com as
estruturas determinadas experimentalmente, indica que os 3 inibidores (a-Al1,
tendamistat e RBI), inibem a a-amilase de insetos e de mamiferos utilizando
caminhos alternativos (Pereira et al., 1999).

Identificar e explorar funcionalmente e estruturalmente moléculas
protéicas que possam afetar a atividade da o-amilase pode permitir o
desenvolvimento de novos protétipos de inseticidas naturais, que possam
afetar estes predadores sem riscos para os seres humanos. Assim o uso de
novas técnicas que vem sendo desenvolvidas, aperfeicoadas e descritas na
literatura, como a modelagem molecular de proteinas, pode auxiliar na

realizagao de estudos para esses fins.
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1.2.3 - A Modelagem Molecular para o estudo estrutural de proteinas

alergénicas

As proteinas alergénicas vém sendo estudadas como
macromoléculas importantes na defesa de algumas plantas (Pastorello et al.,
2007; Radauer e Breiteneder, 2007). Entender a relagado estrutura-atividade
destas moléculas é de extrema importancia para o conhecimento dos
fendmenos bioldgicos envolvendo essas plantas, e para isso é essencial
conhecer suas estruturas tridimensionais. O estudo estrutural dessas e de
outras proteinas nos permite propor avangos nas dareas da medicina,
farmacéuticas e agrarias. Trés técnicas experimentais sdo comumente
utilizadas para o estudo de estruturas tridimensionais de proteinas: ressonancia
magnética nuclear (RMN), cristalografia de raios X e modelagem por homologia
ou comparativa.

A técnica de RMN permite a elucidagao da estrutura de proteinas em
solugdo. Ela se baseia no fato de certos nucleos atdmicos serem
intrinsecamente magnéticos, entre eles estao 'H, 2H, *C, N, N, 70, 3'P, etc.
Apenas um numero limitado de is6topos apresenta esta propriedade, chamada
de spin. O exemplo mais simples é o atomo de hidrogénio ('H), cujo ntcleo é
um proéton. A rotagdo de um préton gera um momento magnético, que pode
assumir uma orientagdo ou estado de spin (o ou ), quando é aplicado um
campo magnético externo. O ambiente quimico de cada nucleo pode ser
sondado pela ressonancia magnética nuclear, e esta técnica pode ser
explorada dando informacdes sobre a distdncia entre os atomos em uma
molécula. Estas distancias sdo usadas para estimar um modelo de estrutura
tridimensional da molécula (Berg et al., 2004).

A técnica cristalografia de raios X fornece a estrutura de proteinas
que sofreram processo de cristalizagdo. O raio X € uma das radiagdes
eletromagnéticas de comprimento de onda curto, emitida quando elétrons
passam de um estado de energia maior para um estado de energia menor.
Estes raios X incidem sobre o cristal de proteina, os atomos da molécula
desviam os mesmos, resultando na difracdo destes raios. O padrao de difracéo
resultante é captado em um filme fotografico ou em um detector de radiagao.

As intensidades e as posicdes de difracdo maximas sao utilizadas para
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construir matematicamente uma imagem tridimensional da estrutura do cristal
(Berg et al., 2004).

Apesar de sua ampla utilizagéo, as técnicas de RMN e cristalografia
de raios X nem sempre podem ser utilizadas para determinacéo da estrutura de
proteinas, devido a fatores intrinsecos da molécula. Esses fatores incluem
dificuldade na obtencao da proteina purificada e na concentragdo necessaria,
ou mesmo dificuldade na formagéo dos cristais. No intuito de permitir o estudo
estrutural de proteinas com maior velocidade e menor custo, foram
desenvolvidas técnicas computacionais para predicdo de estrutura
tridimensional (3D), incluindo a modelagem por homologia, a partir da estrutura
primaria da proteina, cuja obtencdo esta mais simplificada pelas técnicas de
biologia molecular (Sali e Blundell, 1993; Sanchez e Sali, 1997).

A modelagem por homologia ou comparativa € uma técnica de
determinacao teorica de estrutura 3D de proteinas, onde a estrutura da
proteina de interesse € montada com base em uma estrutura ja conhecida que
apresente um determinado grau de homologia ou similaridade na seqiéncia de
aminoacidos. A modelagem é feita através de programas especificos que
permitam a construgdo ou constroem diretamente a estrutura da proteina sobre
0 esqueleto da proteina molde que possui sua estrutura 3D conhecida e
determinada experimentalmente.

A modelagem por homologia se baseia em alguns aspectos
biolégicos: a) homologia entre sequéncias de aminoacidos, o que implica em
semelhanga estrutural e funcional; b) proteinas homdlogas apresentam regides
internas conservadas, principalmente constituidas de elementos de estrutura
secundaria: a-hélices e fitas-p; e c) as principais diferengas estruturais entre
proteinas homologas ocorrem geralmente nas regides externas, constituidas
principalmente por alcas ("Loops"), que ligam os elementos de estruturas
secundarias.

Segundo Foster, a técnica de modelagem por homologia € composta
por quatro etapas principais (Foster 2002):

1 - Identificacdo e selecdo de proteinas-molde. Nesta etapa,
proteinas com estrutura 3D determinada por RMN ou cristalografia de raios X,
que servirdo de molde para modelagem da proteina-problema, seréo

identificadas em bancos de dados de proteinas como o Protein Data Bank
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(PDB) (Berman et al., 2000). O grau de homologia de sequéncia entre o molde
e a proteina-problema é uma parametro muito importante para confiabilidade
do modelo gerado.

2 - Alinhamento das sequéncias. Nesta etapa a sequéncia da
proteina-problema é alinhada com a sequéncia do molde, onde residuos
idénticos e quimicamente similares (ex: apolares, polares, neutros, ibnicos,
etc.) sdo analisados e identificados, levando-se em conta ainda a estrutura
secundaria, os residuos cataliticos e de cisteina. Através do alinhamento é
possivel identificar regides estruturalmente conservadas (regides de maxima
similaridade) e regides variaveis, que ocorrem principalmente nas regides das
alcas.

3 - Construgdo das coordenadas do modelo. Arquivos contendo a
sequéncia da proteina-problema e as coordenadas tridimensionais da proteina
molde s&o utilizados nos programas computacionais de modelagem molecular,
como o Swiss model e Swiss-PDB-Viewer, para a construcdo do modelo da
proteina desejada.

4 — Validagao do modelo. Nesta etapa a qualidade estereoquimica do
modelo e possiveis erros estruturais sdo avaliados. Um programa comumente
utilizado na avaliacdo dos pardmetros estereoquimicos € o PROCHECK
(Laskowski et al., 1993), que avalia diversos parametros inclusive, comprimento
e angulo de ligagao, planaridade dos anéis e conformacgéo das cadeias laterais,
quiralidade, angulos de tor¢do da cadeia principal e das cadeias laterais,
impedimento estérico entre pares de atomos ndo-ligados e expressdo no
grafico de Ramachandran. O mapa de Ramachandran é particularmente util e
define os residuos que se encontram nas regides energeticamente mais
favoraveis e desfavoraveis, orientando a avaliagdo da qualidade de modelos
tedricos ou de estrurturas experimentais de proteinas.

A modelagem de proteinas por homologia tem sido muito utilizada,
sendo capaz de acelerar o processo de elucidagao de estruturas protéicas e
apresentando custo reduzido. Apesar das limitagbes do método, tem servido

como ferramenta importante para a predigao tedrica da estrutura de proteinas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Analisar a relagédo estrutura-atividade das isoformas de albuminas 2S,
Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, presentes em sementes de R. communis, através da
determinacdo do perfil inibitério sobre a a-amilase salivar humana e de 3

especies de insetos e da utilizagdo da modelagem molecular por homologia.

2.2 - Objetivos especificos

- Isolar as isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, de sementes de
mamona;

- Analisar o efeito de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 sobre a-amilase salivar humana e
a-amilase dos insetos Zabrotes subfasciatus, Callosobruchus maculatus
e Tenebrio molitor;

- Avaliar o efeito das albuminas 2S adicionadas em sementes artificiais,
sobre o crescimento de larvas do inseto C. maculatus;

- Determinar a estrutura secundaria de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 por dicroismo
circular;

- Propor a estrutura de Ric ¢ 1 utilizando a modelagem molecular por
homologia;

- Construir, avaliar e comparar os complexos teoricos entre Ric ¢ 1, Ricc 3
e a a-amilase do inseto T. molitor;

- Avaliar os epitopos alergénicos utilizando os modelos de Ric ¢ 1 e Ric ¢
3;

- Propor estratégias de desativacéo de epitopos por mutagao sitio dirigida,

baseadas em estudo de modelagem, em Ric c 1, Ric ¢ 3.
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3 - METODOLOGIA

3.1 — Sementes
As sementes de Ricinus communis, cultivar 1AC-226 foram fornecidas

pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC).

3.2 - Insetos

Os intestinos do inseto Tenebrio molitor foram fornecidos pelo professor
José Xavier Filho, do Laboratério de Quimica e Funcdo de Proteinas e
Peptideos, do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual
do Norte Fluminense.

Os intestinos dos insetos Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus
maculatus foram fornecidos pela professora Antdnia Elenir Améncio de
Oliveira, do Laboratério de Quimica e Funcido de Proteinas e Peptideos, do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense.

Os insetos Callosobruchus maculatus foram fornecidos pela professora
Antbnia Elenir Amancio de Oliveira, do Laboratério de Quimica e Fungao de
Proteinas e Peptideos, do Centro de Biociéncias e Biotecnologia da

Universidade Estadual do Norte Fluminense.

3.3 - Extracao de proteinas das sementes de Ricinus communis

O extrato protéico foi obtido por processo classico de extracdo de proteinas,
descrito por Thorpe e colaboradores em 1988, com adaptacbes feitas por
Machado e colaboradores em 1992. Este processo se baseia na solubilidade
das albuminas 2S em tampéo fosfato pH 7,0, na sua precipitacdo com sulfato
de amoénio e na resisténcia destas proteinas ao aquecimento a 100 °C.

As sementes (30 g) de R. communis, apos retirada do tegumento e da
caruncula, foram maceradas, e os lipideos extraidos com 150 mL de hexano.
ApOs agitagdo por duas horas o material foi centrifugado por 10 minutos a
2.500 x g. O sobrenadante foi descartado e o procedimento de extragéo
repetido até que ndo se observasse mais a presencga de lipideos (2 ou 3

vezes). Ao sedimento, isento de gorduras, foi adicionado 100 mL de tampao
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fosfato 1 M pH 7,0 e a mistura mantida sob agitagéo por 1 hora a 4 °C, e em
repouso por 2 horas. O homogenato obtido foi centrifugado a 2.500 x g, por 15
minutos, o sedimento foi descartado, ao sobrenadante foi adicionado sulfato de
amoénio até atingir a saturagdo de 90 % com agitagdo posterior por 1 hora. O
material foi armazenado por 16 hs a 4 °C e apds este periodo, a suspensao foi
centrifugada a 2.500 x g, por 20 minutos, e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado resultante foi dissolvido em agua destilada fervente para flocular a
ricina. A suspensao foi entdo centrifugada a 26.000 x g por 20 minutos e o
sobrenadante obtido, rico em proteinas, foi utilizado para purificacao das

albuminas 2S.

