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RESUMO

Beton, D. Estrutura e funcédo das cisteina proteinases intest  inais do besouro
Tenebrio molitor . 2009.165p. Tese de Doutorado — Programa de Pdés-graduacéo
em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo.

A catepsina L é uma cisteina proteinase da familia da papaina (cla CA, familia C1),
sendo esta familia a mais conhecida entre as cisteina proteinase. A catepsina L,
como outras proteinases da familia C1, é sintetizada como uma pro-enzima inativa
que é ativada através da remocéao do pro-peptideo. Os pré-peptideos das catepsinas
da subfamilia catepsina L apresentam um motivo consenso, denominado motivo
ERFNIN. A catepsina L corresponde a principal proteinase digestiva em Tenebrio
molitor. No nosso laboratorio 3 pro-catepsinas L (pCALs) foram clonadas e
sequenciadas a partir de uma biblioteca de cDNA de intestino médio de larvas de T.
molitor: pCAL1 (CAL lisossomal), pCAL2 e pCAL3 (enzimas digestivas). Estas
proteinases apresentam o motivo ERFNIN e os residuos envolvidos na catélise:
Cys25, His169, e Asnl75 com GInl9 (numeracdo da papaina). Neste trabalho
descrevemos a clonagem em vetores de expressao e a expressao em bactérias das
sequéncias codificadoras de pCALl, pCAL2 e pCAL3. As pro-catepsinas L
recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade e a incubagéo em
pH &cido resultou na formacdo das enzimas maduras CAL1, CAL2 e CAL3 com
atividade sobre o substrato Z-FR-MCA. O anticorpo policlonal anti-pCAL2 foi
produzido em coelho e reconheceu pCAL2 e CAL2 em immunoblots. Experimentos
de immunoblots com diferentes tecidos de T. molitor mostraram que o anticorpo
policlonal anti-pCAL3 reconheceu pCAL3 e CAL3 nos dois tercos anteriores do

intestino médio de larvas de T. molitor. Estudos de imunocitolocaliza¢éo indicam que



a catepsina L 3 ocorre em vesiculas no intestino médio anterior e em
microvilosidades no intestino médio posterior. Para os experimentos de cristalizacao,
nos expressamos pCAL1, pCAL2 e pCAL3 como mutantes Cys25 -, Ser inativos.
pPpCAL3Cys26Ser foi cristalizada por difusdo de vapor (gota sentada) contra 0,1-1,6M
de dihidrogénio fosfato de aménio. Os cristais s&o monoclinicos com grupo espacial
C2 e parametros de célula: a=57,634 A, b=89,322 A, ¢=70,076 A, a=y=90°
3=92,502° e uma molécula na unidade assimétrica. A e strutura foi determinada por
substituicdo molecular usando a estrutura de Fasciola hepatica (42% de identidade)
como modelo. O modelo foi refinado a 2,1 A com fator R final de 16,19%
(R#ree=20,5%). pCAL2Cys25Ser foi cristalizada por difusdo de vapor (gota sentada)
contra acetato de sodio 0,2M, cacodilato de sédio 0,1M pH6,6-6,7 e 20% de PEG
8000. Os cristais sdo triclinicos com grupo espacial P1 e parametros de célula:
a=51,669 A, b=52,37 A, ¢=59,716 A, a= 91,278° y=109,586° PB=91,547° e duas
moléculas na unidade assimétrica. A estrutura foi determinada por substituicdo
molecular usando a estrutura da pCAL3 (44% de identidade) como modelo. O
modelo foi refinado a 2,0 A com fator R final de 17,61% (Ryec=22,48%). A estrutura
terciaria da pro-catepsinas L digestivas é muito similar as estruturas de cisteina

proteinases da familia da papaina.

Palavras chave: pro-catepsina L, catepsina L, Tenebrio molitor



ABSTRACT

Beton, D. Structure and function of intestinais cysteine pro teinases of Tenebrio
molitor beetle. 2009. 165p. PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Cathepsin L is a cysteine proteinase of the papain family (clan CA, family C1), which
is the most known among the cysteine proteinases. Cathepsin L, like other
proteinases of family C1, is synthesized as an inactive proenzyme that is activated by
propeptide removal. The propeptide of cathepsin L-like subfamily contain a highly
conserved motif, the so called ERFNIN motif. Cathepsin L corresponds to the major
digestive proteinase in Tenebrio molitor. In our laboratory, 3 procathepsins L (pCALS)
were cloned and sequenced from a cDNA library prepared from T. molitor larval
midguts: pCAL1 (lysosomal CAL), pCAL2 and pCAL3 (digestive enzymes). These
proteinases have ERFNIN motif and 3 residues directly involved in catalysis: Cys25,
His169, Asnl75 with GIn19 (papain numbering). In this work we report the cloning
into the expression vector and bacterial expression of the sequences coding pCAL1,
pCAL2 and pCAL3. The recombinant procathepsins L were purified by affinity
chromatography and activation of these enzymes occurs under acidic conditions. The
cathepsins L (CAL1, CAL2 and CAL3) were able to hydrolyse Z-FR-MCA. The
polyclonal antibody anti-pCAL2 was produced in rabbit and recognized pCAL2 and
CAL2 on immunoblots. Immunoblot analyses of different T. molitor larval tissues
demonstrated that the polyclonal antibody anti-pCAL3 recognised pCAL3 and CAL3
in the anterior two-thirds of midgut tissue of T. molitor larvae. Immunolocalization
studies indicate that cathepsin L 3 occurs in vesicles in the anterior midgut and
microvilli in posterior midgut. To crystallographic studies we expressed pCAL1,

pCAL2 and pCAL3 as inactive Cys25-.Ser mutants. pCAL3Cys26Ser was



crystallized by vapor diffusion in sitting drops against 0.1-1.6 M mono-ammonium
dihydrogen phosphate. The crystals are monoclinic, belonging to space group C2,
with cell parameters: a = 57.634 A, b = 89.322 A, ¢ = 70.076 A, a = y =90° B =
92.502° and contain one molecule in the asymmetric unit. The structure was
determined by molecular replacement using the structure of Fasciola hepatica
procathepsin L (42.5% identity) as a model. The model was refined at 2.1 A
resolution with an R factor of 16.19% (Rfee = 20.5%). pCAL2Cys25Ser was
crystallized by vapor diffusion in sitting drops against 0.2M sodium acetate, 0.1M
sodium cacodylate pH 6.6-6.7 and 20% polyethylene glycol 8,000. The crystals are
triclinic, belonging to space group P1, with cell parameters: a = 51.669 A, b = 52.37
A, c=59.716 A, a=91.278° y=109.586° B = 91.547° and contain two molecules in
the asymmetric unit. The structure was determined by molecular replacement using
the structure of procathepsin L 3 (44 % identity) as a model. The model was refined
at 2.0 A resolution with an R factor of 17.61% (Ryee = 22.48%). The tertiary structure
ofdigestive procathepsins L is very similar to papain-like cysteine proteinases

structures.

Keywords: procathepsins L, cathepsin L, Tenebrio molitor



LISTA DE ABREVIATURAS

Abs: absorbancia

BSA: albumina de soro bovino

CAL: catepsina L

CALL: catepsina L 1 de Tenebrio molitor
CALZ2: catepsina L 2 de Tenebrio molitor
CAL3: catepsina L 3 de Tenebrio molitor
cDNA: DNA complementar

dNTP: desoxirridonucleotideo 5’ trifosfato
DO: densidade 6ptica

DTT: ditiotreitol

E-64: L-trans-epoxisuccinil-L-leucil-amido (4-guanidinobutano)
EDTA: acido etilenodiaminotetracético
kb: quilobases

Kcat: cOnstante catalitica

kDa: quilodalton

Ki: constante de inibicédo

Km: constante de Michaelis

IPTG: isopropil B-D-tiogalactopiranosideo

LNLS: Laboratério Nacional de Luz Sincroton



pCAL: pro-catepsina L

pCALL1: pro-catepsina L 1 de Tenebrio molitor

pCAL2: pro-catepsina L 2 de Tenebrio molitor

pCAL3: pro-catepsina L 3 de Tenebrio molitor
pCAL1Cys26Ser: pro-catepsina L 1 mutante Cys26 - Ser
pCAL2Cys25Ser: pro-catepsina L 2 mutante Cys25 - Ser
pCAL3Cys26Ser: pro-catepsina L 3 mutante Cys26 - Ser
PCR: reacdo em cadeia da polimerase

PDB: “Protein Data Bank”

PEG: polietileno glicol

PMSF: fluoreto de fenilmetilsulfonila

rpm: rotagées por minuto

SDS: dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
Tris: tris-(hidroximetil)-aminometano

Z-FR-MCA: carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amino-4-metil-coumarina

Z-RR-MCA: carbobenzoxi-Arg-Arg-MCA
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1. INTRODUCAO

O grupo de insetos é o mais bem sucedido taxon, reconhecido pelo fato de
conter mais de 70% das espécies vivas e apresentar vasta distribuicdo geografica.
Em vista disso, eles tém sido estudados como modelo biolégico (p. ex. na genética)
e por suas implicacbes como pragas agricolas e por afetar a saude dos animais,
inclusive do homem.

