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i— RESUMO

Devido a grande importancia da cultura da cana-de-agtcar no Brasil, a ocorréncia de
infeccdes por fitopatdgenos constitui um grave problema que acarreta queda na produtivi-
dade e na qualidade da lavoura canavieira. Uma vez que as plantas t€m mecanismos natu-
rais de defesa contra o ataque de fungos e insetos, dentre os quais se destacam os inibido-
res de proteases, a utilizagdo dessas substancias no desenvolvimento de plantas resistentes
ou na produgao de pesticidas seria uma alternativa interessante. Um tipo de inibidor de
protease que atua na protecdo contra o ataque de patégenos e como proteinas de reservas
em algumas sementes sao as cistatinas, proteinas que inibem especificamente cisteino-
proteases. A Canacistatina foi o primeiro inibidor de cisteino-protease caracterizado origi-
nado da cana-de-agucar. Apesar de ja ter sido anteriormente produzida em sistema bacteri-
ano de expressdo, a Canacistatina foi utilizada, nesse trabalho, como modelo de estudo
para implementagao do sistema de expressao de proteinas heterdlogas em células de inseto.
Esse sistema apresenta algumas vantagens sobre o sistema procariotico como a possibili-
dade de realizarem modificagdes pos-traducionais. A proteina recombinante foi expressa
nesse sistema na forma solivel e purificada em cromatografia de afinidade em coluna de
niquel, resultando em um rendimento de 23 gramas por litro de cultura. A proteina purifi-
cada foi submetida a testes de inibicdo enzimatica contra a papaina, sendo capaz de inibir
satisfatoriamente a atividade dessa cisteino-protease. Também foram realizados testes de
estabilidade desse inibidor em diferentes condi¢des de pH e temperatura, mostrando-se
estavel. A Canacistatina foi um modelo de estudo adequado para a implementacao do sis-

tema de expressao de proteinas no Laboratorio de Biologia Molecular da UFSCar.
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ii— ABSTRACT

Due to the great economic importance of sugarcane crop in Brazil, the occurrence of
infections by phytopathogens leading to decreased productivity and quality remains a seri-
ous problem. As the plants have natural mechanisms of defense against the attack of fungi
and insects, amongst which the inhibitors of proteases are distinguished, the use of these
substances in the development of resistant plants or in pesticide production may be an in-
teresting alternative. One of the major classes of protease inhibitors acting against the at-
tack of pathogens is the cystatins, proteins that inhibit cysteine proteases specifically. Can-
ecystatin was the first cysteine protease inhibitor characterized from sugarcane. This gene
codes for a ~ 14 kDa protein that contains conserved regions common to the cystatin fam-
ily. Although the protein has previously been produced in a bacterial system of expression,
in this work we use this sugarcane cystatin as a model for the implementation of a het-
erologous protein expression system in insect cells. This system has some advantages rela-
tively to the prokaryotic system such as the possibility of posttranslational modifications.
The recombinant protein was expressed in this system in a soluble form and purified using
affinity chromatography in a nickel column, rendering approximately 23 mg/L of pure pro-
tein. The activity of the protein was assayed against papain, being capable of inhibiting the
activity of this cysteine protease efficiently. Furthermore, the stability of the protein was
analyzed in different conditions of pH and temperature. We conclude that the canecystatin
is a good model for the implementation of the Baculovirus Expression System at the Mo-

lecular Biology Laboratory of the UFSCar.
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1 —INTRODUCAOQO

1.1 - CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-aglicar é uma planta monocotiledonea originaria do Sudeste da Asia. Foi
inicialmente caracterizada por Bacchi em 1983 como uma graminea perene pertencente ao
género Saccharum L., da tribo Andropogoneae, familia Gramineae. Seu plantio em larga
escala ¢ tradicional em varios paises das regides tropical e subtropical para a producao de
agucar, alcool e outros subprodutos (COSTA-LIMA et al, 2001; ALMEIDA et al, 1995).

No Brasil, essa cultura foi introduzida 32 anos ap6s o descobrimento pela expedicao
de Martim Afonso de Souza, inicialmente na capitania de Sao Vicente (Sao Paulo). Poste-
riormente, se estabeleceu nas capitanias da Bahia e de Pernambuco, principalmente, onde
foi implantado o primeiro centro agucareiro do Brasil. Devido as condic¢des climaticas fa-
voraveis, ao solo altamente fértil e & mio-de-obra escrava trazida da Africa, a cultura cana-
vieira tornou-se a principal atividade econdémica do Brasil, na época colonia de Portugal,
despontando como o maior produtor de agucar do mundo (BARSALOBRES, 2004).

A cana-de-agucar ¢ uma cultura que produz, em um curto periodo de tempo, um alto
rendimento de matéria verde, energia e fibras, sendo considerada uma das plantas com
maior eficiéncia fotossintética (COSTA-LIMA et al, 2001). Além disso, consiste em uma
matéria-prima de grande flexibilidade, permitindo a produgao de acticar (de varias formas
e tipos) e alcool (anidro e hidratado), bem como a fabricagdao de bebidas (como cachaga,
rum e vodka) e a geracdo de energia elétrica a partir do bagaco via industria alcoolquimica.

Dessa forma, observa-se que a cana-de-agucar, assim como o petréleo, gera uma gama



consideravel de produtos, os quais tém a vantagem de serem biodegradaveis € menos ofen-
sivos ao meio ambiente (MARRIS, 20006).

Atualmente, o setor sucroalcooleiro conta com aproximadamente 350 industrias de
acucar e alcool que respondem por uma producao anual de aproximadamente 300 milhdes
de toneladas, além de serem responsaveis pela geragao de cerca de um milhdo de empregos
diretos (ALVES e BACCHI, 2004).

No contexto nacional, a agroindistria canavieira se destaca dos demais paises por
produzir, em escala industrial, tanto agticar quanto alcool, ocupando posi¢ao de destaque
entre as principais culturas quanto a area plantada (cerca de quatro milhdes de hectares
cultivados) e ao volume e valor da produ¢do. No cendario internacional, a representativida-
de do produto brasileiro aumentou de forma expressiva nos ultimos anos ¢ o Brasil, depois
de diversas crises no setor sucroalcooleiro, voltou a configurar como o maior produtor de
acucar do mundo (24% do total), bem como o maior exportador mundial desse produto
(ALVES e BACCHLI, 2004; FERNANDES et al, 2003).

Apesar da alta produtividade e qualidade da cana-de-agticar no Brasil, varios proble-
mas relacionados a fatores climaticos e ataque de pragas e patdgenos, entre outros, resul-

tam em sérios prejuizos para os produtores e para a economia sucroalcooleira em geral.

1.2 - PRAGAS E PATOGENOS DA CANA-DE-ACUCAR

J& foram descritas cerca de 216 doengas que afetam os canaviais das quais 38 foram
encontradas no Brasil, sendo 10 de grande importancia para os produtores.
Entre as pragas que afetam a cultura da cana-de-agucar, a principal delas é a Dia-

traea saccharalis, popularmente conhecida como broca-da-cana (figura 1), uma mariposa



da ordem Lepidoptera, familia Crambidae que estd presente em todas as regides canaviei-
ras do Brasil (SGRILLO et al, 1979 apud BARSALOBRES, 2004). As larvas da mariposa
penetram nas gemas laterais e abrem galerias no colmo da planta (figura 2), o que ocasiona
perda de peso das plantas e morte das gemas, além de permitir a penetragdo de fungos pa-
togénicos como o Colletotrichum falcatum e o Fusarium moniliforme. Esses fungos ocasi-
onam uma doenca chamada “podriddo vermelha do colmo”. As plantas afetadas reagem
produzindo substancias de defesa, que promovem a inversao da sacarose, diminuindo a
pureza do caldo, o teor de so6lidos soluveis (°Brix) e o rendimento na produgdo de agucar e

alcool (GALLO, 1988; MELO, 1984 apud BARSALOBRES, 2004).

Figura 1. Inseto Diatraea Saccharalis em diferentes estagios do ciclo de vida: (A) Adulto;
(B) Estagio larval; (C) Pupas. Fonte: Barsalobres, 2004.



Figura 2. Cana-de-agucar apresentando uma galeria aberta pela larva da D. saccharalis.
Fonte: www.agricomseeds.com.

De acordo com diversos estudos, esses fungos patogénicos, assim como diversos ou-
tros patdgenos de plantas, secretam proteases digestivas em meio de cultura, quando culti-
vadas in vitro (DOBINSON et al, 1997). A fungao exata dessas proteases em fungos ainda
¢ pouco conhecida. Entretanto, sua importancia durante o processo de infec¢do dos tecidos
das plantas tem sido esclarecida por alguns estudos. De acordo com os estudos de BALL et
al (1991) apud SOARES-COSTA (2004), por exemplo, o fungo patogénico Pyrenopeziza
brassicae, que infecta o espaco subcutilar das folhas, perde sua capacidade de induzir le-
sOes nas plantas, apds sofrerem mutagdes que as impedem de produzir proteases extracelu-
lares. Ja os resultados do estudo de GVOZDEVA et al (2006) sugerem que proteases ex-
tracelulares produzidas por Rhizoctonia solani Kuhn., um outro fungo patogénico, exercem
um papel significativo no ataque de tecidos de plantas e que inibidores naturais contribuem

para prote¢do de Solanaceae e Leguminosae contra este fungo patogénico.



1.2.1 - PROTEASES

As proteases, também chamadas de enzimas proteoliticas ou proteinases sao enzimas
pertencentes a classe 3, das hidrolases, que utilizam a agua na formagao do produto. Essas
enzimas catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes peptidicas em proteinas, ocorrendo a
transferéncia de componentes do substrato para a agua (WHITAKER, 1994 apud FEDAT-
TO, 2004). Dessa forma, causam alteragdes irreversiveis dos substratos que podem ser
importantes em varios processos fisioldgicos e patologicos, através do controle da sintese e
degradagdo de proteinas (LEUNG-TOUNG et al, 2002).

A maioria das proteinas ¢ degradada por proteases celulares. Essa degradacdo ocorre
quando as proteinas se esgotam ou sdo danificadas, ou ainda quando seus constituintes,
carbono e nitrogénio, sao necessarios ao organismo, € em resposta a sinais ambientais ou
celulares especificos. Em cada caso, a protedlise ¢ um processo especifico e altamente re-
gulado (ESTELLE, 2001).

Por meio da hidrélise, essas enzimas proteoliticas atuam também no metabolismo das
proteinas, participando de processos tais como turnover da matriz extracelular, regulacao
de fungdes celulares fundamentais como apoptose, crescimento celular, ativagao e secre¢ao
de proteinas e fagocitose. Nos tecidos e orgdos, as proteases influenciam mecanismos
como migragdo celular e invasdo, interagdes celulares e transducdo de sinais, assim como
formagao e estabilizagdo de tecidos (BUHLING et al, 2006).

Um dos principais papéis das enzimas proteoliticas, entretanto, ¢ nutricional, uma vez
que hidrolisam grandes cadeias polipeptidicas em pequenas moléculas, que sdo mais

facilmente absorvidas pelas células (SOGART, 1983 apud FEDATTO, 2004).



Um outro papel importante das proteases estd relacionado com a patogenicidade,
causando danos diretos nos tecidos ou aumentando a capacidade de invasao de patdgenos,
como no caso dos fungos patogénicos anteriormente citados (SAKAI, 1985).

De acordo com o grupo reativo envolvido na catalise presente em seu sitio ativo, bem
como seu mecanismo de agdo, extensdo do pH o6timo, similaridades de seqiliéncias e
estruturas, as proteases sdo agrupadas em cinco categorias: cisteino-proteases, serino-

proteases, metalo-proteases, aspartil-proteases e treonino-proteases (BARRET, 2004).

1.2.1.1 — CISTEINO-PROTEASES

A familia das cisteino-proteases consiste de uma gama de enzimas com diferentes
especificidades, com estruturas terciarias diferentes e fungdes biologicas distintas. Com-
preendem mais de quarenta familias, agrupadas em, no minimo, seis superfamilias, de a-
cordo com a seqiiéncia de aminoacidos e os dominios conservados (MENARD, 1993;
GRUDKOWSKA ¢ ZAGDANSKA, 2004).

As cisteino-proteases tem sido encontradas em virus e procariotos, assim como em
organismos superiores como plantas e mamiferos, incluindo humanos. Uma grande parte
das cisteino-proteases de planta pertence a familia das papainas. As proteases desse grupo
sdo geralmente exemplificadas pela papaina, a enzima de planta mais bem caracterizada do
grupo, isolada do latex da Carica papaya.

A atividade proteolitica de todas as cisteino-proteases depende da presenga, em seu
sitio ativo, de uma diade catalitica composta por um residuo de cisteina (Cys-25) e um
residuo de histidina (His-159). No caso das cisteino-proteases da familia da papaina, o
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centro catalitico ¢ complementado por uma asparagina (Asn-175), a qual assegura o



posicionamento ideal da histidina para estagios sucessivos de hidrolise (RZYCHON et al,
2004).

Devido a importancia desse tipo de enzima em processos fisioldgicos e a sua partici-
pacdo em processos patologicos envolvendo virus, bactérias, fungos e insetos fitopatoge-
nos e em doengas de grande interesse na medicina como AIDS e cancer, sua inibigdo por
meio da acdo especifica de proteinas inibidoras vem atraindo a atencdo de muitos pesqui-

sadores.