3.4 - Separacao das proteinas por filtragao em gel

O extrato protéico obtido das sementes de R. communis foi submetido a
filtracdo em gel. A coluna (63 cm x 1,5 cm) foi empacotada com resina
sephadex G-50 embebida em &cido trifluoracetico (TFA) 0,1 %. Apds o
empacotamento, a coluna foi equilibrada com o eluente (TFA 0,1 %), trés vezes
o volume da coluna no fluxo de uso.

Cerca de 1 mL da amostra protéica (10 mg) foi aplicada no topo da
coluna. O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min, sendo coletadas fragcdes de 1
mL/tubo. Por esta metodologia separamos trés fragdes, | - rica em ricina, Il -

rica em albuminas 2S e lll - rica em polipeptideos de menor massa molecular.

3.5 - Isolamento das albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, por cromatografia de

fase reversa em sistema HPLC

A fracéo referente as albuminas 2S, obtida da etapa de filtragdo em gel
em resina Sephadex G-50 foi submetida a cromatografia liquida de fase
reversa empregando coluna C18 (Sephasil peptide C18 5y ST 4.6/250), com
fluxo de 0,7 mL/min., sendo o solvente A composto por acido trifluoracético
(TFA) 0,1 % e o solvente B por acetonitrila 80 % contendo TFA 0,1 %. No

gradiente empregado a concentracao do solvente B chega a 100 % em 40 min.
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3.6 - Determinacéo da inibigao da atividade da a-amilase

3.6.1 - Obtencgao das a-amilase

As larvas dos insetos Tenebrio molitor, Zabrotes subfasciatus e
Callosobruchus maculatus foram dessecadas, e seus intestinos, juntamente
com o conteudo luminal extraidos. Os intestinos dos insetos foram macerados
em salina e submetidos a centrifugacdo por 10 min a 12000 g, e o
sobrenadante contendo a a-amilase foi reservado para as analises posteriores.

Amostras de saliva humana (500 pL) foram coletadas e centrifugadas
a 12.000 x g por 10 min a 4 °C. O sedimento contendo restos celulares e muco
foi descartado e o sobrenadante coletado. Também foi utilizada o-amilase
salivar humana obtida da Sigma.

Para quantificagao protéica de cada uma das amostras foi utilizada a
metodologia de Bradford (Bradford, 1976).

3.6.2 - Ensaios de inibicdo da atividade da a-amilase salivar e dos

insetos T. molitor, Z. subfasciatus e C. maculatus

Quantidades crescentes das isoformas de albumina 2S, Ric ¢ 1 e Ric
¢ 3, dissolvidas em agua “MILIQ” foram incubadas com 10 U de cada a-amilase
(a-amilase salivar humana, o-amilase dos insetos C. maculatus, Z.
subfasciatus e T. molitor) e a foi mistura incubada em banho-maria a 37 °C por
15 min. Apds este periodo foram adicionados 25 uL de solugéo de amido 1 % e
novamente as amostras foram incubadas em banho-maria a 37 °C por 15 min.
(a-amilase salivar humana) e por 30 min. (a-amilase dos insetos). As amostras
foram retiradas do banho e apds o resfriamento foram adicionados 400 uL de
3,5 acido dinitrossalicilico (DNS). O material foi entdo fervido por 5 min. e 400
uL de agua foi adicionada a cada amostra. A hidrélise do substrato pela enzima
foi determinada apos leitura da absorvancia a 540 nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata e foi calculado o desvio padrao para cada experimento.
Uma unidade de a-amilase foi definida como uma variagdo de 0,1 de ABS a
540 nm por 30 minutos de reacdo, como descrito por Franco e colaboradores
(2000).
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3.6.3 — Gel de atividade para determinagao da inibi¢cao da atividade da

a-amilase salivar e dos insetos C. maculatus e Z. subfasciatus

Para determinacao da atividade o-amilasica em gel, foi preparado gel
nativo 8 %, contendo 1,5 mg de amido por mL de gel. As amostras de a-
amilase foram incubadas com a fragdo rica em albuminas 2S obtida por
filtragcdo em gel e dialisada. A mistura foi incubada em banho-maria por 15 min.
a 37 °C. A proporcao enzimalinibidor esta apresentada abaixo:

- a-amilase salivar humana (6 ug de proteina) + Pool de albuminas (9,5 ug);

- a-amilase do inseto C. maculatus (11 yg de proteina) + Pool de albuminas
(9,5 ug);

- a-amilase do inseto Z. subfasciatus (7 ug de proteina) + Pool de albuminas
(9,5 pg).

As amostras de a-amilase sem e com a presenca do pool de
albuminas 2S, foram adicionadas separadamente ao tampdo de amostra,
aplicadas no gel, e submetidas a uma corrente de 20 mA por aproximadamente
1,5 horas.

O gel foi embebido no tampé&o de atividade (acetato de sd6dio 100 mM
contendo NaCl 0,2 mM e CaCl, 20 mM) por 3 horas em banho-maria a 37 °C.
Apés este periodo, o tampao foi retirado, uma solugéo de iodo foi adicionada
ao gel, e agitado, por aproximadamente 2 min, até que o gel fosse revelado,

ficando todo em coloracao escura.

3.6.4 — Ensaio “in vivo” com sementes artificiais

Para avaliar o efeito das isoformas de albuminas 2S sobre a
viabilidade de larvas de C. maculatus, foram realizados ensaios biolégicos com
sementes artificiais, contendo diferentes quantidades de albuminas 2S.

Sementes artificiais com massa total de 400 mg foram preparadas
com farinha de Vigna unguiculata contendo 0,1; 0,2; 0,5 e 2 % do pool de
albuminas 2S isolado por filtragdo em gel e dialisado. As sementes foram
infestadas com fémeas do inseto C. maculatus de 2 dias de idade por um

periodo de 48 horas a 28 °C. Apds este periodo, as sementes foram
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desinfestadas, o excesso de ovos postos removidos com o auxilio de uma
agulha fina, deixando-se apenas 3 ovos por semente. Apds incubacao por 20
dias a 28 °C, as sementes foram abertas, as larvas retiradas, contadas e
pesadas. A massa e o numero de larvas foram comparados com larvas de
mesma idade que se desenvolveram em sementes controle, preparadas com
farinha de Vigna unguiculata e isenta de albuminas. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

As larvas foram maceradas em salina, centrifugadas a 10.000 x g por
20 min a 4 °C. O teor protéico do sobrenadante foi quantificado pela
metodologia de Bradford (Bradford, 1976). Quantidades iguais de proteina de
cada uma das amostras sem e com a presencga do pool de albuminas 2S obtida
por filtracdo em gel e dialisada, foram aplicadas em um gel nativo contendo
amido, como descrito na sec¢do 3.4.3.

3.7 - Estudo estrutural das albuminas 2S de Ricinus communis

3.71 — Determinagcao de estrutura secundaria das isoformas de

albuminas 2S, Ricc1eRicc 3

Para determinacao da estrutura secundaria, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, foram
submetidas ao experimento de dicroismo circular (CD), em espectropolarimetro
modelo J-715 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan). As isoformas foram
dissolvidas em agua destilada, colocadas em cubeta de quartzo com caminho
otico de 0,1 cm e os espectro foram coletados a 25 °C. Os espectros foram
realizados a uma velocidade média de 50 nm/min, o espectro da agua foi

subtraido. As analises foram realizadas na regido de 190 a 260 nm.

3.7.2 — Estudos de modelagem por homologia

3.7.21 - Alinhamento de estrutura primaria e predicdo de
estrutura secundaria

Segundo Foster 2002, para modelar uma proteina o primeiro

passo € encontrar um molde, ou seja, uma proteina com estrutura primaria

homologa e estrutura tridimensional desvendada por cristalografia de raios-X
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ou RMN. Assim, para encontrar um molde para Ric ¢ 1 foi utilizada a
ferramenta BlastP, que utilizando um banco de dados de sequéncias (Altschul
et al., 1997), faz a comparacédo da sequéncia da proteina alvo (Ric ¢ 1), com
outras que apresentem alguma identidade, e a partir desta sele¢cdo, pode-se
escolher o melhor molde para a modelagem da proteina alvo.

Na busca de um molde para a modelagem da isoforma de
albumina 2S de R. communis, Ric ¢ 1, chegamos a Ric ¢ 3, também uma
isoforma de albumina 2S de R. communis, com atividade biolégica e estrutura
secundaria semelhante a Ric ¢ 1 e com a estrutura tridimensional determinada
por RMN (Pantoja-Uceda et al., 2003).

A partir das estruturas primarias de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 foi
realizado o alinhamento de sequéncia utilizando o programa Clustal-W
(Thompson et al., 1994 - http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

A predicao de estrutura secundaria de Ric ¢ 1, Ric ¢ 3 e outras 4
proteinas de familias relacionadas, com sua estruturas depositadas no PDB -
Protein Data Bank (albumina 2S de Brassica napus, codigo PDB = 1PNB, [Rico
et al., 1996], nsLTP de Zea mays, cédigo PDB = 1AFH, [Gomar et al., 1996],
inibidor de a-amilase e tripsina de Eleusine coracana, codigo PDB = 1B1U,
[Strobl et al., 1995] e proteina hidrofébica de Glycine max, coédigo PDB = 1HYP,
[Gourinath et al., 2000]), foi realizada utilizando o programa JPred server (Cuff

et al., 1998 - http://www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred).

3.7.2.2 — Modelagem por homologia de Ric ¢ 1 e processamento
de Ricc 3

Os experimentos de modelagem molecular foram realizados em
colaboragcédo com a Professora Helena Carla Castro, no Laboratorio de Biologia
Molecular, no Instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense.

A estrutura de Ric ¢ 1 foi modelada utilizando como molde a
estrutura de Ric ¢ 3, determinada por RMN (PDB = 1PSY). Para a modelagem
de Ric ¢ 1 foram utilizados os programas Swiss-Model server (Schwede et al.,
2003 - http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL) e Swiss-PDB-Viewer
(Guex e Peitsch, 1997 - http://www.expasy.org/spdbv). Com base na

sobreposicdo de regides conservadas estruturalmente, identificadas por
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alinhamento entre Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, o programa gera um conjunto de restricbes
espaciais e constréi o modelo. A partir do modelo gerado foram realizadas
minimizacdes de energia (aproximadamente 10) para otimizar os parametros
geométricos do modelo. A minimizacado do modelo foi realizada utilizando a
ferramenta Gromos96 do programa Swiss—PDB Viewer.

A qualidade estereoquimica do modelo foi validada utilizando o
programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993), disponivel via PARMODEL
web server (Uchba et al., 2004), que analisa diversos parametros incluindo
ligacdes peptidicas, planaridade dos anéis das cadeias laterais, tor¢do dos
angulos ¢ e y da cadeia principal.

A estrutura de Ric ¢ 3 determinada por RMN apds super-
expressao em Escherichia coli, apresenta um peptideo sinal, um peptideo de
ligacao entre as cadeias leve e pesada e um peptideo no regido C-terminal que
nao estao presentes na proteina nativa. Para a construgdo do modelo de Ric ¢
3 processado estes peptideos foram retirados da estrutura da proteina,
utilizando os programas Swiss-Model server e Swiss-PDB-Viewer, e estrutura
processada passou por minimizagdes energéticas e pela validagdo, como

descrito acima para Ric c 1.

