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RESUMO

Inibidores de o-amilase de plantas apresentam um grande potencial para uso
biotecnoldgico, através de tranformagdo de plantas visando resisténcia a insetos- praga.
Neste contexto, estudou-se o potencial inseticida do inibidor de a-amilase 0.53 sobre os
insetos-praga de graos armazenados de feijdo, visando sua utilizagdo em programas de
melhoramento genético. Plantas de trigo foram escolhidas como fonte vegetal devido a
presenca de intimeras isoformas de inibidores de a-amilases em suas sementes. Os
inibidores de a-amilases, presentes em sementes de trigo (Triticum aestivum), foram
purificados e caracterizados e o gene para o inibidor 0.53 foi isolado utilizando técnicas de
RT-PCR, utilizando cDNAs como molde. A sequéncia para o inibidor 0.53 foi entdo
subclonada no vetor de expressio pPICZaA (pFSP-pPICZaA-0.53) e a expressdo da
proteina recombinante foi realizada em células de levedura metilotrofica Pichia pastoris.
Ap0s estabelecimento das condigdes de expressdo, a proteina recombinante, expressa e
secretada no meio de cultura, foi purificada por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performance). Ensaios in vitro utilizando as a-amilases dos insetos-praga: Acanthocelides
obtectus, Zabrotes subfasciatus, Callosobruchus maculatus e a a-amilase pancreatica de
Porco (PPA), mostraram que a atividade desse inibidor ¢ altamente dependente das
condi¢des de pH. Em pH 4,5, o inibidor 0.53 foi capaz de inibir unicamente as o-amilases
dos diferentes insetos, ndo apresentando nenhuma atividade para a amilase de mamifero
PPA. Porém, em pH 7,2, o inibidor recombinante 0.53 atuou unicamente sobre a PPA,
inibindo cerca de 90% de sua atividade, ndo sendo ativo para o-amilases dos diferentes
insetos alvo testados. Desta forma, o inibidor recombinante 0,53 podera ser utilizado em
diversos estudos de toxicidade em mamiferos, estudos complementares de interagdao
molecular, a fim de verificar sua seguranga alimentar e potencial uso biotecnologico.
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ABSTRACT

a-Amylase plant inhibitors exhibit a great potential for biotechnological use, using
plants of transformation aiming resistance against insects-pest. This work studies the potential
insecticidal effects of a-amylases inhibitor 0.53 against insects-pest in stored bean grains, and
also the possibility of its use for the plant genetic improvement. Seeds from wheat plants were
chosen as a vegetable source due to their presence of several a-amylases inhibitors isoforms.
Firstly, the a-amylases inhibitors synthesized in wheat seeds (Triticum aestivum), were
isolated, characterized and the gene encoding the 0.53 inhibitor isolated by RT-PCR
techniques, using cDNAS as template. The 0.53 inhibitor coding sequence was then
subcloned into the expression vector pPICZoA (pFSP-pPICZaA-0.53) and the recombinant
protein expression was carried by metilotrofic yeast Pichia pastorisl cell. After the
establishment expression conditions, the recombinant protein, secreted in the culture, medium
was purified by HPLC (High Performance Liquid Chromatography). In vitro assays using o-
amylases from the insect-pest: Acanthocelides obtectus, Zabrotes subfasciatus,
Callosobruchus maculatus and a-amylase from pancreatic porcine (PPA), had shown that the
activity of this inhibitor is highly dependent of the pH conditions. In pH 4,5, the 0.53 inhibitor
was able capable to inhibit solely insects a-amylases, but showed no activity for PPA.
Otherwise, in pH 7,2, 0.53 recombinant inhibitor act only against PPA, inhibiting about 90%,
not being active for insects a-amylases tested. Due to the characteristics described above the
0.53 recombinant inhibitor could be used in several studies in mammals toxicity tests,
complementary studies of molecular interaction, in order to verify its alimentary security and
potential biotechnological use.
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Figura 4.8
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succinico com 0.02 M de CaCl, e 0.02 M de NaCl, pH 4, 5 e 6 ¢ em
tampao Tris-HC1 0.1 M pH 7 e 8 a 37°C.

Inibi¢do in vitro das a-amilases de A. obtectus, Z. subfasciatus, C.
maculatus e a-amilase Pancreatica de Porco (PPA), pela proteina
recombinante do inibidor 0.53 (6pg/ul) expressa em levedura
metilotrofica P. pastoris, em tampdo Tris-HCI 0.1 M, pH 7.2 e
temperatura de 37°C. Ensaio realizado com extrato total de larvas dos
diferentes insetos-praga.

Inibicdo in vitro das a-amilases de A. obtectus, Z. subfasciatus, C.
maculatus e a-amilase Pancreatica de Porco (PPA), pela proteina
recombinante do inibidor 0.53 (6ug/ul) expressa em levedura
metilotréfica P. pastoris, em tampao succinico com 0.02 M de
CaCl2 ¢ 0.02 M de NaCl, pH 4.5 em temperatura de 37°C. Ensaio
realizado com extrato total de larvas dos diferentes insetos-praga.
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MM Massa molecular
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NCBI National Center for Biotechnology Information
ng Nanograma (10” g)
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1 INTRODUCAO

O feijao, Phaseolus vulgaris Linnacus, 1753 (Fabaceae), ¢ a leguminosa de maior
importancia como fonte de proteina vegetal que, combinado com o arroz, constitui a dieta
basica do brasileiro. O Brasil ¢ o maior consumidor dessa leguminosa, com um consumo per
capita, em 2003, de cerca de 16 Kg/ano, equivalente a 44 g /dia (Vieira et al., 2006).
Atualmente, o Brasil tem produzido em torno de 3,1 milhdes de toneladas em
aproximadamente 4 milhdes de hectares, o que o coloca como o maior produtor mundial de
feijdo. O feijao, apds a colheita, pode perder sua qualidade rapidamente se armazenado de
forma incorreta, especialmente devido a infestagdo por insetos. Os danos causados pelos
insetos ao grao de feijao reduzem a qualidade do mesmo, afetando sua aparéncia,
palatabilidade e aceitabilidade pelo consumidor, tornando-se inviaveis para o consumo devido
ao mau aspecto, mau cheiro e alteragdo do sabor. As espécies Zabrotes subfasciatus
(Boheman, 1833) e Acanthoscelides obtectus (Say 1831) (Coleoptera, Chrysomelidae,
Bruchinae), conhecidos como carunchos do feijdo, sdo as principais pragas do feijao
armazenado, causando grandes perdas qualitativas e quantitativas em grdos e sementes,
especialmente nas regides mais quentes do mundo.

O uso de variedades resistentes de feijao aliadas a outras medidas integradas de
manejo de insetos-praga tem recebido cada vez mais atencdo como alternativas para o

controle dos carunchos, sem as desvantagens dos inseticidas quimicos.

O uso potencial do inibidor de a-amilases de trigo 0.53 no controle de bruquideos foi o
que motivou as pesquisas durante o desenvolvimento desta dissertacdo. Por apresentar
inimeras isoformas de inibidores de a-amilases, escolheu-se o trigo como fonte desta
pesquisa visando identificar um inibidor com forte capacidade inibitéria e alta
especificidade sobre as a-amilases de insetos-praga que atacam graos armazenados de
feijao.

Em 2000, Franco e colaboradores caracterizaram a especificidade in vitro dos
inibidores de a-amilases presentes em sementes de trigo (Triticum aestivum). O inibidor
0.53, demonstrou capacidade de inibir as a-amilases dos insetos: A. obtectus, Z.
subfasciatus e Callosobruchus maculatus e o-amilase Pancreatica de Porco (PPA), de
forma diferenciada. Em ensaios em pH 5,5 o inibidor 0.53 apresentou preferencialmente
atividade contra as a-amilases dos bruquideos A. obtectus, Z. subfasciatus e C. maculatus,
e apresentou baixa atividade para a-amilase, PPA. Estes dados indicaram o inibidor 0.53

como promissor para uso biotecnologico no controle de bruquideos (Franco, 2000).
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Com relacao as especificidades, foi a primeira vez que se observou uma diferenga
funcional (relacionado a PPA) entre os inibidores 0.19 e 0.53. Outro importante resultado
dessa pesquisa foi a demonstracdo da atividade inibitéria do inibidor 0.53 contra o-
amilases do A. obtectus. Esta foi também a primeira vez que um inibidor de a-amilase
apresentava-se ativo in Vitro, contra as a-amilases deste importante inseto-praga de graos

armazenados de feijao (Franco, 2000).

Visando a utilizagdo do inibidor 0.53 no controle de insetos-praga de armazenamento,
num primeiro momento, o gene que codifica este inibidor foi isolado a partir de cDNAs de
sementes de trigo, cultivar BR35 (Franco, 2000). Com base nestes dados e dando
continuidade as pesquisas, este projeto teve como objetivo expressar o cDNA do inibidor
0.53 em células de levedura metilotrofica, Pichia pastoris e avaliar o efeito inibitdrio in
vitro do inibidor recombinante sobre as o-amilases de diferentes insetos-praga de graos de

feijao armazenados para posterior aplicacdo biotecnolégica.

1.1 JUSTIFICATIVA

Segundo a FAO - Organizacgao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagao —
estima-se que a populagdo mundial deverd dobrar até 2040. Desta forma, a producdo de
alimentos e produtos da agricultura deve aumentar proporcionalmente e as principais
alternativas para se elevar a produgdo agricola sdo: i) redugdo da area cultivada
aumentando a produgdo com o avango tecnologico e biotecnologico; ii) melhoria do
ambiente; ii1) melhoramento genético das espécies. No que diz respeito a melhoria do
ambiente, muito ainda pode ser feito, como a utilizacdo da adubacgao, irrigagdo, controle de
pragas ¢ doencas. A expectativa ¢ de que progressos continuardo a ser conquistados nesta
area. Entretanto, em alguns casos, estas melhorias podem resultar em custo adicional para
o agricultor, ou em maior aplicacdo de insumos (fertilizantes, inseticidas, fungicidas)

poluindo o meio ambiente.

O interesse pelo controle biotecnologico de insetos-praga tem crescido
consideravelmente no mundo, em resposta aos problemas encontrados pelo uso dos
agrotoxicos em larga escala na producdo agricola. A biotecnologia ¢ uma éarea da
biociéncia tecnologica que envolve aplicagdes praticas dos organismos biologicos, de seus
componentes celulares para a manufatura e produtos industriais € para o manejo ambiental.

Suas novas ferramentas de manipulacdo e transferéncia génica permitem o



desenvolvimento de plantas e animais modificados com grande diversidade de atributos,

gerando grandes desafios nesta era de globalizagdo (Borém, 2004).

O melhoramento genético de plantas € a alternativa ecologicamente mais equilibrada e
de menor custo para o agricultor. Ao utilizar uma variedade melhorada o agricultor
propicia o aumento da produtividade, aliviando a pressdo pela incorporacao de novas areas
ao sistema produtivo. O melhoramento genético via biotecnologia ¢ uma estratégia
bastante promissora, podendo elevar a produ¢do agricola mundial, reduzindo as perdas na
colheita decorrentes de pragas e doencas e elevando a produtividade das lavouras (Borém
et al., 2004). Os beneficios da biotecnologia com o uso de plantas geneticamente
modificadas ja foram observados pelos agricultores que vém utilizando essa tecnologia
(James, 2004). A introdugdo de genes especificos que conferem resisténcia a insetos-praga
em variedades geneticamente modificadas reduz a necessidade de pulverizagdes com os
agrotoxicos. O uso dessa tecnologia contribui para menor polui¢cao ambiental e a produgao
de alimentos a pregos mais acessiveis para a melhoria da qualidade de vida (James, 2004;

Oliveira et al., 2005; Costa et al., 2005).

Neste contexto, o estudo de proteinas ativas contra insetos economicamente
importantes, como os inibidores de a-amilases, torna-se fundamental, visto que sua
introdugdo em plantas, visando resisténcia constitui uma importante estratégia na

consolidacdo de problemas ambientais e econdmicos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivos gerais:

O objetivo desta dissertagdo foi expressar o gene do inibidor 0.53, oriundo de sementes de
trigo, em levedura metilotrofica P. pastoris, a fim de avaliar sua atividade sobre as a-amilases

de insetos-praga que atacam graos de feijao armazenados.

1.2.2 Objetivos especificos:

e Sub-clonagem do gene 0.53 em vetor de expressdo de P. pastoris, pPICZaA.
e Expressdo do inibidor 0.53 na forma ativa, em P. pastoris.
e Avaliacdo da atividade inibitéria do 0.53 recombinante, sobre as o-amilases de

insetos-praga de graos armazenados: A. obtectus, Z. subfasciatus e C. maculatus.
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e Avaliagdo da atividade inibitoria do 0.53, sobre a-amilase de mamifero, PPA.

1.3 CONTEUDO DA DISSERTACAO

No Capitulo 2, apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre o feijao, citando sua
importancia nutricional, economica e cultural no Brasil e no mundo. Descreve-se a biologia
dos principais insetos-praga que atacam graos de feijdes armazenados. Faz-se, também,
referéncia a importancia do controle destes insetos, tracando as principais estratégias que sao
utilizadas atualmente. Além disso, consta uma revisdo bibliografica sobre as proteinas de
defesa de plantas e a interacdo destas com insetos-praga. Faz-se um relato sobre a importancia
dos inibidores de a-amilase, derivados de vegetais, no controle de bruquideos, assim como o
potencial do gene que codifica o inibidor de a-amilase de trigo 0.53, como estratégia em
plantas transgénicas de feijdo. Ainda, apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre a
expressao heterdloga de proteinas em células de levedura metilotrofica, P. pastoris com um
relato sobre as vantagens da expressao neste sistema comparando-o com outros.

No Capitulo 3, descrevem-se os materiais ¢ a metodologia usados para realizagdo de
todos os experimentos propostos, como: a subclonagem do gene do inibidor 0.53 de sementes
de trigo no vetor de expressao em P. pastoris ¢ avaliagdo da sua atividade inibitoria sobre as
a-amilases de insetos-praga de graos armazenados de feijdo: A. obtectus, Z. subfasciatus, C.
maculatus e sobre, PPA.

No Capitulo 4, descrevem-se os resultados obtidos durante a realizacdo dos
experimentos. Com o intuito de estudar o potencial do uso do inibidor de trigo 0.53 sobre a a-
amilase de insetos-praga que atacam graos armazenados de feijdo, fez-se testes in vitro, onde
os resultados mostrados colocam o inibidor heterdlogo de trigo 0.53, como inibidor em
potencial de a-amilases destes insetos.