1.3 - PROTEINAS DE DEFESA DAS PLANTAS

As plantas em geral, incluindo a cana-de-acucar, sofrem constantes agressoes por
agentes abidticos e bidticos tais como virus, bactérias, fungos e insetos. Diante dessas
agressoes, as plantas desenvolvem uma série de mecanismos de defesa, que incluem
barreiras fisicas e quimicas. Dentre esses mecanismos estdo as respostas localizadas e as
respostas sist€émicas. As respostas localizadas como oxidacdo, troca idnica e
descompartimentalizacdo ocorrem dentro do tecido imediatamente apds a invasdo do
organismo (STASKAWICZ, 1995 apud JOSHI et al, 1998). Ja as respostas sist€émicas
abrangem modificagdes na parede celular, produgdo de fitoalexinas toxicas e acumulo de
proteinas relacionadas a patogénese (PRPs) (ABELS, 1970 e BOLLER, 1983 apud JOSHI
et al, 1998) e de proteinas inibidoras de proteases.

As proteinas inibidoras de proteases, em particular, vém despertando grande interesse
de pesquisadores, devido ao seu envolvimento em diversas fun¢des do metabolismo celular
e em desordens patoldgicas e fisiologicas (WOLF, 1992). Segundo alguns estudos, os

inibidores de proteases podem ser utilizados para o controle especifico de proteases na



interacdo planta-patdégeno contra insetos herbivoros, fungos e nematddeos patogénicos
(LORITO et al, 1994; RYAN 1990; ATKINSON et al, 1995). Dessa forma, essas proteinas
vém apresentando grande potencial tanto no desenvolvimento de plantas transgénicas
quanto em seu uso direto nas plantas como fungicidas. Essas abordagens correspondem as
novas tendéncias da sociedade voltadas para a utilizagdo de uma agricultura que reduza a

utilizagdo de produtos quimicos.

1.3.1 - PROTEINAS INIBIDORAS DE PROTEASES

Ao longo da evolucdo, as plantas parecem ter desenvolvido mecanismos de defesa
contra proteases de fungos e insetos. Um desses mecanismos ¢ a produgdo de proteinas
inibidoras de proteases que agem de forma especifica sobre as proteases digestivas dos
insetos, resultando em protedlise limitada e extremamente lenta (TIFFIN e GAUT, 2001).
Essa acdo antimetabolica dos inibidores de protease causa deficiéncias protéicas nos pato-
genos devido a reducdo da disponibilidade de aminoacidos. Isso afeta seu crescimento,
desenvolvimento e reproducdo, podendo leva-los até mesmo a morte (BRODWAY e
DUFFEY, 1986).

Os niveis dessas proteinas em folhas sdo normalmente baixos, podendo ser rapida-
mente induzidos a niveis elevados quando as plantas sdo atacadas por insetos ou quando
sofrem danos mecanicos (RYAN, 1990; RAKWAL et al, 2001).

Atualmente, ja foram identificadas proteinas inibidoras para as quatro classes de pro-
teases mais comuns. Entretanto, os inibidores de serino e cisteino-proteases sao os mais

amplamente distribuidos em tecidos de reserva das plantas, atuando tanto na fungdo de



protecdo contra o ataque de patdogenos, quanto como proteinas de reserva em algumas se-

mentes.

1.3.1.1 — INIBIDORES DE CISTEINO-PROTEASES — CISTATINAS

Inibidores de cisteino-proteases sdo proteinas que inibem especificamente as cisteino-
proteases da superfamilia papaina, atuando por meio de inibigdo competitiva. Inicialmente,
estes inibidores foram identificados em clara de ovo de galinha. Atualmente, as cistatinas
j& foram descritas em diversos outros animais (ANASTASI et al, 1983 apud
ABRAHAMSON, 1993), além de plantas monocotiledoneas (ABE et al, 1987) e
dicotiledoneas.

As cistatinas vém sendo extensivamente investigadas devido as suas fungdes
fisiologicas e a sua interagdo reversivel com as proteases. As cistatinas de origem animal
atuam, provavelmente, na protecdo das células e tecidos contra proteases lisossomais que
sdo liberadas ocasionalmente na morte celular. Em mamiferos, estdo envolvidas em
processos bioldgicos e patolégicos como invasdo de tumor, inflamagao, processamento de
antigeno, distrofia, metéstase e respostas imunomodulatdrias (SHYU et al, 2004 b).

Em todas as cistatinas de origem animal e vegetal, trés regides conservadas estdo
presentes, incluindo um residuo de glicina na regido N-terminal, um motivo QXVXG (loop
central) e uma seqiiéncia PW préximo ao C-terminal (segundo loop) (TURK et al, 1997,
MARGIS et al, 1998). Estas trés regides tém sido sugeridas como as regides que interagem
diretamente com os sitios ativos das cisteino-proteases da familia papaina (NAGATA et al,

2000).
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A determinacdo da estrutura da cistatina da clara de ovo de galinha revelou que os
dominios inibitdérios sdo compostos de cinco fitas antiparalelas em torno de uma a-hélice
central. A estrutura da molécula toma a forma de cunha, que se encaixa no sitio de ligagao
ao substrato da papaina. A extremidade da cunha ¢ formada pela regido N-terminal parci-
almente flexivel contendo os residuos de Gly-8 e Ala-10 e os dois hairpin loops caracteris-
ticos (BJORK e YLINENJARVI, 1989; HALL et al, 1993; GRZONKA et al, 2001).

O mecanismo de acdo das cistatinas foi elucidado por diversos estudos cinéticos e
cristalograficos. Esses estudos demonstraram que as cistatinas sdo inibidores que obstruem
o0 acesso do substrato.

A determinagdo da estrutura tridimensional do complexo formado entre a estefina
humana B e a papaina, permitiu a elucidacdo completa do mecanismo inibitorio das cistati-
nas. Os dois hairpin loops tipicos interagem com a superficie da enzima nos sitios de liga-
¢do S1° ao S4°, enquanto a por¢ao N-terminal da molécula de cistatina se posiciona ao lon-

go dos subsitios S3 a S1 (figura 3).

Figura 3. Estrutura 3D do complexo inibitério formado pela estefina B (inibidor) e pela
papaina (enzima). O inibidor ¢ mostrado em azul, a enzima, em vermelho. A localizagdo
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dos residuos cataliticos Cys e His ¢ mostrada em verde, regides do inibidor importantes
para a interagdo com a enzima, em amarelo. Fonte: RZYCHON et al, 2004.

Embora o inibidor se ligue de forma semelhante ao substrato, evitando a clivagem, a
molécula de cistatina permanece intacta, mesmo apds sua interacdo com a protease
(STUBBS et al, 1990).

Estruturalmente, as cistatinas constituem uma Unica superfamilia de proteinas
relacionadas evolutivamente. Com base no nimero ¢ seqiiéncia de aminodacidos,
quantidade de motivos cistatinicos, localizagdo subcelular e nimero de ligagdes dissulfeto,
esses inibidores tém sido classificados em trés familias de cistatinas animais, além de uma
nova subfamilia identificada em plantas, as fitocistatinas (BARRET, 1986 apud SADAF,
2005; RAWLINGS ¢ BARRET, 1994).

As cistatinas pertencentes a familia 1 sdo as estefinas. Consistem em polipeptidios
normalmente citosolicos, de peso molecular de aproximadamente 11 kDa, formados por
uma cadeia simples sem a presenca de ligagdes dissulfeto e de carboidratos. Exemplos
delas sdo as cistatinas humanas A e B (BARRET et al, 1986 apud SADAF, 2005).

A familia 2 ¢ a familia das cistatinas propriamente ditas (cistatinas humanas C, D e S,
entre outras). As proteinas dessa classe sdo polipeptideos de 13 a 24 kDa formados por
apenas uma cadeia de aminoacidos com duas ligacdes dissulfeto, mas sem a presenca de
sitios de glicosilacio (ABRAHAMSON, 1993).

A familia 3, dos cininogénios, ¢ formada por glicoproteinas de 60 a 120 kDa,
apresentando oito pontes dissulfeto e trés dominios cistatinicos sucessivos, dos quais
apenas o segundo e terceiro apresentam atividade inibitoria (SALVESEN et al, 1986 apud
ABRAHAMSON et al, 2003).

Finalmente, a familia das fitocistatinas, que inclui quase todos os inibidores de

cisteino-proteases de plantas. Nos ultimos anos, varias proteinas homologas a cistatinas de
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animais foram isoladas de plantas. Através do seqiienciamento de seus cDNAs
correspondentes, observou-se que essas cistatinas nao poderiam ser incluidas em nenhuma
das trés familias conhecidas (ARAI et al, 2002). O tamanho e a seqiiéncia das fitocistatinas
sdo similares aos da familia 2, variando entre 5 ¢ 87 kDa, entretanto, ndo contém ligacdes
dissulfeto nem residuos de cisteina, assim como as estefinas (familia 1). Além das trés
regides conservadas comuns a todas as cistatinas, as fitocistatinas possuem uma seqiiéncia
conservada inica LARF/YAV/IXXXN no N-terminal da hélice-R1 (MARGIS et al, 1998).

As fitocistatinas tém sido identificadas em uma variedade de plantas superiores como
o arroz (ABE et al, 1987), milho (ABE et al, 1992), soja (HINES et al, 1991), cevada (JO-
SHI et al, 1998), gergelim (SHYU et al, 2004 a), etc. A cistatina do arroz, denominada
Orizacistatina, foi a primeira cistatina bem definida de origem vegetal. Atua como inibido-
ra de cisteino-protease, possuindo uma acdo potencial em enzimas-alvo exdgenas, como
proteases de insetos e fungos (ABE et al, 1987).

Essa subfamilia de inibidores tem sido apontada como reguladoras enddgenas de
cisteino-proteases, participando de varias atividades bioldgicas, como a mobilizagdo de
reservas durante a embriogénese e a germinagao das sementes ¢ nas respostas aos estresses
bidticos e abidticos (ABE et al, 1987; CALLIS, 1995; PERNAS et al, 2002). Podem estar
envolvidas também em mecanismos de defesa das plantas contra a invasdo de patéogenos
como insetos ¢ nematddeos, cujas cisteino-proteases participam da replicagdo celular, ou
do ataque de pragas, além de servirem como enzimas digestivas intestinais (ARAI et al,
2002). As fitocistatinas tém sido implicadas também na apoptose, modulando a atividade
de cisteino-proteases na regulacdo do rturnover protéico (SOLOMON et al, 1999;
BELENGHI et al, 2003). Além disso, t€ém sido usadas como suplementos no
processamento de alimentos, dentre outras aplicagdes biotecnoldgicas (GUTIERREZ-

CAMPOS et al, 1999).
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1.3.1.1.1 —- CISTATINAS DA CANA-DE-ACUCAR

Na cana-de-agticar, a primeira descri¢ao das cistatinas foi feita por MARGIS e REIS
em 2001, que identificaram, no banco de dados do SUCEST (Sugarcane ESTs Project), 25
provaveis cistatinas. Dessas 25 seqiiéncias, o clone identificado como SCCCRZ2001G09
foi caracterizado em nosso laboratorio por SOARES-COSTA et al em 2002.

Apds seqlienciamento e alinhamento desse clone com outras fitocistatinas anterior-
mente caracterizadas, como a Orizacistatina, confirmou-se que se tratava realmente de uma
proteina inibidora de cisteino-protease, sendo denominada de Canacistatina. O gene da
Canacistatina codifica para uma proteina de aproximadamente 14 kDa, a qual apresenta
regides conservadas comuns as cistatinas, como o motivo QXVXG, envolvido na interacao
com o sitio ativo de proteases.

A expressdo dessa proteina na forma recombinante, em um sistema bacteriano, per-
mitiu a predi¢ao de sua estrutura secundaria, por meio de dicroismo circular, apresentando
estrutura secundaria similar a proteina Orizacistatina I (SOARES-COSTA, 2004).

A proteina purificada também foi utilizada em testes que resultaram na inibi¢ao da a-
tividade das proteases papaina, cruzaina e baupaina, alem de inibir catepsinas humanas
como as catepsinas L, K, V e B (OLIVA et al, 2004).

Mais recentemente, GIANOTTI et al (2006) identificaram duas novas cistatinas da
cana-de-agucar, também a partir dos bancos de dados do SUCEST, usando na busca a se-
qiiéncia de aminoacidos da proteina Canacistatina. Nesse estudo, essas proteinas, proviso-

riamente denominadas CaneCPI2 e CaneCPI3, tiveram suas seqiiéncias comparadas com a
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Canacistatina e a Orizacistatina I, demonstrando a presenca de dominios cistatinicos con-
servados, além de dominios especificos de fitocistatinas.

Da mesma forma que a Canacistatina, as proteinas CaneCPI2 ¢ CaneCPI3 recombi-
nantes foram produzidas por expressao em E. coli. As duas proteinas purificadas foram
usadas para produzir anticorpos que permitiram identificar, por meio de imunodeteccao,
essas cistatinas em extratos protéicos de folha, meristema e raiz de cana-de-agutcar.

Os ensaios de inibigdo utilizando as duas novas cistatinas de cana revelaram que es-
sas proteinas sdo capazes de inibir a agdo da papaina, confirmando, mais uma vez, que se
tratam de cistatinas.