3.7.2.3 — Modelagem dos complexos entre Ric c 1 e TMA, e Ric ¢
3eTMA
No intuito de estudar possiveis sitios de interacdo entre
albumina/a-amilase, nds construimos modelos tedricos para avaliar os
complexos formados entre as albuminas 2S (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3) e a a-amilase do
inseto T. molitor (TMA). O complexo entre a a-amilase do inseto T. molitor e o
inibidor bifuncional de tripsina e a-amilase de Eleusine coracana (TMA-RBI)
(Strobl et al.,1998b) foi escolhido como molde para a modelagem dos
complexos TMA-Ric ¢ 1 e TMA-Ric c 3.

A modelagem do complexo TMA-Ric ¢ 1 foi realizado utilizando o
programa Swiss-PDB-Viewer . O modelo foi gerado a partir da sobreposi¢cao do
modelo tedrico de Ric ¢ 1 com o complexo TMA-RBI, tendo em vista que, Ric c
1 e RBI, apresentam alguma similaridade estrutural. A estrutura de RBI foi
entdo deletada, sendo gerado o complexo TMA-Ric ¢ 1. O modelo tedrico final

do complexo foi submetido a minimizagbes de energia (aproximadamente 10).
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O mesmo procedimento foi repetido para a formagao do complexo TMA-Ric c
3. A minimizagdo do modelo foi realizada utilizando a ferramenta Gromos96 do

programa Swiss—PDB Viewer.

3.7.2.4 — Construcao de epitopos alergénicos de Ricc 1 e Ricc 3

Conhecendo a sequéncia primaria de 6 epitopos, de Ricc 1 e
Ric ¢ 3, descritos por Felix e colaboradores em 2008, e a estrutura
tridimensional de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, construimos os epitopos alergénicos
utilizando o programa Swiss-PDB-Viewer.

Durante a constru¢ao dos 6 epitopos, 2 em Ricc 1 e 4 em Ricc
3, os residuos de aminoacidos da proteina que nao faziam para do epitopo
foram excluidos. Apos a construgao eles foram submetidos a minimizagcéao de

energia e avaliagdo no PROCHECK.

3.7.25 - Estudos de desativagcdao tedrica dos epitopos

alergénicos de Ricc 1 e Ricc 3

Em todos os epitopos identificados por Felix (2007), pelo menos
2 residuos de aminoacidos acidos (acido glutdmico e acido aspartico) estao
presentes e foi demonstrado que estes residuos sdo fundamentais para a
interacdo entre as IgEs e os antigenos (Ric ¢ 1 e/ou Ric ¢ 3), e consequente
desencadeamento da alergia. Com base neste estudo, alguns residuos de
acidos glutdmicos foram substituidos por residuos de leucina utilizando o
programa Swiss-PDB-Viewer. Apds a constru¢cado das estruturas de Ricc 1 e
Ric ¢ 3 mutadas, as mesmas foram submetidas a minimizagbes de energia, e a
avaliacdo PROCHECK.

3.7.2.6 — Construgao dos complexos entre Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3
mutadas e TMA

As estruturas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 mutadas tiveram alguns
residuos de acidos glutamicos trocados por residuos de leucina. A modelagem

do complexo TMA-Ric ¢ 1 mutante foi realizado utilizando o programa Swiss-
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PDB-Viewer . O modelo foi gerado a partir da sobreposi¢cao de Ric ¢ 1 mutante
com o complexo TMA-Ric ¢ 1, apds a sobreposi¢cédo entre as duas estruturas, a
estrutura de Ric ¢ 1 foi deletada, gerando o complexo TMA-Ric ¢ 1 mutante. O
modelo foi submetido a minimizagdes de energia (aproximadamente 10) e a
avaliado no PROCHECK. O mesmo procedimento foi repetido para a formacao

do complexo TMA-Ric ¢ 3 mutante.

3.7.3 — Estudos de simulagao de dinamica molecular em Ric ¢ 1 e Ric
c3

No intuito de estudar a melhor acomodag¢do dos residuos N- e C-
terminal das cadeias leve e pesada de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, as estruturas, a partir
de sua coordenadas foram submetidas a simulagdo de dindmica molecular,
utiizando o pacote de programa Gromacs 3.3.3 (Lindahl et al., 2001) e
aplicando o campo de forga GROMOS96 53a5 (Oostenbrink et al., 2004).

Os modelos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 processado foram solvatados em
caixa d’agua modelo SPC/E (Berendsen et al., 1987). Cada modelo foi rodeado
por 8000 a 9000 moléculas de agua, representando mais do que 3 camadas de
solvatacdo. As coordenadas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 foram obtidas com a
ferramenta pdb2gmx, utilizando protonagdo padrdo (pH 7,0) para todos os
residuos. Para a neutralizacdo do sistema, foram utilizados os ions Na* e CI".
Os sistemas de simulacdo foram submetidos a passos de minimizacdo de
energia (aproximadamente 2000 passos), utilizando o algoritmo LINCS (Hess
et al., 1997). Os modelos minimizados foram submetidos a simulagdo em
temperatura de 310 K e pressao de 1 atm., em célula de simulacdo octaédrica
(7.3 X69X59X0X0X25X0X-25X 3.4 nm), com o método PME de
tratamento eletrostatico (Essman et al., 1995).

Os modelos foram submetidos a 50-60 ns de simulagéo. A analise
dos “clusters” da trajetéria foi realizada utilizando a ferramenta g_cluster. Os
"clusters” mais estaveis na simulagcdo de dinadmica molecular foram
selecionados e utilizados para os calculos das flutuagbes das estruturas em

estudo.
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4 - Resultados

4.1 - Isolamento de polipeptideos de sementes de R. communis por

filtracao em gel

O extrato protéico das sementes de Ricinus communis foi submetido a
fitracdo em gel em resina Sephadex G-50 e o perfil cromatografico do
fracionamento é apresentado na figura 6, onde podemos observar trés fragoes:
| - rica em ricina, Il - pool de albuminas 2S e lll - fracdo de baixo peso

molecular. Nosso trabalho concentrou-se no pool de albuminas 2S.

Absorvancia 280 nm

0 20 40 60 80 100 120
Volume (mL)

Figura 6 - Perfil cromatografico do extrato protéico das sementes de R.
communis, apés Sephadex G-50. Acido trifluoracético (TFA) 0,1 % foi utilizado
como eluente sob fluxo de 1,0 mL/min, sendo coletadas fragbes de 1 mL. As

fracdes foram monitoradas por leitura de absorvancia a 280 nm.
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4.2 - Isolamento de isoformas das albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, por

cromatografia de fase reversa em sistema HPLC

A fracao Il, rica em albuminas 2S, obtida apds cromatografia de filtragao
em gel em resina Sephadex G-50, foi submetida a cromatografia de fase
reversa em sistema HPLC utilizando coluna C18 (Sephasil peptide C18 5u ST
4.6/250), e o perfil cromatografico do fracionamento é apresentado na figura 7.
Pode-se observar 2 picos majoritarios ja identificados anteriormente como as
isoformas Ric ¢ 3 e Ric ¢ 1 de albumina 2S (Félix et al., 2008), estas fragdes
foram coletadas e secas em centrifuga a vacuo para serem utilizadas como

material de estudo neste trabalho.
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Figura 7 - Cromatografia de fase reversa em coluna C18. Perfil do
fracionamento da fragéo Il (pool de albuminas 2S), obtida por cromatografia de
filtracdo em gel em resina Sephadex G-50. Eluentes A: TFA 0,1 % e B: ACN 80
%, contendo TFA 0,1 %, Fluxo 0,7 mL/min.
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4.3 - Ensaio de inibicdo da atividade da a-amilase salivar e da a-amilase

dos insetos Z. subfasciatus, C. maculatus e T. molitor.

Submetemos as isoformas de albumina 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, ao protocolo
de inibicdo da atividade das enzimas a-amilase salivar humana e a-amilase
larval dos insetos Z. subfasciatus, C. maculatus e T. molitor. As isoformas de
albumina inibiram todas as enzimas testadas. No ensaio com a oa-amilase
salivar, 40 png.mL™ das isoformas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, inibiram completamente a
atividade da enzima, como mostram as figuras 8 e 9. Para o inseto C.
maculatus, 40 pg.mL™" de cada isoforma inibiram cerca de 98% da atividade da
enzima, como mostram as figuras 10 e 11. Para o inseto T. molitor, 15 pg.mL™
de cada isoforma inibiram cerca de 98% da atividade da enzima, como
mostram as figuras 12 e 13, e para o inseto Z. subfasciatus, 120 pg.mL™" de
cada isoforma inibiram cerca de 98% da atividade da enzima, como mostram

as figura 13 e 14.

39



% Atividade

100 -

80 -

60 -

40 -

20 -

0 ﬁ -
1 1,5 2 2,5 3

Mg de Ric ¢ 1/100 pL de meio reacional

3,5

Figura 8 — Efeito da isoforma Ric ¢ 1 sobre a atividade da enzima a-amilase

salivar humana.
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Figura 9 — Efeito da isoforma Ric ¢ 3 sobre a atividade da enzima o-amilase

salivar humana.
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Figura 10 — Efeito da isoforma Ric ¢ 1 sobre a atividade da a-amilase larval do

inseto C. maculatus.
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Figura 11 — Efeito da isoforma Ric ¢ 3 sobre a atividade da a-amilase larval do

inseto C. maculatus.
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Figura 12 — Efeito da isoforma Ric ¢ 1 sobre a atividade da a-amilase larval do

inseto T. molitor.
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Figura 13 — Efeito da isoforma Ric ¢ 3 sobre a atividade da a-amilase larval do

inseto T. molitor.

42



% Atividade

100
80 -+
60 -
40 |
20 i ﬁ
] | | B O
0,5 1 6 7 8 9 10 1" 12

Mg de Ric ¢ 1/100 pL de meio reacional

Figura 14 — Efeito da isoforma Ric ¢ 1 sobre a atividade da a-amilase larval do

inseto Z. subfasciatus.
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Figura 15 — Efeito da isoforma Ric ¢ 3 sobre a atividade da a-amilase larval do

inseto Z. subfasciatus.
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4.4 - Ensaio em gel de atividade da inibicdo da atividade da a-amilase

salivar e da a-amilase dos insetos Z. subfasciatus, C. maculatus

Os organismos de uma forma geral apresentam mais de uma isoforma de
a-amilase. Para avaliar se todas as isoformas de a-amilase estudas estavam
sendo inibidas pelas albuminas 2S de R. communis, nds realizamos ensaios de
atividade em gel contendo amido.