No Capitulo 5, faz-se a discussdo dos dados obtidos com os experimentos desta
dissertacdo, onde sdo comparados as vantagens dos sistemas de expressdo de proteinas
heter6logas em P. pastoris x Escherichia coli, bem como a discussdo dos dados relativos a
avaliacdo da atividade inibitéria do inibidor 0.53 sobre as o-amilases de insetos-praga de
graos armazenados: A. obtectus, Z. subfasciatus, C. maculatus e a-amilase de mamifero,
PPA.



No Capitulo 6, apresenta-se a conclusao deste trabalho onde se encontra relatado o que
foi possivel realizar com base nos resultados obtidos durante a realizagdao dos experimentos de
pesquisa.

No Capitulo 7, estdo as perspectivas, onde sdo sugeridas as principais aplicacdes dos

resultados obtidos durante a realizagao desta dissertacao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORIGEM HISTORICA DO FEIJAO

Os feijoes estdo entre os alimentos mais antigos, remontando aos primeiros registros
da historia da humanidade. Eram cultivados no antigo Egito e na Grécia, sendo, também,
cultuados como simbolo da vida. Os antigos romanos usavam extensivamente feijoes nas suas
festas gastronomicas, utilizando-os até mesmo como pagamento de apostas. Foram
encontradas referéncias aos feijoes na Idade do Bronze, na Suiga, e entre os hebraicos, cerca
de 1.000 a.C. As ruinas da antiga Troia revelam evidéncias de que os feijoes eram o prato
favorito dos robustos guerreiros troianos. A maioria dos historiadores atribui a disseminagao
dos feijoes no mundo em decorréncia das guerras, uma vez que esse alimento fazia parte
essencial da dieta dos guerreiros em marcha. Os grandes exploradores ajudaram a difundir o
uso ¢ o cultivo de feijdo para as mais remotas regides do planeta (EMBRAPA CNPAF, 2005).

O género Phaseolus possui cerca de 55 espécies, das quais cinco sdo cultivadas: P.
vulgaris L., Phaseolus. lunatus L., Phaseolus. coccineus L., Phaseolus. acutifolius L. A Gray
var. latifolius Freeman e Phaseolus. polyanthus Greenman L. (Debouck, 1993). Entre estas, o
feijdio comum, P. vulgaris, ¢ o mais importante, por ser a espécie cultivada mais antiga e
também a mais cultivada nos cinco continentes (Vieira et al., 2006).

Atualmente, pesquisas com base em padrdes eletroforéticos de faseolina sugerem a
existéncia de trés centros primarios de diversidade genética, tanto para espécies silvestres
como para cultivadas: (i) o mesoamericano, que se estende desde o sudeste dos Estados
Unidos até o Panamad, tendo como zonas principais o México e a Guatemala; (i1) o Sul dos
Andes, que abrange desde o Norte do Peru até as provincias do Noroeste da Argentina; (iii) o
Norte dos Andes, que abrange desde a Colombia e Venezuela até o Norte do Peru. Além
destes trés centros americanos primarios, podem ser identificados varios outros centros
secundarios em algumas regides da Europa, Asia e Africa, onde foram introduzidos gendtipos

americanos (EMBRAPA CNPAF, 2005).

2.2 IMPORTANCIA DA CULTURA DO FEIJAO NO BRASIL E NO
MUNDO

A cultura do feijao esta distribuida em todos os continentes, sendo o Brasil o principal
produtor e consumidor mundial. O feijao ¢ um alimento bésico para o brasileiro, chegando a

ser um componente obrigatdrio na dieta didria da populagdo. Consumido em quase todo o



pais, ¢ uma das principais fontes protéicas (21%) e energéticas (341 cal/100 g) para a
populagdo (Panorama Rural, 2003; Vieira et al., 2006). A maioria das cultivares utilizadas no
Brasil apresenta de 20% a 25% de proteina, todavia, existem outros com mais de 30% de
proteina, que podem ser utilizadas como genitores em programas de melhoramento, para
desenvolver variedades com maior qualidade nutricional. As proteinas do feijao sdo
conhecidas por serem ricas no aminoacido essencial lisina, porém pobre nos aminoacidos
sulfurados metionina e cisteina, essenciais a0 homem. Os cereais sdo pobres em lisina, mas
ricos em aminoacidos sulfurados, o que torna a tradicional dieta brasileira, arroz com feijao,
complementar em termos de aminodcidos essenciais (EPAGRI, 2005). O Brasil ¢ o maior
consumidor dessa leguminosa, com um consumo per capita, em 2003, de cerca de 16 Kg/ano,

equivalente a 44 g /dia (Vieira et al., 20006).

O Brasil produz em torno de 3,1 milhdes de toneladas em aproximadamente 4 milhdes de
hectares cultivados (Tabela 2.1). Além da relevancia na dieta do brasileiro, o feijao ¢ um dos
produtos agricolas da maior importancia econdmico-social, pela area cultivada e pela mao-de-
obra que emprega durante o ciclo da cultura. Estima-se que a cultura do feijao utiliza cerca de
7 milhdes de homem/dia por ciclo de produgao (Vieira et al., 2006). A leguminosa ¢ cultivada
no Brasil nos mais variados niveis tecnoldgicos e sistemas de produgdo. Os estados brasileiros
que contribuem para maior producdo sao: Parana, Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia e Goias,
que respondem por quase 70% da produgdo do Pais (Panorama Rural, 2003). O feijoeiro
comum ¢ cultivado ao longo do ano, na maioria dos estados brasileiros, proporcionando
constante oferta do produto no mercado, sendo cultivado desde cultura de subsisténcia em
pequenas propriedades, até altamente tecnificadas em cultivos empresariais. A Regido Sul
ocupa lugar de destaque no cenario nacional, respondendo por 37% da producao, seguida da
Regido Sudeste com 31%, Regido Nordeste com 16%, Regido Centro-Oeste com 13% e a

Regido Norte com 3% (EPAGRI, 2005).

Em 2004, cerca de 86% da produ¢@o mundial desta leguminosa ficou restrita a 5 paises:
Brasil, China, India, México e Myanmar. O Brasil contribuiu com 23,6%, o que coloca o pais
como o primeiro produtor mundial de feijio seguido pela India (Tabela 2.1) (EMBRAPA
CNPAF, 2005).



Tabela 2.1 Produgao de feijao nos principais paises produtores no mundo.

Principais Produtores Mundiais

Producdo (milhdo de t)  1990-92  1996-98  2002-04 1‘9’;‘0r/‘9389(a/") 1;’;‘3;‘;(5;2)
Mundo 16,25 16,30 19,11 0,3 17,2
Bl 2,59 2,49 3,14 38 26,0
fndia 3,83 2,99 2.93 21,9 1.8
i 1,03 1,48 2,03 43,0 37,1
Mianmar 0,37 0,99 1,63 171,0 64,4
MiBies 1,13 1,19 1,45 56 21,7
Estados Unidos 1,34 1,33 1,08 -1,2 -18,8
Total 10,29 10,47 12,26 1,7 17,1
Area Cultivada (milhdes ha) 1990-92  1996-98  2002-04 ‘9’;;;3(‘??;’ ;’;‘f)ffj‘;’
Mundo 25,42 25,09 26,87 13 71
India 9,41 8,21 8,63 -12,7 5,1
Brasil 5,09 4,00 4,09 213 2.1
Mlsden 1,79 1,94 1,98 8,0 0,0
Mianmar 0,57 1,34 1,90 136,6 41,4
T 0,86 1,16 1,30 34,8 12,3
Estados Unidos 0,75 0,73 0,58 -1,9 -20,3
Total 18,46 17,38 18,49 5,8 6,4
Rendimento Médio (kg/ha) 1990-92  1996-98  2002-04 ‘9’(*,‘/;;2‘(9?;’ ‘;;‘gffj‘;’
Mundo 639 650 711 1.6 9.4
Estados Unidos 1.792 1.814 1.832 1,2 1,0
China 1.127 1.277 1.564 13,2 22,5
e 641 741 860 15,6 16,1
Brasil 509 626 769 23,0 22,9
MiBies 621 615 731 11,0 18,9
fndia 408 363 337 11,1 7,0
Total 55740 602,30 663,10 8,1 10,1

Fonte: FAO, 2005.



Todavia o Brasil produz mais que a India em uma area plantada menor. Outra
observacao de inegavel importancia ¢ o fato de o Brasil ter reduzido ou praticamente mantido
sua area plantada, porém aumentou sua producdo, o que demonstra o relevante papel da
pesquisa na obtengdo de novas tecnologias que permitam o aumento da produgdo e da
produtividade. Porém esta pesquisa ainda deverd ocorrer com intensidade e incentivo
crescente para que o Brasil possa continuar como maior produtor mundial de feijao
alcangando os mesmos ou maiores patamares que os paises que se colocam a nossa frente em

nivel de rendimento médio de produtividade.

2.3 INSETOS-PRAGA NA CULTURA E EM GRAOS ARMAZENADOS

O feijao ¢ alvo de varios insetos praga e doengas causadas por virus, fungos, bactérias
e os danos causados podem ser observados desde a semeadura até¢ a fase pds-colheita. No
Brasil, as principais pragas que atacam a cultura do feijao sdo as vaquinhas (Diabrotica spp,
Cerotoma spp e Calaspis spp), cigarrinha verde (Empoasca kraemeri), caruncho (Z.
subfasciatus, A. obtectus, C. maculatus), acaro branco (Polyphagatorronemus latus Banks),
mosca branca (Bemisia tabaci). Os bruquideos sdo insetos-praga que se alimentam de graos
de feijado armazenados, afetando tanto a quantidade (perda de peso) como a qualidade dos
graos e sementes, pela presenga de insetos, ovos, dejetos, orificios e o poder germinativo das
sementes. Fatores como a precariedade das instalagdes, alta umidade, sementes danificadas e
manejo inadequado dos grdos armazenados aliada a pequena disponibilidade de inseticidas
registrados para o controle, sdo os principais fatores responsaveis pelo ataque de pragas
(Gallo et al., 2002).

Dos insetos que prejudicam os feijoes armazenados, sobressaem dois coledpteros da
familia Bruchidae popularmente conhecidos como bruquideos, caruncho, gorgulho ou bicho-
do-feijdo: A. obtectus (Say, 1831) e Z. subfasciatus (Bohemann, 1833), que atacam o feijdo

comum, o feijdo de corda e outros graos de leguminosas (Johnson et al., 2004).

2.3.1 Descricao e biologia de A. obtectus (Say, 1831)

O inseto-praga, A. obtectus é considerado a principal espécie de caruncho que infesta
feijdo da América Latina, ocorrendo em regides de clima temperado e subtropical. Apresenta
infestagdo cruzada, ou seja, pode infestar os graos no campo ou durante o armazenamento

(Gallo et al., 1988). Os adultos possuem de 2 a 4 mm de comprimento e tém coloragdo parda
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escura, com pontuacao avermelhada no abdome, pernas e antenas. O ciclo desta praga varia
de 30 a 40 dias, dependendo da temperatura, sendo a longevidade média do adulto de 13 dias.
Na fase adulta ndo se alimenta de graos armazenados (Johnson et al., 1995) (Figura 2.1).

No campo, a fémea introduz os ovos dentro das vagens com graos fisiologicamente
maduros. Durante o armazenamento coloca-os livremente entre os graos. Dos ovos emergem
pequenas larvas que procuram os graos para posteriormente penetrar em seu interior. A
perfuracdo de entrada ¢ praticamente impossivel de ser observada e através dela podem

penetrar uma ou varias larvas (Johnson, 1998).

Figura 2.1 (A) Inseto adulto de A. obtectus; (B) Graos de feijao infestados por A. obtectus. Fonte:
http://claude.schott.free.fr/Bruchidae/Fiches/Acantobtec.html

Quando a larva completa seu desenvolvimento, antes de virar pupa, corta a superficie
do grao sem danificar a cuticula, formando uma janela caracteristica, facilmente visivel nos
graos de cores claras. O adulto empurra a cobertura para sair do grao deixando um orificio de
forma circular. Se a infestagdo ocorre no campo, o adulto ¢ capaz de perfurar as vagens para
emergir. Em um mesmo grao podem se desenvolver varios individuos. Os graos danificados
podem apresentar multiplos orificios. Uma fémea pde em média 63 ovos ao longo de sua vida
que ¢ relativamente curta. Podem existir varias geragcdes em um periodo de 1 ano, devido a

sua capacidade de colocar rapidamente seus ovos (FAO, 2006).
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2.3.2 Descricio e biologia de Z. subfasciatus (Bohemam, 1833)

Nas regides tropicais da América Latina o caruncho-do-feijao, Z. subfasciatus é
considerado a principal praga do feijdo armazenado, sendo também encontrada em regides de
clima temperado ¢ frio (Rossetto, 1966; Decheco et al., 1986). Sua presenca tem sido relatada,
também, em algumas regides da Africa. Além dos grios de feijdo, podem se alimentar de

graos de ervilha, lentilha e soja (FAO, 2006).

Os insetos adultos de Z. subfasciatus apresentam cor castanha escura e medem 1,8 a
2,5 mm de comprimento. As fémeas sdo maiores que os machos e apresentam quatro manchas
brancas no pronoto, enquanto que os machos possuem cor cinza uniforme. Suas antenas sdo

longas e ultrapassam a metade do corpo (figura 2.2 A) (Southgate 1979).

Figura 2.2: (A) Inseto adulto de Z. subfasciatus. (B) Graos de feijao infestados por Z. subfasciatus.
Fonte: http://flyaqis.mov.vic.gov.au/padil/beetles.html e http://www.centreinar.org.br/pragas/bruchidae.html

Os insetos adultos de Z. subfasciatus sdo menores que A. obtectus, porém, ambos
possuem biologia similar. A diferencga entre estas espécies ¢ que a fémea de Z. subfasciatus
adere, fortemente, seus ovos aos graos (Figura 2.2 B). As larvas recém emergidas penetram,
no interior dos grdos e passam por 4 estagios larvais antes de virar pupa. Constroem uma
galeria no interior dos graos e deixam coberta somente pelo pericarpo da semente,
empurrando-o para sair do grdo. Os adultos s@o de vida curta e vivem em média de 10 a 12
dias, ndo se alimentado de graos armazenados nessa fase (Southgate 1979; Credland & Dendy

1992).
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2.3.3 Descricio e biologia de C. maculatus (Fabr., 1775)

Ataca principalmente o feijao caupi, conhecido também como feijao de corda, ervilha
e grio-de-bico (Marangoni, 2002). E provavelmente originario da Africa. Atualmente se
encontra na maioria das regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Considera-se
relativamente recente sua apari¢do na América, existindo relatos de sua presenca no Brasil e

no México (Gallo et al., 2002).

Figura 2.3: (A) Inseto adulto de C. maculatus. (B) Graos de feijao infestados por C. maculatus.
Fonte: http://www.insects.tamu.edu/.../images/b-txt/bimg179.html e
http://www.padil.gov.au/browsePestRegions.aspx?menu=...