O estudo dos insetos teve desenvolvimento vigoroso no inicio do século
passado, mas foi atenuado apos a descoberta dos inseticidas quimicos sintéticos na
década de 40. Mais tarde, com os problemas ambientais causados pelos inseticidas
guimicos, novos enfoques para o controle de insetos foram investigados. Os estudos
do intestino foram estimulados pelo reconhecimento que esse era uma interface
grande e relativamente ndo protegida entre o inseto e o ambiente. Dessa forma, o
conhecimento do intestino passou a ser considerado importante para o
desenvolvimento de novos métodos de controle dos insetos (Terra & Ferreira, 2005).

Duas linhas principais de investigacdo foram desenvolvidas. Uma relativa a
superficie intestinal, procurando substancias que afetem o sistema absortivo em um
sentido geral e outra estudando as enzimas digestivas, em pesquisa por inibidores.
As enzimas digestivas mais pesquisadas séo as peptidases (Terra & Ferreira, 2005).

As peptidases sdo enzimas que catalisam a hidrodlise de ligacdes peptidicas.
Essas enzimas se dividem em proteinases (endopeptidases) e exopeptidases. As
endopeptidases hidrolisam ligacdes peptidicas no interior da cadeia polipeptidica,
engquanto as exopeptidases atuam nas extremidades do polipeptideo. As proteinases
séo divididas em subclasses com base no mecanismo catalitico: serina, cisteina,
aspartil e metaloproteinases. As serina proteinases apresentam um residuo de

serina e um de histidina no sitio ativo, as cisteina proteinases possuem um residuo
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de cisteina no sitio ativo, as aspartil proteinases sdo ativas em pH acido devido a
presenca de um residuo carboxila na catalise e as metaloproteinases necessitam de
um ion metélico no sitio ativo (Terra & Ferreira, 2005).

A maioria dos insetos, assim como 0S outros animais, possuem serina
proteinases como enzimas digestivas. Em vista disso, essas enzimas tém sido muito
estudadas. Embora apresentem peculiaridades em relacdo aos vertebrados e difiram
um pouco entre as diferentes ordens de insetos (Lopes et al., 2004), existem varias
plantas modificadas para se tornarem resistentes aos insetos, por expressarem
inibidores dessas enzimas (Jovanin et al., 1998).

Entretanto, um importante grupo de besouros e todos percevejos e pulgdes
possuem cisteina proteinases como principal ou Unica proteinase digestiva (Terra &
Ferreira, 2005). O estudo em detalhe dessas enzimas é problema relevante nédo so
para orientar a busca de inibidores para controlar esses insetos, como para estudar
as adaptacOes de uma enzima de fungdes intracelulares para fungdes extracelulares
na digestdo. Os insetos sdo os Unicos animais, além de uns poucos aracnideos,
como 0s carrapatos, que incluem grupos que usam cisteina proteinases como

enzimas digestivas.

1.1. Cisteina proteinases

Rawlings e Barrett, com base na sequéncia de aminoécidos, classificaram as
cisteina proteinases em clas e familias. O termo familia é utilizado para descrever
um grupo de enzimas no qual cada proteina apresenta similaridade da sua
sequéncia primaria inteira ou da sequéncia responsavel pela atividade catalitica,
com pelo menos uma outra enzima do grupo. O cld compreende um grupo de

familias que apresenta sinais de relacdo evolutiva (Rawllings & Barrett, 1993;
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Rawllings & Barrett, 1994). As cisteina proteinases estdo agrupadas em 5 clas (CA,
CB, CC, CD e CE).

A familia C1 (familia da papaina), pertencente ao cla CA, € a mais conhecida
das cisteina proteinases. Essa familia compreende além da papaina, outras
proteinases de planta e as catepsinas lisossomais também encontradas em animais.
Essas enzimas sdo mondémeros e apresentam massa molecular entre 20 e 35kDa
(Rawllings & Barrett, 1994; Turk et al., 1997; Turk et al., 1998), com excecao da
catepsina C que é um tetramero com uma massa molecular de 200kDa (Dolenc et
al., 1995).

Muitos membros da familia C1 apresentam propriedades semelhantes a
papaina. As sequéncias das proteinases da familia papaina sdo divididas em 3
partes: uma sequéncia sinal (peptideo sinal) na regido N-terminal com 10 a 20
aminoacidos que é seguida por uma pro-sequéncia de 38 a 250 aminoacidos e pela
enzima madura que é constituida por 220 a 260 aminoacidos (Wiederanders, 2003).

As proteinases intracelulares costumam ser chamadas catepsinas. Todas as
cisteina proteinases lisossomais sdo catepsinas, mas nem todas as catepsinas sao
lisossomais ou cisteina proteinases. As catepsinas A e G sao serina proteinases, as
catepsinas D e E sao aspartil proteinases e as catepsinas E e G ndo sao proteinases
lisossomais (Turk & Guncar, 2003). Com base na sequéncia primaria sao
conhecidas 11 cisteina proteinases lisossomais humanas: B, H, L, S, C, K, O, F, V, X
e W (Turk et al., 2000). As catepsinas B, C, H, L e O sdo encontradas em quase
todos os tecidos e células, enquanto outras catepsinas (S, K, V, F, X e W)
apresentam distribuicdo restrita, sugerindo funcdes especificas (Wiederanders,
2003). As catepsinas B e L de mamiferos sdo as melhores caracterizadas. Em

humanos e em camundongos foram identificados aproximadamente 600 genes
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codificantes de proteinases, sendo que aproximadamente 150 s&o cisteina
proteinases (Puente et al., 2003). Para identificar novas cisteina proteinases da
familia da papaina foi feita uma analise das sequéncias do genoma humano e foram
analisados os niveis de expressdo do MRNA. Novas catepsinas nao foram
encontradas, sugerindo a existéncia das cisteina proteinases funcionais ja descritas
(Rossi et al., 2004).

As catepsinas L, S, K, V, F, H e B sdo endopeptidases (Barret et al., 1998;
Turk et al.,, 2001), enquanto a catepsina X € uma carboxipeptidase (Nagler et al.,
1999). As catepsinas H e B apresentam atividades de endo e exopeptidases, sendo
gue a catepsina C age somente como uma aminopeptidase (Turk et al., 1997; Turk
et al., 2001).

As catepsinas lisossomais sdo sintetizadas como “pré-pré-enzimas” no
reticulo endoplasmatico. Ap6s a traducdo o peptideo sinal € removido durante a
translocacdo da proteina no reticulo endoplasmético. A ativagdo ocorre
posteriormente, no ambiente acido dos lisossomos, através da clivagem proteolitica
de um fragmento presente na regido N-terminal denominado pré-peptideo (Turk et
al., 2000). A ativacao in vitro € facilitada pelo processamento autocatalitico em pH
acido ou pela agéo de diferentes proteinases como a pepsina e a catepsina D (Turk
et al., 2000; Turk et al., 2001) Os pré-peptideos além de agirem como inibidores da
atividade enzimatica, bloqueando o acesso do substrato ao sitio ativo, apresentam
outros papéis. Foi demonstrado para catepsinas L de diferentes fontes que o pré-
peptideo funciona como uma chaperona intramolecular promovendo o dobramento
correto da enzima (Yamamoto et al., 1999).

Ensaios de inibicdo realizados com os pré-peptideos das catepsinas K, L e S

expressos em bactérias mostraram que estas pro-regibes sao inibidores
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relativamente potentes das catepsinas K, L e S, exceto da catepsina B e da papaina
(Ki>600nM). O pro-peptideo da catepsina L foi mais eficiente na inibicdo das
catepsinas L (Ki=0,12nM) e K (Ki=0,27nM) em relacdo a catepsina S (K=65nM). E
interessante notar que o pro-peptideo da catepsina S foi um inibidor mais seletivo
para catepsina L (Ki=0,46nM) se comparado com a catepsina S (Ki=7,6nM) (Guay et
al., 2000). Estudos com o pré-peptideo da cruzipaina, principal cisteina proteinase
de Trypanosoma cruzi, expressa em E. coli mostraram que esta pro-regido nao foi
capaz de inibir a atividade das catepsinas S, K, B e da papaina e foi um fraco
inibidor das catepsinas L e V. No entanto, este pro-peptideo é um potente inibidor da
catepsina F (Reis et al., 2007). Por outro lado, o pro-peptideo da catepsina de
Fasciola hepatica apresentou alta seletividade para enzimas de parasitas, sendo
praticamente incapaz de inibir as catepsinas L, K e B de mamiferos e a papaina
(Roche et al., 1999). Estudos posteriores com 0s pro-peptideos das catepsinas K, L
e S mostraram que a funcdo de chaperona intramolecular do pré-peptideo € mais
seletiva em relacdo a funcao inibitéria (Schilling et al., 2009). Assim, as funcdes de
chaperona e inibidor sdo independentes.

As catepsinas B, C, H, L e S foram as primeiras a serem descobertas através
de técnicas bioquimicas, sendo a catepsina C a primeira. Mais recentemente, outras
catepsinas foram descobertas a partir de técnicas de biologia molecular (Turk &
Guncar, 2003).