Na figura 16 é apresentado um gel de atividade a-amilasica, onde as o-
amilases larvais dos insetos C. maculatus, Z. subfasciatus, e a a-amilase
salivar humana foram testadas sem e com a presenga das albuminas 2S. Na
raia 1 podemos observar a presenca de pelo menos 3 isoformas de a-amilase
de C. maculatus, e na raia 2 observamos que todas as isoformas foram inibidas
pelas albuminas 2S. Na raia 3 também podemos observar pelo menos 3
isoformas de a-amilase de Z. subfasciatus e na raia 4 observamos que todas
as isoformas foram inibidas pelas albuminas 2S. Na raia 5 podemos observar
uma alta atividade da a-amilase salivar humana, e na raia 6 observamos ainda
um resquicio de atividade, provavelmente pelo fato da quantidade de inibidor

nao ter sido suficiente, ja que a atividade da enzima foi significantemente alta.
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Figura 16 — Gel de atividade a-amilasica. 1 — a-amilase larval do inseto C.
maculatus; 2 - a-amilase larval do inseto C. maculatus + pool de albuminas 2S;
3 - a-amilase larval do inseto Z. subfasciatus; 4 - a-amilase larval do inseto Z.
subfasciatus + pool de albuminas 2S; 5 - a-amilase salivar humana; 6 - o-

amilase salivar humana + pool de albuminas 2S.
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4.5 — Ensaios “in vivo” com sementes artificiais

Para avaliar o efeito das albuminas 2S de R. communis no
desenvolvimento de larvas do inseto C. maculatus, nés realizamos ensaios
bioldgicos, sob condi¢des controladas, com sementes artificiais contendo
quantidades crescentes (0,1; 0,2; 0,5, e 2 %) de um pool de albuminas 2S. A
figura 17 mostra que 2 % do inibidor acarreta uma perda significante de peso e
tamanho nas larvas.

Para avaliar se a perda de peso das larvas estava diretamente
um macerado das larvas. Na figura 18 podemos observar que a atividade a-
amilasica aumenta com 0,1 %; diminui em 0,2 % e apresenta um novo aumento
em0,5e 2 %.

Para avaliar se as larvas estavam expressando outras isoformas de
albuminas 2S resistentes ao inibidor, ndés repetimos o experimento acima,
porém os macerados de larvas foram ensaiados sem e com a presenga do pool
de albuminas 2S. Podemos observar na figura 19 que todas as isoformas de o-
amilase presentes nas larvas, crescidas em diferentes concentragbes do

inibidor, foram inibidas.
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Figura 17 - Larvas do inseto C. maculatus submetidas a alimentacdo com
sementes artificiais contendo um pool de albuminas 2S. 1 - larvas controle,
crescidas em sementes livres de albuminas 2S; 2 - larvas crescidas em
sementes contendo 0,1 % de albuminas 2S; 3 - larvas crescidas em sementes
contendo 0,2 % de albuminas 2S; 4 - larvas crescidas em sementes contendo
0,5 % de albuminas 2S; 5 - larvas crescidas em sementes contendo 2 % de

albuminas 2S. A porcentagem de albuminas 2S é relativa ao peso da semente.
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Figura 18 — Gel de atividade a-amilasica de macerado de larvas do inseto C.
maculatus submetidas a alimentagdo contendo albuminas 2S. 1 e 2 — larvas
controle; 3 e 4 — larvas contendo 0,1 % de albuminas; 5 e 6 - larvas contendo
0,2 % de albuminas; 7 e 8 - larvas contendo 0,5 % de albuminas; 9 e 10 -

larvas contendo 2 % de albuminas.
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Figura 19 — Gel de atividade a-amilasica de macerado de larvas do inseto C.
maculatus submetidas a alimentacdo contendo albuminas 2S, sem e com
prévia incubagdo com albuminas 2S. 1 — larvas controle; 2 — larvas controle +
pool de albuminas 2 S; 3 - larvas contendo 0,1 % de albuminas; 4 - larvas
contendo 0,1 % de albuminas + pool de albuminas 2S; 5 - larvas contendo 0,2
% de albuminas; 6 - larvas contendo 0,2 % de albuminas + pool de albuminas
2S; 7 - larvas contendo 0,5 % de albuminas; 8 - larvas contendo 0,5 % de
albuminas + pool de albuminas 2 S; 9 - larvas contendo 2 % de albuminas; 10 -

larvas contendo 2 % de albuminas + pool de albuminas 2S.
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4.6 — Estudo estrutural

4.6.1 - Estudos de modelagem por homologia das isoformas de
albuminas 2S, Ricc1eRicc 3

4.6.1.1 - Alinhamento de estrutura primaria e determinagcao de

estrutura secundaria

O alinhamento de sequéncia de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, realizado utilizando
o programa Clustal-W, mostrou 31 % de identidade e 79 % de similaridade
para estas proteinas, além de apresentarem um padrdo conservado de 8
cisteinas, que formam 4 pontes dissulfeto (Cys14-Cys73, Cys26—Cys62,
Cys63-Cys109, e Cys75-Cys113) (Figura 20). Este padrdao de pontes
dissulfeto é conservado em membros da superfamilia das prolaminas, e
ajudam a manter a estrutura destas proteinas.

Para determinacédo da estrutura secundaria, as isoformas, Ric c 1 e
Ric ¢ 3 foram submetidas a experimentos de dicroismo circular (DC). Os
espectros de DC mostram uma absorgéo positiva em 208 nm e uma absorgao
negativa em 216 nm (Figura 21), caracteristicos de estruturas com
predominancia em a-hélices.

Realizamos também a predicdo de estrutura secundaria de Ricc 1 e
Ric ¢ 3 (Figura 20) utilizando o programa Jpred, bem como o alinhamento e
predicdo para outros membros de familias relacionadas, e observamos

predominancia de a-hélices e algas conservados (Figura 20).
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Figura 20 - Alinhamento das isoformas de albuminas 2S, Ricc 1 e Ricc 3, e de
4 membros de familias com estruturas semelhantes (1PNB - albuminas 2S,
Napin de Brassica napus), 1AFH - LTP de Zea mays, 1B1U- inibidor de o-
amilase de Eleusine coracana gaertneri e 1HYP — Proteina hidrofébica de soja
de Glycine max). O alinhamento foi realizado como descrito por Pantoja-Uceda
et al., 2002. A predigao de estrutura secundaria foi realizada utilizando JPred
server, onde a-hélices sao representadas em vermelho, folhas- em verde e
regides nao estruturadas em azul. As cisteinas sdo marcadas em amarelo e as

pontes dissulfeto sdo conectadas por linhas pretas.
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Figura 21 - Dicroismo circular das isoformas de albuminas 2S. (A) Espectro de

Ric ¢ 1; (B) — Espectro de Ric ¢ 3. Os espectros foram obtidos em agua

utilizando cubeta de quartzo, com caminho 6tico de 0,1 cm.
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4.6.1.2 - Modelagem da isoforma de albumina 2S, Ric ¢ 3

A isoforma de albumina 2S, Ric ¢ 3 foi escolhida como molde para a
modelagem molecular por homologia de Ric ¢ 1, visto que sua estrutura
tridimensional ja havia sido determinada por RMN (Pantoja-Uceda et al., 2002)
(PDB 1PSY), e apresentava semelhancas estruturais e biolégicas com Ric c 1.

A estrutura 3D de Ric ¢ 3, determinada por RMN, foi construida a
partir da proteina obtida por super-expressao em Escherichia coli. A estrutura
apresenta um peptideo sinal (Ala-Glu-Phe-Met), um peptideo de ligagdo entre
as cadeias leve e pesada (Glu-Val-Leu-Arg-Met-Pro-Gly-Asp-Glu-Asn), e um
tripeptideo no parte C-terminal (Arg-Thr-Asn). Estes peptideos nao estao
presentes na proteina nativa, e foram retirados para simular a proteina como
em sua forma nativa.

A figura 22A apresenta a estrutura de Ric ¢ 3 determinada por RMN,
onde podem ser observadas 5 a-hélices (a1-as) organizadas em uma super-
hélice de direita. Este motif foi primeiro observado em proteinas
transportadoras de lipideos ndo especificas (nsLTPs) e posteriormente
observada em albuminas 2S. Na figura 22A também podemos observar os
peptideos da molécula precursora, descritos acima, marcados em verde. A
figura 22B apresenta a estrutura de Ric ¢ 3 processada, ou seja, com 0s
peptideos retirados. Podemos observar que a proteina mantém sua estrutura
geral apdés a clivagem, conservando o motif de a-hélices. A figura 22C
apresenta Ric ¢ 3 com as cadeias leve (cinza) e pesada (vermelho)
destacadas. Além disso, podemos observar as 4 pontes dissulfeto (amarelo),
duas pontes entre as cadeias, mantendo as cadeias leve e pesada unidas, e
duas pontes intra-cadeias. A estrutura de Ric ¢ 3 apresenta 2 a-hélices na
cadeia leve (a; - Cys14-Arg19, a; - Cys26-Arg31) e 3 na cadeia pesada (as -
GIn6-Lys16, a4 - Cys22-GIn37, as - Ser4d5-Cys59). A figura 22D apresenta a
sobreposigao das estruturas de Ric ¢ 3, determinada por RMN (cinza), e Ricc 3
processada (vermelho), com as pontes dissulfeto (amarelo), a sobreposi¢cao
mostra que ndo ha diferengas significativas entre as duas estruturas.

Para avaliar a qualidade das estruturas de Ric ¢ 3 nés calculamos, utilizando o
programa Procheck, o mapa de Ramachandran para a estrutura de Ric ¢ 3

determinada por RMN (Figura 23A) e para a estrutura de Ric ¢ 3 processada
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(Figura 23B). Comparando os mapas de Ramachandran, podemos observar
que a estrutura de Ric ¢ 3 processada apresenta boa estereoquimica, visto que
58,8 % dos residuos de aminoacidos se encontram em regides mais
favoraveis, 30,7 % dos residuos de aminoacidos se encontram em regides
favoraveis e 10,5 % dos residuos de aminoacidos se encontram em regides
menos favoraveis, o que é bem semelhante ao observado para a estrutura de
Ric ¢ 3 determinada por RMN, e utilizada como molde, a qual apresenta 62,9 %
dos residuos de aminoacidos em regides mais favoraveis, 26,8 % dos residuos
de aminoacidos em regides favoraveis e 10,3 % dos residuos de aminoacidos

em regides menos favoraveis.
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Figura 22 — Estrutura de Ric ¢ 3. A — Estrutura de Ric ¢ 3, sem processamento,
determinada por RMN. Em verde estdo destacados os peptideos que sao
removidos. B — Estrutura de Ric ¢ 3 apds processamento com as a-hélices
destacadas (a1, a2, a3, o4 e a5). C — Estrutura de Ric ¢ 3 processada com a
cadeia leve em cinza, a cadeia pesada em vermelho e as pontes dissulfeto em
amarelo. D — Sobreposicdo das estruturas de Ric ¢ 3 determinada por RMN e

Ric ¢ 3 processada, com as pontes dissulfeto destacadas em amarelo.
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Tabela 1 - Mapa estatistico:
RMN Processada
Residuos em regides mais favoraveis [Vermelho - A,B,L] 629% 58,8%
Residuos em regides favoraveis [Amarelo - a, b, |, p] 26,8% 30,7 %

Residuos em regides menos favoraveis [Bege - ~a, ~b, ~I,~p] 10,3% 10,5%

Figura 23 — Comparacao dos mapas de Ramachandran das estruturas de Ric

¢ 3 determinada por RMN (A) e Processada (B).
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4.6.1.3 - Modelagem molecular por homologia da isoforma de

albumina 2S, Ric c 1

A estrutura tedrica de Ric ¢ 1 foi construida, utilizando o programa
Swiss-Model server, tendo como molde a estrutura determinada por RMN de
Ric ¢ 3.

A qualidade do modelo construido foi avaliada utilizando o mapa de
Ramachandran (Figura 24). A estrutura apresenta boa estereoquimica, visto
que 67,1 % dos residuos de aminoacidos se encontram em regides mais
favoraveis, 26,8 % dos residuos de aminoacidos se encontram em regides
favoraveis, 4,9 % dos residuos de aminoacidos se encontram em regides
menos favoraveis e 1,2 % dos residuos de aminoacidos se encontram em
regides proibidas.