Além desses clones, existem diversos outros que também apresentam alta similarida-
de com as seqiiéncias de aminoacidos da Canacistatina e da Orizacistatina, porém, suas
caracterizagdes ainda ndo foram realizadas.

Devido a essa intensa caracterizacdo e a facilidade de purificacdo da Canacistatina
em sistema bacteriano, essa proteina foi considerada um modelo adequado para implemen-
tagdo e melhor conhecimento do sistema de expressdo baculovirus/células de inseto no

Laboratério de Biologia Molecular da UFSCar.

1.4 — CELULAS DE INSETO: UMA ALTERNATIVA PARA A PRODUCAO

DE CANACISTATINA RECOMBINANTE

As proteinas de interesse biotecnoldgico, como a Canacistatina, vém atraindo a aten-
¢do de pesquisadores, havendo grande aumento no nimero de pesquisas relacionadas ao

estudo dessas proteinas. Isto tem levado a purificagdo de milhares de proteinas, elucidagao
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da estrutura e mecanismo quimico de muitas delas e entendimento geral de como traba-
lham e como sdo reguladas (LEHNINGER et al, 2002).

Muitas vezes, o baixo rendimento de algumas proteinas extraidas diretamente dos or-
ganismos que a produzem, bem como a necessidade de se obter proteinas somente encon-
tradas em organismos patogénicos ou perigosos, tais como parasitas de humanos ou ani-
mais, torna esses estudos um processo dificil.

Diante disto, a produgdo e caracterizacdo de proteinas tem sido bastante facilitadas
pelo desenvolvimento de sistemas para expressdo de proteinas em células heterdlogas.
Nesse contexto, o sistema baculovirus/células de inseto tem se mostrado eficaz para produ-
zir grandes quantidades de proteinas funcionais, uma vez que a maioria das modifica¢des
pos-traducionais realizadas em células de inseto sdo idénticas as que ocorrem em mamife-
ros. Com isso, as proteinas produzidas em células de inseto frequentemente sdo mais simi-
lares a suas equivalentes eucarioticas do que as proteinas produzidas em bactérias (MAS-
SOTTE et al, 1995; OLCZAK e OLCZAK, 2005).

Viérias caracteristicas desse sistema sdo particularmente vantajosas. Dentre elas, tal-
vez a mais importante seja a capacidade do sistema de expressao baculovirus/células de
inseto fornecer um ambiente eucaridtico que geralmente contribui de forma adequada para
o enovelamento, formagdo de ligacdes dissulfeto, e/ou outras modificagdes poOs-
traducionais necessarias para a atividade bioldgica de algumas proteinas eucarioticas. As
modifica¢des pos-traducionais que tém sido relatadas em células de inseto infectadas por
baculovirus incluem a remogao de seqiiéncias-sinal, clivagem proteolitica, N-glicosilagao,
O-glicosilagdo, acilagdo, amidagdo, fosforilagdo, prenilagdo e carboximetilagdo e ocorrem
normalmente em sitios posicionados de forma idéntica nas proteinas produzidas em células

de mamiferos e insetos (O’REILLY et al, 1994).
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Os baculovirus compreendem o maior grupo de virus que infectam insetos. Além de
um grande potencial como agentes de controle biologico de insetos-praga em agricultura e
areas florestais, mais recentemente, os baculovirus tém sido largamente utilizados como
vetores de expressdo. Nesse caso, vém sendo bastante utilizado na medicina para a produ-
¢do de agentes terapéuticos profilaticos (vacinas) e para diagnose, além de contribuir para a
produgdo de inseticidas virais geneticamente modificados.

Atualmente, o baculovirus mais estudado ¢ o Nucleopoliedrovirus de Autographa ca-
lifornica (AcNPV), causador da poliedrose nuclear multipla, condi¢do caracterizada pelo
acumulo de multiplas estruturas poliédricas no nicleo das células de inseto. Essas estrutu-
ras sdo compostas quase que exclusivamente pela proteina poliedrina. Esse virus apresenta
uma grande amplitude de hospedeiros, infectando mais de 25 espécies de insetos, entre eles

as lagartas da mariposa Spodoptera frugiperda (Figura 4) (CASTRO et al, 1999).

Figura 4. Inseto Spodoptera frugiperda em diferentes estagios do ciclo de vida: (A) Lagar-
ta (Fonte: http://insects.tamu.edu/extension/youth/bug/bugl102.html) e (B) inseto adulto
(Fonte: http://mothphotographersgroup.msstate.edu/Files/JV/JV50.7.shtml).

O genoma dos baculovirus ¢ composto por um DNA circular de fita dupla, variando

de 80 a 200 kb, envolto por um capsideo protéico em forma de bastonete (40 a 50 nm de
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largura por 200 a 400 nm de comprimento). Essa estrutura constitui o nucleocapsideo, uni-
dade infectiva do virus (O’REILLY et al, 1994).

Durante o ciclo de vida dos baculovirus, os virions podem assumir duas formas feno-
tipicamente distintas: os Budded virus (BV) e os Occluded virus (OV). Os BV brotam da
membrana plasmatica da célula hospedeira para o meio extracelular, com estruturas deno-
minadas peplomeros, sendo envelopados individualmente (figura 5A); e os Occluded virus
(OV), que adquirem a membrana dentro do nicleo e sdo ocluidos dentro de matrizes pro-
téicas cristalinas, denominadas corpos de oclusao poliédricos (figura 5B). Corpos de oclu-
sdo contendo um (SNPV — Single Nuclear Polyhedrosis Virus) ou varios virions (MNPV —
Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus) da poliedrose nuclear sao constituidos principalmen-

te pela proteina poliedrina.

Figura 5. Formas virais do virus da nucleopoliedrose. (A) Baculovirus do tipo Budded vi-
rus envelopado individualmente (Fonte: http://www.mardre.com/homepage/mic/tem/ sam-
ples/bio/virus/bac2.htm) e (B) Corpo de oclusdo mostrando diversos virions de baculovirus
dentro da matriz cristalina da proteina poliedrina (Fonte: http://www.ent.iastate.edu/dept
/faculty/ bonningb/research.html).
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As duas formas virais sdo genotipicamente idénticas, mas desempenham papéis dis-
tintos no ciclo infectivo do virus. A forma ocluida (OV) ¢é responsavel pela transmissdo de
inseto para inseto. Ja a forma ndo ocluida do virus (BV) é responsavel pela transmissao de
célula a célula, em um mesmo individuo (infec¢do sistémica), devido a presenga dos pe-
plomeros, compostos principalmente pela fosfoglicoproteina gp64, que é essencial na in-
fectividade dos virus (CASTRO et al, 1999).

Os occluded virus (OV), ao infectar lagartas de S. frugiperda, por exemplo, se multi-
plicam com grande intensidade e se espalham por diversos tecidos na forma de BV e, em
pouco tempo, provocam a morte da lagarta infectada. A lagarta morta se torna inchada,
repleta de corpos de oclusdo poliédricos (contendo particulas virais) e constituido, predo-
minantemente, da proteina poliedrina. Essa proteina, apesar de abundante, ndo ¢ essencial
para a replicacdo dos virus, atuando, exclusivamente, na protecao dos virus (OV) liberados
na natureza.

Com base nessas observagdes, foi desenvolvido o sistema de expressao de proteinas
recombinantes em células de inseto. Nesse sistema, o gene que codifica a proteina polie-
drina ¢ substituido por um outro gene, que codifica a proteina de interesse. Dessa forma, a
nova seqiiéncia passa a ser controlada pelo promotor da poliedrina, capaz de produzir altos
niveis de proteina (MONTOR E SOGAYAR, 2003).

Para utilizagdo deste processo in vitro, foram estabelecidas culturas de células de in-
seto utilizando, por exemplo, células epiteliais do ovario de S. frugiperda, comercialmente
conhecidas como Sf9 ou Sf21, células-ovo da lagarta Trichoplusia nii, conhecidas como Hi
Five, entre outras. Essas células, em cultura, sdo infectadas pelos baculovirus contendo o
gene de interesse sob o controle do promotor da poliedrina, os quais utilizam a maquinaria
celular para a producdo da proteina de interesse, de forma semelhante as infec¢des virais

que ocorrem na natureza.
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Em cultura de células, o ciclo da infec¢do ocorre em trés fases: a fase inicial, a fase
tardia e a fase muito tardia. A fase inicial, que ocorre durante as primeiras seis horas apos a
infec¢do, corresponde biologicamente a fase de reprogramacao da célula para a replicagao
do virus e se inicia logo ap6s a entrada do virus na forma de BV, por endocitose adsortiva.
Ap6s a entrada do virus, os nucleocapsideos se dirigem para o nucleo, onde ¢ decapsidado
e o DNA ¢ liberado. A transcricdo do DNA viral se inicia imediatamente, podendo-se de-
tectar a presenca de RNA viral 30 minutos apds a infec¢do. Nessa fase, comegam a surgir
os primeiros efeitos citopaticos.

A fase seguinte, chamada de fase tardia, ocorre entre seis ¢ 24 horas apds a infeccao,
e ¢ caracterizada por uma intensa replicacdo de DNA viral, expressao de genes tardios e
produgdo de BV. Os nucleocapsideos com peplomeros migram do nucleo até a membrana
citoplasmatica, de onde brotam individualmente, sendo liberados no meio de cultura.

Na fase muito tardia, que ocorre apos 24 horas de infecgdo, sdo produzidos os OV.
Durante o processo de oclusdo, os nucleocapsideos interagem com segmentos de envelope
de membrana elaborados dentro do ntucleo e, eventualmente, se tornam envelopados, ou
individualmente (SNPV) ou em grupos (MNPV). Nessa fase, ha uma intensa producao da
proteina poliedrina até 72 horas apos a infec¢do, a qual forma uma matriz protéica que en-
volve varios SNPV e MNPV dentro de corpo de oclusio (poliedros). A medida que a in-
feccao progride, esses poliedros se acumulam dentro do nicleo, comprimindo o citoplasma
(MONTOR E SOGAYAR, 2003; O’REILLY et al, 1994).

Nesse trabalho, o gene que codifica para a proteina Canacistatina foi colocado sob o
controle do promotor da poliedrina, para a produgdo da proteina de interesse em células
S19. Embora a Canacistatina tenha sido anteriormente produzida em sistema de expressao
bacteriano, sua expressdo em células de inseto ¢ uma abordagem interessante por se tratar

de um sistema eucariotico e, portanto, mais semelhante ao organismo de origem da protei-
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na nativa. Com isso, um dos objetivos desse estudo ¢ verificar as diferengas quanto ao ren-
dimento e custo-beneficio da producdo da proteina canacistatina em ambos os sistemas,
bem como se a proteina produzida em células de inseto apresenta variagcdo quanto a ativi-

dade, devido as diferengas no processamento apresentadas pelos dois sistemas.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve, como principal objetivo, o estabelecimento da metodologia de ex-
pressdo heterologa de proteinas, utilizando o sistema de expressdo Baculovirus/Células de
Inseto, no Laboratério de Biologia Molecular da UFSCar. Além disso, este trabalho foi
utilizado como base para a caracterizagdo cinética e fisioldgica deste sistema, realizado no
Laboratorio de Tecnologia de Cultivo Celular (LATECC), do Dept®. de Engenharia Qui-
mica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar), pela estudante de Mestrado do
Programa de Biotecnologia Mabel Karina Arantes. Para tanto, utilizou-se a proteina Cana-
cistatina como modelo de estudo, uma vez que a mesma ja foi bem caracterizada no pro-
prio laboratério por meio do sistema bacteriano de expressdao. Além disso, a proteina ex-
pressa foi caracterizada quanto a sua estabilidade em diferentes temperaturas e pHs, o que

ainda nao havia sido realizado para a proteina expressa em bactérias.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Subclonagem da ORF da Canacistatina no vetor de transferéncia pFastBac HT B;

% Obtengdo de DNA bacmidial recombinante;

% Transfeccdo do DNA bacmidial recombinante para a obten¢do de particulas virais
contendo o gene de interesse;

% Expressao heterdloga da proteina Canacistatina em sistema baculovirus/células de in-
seto;

% Purificagdo da proteina Canacistatina;

% Teste de inibi¢do da proteina Canacistatina contra a cisteino-protease papaina;

% Determinacdo da estabilidade da Canacistatina em diferentes condi¢gdes de temperatu-



ra e pH.
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3— MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

O cDNA que codifica a proteina de interesse utilizado nesse trabalho foi retirado do
vetor de expressao pET28a-Canacistatina proveniente do trabalho de Doutorado de Andréa
Soares da Costa (SOARES-COSTA, 2004), realizado no Laboratorio de Biologia Molecu-
lar da Universidade Federal de Sao Carlos-SP.

Para os experimentos de clonagem e expressao foi utilizado o Kit Bac-to-Bac® Bacu-
lovirus Expression System comercializado pela Invitrogen, o qual contem os vetores de
transferéncia pFastBac™ (sendo que o vetor utilizado nesse trabalho foi o pFastBac HT
B), as células E. coli competentes MAX Efficiency® DH10Bac™ e o reagente lipossomal
Cellfectin®.

Na etapa de clonagem, foram utilizadas também bactérias E. coli competentes da ce-
pa DH5a (NOVAGEN). Para a expressao da proteina foram utilizadas células de inseto da
linhagem Sf9 gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Claudio A. T. Suazo, do LATECC —
UFSCar. Na fase de purificagdo, foi utilizada a resina de niquel Ni-NTA Superflow da QI-
AGEN. Para os ensaios de atividade, a enzima utilizada foi a cisteino-protease papaina, o
substrato foi o Z-FR-MCA ¢ o ativador enzimatico, o 1,4-Dithioerythritol (DTE), todos da
SIGMA.