Através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos dominios
cataliticos, as cisteina proteinases de humanos e parasitas foram agrupadas em 3
subfamilias principais: catepsina B, catepsina L e catepsina F. O agrupamento é
baseado no grau de identidade das sequéncias (Lecalille et al., 2002a). Essas 3

subfamilias também refletem um motivo conservado dentro das pro-regides. A partir
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da comparacdo de sequéncias de aminoacidos deduzidas de cisteina proteinases
conhecidas foi possivel identificar um motivo consenso na pré-regido, denominado
motivo ERFNIN. Esse motivo foi encontrado em 15 das 20 cisteina proteinases
analisadas (Karrer et al.,, 1993). As 5 proteinases que ndo apresentam 0 motivo
consenso sao catepsinas B. Assim, o grupo de Karrer identificou duas subfamilias
dentro das cisteina proteinases: a subfamilia catepsina L que contém o motivo
ERFNIN e a catepsina B que ndo possui 0 motivo. Nas catepsinas F e W o0s
residuos lle e Asn do motivo ERFNIN séo substituidos por Ala e GIn formando uma
terceira subfamilia caracterizada pelo motivo ERFNAQ. Essa subfamilia é

denominada catepsina F (Wex et al., 1999; Wiederanders, 2003).

1.1.1. Estrutura e mecanismo catalitico das cistein  a proteinases lisossomais

As cisteina proteinases apresentam sequéncias primarias similares e
estruturas tridimensionais altamente conservadas. A maior parte dessas enzimas
tem estrutura espacial conhecida. As estruturas cristalograficas das enzimas de
planta como papaina (Drenth et al., 1968), glicil endopeptidase (O’ Hara et al., 1995),
caricaina (Pikersgill et al., 1991), calotropina D1 (Heinemann et al., 1982), actinidina
(Baker, 1980) e a cruzaina de Trypanosoma cruzi (McGrath et al., 1995) foram
determinadas sozinhas ou complexadas com inibidores analogos de substratos.
Mais recentemente foi determinada a estrutura cristalografica de uma cisteina
proteinase da planta tropical Jacaratia mexicana complexada com o inibidor E-64
(Gavira et al., 2007). A estrutura cristalografica da cisteina proteinase SPE31 isolada
a partir da semente da planta leguminosa Pachrizhus erosus foi determinada e a
andlise desta estrutura mostrou a substituicdo do residuo altamente conservado

Cys25 por Gly (Zhang et al., 2006). As estruturas das catepsinaB, C,F, H, L, K, S,V
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e X de mamiferos também foram determinadas (Musil et al., 1991; Olsen et al., 2001,
Turk et al., 2001; Somoza et al., 2002; Guncar et al., 1998; Guncar et al., 1999;
McGrath et al., 1997; Turkenburg et al., 2002; Somoza et al., 2000; Guncar et al.,
2000). Os zimogénios das catepsinas B, L, K, X e S de mamiferos tém suas
estruturas conhecidas (Cygler et al., 1996; Turk et al., 1996; Podobnik et al., 1997,
Coulombe et al., 1996b; LaLonde et al., 1999; Sivaraman et al., 1999; Sivaraman et
al., 2000; Kaulmann et al., 2006).

O estudo de cisteina proteinases em helmintos e protozoarios tem
aumentado, pois os principais fatores de viruléncia identificados sédo derivados de
proteinases. Assim, estas enzimas sao consideradas potenciais alvos no tratamento
de contaminacdes por estes parasitas (McKerrow et al., 2006). Fasciola hepatica é
um parasita helminto que secreta cisteina proteinases para facilitar a invasdo de
tecidos, migracdo e desenvolvimento dentro do hospedeiro mamifero. As catepsinas
L1 e L2 correspondem as duas principais proteinases secretadas pela larva
infecciosa. Estas catepsinas L foram expressas em sistema heterélogo e
caracterizadas bioguimicamente (Collins et al., 2004; Stack et al., 2008). A estrutura
cristalografica da pro-catepsina L1 de Fasciola hepéatica foi determinada a partir de
difracdo de raios-X do mutante Cys25- Gly e mostrou-se similar a outras cisteina
proteinases da familia da papaina (Stack et al., 2008). Também foi determinada a
estrutura cristalografica da principal cisteina proteinase de Plasmodium falciparum.
Esta proteinase é um potente alvo para o tratamento da malaria (Wang et al., 2006;
Hogg et al., 2006). A estrutura tridimensional da catepsina L do protozoario parasita
Toxoplasma gondei foi determinada por cristalografia. Como a pro-enzima sofreu

autoativacdo antes dos ensaios de cristalizacdo e néo foi possivel separar o pro-
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peptideo da enzima madura, a catepsina L foi cristalizada complexada com o seu
pré-peptideo (Larson et al., 2009).

A enzima madura é constituida por dois dominios de tamanho similar. O
dominio N-terminal (dominio L) € composto principalmente por a-hélices e o dominio
C-terminal (dominio R) contém predominantemente folhas 8 (figura 1A). Os residuos
envolvidos diretamente na catalise sdo: Cys25, His1l59 e Asnl75 com GInl19
(numeracdo da papaina) auxiliando na estabilizacdo do intermediario da reacdao.
Este sitio esta localizado numa interface entre os dois dominios (Barrett et al., 1998;
Turk et al., 2000). Os residuos cataliticos Cys25 e His159 estdo localizados em
dominios diferentes. A estrutura tridimensional da pro-catepsina L (figura 1B) mostra
que o pro-peptideo interage com uma grande extensdo da enzima, incluindo os
sitios de ligacdo com o substrato. Assim, 0 pro-peptideo age como um inibidor da
atividade enzimatica bloqueando o acesso do substrato ao sitio ativo.

A papaina € uma cisteina proteinase amplamente estudada, sendo
considerada um modelo nos estudos cinéticos dessas enzimas. O mecanismo de
hidrolise dos peptideos consiste no ataque nucleofilico do grupo tiol da cisteina
sobre o atomo de carbono carbonilico liberando uma amina ou um alcool se o grupo
funcional for uma amida ou um éster respectivamente. Nesta etapa ocorre a acilacdo
da enzima formando o intermediario acil-enzima que vai sofrer um ataque
nucleofilico da molécula de agua ocorrendo a deacilacdo. Na acilagdo ocorre a
liberacdo da porcdo C-terminal do substrato e na deacilacdo a por¢cdo N-terminal é
eliminada. Tanto na acilagio como na deacilacdo ocorre a formacgédo de

intermediarios tetraédricos (Storer & Ménard, 1994).
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Figura 1. Estruturas tridimensionais da catepsina L e da pr6  -catepsina L. Retirado de
Turk & Guncar (2003). (A) estrutura tridimensional da catepsina L. Em amarelo esta
representado a cadeia lateral da cisteina 25 e em verde a cadeia lateral da histidina 159.
(B) estrutura tridimensional da pro-catepsina L. Em azul esta representado a parte da
enzima madura e em vermelho o pro-peptideo.
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O sitio catalitico esta localizado dentro de uma regido de ligacdo ao substrato
que possui subsitios de ligacdo na direcdo C-terminal e N-terminal da ligacdo que
vai ser hidrolisada. De acordo com a nomenclatura proposta por Schechter e Berger
0s subsitios sdo chamados S1, S2, S3..Sn na direcdo N-terminal e S1’, S2’,
S3'...Sn’ na direcdo C-terminal do peptideo substrato. No peptideo substrato (ou
inibidor) as posi¢des sao: P1, P2, P3...Pne P1’, P2’, P3'...Pn".

Recentemente, com o aumento do numero de estruturas de proteinases
complexadas a inibidores, a definicAo de Schechter e Berger sobre os sitios de
ligacdo ao substrato foram revisadas e redefinidas (Turk et al., 1998). Os sitios de
ligacdo ao substrato formam quatro segmentos na cadeia. No dominio L encontram-
se duas alcas curtas (19-25, 61-69) e no dominio R duas alcas longas (136-162,
182-213). Uma terceira alca no dominio L pode ser chamada de dissulfeto (Cys22-
Cys65) e conecta as duas alcas no dominio L. As estruturas mostram que o0s
substratos peptidicos se ligam ao longo da fenda do sitio ativo numa conformacéo
estendida. Os residuos do substrato P2, P1 e P1’ ligam-se a sitios de ligacdo bem
definidos dentro da fenda do sitio ativo. A interacdo desses residuos do substrato
com a enzima envolvem tanto a cadeia principal como os atomos das cadeias
laterais. A interagdes entre a enzima e o residuo P3 do substrato sdo baseadas
apenas em interacdes entre as cadeias laterais. O sitio de ligacao do residuo P2’ é
bastante definido. A posicdo dos sitios de ligagdo do substrato além de S3 e S2’
permanece incerta (Turk et al., 1995; Turk et al., 1998; Turk & Guncar, 2003).

Analises cristalograficas tém mostrado que as pré-regides das catepsinas L, K
e da caricaina apresentam estruturas idénticas, o que reflete a identidade
significativa entre suas sequéncias primarias. Essas pro-regibes possuem

aproximadamente 100 residuos. A pré-regido da catepsina B é mais curta (~60
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residuos), mas a sua estrutura é similar a das enzimas citadas acima, apesar da

falta de identidade da sequéncia primaria (Cygler & Mort, 1997).

1.1.2. Mecanismos de regulacao das cisteina protein  ases lisossomais

A atividade das cisteina proteinases pode ser regulada de varias maneiras,
sendo a inibicao por inibidores protéicos enddgenos e pelo pH 0s mais importantes.