O modelo de Ric c 1 apresenta estrutura geral semelhante a Ric ¢ 3,
com um padrao de 5 a-hélices organizadas em uma super-hélice de direita
(Figura 25), sendo duas a-hélices na cadeia leve (a4 - Cys6-Glu12, a; - Cys19-
Lys24) e trés na cadeia pesada (a3 - Arg3-Lys13, a4 - Cys19-GIn34, a5 - Glu44-
Cys56) (Figura 25A). As cadeias, leve e pesada, sao unidas por duas pontes
dissulfeto (Figura 25B). A sobreposi¢ao das estruturas de Ric ¢ 3 processada e
Ric ¢ 1, mostra que o modelo mantém o padrao estrutural, apresentando “Root
mean square deviation” (RMSD) final de 2,09 A. Devido ao longo N-terminal e
ao peptideo de ligagéo apresentados por Ric ¢ 3, 0o RMSD pode chegar a 7,1 A
em algumas regides (Figura 25C).

O perfil eletrostatico da estrutura de Ric ¢ 3 processada e da
estrutura de Ric ¢ 1 foi analisado, mostrando que em ambas as estruturas a
distribuicdo de cargas nao € uniforme (Figura 26). A estrutura de Ric ¢ 3
apresenta 17 residuos carregados positivamente e 17 residuos carregados
negativamente distribuidos pela superficie da molécula, sendo a maior
concentragdo de carga negativa nas regides N-terminal, na a-hélice 4, e na
algca entre as a-hélices 4 e 5. A maior concentracdo de carga positiva na
estrutura de Ric ¢ 3 se encontra ao longo da cadeia leve. Diferente da estrutura
de Ric ¢ 1 que apresenta 13 residuos carregados positivamente e apenas 9

residuos carregados negativamente distribuidos pela superficie da molécula,
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estando a maior concentragdo de carga negativa ao longo da cadeia pesada, e

de carga positiva nas regides do N- e C-terminal da cadeia leve.

~b

Psi (graus)

~h

SEE. 17 {B)
. [

2180  -135 90  -45 0 45 90 135
Phi (graus)

180

Mapa estatistico:

- Residuos em regides mais favoraveis [Vermelho - A,B,L] — 67,1 %

- Residuos em regides favoraveis [Amarelo - a, b, I, p] — 26,8 %

- Residuos em regides menos favoraveis [Bege - ~a, ~b, ~I, ~p] — 4,9 %

- Residuos em regides proibidas — 1,2 %

Figura 24 — Mapa de Ramachandran do modelo de Ric c 1
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C-terminal
da Cadeia

N-terminal
da Cadeia

C-terminal
da Cadei

N-terminal
da Cadeia

Figura 25 — Modelo de Ric ¢ 1. A — Estrutura tedrica de Ric ¢ 1 destacando as
5 a-hélices. B — Estrutura tedrica de Ric ¢ 1 com as cadeias leve (cinza) e
pesada (vermelho) destacadas e as pontes dissulfeto em amarelo. C —

Sobreposicéo das estruturas tedricas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 processado.
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N-terminal
cadeia pesada

-terminal
Cadeia leve

N-terminal
cadeia leve

Figura 26 - Mapa de potencial eletrostatico das estruturas de Ric ¢ 3
processada e Ric ¢ 1. A — Estrutura de Ric ¢ 3 processada com o N-terminal
da cadeia leve destacado. B - Estrutura de Ric ¢ 3 processada (rotagéo de 180°
em relagdo ao eixo na estrutura A), com C-terminal da cadeia leve e N-terminal
da cadeia pesada destacados. C - Estrutura de Ric ¢ 1 com o N-terminal da
cadeia leve destacado. D - Estrutura de Ric ¢ 1 (rotagdo de 180° em relagdo ao
eixo na estrutura C), com C-terminal da cadeia leve destacado. As regides
eletronegativas estdo representadas pela superficie vermelha e as regides

eletropositivas pela superficie azul.
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4.6.2 — Construcao e avaliagdo do complexo albumina 2S-a-amilase

No intuito de identificar a possivel regido de ligagéo entre Ricc 1 e
Ric ¢ 3, com alguma das a-amilases para as quais foram realizados os ensaios
bioldgicos descritos nesta tese, selecionamos a partir dos complexos contendo
o-amilase existentes na literatura a estrutura do complexo composto pelo
inibidor bifuncional de tripsina e a-amilase, isolado de Eleusine coracana,
denominado RBI que apresenta similaridade estrutural com as isoformas de
albuminas 2S. A estrutura de RBI com a-amilase do inseto T. molitor (TMA), foi
determinada por cristalografia de raios X. Como apresentado na figura 27, a
TMA é constituida de 3 dominios (A azul, B em verde e C em bege), o sitio
ativo se localiza em uma depressao em forma de V entre os dominios A e B,
onde o RBI se encaixa.

A partir da sobreposigcdo das estruturas de Ric ¢ 1 e Ri ¢ c3 com a
estrutura de RBI em complexo com TMA, realizamos o “docking” de Ricc 1 e

Ric ¢ 3 com TMA, utilizando o programa Swiss-PDB-Viewer.

4.6.2.1 — Construcao do complexo Ric ¢ 1-TMA

No complexo formado entre Ric ¢ 1 e TMA (Figura 28), o
inibidor também se encaixa no sitio catalitico da enzima pela regido N-terminal,
que apresenta superficie parcialmente positiva, de modo similar ao
apresentado por RBI (Figura 27). Os residuos carregados positivamente podem
ser importantes para ligagdo do inibidor na enzima que apresenta superficie
predominantemente negativa, enquanto os residuos neutros e carregados
negativamente podem auxiliar na orientagdo, para viabilizar melhores
interacoes.

O inibidor interage bloqueando o sitio catalitico da enzima.
Residuos da cadeia leve e da cadeia pesada do inibidor interagem diretamente
via ligagbes de hidrogénio com residuos dos dominios A e B da enzima (Figura
29 e Tabela 2). O sitio catalitico de TMA apresenta trés residuos importantes
para a catalise, Asp185, Glu222, Asp287. O residuo GIn4 do inibidor interage
diretamente via ligagdo de hidrogénio com o residuo catalitico da enzima,

Glu222. Outras possiveis interagdes podem ser observadas entre alguns
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residuos do inibidor e da enzima que se encontram a distancias menores que

4,0 A (Tabela 2) levando ao bloqueio do sitio catalitico da enzima.

Dominio B

Figura 27 — Complexo RBI-TMA. O inibidor RBI é apresentada em violeta. Os 3
dominios de TMA, A, B e C, sdo apresentados em Azul, verde e bege,

respectivamente. As pontes dissulfeto sao apresentadas em amarelo.
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Cadeia pesada

Dominio B

Cadeia leve

Dominio A

Dominio C

Figura 28 — Complexo Ric ¢ 1-TMA. A cadeia leve de Ric c 1 é apresentada
em cinza, e a cadeia pesada em vermelho. Os 3 dominios de TMA, A, B e C,
sdo apresentados em Azul, verde e bege, respectivamente. As pontes

dissulfeto sdo apresentadas em amarelo.
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Figura 29 - Complexo tedrico Ric ¢ 1-TMA. A — Representacao das estruturas
secundarias, com a-hélices em vermelho, folhas-f em verde e algas em cinza.
B - Visédo do sitio catalitico de TMA, destacando as ligagbes de hidrogénio
entre o inibidor e a enzima. Os residuos de TMA estao em cinza, residuos de
Ric ¢ 1 em azul e ligagdes de hidrogénio em verde. Os residuos de Ric ¢ 1
envolvidos em ligagdes de hidrogénio com TMA sao apresentados em violeta, e

os de TMA em laranja.
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Tabela 2 - Interacdes observadas no complexo teérico Ric ¢ 1- TMA.

Ligagoes de hidrogénio entre Ric c 1 e TMA

Ricc1 Cadeia TMA Dominio Distancia (A)
Gln4 leve Glu222 A 3,14
Arg7 leve Asn137 B 3,17
GIn16 pesada Asn331 A 2,48
GIn16 pesada Asp332 A 2,26

Distancias menores que 4,0 A entre Ric ¢ 1 e TMA
GIn3 leve Leu150 B 3,39
GIn3 leve Leu150 B 2,94
GIn3 leve Leu150 B 3,36
GIn3 leve Leu150 B 2,97
GIn3 leve Val151 B 2,69
GIn4 leve Asp287 A 3,38
GIn4 leve Asp287 A 3,71
GIn9 leve Thr291 A 3,00
GIn9 leve Thr291 A 3,72

Ser17 pesada Asp332 A 2,82
Glu22 pesada Val151 B 2,34
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4.6.2.2 - Construcao do complexo Ric ¢ 3-TMA

No complexo formado entre Ric ¢ 3 e TMA (Figura 30), o
inibidor também se encaixa no sitio catalitico da enzima pela regido N-terminal,
que apresenta superficie parcialmente positiva. Assim como vimos para Ric ¢
1, os residuos carregados positivamente podem ser importantes para ligacao
do inibidor na enzima que apresenta superficie predominantemente negativa,
enquanto os residuos neutros e carregados negativamente podem auxiliar na
orientagao, para viabilizar melhores interacoes.

Ric ¢ 3 se encaixa, bloqueando o sitio catalitico de TMA, e os residuos
da cadeia leve e da cadeia pesada do inibidor interagem diretamente via
ligagéo de hidrogénio com residuos dos dominios A e B da enzima (Figura 31).
O residuo GIn12 do inibidor interage via ligagdo de hidrogénio com o residuo
catalitico Glu222 da enzima. Outras possiveis interacdes podem ser
observadas entre alguns residuos do inibidor e da enzima que se encontram a
distancias menores que 4,0 A (Tabela 3) levando ao bloqueio do sitio catalitico

da enzima.
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Cadeia pesada

Cadeia leve

Dominio B

Dominio A

Dominio C

Figura 30 — Complexo tedrico Ric ¢ 3-TMA. A cadeia leve de Ric ¢ 3 é
apresentada em cinza, e a cadeia pesada em vermelho. Os 3 dominios de
TMA, A, B e C, sao apresentados em azul, verde e bege respectivamente. As

pontes dissulfeto sdo apresentadas em amarelo.
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Figura 31 - Complexo tedrico Ric ¢ 3-TMA. A — Representacao das estruturas
secundarias, com a-hélices em vermelho, folhas-f em verde e algas em cinza.
B - Visédo do sitio catalitico de TMA, destacando as ligagbes de hidrogénio
entre o inibidor e a enzima. Os residuos de TMA estao em cinza, residuos de
Ric ¢ 3 em azul e ligagbes de hidrogénio em verde. Os residuos de Ric ¢ 1
envolvidos em ligagdes de hidrogénio com TMA sao apresentados em violeta, e

os de TMA em laranja.
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Tabela 3 — Intera¢gdes observadas no complexo tedrico Ric ¢ 3-TMA.