A maioria dos reagentes utilizados para o preparo de solu¢des durante o trabalho foi
da marca Merck (grau analitico P.A.). Os marcadores de peso molecular utilizados foram o
GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Fermentas) e o Bench Mark Protein Ladder (Invitrogen). Os
antibidticos utilizados foram Tetraciclina (Merck), Ampicilina (USB), Kanamicicina

(GIBCO) e Gentamicina (Invitrogen). O IPTG e o X-GAL, das marcas Invitrogen ¢ USB,
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respectivamente. Os meios de cultura LB (Luria-Bertani) liquido e agar foram da marca
USB ¢ os meios de cultura para células de inseto Grace ndo-suplementado e Sf900 I SFM,
da Invitrogen.

A enzima Taq DNA Polimerase utilizada foi da marca Fermentas, as enzimas de res-
tricdo Nco 1 e Hind 111 foram obtidas do fabricante Fermentas e a enzima T4 DNA Ligase e
seu respectivo tampao foram obtidos da USB. Os oligonucleotideos especificos para o ge-

ne Canacistatina e os primers M13 foram sintetizados pela IDT (Prodimol, Brasil).

3.2 - METODOS

3.2.1 —Isolamento da ORF da Canacistatina

A ORF (Open Reading Frame) da Canacistatina foi isolada a partir do vetor pET28a-
Canacistatina (SOARES-COSTA, 2004) por meio de amplificacdo através da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), utilizando primers especificos para o gene de interesse. Esses
primers continham, em suas seqiliéncias, sitios para as enzimas Nco 1 (sublinhado) (For-
ward: 5’- CCATGGCCGAGGCACACAACGGG - 3’) e Hind 111 (sublinhado) (Reverse:
5'- AAGCTTGGCGTCCCCGACCGGCT - 37).

A mistura de reagdo utilizada para a amplificagdo continha 20 ng do DNA molde
pET28a-Canacistatina, uma unidade da enzima 7ag DNA Polimerase, 3 mM de Cloreto de
Magnésio, 0,2 mM de dNTP’s, tampao da enzima 1X e 5 pmoles de cada primer, num vo-
lume final de reag¢do de 100 pl. A reacdo de amplificagdo foi feita em termociclador PTC-
100™ — MJ Research, INC., submetida a uma temperatura inicial de 94°C durante 2 minu-

tos, seguida por 35 ciclos de desnaturacao (30 segundos a 94°C), anelamento (30 segundos
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a 55°C) e extensao (1 minuto a 72°C), mais um passo adicional de extensao a 72°C por 5
minutos.

O produto de amplificag@o foi analisado em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo. O amplificado foi purificado utilizando-se o kit GFX PCR — DNA and gel band
purification kit (Amersham) e quantificado em gel de agarose 1% por comparagdo com 0

GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Fermentas).

3.2.2 — Subclonagem do gene Canacistatina no vetor de expressao

O produto da amplificag@o purificado e o DNA do vetor pFastBac HT B (Invitrogen)
foram clivados com as enzimas Nco 1 e Hind 111, a 37°C durante 2 horas.

Ap6s a clivagem, os produtos foram aplicados em gel de agarose 1% e os fragmentos
de interesse foram isolados do gel utilizando-se novamente, o kit GFX PCR. Em seguida,
os fragmentos purificados foram utilizados em uma reacdo de ligagdo, overnight a 4°C,
contendo 100 ng do vetor de expressdo pFast Bac HT B ¢ 100 ng do cDNA da Canacistati-
na.

As reacdes de ligacao foram entdo utilizadas para transformar células E. coli DH5a
quimicamente competentes, por meio da metodologia de transformagdo por choque térmi-
co descrita por SAMBROOK e RUSSEL (2001).

As células transformadas foram cultivadas em meio seletivo (LB Agar) contendo o
antibiotico Ampicilina (100 pg/ml). Dentre essas células transformadas, foram seleciona-
das aquelas que continham os plasmideos recombinantes, por meio de PCR de colonia.
Para essa reacdo, o DNA molde foi obtido através da coleta de 10 colonias e ressuspensao

das mesmas em diferentes tubos Eppendorf contendo 30 pl de H,O. As colonias diluidas
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foram fervidas durante 5 minutos para permitir a lise das bactérias e conseqiiente liberacao
do DNA. A PCR de colonias foi feita utilizando-se 5 pl das coldnias fervidas como molde
e os primers do gene Canacistatina, de forma semelhante a reacdo de isolamento do gene a
partir do pET28a.

A partir das colonias positivas contendo os plasmideos recombinantes, denominados
de pBAC-CaneCPI, foram realizadas mini-preparacdes para isolar os DNAs plasmidiais
recombinantes utilizando-se o Kit de extragdo de DNA plasmidial Wizard® Plus SV Mini-
preps — DNA Purification System (PROMEGA). Os plasmideos recombinantes isolados
foram seqlienciados para confirmacao da integridade da seqiiéncia do fragmento inserido,
através do método dideoxi (SANGER et al, 1977) em Seqiienciador automatico ABI Prism
377, utilizando-se os primers da Canacistatina individualmente.

O vetor de expressao pFastBac HT B ¢ um vetor de fusdo que contem uma cauda de
histidina (6xHis) N-terminal, o que facilita a posterior purificagdo da proteina recombinan-
te de interesse. Além disso, a expressdao do gene de interesse ¢ controlada pelo promotor da
poliedrina (PH) do virus da Poliedrose Nuclear Multipla de Autographa californica
(AcMNPV), um promotor que permite altos niveis de expressdo protéica em células de
inseto.

O cassete de expressdo do plasmideo de pFastBac HT B ¢ flanqueado pelos elemen-
tos de transposicdo mini-Tn7 (Tn7R e Tn7L) que permitem uma transposi¢ao sitio-
especifica do gene de interesse no genoma do baculovirus presente nas células E. coli
competentes MAX Efficiency® DH10Bac™. O mapa do vetor de expressdo e o sitio de

clonagem multipla sdo ilustrados na figuras 6 e 7, respectivamente.
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Figura 6. Mapa do vetor de expressdao pFastBac HT B, no qual ¢ possivel observar o sitio
de clonagem multipla. Fonte: Manual Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitro-
gen), 2004.

GxHis tag

[ 1
4050 ATG TCG TAC TAC CAT CAC CAT CAC CAT CAC GAT TAC GAT ATC
Met Ser Tyr Tyr His His His His His His Asp Tyr Asp Ile

TEV recognition site Ehe | Neol BamHI

T 1
4092 CCA ACG ACC GAA AAC CTG TAT TTT CAG GGC GCC ATG[dea TCC
Pro Thr Thr Glu Asn Leu Tyr Phe Gln‘Gly Ala Met Gly Ser
TEV cleavage site
EcoR | Stul Sall Sstl Spel Not |
|

4134 GGEA ATT CAA AGE CCT ACG TCG ACG AGC TCA CTA GTC GCG GCC
Gly Ile Glu Arg Pro Thr Ser Thr Ser Ser Leu Val Ala Ala

NspV Xba | Pstl Xhol Sph | Kpn |

| | | | | |

4176 GCT TTC GAA TCT AGA GCC TGC AGT CTC GAG GCA TGC GET ACC

Ala Phe Glu Ser Arg Ala Cys Ser Leu Glu Ala Cys Gly Thr

Hind Il

| T

4218 AACGC CTT GTC GAG AAGC TAC TAG AG GATCATAATC AGCCATACCA ...
Lys Leu Val Glu Lys Tyr ***

SV40 polyadenylation signal

Figura 7. Sitio de multipla clonagem do vetor pFastBac HT B. O co6don de iniciacdo ATG
¢ indicado em negrito e os sitios de restricdo sdo marcados para indicar o sitio de clivagem
efetivo. Fonte: Manual Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen), 2004.
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3.2.3 —Construcao dos bacmideos recombinantes

Uma vez gerados, purificados e seqiienciados, o plasmideo recombinante pBAC-
CaneCPI foi utilizado para transformar as células E. coli competentes MAX Efficiency®
DH10Bac™. Essas células competentes contém, além do proprio genoma, o bacmideo
(genoma do baculovirus com 136 kb) e um plasmideo auxiliar (13,2 kb) que codifica para

uma transposase (figura 8).

~

Doador

f
']
lacZ T r mini-ail Tn7

Bacmideo

/

Figura 8. Esquema ilustrativo da célula competente DH10Bac, indicando a transposic¢ao do
cassete de expressao do plasmideo doador para a regido receptora do genoma bacmidial.
Fonte: Manual Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitrogen), 2004.

O bacmideo apresenta sitios receptores de transposi¢do mini-attTn7, situados de mo-
do que o fragmento transposto fique sob o controle da poliedrina. Além disso, esses sitios
se localizam dentro do gene /acZ, o que permite identificar os clones dos bacmideos re-
combinantes por meio da utilizacdo do substrato cromogénico X-gal e do indutor, IPTG.

Para esse procedimento, 100 pl de células DH10Bac competentes foram transferidas

para um tubo Falcon de 15 ml pré-resfriado, ao qual foi adicionado 1 ng do DNA plasmi-
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dial recombinante pBAC-CaneCPI e misturado gentilmente. As células foram incubadas
no gelo durante 30 minutos e, em seguida, mantidas durante 45 segundos a 42°C, para o
choque-térmico. O tubo contendo as células foi imediatamente transferido para o gelo e
resfriado por dois minutos. Em seguida, adicionou-se 900 ul de meio S.O.C. a temperatura
ambiente e incubou-se as células a 37°C, com agitacdo de aproximadamente 225 rpm por 4
horas.

A partir das células transformadas foram feitas dilui¢des seriadas de 10 vezes (107,
102, 10™*) com meio S.0.C. e foram cultivadas em meio LB agar contendo os antibioticos
kanamicina 50ug/ml, gentamicina 7ug/ml e tetraciclina 10pg/ml, bem como IPTG (40
pg/ml) e X-gal (100 pg/ml) por 48 horas a 37°C.

Para confirmar a ocorréncia das transposic¢des, foram selecionadas 10 coldnias de cor
branca, as quais foram utilizadas como DNA molde para reagdes de PCR. Nesse caso, as
reacoes foram realizadas com a utilizacdo dos primers MI13  forward (5°-
GTTTTCCCAGTCACGAC-3) e M13 reverse (5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’) e as
combinagdes do primer M13 forward com o primer especifico da Canacistatina reverse e
M13 reverse com o primer especifico da Canacistatina forward.

Ap6s confirmacdo das transposi¢des via PCR, os DNAs bacmidiais recombinantes

foram isolados por midi-preparacdo de DNA utilizando-se o Plasmid Midi Kit (QIAGEN).

3.2.4 — Transfeccao das células de inseto

As células de inseto Sf9 utilizadas nos experimentos de transfecgdo e, posteriormen-

te, nos experimentos de infeccdo foram previamente criopreservadas em nitrogénio liquido
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a-196°C, em meio de congelamento contendo SF900 I SFM, 7,5% de DMSO (dimetilsul-
foxido) e 50% de Soro Fetal Bovino, na concentragio aproximada de 1,5x10° cel/ml.

Para reativagdo, as células foram descongeladas a temperatura ambiente e, posterior-
mente, adicionadas a 4 mL de meio de cultura Sf900 II SFM. Em seguida, as células foram
centrifugadas a 1000 x g durante 3 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células,
ressuspendidas em 5 mL de meio Sf900 IT SFM em garrafa de cultura de células de 25 cm®
e incubadas a 28°C por 72 horas. Apoés esse periodo, as células foram desaderidas e coleta-
das para determinagdo da concentracdo celular pelo método de exclusdo por corante Azul
de Tripan, em Hemacitometro (Camara de Newbawer).

Este método baseia-se na permeabilidade das células mortas ao corante, de modo que
células azuis sdo contadas como mortas. Para isso, as células coletadas foram diluidas 10
vezes, adicionando-se 160ul de solugdo PBS 1X e 20 pul de células e 20 pl do corante Azul
de Tripan 0,04%, e colocadas no hemacitdmetro. A contagem foi realizada em 8 quadran-
tes (uma camara), em microscopio de fase invertida, considerando-se as células vivas e
mortas, separadamente. A média de células vivas e mortas foi multiplicada por um fator de
10* células/ml, correspondente ao numero de células contidas no volume da cidmara de
Newbauer, e por um fator de 10', correspondente a diluigdo utilizada (10 vezes). obtendo-
se assim a concentragdo celular em células/mL.

Para o calculo porcentagem da viabilidade, o nimero de células viaveis foi dividido
pelo niimero de células totais e multiplicado por cem.

Apods a contagem, as 2x10” células foram inoculadas em meio Sf900 II SEM, num
volume de trabalho de 20 ml (C=1x10° cel/mL). As células foram cultivadas em suspensio,
em garrafa Schott de 100mL, em mesa incubadora rotativa (Shaker) a 100 rpm, 27°C. As
células utilizadas em todos os experimentos foram retiradas na metade da fase exponencial

de crescimento (aproximadamente 4x10° céls/ml) com aproximadamente 97% de viabili-
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dade. Para cultivos em meio SF900 II, a fase exponencial de crescimento cessa quando a
concentracio celular ¢ proxima de 9x10° cel/ml, portanto a metade da fase exponencial se
da nas concentragdes proximas de 4x10° cel/ml. O cultivo deve ser mantido em fase expo-
nencial de crescimento, portanto os repiques devem ser realizados neste periodo.