As catepsinas humanas, com excecdo da catepsina S, tém um pH o6timo
acido, permitindo atividade maxima no lisossomo. A maioria das cisteina proteinases
da familia C1 é inativada em pH neutro, sugerindo que esse possa ser o principal
mecanismo de regulacdo para catepsinas que saiam dos lisossomos. Contudo,
muitas cisteina proteinases de parasitas possuem pH 6timo neutro ou ligeiramente
alcalino. Isso esta de acordo com a atividade extracelular observada para essas
enzimas (Lecalille et al., 2002a).

As catepsinas B, S e L podem ser desnaturadas irreversivelmente em pHs
muito baixos (Turk et al., 1999; Turk et al., 2000). Na maturacdo dos lisossomos
ocorre uma queda no valor do pH podendo chegar a 3,8. Isso faz com que todos os
ligantes (substrato, inibidores e pro-peptideos) se liguem fracamente. Assim, essas
enzimas podem ser desnaturadas nos lisossomos maduros (Turk et al., 2000). Foi
demonstrado que a catepsina L desnaturada irreversivelmente é degradada pela
catepsina D, principal aspartil proteinase lisossomal, que € muito ativa em pH acido.
Assim, o grupo de Turk sugere que a inativacdo induzida pelo pH seguida por
degradacdo proteolitica possa ser um processo comum a todas as cisteina
proteinases lisossomais (Turk et al., 1999). Os diferentes pHs O6timos das

proteinases lisossomais como catepsina H (pH 6timo préximo do neutro) e catepsina
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D (pH ¢6timo entre 3,0 e 4,0), sugerem que as proteinases lisossomais séo ativas em
certos estagios da vida do lisossomo (Turk et al., 1999).

O principal mecanismo de regulacdo das proteinases maduras ocorre através
da inibicdo por inibidores protéicos enddgenos. Esses inibidores podem estar
envolvidos no mecanismo de controle responsavel pela quebra de ligacdes
peptidicas e/ou podem proteger a célula de protedlise inapropriada. As cistatinas,
um exemplo desses inibidores, ligam-se fortemente e de maneira reversivel as
cisteina proteinases (Turk & Bode, 1991; Turk et al., 1997). Estudos mostraram uma
nova classe de inibidores de cisteina proteinases (Kurata et al., 2001). A
comparacao das sequéncias primaria destas proteinas com as sequéncias dos pro-
peptideos de certas cisteina proteinases revelou similaridade significativa. Estudos
iniciais identificaram duas proteinas com alta similaridade em relacdo ao pro-
peptideo da catepsina L de camundongo. Uma destas proteinas foi expressa e
capaz de inibir cisteina proteinases como papaina e catepsina L (Denizot et al.,
1989; Delaria et al., 1994). Em Bombyx mori foi encontrado um inibidor protéico com
sequéncia similar a pré-peptideos de cisteina proteinases. Esta proteinase foi
expressa em E. coli e mostrou-se um inibidor seletivo de catepsina L (Kurata et al.,
2001). A partir de pesquisas de sequéncias depositadas no GenBank, foi encontrada
em Drosophila melanogaster uma sequéncia que codifica uma proteina com
similaridade significativa em relacdo as proteinas citadas acima e ao pro-peptideo da
cisteina proteinase de Drosophila. Esta proteina também foi expressa em E. coli e

mostrou-se um inibidor seletivo da catepsina L (Rathnayaka et al., 2007).
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1.2. Cisteina proteinases em insetos

Em insetos as cisteina proteinases podem ser digestivas (Terra & Ferreira,
1994) ou estarem envolvidas na degradacdo embrionaria (Cho et al., 1999), na
metamorfose (Takahashi, 1993) e no processo de mudas (Liu et al., 2006).

Os substratos mais utilizados nos ensaios de cisteina proteinases em
conteudos do intestino médio de insetos em pH 5 a 6 sdo B-R-pNA (benzoil-Arg-p-
nitroanilida), B-R-NA (benzoil-Arg-B-naftalamida), caseina e hemoglobina. A ativacao
por ditiotreitol (DTT) ou cisteina e a inibigcdo por L-trans-epoxisuccinil-L-leucil-amido
(4-guanidinobutano) (E-64) sdo também utilizadas na identificacdo de cisteina
proteinases (Terra & Ferreira, 2005). A hidrélise dos substratos citados acima e a
inibicdo por E-64 ndo sdo suficientes para identificar uma enzima como cisteina
proteinase, pois a tripsina hidrolisa os mesmos substratos e pode ser inibida de
modo reversivel por E-64 (Novillo et al., 1997; Terra & Ferreira, 2005). O peptideo
ACLB-Cys-MCA (g-amino-caproil-leucil-(S-benzil) cisteinil-MCA) é o melhor substrato
utilizado na identificacdo de cisteina proteinases, pois ele € um substrato especifico
para essas enzimas (Alves et al., 1996).

Com base em experimentos como 0s citados acima, as cisteina proteinases
foram descritas em Hemiptera Heteroptera (percevejos) e em espécies pertencentes
as séries Cucujiformia de Coleoptera (besouros) (Terra & Ferreira, 1994). As
excecdes a esta regra sdo a identificagdo de cisteina proteinases em Hemiptera
Auchenorrhyncha (pulgdes) (Cristofoletti et al., 2003) e a falta dessas enzimas em
besouros Cucujiformia Cerambycidae (Johnson & Rabosky, 2000).

A ocorréncia de cisteina proteinases como enzima digestiva, no lugar das
serina proteinases de ocorréncia universal, parece ter resultado de passos

evolutivos diferentes entre os Hemiptera e Coleoptera, o que pode significar que elas
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tenham diferencas estruturais e de especificidade. Assim, as cisteina proteinases de
Hemiptera parecem ser o resultado de dois eventos evolutivos (Houseman et al.,
1985; Cristofoletti et al., 2003). O primeiro foi a perda das serina proteinases em
sequéncia a adaptacdo de Hemiptera similar aos Auchenorrhyncha (pulgbes) de
hoje a ingestao de seivas carentes de macromoléculas. O segundo evento foi 0 uso
de uma proteinase lisossdbmica pelos Hemipteras sugadores de seiva ao retornar
para um habito ingestor de proteina. Essa situacdo € observada tanto entre
percevejos que atacam tecidos de plantas ou animais e entre os pulgdes que sugam
as mais ou menos raras seivas ricas em proteinas (Terra & Ferreira, 2005). As
cisteina proteinases de Coleoptera parecem ser resultado de uma adaptacédo que
permitiu esses insetos de se nutrirem de sementes ricas em inibidores de serina
proteinases (Terra & Ferreira, 2005).

Por outro lado, a catepsina L € uma verdadeira endopeptidase que hidrolisa
preferencialmente ligacdes peptidicas com residuos de aminoacidos hidrofobicos em
P2, enquanto as catepsinas B preferem Arg na mesma posi¢éo. Portanto, o uso de
substratos como Z-FR-MCA (carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amino-4-metil-coumarina) e Z-
RR-MCA (carbobenzoxi-Arg-Arg-MCA) facilitam a distincdo entre as duas enzimas

(Terra & Ferreira 2005).

1.2.1. Catepsinas L em insetos

Inicialmente, as cisteina proteinases do intestino médio de insetos foram
denominadas catepsinas B, uma vez que a catepsina B foi a primeira cisteina
proteinase de animal descrita. Mais recentemente foi demonstrado que a catepsina
B é mais importante como peptidil dipeptidase do que como uma endopeptidase

(Barrett et al., 1998; Terra & Ferreira, 2005).
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Estudos recentes tém demonstrado que as catepsinas L sdo as unicas
cisteina proteinases de insetos quantitativamente importantes (Terra & Ferreira,
2005). Apesar da Obvia importancia das enzimas digestivas de insetos semelhantes
a catepsina L (CALs), do ponto de vista de possivel desenvolvimento de técnicas de
controle de insetos e da possibilidade de apresentarem novidades enzimologicas, a
caracterizacdo molecular dessas enzimas ndo progrediu muito. Isto € uma
consequéncia das: (1) dificuldades em assegurar que uma CAL ensaiada em
homogeneizados intestinais tenha sido secretada para o limen intestinal, podendo
em consequéncia ser considerada uma enzima digestiva verdadeira; (2) dificuldades
no isolamento, purificacdo e caracterizacdo cinética de CALs obtidas de conteudos
intestinais devido a autdlise frequente nos passos finais da purificacdo; (3)
dificuldades em relacionar ao processo digestivo CALs codificadas por cDNAs
clonados a partir de células intestinais, ja& que muitas dessas enzimas devam ser
lisossbmicas e, portanto, jamais deixar as células.