Ligagoes de hidrogénio entre Ric ¢ 3 e TMA

Ricc3 Cadeia TMA Dominio Distancia (A)
Arg6 leve Glu149 OE1 B 2,62
Arg6 leve Glu149 OE2 B 2,22
Glu7 leve Asn137 B 2,44
Gly8 leve Glu135 B 2,0
Ser9 leve Val151 B 2,35
Ser9 leve Gly152 B 1,83

GIn12 leve Glu222 A 2,34

Arg19 pesada Asn331 A 1,98

Arg19 pesada Arg290 A 2,15
Distancias iguais ou menores que 4,0 A entre Ric ¢ 3 e TMA
Arg6 leve Cys134, B 2,87
Arg6 leve Pro133 B 3,54
Glu7 leve Asn137 B 3,01
Glu7 leve Glu135 B 4,0
Glu7 leve Glu135 B 4,0
Gly8 leve Glu135 B 3,54
Gly8 leve Val136 B 2,78
Gly8 leve Val136 B 3,0
Ser9 leve Val151 B 3,15

GIn12 leve Glu222 A 3,72

GIn12 leve Glu222 A 2,81

Asp20 pesada Asp332 A 2,83

Asp20 pesada Asp332 A 4,0

Glu21 pesada Trp57 A 3,49

Glu21 pesada Asp332 A 3,28

Glu21 pesada Asn331 A 3,85




4.6.3 — Estudo tedrico de epitopos alergénicos nas isoformas de

albuminas 2S, Ricc1eRicc 3

A figura 3, apresentada na introdugcdo, mostra a estrutura
primaria das proteinas Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 destacando os seis epitopos
alergénicos previamente descritos por Felix e colaboradores (2008).

A partir das estruturas tridimensionais de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
construimos a estrutura dos epitopos alergénicos e localizamos os residuos de
aminoacidos acidos (acido glutdmico e acido aspartico), importantes para o
processo alérgico (Figura 32).
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Ricc 1

P3

P1

Figura 32 - Estruturas tridimensionais teéricas dos epitopos alergénicos de Ric
c 1 (PO e P3)Ricc 3 (P1, P2, P4 e P5), mostrando os residuos de acido

glutamico (azul) e acido aspartico (verde) destacados.
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4.6.4 — Estudos da relagao estrutura atividade envolvendo as fungodes

inibitéria de a-amilse e alergénica de Ricc1 e Ricc 3

A sintese e acumulacdo de proteinas de reserva em plantas vém
sendo relacionadas com a defesa destas plantas (Sales et al., 2000; Franco et
al., 2002). As isoformas de albuminas 2S de R. communis, Ric ¢ 1 e Ric c 3,
sdo proteinas de reserva, alergénicas e foram capazes de inibir a-amilases
(humana e de insetos). No intuito de manter a propriedade de defesa e inativar
a funcao alergénica destas proteinas, que € prejudicial para humanos,

realizamos estudos tedricos mutacionais.

4.6.4.1 — Desativagao tedrica dos epitopos alergénicos de Ric c 1
eRicc3

A presenca de pelo menos 2 residuos de aminoacidos
carregados negativamente préximos € importante para o desencadeamento
da alergia pelas albuminas 2S de R. communis. No intuito de propor a
desalergenizacédo das isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
substituimos pelo menos um residuo de acido glutdmico presente em cada
epitopo por residuo de leucina (aminoacido neutro), preservando o residuo
Glu21 (cadeia leve) apontado como importante para a interagdo Ric ¢ 1-TMA
(Tabela 4 e Figura 33) e os residuos Glu7 (cadeia leve) e Glu21 (cadeia
pesada) importantes para a interagao Ric ¢ 3-TMA (Tabela 4 e Figura 33).

As estruturas tedricas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 mutadas apresentaram um
discreto desvio, quando comparadas com as estruturas tedricas originais, com
RMSD de 0.06 A e 0.17 A respectivamente.

Para avaliar a qualidade das estruturas tedricas de Ric c 1 e Ric ¢ 3
mutadas noés calculamos, utilizando o programa Procheck, o mapa de
Ramachandran e as estruturas apresentam boa estereoquimica, assim como,

as estruturas originais.
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Tabela 4 — Mutag¢des propostas para desativar epitopos alergénicos em Ric 1 e

Ric ¢ 3, utilizando modelagem molecular.

Albuminas 2S Original Mutado
Cadeia leve Cadeia pesada Cadeialeve Cadeia pesada
Glu12 Glu2 Leu12 Leu2
Ricc1 Glu21 Glu22 Glu21 Leu22
Glu29 Leu29
Glu44 Leud4
Glu62 Glu62
Glu1 Glu4 Leu Leud
Glub Glu21 Leub Glu21
Glu7 Glu25 Glu7 Leu25
Glu17 Glu32 Leu17 Leu32
Ricc 3 Glu27 Glu43 Leu27 Leud3
Glu4d1 Glu44 Glu41 Leud4
Glu46 Leud6
Glub4 Glu54
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Figura 33 — Estruturas de Ric ¢ 1 (A) e Ric ¢ 3 (B) antes e apdés a mutacgao,
respectivamente. Os residuos de acido glutdmico estdo em azul, de acido

aspartico em verde e de leucina em preto.
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4.6.4.2 — Construcido dos complexos tedricos TMA-Ric ¢ 1
mutado e TMA-Ric ¢ 3 mutado

Para verificar se a proposta de desalergenizagdo de Ricc 1 e
Ric ¢ 3 manteve sua funcido como inibidoras de a-amilase, propiedade que
acreditamos estar envolvida no processo de defesa da planta contra insetos,
nds construimos os modelos para os complexos destas proteinas com a o-
amilase do inseto T. molitor.

As a-amilases sado proteinas que apresentam superficie
carregada negativamente, e alguns complexos estudados entre a-amilase e
seu inibidor, mostram que residuos carregados positivamente no inibidor sdo
importantes neste processo (Vértesy et al., 1984; Bompard-Gilles et al., 1996,
Carugo et al., 2001). Nos modelos gerados de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, mantivemos os
residuos carregados positivamente, e somente alguns residuos de acido
glutamico foram trocados por residuos de leucina. Com base nos complexos
gerados entre TMA e Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, nés construimos os complexo teéricos
TMA-Ric ¢ 1 mutado e TMA-Ric ¢ 3 mutado (Figuras 34 e 36 respectivamente).

Os complexos mutados construidos apresentam discreto desvio,
com RMSD de 0.08 A para TMA-Ric ¢ 1 mutado, em relacdo a TMA-Ricc 1 e
0.10 A para TMA-Ric ¢ 3 mutado, em relacdo a TMA-Ric ¢ 3. No complexo
TMA-Ric ¢ 1 mutado em comparagcdo com o complexo TMA-Ric ¢ 1, podemos
observar que a ligagdo de hidrogénio entre o residuo GIn16 do inibidor e
Asp332 da enzima nao esta presente, porém duas novas ligagdes de
hidrogénio sao formadas, Glu22 (cadeia pesada) com Val151 e Arg25 (cadeia
pesada) com Glu135, enquanto as demais interagcbes observadas para o
complexo TMA-Ric ¢ 1 sdo mantidas (Figura 35).

No complexo TMA-Ric ¢ 3 mutado podemos observar que nao
ocorreram modificagbes no padrdo de ligagdes de hidrogénio citados para o
complexo TMA-Ric ¢ 3 (Figura 37).
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Figura 34 — Complexo TMA-Ric ¢ 1 mutado, com os residuos do inibidor
envolvidos em ligagdes de hidrogénio com a enzima destacados em violeta e
os residuos da enzima envolvidos em ligagbes de hidrogénio com o inibidor
destacados em laranja. a-Hélices em vermelho, folhas B em verde, alcas em

cinza e residuos de leucina envolvidos na mutagao em preto.
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Figura 35 - Complexo tedrico TMA- Ric ¢ 1 mutado. A — Representagéo das
estruturas secundarias, com a-hélices em vermelho, folhas-B em verde e loops
em cinza. B - Visdo do sitio catalitico de TMA, destacando as ligacbes de
hidrogénio entre o inibidor e a enzima. Os residuos de TMA estdo em cinza,
residuos de Ric ¢ 1 em azul e ligagdes de hidrogénio em verde. Os residuos de
Ric ¢ 1 envolvidos em ligagdes de hidrogénio com TMA s&o apresentados em
violeta e os de TMA em laranja. Residuos de leucina envolvidos na mutagao

estao em vermelho.
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Figura 36 — Complexo TMA-Ric ¢ 3 mutado, com os residuos do inibidor
envolvidos em ligaagdes de hidrogénio com a enzima destacados em violeta e
os residuos da enzima envolvidos em ligagées de hidrogénio com o inibidor
destacados em laranja. a-Hélices em vermelho, folhas 3 em verde, loops em

cinza e residuos de leucina envolvidos na mutacdo em preto.
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Figura 37 - Complexo teérico TMA- Ric ¢ 3 mutado. A — Representagédo das
estruturas secundarias, com o-hélices em vermelho, folhas-p em verde e algcas
em cinza. B - Visdo do sitio catalitico de TMA, destacando as ligagbes de
hidrogénio entre o inibidor e a enzima. Os residuos de TMA estdao em cinza,
residuos de Ric ¢ 3 em azul e ligagdes de hidrogénio em verde. Os residuos de
Ric ¢ 3 envolvidos em ligagcdes de hidrogénio com TMA sao apresentados em
violeta e os de TMA em laranja. Residuos de leucina envolvidos na mutagao

estao em vermelho.
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4.6.5 — Estudos de dindmica molecular das isoformas de albuminas
2S,Ricc1eRicc3

Os experimentos de dindmica molecular foram realizados e
analisados em colaboragdo com o Professor Jorge Hernandez Fernandez, no
Laboratério de Quimica e Fungdo de Proteinas e Peptideos, no Centro de
Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro.

Para avaliar o comportamento das estruturas tedricas de Ric c 1 e
Ric ¢ 3, seu grau de liberdade conformacional, permitindo a melhor
acomodacdo das regides N e C-terminal destas proteinas, realizamos
simulag¢des de dindmica molecular.

Para Ric ¢ 3 utilizamos os primeiros 10 ns para equilibrar o sistema e
calculamos entdo 58 ns de simulagédo. Nossas analises se concentraram de 10-
58 ns e a trajetdria da simulagao é apresentada na figura 38. O grafico mostra,
através de cdédigos de cores a variacao de estrutura secundaria ao longo do
tempo, onde podemos observar que as 5 a-hélices de uma forma geral se
mantém durante o tempo de simulagdo, com pequenas variagdes na primeira
o-hélice. Analises de clusterizagcao da trajetdria € apresentada na figura 39A
mostrando a formagao de 3 clusters principais, no inicio, no meio e no final da
trajetéria. A sobreposicdo das estruturas 3D durante a simulagao,
representando os 3 clusters, mostra uma maior movimentagado na regido N-
terminal. Os valores de RMSD ao longo da simulagdo (Figura 39B) se
mantiveram nas regides de a-hélices, com maior flutuagdo nos loops e nas
regides N e C-terminais das cadeias leve e pesada (Figura 40).