Sao insetos geralmente, de 3 a 4,5 mm de comprimento e formato do corpo oval.
Apresenta nos élitros manchas amarronzadas (Figura 2.3 A). A fémea pde seus ovos nos graos
durante o armazenamento € nas vagens ainda no campo, pois possuem infestagdo cruzada. As
larvas penetram imediatamente dentro dos grdos, onde permanecem até chegar a fase adulta
(Figura 2.3 B). Antes de virar pupa, a larva constréi uma galeria no interior da semente
deixando-a coberta somente pelo pericarpo de maneira similar ao A. obtectus. Os adultos sdo
de vida curta e nao se alimentam de graos. Seu ciclo biologico dura aproximadamente 21 dias

podendo variar de acordo com a temperatura (Gallo et al., 2002).

2.3.4 Principais estratégias no controle de bruquideos

A protecao da cultura do feijao contra danos causados pelo ataque de bruquideos ¢ de

suma importancia para a produgdo agricola mundial. Segundo a FAO as perdas causadas por
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insetos chegam a 14% na produc¢do agricola mundial e no Brasil pode chegar até 30%. Nas
regides tropicais e subtropicais, o problema ¢ ainda mais grave, pois o clima favorece o
desenvolvimento dos insetos (Lawrence & Koundal, 2002). Atualmente, a protecdo das
colheitas baseia-se quase que exclusivamente no uso de agroquimicos, embora existam alguns
casos especificos onde o uso de variedades resistentes e o controle bioldgico de pragas, t€ém
sido empregados com sucesso (Ferry et al., 2006). O uso excessivo de pesticidas quimicos
resulta num rapido ganho de resisténcia a tais compostos, podendo afetar os predadores
naturais, favorecendo assim a proliferagdo das pragas, além de elevar o custo de producdo e
causar danos para o ambiente e para a saide humana. Os programas empregados para o
controle de pragas compreendem uma combinagdo de estratégias que incluem o uso de
pesticidas, rotacdo de cultura, de manejo integrado de pragas (MIP) e o uso de variedades
resistentes (Lawrence & Koundal, 2002; James, 2004).

As plantas transgénicas, que expressam genes com atividade inseticida vem
conquistando e consolidando um significativo espago na agricultura mundial, pois
representam uma nova alternativa para o controle de insetos-praga, além de serem
compativeis com o manejo integrado de pragas (Frizzas et al., 2004; Abdeen et al., 2005).

Atualmente vem se estudando a biossintese de regulacdo de compostos quimicos das
plantas, como por exemplo, as proteinas de defesa vegetais (Ferry et al., 2005). Entre essas
proteinas estdo incluidas: enzimas, as lectinas e inibidores de enzimas digestivas, como por
exemplo, os inibidores de a-amilase e proteinase. Desta forma, o uso de proteinas de defesa
vegetal tem sido uma estratégia para obtencao de plantas geneticamente resistentes a insetos-

praga como os bruquideos (Christou et al., 2006).

2.4 PROTEINAS DE DEFESA VEGETAL

Existe um grande numero de estratégias de defesa natural que sdao utilizadas pelas
plantas quando atacadas por patdgenos herbivoros ou quando submetidas a condigdes
ambientais adversas. Estas estratégias conferem as plantas um variado grau de resisténcia e
por muitos anos tem se estudado a biossintese e a regulagdo de compostos quimicos
associados com estas defesas (Bell, 1981). De um modo geral, os mecanismos de defesa das
plantas superiores contra uma variedade de agentes biodticos e abidticos podem ser agrupados
em duas categorias: constitutivos, se sua a¢ao faz-se dentro do programa de desenvolvimento
normal da planta; e induzida quando estdo envolvidas diretamente na resposta a alguma

agressao ou infeccao (Chesin & Zipf, 1990).
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Estudos sobre a biossintese e a regulagdo de compostos quimicos associados as
defesas de plantas vem sendo feitos. Inicialmente, essas substancias quimicas foram
consideradas como compostos secunddrios nas plantas e suas fungdes ndo eram bem
estabelecidas (Franco et al., 2002). Atualmente, sabe-se que essas proteinas de defesa, sdo
compostos encontrados nos diferentes tecidos vegetais, na forma de componentes
constitutivos, fazendo parte do desenvolvimento da planta ou entdo, sendo sintetizados em

resposta ao ataque de pragas e patogenos (Mello & Silva-Filho, 2002).

Existem intimeras proteinas envolvidas com o mecanismos de defesa de plantas,
podendo apresentar agdo direta ou indireta contra pragas. Entre estas podemos citar os
inibidores de proteinases € os inibidores de a-amilases, bem como as quitinases, proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs), arcelinas, vicilinas, leguminas, lectinas, defensinas,
tioninas, proteinas de transferéncia de lipideos (LTPs) (Sales et al., 2000; Carlini & Grossi de
Sa, 2002; Ferry et al., 2005). Além da indugdo destas proteinas de defesa, as plantas ainda
podem se defender de outras maneiras como liberacdo de compostos volateis que atraem
predadores (Birkett et al., 2000), a sintese de metabolitos secundarios (Baldwin, 2001;
Kliebenstein et al., 2001) ¢ o aumento da densidade de estruturas foliares e caulinares como

os tricomas (Fordyce, 2003).

Mesmo com a presenca de fatores de defesa tdo variados, os bruquideos sdo capazes
de infestar as sementes de feijdo armazenado. Estes fatores estdo presentes em alto nivel na
variedade selvagem, mas quando domesticados, perdem ou reduzem a capacidade de
sintetizar esses fatores. Um fato importante € a co-evolugao dos insetos e plantas previamente
estudadas por Ehrlich & Raven (1964), o qual sugere que o acimulo e producao de uma
toxina produzem um estimulo-resposta no predador, fazendo com que haja uma excrecao da
toxina pelo mesmo, capacitando-o a alimentar-se do vegetal. Desta maneira, a adaptagdo da
planta ¢ seguida por uma contra-adaptacio da praga.

Os inibidores de enzima digestiva de insetos-praga (proteinases € o-amilases) vém
recebendo grande atencdo dos pesquisadores, principalmente os inibidores de a-amilases. Por
demonstrarem habilidades especificas para inibir a-amilases, sdo candidatos em potencial
para o controle de insetos-praga por meio da obtencao de plantas geneticamente modificadas

expressando esses inibidores.
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2.5 INIBIDORES DE a-AMILASE

A o-amilase ¢ uma enzima de grande importancia para o metabolismo de muitos
organismos autotroficos e heterotréficos. a-Amilases sdo enzimas monoméricas que catalisam
a hidrolise de ligacdes glicosidicas a-1,4 do amido, glicogénio e outros carboidratos
(MacGregor et al., 2001). Essas enzimas tém um papel importante no metabolismo de
carboidratos em plantas, animais e outros organismos por serem essenciais ao crescimento e
ao desenvolvimento de muitos insetos, especialmente daqueles que vivem em sementes e
graos ricos em amido (Franco et al., 1999). Os organismos heterotroéficos usam a-amilase
primeiramente para digerir amido durante sua alimentacdo. Sabe-se que para a manutengdo do
crescimento em altas taxas, as larvas de muitas espécies de insetos precisam se alimentar
continuamente, necessitando de enzimas digestivas potentes para o processamento adequado
de toda a fonte alimenticia (Purcell et al., 1992).

Os mamiferos e alguns insetos, tais como os bruquideos C. maculatus (Campos et al.,
1989), Z. subfasciatus (Ishimoto et al., 1996) e A. obtectus (Franco, 2000) apresentam
diferentes formas de o-amilases e estas se apresentam em abundancia no trato digestivo
desses animais (Wang et al., 2006). Assim, as a-amilases t€ém se tornado enzimas alvo para o
controle desses insetos-praga (Grossi de Sa & Chrispells, 1997; da Silva et al., 2000; Oliveira-
Neto et al., 2002).

Algumas plantas possuem proteinas com capacidade de inibir enzimas hidroliticas,
que atuam no intestino do inseto inibindo a acdo das hidrolases e a-amilases. Os inibidores de
a-amilase constituem uma importante familia destas proteinas e podem ser encontrados em
cereais como o trigo (Garcia-Maroto et al., 1991, Feng et al., 1996), cevada (Abe et al., 1993)
e centeio (Garcia-Casado et al., 1995) e em leguminosas tais como o feijado comum (Marshall
& Lauda, 1975; Ishimoto et al., 1996; Grossi de Sa et al., 1997) e o feijao-de-corda (Melo et
al., 1999) assim como em outras familias de vegetais (Marshall & Lauda, 1975). Estas
proteinas, com efeito, inseticida devem ser ingeridas para se tornarem efetivas e o sitio alvo
de muita delas ¢ o sistema digestivo do inseto. Sendo assim, os inibidores de o-amilases
funcionam como substratos especificos das a-amilases digestivas dos insetos, formando um
complexo estavel no qual a protedlise ¢ limitada e extremamente lenta (Tiffin & Gaut, 2001).
Isto causa uma deficiéncia de aminoécidos que influencia o crescimento e o desenvolvimento
dos insetos, podendo eventualmente causar a sua morte devido a inibicdo das proteinases
digestivas ou devido a produgdo maci¢a destas enzimas, reduzindo a disponibilidade dos
aminoacidos essenciais para a sintese de outras proteinas (Jongsma & Bolter, 1997;
Pompermayer et al., 2001).
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Os inibidores de a-amilases possuem subunidades o ¢ f que sofrem proteodlise pos-
traducional. Este processo de protedlise ¢ fundamental para que esta molécula protéica
adquira atividade inibitoria (Suzuki et al., 1994; Pueyo et al., 1994). Isto ocorre normalmente
em cotilédones de feijao depois que a proteina foi transportada para os vacuolos (Altabella et
al., 1990). A ativagdo ocorre com a clivagem no sitio carboxil na Asn-77 em P. coccineus
(Kasahara et al., 1996; Young et al., 1999).

Os inibidores o-Al presentes em semente de feijdo, foram extensamente pesquisados
nos ultimos anos, destes podemos citar trés diferentes isoformas: o-All (Le Berre-Anton,
1997; Hoffman & Donaldson, 1985), a-Al2 (Hoffman & Donaldson, 1985; Suzuki et al.,
1994), e 0-AI3 (ou a-AlL)(Finardi-Filho et al., 1996). Presente em altas concentragdes em
sementes de feijao, o a-All inibe a-amilases pancredtica e salivar de mamiferos (Bompard-
Gilles et al., 1996) e de insetos como C. maculatus e C. chinensis, mas nao inibe a-amilase de
Z. subfasciatus. Em contrapartida o inibidor a-Al 2 nfo inibe as trés a-amilases mencionadas
anteriormente, mas inibe especificamente a a-amilase de Z. Subfasciatus (Grossi-de-Sa et al.,
1997).

Segundo Richardson (2001), os inibidores de a-amilase foram classificados de acordo
com sua estrutura terciaria em seis diferentes classes: tipo lectina, knotina, cereal, kunitz, y-
puritionina e taumatina. O inibidor de a-amilases estudando durante este projeto foi o inibidor

0.53 tipo cereal, oriundo de sementes de trigo.

2.5.1 Inibidores de a-amilase tipo cereal

O primeiro inibidor de a-amilase foi descrito no trigo em 1933 (Chrzaszcz & Janicki,
1934). O proximo relato, ocorrido somente em 1943, determinou a natureza protéica e
solubilidade dos inibidores de o-amilase de trigo, centeio e determinadas variedades de
cevada (Kneen e Sandstede, 1943).

Entre os inibidores de a-amilases mais estudados estdo os inibidores encontrados em
trigo, 0.19, 0.53 ¢ 0.28, nomeados de acordo com sua mobilidade eletroforética (Oda et al.,
1997).

Os inibidores protéicos de a-amilases sao muito abundantes no trigo e representam
uma fragdo substancial das albuminas e globulinas (Feng et al., 1996). Em sementes de cereal,
os inibidores de a-amilases possuem de 120 a 130 aminoacidos, assim como os inibidores de
tripsina e fazem parte de uma grande familia protéica, baseado na homologia da seqiiéncia de

aminoacidos (Strobl et al, 1995). Geralmente estes inibidores possuem um residuo de 10
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cisteinas e cinco pontes dissulfeto (Oda et al., 1997). O inibidor dimérico 0.19 (24kDa)
mostrou-se ativo contra varias o-amilase de insetos, incluindo Tenebrio molitor, Sitophilus
oryzae e Tribolium castaneum (Feng et al., 1996), A. obtectus e Z. subfaciatus (Franco et al.,
2001). A familia deste inibidor ¢ bastante caracterizada por meio de estudos de analises de
cristalografia por raios-X. A relagdo entre sua estrutura e fungdo ¢ bem conhecida no controle
de diabetes, controle nutricional e toxicologico em rela¢do a alimentagdo (Oda et al., 1997).
Os diferentes inibidores de o-amilases encontrados no trigo apresentam diferentes
especificidades contra as o-amilases de varios organismos como a o-amilase de pancreas de
porco (PPA), a a-amilase de saliva humana (HSA) e a-amilases de insetos. Estes inibidores
estao classificados em trés familias de iso-inibidores, com pesos moleculares aparentes de 60,
24 ¢ 12 kDa (Deponte et al.,1976) e encontram-se codificados em uma cadeia multigénica
dispersa em alguns cromossomos do genoma do trigo (Barber et al., 1986, Sanches-Monge et
al., 1986, 1989). Pode ser observado por analise filogenética, que os inibidores diméricos de
a-amilase, sdo derivados de um gene ancestral comum (Wang, 2005), com base em suas
caracteristicas, o que pode ser uma explicagdo para a grande homologia encontrada entre
estes. Wang e colaboradores (2006), fizeram a caracterizacdo molecular dos genes dos
inibidores diméricos de a-amilase 0.53 e 0.19 e utilizando oligonucleotideos especificos
fizeram a localizacdo destes nos cromossomos 3BS e 3DS, de trigo, especificamente. A
analise de seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos mostrou um nivel de 95% de identidade
de seqiiéncia de aminoacidos, entre 12 deferentes inibidores do trigo (Wang et al., 2006). Os
oligonucleotideos genomicos alelos-especificos, amplificaram inibidores de o-amilases em
15 diferentes acessos de trigo. Estes resultados indicam, que os inibidores 24 kDa diméricos
de a-amilases do trigo sdo codificados por uma familia multigénica (Wang, 2005; Wang et
al., 2006).

Ja foi estabelecido que existem multiplas formas da proteina ativa da a-amilase
endogena e exdgena de trigo, bem como a atividade de inibidores diméricos de a-amilase

contra varios organismos (Deponte et al.,1976; Da Silva et al., 2000; Franco et al., 2000).