Todos os experimentos utilizando cultivo de células de inseto foram realizados em
conjunto com a estudante de Mestrado do Programa de Biotecnologia Mabel Karina Aran-
tes, do Laboratoério Tecnologia de Cultivo Celular, do Departamento de Engenharia Qui-
mica da Universidade Federal de Sao Carlos (ARANTES, 2007).

Apbs a obtengao dos bacmideos recombinantes purificados e da preparagdo das célu-
las S19, foram realizados os experimentos de transfec¢do. Em uma placa de cultura de teci-
dos de 6 pogos, foram semeadas 9x10° células por pogo em 2 ml de meio Sf00 II SFM
contendo penicilina (50 unidades/ml) e estreptomicina (50 pg/ml). As células foram incu-
badas a 27°C por aproximadamente 1 hora, ou até que atingissem aproximadamente 70%
de confluéncia (adesdo ao fundo da placa verificada visualmente).

Durante o periodo de incubagdo das células, preparou-se o complexo DNA bacmidi-
al:Cellfectin® (Invitrogen) em tubos Eppendorf de 1,5 ml. Para tanto, diluiu-se, separada-
mente, 6ug de DNA bacmidial em 600 pl de Meio Grace (Invitrogen) ndo-suplementado e
36 ul de Cellfectin® (misturar antes invertendo o tubo 5 a 10 vezes) em 600 ul de Meio
Grace nao-suplementado. Combinou-se o DNA bacmidial diluido com o Cellfectin® dilui-
do (volume total de aproximadamente 1,25 ml) e misturou-se gentilmente. A mistura foi
transferida para um tubo Falcon de 15 ml e incubada por 15 a 45 minutos a temperatura
ambiente.

Durante a incubagdo do complexo, removeu-se o meio de cultura das células, as quais
foram lavadas com 2 ml de Meio Grace ndo-suplementado ¢ o meio foi removido. Adicio-

nou-se 4,8 ml do Meio Grace ndo suplementado ao tubo contendo o complexo DNA bac-
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midial:Cellfectin®, misturou-se gentilmente e adicionaram-se 2 ml do complexo diluido a
cada pogo da placa contendo as células. As células foram incubadas a 27°C por 5 horas.
Depois desse periodo, o complexo DNA:Cellfectin foi removido com o auxilio de uma
pipeta, com cuidado para ndo desaderir as células, e 2 ml de meio Sf900 II SFM (contendo
os antibidticos nas concentragdes anteriormente citadas) foram adicionados as células. As
células foram entdo incubadas em incubadora a 27°C por sete dias.

Passado o periodo de incubacdo adequado, o estoque baculoviral foi obtido coletan-
do-se o sobrenadante da cultura infectada por meio de centrifugagdo e estocado a 4°C pro-
tegido da luz. Esse estoque foi denominado estoque viral P1.

Posteriormente, para obter um titulo viral mais alto, foi realizada uma amplificacio
do estoque viral P1. Adicionou-se 1 ml do estoque P1 a 4 ml de células Sf9, num total de 1
milhdo de células. Incubaram-se as células infectadas a 27°C durante sete dias e, passado
esse tempo, o sobrenadante foi coletado por centrifugagdo a 500 x g por cinco minutos.

Esse estoque foi denominado estoque viral P2 e armazenado a 4°C, protegido da luz.

3.2.5 — Determinacao do Titulo Viral por End-Point Dilution

Para determinagdo do titulo viral do estoque viral P2, células Sf9 previamente culti-
vadas foram diluidas com meio de cultura Sf900 II SFM para uma concentragio de 1x10°
céls/ml. Os estoques virais a serem titulados foram preparados em dilui¢des seriadas de 10°
> 2 10™® em um volume final de 200 ul com meio de cultura Sf900 IT SFM. Aliquotas de 10
ul de cada diluigao viral foram misturadas a aliquotas de 100 pl da suspensdo de células e

cada uma das dilui¢des foi semeada em uma linha de uma placa de 96 pogos, deixando um
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poco de cada linha livre para ser utilizado como controle, ao qual foram adicionadas so-
mente células ndo infectadas.

A placa contendo as células infectadas foi incubada em estufa a 27°C, durante sete
dias. Ao final desse periodo, cada um dos pogos foi analisado ao microscopio de luz inver-
tida para verificar a replicacdo viral. Todos os pocos em que foram detectados sinais de
infecgdo, principalmente lise celular, foram considerados como positivos. A partir desses
resultados, foi possivel determinar o titulo do estoque viral P2, com o auxilio da planilha
do Excel para calculo do TCIDsy pelo método de Reed e Muench (1938) (O’REILLY et

al,1994), cujo modelo esté apresentado no anexo 1.

3.2.6 — Extracido de DNA de BV

Para confirmar se os virus produzidos pelas infec¢des sucessivas continham o gene
de interesse, foi realizada uma extracdo de DNA a partir do estoque viral P2, através do
Me¢étodo Miniprep para extragdo de DNA de BV (O’REILLY et al, 1994). Nesse método, 3
ml do estoque viral P2 foram centrifugados em microcentrifuga a 1000 x g durante 3 minu-
tos, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo ¢ o pellet descartado. Em seguida, o
sobrenadante foi novamente centrifugado a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. Nessa segun-
da centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet, ressuspendido cuidadosamente
em 100 pl de tampao de lise de virus (Tris-HCI 1mM pH 7,6, EDTA 10 mM, SDS 0,25%).
Adicionou-se proteinase K (20 pg/ml) para uma concentragdo final de 500 pg/ml e incu-
bou-se a amostra durante duas horas a 50°C. Depois da incubagdo, o DNA viral foi purifi-
cado utilizando-se fenol-cloroférmio, como descrito por SAMBROOK e RUSSEL (2001).

20 ng do DNA extraido foram utilizados como molde em uma reagdo de amplificacdo uti-
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lizando os primers especificos para o gene da canacistatina, como descrito anteriormente,

de forma a confirmar a transposicao.

3.2.7 — Extraciao de RNA das Células de Inseto

Para confirmar se as células de inseto permaneciam funcionais e utilizando sua ma-
quinaria para permitir a transcri¢do e posterior traducao do gene de interesse, foi feita uma
extragdo de RNA de células de inseto com o Reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com
as instrugoes do fabricante.

O RNA foi utilizado como molde para a sintese de cDNA por meio de uma reagao de
RT-PCR, utilizando o kit Inprom II (Subscript) (PROMEGA), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Posteriormente, 4 ul do cDNA foram utilizados em uma reagdo de amplifi-

cacdo com os primers da Canacistatina, como descrito anteriormente.

3.2.8 — Expressiao da proteina Canacistatina recombinante em células de inseto

Depois de gerados os estoques baculovirais com um titulo adequado e confirmada a
transposicdo, células Sf9 foram infectadas com o estoque viral P2 (titulo = 3x10® pfu/ml)
para induzir a expressao da proteina de interesse.

Para tanto, um total de 4 x 10’ células Sf9 foram diluidas em meio Sf00 II SFM,
num volume final de 20 ml, em garrafa Schott de 100 mL. As células foram infectadas com
650 pL de estoque viral P2 (MOI=5,0) e incubadas em mesa incubadora rotativa (Shaker) a

100 rpm, 27°C por 96 horas (ARANTES, 2007).
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Passado esse tempo, as células foram coletadas por centrifugacdo a 1000 x g durante
5 minutos em rotor SS-34, em centrifuga Sorvall. O sobrenadante foi descartado e o extrato
celular foi ressuspendido em tampao de lise (NaH,PO450 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10
mM; pH 8,0) com a adi¢do de Nonidet P-40 1% (SIGMA). A mistura foi mantida durante
10 minutos no gelo, sonicada por 40 segundos a 60 Hz e centrifugada novamente durante
30 minutos a 18000 x g em rotor SS-34, em centrifuga Sorvall para separar o sobrenadante
e o extrato celular (ZHANG et al, 2006; The QIAexpressionist (QIAGEN), 2003). Aliquo-
tas das duas fragdes foram analisadas em SDS-PAGE 15% (LAEMMLI, 1970), para con-
firmar a presenga da proteina no sobrenadante.

Para confirmar a expressdo da proteina de interesse, foi feito um ensaio de Western
blot utilizando-se o anticorpo policlonal anti-Canacistatina (SOARES-COSTA, 2004). Para
isso, as mesmas amostras utilizadas no ensaio de expressdo foram submetidas novamente a
SDS-PAGE 15%. Apds a corrida, o gel de poliacrilamida foi colocado em contato com a
membrana de nitrocelulose (Invitrogen), embebidos em tampao de transferéncia (Tris
200mM, glicina S0mM). Montar a estrutura para a transferéncia e coloca-la em um aparato
de transferéncia (Cuba de eletroforese Mini V8 — GIBCO BRL — Life Technologies) e
submetidos a voltagem de 150V, 160 mA, durante 1,5 horas, para permitir a transferéncia
das proteinas contidas no gel para a membrana de nitrocelulose.

Terminada a transferéncia, a membrana foi corada durante 5 minutos em solugdo de
Ponceau (Ponceau 0,5%, acido acético 0,1%), para identificagdo das bandas de interesse.
Em seguida a membrana foi incubada em solug¢do de bloqueio 5% (leite em p6 desnatado
diluido em TBS 1X) a 4°C durante 16 horas. Depois deste tempo, a membrana foi lavada
trés vezes com TBS 1X (Tris 70mM, NaCl 100mM) e incubada durante 1 hora com o anti-
corpo primario anti-Canacistatina na diluicdo de 1:5000 em TBS 1X. Depois disso, a

membrana foi novamente lavada 3 vezes com TBS 1X (Tris 70mM, NaCl 100mM) e incu-
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bada durante 1 hora com o anticorpo secundario anti-IgG Mouse (SIGMA # A3562) na
dilui¢do de 1:10000 em TBS 1X. Depois da incubag¢do, a membrana foi novamente lavada

e revelada com a solugdo /-STEP NBT-BCIP (PIERCE # 34042).

3.2.9 — Purificacio da proteina expressa

A etapa seguinte foi a purificagdo da proteina Canacistatina recombinante. Como o
gene que codifica para a Canacistatina foi clonado em fusdo com a cauda de histidina, de-
rivada do plasmideo de expressdo pFastBac HT B, a proteina foi purificada por cromato-
grafia de afinidade em coluna de niquel Ni-NTA Superflow (QIAGEN), devido a afinidade
dos residuos de histidina presentes nas proteinas com o niquel presente na coluna.

A coluna foi montada adicionando-se 4ml da mistura de resina Ni-NTA Superflow
(QIAGEN # 30430) em solugdo de alcool etilico, para ter uma coluna com 2ml de resina
de niquel empacotada ap6s a elui¢do do alcool. O sistema foi mantido a temperatura ambi-
ente. Inicialmente, a coluna foi lavada com trés volumes (6 ml) de H,O mili-Q (MILLI-
PORE), seguida pela adi¢do de cinco volumes (10 ml) de tampao de lise (NaH,PO4 50
mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM; pH 8,0) para equilibrar a coluna. Em seguida, o
sobrenadante (12 ml) proveniente da lise das células de inseto foi filtrado em MF™-
Membrane Filters 0,45 uM (MILLIPORE) e passado na coluna de niquel e coletado em um
Tubo Falcon de 15 ml. Posteriormente, foi passado na coluna 5 ml do Tampao de Lavagem
(NaH,PO4 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 20mM; pH 8,0) por duas vezes e, por ultimo, 2
ml do Tampao de Eluicdo (NaH,PO4 50mM, NaCl 300mM, Imidazol 250mM; pH 8,0) por

trés vezes (ZHANG et al, 2006).
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Todas as fragdes foram coletadas separadamente e aliquotas de 50 pl das mesmas fo-
ram analisadas em SDS-PAGE 15% para analise da purificagao.

A purificagdo e procedéncia da proteina foram confirmadas por Western blot, como
descrito anteriormente.

As fragdes contendo a proteina Canacistatina recombinante purificada foram dialisa-
das em sacos de didlise 3500MWCO (PIERCE) para retirada do imidazol ¢ do excesso de
sal. A membrana contendo a proteina foi submersa em um litro de tampao (NaCl 50 mM,
Tris 10 mM; pH8,0). Foram feitas quatro trocas de tampao a cada duas horas e o sistema
foi mantido a 4°C overnight. Apds a dialise a proteina foi coletada em tubos Falcon e man-

tida a 4°C até sua utilizagao.

3.2.10 — Determinacio da concentracio da proteina purificada

A concentragdo da proteina purificada foi determinada segundo BRADFORD (1976),
utilizando-se o reagente de Bradford. Para tanto, 250 ul do reagente foi diluido em 1 ml de
H,O e, a essa mistura, foi adicionado 25 pl da proteina purificada. O branco foi preparado
substituindo-se a proteina pelo tampao de didlise. Os tubos foram agitados vigorosamente ¢
apds 3 minutos a leitura foi realizada em espectrofotdometro (SPECTRONIC® GE-

NESYS™ 2 — Spectronic Instruments) a 595 nm.
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3.2.11 — Teste de inibicao enzimatica de proteases com a proteina purificada

Para os testes de inibi¢do e de estabilidade foram utilizadas as proteinas Canacistatina
recombinantes produzidas no sistema baculovirus/células de inseto, produzida neste traba-
lho, e a proteina Canacistatina recombinante produzida em sistema bacteriano (segundo
SOARES-COSTA et al, 2002).