Para Ric ¢ 1, nos calculamos 60 ns de simulagdo. A trajetoria da
simulacdo é apresentada na figura 41, onde podemos observar que os
elementos de estrutura secundaria sdo mantidos durante a simulagdo. Com as
andlises de clusterizagdo da trajetoria (Figura 42A) podemos observar, 3
clusters, assim como para Ric ¢ 3. O terceiro cluster em Ric ¢ 1, é mais estavel,
mostrando que a estrutura se mantém, talvez pela regiao N-terminal em Ric ¢ 1
(5 residuos) ser bem menor do que em Ric ¢ 3 (13 residuos). Na avaliagdo dos

clusters e da variagdo de RMSD ao longo da simulagéo, observamos que as a-
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hélices sdo mantidas, enquanto as regides de N- e C-terminais nas cadeias
leve e pesada apresentam maior flutuagao, porém este flutuagao € bem menor
que a observada para Ric ¢ 3 (Figura 42B).

A figura 43 apresenta a sobreposicdo das estruturas 3D durante a
simulacao, representando os 3 clusters, podemos reforcar o que foi citado
acima, como Ric ¢ 1 apresenta N-terminal menor que Ric ¢ 3, e além disso,
uma cisteina, que forma ponte dissulfeto, como sexto residuo, a movimentacao

na regiao N-terminal € muito menor.
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Figura 38 — Simulacdo de dindmica molecular em Ric ¢ 3. Gréfico da flutuagao

de estrutura secundaria em 48 ns de simulagéo.
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Figura 39 - Simulagédo de dindmica molecular em Ric ¢ 3. A -Grafico da
representacdo da analise de clusters durante a simulacdo. B — Flutuacdo dos

residuos, as a-hélices sédo representadas por barras azuis.
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Figura 40 — Sobreposi¢ao das estruturas 3D de Ric ¢ 3 durante os 10-58 ns de

simulacao de dindmica molecular. Representando os 3 clusters analisados.
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Figura 41 — Simulacdo de dindmica molecular em Ric ¢ 1. Gréfico da flutuagao

de estrutura secundaria em 48 ns de simulagéo.
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Figura 42 - Simulagédo de dindmica molecular em Ric ¢ 1. A -Grafico da

representacéo da analise de clusters durante a simulagdo. B — Flutuagéo dos

residuos, as a-hélices sao representadas por barras azuis.

86



Figura 43 — Sobreposi¢ao das estruturas 3D de Ric ¢ 3 durante os 10-58 ns de

simulacao de dindmica molecular. Representando os 3 clusters analisados.
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5 — DISCUSSAO

Sementes de plantas produzem uma grande variedade de inibidores de
enzimas que protegem as mesmas contra o ataque de insetos e patdgenos.
Neste trabalho nés estudamos as isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3,
isoladas de sementes de R. communis, que apresentam atividade inibitoria
contra o-amilase e sao também descritas na literatura como proteinas
alergénicas.

Iniciamos nosso trabalho com a extragao e purificagdo das isoformas de
albuminas 2S, Ric c 1 e Ric ¢ 3. As isoformas de albuminas 2S foram testadas
contra a a-amilase salivar humana e a-amilase larval dos insetos T. molitor, C.
maculatus e Z. subfasciatus. As proteinas inibiram todas as a-amilases
testadas nas concentracdes de 40 pg.mL”, 15 pg.mL”, 40 ug.mL" e 120
ug.mL™, respectivamente. Os inibidores, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, mostraram-se muito
potentes contra as a-amilases testadas, quando comparados com outros
inibidores, como por exemplo, o inibidor bifuncional, isolado de sementes de
Phaseolus vulgaris, que inibe a-amilase de Z. subfasciatus na concentragao de
300 pg.mL™" (Dayler et al., 2005). O inibidor isolado de sementes de Carica
papaya, que inibe 57,3 % da atividade da a-amilase do inseto C. maculatus na
concentracdo de 50 ug.mL™" (Farias et al., 2007). Os inibidores isolados de
farinha do trigo, 0,19, 0,53, WRP25 e WRP26 inibem a atividade da a-amilase
do inseto C. maculatus na concentragao de 300 pg.mL'1 e os inibidores 0,19,
0,53 e WRP25 inibem a atividade da a-amilase do inseto Z. subfasciatus na
mesma concentragéo (Franco et al., 2000).

A inibigdo da a-amilase salivar humana e da a-amilase larval dos insetos
C. maculatus e Z. subfasciatus também foram avaliadas através de ensaios de
atividade a-amilasica em gel. As larvas do inseto Z. subfasciatus apresentam 3
isoformas de a-amilase, duas destas sdo expressas em menor quantidade
quando as larvas sdo crescidas sobre sementes de Vigna unguiculata, e as
mesmas sao expressas em maior quantidades quando as larvas sao crescidas
sobre sementes de Phaseolus vulgaris ou Phaseolus lunatus, enquanto que a
terceira é expressa de maneira similar nos dois tipos de semente (Silva et al.,

2001). Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 inibiram as atividades das diversas isoformas de a-
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amilase das larvas destes insetos, mesmo quando elas eram crescidas sobre
as sementes de Phaseolus vulgaris. As albuminas de Ricinus inibiram também
a atividade a-amilasica das larvas do inseto T. molitor e do inseto C. maculatus
crescidas em V. unguiculata. Larvas deste inseto cultivadas nestas condi¢des
apresentam de 3 a 5 isoformas de a-amilase (Campos et al., 1989; Silva et al.,
1999). Dados da literatura indicam que alguns inibidores sao seletivos para
amilase de um ou outro inseto, como por exemplo, o inibidor a-Al1 isolado de
sementes de Phaseolus vulgaris, que inibe a-amilase dos insetos
Callosobruchus maculatus e Callosobruchus chinensis, mas nao inibe a o-
amilase do inseto Zabrotes subfasciatus (Berre-anton et al., 2000). Os
inibidores de R. communis nao foram seletivos para as a-amilases dos insetos
testados, indicando que eles poderiam ser empregados na defesa contra estes
predadores.

No intuito de verificar a eficacia das albuminas 2S de R. communis
sobre o crescimento de larvas do inseto C. maculatus, ndés construimos
sementes artificiais de farinha de Vigna unguiculata contendo quantidades
crescentes da fracdo rica em albuminas 2S. O tamanho e o peso das larvas
crescidas em sementes contendo 2 % de albuminas 2S foram menores do que
os das larvas crescidas em sementes controle, no entanto, a atividade o-
amilasica do extrato destas larvas aumentou. Um comportamento similar foi
observado por Silva e colaboradores (2001), que mostraram que larvas do
inseto Z. subfasciatus crescidas sobre sementes artificiais de farinha de Vigna
unguiculata contendo a-Al1 (inibidor de a-amilase isolado de sementes de
Phaseolus vulgaris) apresentaram maior atividade de duas isoformas de a-
amilase quando comparada com o controle. O extrato protéico obtido das
larvas crescidas nas sementes artificiais contendo albuminas 2S foi incubado
“in vitro” com estes inibidores e posteriormente submetido a ensaios de
atividade a-amilasica em gel onde verificamos que todas as isoformas de a-
amilase expressas foram passiveis de inibigao pelas albuminas 2S. Tendo em
vista que as larvas ainda conservaram atividade o-amilasica, apesar de terem
seu crescimento prejudicado, podemos supor que estas possam estar
aumentando a expressao de a-amilase, ou ativando enzimas pré-sintetizadas a

fim de contornar o efeito inibitério. Outra hipotese seria a de que as albuminas
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2S possam ser transportadas para outras partes da larva e assim, de alguma
forma, prejudicarem seu crescimento.

Os inibidores protéicos de a-amilase sao agrupados em sete
familias de acordo com suas similaridades de seqiéncia primaria e estrutura
3D. As albuminas 2S de R. communis pertencem a superfamilia das
prolaminas (Shewry et al., 2002), a qual ndo esta incluida entre os inibidores de
oa-amilase ja caracterizados Irwin e colaboradores (1990) ao analisarem o
precursor de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 identificaram dominios inibidores de a-amilase,
no entanto, ndo havia evidéncias experimentais para atribuir esta atividade a
estas proteinas. Nossos resultados permitem introduzir as albuminas 2S como
uma nova familia de inibidores de a-amilase, evidenciando um carater multi-
funcional as albuminas 2S de R. communis, uma vez que a funcao de reserva,
a atividade antifungica e a atividade alergénica ja ja foram descritas. Para
entendermos, e se for possivel, correlacionarmos estas atividades, alguns
aspectos estruturais de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 foram analisados.

Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 sdo ambas formadas por duas cadeias
polipeptidicas ligadas por duas pontes dissulfeto. Apresentam na sua totalidade
oito residuos de cisteina, onde duas pontes intra-cadeia direcionam o padrao
de enovelamento destas proteinas. Esta € uma caracteristica preservada entre
as albuminas 2S de diversas fontes (José-Estanyo et al., 2004).

Na analise de dicroismo circular observamos que Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3
apresentam estrutura secundaria em a-hélices e algumas regides de estrutura
nao ordenada. Este aspecto foi confirmado pela predicdo de estrutura
secundaria realizada através do programa Jpred, e € um aspecto comum nao
s6 entre albuminas 2S de outras fontes (Rico et al., 1996) como também de
nsLTPs (Gomar et al., 1996), de inibidores bifuncionais de de a-amilase e
tripsina (Strobl et al., 1995), e de proteinas hidrofobicas de soja (Gourinath et
al., 2000). Apesar de nao apresentarem uma alta similaridade de estrutura
primaria, estas proteinas apresentam elementos de estrutura secundaria similar
e conservam um padrao de pontes dissulfeto importante para a estabilidade da
estrutura final.

A determinacdo da estrutura 3D de proteinas representa um passo
fundamental no conhecimento de atividades bioldgicas, bem como para o

estudo de propriedades farmacologicas, ou agrarias para engenharia genética.
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Para determinagdo da estrutura 3D por RMN ou cristalogarfia de raios X
necessita-se da proteina homogénea. As albuminas 2S, de um modo geral, sao
obtidas a partir de um precursor e sofrem processamento pds-traducional
(Sharief and Li 1982; Irwin et al., 1990). Estas proteinas existem em diversas
isoformas o que torna dificil o isolamento de uma isoforma homogénea. Desse
modo, a super-expressao poderia ser uma ferramenta efetiva para obter estas
proteinas. No entanto, ao ser expressas em sitema heterélogo, o
processamento necessario para obter a proteina como em sua forma nativa
muitas vezes nao € possivel.

A estrutura 3D de Ric ¢ 3 (RMN) foi determinada a partir da proteina
obtida por super-expressao em Escherichia coli, e apresentava um peptideo
sinal, um peptideo de ligagao entre as cadeias leve e pesada e um peptideo na
regido C-terminal, que estdo ausentes na proteina nativa (Pantoja-Uceda et al.,
2003). Demonstramos que a remogao destas regides para gerar a proteina
como em sua forma nativa manteve o padrao de a-hélices observado na
estrutura original, sinalizando a possibilidade de que a proteina super-
expressa, apesar de ser constituida por uma unica cadeia polipeptidica,
apresente propriedades similares as da proteina nativa, que é constituida de
duas cadeias polipeptidicas.

A estrutura 3D de Ric ¢ 3 determinada por RMN e descrita na literatura
por Pantoja-Uceda e colaboradores em 2003, foi também utilizada como molde
para a modelagem por homologia da isoforma Ric ¢ 1, utilizando o programa
Swiss model server. O modelo gerado apresentou boa estereoquimica e
mantém o padrido de 5 a-hélices observado na estrutura de Ric ¢ 3, em outros
membros da familia das albuminas 2S, em nsLTPs, em inibidores de a-amilase,
e em proteinas hidrofébicas de soja (Pantoja-Uceda et al., 2002).