Franco e colaboradores (2001) purificaram e caracterizaram a especificidade de dois
inibidores de sementes de trigo (T. aestivum), denominados 0.19 ¢ 0.53. Estes inibidores,
quando testados in vitro, apresentaram diferentes atividades inibitérias contra PPA (o-
amilase Pancreatica de Porco) e as a-amilases dos insetos A. obtectus, Z. subfasciatus e C.
maculatus. O inibidor 0.19 apresentou atividade contra todas as o-amilases testadas,
enquanto que o inibidor 0.53 so apresentou preferencialmente atividade contra as a-

amilases dos bruquideos A. obtectus, Z. subfasciatus e C. maculatus, e pouca atividade
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contra PPA. Isto caracterizou o inibidor 0.53 como promissor para inibir a-amilases de
bruquideos. Com relagdo as especificidades, foi a primeira vez que se observou uma
diferenga funcional (relacionado a PPA) entre os inibidores 0.19 e 0.53. Outro importante
resultado dessa pesquisa foi a demonstracao da atividade inibitoria dos inibidores 0.19 e
0.53 contra a-amilases do A. obtectus. Esta foi também a primeira vez que um inibidor de
a-amilase apresentou-se ativo contra as a-amilases deste importante inseto-praga de graos
armazenados de feijdo. Devido a maior especificidade do inibidor 0.53 sobre as a-amilases
dos bruquideos em relacdo a PPA, este inibidor apresentou melhor potencial para uso

biotecnoldgico.

Os primeiros relatos de plantas transgénicas utilizando inibidores de a-amilases dizem
respeito a Ishimoto & Kitamura (1989) que demonstraram o efeito deste mesmo inibidor em
plantas de feijdo azuki completamente resistente ao caruncho C. maculatus. Chrispeels,
(1996), produziu ervilhas transgénicas expressando o gene a-All em niveis suficientes para
tornar as sementes resistentes aos bruquideos C. maculatus, C. chinensis e B. pisorium.
Morton e colaboradores (2001), mostraram que ervilhas transgénicas expressando o a-Al 2
mostraram-se menos protegidas ao ataque de caruncho que as ervilhas que possuem o a-Al.
Recentemente, Pereira e colaboradores (2006), mostraram que o inibidor de a-amilase o-
AIPC, isolado de P. coccineus e expresso em tabaco foi ativo contra o-amilase de
Hypothenemus hampei, um inseto-praga que ataca graos de café. Esses relatos sugerem que a
transferéncia de inibidores de o-amilases para plantas pode ser uma boa estratégia para a
obtencao de cultivares resistentes.

A industria biotecnoldgica tem procurado desenvolver processos de produgdo de
proteinas e de outros produtos, em larga escala e de forma eficiente, para produzir plantas
resistentes a insetos-praga. Para este fim, os microrganismos sdo “fabricas” de primeira
escolha. Recentemente tem-se desenvolvido estudos com P. pastoris por esta apresentar um
bom rendimento na sintese de proteinas heterdlogas. O carater ndo patogénico do
microrganismo ¢ um factor primordial na eleicdo da espécie a ser utilizada. Porém, a escolha
tem que levar em conta também o gene que se pretende clonar (freqii€ncia dos cddons
utilizados) e a proteina a produzir (processamento proteolitico, glicosilagdo, massa
molecular). Sdo também importantes as caracteristicas fisiologicas do microrganismo, tais
como: taxa de crescimento, fontes de carbono, energia e a capacidade de secretar proteina
heterdloga. Visando a produgdo de proteinas recombinantes em quantidades suficientes para
realizagao dos ensaios propostos, optou-se pela expressao do inibidor 0.53 em células de P.

pastoris.
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2.6 EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS EM P. pastoris

Durante os ultimos 15 anos a levedura metilotrofica P. pastoris tem se tornado um
sistema altamente eficaz na produ¢do de varias proteinas heterdlogas. Os principais fatores
relacionados ao aumento da popularidade deste sistema sdo: (i) a simplicidade das técnicas
necessarias para sua manipulagdo genética; (ii) a habilidade de P. pastoris de produzir
proteinas heterdlogas em altos niveis; (iii) a capacidade de fazer muitas modificagdes pds-
traducionais; (iv) a viabilidade do sistema de expressdo como Kit comercialmente disponivel
(Hollenberg, 1997).

Leveduras metilotréficas, por defini¢do, sdo capazes de utilizar metanol como unica
fonte de carbono. Os altos niveis de expressdao de P. pastoris estdo relacionados ao forte
promotor usado para transcrever genes heterdlogos, o qual é derivado do gene da alcool
oxidase 1 (AOX1) de P. pastoris. Esse promotor é regulado por metanol, um indutor
relativamente barato. Em P. pastoris existem dois genes que codificam para a alcool oxidase,
AOX1 e AOX2. Embora as proteinas AOX1 e AOX2 possuam 97% de identidade de seqiiéncia
e atividade enzimatica equivalente, mais de 95% da atividade de alcool oxidase ¢ atribuida a
AOX1. Isso ocorre, pois o promotor AOX1 ¢ mais forte e os altos niveis de expressdo para
transcrever genes heterdlogos em P. pastoris estdo relacionados a ele. Apos a adigdo de
metanol, transcritos do gene AOX1 sdo rapidamente induzidos a altos niveis, perfazendo 5%
do RNA poliA” total (Cregg & Madden, 1988). A proteina AOX1 é superexpressa e chega a
30% das proteinas totais intracelulares. O mecanismo de ativacdo do gene AOX1 envolve
tanto a inducao do seu promotor por metanol quanto a desrepressao pela auséncia de outras
fontes de carbono (Tschopp et al, 1987).

Na presenca de metanol como unica fonte de carbono, a via inicia com a oxidagdo do
metanol para formar formaldeido e perdxido de hidrogénio reacdo catalisada pela enzima
AOX. A enzima estd presente dentro de uma organela chamada peroxissomo junto com a
catalase, que degrada o perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Cregg, 1999). A AOX ¢
codificada por dois genes, AOX1 e AOX2 , devido a necessidade de gerar altas concentragdes
dessa enzima para compensar a baixa afinidade que a mesma tem pelo oxigénio (Cregg et al.
1989). A expressao do gene AOX1 ¢ fortemente controlada transcricionalmente em duas
etapas: primeiro, através de um processo de repressdo/desrepressdo e, em seguida, por um

mecanismo de indugdo, tendo como repressor a glicose e indutor o metanol.
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Uma das desvantagens deste sistema de expressao ¢ a protedlise de peptideos
secretados. Entretanto, algumas solugdes para este problema tém sido relatadas, como por
exemplo, a utilizacdo de linhagens deficientes em proteases (Romanos, 1995).

Varias linhagens proteases deficientes tém se mostrado eficaz na reducdo da
degradacao de proteinas heterdlogas. As linhagens mais comuns siao: SMDI1163
(his4,pep4,prbl), SMD1165 (his4, prbl), SMD1168 (his4, pep4). O gene PEP4 ¢ responsavel
pela expressdo da proteinase A, uma importante protease responsdvel pela ativacdo de
proteases vacuolares, como a carboxipeptidase Y e a proteinase B. Contudo, a viabilidade
destas linhagens é comprometida, apresentando um crescimento mais lento e ainda mais
dificil de serem transformadas em relagdo as linhagens selvagens (Cregg, 1993). Linhagens
como as KM71 (his4, aox1:ARG;arg4), GS115 (his4) e SMD1168 (his4, pep4) ndo possuem
o gene que codifica histidina desidrogenase (his4). Os transformantes sdo selecionados pela
habilidade de crescimento em meio sem histidina.

Existem muitos vetores comerciais que podem ser usados para expressar proteinas em
P. pastoris. Os vetores de expressdo em P. pastoris sdo geralmente do tipo integrativos. Esses
vetores possuem um cassete de expressdo formado pelo promotor e pela regido terminadora
de transcri¢do do gene AOX1, além de uma marca de selegdo, sendo a mais utilizada o gene
histidinol desidrogenase (HIS4). A primeira geracdo de vetores de expressdo em P. pastoris,
foram o pPIC9 (Invitrogen), que possui como sinal de secre¢@o o peptideo sinal do fator a de
S. cerevisiae (Torres e Moraes, 2000), e o pHIL-D2. Estes possuem o gene funcional da
histidina desidrogenase (his4) e resisténcia a kanamicina. Possuem 9.3 a 9.0 kb
respectivamente. Apresentam dificuldades para clonagens in vitro (Sears et al., 1998), em
virtude do tamanho do vetor e também resultam em transformantes com baixa estabilidade
genética (Romanos et al., 1992).

Atualmente os vetores que vém sendo mais utilizados para expressdao em P. pastoris
sdo os pPICZa, que possuem sele¢do por zeocina € que possuem como sinal de secre¢do o
peptideo sinal do fator a, além de possuir o promotor AOX1 e regido terminadora de
transcri¢ao do gene AOXL1. Outra grande vantagem ¢ o tamanho desses vetores que variam de
3.3 a3.6 kb (Vassileva et al., 2001).

A recombinacdo homologa para a integracdo dos plasmidios pode ocorrer no locus
his4 ou no locus AOX1. Quando a recombinagdo ocorre no locus AOX1 através de um duplo
crossover entre regides do vetor e do genoma, e regido codificadora AOX1 é completamente
removida (veja-se Figura 2.4). O fenétipo resultante Mut® (Methanol utilization slow) ¢

causado pela perda de atividade de alcool oxidase codificada pelo gene AOX1, restando
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apenas o AOX2. Isto resulta num fenotipo de crescimento lento em meio com metanol.
Quando a recombina¢do homoéloga ocorre através de um crossover simples, levando a
inser¢do génica no lécus his4 ou no lécus AOX1, o fendtipo resultante ¢ Mut™ (Methanol
utilization plus). Este fendtipo se refere a habilidade de metabolizar metanol como tnica fonte
de carbono comparavel as linhagens selvagens (veja-se Figura 2.5). Algumas proteinas

expressam melhor em um tipo de fen6tipo do que em outro (Mut® ou Mut™).

oz
X

Plasmideo Linearizado

5 AOX1 TT 3 Genoma Pichia (his4)
g Plasmideo integrado
_m_ SENEORIEISSE 1T oo HIS4 23" A0XT NN genoma

Figura 2.4 Substituicdo génica por duplo crossover no AOX1 em P.pastoris. A figura acima mostra a
substitui¢do génica no locus AOX1. Numa cepa his4 como a SMD1168, a substitui¢do génica (inser¢ao
omega) ¢ originada de um duplo crossover, do promotor AOX1 e da regido 3’AOX1, entre o vetor e do
genoma. Isto resulta numa remogao completa da regido codificadora do AOX1 gendmico. O fenotipo
resultante ¢ His” Mut®. Os transformantes His" podem ser facilmente localizados pelo seu fenétipo e o
Mut® serve como indicador da integragio via substitui¢do do locus AOX1. O resultado deste tipo de
substituigio génica ¢ a perda do locus AOX1 (Mut®) e o ganho de um cassete de expressio contendo
PAOX1, o gene de interesse e HIS4. (adaptado do Manual do Kit de expressdo em Pichia, Invitrogen,
2002)

Em relagdo com outras leveduras utilizadas para a expressdo de genes, como
Sccharomyces cerevisiae, P. pastoris tem a vantagem de ndo realizar a hiperglicosilagdo da
proteina secretada, fato que poderia tornar a proteina imunogénica em humanos e/ou interferir
no enovelamento da proteina tornando-a inata biologicamente (Cregg, 1999). Tanto S.
cerevisiae quanto P. pastoris apresentam padrdes de glicosilagdo do tipo manose N-ligada.
Porém, em S. cerevisiae, as proteinas costumam apresentar mais de 50 residuos de manose,
caracterizando assim a condi¢do de hiperglicosilagdo. Em P. pastoris, a N-glicosilagdo se
inicia no reticulo endoplasmatico (ER) com a transferéncia da unidade de oligossacarideo
lipideo ligada, GlcsManGle (Gle, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina) para asparagina na
seqiiéncia de reconhecimento Asn-X-Ser/Thr. Além disso, esta levedura ndo ¢ capaz de

realizar glicosilagdes terminais do tipo al,3 (Cregg, 1999). Ha evidencias que este tipo de
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ligacdo seja responsavel pela hiper-antigenicidade apresentado por algumas proteinas
expressas em S. cerevisiae (Cregg, 1993).

A expressao heterologa em P. pastoris pode ser feita de forma intracelular ou via
secre¢do. A vantagem da segunda é que P. pastoris secreta proteinas nativas em niveis baixos,
facilitando, portanto a posterior purificacgao.

A maior vantagem do sistema de levedura, frente ao bacteriano, ¢ o potencial que as
leveduras tém de fazer modificagdes pds-traducionais, tipicamente associadas com eucariotos
superiores, tais como processamento de peptideo sinal, formacdo de pontes dissulfeto, adi¢ao

de lipideos e glicosilagdes O- ¢ N- ligadas (Cregg, 1993).

il 8
et e
—Q{‘\b@&\@:@h Genoma Pichia (hisd)
hisd. ¥

* mutacdo

Q_“ GENe ORINIEIESE 5' Pacxs gan 3 AOXT AR
HIS4 his4. L

His* His"

Figura 2.5 Inser¢do génica por simples crossover do HIS4 em P.pastoris: A figura acima mostra o
resultado da inser¢cdo de um plasmideo entre copias duplicadas dos genes HIS4/his4, uma ainda
mutante e outra selvagem. Tanto na cepa SMDI1168 (Mut") quanto KM71 (Mut®), os eventos de
insercdo génica no locus his4 resultam do simples crossover entre o locus his4 no cromossomo e do
gene HIS4 do vetor. Isto culmina na inser¢do de uma ou mais copias do vetor no locus his4. Desde que
o genoma AOX1 ou o loci aox::ARG4 nao estejam envolvidos neste evento de recombinacdo, o
fenotipo de cada transformante His" sera o mesmo fendtipo Mut da cepa original. Com a linearizagdo
do vetor recombinante pelo sitio de restri¢do enzimatica localizado no gene HIS4, Mut” ou Mut®
recombinantes podem ser convenientemente gerados dependendo da cepa hospedeira utilizada
(adaptado do Manual do Kit de expressdo em Pichia, Invitrogen, 2002 ).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho, o inibidor 0.53 foi expresso em células de P. pastoris, linhagem
GS115. O vetor de expressao utilizado foi o pPICZa-A da Invitrogen™.

Dentre os elementos constituintes mais importantes deste plasmideo, destacam-se: o
tamanho (3593 pb), o promotor AOX1 que dirige a transcricao do gene de interesse, o sinal de
secre¢do fator-o. que dirige a secreg¢do da proteina expressa para o sobrenadante, codificagao
de seis histidinas, o gene de selecdo por Zeocina e o fragmento 3'AOX1 de terminacdo da

transcri¢ao (Figura 3.1).