Os ensaios de atividades de inibi¢do de proteases foram realizados em espectrofluo-
rimetro HITACHI F-2000, em cubeta de quartzo de 500 ul mantida em compartimento
termostatico a 37°C. A atividade inibitoria foi medida através da hidrolise do substrato Z-
FR-MCA pela enzima papaina na presenca dos inibidores, como segue.

A cubeta de quartzo para fluorescéncia foram adicionados 500 pl do tampéo fosfato
(NaH,PO4 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM; pH 6,0), 1 ul DTE (1 M) e 1ul da cistei-
no-protease Papaina (200 nM). Apds 3 minutos de incubagdo, adicionou-se 2 pl do inibidor
Canacistatina (1,34 mg/ml). Ap6s mais 3 minutos de incubagao, adicionou-se 1 pl do subs-
trato Z-FR-MCA (1 mM) e observou-se a curva de inibigao.

A constante de inibi¢ao (Ki) foi determinada em dose unica conforme descrito por

BEYNON e BOND (1989) pela férmula:

vovi = 1 + [1]/Kiapp

Estes ensaios foram realizados em colaboragdo com a professora Dra. Adriana Kara-

oglanovic Carmona, do Departamento de Biofisica da Escola Paulista de Medicina da Uni-

versidade Federal de Sdo Paulo.
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3.2.12 — Determinacio da estabilidade da proteina Canacistatina recombinante

3.2.12.1 — Estabilidade em diferentes valores de pH
Cinco microgramas (125 nM) da proteina inibidora foram incubados em 20 pl de
tampdes de diferentes valores de pH (tampdes acetato de sodio 20 mM pH 3,6 e pH 4,95;
tampdes fosfato de sédio 20 mM pH 5,6, pH 6,7 e pH 7,5; e tampao Tris-HCI pH 8,8) por
30 minutos a 37°C. Em seguida, 10 ul da misturas foram utilizados na reac¢do de inibigdo
contra a enzima papaina para determinacdo da porcentagem de atividade enzimatica resi-

dual, como descrito por RASHID et al, 2006.

3.2.12.2 — Estabilidade térmica

Cinco microgramas (115 nM) da proteina foram incubados em 20 pl de tampao fosfa-
to de sodio (pH 6,0) em varias temperaturas (50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C e 100°C) por
30 minutos e rapidamente resfriadas em agua gelada, como descrito em RASHID et al,
2006. Em seguida, 10 pl da mistura foi utilizado na reagdo de inibi¢do contra a enzima
papaina para determina¢do da porcentagem da atividade residual da enzima. Essa reacao
foi feita sem pré-incubagdo do inibidor. Dessa forma, foram adicionados a cubeta de quart-
zo 500 ul do tampao fosfato (NaH,PO4 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM; pH 6,0), 1 ul
DTE (1 M), 1ul da cisteino-protease Papaina (200 nM), 1 ul do substrato Z-FR-MCA (1
mM) e observou-se a curva de hidrdlise do substrato por 5 minutos. Adicionou-se 10 ul do
inibidor Canacistatina pré-tratado e permitiu-se a ocorréncia da hidrolise por mais 5 minu-
tos. Apos esse tempo, os dados obtidos foram utilizados para determinagdo da porcentagem

de atividade enzimatica residual.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Isolamento da ORF Canacistatina e subclonagem no vetor pFastBac HT B

A ORF da Canacistatina foi obtida por meio de amplificagdo utilizando-se o vetor
pET28a-Canacistatina como molde. O produto de amplificagdo resultou em um fragmento

de aproximadamente 300 pares de bases, como mostrado na figura 9.

500 pp ——

<«— 300 pb
250 pp —

Figura 9. Amplificacdo da ORF da Canacistatina a partir do plasmideo pET28a-
Canacistatina. Fotografia de gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Em M,
Marcador de peso molecular de DNA 1 Kb; em 1, banda de aproximadamente 300 pb, cor-
respondente a ORF da Canacistatina.

O produto de amplificagdo correspondente a fase aberta de leitura da Canacistatina
foi ligado no vetor pFastBac HT B e, apds a transformagdo da ligacdo em células DH5a,

foi possivel a obtencao de colonias transformantes.
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A subclonagem da ORF da Canacistatina no vetor pFastBac HT B foi verificada atra-
vés de PCR das coldnias transformantes resistentes ao antibidtico ampicilina, utilizando-se
os primers especificos para o gene da Canacistatina. Dentre os produtos de amplificacao,
foi possivel observar bandas de tamanho esperado, de aproximadamente 300 pares de ba-

ses, referentes ao gene de interesse, como demonstrado na figura 10.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500 pp ——
250 pp ——

Figura 10. Amplificagdo do plasmideo de expressao pBAC-CaneCPI por PCR de colonia.
Fotografia de gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Em M, Marcador de peso
molecular 1Kb; 1, controle positivo (pET28a-Canacistatina); 2 a 10, amplificacdo de clo-
nes recombinantes.

Apo6s a amplificagdo, o clone recombinante 2 foi selecionado e seqiienciado, permi-
tindo verificar que o mesmo continha a seqiiéncia completa e corretamente integrada no
vetor de expressdo pFastBac HT B, sendo denominado pBac-CaneCPI. O sequenciamento
demonstrou a integridade da ORF da Canacistatina e, dessa forma, esse clone foi utilizado

para transformar bactérias competentes DH10Bac.
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Apbs a transformagdo do plasmideo recombinante pPBAC-CaneCPI anteriormente se-

lecionado na bactéria competente DH10Bac, as colonias brancas resistentes aos antibioti-

cos tetraciclina, kanamicina e gentamicina foram submetidas a PCR de coldnias para con-

firmar a transposi¢do. As colonias em que a analise por PCR confirmou a ocorréncia das

transposigoes apresentaram produtos de amplificacdo com os tamanhos esperados, como

mostrado na figura 11. Os tamanhos esperados para os produtos de PCR sdo mostrados na

Tabela 1.

Tabela 1 — Tamanhos esperados dos produtos de PCR usando diferentes combinagdes de
primers para bacmideos contendo o gene de interesse apos transposicao.

Combinacao de Primers

Tamanho do produto de PCR

M13 Forward + M13 Reverse

~2650 pb

M13 Forward + Cana Reverse

~2040 pb

Cana Forward + M13 Reverse

~920 pb




2500 pb
1000 pb

500 pb
250 pb

—

<«— 2650 pb

<«— 920 pb
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Figura 11. Amplificagdo dos bacmideos recombinantes com diferentes combinacdes de
primers. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Em M, Marcador de peso mo-
lecular 1Kb; 1, bacmideo recombinante amplificado com primers M13 forward e reverse;
2, bacmideo ndo recombinante amplificado com primers M13 forward e reverse; 3 e 4,
bacmideos recombinantes amplificados com primers Canacistatina forward ¢ M13 reverse.

4.3 — Titulacao do estoque baculoviral P2

O calculo da estimativa do titulo viral do estoque viral P2 pelo método de End-point

dilution resultou num titulo de 3x10°, como pode ser observado na tabela 2 abaixo.

Tabela 2 — Planilha de calculo do titulo viral do estoque baculoviral P2.

N° total Log
N° pogos | N° pogos | N° total nao % total | Acima % % Diluigao

Diluigoes Infect. ndo infect. | Infect. Infect. Infect. 50% | >50% | <50% | >50%
0,00001 11 0 24 0 100,0 TRUE 0 0 0
0,000001 9 2 13 2 86,7 TRUE | 86,7 0 -6
0,0000001 3 8 4 10 28,6 FALSE 0 28,6 0
0,00000001 1 10 1 20 4,8 FALSE 0 0 0
N° pogos 11 86,7 28,6 -6
ml/pogo 0,01

Prop. Dist. | 0,631153

Log TCID -6,631153

TCID50 2,338E-07

1/TCID50 4277137,2

TCID50/ml | 427713723

pfu/ml 295122469
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4.4 — Confirmaciao da insercio do bacmideo no genoma das células de inseto

O DNA extraido de BV foi utilizado como molde em uma reagdo de amplificagdo u-
sando os primers especificos do gene Canacistatina. Os produtos da amplificacdo do DNA
de BV apresentaram os tamanhos esperados de aproximadamente 3500 pb, quando foram
utilizados os primers M13 e de aproximadamente 300 pb, quando a amplificacdo foi feita

com os primers especificos para a Canacistatina (figura 12).

M 1 2

2500 pb —» «— 2650 pb

500 pp ——
<«— 300 pb
250 pp ——

Figura 12. Amplificacdo do gene da Canacistatina a partir do DNA extraido de Budded
virus (BV). Fotografia de gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Em M, Mar-
cador 1 Kb; 1, amplificagdo usando primers M13; 2, amplificagcdo usando primers do gene.

Mesmo confirmando a presenga do gene da Canacistatina nas novas particulas virais,
foi feita também a extracdo de RNA das células de inseto para saber se as mesmas estavam
aptas a utilizar sua maquinaria para a transcri¢do do gene de interesse. O RNA extraido foi
utilizado para a sintese de cDNA e posterior amplificagdo, cujo produto apresentou o ta-

manho esperado de aproximadamente 300 pb, como mostrado na figura 13.
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Figura 13. Amplificagdo do cDNA de Canacistatina a partir de RNA extraido de células de
inseto. Fotografia de gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Em M, Marcador 1
Kb; 1, amplificacdao usando primers do gene.

4.5 — Expressao da proteina Canacistatina recombinante em células de inseto e
posterior purificacio

A expressao da proteina Canacistatina nas células de inseto ocorreu de forma satisfa-
toria, sendo observada uma banda de expressdo no tamanho esperado de aproximadamente
15,7 kDa (137 aminoacidos), visualizada em SDS-PAGE, como mostrado na figura 14.

O método de purificagdo utilizado neste trabalho foi o de cromatografia de afinidade
em coluna contendo resina de niquel. Esse sistema de purificagdo se mostrou bastante efi-
ciente, uma vez que, como mostrado no SDS-PAGE (figura 14), a proteina fusionada a
histidina foi capaz de se ligar a resina e foi eluida nas fragdes 2 e 3 coletadas apds passa-
gem do tampao de elui¢cdo, contendo 250 mM de imidazol, apresentando-se de forma pura

nessas duas fracoes.
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50 kDa ——» |

20 kDa —>
R — — 15,7 kDa

15 kDa —»

Figura 14. Visualizac¢do da purificagdo da proteina recombinante em resina Ni-NTA. SDS-
PAGE 15% corado com Azul de Comassie mostrando as amostras coletadas durante a
cromatografia. M: Marcador de peso molecular de proteina; 1: Controle negativo (células
S19 ndo infectadas); 2: Extrato celular das células Sf9 infectadas por baculovirus coletadas
apods 96hs; 3: Fracdo do sobrenadante ndo ligada a coluna; 4: Fragdo 1 do tampao de lava-
gem; 5: Fracdo 2 do tampao de lavagem; 6: Fracdo 1 do tampao de eluigdo; 7: Fragdo 2 do
tampao de eluicdo; 8: Fragdo 3 do tampao de eluicao.

A purificagdo e procedéncia da proteina foram confirmadas por Western blot. Na fi-
gura 15 € possivel observar as bandas referentes ao reconhecimento da proteina Canacista-
tina no controle positivo, no pellet e nas fracdes 2 e 3 do tampao de eluigdo pelo anticorpo

anti-Canacistatina.
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50 kDa —»

20 kDa —»

1S kDa ——»

<+«— 15,7 kDa
<+«— 13 kDa

Figura 15. Western blot da purificacdo da proteina recombinante. M: Marcador de peso
molecular de proteina; 1: Controle positivo (proteina Canacistatina produzida em bactéria);
2: Controle negativo (células Sf9 ndo infectadas); 3: Extrato celular das células Sf9 infec-
tadas por baculovirus coletadas apds 96hs; 4: Fracdo do sobrenadante nao ligada a coluna;
5: Fragdo 1 do tampao de lavagem; 6: Fracao 2 do tampao de lavagem; 7: Fracdo 1 do tam-
pao de eluicao; 8: Fragdo 2 do tampao de eluigdo; 9: Fracdo 3 do tampao de eluigdo.

O rendimento da proteina Canacistatina recombinante obtido apos o processo de puri-

ficacdo foi em torno de 23 mg de proteina por litro de cultura. A comparacao do rendimen-

to da proteina Canacistatina produzida nos sistemas de expressdo bacteriano e Baculovi-

rus/Células de inseto pode ser verificada na tabela 3.

Tabela 3 — Comparagao do rendimento da proteina Canacistatina produzida nos sistemas de

expressao bacteriano e Baculovirus/Células de inseto.

Sistema Bacteriano Sistema Baculovirus/Células de Inseto
Volume Inicial 500 ml 20 ml
Volume Final 4 ml 4 ml
Rendimento 10 mg/L 23 mg/L
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4.6 — Acao inibitoria da proteina Canacistatina contra a papaina

Nos testes de atividade inibitdria da proteina Canacistatina contra a cisteino-protease
papaina, o valor de Ki,p, (constante de inibi¢do) da proteina produzida em Bactéria em

relacdo a enzima foi de 3,9 nM e da proteina produzida em células de inseto foi de 52 nM.