Diversos insetos, principalmente os que crescem sobre gréaos ou
produtos ricos em amido, necessitam de suas a-amilases para sobreviver.
Inibidores de enzimas sao ferramentas importantes na natureza para o controle
da atividade endogena e defesa da planta contra o ataque de pragas e
patdgenos (Payan 2004; Svensson et al., 2004). O estudo da interagao inibidor-
enzima é um passo fundamental para o conhecimento da especificidade destes
inibidores e o desenvolvimento de plantas modificadas geneticamente

resistentes ao ataque de pragas e patégenos (Payan 2004).
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No intuito de estudar o possivel sitio de interagdo entre os inibidores Ric
c 1 e Ric ¢ 3 e a-amilase larval do inseto T. molitor (TMA), construimos um
modelo de interacéo entre estas moléculas, com base no complexo descrito na
literatura entre TMA e o Inibidor bifuncional de tripsina/a-amilase de Eleusine
coracana (RBI) determinado por cristalografia de raios X (Strobl et al., 1998b).
As o-amilases sao enzimas acidas com superficie eletrostatica
predominantemente negativa, e apresentam 3 residuos acidos conservados no
sitio catalitico (Glu, Asp, Asp). Estes residuos participam, ndo somente do
processo de catalise, mas também de interagdes com o inibidor. Na maioria
dos complexos descritos na literatura, residuos carregados positivamente séo
importantes no processo de interagdo (Wiegand et al., 1995; Pereira et al.,
1999; Mirkov et al., 1995). As albuminas 2S de R. communis s&o ricas em
arginina e alguns destes residuos participaram efetivamente, via ligacdes de
hidrogénio com residuos da enzima, do processo de inibigdo no modelo
proposto. No complexo Ric ¢ 1-TMA, o residuo Arg7 (cadeia leve) do inibidor,
interage com Asn137 da enzima, enquanto no complexo Ric ¢ 3-TMA, o
residuo Arg6 (cadeia leve) interage com o residuo Glu149 da enzima e Arg 19
(cadeia pesada) interage com os residuos Arg290 e Asn331 da enzima.

Nos complexo Ric ¢ 1-TMA e Ric ¢ 3-TMA, residuos do inibidor (GIn4 e
GIn12 respectivamente) interagem via ligacdo de hidrogénio com um dos
residuos cataliticos da enzima (Glu222), assim como observado no complexo
entre a-amilase pancreatica de porco (PPA) e o inibidor de Streptomyces
tendae (tendamistat), onde o residuo Arg19 do inibidor interage com o residuo
catalitico Glu233 da enzima (Wiegand et al., 1995). Outros complexos amilase-
inibidor interagem via ligagdo de hidrogénio com todos os residuos cataliticos
da enzima (Bompard-Gilles et al., 1996, Pereira et al., 1999, Strobl et al., 1998).

Estudos cinéticos com PPA, utilizando oligossacarideos de com
diferentes comprimentos, sugeriram a presenca de 5 sub-sitios de ligacédo a
carboidratos no sitio ativo da enzima (Robyt e French, 1970; Ishikawa et al.,
1990, 1993). No complexo entre PPA e o pseudo-octassacarideo V-1532,
derivado da familia de inibidores trestatina, foram identificados 6 sub-sitios de
ligacdo a carboidratos (Machius et al., 1996). No complexo RBI-TMA, Strobl e
colaboradores (1998), modelaram a ligacdo de V-1532 no sitio catalitico de

TMA e verificaram que RBI bloqueia 5 sub-sitios de ligagcdo a carboidratos em
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TMA. Nos complexos Ric ¢c1-TMA e Ric ¢ 3-TMA, nds observamos que os
inibidores levam ao bloqueio estérico do sub-sitio 4 da enzima.

Neste trabalho as isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, séo
apresentadas como inibidores de a-amilase, porém ha muitos anos estas
proteinas vem sendo estudadas como responsaveis pelo desencadeamento de
alergia (Sharief e Li, 1982; Thorpe, et al., 1988; Machado and Silva, 1992; Silva
Jr. et al., 1996). Em estudo recente, nosso grupo (Felix, et al., 2008) identificou
6 epitopos, 2 em Ric ¢ 1 e 4 em Ric ¢ 3, responsaveis pela alergia. Nos
epitopos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, assim como para o epitopo
(ELKRTDLNILERFNYE) presente em Blo t 5 (principal alérgeno da poeira) os
residuos de aminoacidos acidos sao importantes para ligagdo nas IgEs
presentes na membrana dos mastécitos e/ou basofilos para assim, dispararem
0 processo de desgranulagido destas células, ou seja, liberagdo de mediadores
que levam aos sintomas da alergia (Chan et al., 2008). Em Ric c 1 e Ric c
3, a propriedade de inibicado de a-amilase pode ser importante para defesa da
planta, assim como para o controle endégeno desta enzima. Porém a
propriedade alergénica € prejudicial, visto que, esta planta é utilizada para
varios fins industriais, entre eles a produgéo de biodiesel, e por este motivo é
plantada em larga escala, e manipulada por trabalhadores. As albuminas 2S
também estao presentes no pélen da planta (Thorpe et al., 1988, Singh et al.,
1997), podendo alcangar pessoas que moram em torno da plantagdo. Com o
intuito de tornar as isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, nao-
alergénicas, e manter sua propriedade de inibicdo de a-amilase, nos
realizamos algumas substituigbes nestas proteinas, utilizando a modelagem
molecular, onde alguns residuos de acidos glutamicos, presente nos diversos
epitopos, foram trocados por residuos de leucina. Alguns autores tém mostrado
que mutagdes sitio dirigidas em alérgenos tem levado a alta diminui¢do da
ligacdo a IgE e consequentemente do seu potencial alergénico (Chan et al.,
2006, Chan et al., 2008). Os mutantes gerados apresentam estrutura 3D muito
similar as estruturas de origem (Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3), com RMSD de 0.06 A para
Ric ¢ 1 mutado e 0.17 A para Ric ¢ 3 mutado.

Utilizando as estruturas de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 mutadas, construimos os
complexos, TMA-Ric ¢ 1 mutado e TMA-Ric ¢ 3 mutado, onde esperavamos

que as albuminas perderiam a propriedade alergénica, mas manteriam sua
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funcao de inibicao de a-amilase. Os complexos com os mutantes apresentam
estruturas semelhantes aos complexos com os inibidores ndo mutados, com
RMSD de 0.08 A para TMA-Ric ¢ 1 mutado e 0.10 A para TMA-Ric ¢ 3 mutado.
A mutacgao realizada nos inibidores neste estudo,provavelmente nao interferiria
na interacdo com a enzima, pois a mutagdo mantém os residuos carregados
positivamente, descritos como importantes para interacbes com o-amilase
(Wiegand et al., 1995, Pereira et al., 1999, Mirkov et al., 1995). As estruturas
tedricas mutadas podem apresentam uma maior hidrofobicidade devido aos
residuos de leucina utilizaados nas substituicdes, porém este fato ndo deve ser
um fator que impeca a ligagao do inibidor na enzima, visto que, nos complexos
descritos na literatura, a presenca de residuos hidrofébicos é importante para a
interacdo inibidor-enzima e estudos cinéticos mostram que interacdes
hidrofébicas sdo um fator de grande importancia na formagao do complexo
entre PPA e o inibidor de Phaseolus vulgaris (Whitaker et al., 1988). No
complexo RBI-TMA, o residuo Val2 mantém ligagdes de hidrogénio com o
residuo catalitico Asp287, e interagdes hidrofébicas com Trp56, Trp57, Tyr60.
Além disso, os residuos hidrofdbicos, lle7, Met10, Ala11, Ala53, Val67, Val68,
lle108, Leu115, Leu117 formam contatos importantes ou levam ao bloqueio
estérico da enzima (Strobl et al., 1998). No complexo PPA-Tendamistat os
residuos Leu44 e Tyr4d6, do inibidor, estdo envolvidos em interagbes
hidrofobicas com o segmento Glu149- Ser150- Tyr151 da enzima. O segmento
GIn52-11e53-Thr54-Thr55, do inibidor também participa de interacdes
hidrofébicas com o segmento Leu237-Gly238-Gly239-Glu240 de PPA
(Wiegand et al., 1995). Além disso, o residuo Trp59 (PPA) é descrito como
envolvido em interagdo com a regido hidrofébica da unidade de maltose (Quian
et al., 1994).

Os inibidores Ric ¢ 1 e principalmente Ric ¢ 3, apresentam uma longa
regido de estrutura ndo ordenada no N- e C-terminal. N6s simulamos a
movimentacdo destas proteinas através de técnicas de dindmica molecular,
para observar sua liberdade conformacional e gerar uma melhor acomodacao
dos residuos nas proteinas avaliadas. Em Ric ¢ 3, nés realizamos 58 ns de
simulacao, e observamos que o N- e o C-terminal desta proteina apresentam
uma grande movimentagao, o que é confirmado pelos dados de RMN (Pantoja-
Uceda et al., 2003, PDB — 1PSY), onde estao ausentes os dados de NOE para
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a estrutura. Em Ric ¢ 1, os dados da simulagdo sao um pouco diferentes, visto
que, esta proteina apresenta N-terminal bem menor que Ric ¢ 3. Assim
podemos observar uma menor movimentacdo nesta regido, que pode ser
acusada também pelo fato de Ric ¢ 1 apresentar uma cisteina nesta regiao que
forma ponte dissulfeto. Acreditamos entdo, que esta ponte dissulfeto seja
importante para manter a estrutura e estabilidade desta proteina. Outro inibidor
de a-amilase também apresentam regido N-terminal com grande
movimentagdo. Os residuos do N-terminal do inibidor RBI livre, se encontram
de forma nao estruturada e flexivel, e adotam uma conformagéo helicoidal
quando em complexo com TMA (Strobl et al., 1998).

O conhecimento estrutural e biolégico de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 nos
permite propor modificagées nestas moléculas que levem a inibidores com alta
especificidade para a-amilase e baixa ou nenhuma alergenicidade, e assim

potentes candidatos para modificacao de plantas.
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6 — CONCLUSAO

- As isoformas de albuminas 2S, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, sdo inibidoras da atividade
da a-amilase salivar humana, e da a-amilase larval dos insetos C. maculatus,
Z. subfasciatus e T. molitor

- As isoformas de albuminas 2S incorporadas a sementes artificiais na
concentragcdo de 2 % reduziram drasticamente o crescimento das larvas do
inseto C. maculatus;

- O modelo tedrico de Ric ¢ 1 mostrou a conservagao de um enovelamento
caracteristico familia das albuminas 2S;

- Os complexos formados pela a-amilase larval do inseto T. molitor e as
proteinas, Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3, ou seus mutantes revelaram interacdes
importantes (ligagdes de hidrogénio) que reforcam o perfil inibitério observado
nos ensaios bioldgicos.

- Estudos tedricos por modelagem molecular, indicam que mutagdo em
residuos de aminoacidos de Ric ¢ 1 e Ric ¢ 3 responsaveis pelo
desencadeamento da alergia, poderiam tornar as isoformas de albuminas 2S
nao alergénicas, mantendo a propriedade de inibicdo de a-amilase podendo
portanto serem aplicaveis para a transformagdo da mamoneira tornando-a

mais adequada para trabalhadores que manipulam suas sementes e torta.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica
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