Origem de Replicagdo puC / Promotor AOX1

Terminador CYC 1

Zeocina fator-a

pFSP-pPICZ0A-0.53

Promotor EM7 3908 bp

0.53
Promotor TF1

Epitopo C-MYC

Terminador AOX1 Histidina 6X

Figura 3.1 Representacdo esquematica do vetor pFSP-pPICZaA-0.53, utilizado para a expressdo do
gene do Inibidor 0.53 de trigo, em Pichia pastoris. O gene do inibidor 0.53 foi inserido entre os sitios
de EcoRI e Xbal do multiplo sitio de clonagem vetor pPICZaA.

3.2 MATERIAIS

3.2.1 Linhagen bacteriana

Para a realizacdo deste trabalho utilizou-se a seguinte linhagem de E. coli:
e XL1-Blue

Utilizou-se esta linhagem basicamente para a amplificagdao de plasmideos.
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3.2.2 Linhagem de levedura

¢ Pichia pastoris GS115
Utilizou-se esta linhagem de P. pastoris para a expressdo do inibidor de a-amilase

0.53.

3.2.3 Plasmideos utilizados

Os plasmideos utilizados para a realizacao deste trabalho foram:

pFSP-pGEMTeasy-0.53 — Utilizou-se para amplificacdo do 0.53 por PCR, com os
oligonucleotideos 5’ECAAS3F CCGAATCCATGTCCGGCCCATGGATGTGCT e
3’XBAAS3R  GGCTCTAGAGCTTCTGGGTGAGCGGCCAC contendo sitio de

EcoRI e XBAI, respectivamente.
pPICZaA — Utilizou-se para subclonagem do gene.

pFSP-pPICZaA-0.53 — Utilizou-se para expressar o inibidor 0.53 em P. pastoris.

3.2.4 Oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram desenhados a partir da seqiiéncia 5’ e 3’ do inibidor 0.53.
Estes foram sintetizados pela Invitrogen® e dissolvidos em agua Milli-Q para concentragao
estoque de 500uM. A tabela 6.1, mostra a seqiiéncia de cada um dos oligonucleotideos. Estes
oligonucleotideos foram utilizados para a subclonagem e amplificagdo por PCR do Inibidor

0.53.

atgtccggcccatggatgtgctatccggggcaggcectcccaggtgeccgegetecctggce
M S 6 P WWMCY P GQASQV P A L P G
tgtcgtccattgctgaagctccagtgcaatggcagccaggtgecccgaggcetgtectaagg
C R P L L KL QCNIGSOQV P E AV LR
gactgctgccagcagctcgccgatatcagtgagtggtgcaggtgcggggccctctacagce
b ¢ CQ QL A DI S EWTZCWIRZ CGA AL Y S
atgttggatagcatgtataaggagcatggcgtgtcggagggacaggcggggacaggcgca
M L D S MY K EHGV S E G QAG T G A
ttcccaagctgcecggagggaggtggtgaagctgacggcggcgagcatcacggeggtetge
F P S CWRIREVV KLTAAS T TAWVLC
aggctacccatcgtcgttgatgcgtccggagatggagcgtatgtctgcaaggatgtggcc
R L P I VVDASSGUDGAY V CK D VA
gcctacccagacgcc

A Y P D A

Figura 3.2 Seqiiéncia génica e a tradu¢do do cDNA do inibidor 0.53 com a seqiiéncia destacada
referente aos oligonucleotideos ECAAS53F e XBAAS3R. Acesso DQ534754 depositada no banco de
dados NCBI.
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Tabela 3.1 Oligonucleotideos utilizados

Denominacao Utilizacao Seqiiéncia (5°—> 3)
5°AOX PCR GACTGGTTCCAATTGACAAGC
3'AOX PCR GCAAATGGCATTCTGACATCC

S’ECAAS3F Subclonagem/PCR CCGAATCCATGTCCGGCCCATGGATGTGCT
3’XBAAS3R Subclonagem/PCR GGCTCTAGAGCTTCTGGGTGAGCGGCCAC

3.2.5 Meios de cultura

3.2.5.1 Meio de cultura para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)

pH ajustado para 7,0

Meio LB égar
Meio LB adicionado de agar bacteriologico a 1,4% (p/v)

3.2.5.2 Meios de cultura para leveduras

Meio YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Meio YPDS (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)

Extrato de levedura 1% (p/v)
Peptona 2% (p/v)
Glicose 2% (p/v)

Uma solugdo contendo glicose e outra contendo extrato de levedura e peptona foi
autoclavada a 120°C por 20 minutos. No momento da utilizagdo foram misturados para as
concentragdes acima relacionadas. Autoclavou-se agar 2 % (meio sélido) por 20 minutos.

Adicionou-se as solugdes estoque ao meio, ainda quente, e distribuida em placas.
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BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium)

2YP 50%

Fosfato de Potassio, pH 6,0 100 mM
YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4x10™% (p/v)
Glicerol 1% (v/v)

BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)

2YP 50%

Fosfato de potassio, pH 6,0 100 mM
YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4x10°% (p/v)
L-Arginina 200 mM
Casaminoacidos 2%

EDTA 5mM
Metanol 0,5% (v/v)

Para preparo dos meios BMGY e BMMY, uma solugdo de extrato de levedura e
peptona de caseina foi autoclavada separadamente e foram adicionados os demais reagentes
previamente esterilizados por filtracdio (YNB, Biotina, EDTA e metanol), ou por
autoclavagem (glicerol e tampao fosfato de potassio), adicionando adgua estéril para completar

o volume.

3.2.5.2.1 Solugoes estoque para meio de cultura de P. pastoris
YNB (Yeast Nitrogen Base) - Solucao estoque de 10X
YNB (s/ aminoacidos e s/ sulfato de amonio) 3,4% (p/v)

Sulfato de amo6nio 10% (p/v)
Esterilizada por filtracdo. Estocar a 4 °C.

Fosfato de potassio 1 M, pH 6,0
K,HPO4 132 mM

Esterilizada em autoclave e estocada a temperatura ambiente.

Biotina - Solu¢ado estoque 500 X
Biotina 0,02% (p/v)

Esta solucdo foi esterilizada por filtragdo em membrana microbioldgica com poros de

0,22 um e estocada a 4 °C.
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Glicerol — Solugao estoque 10X

Glicerol 10% (v/v)
Esta solucdo foi autoclavada a 120° C por 20 minutos.

Metanol (Merk) 100%

3.2.6 Solucdes estoques de inibidores de proteases

PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride) 0,1M
Dissolvido em isopropanol e estocado a temperatura ambiente por até 1 ano
Inibidor de serino e tiol proteases como: quimiotripsina, trombina, papaina.
EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) 0,5M
Dissolvido em dgua em pH 8-9 estocada a 4°C por até 6 meses

Inibidor de metaloproteases

3.2.7 Solucoes e tampaoes de uso generalizado

Clorofil
Cloroféormio 24 v
Alcool Isoamilico 1v

Equilibrado com 0,25v de tampao TE

3.2.8 Solucoes para extracio de DNA plasmidial

Soluciao I

Tris-HCI pH 8,0 25mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Glicose 50 mM
Solucao II

NaOH 0,2M
SDS 1,0% (p/v)
Solucao III

Acetato de potéssio 3iM
Acido Acético 2M

pH ajustado para 4,8 - 5,0

RNAse A
RNAse A 10 mg/ml
Acetato de sodio pH 4,8 50 mM

Fervida em banho-maria por 20 minutos.
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3.2.9 Tampoes de endonucleases de restricao

T4 DNA Ligase
Tris-HCl - pH 7.6
KCl

DTT

EDTA

Glicerol

Tampao de Ligacao Rapida 2X — T4 DNA Ligase
Tris- HC1 pH 7,8

MgCIZ

DTT

ATP

PEG

Taq DNA polimerase pHT

Tampao IB da Taq DNA polimerase 10X — pHT
Tris-HCI (pH 7,6)
Mng
DTT
BSA

NEB 1

Bis-Tris-propano-HCI pH 7,0
MgCIZ

DTT

NEB 2
Tris-HCI pH 7,9
MgC12

DTT

3.2.10 Endonucleases de restriciao

EcoRI (Promega)
Xbal (Invitrogen)
Sacl (Gibco)

3.2.11 Antibioticos

Solucao estoque:
Ampicilina
Zeocina
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10 mM
50 mM
1 mM
0,1 mM
50%

60 mM
20 mM
20 mM
2 mM
10%

5U0/ul

660 mM
100 mM
100 mM
2 mg/ml

10 mM
10 mM
1 mM

10 mM
10 mM
1 mM

15 U/ul
10 U/ul
10 U/ul

100 mg/ml
100 mg/ml



Estas solugdes foram preparadas em agua milli-Q, esterelizadas em filtro Milipore

0,22 um e estocadas a -20°C.

3.2.12 Solucoes para cromatografia

Solucio A

Acido trifluoracético (TFA) 0,1%
TFA 0,1%

g.s.p. 1000 ml de H,O destilada
Soluciao B

Acetonitrila

Acetonitrila

TFA 0,1%

3.2.13 Solucoes de uso geral

dNTP’s

BSA

IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo)
X-GAL

1 ml

100%
1 ml

10 mM
10 X
1M
1M

A solugao de IPTG foi esterilizada utilizando filtro Milipore 0,2 um e estocada a -20°C.

3.2.14 Solucdes para eletroforese em gel de agarose e de poliacrilamida

Tampao de Corrida para Gel de Agarose (TEB) 10X

Trizma base
Acido bérico
EDTA

pH 8,0

Solu¢ao de Brometo de etidio 20.000X

Brometo de etidio

Tampao de Corrida para SDS-PAGE

Trizma base
Glicina
SDS

pH 8,3

Tampao de Amostra 2X para SDS-PAGE

Tris-HCI pH 6,8
SDS

Glicerol
3-mercaptoetanol
Azul de bromofenol

0,89 M
0,89 M
0,02 M

10 mg/ml

125 mM
960 mM
0,5% (p/v)

62,5 mM
5% (p/v)
25% (v/v)
5% (v/v)
0,01% (p/v)



Gel Concentrador SDS-PAGE

Solucdo Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 4% (p/v)
Tris-HCI pH 6,8 125 mM
SDS 0,1% (p/v)
Gel Separador SDS-PAGE

Solucdo Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 15 % (p/v)
Tris-HCI pH 8,8 400 mM
SDS 0,1% (p/v)

Solucido Corante para Gel SDS-PAGE

Metanol 40% (v/v)
Acido Acético 10% (v/v)
Comassie Briliant Blue (R-250) 1% (p/v)

Solucio Descorante para Gel SDS-PAGE

Metanol 40% (v/v)
Acido Acético 10% (v/v)
Solucio de nitrato com prata

Nitrato de prata 200 mg
Formaldeido 74 ul

q.s.q 100 ml de H,O destilada

Solucio de tiossulfato de sédio
Tiossulfato de sodio 20 mg
g.s.q 100 ml de H20 destilada

Solucio reveladora para o coramento com prata

Carbonato de sodio 6¢g
Formaldeido 50 ul
Tiossulfato de sodio 2 ml

q.s.q 100 ml de H20O destilada

3.2.15 Marcadores de massa molecular
3.2.15.1 Marcadores de massa molecular (MM) para proteinas e DNA

e Marcador de massa molecular — BenchMark Prestained Protein Ladder
(Gibco)
Composto por proteinas com as seguintes massas moleculares:

14 a 200 kDa
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e Marcador 1 kb DNA Ladder — Invitrogen Life Technologies
Composto por DNA com os seguintes pares de base:

100 a 12.000 pb

3.2.16 Material biologico

Insetos — Larvas de A. obtectus, Z. subfasciatus foram obtidas da cole¢do existente no
LIMPP — Laboratério de Interagcdo Molecular Planta Praga da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia. Larvas de C. maculatus foram obtidas da colegdo de
insetos do laboratorio de bioquimica do curso de pos—graduacdo da Universidade
Catolica de Brasilia.

3.2.17 Solucdes e tampdes para ensaio enzimatico
Enzima PPA

o-Amilase pancreatica de porco — Sigma (St. Louis, MO)
Enzima utilizada nos ensaios de deteccao enzimatica e de inibi¢ao

Tampao Succinato pH 4.5

CaCl2 200 mM
Nacl 200 mM
Acido Succinico

Aferir o pH com HCL.

Tampao Tris-HCL pH 7.2 0.1M

Solucio estoque de Iodo

I 0.55%
Kl (Iodeto de Potacio) 5%
q.s.p 100 ml

Solucio de Trabalho de Iodo

Solugao estoque 10 ml
HCL 1M 50 ml
g.s.p 1000 ml

Solucio estoque de amido
Amido 0,25%
H,0 ou tampao

Aquecer lentamente e sob agitagdo o amido, até que se dissolva completamente,

tornando-se uma soluc¢ao transliucida. Nao deixar ferver.
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3.3 METODOS

3.3.1 Preparacio de DNA plasmidial em pequena escala (adaptado de
Sambrook et al., 1989)

1.

Coletavam-se 3,0 ml de células de Escherichia coli transformadas com o plasmideo de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (100 pg/ml) durante 16 horas a 37°C, por meio de 2
centrifugacdes a 5000 rpm em microtubos, sendo o sobrenadante desprezado a cada
centrifugagdo.

Ressuspendia-se o sedimento em 300ul de solug@o I com 200pg/ml de RNAse A.
Adicionavam-se 300ul de solugdo II. As amostras eram homogeneizadas por inversao dos
tubos varias vezes. Em seguida incubava-se no gelo por 10 min.

Adicionavam-se 300ul de solucgdo III, e procedia-se a nova homogeneizagdo por inversao
dos tubos. As amostras eram entdo reincubadas no gelo por mais 20 min.
Centrifugavam-se as amostras a 12.000 rpm, por 30 min, a 4°C em centrifugas tipo
eppendorf.

Coletava-se o sobrenadante, e extraiam-se as proteinas da fase aquosa com 1 v de clorofil.
Repetia-se este processo por duas vezes.

A ultima fase aquosa adicionavam-se 2 v de etanol 100% (v/v) e as amostras eram
incubadas a -20°C por pelo menos 1 hora.

Centrifugava-se a 12.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C.

Adicionavam-se 300ul de etanol 70% (v/v) sem ressuspender o sedimento e procedia-se

imediatamente a nova centrifuga¢do a 12.000 rpm, por 10 min a 4°C.