Por outro lado, catepsinas L digestivas foram purificadas até a
homogeneidade apenas a partir de Diabrotica virgifera (Coleoptera: Cucujiformia)
(Koiwa et al., 2000), Leptinotarsa decemlieta (Coleoptera: Chysomelidae) (Gruden et
al., 2003), Acyrthosiphon pisum (Hemiptera: Auchenorrhyncha) (Cristofoletti et al.,
2003) e Tenebrio molitor (Coleoptera: Cucujiformia) (Cristofoletti et al., 2005). A
enzima de A. pisum esta ligada a membrana plasmatica da célula intestinal e
encontra-se de frente ao conteudo luminal, enquanto as catepsinas de D. virgifera e
T. molitor sdo proteinas sollveis secretadas para o limen do intestino médio. Essas
purificagbes foram realizadas por cromotagrafias de afinidade ou por combinacdes
de cromatografias de troca ibnica. Essas enzimas apresentam pHs 6timos entre 5 e

6 e massas moleculares variando de 20 a 40kDa. Essas catepsinas L preferem
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substratos com Phe no lugar de Arg em P2, sdo inibidas por E-64 e ativadas por
cisteina ou DTT (Terra & Ferreira, 2005).

O extrato do intestino de larvas de Diabrotica virgifera hidrolisa os substratos
Z-FR-MCA e Z-RR-MCA. Duas sequéncias codificantes de catepsina L (DVRS5 e
DvRS30) e uma codificante de catepsina B (DvRS40) foram clonadas e expressas
em levedura. DVRS5 e DVRS30 apresentaram diferenca de especificidade em P2.
DvRS30 foi capaz de hidrolisar os substratos Z-FR-MCA e Z-RR-MCA enquanto
DvVRS5 hidrolisou apenas Z-FR-MCA (Bown et al., 2004). O afideo Acyrthosiphon
pisum foi selecionado como modelo para estudos de sequenciamento de genoma e
ESTs (Sabater-Mufioz et al., 2006; Gauthier et al., 2007). O silenciamento da
expressdo da catepsina L através de RNAi em A. pisum ndo resultou num fenétipo
claro (Jaubert-Possamar et al., 2007). Por outro lado, no afideo Myzus persicae a
inibicdo das catepsinas por um inibidor de cisteina proteinase gerou uma moderada
inibicdo no crescimento e na fertilidade (Rahbé et al., 2003). Um fendtipo similar ao
citado acima era esperado no silenciamento da catepsina L de A. pisum. No entanto,
a auséncia de fen6tipo pode ser explicada pela eficiéncia do silenciamento (30% de
inibicdo).

No nosso laboratério 5 pré-catepsinas L (pCALs) foram clonadas e
sequenciadas a partir de uma biblioteca de cDNA de intestino médio de T. molitor.
As pro-catepsinas pCALla (com isoformas pCALlb e pCALlc), pCAL2 e pCAL3
apresentam os residuos envolvidos na catalise Cys 25, His 169 e Asn 175 com GIn
19 (numeracédo da papaina), além do motivo ERFNIN no pré-peptideo. A pCAL1a foi
expressa e sua ativacdo resultou na enzima madura CALla com propriedades
cinéticas e sequéncia N-terminal idénticas a enzima previamente isolada de

hemdcitos. Anticorpos gerados contra CALla confirmaram a ocorréncia dessa
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enzima em lisossomos de todos os tecidos de T. molitor. CAL2 corresponde a CAL
isolada do conteudo intestinal, portanto corresponde a enzima digestiva principal.
CAL3 que é transcrita somente no intestino e € mais semelhante a CAL2 que CAL1
e pode corresponder a CAL digestiva minoritaria. Cladograma preparado com as
CALs intestinais de insetos mostraram que as CALs de Hemiptera grupam-se com a
CAL lisossdmica CAL1la, enquanto que as CALs de Coleoptera separam-se em dois
grupos como observado em T. molitor: parte reune-se com a CAL lisossémica e
parte forma grupo separado com CAL2 digestiva verdadeira (Cristofoletti et al.,
2005). Essa descoberta apoia a existéncia de diferencas importantes entre as CALS
digestivas de Hemiptera e Coleoptera inferidas de sua historia evolutiva mencionada
acima.

Analises realizadas com bibliotecas de cDNA de intestino anterior, posterior e
inteiro de T. molitor mostraram que o0s transcritos codificantes de cisteina
proteinases ocorrem principalmente no intestino anterior (Prabhakar et al., 2007).
Estes resultados s&o consistentes com estudos anteriores de caracterizagao
bioquimica de cisteina proteinases no intestino anterior de T. molitor (Cristofoletti et
al., 2005; Vinokurov et al., 2006). O grupo de Prabhakar também reforcou a
importancia das serina e cisteina proteinases no crescimento, fisiologia e
desenvolvimento de T. molitor com analises dos niveis de expressdo do mRNA

atraves de Northern blot (Prabhakar et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho tivemos como objetivos:

1) Expresséo das pro-catepsinas L digestivas (pCAL2 e pCAL3) em sistema
heterdlogo.

2) Purificacdo de pCAL2 e pCAL3.

3) Ativacéo in vitro de pCAL2 e pCAL3 recombinantes com a formagéo das
enzimas maduras CAL2 e CALS3.

4) Obtencao de anticorpos policlonais anti-pCAL2 e anti-pCAL3 para analise
do nivel de expressdo e imunolocalizagdo das enzimas no intestino de T.
molitor.

5) Determinacéo da estrutura cristalina de pCAL1, pCAL2 e pCALS3.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Procedimentos para manipulacdo de  Tenebrio molitor
3.1.1. Manutencédo dos animais

As culturas estoque de Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae) foram
mantidas sob condi¢cbes naturais de fotorregime em farelo de trigo a 24-26C e
umidade relativa de 70-75%. Foram utilizadas larvas completamente desenvolvidas

(cada uma pesando cerca de 0,129g) e de ambos 0s sexos.

3.1.2. Preparacao de amostras para os experimentos  de immunoblot

Para os experimentos de immunoblot foram preparados extratos protéicos de
T. molitor de diferentes tecidos: intestino médio, carcaga, corpo gorduroso, hemolinfa
e tubulos de Malpighi. O intestino médio das larvas foi isolado e dividido em trés
porcdes iguais: ventriculo anterior, ventriculo médio e ventriculo posterior. O epitélio
ventricular foi separado do conteudo luminal.

As larvas de T. molitor foram imobilizadas no gelo e em seguida foram
dissecadas em solucdo de NaCl 342mM gelada. O material dissecado foi
homogeneizado em Potter-Elvehjem em agua Milli-Q. Em seguida, o material foi
submetido a centrifugacdo a 20.000xg por 30 minutos a 4C. O sobrenadante foi
recolhido e foi feita a determinacdo do conteudo protéico nas amostras segundo o
meétodo descrito por Smith (1985) e modificado por Morton e Evans (1992) tendo

como padrao BSA (albumina de soro bovino).
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3.2. Procedimentos para manipulacéo de bactérias
3.2.1. Manutencéo e cultivo de bactérias

Para a clonagem e preparacdo das constru¢des plasmidiais foi utilizado
Escherichia coli cepa XL1 Blue (supE44 hsdR17 recAl endAl gyrA46 thi relAl lac-
F'[proAB™ lac? lacZAM15 Tn10(tet")]. Para a expressdo de proteinas recombinantes
foram utilizadas as cepas BL21(DE3) [F ompT hsd Sg (rs'mg) gal dcm (DE3)],
BL21(DE3)PLysS {BFdcm ompT hsdS (rgmg) galA (DE3) [pLysS Cam'} e
OrigamiB(DE3) [F" ompT hsd Sg (re'mg) gal dcm lacY1gor522::Tn 10(TcR) trxB::kan
(DE3)].

As culturas das bactérias E. coli XL1 Blue, BL21(DE3), BL21(DE3)PLysS ou
OrigamiB(DE3) foram mantidas em meio LB ou 2x TY contendo glicerol 20% (v/v) a
—80<T. Aliguotas destes estoques de XL1 Blue e BL21 (DE3) foram semeadas em
placas de meio LB [triptona 1% (p/v); extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v) e
agar 1,5% (p/v), pH 7,5] ou, no caso da OrigamiB(DE3), em placas LB contendo
canamicina 20ug/mL. Aliquotas de BL21(DE3)PLysS foram semeadas em placas 2x
TY [Triptona 1,6% (p/v), extrato de levedura 1% (p/v), NaCl 8,5mM e agar 1,5% (p/v),
pH 7,4] contendo cloranfenicol 34ug/mL. As placas foram mantidas a 37 por uma
noite.

Para obtencéo de culturas em meio liquido, uma coldnia foi inoculada em 3mL
de meio LB ou 2x TY liquido e crescida a 37T por u ma noite a 200rpm. Uma fracao
desta cultura foi utilizada como pré-inéculo para obtencdo de culturas em maior
volume para obtencdo de bactérias competentes, preparacdo de plasmideos e

obtencédo de proteinas recombinantes.
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3.2.2. Preparacao de bactérias competentes para tra nsformacao por CaCl

Cerca de 2mL de pré-inoculo obtido como descrito no item anterior foram
transferidos para 100mL de meio LB liquido ou 2x TY liquido frescos e crescidos por
2-3 horas com agitacdo a 200rpm, até DOgoonm atingir 0,5-0,6.

As células bacterianas foram transferidas para garrafas de polipropileno
estéreis e coletadas por centrifugacdo 4.000xg por 20 minutos a 4C. O sedimento
foi suspenso em 40mL de CaCl, 0,1M estéril gelado, incubado em banho de gelo por
1 hora e posteriormente centrifugado nas condi¢cdes anteriores. As bactérias foram
suspensas em 1mL de CaCl, 0,1M para uso imediato e para serem congeladas foi
adicionado glicerol para concentracao final de 15% (v/v), distribuidas em aliquotas

de 100uL, congeladas em banho de gelo seco/etanol e armazenadas a —80C.