4.7 — Determinacio da estabilidade da Canacistatina recombinante

4.7.1 — Estabilidade em diferentes valores de pH
O resultado da determinacdo da estabilidade da Canacistatina recombinante produzi-
da em bactéria e em células de inseto frente a diferentes condi¢des de pH ¢ mostrado no
grafico a seguir (figura 16). Nesse grafico, € possivel observar que as proteinas expressas

em diferentes sistemas tiveram estabilidades similares em rela¢do a diferentes valores de

pH.
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Figura 16. Grafico da determinagdo da estabilidade do inibidor Canacistatina produzido
nos sistemas de expressao bacteriano e em células de inseto em diferentes valores de pH.
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4.7.2 — Estabilidade térmica

O grafico abaixo mostra o resultado da determinacdo da estabilidade da Canacistatina
recombinante produzida em bactéria e em células de inseto apds tratamento da proteina
inibidora em diferentes temperaturas (figura 17). De acordo com o grafico, as proteinas se
comportam de forma similar, permanecendo ativas apds o tratamento em temperaturas va-

riando de 50 a 100°C.

Figura 17. Grafico da determinacdo da estabilidade do inibidor Canacistatina produzido
nos sistemas de expressdo em bactéria e em células de inseto apds tratamento em diferentes
temperaturas.



50

5 — DISCUSSAQ

5.1 — Isolamento da ORF Canacistatina e subclonagem no vetor pFastBac HT B

A seqiiéncia do gene da canacistatina pode ser encontrada na pagina do NCBI (Na-
tional Center of Biotechnology Information) por meio do niimero de acesso AY119689.
Como descrito por SOARES-COSTA et al (2002), este clone ¢ proveniente do banco de
dados do SUCEST e foi caracterizado como uma cistatina, devido a semelhan¢a com ou-
tras fitocistatinas anteriormente caracterizadas, como a Orizacistatina, ¢ a presenga dos
motivos conservados comuns as cistatinas envolvidos na interagdo com o sitio catalitico
das cisteino-proteases.

A estratégia de isolamento da regido codante da Canacistatina a partir do vetor
pET28a-Canacistatina, proveniente do trabalho anteriormente citado, envolveu a sintese de
primers desenhados com base na seqiiéncia do gene de interesse, com a inclusao de sitios
de restri¢ao para as enzimas Nco I e Hind I11. Essas enzimas foram selecionadas devido a
sua presenga no sitio de clonagem maultipla do vetor de expressdao pFastBac HT B, como

indicado na figura 18.
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Start of
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Lys Leu Wal Glu Lys Tyr ***

SV40 polyadenylation signal

Figura 18. Regido do plasmideo de expressdo mostrando o promotor da poliedrina, seqiién-
cia que codifica para a cauda de histidina, sitio de reconhecimento a protease TEV e o sitio
de multipla clonagem. Fonte: Manual Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (Invitro-
gen), 2004.

Uma das principais caracteristicas desse plasmideo ¢ a presenga do promotor da poli-
edrina, uma proteina produzida em grandes quantidades pelos virus do género Nucleopol-
vhedrovirus. Esses virus possuem corpos de inclusdo com formato de poliedro contendo
varios virions embebidos em uma matriz cristalina formada, principalmente, pela poliedri-
na. A poliedrina possui massa molecular em torno de 30 kDa e corresponde a cerca de 95%
do conteudo protéico dos poliedros (CASTRO et al, 1999). Com base nessa abundancia da

poliedrina, a substitui¢do do gene referente a essa proteina pelo gene da Canacistatina per-
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mite a produgdo da proteina de interesse em alta quantidade, uma vez que o promotor da
poliedrina ¢ um promotor forte.

Apos a inser¢do do gene da Canacistatina no vetor de expressdo pFastBac HT B e
posterior transformagdo das bactérias competentes DHS5a, foram selecionadas coldnias que
cresceram na placa contendo ampicilina, uma vez que o vetor de expressdo contém o gene
de resisténcia a esse antibidtico. Dessa forma, todas as colonias resistentes analisadas apre-
sentaram o fragmento de aproximadamente 300 pb apds amplificacdo por PCR usando os
primers especificos para o gene da Canacistatina. Esse fragmento corresponde a proteina
de interesse, cuja fase aberta de leitura apresenta aproximadamente 300 pares de base, co-

mo descrito por SOARES-COSTA (2004).

5.2 — Obtencao dos bacmideos recombinantes

O vetor de expressdo pFastBac HT B e as células E. coli competentes MAX Effi-
ciency® DH10Bac™ possuem, em suas seqiiéncias os sitios mini-Tn7 e mini-atfTn7, ele-
mentos doadores e receptores de transposi¢do, respectivamente. Essa estratégia é baseada
em um processo de recombinagdo de DNA presente tanto em organismos procarioticos
quanto eucarioticos, denominado transposigao.

A transposi¢ao ¢ a transferéncia de pequenas seqiiéncias moveis, transposons, de um
sitio a outro no genoma, por acdo de enzimas especializadas, as transposases, codificadas
pelo proprio transposon. Além de causar variagdes no genoma, através de delegdes ou in-
versdes, 0s transposons sevem como substrato para sistemas de recombinagdo celular, fun-

cionando como regides moveis de homologia. Com isso, duas copias de um transposon em
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diferentes localiza¢des (mesmo em diferentes cromossomos) podem fornecer sitios para
recombinagao reciproca (LEWIN, 2004).

Devido a essas caracteristicas do transposon presentes na bactéria DH10Bac, a ob-
ten¢do dos bacmideos recombinantes torna-se um processo relativamente simples. Além
disso, para facilitar a triagem dos clones contendo bacmideos recombinantes, os sitios re-
ceptores de transposicao ficam localizados no meio do gene lacZ, que codifica para a en-
zima B-galactosidase, o que permite identificar a recombinagdo por meio da utilizagdo do
substrato cromogénico X-gal e do indutor, IPTG. Dessa forma, os vetores baculovirais ndo
interrompidos pela transposi¢do do gene de interesse produzem a enzima [B-galactosidase,
dando origem a colonias azuis, enquanto os vetores recombinantes contendo o gene de
interesse produzem coldnias brancas, devido a interrup¢do da seqiiéncia codificadora da
enzima B-galactosidase (MONTOR e SOGAYAR, 2003).

Devido a essas caracteristicas da bactéria DH10Bac, somente as coldnias brancas
crescidas em meio seletivo foram selecionadas e analisadas por PCR de colonias utilizando
os primers M13 forward e reverse, cujos sitios flanqueiam o sitio receptor de transposi¢ao
mini-attTn7. Para verificar a presenca do gene de interesse no bacmideo recombinante, o
PCR foi feito usando tanto os primers M13 forward e reverse, quanto combinacdes usando
o primer M13 forward com o primer reverse do gene e o primer forward do gene com o
primer M13 reverse.

Nos casos em que a transposicao foi positiva, o tamanho esperado para o produto de
amplificacdo utilizando-se os primers M13 era de aproximadamente 2730 pares de base,
que equivale ao tamanho do bacmideo (aproximadamente 2430 pb) somado ao tamanho do
inserto (aproximadamente 300 pb). Para as combinagdes dos primers M13 com os primers
especificos para o gene, os tamanhos dos produtos de amplifica¢dao sdo determinados com

base no diagrama abaixo (figura 19):
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canacistatina

— > mini-alfTn7 <—
13 (<40) M13
Forward Reverse

Figura 19. Diagrama ilustrando o posicionamento do cassete de expressdo inserido no sitio
receptor de transposi¢do do bacmideo, os quais sdo flanqueados pelos sitios dos primers
M13 forward e M13 reverse. Fonte: Manual Bac-to-Bac Baculovirus Expression System
(Invitrogen), 2004.

Nesse diagrama, ¢ possivel observar que a amplificacdo do bacmideo recombinante
com a combinag¢do de primers M13 forward + Cana reverse gera um produto de aproxima-
damente 2040 pares de base e que a amplificagdo com a combinagdo de primers Cana for-
ward + M13 reverse gera um produto de amplificagdo de aproximadamente 920 pares de
base (tabela 1).

Como verificado na figura 11, os produtos de amplificagdo obtidos utilizando as dife-
rentes combinagdes de primers tinham os tamanhos esperados, indicando a ocorréncia da
transposi¢do do cassete de expressao do plasmideo recombinante pBAC-CaneCPI dentro

do sitio receptor de transposi¢ao mini-a#fTn7.
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5.3 — Geracao dos baculovirus recombinantes

A geracao dos baculovirus ¢ feita por transfec¢do, ou seja, introdugdo do DNA doa-
dor (bacmideo recombinante) nas células receptoras. Dessa forma, o DNA viral se incorpo-
ra ao DNA da célula de inseto hospedeira e a RNA polimerase da célula transcreve imedia-
tamente as primeiras moléculas de RNA mensageiro, que sdo traduzidas em proteinas re-
gulatorias de toda a sintese de proteinas e genoma do virus, inclusive a DNA polimerase
viral. Em seguida, a DNA polimerase viral e outras proteinas regulatorias replicam o acido
nucléico viral e codificam proteinas importantes para a montagem de novas particulas vi-
rais, que brotam pela membrana plasmatica das células hospedeiras (CASTRO et al, 1999;
SANTOS et al, 2002).

Nessa etapa, foi necessaria uma série de modificacdes do protocolo proposto pelo
manual do Kit Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (2004). Entre elas, uma das alte-
racdes foi no tempo de incubagdo das células apos a transfeccdo. De acordo com o manual,
as células deveriam ser incubadas por 72 horas ou até que fossem visualizados os primeiros

sinais de infec¢do viral (tabela 4).

Tabela 4 - Caracteristicas normalmente observadas em células de inseto infectadas por virus

Sinais de infec¢do Fendtipo Descri¢do
Fase inicial Aumento do didmetro celular | Diametro celular aumenta de 25-50%
(< 24 horas) Aumento do tamanho do nicleo| Nucleo parece “preencher” toda a célula
Fase tardia Parada no crescimento celular | Células parecem parar de crescer em
(24-72 horas) comparac¢do a uma unica célula controle
Aparéncia granular Sinais de brotamento viral; aparéncia
vesicular das células
Desadesdo Células se liberam da placa ou frasco.
Fase muito tardia | Lise celular Células sofrem lise ¢ ha claros sinais de
(> 72 horas) clareamento na monocamada
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Segundo o manual Bac-to-Bac Baculovirus Expression System (2004), os BV devem
ser liberados no meio de cultura 72 horas apds a infecgdo. Entretanto, caso a eficiéncia de
transfec¢do nao seja Otima, as células podem nao mostrar todos os sinais de infecgdo viral
até quatro ou cinco dias apds a transfeccdo. Uma vez que a identificacdo dessas caracteris-
ticas somente por analise visual ¢ um método bastante subjetivo e que requer certa experi-
éncia na manipulacdo de cultura de células infectadas, fica dificil estimar a eficiéncia da
transfec¢do. Dessa forma, visando otimizar a producao do estoque P1, o tempo de incuba-
¢do das células apds a transfeccdo foi aumentado para sete dias. Nesse estoque, além de
particulas virais, também ocorre a producdo da proteina recombinante de interesse, mas em
pequenas quantidades, sendo necessario amplificar o estoque para produzir a proteina em
maior escala.

Para a amplificacdo do estoque P1, a sugestdo do manual é que as células sejam in-
fectadas em uma multiplicidade de infecgao (MOI) de 0,05 a 0,1, sendo que MOI ¢ o nu-
mero de particulas virais por células. Considerando que o estoque viral P1 tenha um titulo
viral variando entre 1 x 10° a 1 x 10’ pfu/ml (estimativa apresentada no manual), utilizou-
se 1 ml desse estoque para infectar 1 milhdo de células, garantindo, dessa forma, que cada
célula seria infectada por, pelo menos, uma particula viral (MOI variando de 1 a 10). O

volume de estoque viral requerido foi calculado pela seguinte formula:

In6culo requerido (ml) = __ MOI (pfu/céls) x n® células
Titulo do estoque viral (pfu/ml)

Esse estoque também foi incubado por sete dias e a seguir titulado para os experi-
mentos de expressao posteriores. Para a titulagdo, o método de escolha foi o end-point dilu-

tion, descrito em O’REILLY et al (1994), um método bastante eficiente ¢ muito mais sim-
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ples e rapido que o ensaio de placas sugerido pelo manual. Esse método foi proposto por
Reed e Muench em 1938 e envolve a inoculagdo de multiplas culturas com diferentes dilu-
icdes do virus e a estimativa da diluicdo do virus que infectaria 50% das células (ponto
final de dilui¢do). Esta quantidade de virus é conhecida como a dose que infecta metade da
cultura de tecidos, ou TCIDs. Titulos virais determinados desta maneira podem ser ex-
pressos como TCIDsg/m ou convertidos a pfu/ml. Este tem sido o método mais utilizado em
virologia animal e ¢ bastante adequado para este caso (O’REILLY et al, 1994).

Duas outras etapas incluidas no processo de caracterizacdo do estoque viral foi a i-
dentificacdo de particulas virais recombinantes ¢ a amplificagdo do cDNA da Canacistatina
a partir do RNA extraido das células de inseto infectadas.