10. Apds secagem o sedimento era ressuspendido em 25ul de agua Milli-Q.

3.3.2 Amplifica¢io e subclonagem do inibidor 0.53

3.3.2.1 Amplificagdo do Inibidor 0.53 por PCR, Clonado no Vetor pFSB-
pGEM Teasy-0.53

Para a amplificagdo do inibidor de a-amilase 0.53, foi utilizada a técnica de PCR nas

seguintes condi¢des:

Solu¢des em volume final de 25pl: (concentracdes finais)
e dNTP’s 200 nM, oligonucleotideo ECAAS53F 200 nM, oligonucleotideo XBAAS53R

200 nM, Taq DNA polimerase (pht), 2,5 U, Tampao 1 x (pht) e 25ng/ul de DNA

plasmidial do vetor.
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Programa de PCR (Termociclador Eppendorf):

1-94°C 00:01:00
2-94°C 00:30:00
3 -55°C 00:30:00
4 -72°C 00:01:00
5 — Volta-se ao niumero 2 - 30 ciclos
6 —72°C 00:05:00

3.3.3 Analise de DNA em gel de agarose (Laemmli, 1970).

A agarose foi preparada na concentragdo de 1% em tampao TEB 1 X e continha
0,5ug/ml de brometo de etideo. As amostras de DNA em tampao de amostra para gel de
agarose foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampao TEB 1 X, como
descrito por Sambrook et al., 1989. Para a visualizagcdo do DNA incidia-se luz ultra-violeta no

gel utilizando-se um transluminador ou sistema de foto documentacao.

3.3.4 Digestio do DNA com endonucleases de restricao

As digestdes dos plasmideos com enzimas de restricdo eram realizadas conforme
instrugdes dos fabricantes. O tempo de incubagdo, as concentragcdes de DNA e enzima variam
de acordo com o material a ser digerido e a eficacia da enzima. Em geral, foram utilizadas 5-

10 unidades de enzima para cada 1 pg de DNA, incubados por 2-4 horas.

3.3.5 Eluicao de fragmentos de DNA

Os fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose € a banda correspondente ao fragmento de aproximadamente 400 pb foi cortada do
gel e transferida para microtubos. Os fragmentos com aproximadamente 400 pb foram

purificados utilizando o kit QIAquick Spin Gel Purification kit (QIAGEN).

3.3.6 Construcao do vetor de expressao

3.3.6.1 - Ligacao do inibidor 0.53 no pFSP-pPICZaA-0.53

O Vetor pFSP-pPICZaA-0.53 foi previamente digerido com ECORI e Xbal para
receber o inibidor 0.53. Apds ser digerido com ECoRI e Xbal a 37°C por 2 horas ¢ purificado
do gel de agarose utilizando o kit QIAquick Spin Gel Purification kit (QIAGEN), o fragmento
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de aproximadamente 400 pb referente ao inibidor 0.53, foi clonado no vetor pFSP-pPICZaA-
0.53 (Figura 3.2). As concentragdes de DNA (vetor: inser¢do) utilizadas nos sistemas de
ligagdo variavam de acordo com o experimento a ser realizado, sendo normalmente a uma
razdo molar de 1:3. A reagdo de ligagdo foi feita em tampao de ligase 1 X, contendo 10 a 200
U de T4 DNA ligase. Os sistemas continham 20ul de volume final e apds incubagdo a 16°C,
por 16 a 20 horas, eram usados para transformar células de P. pastoris (linhagem GS115) por
eletroporacdo. Apds a transformagdo as células foram plaqueadas em meio YPDS-dgar com
Zeocina para selecionar colonias positivas. O DNA plasmidial das coldnias positivas foi
extraido conforme protocolo de extragdo plasmidial. Os clones analisados apresentaram

fragmentos de aproximadamente 400 pb.

3.3.7 Preparacido de DNA para transformacio de P. pastoris.

Ap6s ter sido confirmada a ligacdo por digestdo com as enzimas de restricdo Eco Rl e
Xba I, aproximadamente 10ug da ligacdo foi linearizada por digestdo com a enzima de
restricdo Sacl. Esta enzima possui sitio tnico e corta o plasmideo no gene AOX1, permitindo a
integracao do plasmideo no locus do gene AOX1 da levedura, apos eficiente transformagao.

A linearizag¢ao dos plasmideos era confirmada por meio de gel de agarose. Ao sistema
de digestdo acrescentava-se agua até o volume 300ul, adicionavam-se 10% de acetato de
s6dio 3 M pH 5,2 e 2 volumes de etanol 100%. Este sistema foi incubado no freezer —20° C
por 1 hora e subseqlientemente centrifugado a 12000 rpm por 30 minutos. O sedimento foi
lavado com etanol 70% e novamente centrifugado a 12000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 10 pul de agua Milli-Q estéril.

Apos a ligagdo do fragmento, foi realizada a transformacéo de células competentes de Pichia

pastoris (GS-115).

3.3.8 Transformacao da levedura P. pastoris por eletroporac¢ao (adaptado
de Cregg et al., 1985)

1. Inoculava-se uma colonia de P. pastoris GS115 em 5 ml de meio YPD em um erlenmayer
de 125 ml e incubava-se sob agitacdo durante a noite, a 30°C.

2. Inoculava-se 0,1 a 0,5 ml da cultura acima em 500 ml de meio YPD em um frasco de 2
litros. Incubava-se durante a noite até que a cultura atingisse uma densidade otica a 600

nm de 1,3-1,5.
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10.

11.

12.
13.

Centrifugavam-se as cé€lulas a 1500 rpm por 10 minutos, a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido em 200 ml de 4gua gelada estéril.

Repetia-se o passo 3

Centrifugavam-se as células como no passo 3, e ressuspendia-se o sedimento em 100 ml
de agua gelada estéril.

Centrifugavam-se as células como no passo 3, e ressuspendia-se o sedimento em 20 ml de
sorbitol 1 M gelado estéril.

Centrifugavam-se as células como no passo 3, e ressuspendia-se o sedimento em 200 —
400 pl de sorbitol 1 M gelado.

Misturavam-se 80 pl de células competentes, com 5 a 10 ug de DNA linearizado (em 5 a
10 pl de agua), e adicionavam-se 320 ul de sorbitol 1 M. Transferiam-se as células para
uma cubeta de eletroporagdo de 0,2 cm gelada.

Incubava-se a cubeta com as células por 5 minutos, no gelo.

Eletroporavam-se as células nas seguintes condi¢des (eletroporador da BioRad): 1500 V;
400 Q e 25 pF. O tempo de eletroporagao foi de aproximadamente 10 ms com um campo
de 7500 V/cm.

Adicionava-se, imediatamente, 1 ml de sorbitol 1 M gelado a cubeta. Transferia-se o
conteudo para um microtubo estéril.

Semeavam-se 100 pl de células em placas de meio YPDS-4gar, com Zeocina.

As placas foram mantidas a 30°C, até o aparecimento das colonias.

3.3.9 Expressao de proteinas recombinantes em P. pastoris

l.

As colonias que mostraram-se positivas no PCR, eram inoculadas em 25 ml de meio
BMGY em um frasco de 250 ml. Incubava-se a 28-30°C sob agitagdo intensa (250-300
rpm) até que a cultura atingisse uma densidade otica a 600 nm (ODggo) de 2 a 6.
Coletavam-se as células em tubo Falcon de 50 ml por centrifugagdo a 1.500-3.000 rpm
por 5 minutos, a temperatura ambiente. Ressuspendiam-se as células para uma ODggo de
1,0 em 100 ml de meio BMMY para indugdo da expressao.

Transferia-se a cultura para um frasco de 1 litro. Incubava-se a 28-30°C sob agitacdo
intensa.

Adicionava-se metanol para uma concentragao final de 1% a cada 24 horas para manter a
indugao.

Para o experimento de cinética de indugdo, a cada tempo (0, 24, 48 e 72 horas),
transferiam-se 2 ml da cultura para um microtubo e centrifugava-se na velocidade de
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12.000 rpm por 2 a 3 minutos, para sedimentar todas as células. Os sobrenadantes foram
precipitados com TCA.

3.3.10 Precipitacido de proteinas com TCA

1. Os sobrenadantes da cultura de P. pastoris foram transferidos para microtubos.
Adicionava-se TCA (Acido Tricloro Acético) para uma concentragdo final de 12% e
incubava-se no gelo por 30 minutos.

2. Centrifugava-se a 13.000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C.

3. Os sobrenadantes eram centrifugados e os sedimentos delicada e, cuidadosamente,
lavados com 1 ml de acetona gelada.

4. A acetona foi removida e procedia-se uma segunda lavagem com acetona. A acetona foi
entdo descartada e o precipitado foi deixado em repouso para secar.

5. Os precipitados foram ressuspendidos em 20 ul de tampao de amostra 2x de SDS-PAGE e

analisados em gel de poliacrilamida.

3.3.11 Analise de proteinas em gel de SDS-PAGE (Sambrook et al., 1989).

As proteinas do sobrenadante de cultura foram analisadas em gel desnaturante de
poliacrilamida.

Preparava-se o gel separador a 15% (p/v), sendo a polimerizacdo catalisada pela
adi¢ao de 0,045% (p/v) de persulfato de amoénio e 0,2% (v/v) de TEMED. A seguir, vertia-se
o gel concentrador a 4% (p/v), tendo a sua polimerizagdo catalisada por 0,12% (p/v) de
persulfato de amoénio e 0,2% (v/v) de TEMED. Uma vez vertido o gel concentrador,
introduzia-se o pente para permitir a formagdo dos pocos. Apds a polimerizagdo, o gel foi
acoplado no aparato de eletroforese.

As amostras foram ressuspendidas em tampao de amostra para SDS-PAGE. Antes da
aplicacdo das amostras procedia-se a fervura em banho-maria a 100 °C por cinco minutos. O
marcador de massa molecular utilizado era composto de lisozima (14.3 kDa), J-
lactoglobulina (18.4 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), ovalbumina (43 kDa), albumina
sérica bovina (68 kDa), fosforilase b (97.4 kDa) e miosina (200 kDa).

Ap6s a corrida do gel a 25 mA este era imerso em solug@o corante e incubado durante
a noite sob agitagdo suave. Em seguida procedia-se a imersdo em solucdo descorante, sendo

realizadas varias trocas para agilizar o processo.
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Figura-3.3 Estratégia de clonagem do inibidor 0.53 no vetor de expressdao pFSP-pPICZ a A-0.53. O
gene para o inibidor 0.53 amplificado por PCR foi clonado no vetor pGEMTeasy. Apds clivagem com
as enzimas Xbal e EcoRlI, a seqiiéncia foi subclonada no vetor pPICZaA dando origem ao vetor de

expressao pFSP-pPICZaA-0.53.
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3.3.12 Coloraciao com prata

Apods a corrida o gel de poliacrilamida foi desidratado com etanol 50%,sob leve
agitacdo. Foram realizadas trés trocas de 20 minutos, do etanol. Foi adicionado entdo,
Tiossulfato de s6dio 20 mg/100 ml de H,O, sob leve agitacdo, por um minuto. Foram feitas
trés lavagens rapidas com H,O destilada e adicionado solugdo de nitrato de prata 200 mg + 74
ul de formaldeido em 100 ml de H,O, por 20 minutos. Foram feitas trés lavagens rapidas com
H,O destilada para remover o excedente da solucdo anterior. Foi adicionado entdo, a solugdo
reveladora 6 g de carbonato de sodio + 50l de formaldeido + 2 ml de tiossulfato de sodio em
100 de H,O, até que aparecessem as proteinas. Usou-se acido acético 13 % para parar a

reacao.

3.3.13 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

A fracdo correspondente ao inibidor 0.53 foi coletada da coluna de filtragdo molecular
e solubilizada em 4&cido trifluoracético (TFA) 0,1% preparado em agua Milli-Q ultra pura
(solugdo A). O sobrenadante da expressdo foi liofilizado e 1 mg de extrato total de proteinas
liofilizadas foram ressuspendidas em agua Milli-Q, e aplicadas em coluna de fase-reversa
semi-preparativa BioRad C18, inicialmente equilibrada com a solu¢do A, com um fluxo de
1,0 ml/min. O inibidor 0.53 foi eluido com 49% de acetonitrila em 0,1% de TFA (solucao B),
monitorando-se o perfil cromatografico a 216 nm. As fragdes protéicas referentes ao inibidor

0.53 foram liofilizadas e armazenadas a -20°C.

3.3.14 Quantificacdo de proteinas

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976),

usando-se albumina sérica bovina como padrao.

3.3.15 Extrac¢iao das enzimas digestivas de insetos

As larvas foram coletadas a partir de graos de feijoes infestados. Procediam-se trés
lavagens de 10 minutos cada, &4 10° C, com acetona para delipidar as larvas. Apos as lavagens
com acetona, foram deixadas ao ar livre para secar. Fez-se um extrato total de enzimas dessas
larvas, macerando-as dentro de um microtubo com tampao succinico com 0.02 M de CaCl, e
0.02 M de NaCl pH 4.5. Centrifugou-se a velocidade, 13.000 rpm, em centrifuga refrigerada a

4 °C. O sobrenadante foi recolhido e passado para um segundo microtubo para ser novamente
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centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. O sobrenadante foi recolhido novamente e

passado para um terceiro microtubo e estocado a -20 °C.

3.3.16 Ensaio in vitro do inibidor de o—amilase 0.53

A atividade do inibidor 0.53 contra a a-amilase de Z. subfaciatus, A. obtectus e C.
maculatus, pode ser detectada pelo método Iodométrico usando amido a 0,25% como
substrato. Os ensaios foram feitos em triplicata. Foram utilizados dois controles: o controle da
enzima, contendo apenas enzima alvo e tampao e o controle do amido, contendo tampao e
amido. Para cada ensaio de atividade inibitoria foram usados 6ug do inibidor 0.53 purificado.
A reagdo com insetos foi feita em tampao succinico, pH 4.5, PPA em tampao Tris-HCI 0.1M,
pH 7,2 e o volume final de 120pul. Primeiramente pré incubou-se a enzima alvo com o inibidor
0.53 por 10 minutos, a 37°C, para que o complexo enzima/inibidor pudesse acontecer. A partir
deste tempo de pré-incubacao a reagdo foi disparada com amido. O tempo de reacdo foi de
trés minutos. As reagdes foram paradas com adi¢do de 500ul de Iodo. A leitura foi feita a
absorbancia de 590 nm.

A atividade inibitdria do inibidor 0.53 foi expressa em percentagem de inibigdo. Para
isto foi definido que uma unidade de atividade da o-amilase correspondia ao decréscimo de
0,001 unidade de absorbancia a 590 nm e a unidade de inibi¢do foi definida como a unidade

de leitura da enzima que aumenta 0,001 de absorbancia a 590 nm.