3.2.3. Transformacé&o de bactérias por choque térmic o

Aproximadamente, 0,2ug de DNA (plasmideos ou produtos de reagbes de
ligacdo de DNA) foi adicionado a 100uL de bactérias competentes e a mistura foi
mantida em banho de gelo por 30 minutos. As células foram submetidas a choque
térmico a 42T por 90 segundos e imediatamente incu badas em banho de gelo por 2
minutos. Em seguida foram adicionados 500uL de meio LB ou meio 2x TY e a
suspensao bacteriana foi transferida para tubo de cultura e incubada a 37<C por 1
hora a 200rpm. Apds essa recuperacdo aliquotas de 50uL, 100uL e 350uL foram
semeadas em placas de meio LB contendo carbenicilina 100pg/mL ou canamicina
50ug/mL ou meio 2x TY contendo cloranfenicol 34ug/mL e carbenicilina 100ug/mL
ou cloranfenicol 34ug/mL e canamicina 50ug/mL . As placas foram incubadas a 37C

por uma noite.
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As coldnias transformantes foram inoculadas em 3mL de meio LB ou meio 2x
TY contendo os antibioticos necessarios. As culturas liquidas foram incubadas a
37T por uma noite a 200rpm. Essas culturas liquidas foram utilizadas para
minipreparacdo de plasmideos e para experimentos de inducdo da expressao da

proteina recombinante, como descrito adiante.

3.3. Procedimentos para manipulacdo de leveduras
3.3.1. Manutencéo e cultivo de leveduras

Para a expressao da proteina recombinante foi utilizada a linhagem GS115 de
Pichia pastoris. A cultura de P. pastoris foi mantida em meio YPD contendo glicerol
20% (v/v) a —80<C. Aliguotas deste estoque foram se meadas em placas de meio
YPD [extrato de levedura 1% (p/v); peptona 2% (p/v); dextrose 2% e agar 2% (p/v)] e
incubadas a 28<C por 48 horas.

Para obtenc¢éo de culturas em meio liquido, uma colénia foi inoculada em 5mL
de meio YPD liquido e crescida a 28 por uma noite a 160rpm. Uma fracdo desta
cultura foi utilizada como pré-indculo para obtencdo de culturas em maior volume

para preparacdo de células competentes e obtencdo de proteinas recombinantes.

3.3.2. Preparacdo de leveduras competentes para tra nsformagdo por
eletroporacgao

Cerca de 250uL de pré-indculo obtido como descrito no item anterior foram
transferidos para 500mL de meio YPD liquido fresco e crescidos a 28C por uma
noite com agitacdo a 160rpm, até DOgoonm = 1,3-1,5.

As células foram transferidas para garrafas de polipropileno estéreis e

coletadas por centrifugacédo 1.500xg, 5 minutos a 4°C. O sedimento foi suspenso em
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250mL de agua Milli-Q estéril gelada e centrifugado nas condi¢cdes anteriores. A
etapa de lavagem foi repetida mais uma vez com 125mL de agua Milli-Q estéril
gelada. As células foram suspensas em 20mL de sorbitol 1M e centrifugada nas
condi¢cbes anteriores. Por fim, as células foram suspensas em 1mL de sorbitol 1M e

foram feitas aliquotas de 80pL.

3.3.3. Transformacao de leveduras por eletroporacéo

Aproximadamente 20ug das construgcdes pPIC9-pCAL2 e pPIC9-pCAL1L,
previamente linearizadas com a enzima de restricdo Sacl, foram adicionadas a 80uL
de células competentes e a mistura foi transferida para uma cubeta (gene pulser
cuvette 0,2cm, BIO-RAD) previamente resfriada. Em seguida as células foram
submetidas a eletroporacdo nas seguintes condi¢bes: 1500V, 25puF e 200Q (BIO-
RAD GenePulser). Imediatamente, foi adicionado 1mL de sorbitol 1M gelado. Em
seguida aliquotas de 500uL foram semeadas em placas MD [YNB 1,34% (v/v);
biotina 4 x10°% (v/v); dextrose 2% (p/v) e agar 1,5% (p/v)]. As placas foram
incubadas a 28 por 48 horas. As colonias obtidas foram transferidas para placas
YPD e incubadas a 28T por uma noite, e diretamente utilizadas em reacdes de

PCR de colbdnia para andlise de integrantes.

3.4. Procedimentos de manipulagdo e analise de DNA

Os procedimentos experimentais de técnicas de DNA recombinante sdo de
uso corrente em nosso laboratério e foram adaptados de manuais dos fabricantes e
de protocolos descritos por Sambrook e colaboradores (Sambrook et al., 1989).

As reacdes de digestdo dos plasmideos com enzimas de restricdo (1U/ug

DNA) foram incubadas a 37<C por 2 horas, acompanhad as do tampao apropriado.
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As reacoes de ligacdo de DNA foram feitas utilizando a enzima T4 DNA ligase
(1U/ug DNA) utilizando o tampao apropriado. As reacdes de ligacdo foram

incubadas a 16C por uma noite.

3.4.1. Descrigdo dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados em reacdes em cadeia da polimerase de DNA
(PCR) foram encomendados a dialab e sintetizados pela Integrated DNA
Technologies (IDT). As cisteina proteinases foram clonadas nos vetores de
expressdo na forma de pré-enzimas.
a) Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do cDNA da pré-catepsina L 1
(pCAL1) para clonagem no vetor pPIC9 . A sequéncia de clivagem das proteases
KEX e STE13 (descrito no item 3.5.1) e o cédon de terminagcdo TAA estédo
sublinhados. Os sitios para enzimas de restricdo estdo grifados:
PCAL1F1:5CCGCTCGAGAAAAGAGAGGCTGAAGCT GTGTCGTTTTTTGACCTG
GTC 3 Xhol

pPpCAL1R1: 5’ATAAGAATGCGGCCGCTTACACCAGAGGGTAACTAGC 3’

Notl

b) Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do cDNA da pro-catepsina L 2
(pCAL2) para clonagem no vetor pPIC9 . Os sitios para enzimas de restricdo estao
grifados e o codon de terminacédo TAA esta sublinhado:
PCAL2F1: 5 GGAATTCGCCTTGCCAAGCACATTCGTGGC &

EcoRI

pPpCAL2R1: 5 ATAAGAATGCGGCCGCTTACAAAGTTGGAACGCTGGC 3’

Notl
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c) Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do cDNA de pCAL1 para clonagem
no vetor pAE. Os sitios para enzimas de restricdo estdo grifados e o codon de
terminacdo TAA esta sublinhado:
PCAL1F2: 5 CGGGATCCGTGTCGTTTTTTGACCTGGTC 3

BamHI
PCAL1R2: 5 GGGGTACCTTACACCAGAGGGTAACTAGCTTCAZ

Kpnl

d) Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do cDNA de pCAL2 para clonagem
no vetor pAE. Os sitios para enzimas de restricdo estdo grifados e o codon de
terminacdo TAA esta sublinhado:
PCAL2F2: 5 CGGGATCCGCCTTGCCAAGCACATTC 3

BamHI
pPpCAL2R2: 5 GGAATTCTTACAAAGTTGGAACGCTGGC &

EcoRlI

e) Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo do cDNA da pré-catepsina L 3
(pCAL3) para clonagem no vetor pAE. Os sitios para enzimas de restricdo estdo
grifados e o cédon de terminacdo TAA esta sublinhado:
pCAL3F:5' AACTGCAGCCTGCCAAAATCGCTCTTCC 3'

Pstl
pPCAL3R: 5" CCCAAGCTTTTACAAAGCAGGGTATGAAGCAG 3

Hindlll
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f) Oligonucleotideos utilizados para gerar o mutante pCAL1Cys26Ser. O nucleotideo
mutado esta sublinhado:
pCAL1Cys25SerF: 5 TGCGGGTCCAGCTGGAGTTTC3

pPCA1Cys25SerR: 5° GAAACTCCAGCTGGACCCGCA 3

g) Oligonucleotideos utilizados para gerar o mutante pCAL2Cys25Ser. O nucleotideo
mutado esta sublinhado:
pCAL2Cys25SerF: 5 CTGCGGGTCCAGCTGGGCCTTC 3

PCAL2Cys25SerR: 5 GAAGGCCCAGCTGGACCCGCA 3

h) Oligonucleotideos utilizados para gerar o mutante pCAL3Cys26Ser. O nucleotideo
mutado esta sublinhado:
pCAL3Cys25SerF: 5° GTGCGGATCTAGCTGGAGTTTC 3

PCAL3Cys25SerR: 5 GAAACTCCAGCTAGATCCGCAC 3’

i) Oligonucleotideos que flanqueiam o sitio de clonagem do vetor pPIC9:
5A0X1: 5 GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3

3A0OX1: 5’ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’

j) Oligonucleotideos que flanqueiam o sitio de clonagem do vetor pAE e do vetor
pET28a:
T7:5 TAATACGACTCACTATAGGGCGA 3

T7 Terminador: 5 GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG 3’
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3.4.2. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para amplificacdo das sequéncias codificadoras das pré-enzimas pCAL1L,
pCAL2 e pCAL3 utilizamos a enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen Life
Technologies) em reacGes de 50uL contendo oligonucleotideos 0,5uM, dNTPs
0,2mM (para cada nucleotideo), tampao da Taq DNA polimerase, MgCl, 1,5mM e
50-200ng de DNA molde. As reacdes foram realizadas em termociclador (Applied
Biosystems) com desnaturacéo inicial por 4 minutos a 94<C, seguindo-se 30 ciclos
de 94T por 30 segundos, 60-64C (varihvel de acord o com a Tm do
oligonucleotideo) por 60 segundos e 72T por 90 segundos. Como molde nestas
reacoes de PCR utilizamos as construcdes pT7-7/pCAL2 e pSE420/pCAL1 ou uma
biblioteca de cDNA de T. molitor disponiveis em nosso laboratorio.