Para verificar se as novas particulas virais produzidas a partir da maquinaria das célu-
las de inseto continham o gene de interesse, o material inicial utilizado, considerado o mais
conveniente para a preparacdo de DNA viral, foram os Budded virus (BV). BV ¢é uma
forma de virus liberada por brotamento da membrana plasmatica no fluido extracelular
(O’REILLY et al, 1994). A presenga do gene de interesse no DNA de BV, verificado por
PCR permitiu afirmar que as novas particulas virais produzidas nas células de inseto conti-
nham o gene da Canacistatina, ou seja, eram recombinantes.

Mesmo confirmando a presenga do gene da Canacistatina nas novas particulas virais,
foi feita também a extracdo de RNA das células de inseto para saber se as mesmas estavam
aptas a utilizar sua maquinaria para a transcri¢ao do gene de interesse. O RNA extraido foi
utilizado para a sintese de cDNA e posterior amplificagdo, cujo produto apresentou o ta-
manho esperado, evidenciando que os baculovirus recombinantes eram capazes de produ-

zir suas proprias proteinas e, juntamente com elas, a proteina de interesse Canacistatina.



5.4 — Expressao e purificacido da proteina Canacistatina recombinante

A proteina apresenta o tamanho 15,7 kDa, visualizado na figura 14, uma vez que a
ORF de 318 pb codifica para uma proteina de aproximadamente 11,8 kDa, a qual foram

adicionados aminoacidos extras derivados do vetor, como a cauda de histidina e o sitio de

reconhecimento da protease TEV presentes no vetor de expressao (Figura 20).
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Essa construcao resulta em uma seqiiéncia de 414 nucleotideos, a qual equivale a
uma proteina de aproximadamente 15,7 kDa (137 aminoacidos), como mostrado na figura
14.

Na purificagdo, a escolha do método de cromatografia de afinidade em coluna de ni-
quel se deve a presenca da cauda de afinidade 6xHis fusionada a proteina Canacistatina
recombinante, que apresenta alta afinidade ao ion metalico niquel fixado a matriz.

Esse sistema de purificagdo ¢ baseado na notavel seletividade e afinidade da matriz
de cromatografia de afinidade ao metal Niquel-Acido nitriloacético (Ni-NTA) (QIAGEN)
por biomoléculas fusionadas aos seis residuos de histidinas consecutivos, presentes no
plasmideo de expressao.

A cauda de afinidade 6xHis ¢ uma cauda pequena, sem cargas e, dessa forma, geral-
mente ndo afeta a secre¢do, compartimentalizagdo ou enovelamento da proteina de fusdo
dentro da célula. O acido Nitriloacético (NTA), por sua vez, apresenta quatro sitios de que-
lagdo ao niquel. Dessa forma, o NTA ocupa quatro dos seis sitios de ligagdo do ion niquel,
deixando dois sitios livres para interagir com a cauda de histidina (The QIAexpressionist
(QIAGEN), 2003).

Diante disto, ao passar a mistura protéica pelo complexo matriz-ligante, ocorre uma
interagdo entre a proteina em fusdo com a His-tag e o ligante imobilizado, uma vez que a
histidina tem a capacidade de liga¢do ao metal divalente Ni*".

Para a obtengdo da proteina pura, o composto imidazol, que € parte integrante da es-
trutura do aminodcido histidina, foi adicionado a coluna em altas concentragdes (250 mM),
devido a sua capacidade de competir com a cauda de histidina ligada a proteina de interes-
se, dissociando-a e se ligando aos ions niquel imobilizados na matriz.

O rendimento da proteina Canacistatina recombinante obtido apds o processo de puri-

ficacdo foi em torno de 23mg de proteina por litro de cultura. Esses resultados sdo bastante
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satisfatorios, uma vez que demonstra que o sistema de expressao baculovirus/células de
inseto produziu duas vezes mais proteina que o sistema de expressdo bacteriano, como

descrito por SOARES-COSTA et al (2002).

5.5 — Acao inibitdéria da proteina Canacistatina contra a papaina

Segundo OLIVA et a/ (2004), a Canacistatina ¢ uma proteina capaz de inibir a cistei-
no-protease papaina com grande eficiéncia. Além disso, ¢ capaz de inibir diversas cisteino-
proteases humanas com grande especificidade, como as catepsinas V, K e L (OLIVA et al,
2004; SOARES-COSTA, 2004). Essas caracteristicas revelam que a Canacistatina tem um
grande potencial para ser aplicada na area médica, principalmente nas condig¢des patologi-
cas associadas ao desbalango da atividade normal dessas enzimas.

Neste trabalho, foram calculadas as constantes de inibicdo da proteina Canacistatina
em relacdo a enzima papaina. A proteina Canacistatina foi expressa em dois sistemas dife-
rentes: sistema bacteriano e em células de inseto. O intuito desse ensaio foi verificar se a
proteina Canacistatina, exposta a diferentes ambientes de expressdo, o procariotico e o eu-
caridtico, apresentaria diferencas quanto a sua atividade inibitoria. Para isso, a proteina
inibidora foi ensaiada contra a cisteino-protease papaina, enzima considerada prototipo da
maioria das cisteino-proteases de planta.

Os valores de Ki resultantes desse ensaio foram 3,9 nM da Canacistatina produzida
em bactéria e 52 nM da Canacistatina produzida em células de inseto. Esses resultados

demonstraram que nao ha diferenga significativa de atividade entre as proteinas produzidas
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nos dois sistemas de expressdo, uma vez que a proteina produzida em bactéria foi aproxi-
madamente dez vezes mais especifica que aquela produzida em células de inseto.

Uma vez que os valores de Ki foram determinados utilizando uma tnica dose de ini-
bidor, ou seja, apenas uma concentragao, esses resultados apenas permitem verificar que a
proteina produzida nos dois sistemas € ativa contra a cisteino-protease papaina.

Entretanto, para obter resultados mais acurados, os experimentos deveriam ser repe-

tidos em diversas concentragdes do inibidor Canacistatina (BEYNON e BOND, 1989).

5.6 — Estabilidade da proteina Canacistatina em pH e temperatura

O efeito do pH na atividade da Canacistatina foi examinado em diversos valores de
pH. Como mostrado na figura 16, a proteina Canacistatina produzida nos diferentes siste-
mas apresentou-se estavel no intervalo de pH variando de 3,5 a 9,0. Além disso, este inibi-
dor também se mostrou estavel a temperaturas variando de 50°C a 100°C, podendo-se ob-
servar uma pequena perda de atividade da proteina Canacistatina produzida em células de
inseto, apds tratamento a 100°C (figura 17). Esses resultados estdo de acordo com outras
cistatinas que demonstram estabilidade térmica e a pH, como a cistatina placentaria huma-
na (HPC) (RASHID et al, 2006), as cistatinas de musculo bovino (BEIGE et al, 1985 apud
RASHID et al, 2006), de cabra (SADAF et al, 2005) e de galinha (SAXENA e TAYYAB,
1997).

As proteinas sdo macromoléculas cujas fungdes bioldgicas dependem da manutengao
de sua estrutura tridimensional. Dessa forma, a compactacdo das estruturas protéicas, por
meio das interagdes que mantém as estruturas tercidrias e quaternarias, garante a estabili-

zacdo e a prote¢do das funcdes bioldgicas das proteinas (GOMES, 2005).
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O conhecimento da base molecular da estabilidade das proteinas tem grande impor-
tancia pratica na otimizacao das aplicagdes biotecnoldgicas em nivel industrial. Nesse se-
tor, o uso de proteinas purificadas vem facilitando varios processos, aumentando a capaci-
dade catalitica, reduzindo a utilizagcdo de produtos indesejaveis e aumentando a reproduti-
bilidade do processo. Entretanto, além do custo de producdo, uma das maiores dificuldades
se deve a relativa instabilidade de algumas proteinas durante o processo catalitico, princi-
palmente em resposta a extremos de temperatura ¢ pH ou a presenga de agentes quimicos
desnaturantes (GOMES, 2005; PRICE e STEVENS, 1999).

O conhecimento sobre a estabilidade das proteinas também tem grande importancia
na medicina. Um exemplo disso ¢ a doenga denominada angiopatia amiloide da Cistatina C
humana, uma desordem genética dominante que provoca derrames recorrentes, podendo
levar o individuo a morte por hemorragia cerebral antes dos 40 anos de idade. Segundo HE
et al (2006), mutantes da cistatina C que perdem o sitio de N-glicosilagdo, se tornam insta-
veis e tendem a formar dimeros, os quais se agregam, resultando na deposi¢ao de fibrilas

de cistatinas amiloidogénicas nas artérias cerebrais.
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6 — CONSIDERACOES FINAIS

Embora o rendimento da produgao da Canacistatina em células de inseto tenha sido
dez vezes maior que na produg¢dao em bactéria e a estabilidade da proteina produzida nos
dois sistemas tenha sido semelhante, a capacidade inibitoria da proteina expressa em bacté-
ria foi aproximadamente dez vezes maior que quando expressa em células de inseto. Além
disso, uma estimativa do custo-beneficio da producao nos dois sistemas demonstra que o
sistema de expressao baculovirus/células de inseto consiste em um processo cerca de dez
vezes mais caro que o sistema procariotico, além de demandar muito mais tempo de traba-
lho. De acordo com célculos aproximados, observou-se que o custo de producdo da Cana-
cistatina em bactéria ¢ de cerca de R$ 2,00/mg e em células de inseto ¢ de R$ 20,68/mg.

Dessa forma, fica evidente que, no caso da expressao da proteina Canacistatina, o sis-
tema de expressao em bactéria ¢ a melhor opcao, uma vez que ¢ um meio rapido e barato
de se produzir proteinas em quantidades satisfatorias. O sistema de expressao baculovi-
rus/células de inseto, por outro lado, ¢ o sistema ideal para a produg¢dao recombinante de
proteinas eucaridticas que necessitam de enovelamento adequado, ligagdes dissulfeto e
modificagdes pos-traducionais, caracteristicas s6 oferecidas por sistemas de expressao eu-

carioticos.
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7 — CONCLUSOES

1.

A transfec¢ao das células de inseto com o DNA bacmidial recombinante gerou

particulas virais contendo a regido codante do gene de interesse;

A expressdao da proteina Canacistatina em Sistema de Expressdao Baculovi-
rus/Células de Inseto foi possivel, porém com algumas alteracdes no protocolo

proposto pelo manual do kit Bac-to-Bac Baculovirus Expression System;

A purificagdo da proteina em coluna de niquel resultou na produ¢ao da proteina
em um rendimento de 23 mg por litro de cultura, duas vezes maior que o obtido

pelo sistema de expressao procaridtico;

Os ensaios de atividade inibitoria da proteina Canacistatina expressa nos diferen-
tes sistemas, demonstraram que o inibidor foi ativo contra a enzima papaina, ndo

apresentando diferenca quanto a capacidade de inibigao;

A proteina Canacistatina apresentou estabilidade em sua atividade em diferentes

valores de pH e temperatura, independente do sistema em que foi expressa.

A proteina Canacistatina foi um modelo de estudo adequado para a implementa-
cdo do sistema de expressdo de proteinas heterologas em células de inseto no

LBM-UFSCar.
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Amostra de uma planilha do Excel para calculo do TCIDsy e titulo viral pelo método
trados.

de Reed e Muench (1938). Os dados nos boxes B5-B11 sdo colocados apds o experimento
de End-point dilution. Neste caso, os dados usados no experimento descrito na pagina 31

ANEXO

Sao moSs

£9'0.9)9= jwinyd| 81
2l
0L9/519=] WiosalaL 4l
L= 0saloLlL | Sl
tlg0l= 0sadloL| vl
218-011=] qQioLBoT|El
oLritogoLrl=)  ¥siIg dodd| zi
Ll
L0'0 ododisw | 0l
Ll sodod N| &
g
(LDFDIVNOS=| (1948WIN0S= fa69= || LOO00000D| £
(9D FOIVNOS=| (/9:98)WINOS= a9-69= ¢l 10000000 ¢
([SOFOIVNOS=| (/95a)WIN0S= Ga6d= & 1000000 S
(PO FDIWNOS=| (1T FIIVINOS= Fa-H9= Ll L0000'0| ¥
SOpeJIAUI SOpeJILI SOPBJIAJUI OBL | SOpejaajul sagding | ¢
OBU [0} N €10} .N sododap N | sododap N z
|

3 ad J g b




74

(IO S= (LM IOS= (2 FIIFNOS= A

8

'{av) bo| 'p<aH)3S =089, =49035 | 0'84, 4,299, A,259035 | () WA G 0<84)35 :mimEmu !
oy o) 'pedHI3S 4=l 9 A=9913s | 0 440209 A5013S | () W G 0284135 | (93+80)80=| 3
1oy Bo| 'n<gH13S L__umm___}__- 9135 | 094, 4,289 A,=50135 [ L4, WA 0=94)35 | (53+50)50=| S
o) Bo) 'n=gHI3s 3259 A =F013S | 0'54,4,299"A,259035 | (4 WA G 054035 ?mé_u?_uu ¥
%,0G 3P WY %06 OXledqy %05 BWIdY 9,05 WY sOpelosul | ¢
oedin|ig e % A [e103 o, z
L

o r _ H g

Continuagao da planilha:
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