3.3.17 Ensaio de atividade enzimatica de A. obtectus em diferentes
temperaturas

Para o ensaio de termoestabilidade da enzima de A. obtecus foi encubada com o
substrato (amido) conforme o item 9.12 em pH 4.5 e submetida a tratamento térmico de 30°C,
40°C, 50°C e 60°C. A inibi¢do da atividade enzimatica foi verificada utilizando o espectro

fotometro, descrito anteriormente.

3.3.18 Determinacio da atividade inibitoria em diferentes pHs

A atividade inibitoria do inibidor 0.53 em diferentes pHs foi determinada incubando a

enzima e o inibidor em tampao succinato, com 200 mM CaCl2 e 200 mM NaCl, pH 4,0 e
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tampao Tris/HC1 0.1 M pH 7,2. A inibi¢do da atividade enzimatica foi verificada utilizando o

espectro fotometro.
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4 RESULTADOS

4.1 SUBCLONAGEM DO INIBIDOR 0.53 EM VETOR DE EXPRESSAO EM
P. pastoris

Para a subclonagem, a seqiiéncia de nucleotideos do inibidor 0.53 foi isolada por PCR
utilizando os oligonucleotideos S’ECAAS3R e 3’XBAAS3F, a partir do vetor denominado
pFSB-pGEMTeasy-a.53, que contém o gene para o inibidor 0.53 nos sitios de restri¢do EcoRI
e Xbal (Figura 4.1).

MM 2
—
1636
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506-517
396 5 b —
344 » =
—

Figura 4.1 Perfil eletroforético do PCR para isolar a seqiiéncia de nucleotideos do inibidor 0.53 em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,1%. 1 Marcador de peso molecular (I Kb DNA
Ladder). 2 Gene do Inibidor 0.53. Isolamento obtido com os ologosnucleotideos 5’ECAAS3F e
3’XBAAS3F, com temperatura de anelamento de 55° C.

A subclonagem do gene do inibidor 0.53 no vetor integrativo pPICZaA, realizou-se
entre os sitios de Xbal e ECORI que se localizam entre o promotor 5’ ¢ o terminador do gene
da alcool oxidase (AOX1). As células transformadas de E. coli (XL1- Blue) contendo este
vetor foram selecionadas com Zeocina. Nos transformantes resistentes a Zeocina fez-se PCR
de colonia com os oligonucleotideos XBAAS3F e ECAAS3R e AOX1 5 e 3°, que
amplificou um fragmento de aproximadamente 900 pb, como esperado (dado ndo mostrado).
extraiu-se 0 DNA plasmidial recombinante ¢ fez-se a digestao com Xbal e ECORI, que liberou
o gene do inibidor 0.53 com aproximadamente 400 pb (veja-se Figura 4.2).

Denominou-se este vetor de expressdo em P.pastoris de pFSP-pPICZaA-0.53.

O vetor de expressdao pFSP-pPICZaA-0.53 foi linearizado com a enzima de restri¢ao Sacl
para a inserc¢ao no locus génico AOX da levedura P. pastoris e transformou-se P. pastoris
pelo procedimento de eletroporagao. Apos selecdo em placa de YPDS contendo Zeocina das

colonias positivas, iniciou-se a expressao heterologa.
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Figura 4.2 A: Perfil eletroforético do PCR de colonia para confirmar presenca do inibidor 0.53 nas
células de E. coli transformadas com vetor pPICZa-A, em gel de agarose 1% corado com brometo de
etidio 0,1%. Amplificag¢do da seqiiéncia de nucleotideos do inibidor 0.53 utilizando-se os iniciadores
XBAAS53F e ECAAS3R. (MM) Marcador de peso molecular (1 Kb DNA Ladder). 1: Controle
negativo sem o DNA plasmidial. 2: Gene do Inibidor 0.53. B: Perfil eletroforético em gel de agarose
1% corado com brometo de etidio 0,1%, da digestdo do vetor pPICZa-A com ECORI e Xbal para
confirmar inser¢ao do gene no vetor. (MM) Marcador de peso molecular (1 Kb DNA Ladder). 1: Gene
do Inibidor 0.53.

4.2 EXPRESSAO HETEROLOGA DO INIBIDOR 0.53 EM P. pastoris.

Dentre as colonias selecionadas foi escolhido um clone utilizado para o experimento
de cinética de indugdo da proteina recombinante, visando a determinacdo do melhor tempo de
coleta do sobrenadante da cultura de P. pastoris.

A coldnia escolhida e uma coldnia do controle negativo (levedura transformada com o
vetor vazio) foram inoculadas em meio BMGY, meio completo com glicerol, e crescidas até a
cultura atingir uma ODgo= 2-6. As células foram coletadas e inoculadas em meio BMMY,
meio completo com metanol, para induzir a expressao da proteina recombinante através do
promotor AOX1. Cerca de 1 ml do sobrenadante da cultura foi coletado nos tempos de
inducao 0, 24 ¢ 48 e 72 horas. A cada amostra de sobrenadante coletado adicionavam-se os
inibidores de protease: PMSF 0.1 M e EDTA 0.5 M. As proteinas do sobrenadante foram
concentradas com TCA (Acido Tricloro Acético) para melhorar a visualizagdo no gel.

Para verificar a presenca da proteina recombinante nos diferentes tempos de indugdo e
identificar o melhor ponto da cinética de indugdo para a coleta dos sobrenadantes, isto ¢, o
tempo com maior expressdo do Inibidor 0.53 as amostras coletadas foram submetidas a
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) e analisadas apds coloragao

com prata.
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Figura 4.3 Expressao heter6loga do inibidor 0.53 em Pichia pastoris e analise em gel SDS-PAGE 15%
corado com nitrato de prata. A expressdo foi induzida com 1% de metanol a cada 24 horas. A:
Expressdo com 48 horas de indugdo com metanol 1%. MM: Marcador de massa molecular
BenchMark Prestained Protein Ladder. 1: Controle expressando o vetor pPCZaA. 2: Coldnia
expressando o vetor pFSP-pPICZaA-0.53. B: Expressdo com 72 horas de indugdo com metanol 1%.
MM: Marcador de massa molecular BenchMark Prestained Protein Ladder. 1: Controle expressando o
vetor pPCZaA. 2: Coldnia expressando o vetor pFSP-pPICZaA-0.53.

A expressdo foi monitorada e induzida com metanol 1% a cada 24 horas. A partir de
48 horas de expressao, ja foi possivel observar uma quantidade consideravel da proteina
recombinante do inibidor 0.53, de maneira similar, em 72 horas de expressdo, em contraste
com o controle negativo, levedura transformada com o vetor pPICZa-A. Aplicou-se
aproximadamente 20pg de proteinas totais, secretadas pela levedura no sobrenadante da
expressao, em gel SDS-PAGE 15%. Observou-se uma proteina de aproximadamente 18 kDa,
sendo ~15 kDA correspondentes ao inibidor 0.53 e ~3 kDA de 6 histidinas fusionadas ao C-
terminal. Esta banda corresponde ao esperado para o inibidor 0.53 recombinante, que nao

aparece no controle (Figura 4.3).
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4.2.1 PURIFICACAO DO INIBIDOR 0.53 POR HPLC.

As proteinas expressas pela P. pastoris e a proteina recombinante do inibidor 0.53 que
foram secretadas no sobrenadante, foram concentradas na coluna Centricon 30 (Amicon®).
Este Centricon separa as proteinas maiores que 30 kDa , como as proteinas endogenas de P.
pastoris, das proteinas menores que 30 kDa, a proteina recombinante do inibidor 0.53 que
possui aproximadamente 18 kDa. Desta maneira, o volume de 100 ml de expressao inicial foi
reduzido a, aproximadamente, 15 ml. As amostras foram entdo submetidas a purificagdo por
HPLC. Para confirmar se a purificacdo tinha sido realmente bem sucedida, as amostras
purificadas foram submetidas a andlise em gel SDS-PAGE corado com Prata (dado ndo

mostrado).
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Figura 4.4 (A) Perfil cromatografico do inibidor 0.53 em coluna liquida de alta pressdo (BioRad C18).

A fragdo 5 contendo o inibidor ativo foi eluida em 40,5% de acetonitrila sob fluxo de 1 ml/min.

A proteina recombinante do inibidor 0.53 foi eluida com 40,5% de acetonitrila. O
perfil cromatografico monitorado a 216 nm, revelou 6 fragdes protéicas. A fra¢do 5 referiu-se
ao inibidor 0.53 ativo. Utilizou-se essa fragdo nos ensaios de atividade enzimatica in vitro
contra a a- amilase dos insetos, A. obtectus, Z. subfasciatus, C. maculatus e contra a a-

amilase de mamifero, PPA.
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4.3 ANALISE E COMPARACAO DO ALINHAMENTO DA SEQUENCIA
DO INIBIDOR 0.53.

Fez-se um alinhamento de seqiiéncia de aminoécidos do inibidor 0.53 DQ534754, com
outros 3 inibidores de a-amilases de trigo existentes no banco de dados NCBI database, pelos
seguintes acessos: 0.53 P01084, 0.19 CAI84642.1, 0.28 P01083. O programa utilizado foi o
CLUSTAL W.

10 20 30 40 50 60

| | | | | |

DQ534754 = e MSGPW-MCYPGQASQVPALPGCRPLLKLQCN
pPO1084 = e SGPW-MCYPGQAFQVPALPGCRPLLKLQCN
CAlI84642.1 CYPGQAFQVPALPACRPLLRLQCN
P01083 MWMKTVFWGLLVFMLVATTMAVEYGARSHNSGPWSWCNPATGYKVSALTGCRAMVKLQCY

Bl h e e S A A

Prim.cons. MWMKTVFWGLLVFMLVATTMAVEYGARSH2SGPWSMCYPGQAFQVPALPGCRPLLKLQCN
70 80 90 100 110 120

| | | | | |

DQ534754 GSQVPEAVLRDCCQQLAD I S-EWCRCGALYSMLDSMYKEHGVSEGQAGTGAFPSCRREVV
P0O1084 GSQVPEAVLRDCCQQLAD I S-EWPRCGALYSMLDSMYKEHGVSEGQAGTGAFPSCRREVV
CAl84642.1 GSQVPEAVLRDCCQQLAH I S-EWCRCGALYSMLDSMYKEHGAQEGQAGTGAFPRCRREVV
P01083 GSQVPEAVLRDCCQQLAD INNEWCRCGDLSSMLRSVYQELGVREGKE ---VLPGCRKEVM
Prim.cons. GSQVPEAVLRDCCQQLAD I SNEWCRCGAL YSMLDSMYKEHGVSEGQAGTGAFPSCRREVV
130 140 150

| | |
DQ534754 KLTAAS I TAVCRLP IVVDASGDGAYVCK-DVAAYPDA
PO1084 = e KLTAASITAVCRLP IVVDASGDGAYVCK-DVAAYPDA
CAl184642.1 = W = e~ KLTAASITAVCRLP IVVDASGDGAYVCK-DVAAYPDA
PO1083 e KLTAASVPEVCKVP I P-NPSGDRAGVCYGDWAAYPDV
FRFxKK L Fko ok DLUEEE K ek ok ek

Prim.cons. KLTAAS I TAVCRLP I VVDASGDGAYVCKGDVAAYPDA

Figura 4.5 Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos do inibidor do trigo 0.53 com outros inibidores
a-amilases de trigo, obtidas do NCBI database: 1 0.53 DQ534754, 2 0.53 P01084, 3 0.19 CAI84642.1,
4 0.28 P01083. (*) representa identidade. (:) representa alta similaridade, (.) representa baixa
similaridade.

Este alinhamento apresentou 44,6% de identidade de seqiliéncias e residuos de
aminoacidos. A seqiiéncia de aminoécidos do inibidor 0.53 apresentou identidade com varias

seqiiéncias protéicas de inibidores tipo Cereal. A seqiiéncia que teve mais identidade com o
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inibidor 0.53 foi um a outra seqiiéncia do 0.53 que também estava depositada no banco de

dados. Estas seqiiéncias tiveram total homologia.

4.4 ENSAIO IN VITRO DE ATIVIDADE INIBITORIA DE a-AMILASES

O objetivo destes ensaios foi a avaliacdo da atividade inibitoria in vitro do 0.53
recombinante, sobre as a-amilases de insetos-praga que atacam graos armazenados de feijao:
A. obtectus, Z. subfasciatus, C. maculatus e PPA.

Realizou-se entdo, ensaios iodométricos para avaliar a estabilidade da atividade
enzimatica de A. obtectus com variagdo pH e temperatura. Pode ser observado que as
condicdes de pH entre 5.0 e 6.0 (Figura 4.7) e temperatura de 55°C (Figura 4.7), foram ideais

para a complexag@o da a-amilase de A. obtectus com o substrato utilizado (amido).
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Figura 4.6 Determinacdo das melhores condigdes da atividade enzimatica da a-amilase de A. obtectus
em diferentes pH . Ensaio realizado com extrato total de larvas. A enzima foi encubada com amido
0.25% em tampao succinico com 0.02 M de CaCl, e 0.02 M de NaCl, pH 4, 5 e 6 e em tampao Tris-
HC10.1 M pH 7 e 8a37°C.

Observou-se que a 60° C a oa-amilase perde a atividade, provavelmente porque esta
enzima ndo resiste a niveis elevados de temperatura. (Figura 4.7). Estes ensaios foram
realizados como objeto de estudo podendo ser utilizados, posteriormente, como base em

analises de comparagdo com outras curvas de outros insetos ja descritas na literatura.
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Figura 4.7 Efeitos da temperatura na atividade amilolitica de A. obtectus. Ensaio realizado com extrato
total de larvas em diferentes temperaturas, utilizando amido 0.25% em tampao succinico com 0.02 M
de CaCl, e 0.02 M de NaCl, pH 4.5 a 37° C.

Com base nestes resultados iniciaram-se os ensaios de atividade inibitoria com a
proteina recombinante do inibidor 0.53 complexado com as a-amilases dos diferentes insetos
em pH. 4.5 e 7.2, onde observou-se um resultado muito interessante. Em pH 4.5, o inibidor
0.53 recombinante em concentragdo de 6pg/pl, mostrou-se fortemente ativo principalmente
sobre as o-amilases dos diferentes insetos testados, ndo apresentando atividade inibitoria

sobre PPA, (Figura 4.8).
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Figura 4.8 Inibigdo in vitro das o-amilases de A. obtectus, Z. subfasciatus, C. maculatus e a-amilase
Pancreatica de Porco (PPA), pela proteina recombinante do inibidor 0.53 (6pg/ul) expressa em
levedura metilotrofica P. pastoris, em tampao succinico com 0.02 M de CaCl, e 0.02 M de NaCl, pH
4.5 em temperatura de 37°C. Ensaio realizado com extrato total de larvas dos diferentes insetos-praga.
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Entretanto, em pH 7.2, o inibidor recombinante em concentragdao de 6ug/ul, mostrou-

se inativo para todas as o-amilases dos diferentes insetos, porém inibiu fortemente PPA

(Figura 4.9).
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Figura 4.9 Inibigdo in vitro das a-amilases de A. obtectus, Z. subfasciatus, C. maculatus e a-
amilase Pancreatica de Porco (PPA), pela proteina recombinante do inibidor 0.53 (6pg/ul) expressa
em levedura metilotrofica P. pastoris, em tampao Tris-HCI 0.1 M, pH 7.2 e temperatura de 37°C.
Ensaio realizado com extrato total de larvas dos diferentes insetos-praga.
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5 DISCUSSAO

5.1 EXPRESSAO HETEROLOGA DO INIBIDOR 0.53 EM P. pastoris

Geralmente inibidores do tipo cereal possuem 10 cisteinas e fazem cinco pontes de
sulfeto (Oda et al., 1997). O inibidor 0.53 em especial, faz 5 pontes dissulfeto ¢ possui 2
sitios de glicosilagdo, o que torna inviavel a expressdo em E. coli.