As reacoes de PCR de colbnia foram realizadas como descrito acima, exceto
o tempo de desnaturacdo inicial que foi de 10 minutos para que as células

pudessem ser rompidas.

3.4.3. Mutagénese sitio-dirigida

Como um dos objetivos do projeto é a obtencao da estruturas cristalograficas
das pro-enzimas, pCAL1, pCAL2 e pCAL3 foram expressas como formas inativas
através da substituicdo da Cys25 do sitio ativo por Ser25. Essas mutacdes foram
necessarias para evitar a autoativacdo que ocorre em valores de pH acido. A
construcdo dos mutantes de pCAL1, pCAL2 e pCAL3 foi realizada pelo método da
sobreposicdo na regido mutada (Higuchi et al., 1988; Ho et al., 1989). A mutagénese
€ realizada em duas etapas de reacdes de PCR (figura 2). Na primeira etapa sao
realizadas duas reaces de PCR separadas para cada mutante. Na reacdo de PCR1

é utilizado um iniciador especifico correspondente ao comeco da sequéncia (I11) e
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2. DNA molde
Desnatura¢ao dadupla
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Figura 2. Mutagénese sitio dirigida por sobreposicd 0 na regido mutada. Na primeira
etapa ocorre a amplificacdo de dois fragmentos do DNA alvo (PCR 1 e PCR 2). Os
fragmentos contendo as regifes de sobreposicdo sdo purificados e adicionados em
guantidades iguais na segunda etapa (PCR 3). O heteroduplex formado pelo anelamento dos
dois fragmento fornece o molde para gerar o cDNA completo com a mutacdo. Adaptado de
Higuchi (1989).
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um iniciador especifico mutagénico reverso (IM2). Na reacédo de PCR2 é utilizado um
iniciador especifico correspondente ao final da sequéncia (I12) e um iniciador
especifico mutagénico da outra fita de DNA (IM1). Estes iniciadores vao amplificar
fragmentos que se sobrepdem na regido mutada. Na segunda etapa os fragmentos
produzidos acima séo utilizados em quantidades iguais para gerar o cDNA completo
com a mutacao.

As reacdes de PCR1 e PCR2 foram realizadas em soluc¢des contendo 0,5uM
de cada oligonucleotideo, 0,2mM de cada dNTP, tampao DNA polimerase, Taq DNA
polimerase (Fermentas Life Science), 1,5mM de MgCl, 1,5mM e 100ng de DNA
molde em um volume final de 50pL. Na reacdo de PCR3 a composicéo da reacéo foi
a mesma da citada acima, exceto a quantidade de DNA que foi aproximadamente
2ng para cada fragmento. As condi¢cBes de programacao dos ciclos do termociclador

foram as mesmas das descritas no item anterior.

3.4.4. Eletroforese em gel de agarose

A amostra de DNA a ser analisada foi previamente misturada com 0,1 volume
de tampao de amostra [azul de bromofenol 0,25% (p/v) e sacarose 40% (p/v)] e a
eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,0% (p/v) a 100 Volts em TAE (Tris-
acetato 40mM, EDTA 1mM, pH8). O gel foi fotografado sob luz ultravioleta e os
tamanhos dos fragmentos foram estimados mediante comparacdo com a mobilidade

de fragmentos de DNA conhecidos.

3.4.5. Eluicdo de fragmentos de DNA
A purificacdo de fragmentos de DNA a partir do gel de agarose foi feita

utilizando o kit QIAquick gel extraction kit (Qiagen) de acordo com o protocolo
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sugerido pelo fabricante. Uma aliquota da amostra de DNA obtida foi analisada por
eletroforese em gel de agarose e a quantidade de DNA obtida foi estimada por

comparacao com fragmento de DNA de tamanho e quantidade conhecida.

3.4.6. Métodos de preparacao de plasmideos

As minipreparacdes de plasmideos e a preparacao de plasmideos em grande
escala foram realizadas com reagentes dos kits DNA purification system (Promega)
e QIAGEN plasmid midikit (Qiagen) de acordo com os protocolos sugeridos pelo
fabricante. Nas preparacdes em grande escala a determinacdo da quantidade de
DNA foi feita pela medida da absorbancia a 260nm, onde Abszsonm = 1 equivale a

50ug de DNA fita dupla/mL.

3.4.7. Sequenciamento automatizado de DNA

O sequenciamento foi realizado no aparelho ABI PRISM™ 3100 (Applied
Biosystems) conforme recomendacdes do fabricante. A reacdo de sequenciamento
foi realizada utilizando-se 2uL da mistura da reacdo Big Dye terminator mix (Applied
Biosystems), 100-200ng de DNA, 9,6pmol de cada oligonucleotideo, Tris-HCI
200mM pH 9,0 e MgCl, 5mM em um volume final de 15puL. A reacéo foi incubada por
2 minutos a 95°C, seguida de 35 ciclos de 45 segundos a 96, 30 segundos a 50C
e 4 minutos a 60<C. Terminada a rea¢ao, as amostras foram precipitadas com etanol
100% e glicogénio 1mg/mL, lavadas com etanol 70%, suspensas em formamida,
desnaturadas a 94T por 5 minutos e aplicadas no se quenciador automatizado. A
qualidade das sequéncias geradas foi analisada no programa Chromas lite versao
2.01. A analise de similaridade foi feita no programa BLAST disponivel em bancos

de dados publicos como o NCBI (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov).
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3.5. Clonagem das pré-catepsinas L de  T. molitor em vetores de expressao
3.5.1. Clonagem da sequéncia codificadora da pro-ca tepsina L 2 (pCAL2) de T.
molitor no vetor pPIC9 para expressao em levedura

Com o objetivo de produzir CAL2 recombinante ativa, foi amplificada por PCR
a sequéncia codificadora da pro-catepsina L 2 utilizando oligonucleotideos
especificos (pCAL2F1 e pCAL2R1) que possibilitaram que pCAL2 estivesse em fase
no vetor de expressao pPIC9. O vetor apresenta um gene de resisténcia a ampicilina
(Amp) para selecdo em E. coli e pode ser replicado em bactérias (pBR322). O vetor
também contém o gene da histidinol desidrogenase (HIS4) que confere uma marca
de selecdo em Pichia e a sequéncia 3’ do gene AOX1 (3° AOX1). A expressao da
proteina recombinante esta sob controle do promotor AOX1 (5’A0X1), sendo sua
expressao obtida pela adicdo de metanol a cultura de levedura. A presenca do pro-
peptideo é necessaria para o correto dobramento da enzima. A clonagem de pCAL2
neste vetor esta em fase com uma sequéncia do vetor que codifica uma sequéncia
sinal de secrecao (a-fator sinal de secrecdo) que vai ser responsével pela secrecéo
da proteina de interesse para o meio de cultura (S). Esse peptideo sinal € removido
proteoliticamente pelas proteases KEX e STE13 durante a secrecao (Cereghino &
Cregg, 2000).

Para a obtencdo da construcao pPIC9-pCAL2 (figura 3) o produto de PCR
digerido com EcoRI e Notl foi ligado no vetor pPIC9 linearizado com as mesmas
enzimas. A ligacdo foi transformada na bactéria XL1Blue seguida de selecdo com
carbenicilina. A figura 3 mostra a digestdo de um dos clones obtidos com EcoRI e
Notl. O sequenciamento de dois clones com oligonucleotideos especificos (5A0OX1 e

3A0X1) para o vetor pPIC9 mostrou que a sequéncia obtida estava intacta e que a
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Figura 3. Analise da construcao pPIC9-pCAL2. A construcdo pPIC9-pCAL2 (canaleta 2)
foi digerida com EcoRI e Notl. A seta aponta para o fragmento de ~963pb correspondente
ao inserto liberado da construcdo (canaleta 3). A canaleta 1 corresponde ao marcador de
tamanho 1Kb DNA ladder. O tamanho de alguns fragmentos em pb esta indicado a
esquerda.
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sua amplificacdo por PCR néo introduziu nenhuma alteracdo na sua sequéncia de
bases (dados ndo mostrados). Um clone foi utilizado para preparacao de plasmideos

em larga escala.