Visando a producdo de proteinas recombinantes em quantidades suficientes para
realizacdo dos ensaios propostos, optou-se pela expressdo do Inibidor 0.53 em células de P.
pastoris. Desta maneira, o gene que codifica o Inibidor 0.53 foi transferido para o vetor
pPICZa-A, para expressdo na levedura metilotrofica P. pastoris. Este vetor possui o fator-a
de secre¢do onde as proteinas heterdlogas expressadas nesse sistema foram secretadas no
meio de cultura na forma soluvel, facilitando assim o processo de purificacdo. Este sistema
promove um dobramento tridimensional correto, proporcionando assim a expressdo deste
inibidor na forma ativa.

Os niveis de expressdo alcangados para o Inibidor 0.53 recombinante em P. pastoris
variaram entre 0,006 ¢ 0,01 mg/l. As expressdes realizadas em fermentadores apresentam
tipicamente niveis muito mais altos de expressdo em relagdo a frascos de cultura, devido a
otimizacdo das condicdes de temperatura, pH, fonte de carbono, aeragdo, entre outros fatores
(Cereghino et al., 2002). Ja os niveis maximos relatados para expressdo em frascos de cultura
sdo de aproximadamente 1 g/l para a aqualisina I de Thermus aquaticus (Oledzka et al.,
2003), 0,9 g/l para tioredoxina de Aliciclobacillus acidocaldarius (Digilio et al., 2003) e 0,9
g/l para somatotrofina de porco, (Ouyang et al., 2003).

Atualmente, o método de expressdo de leveduras em frascos ¢ o mais utilizado pelos
laboratorios, devido sua simplicidade e baixo custo de materiais, quando comparado com a
expressdao em fermentador. Diferentes frascos ja sdo comercializados, apresentando-se novos
modelos que promovem maiores niveis de oxigenagdo a cultura, conseqiientemente maior
quantidade de expressao.

Diversos fatores influenciam drasticamente a expressao de proteinas heterdlogas em P.
pastoris, entre eles: o numero de copias do cassete de expressdo integradas no genoma; o
local da integracdo do cassete no cromossomo; regides 5'- ¢ 3'- ndo traduzidas (UTRs) do
mRNA; contexto do cédon de iniciacdo da transcricdo (AUG); composicdo A + T do cDNA,
natureza do sinal de secrecdo; atividade proteolitica enddgena; condigdes de crescimento e

meio de cultura. Além das caracteristicas da propria proteina recombinante, como
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solubilidade, tamanho, presenca de modificacdes poOs-traducionais, complexidade estrutural,
entre outros (Sreekrishna et al., 1997).

Os niveis de expressao de proteinas heterdlogas em P. pastoris variam de acordo com
o tipo de proteina, o vetor utilizado e a forma de expressao. Levando-se em conta todos estes
aspectos encontram-se relatos na literatura de extremos de expressdao de proteinas secretadas,
como no caso do fragmento C da toxina do tétano, que apresentou um rendimento de 12 g/L
(Clare et al., 1991) e em contraste a Interleucina-17 humana para a qual obteve-se apenas 0,35
mg/L (Murphy et al., 1998). De maneira geral, os niveis de expressdo observados variam
entre 10 e 500 mg/L de cultura quando se utiliza fermentadores.

Diante das dificuldades encontradas durante a expressdao foram testadas diferentes
concentragdes de metanol para tentar melhorar o rendimento da expressdo. Por analise da
intensidade da banda correspondente ao inibidor 0.53 em gel SDS-PAGE 15%, pode-se
chegar a conclusdo de que, a melhor condigdo para obtengdo do inibidor 0.53 foi com 48
horas de expressao e indugdo com 1% de metanol, a cada 24 horas.

Ap6s identificar qual o melhor tempo de indugdo, foi feita uma indu¢do em grande
escala (100 ml) para a purificacdo do Inibidor 0.53 recombinante. A expressao dos clones foi
feita segundo o item 3.3.9 de Métodos, culturas cresceram a 30°C, sob agitagdo vigorosa, por
24 horas. Apdés o crescimento, os sobrenadantes foram separados dos sedimentos por
centrifugacdo e a eles foram adicionados os inibidores de proteases. Observou-se em gel SDS-
PAGE, que o aumento da intensidade da banda ndo ocorreu de maneira significativa em
funcdo do tempo de expressdo entre 48 e 72 horas. Isto pode ter sido um indicador de que a
proteina recombinante poderia estar sendo degradada pelas proteases enddgenas secretadas
pela levedura, pois, em 96 horas de expressao, nao foi mais possivel observar este perfil. Em
conseqiiéncia desse fato foi necessario o uso de inibidores de proteases durante a expressao.

Em pH 6,0, que ¢ o pH do meio BMMY utilizado na expressdo, os menores niveis de
degradagdo foram obtidos com a adi¢gdo de EDTA (um inibidor de metalo-proteases), PMSF
(Inibidor de serino e tiol proteases), Pepstatina A (inibidor de proteases acidas) e Aprotinina
(Inibidor de serino proteases) ao sobrenadante. Existem poucas informagdes disponiveis a
respeito das proteases produzidas pela levedura P. pastoris. Shi e colaboradores (2003), em
um trabalho de otimizacdo da expressdo de scFvs em P. pastoris, examinaram a atividade de
proteases no sobrenadante de cultura induzida com metanol e em lisados celulares e
observaram a atividade de varios tipos de proteases, como asparticas, serino, cisteino e

metalo-proteases.
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5.2 INIBICAO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE PELO INIBIDOR 0.53

Neste trabalho foram realizados estudos de iteracdo molecular, a partir de ensaios in
vitro, com as a-amilases de A. obtectus, Z. subfasciatus, C. maculatus, a-amilase de
mamifero PPA e o inibidor 0.53. Para isso foram feitas andlises cinéticas e termodindmicas de
interacdo das a-amilases de A. obtectus em diferentes temperaturas e pH. Esta foi a primeira
vez que se realizou andlises em diferentes pH e temperaturas para as a-amilases de A.
obtectus. Obteve-se o 6timo de atividade da a-amilase deste inseto-praga em pH entre 5.0 e
6.0 e temperatura de 55°C. A partir de 60° C esta enzima perde totalmente sua atividade
provavelmente por desnaturacdo, ndo suportando temperaturas elevadas. Em ensaios
enzimaticos usando a-amilases de Z. subfasciatus purificada, Pelegrini e colaboradores (2006)
fizeram uma curva de termoestabilidade onde foi observado o 6timo de atividade amilolitica
entre 20° e 30° C. Esta enzima, assim como a de A. obtectus, manteve sua estabilidade até 60°
C.

O pH otimo de atividade das o-amilases de Z. subfasciatus segundo Pelegrini e
colaboradores (2006), esta entre 6.0 e 7.0. Desta forma, com base nesses dados comparatorios,
podemos afirmar que existe diferengas particulares entre a atividade das a-amilases A.
obtectus e Z. subfasciatus. Com base nestes resultados, iniciou-se os ensaios de atividade
inibitoria com proteina recombinante do inibidor 0.53 e as a-amilases dos diferentes insetos.
Inicialmente, ndo se observou atividade inibitéria da proteina recombinante sobre as o-
amilases nestas mesmas condi¢des. Depois de muitas repeti¢des, chegou-se a conclusido de
que as condigdes ideais de pH e temperatura de atividade das a-amilases de A. obtectus nio
eram as condigOes ideais para a ligacao do complexo a-amilase/inibidor recombinante. Desta
forma partimos para ensaios em diferentes pH e temperatura constante de 37°C. Para estes
ensaios foi utilizado um extrato protéico total de larvas, PPA comercial e o inibidor 0.53
purificado em concentragdo de 6pug/ul.

Devido a baixa expressdo da proteina recombinante em P. pastoris, ndo pode ser
realizado ensaios em todos os pH e temperaturas necessarios para a comprovacdo das
condigdes ideais de complexagdo a-amilase/inibidor recombinante. Entdo foram escolhidos
duas condigdes de pH para realizagao dos ensaios in vitro, em tampao succinico 0.02 M, 0.02
M CaCl, e 0.02 M de NaCl, pH 4.5, baseado no pH do intestino dos insetos testados e em
tampao Tris-HCL 0.1 M pH 7.2.

Em pH 4.5, o inibidor 0.53 recombinante apresentou atividade inibitoria
principalmente sobre as o-amilases dos insetos A. obtectus, 74%, Z. subfasciatus, 43%, C.

maculatus, 83%, ndo apresentando atividade para PPA Em estudos de atividade inibitoria
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com o inibidor 0.53 purificado de sementes de trigo, Franco e colaboradores (2000),
obtiveram aproximadamente 100% de atividade inibitoria sobre as larvas dos bruquideos, A.
obtectus, Z. subfasciatus e C. maculatus, e de aproximadamente 40% para PPA, em tampao
fosfato 0.1 M, 20 mM de NaCl e 0.1 mM de CaCl, pH 5,5.

Em pH 7.2, o inibidor 0.53 apresentou-se forte inibigdo sobre PPA, inibindo em 93%
esta enzima, ndo demonstrando atividade sobres as a-amilases dos insetos alvo. Isto reforca os
resultados obtidos neste trabalho, sugerindo que, para a formacdo de complexos o-
amilase/inibidor, de insetos distintos, existe um pH, temperatura ideal para a ocorréncia deste
processo de complexacdo, resultando no aumento ou diminui¢do do percentual atividade
inibitoria mais precisamente.

Com relacdo as especificidades do inibidor recombinante 0.53, foi a primeira vez que
se realizou testes in vitro com um inibidor recombinante de trigo ativo contra as o-amilases
dos insetos-praga: A. obtectus, Z. subfasciatus e C. maculatus, que infestam graos de feijdo
armazenados.

Peter K. Nielsen et al., (2004), fez estudos mutacionais, biofisicos ¢ estruturais no
inibidor de a-amilase/subtilisin de cevada, que demonstraram que forgas eletrostaticas sao
dependentes do pH. A falta do efeito de forca ionica na formagdo do complexo
enzima/inibidor sugere um papel secundario para a forca eletrostatica de longo alcance,
considerando que interagdes eletrostaticas fortes, de alcance limitado, sdo importantes.

Kenji Takase (1994), em um estudo de mutagene de sitio direto, demonstrou a grande
importancia do sitio catalitico na interacdo de a-amilase com o inibidor de a-amilase de trigo
0.53. Este inibidor mostrou-se ativo sobre a a-amilase de Bacillus subtilis ¢ a-amilase de
saliva humana em tampao acetato de s6dio 0.1 M com 2 mM de CaCl,, pH 6.0. Usando-se
mutagenese de sitio direto, foi focalizado o sitio de ligagdo desse inibidor com a a-amilase de
B. subtilis. Uma tnica mutacdo, substituindo o grupo carboxil de Glu ou Asp, do sitio
catalitico da a-amilase de amido, resultou no decréscimo substancial, da habilidade de liga¢ao
deste inibidor. Este resultado mostrou que o sitio catalitico dos mutantes ndo compete pelo
sitio ativo do inibidor, sugerindo que estes residuos sdo essenciais para esta ligagdo, sendo
este inibidor extremamente especifico. Devido as diferengas de especificidades do inibidor
recombinante 0.53 em diferentes condi¢des de pH € necessario o desenvolvimento de estudos

complementares para a elucidacdo completa do mecanismo de reacdo deste inibidor.
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6 CONCLUSAO

1) Com este trabalho, foi possivel estabelecer as condi¢des ideais de expressdo do inibidor

0.53, na levedura metilotrofica P. pastoris.

2) A purificagdo do inibidor 0.53 por HPLC, mostrou-se eficiente para pequenas quantidades,
sendo que, para uma purificacdo em larga escala as condi¢cdes deverao ser devidamente

ajustadas.

3) A partir dos dados obtidos nesta tese, podemos ter a certeza de que o inibidor 0.53
recombinante foi expresso na sua forma ativa, pois mostrou atividade em pH 4.5
principalmente sobre os insetos-praga: A. obtectus, C. maculatus e Z. subfasciatus. Entretanto,

em pH 7.2, o inibidor recombinante foi ativo somente sobre PPA.
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7 PERSPECTIVAS

Os parametros de expressdo podem ser melhorados, a fim de obter-se uma producao
mais elevada, apesar dos resultados terem sido satisfatérios em frascos. Entre os fatores a
serem mais bem estabelecidos estdo: o meio de cultura e a oxigenagao. Uma alternativa para
melhorar o rendimento seria a fermentagdo em bioreatores. Uma vez os pardmetros
estabelecidos para fermentacdo em bioreatores, outras proteinas também poderdo ser
expressas com sucesso, neste sistema. A fermentagcdo em bioreatores permite o aumento da
quantidade de proteina produzida, substancialmente, em menor tempo.

Vencidas as etapas de otimizagdo de produtividade e purificacdo, poderao ser feitas
analises nutricionais e histoquimicas em mamiferos. Estes testes permitirdo esclarecer a
concentragdo/quantidade do inibidor 0.53, tolerada pelo organismo de mamifero e o nivel de
toxidade atribuido ao inibidor.

Além disso, existe um projeto de transformacdo de plantas, via biobalistica e
Agrobacterium, em andamento dentro do nosso grupo de pesquisa, liderado pela Dra.Fatima
Grossi, no Laboratorio de Interagdo Molecular Planta Praga - LIMPP. Plantas de feijao estao
sento transformadas, com vetores de expressdo heterologa direcionados para plantas,
paralelamente a este trabalho, com vérios inibidores de a-amilase, inclusive o 0.53. Estes
experimentos de transformacdo visam a producdo de plantas biologicamente resistentes a

insetos-praga que atacam graos armazenados.
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	Aquecer lentamente e sob agitação o amido, até que se dissolva completamente, tornando-se uma solução translúcida. Não deixar ferver. 
	 