3.5.2. Clonagem da sequéncia codificadora da pro-ca tepsina L 1 (pCAL1) de T.
molitor no vetor pPIC9 para expressao em levedura

Com o objetivo de produzir uma maior quantidade de CAL1 recombinante
para 0s experimentos de cristalografia, foi amplificada por PCR a sequéncia
codificadora da pro-catepsina L 1 utilizando oligonucleotideos especificos (pCAL1F1
e pCAL1R1) que possibilitaram que pCAL1 estivesse em fase no vetor de expressao
pPIC9. Na obtencdo da construcdo pPIC9-pCAL1 (figura 4) o produto de PCR
digerido com Xhol e Notl foi ligado no vetor pPIC9 linearizado com as mesmas
enzimas. A ligacdo foi transformada na bactéria XL1Blue seguida de selecdo com
carbenicilina. A figura 4 mostra a digestdo de um dos clones obtidos com Xhol e Noitl
para confirmacdo da presenca do inserto. O sequenciamento de dois clones com
oligonucleotideos especificos (5A0X1 e 3A0X1) para o vetor pPIC9 mostrou que a
sequéncia obtida estava intacta e que a sua amplificacdo por PCR né&o introduziu
nenhuma alteracéo na sua sequéncia de bases (dados ndo mostrados). Um clone foi

utilizado para preparacao de plasmideos em larga escala.

3.5.3. Subclonagem de pCAL2 no vetor pET28a para ex pressdo em bactérias

O vetor pET28a apresenta como marca de selecéo a resisténcia a canamicina
(Kan). No vetor pET28a a expressdo da sequéncia de interesse esta sobre o
controle do promotor T7 que é reconhecido pela T7 RNA polimerase. Nas cepas

utilizadas na expressao de proteinas a T7 RNA polimerase esta sobre o controle do
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Figura 4. Analise da construcao pPIC9-pCAL1. A construcao pPIC9-pCALL1 (canaleta 2)
foi digerida com Xhol e Notl. A seta aponta para o fragmento de ~966pb correspondente ao
inserto liberado da construcdo (canaleta 3). A canaleta 1 corresponde ao marcador de
tamanho 1Kb DNA ladder. O tamanho de alguns fragmentos em pb esta indicado a
esquerda.
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promotor lacUV5 e a sua expressdo € induzida pela adicdo de IPTG a cultura
bacteriana. Este promotor apresenta um certo vazamento e alguma expressao da T7
RNA polimerase pode ser observada em bactérias ndo induzidas. Na cepa
BL21(DE3)PLysS a presenca do plasmideo pLysS codifica para a lisozima, um
inibidor natural da T7 RNA polimerase, impedindo o vazamento da expressao da
proteina recombinante. A clonagem de pCAL2 no vetor pET28a esta em fase na
extremidade amino terminal com uma sequéncia do vetor que codifica para os seis
residuos de histidina. Assim, no processo de ativagcdo do zimogénio a cauda de
histidina € eliminada junto com o pré-peptideo.

Para a subclonagem de pCAL2 no vetor pET28a, a construcédo pT7-7-pCAL2
foi digerida com Ndel e EcoRlI para liberagdo do inserto e o vetor foi linearizado com
Ndel e EcoRI. A construgdo pET28a-pCAL2 (figura 5) foi transformada na bactéria
XL1Blue e a partir de algumas colbnias os plasmideos foram isolados e submetidos
a digestdo com Ndel e EcoRI para checar o sucesso da clonagem (figura 5). O
sequenciamento de dois clones com oligonucleotideos especificos (T7 e T7

Terminador) mostrou que a sequéncia estava em fase com a cauda de histidina.

3.5.4. Clonagem de pCAL2 no vetor pAE para expressa 0 em bactéria

Para facilitar a purificagcdo das pro-catepsinas por cromatografia de afinidade
os seus cDNAs foram clonados no vetor de expressao pAE (Ramos et al., 2004). As
clonagens no vetor pAE estdo em fase na por¢cdao amino terminal com uma
sequéncia do vetor que codifica para seis residuos de histidina. No vetor pAE, a
expressdo da proteina recombinante esta sob controle do promotor T7, que é

reconhecido pela T7 RNA polimerase.
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Wotl 167 pinarrr 174
EcoRI 193
Thal 313

Ehol 159

Heol 423

Kan MdeI 11683

Heol 1221

pET28a-PCP2
6293 bp

Esquema da construcdo pET28a-pCAL2

Figura 5. Andlise da construcdo pET28a -pCAL2. Para verificacdo do sucesso da
subclonagem de pCAL2, a construgcdo pET28a-pCAL2 mostrada acima (canaletas 3, 5 e 7)
foi digerida com as enzimas Ndel e EcoRI. A seta aponta para o fragmento de ~963pb
correspondente ao inserto liberado da construcdo (canaletas 4, 6 e 8). A digestédo foi
analisada em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo. A canaleta 1
corresponde ao marcador de tamanho molecular 1Kb DNA ladder e a canaleta 2 ao vetor
pET28a. O tamanho de alguns fragmentos em pb est4 indicado a esquerda.
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O vetor apresenta como marca de selecdo um gene de resisténcia a
ampicilina (Amp). No processo de ativacdo do zimogénio a cauda de histidina &
eliminada junto com o pré-peptideo.

O produto de PCR (~963pb) foi digerido com BamHI e EcoRI e ligado no vetor
pAE previamente linearizado com BamHI e EcoRI (figura 6). A ligagao foi
transformada na bactéria XL1Blue seguida de selecdo com carbenicilina. A figura 6
mostra a digestao de um dos clones obtidos com BamHI e EcoRI para confirmagao
da presenca do inserto. O sequenciamento de dois clones com oligonucleotideos
especificos para o vetor pAE mostrou que a sequéncia obtida estava intacta e que a
sua amplificacdo por PCR néo introduziu nenhuma alteragcdo na sua sequéncia de
bases (dados ndo mostrados). Um clone foi utilizado para preparacao de plasmideos

em larga escala.

3.5.5. Clonagem da sequencia codificadora da pro-ca tepsina L 3 (pCAL3) de T.
molitor no vetor pAE para expressao em bactéria

Com o objetivo de clonar o cDNA de pCAL3 no vetor de expresséo pAE ,
realizamos reacdes de PCR com os oligonucleotideos pCAL3F e pCAL3R utilizando
como molde uma biblioteca de cDNA de T. molitor. O produto de PCR de ~936pb foi
digerido com Pstl e Hindlll e ligado no vetor pAE previamente linearizado com Pstl e
Hindlll (figura 7). A ligacdo foi transformada na bactéria XL1Blue seguida de selecéo
com carbenicilina. A figura 7 mostra a digestdo de um dos clones obtidos com Pstl e
Hindlll. O sequenciamento de dois clones com oligonucleotideos especificos para o
vetor pAE mostrou que a sequéncia obtida estava intacta e que a sua amplificacéo
por PCR néo introduziu nenhuma alteracdo na sua sequéncia de bases (dados nao

mostrados). Um clone foi utilizado para preparacéo de plasmideos em larga escala.
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Figura 6. Analise da constru¢cdo pAE-pCAL2. A construcdo pAE-pCAL2 (canaleta 2)
foi digerida com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI. A seta aponta para o fragmento
de ~963pb correspondente ao inserto liberado da construcéo (canaleta 3). A digestéo foi
analisada em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo. A canaleta 1
corresponde ao marcador de tamanho 1Kpb DNA ladder.
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Figura 7. Andlise da construcdo pAE -pCAL3. Para confirmar o sucesso da clonagem de
pCAL3, a construcdo pAE-pCAL3 (canaleta 2) foi digerida com as enzimas de restricdo
Hindlll e Pstl. A seta aponta para o fragmento de ~936pb correspondente ao inserto liberado
da construcdo (canaleta 3). A digestdo foi analisada em gel de agarose 1,0% corado com
brometo de etideo. A canaleta 1 corresponde ao marcador de tamanho 1Kpb DNA ladder.
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3.5.6. Clonagem de pCAL1 no vetor pAE para expressa 0 em bactéria

Na clonagem do cDNA de pCAL1 foram utilizados oligonucleotideos
especificos (pCAL1F2 e pCAL1R2). O produto de PCR obtido de ~966pb foi
purificado e digerido com BamHI e Kpnl. O vetor pAE foi linearizado com BamHI e
Kpnl. A construcdo pAE-pCALL1 (figura 8) foi transformada na bactéria XL1Blue e a
partir de algumas colbnias os plasmideos foram isolados e submetidos a digestéao
com BamHI e Kpnl para checar o sucesso da clonagem (figura 8). O
sequenciamento de dois clones com oligonucleotideos especificos para o vetor pAE
mostrou que a sequéncia obtida estava intacta e que a sua amplificacdo por PCR
nao introduziu nenhuma alteracdo na sua sequéncia de bases (dados néo

mostrados). Um clone foi utilizado para preparacao de plasmideos em larga escala.

3.5.7. Clonagem de pCAL2 mutante no vetor de expres sao pAE

Para a obtencdo da construcdo pAE-pCAL2Cys25Ser (figura 9), foram
realizadas duas etapas de reacdes de PCR (dados n&o mostrados). Na primeira
etapa foram obtidos dois fragmentos de tamanho esperado utilizando os
oligonucleotideos pCAL2F e pCAL2Cys25SerR na reacdo de PCR1 (~400pb) e os
oligonucleotideos pCAL2R e pCAL2Cys25SerF na reagcdo de PCR2 (~600pb). Na
segunda etapa o produto de PCR foi obtido a partir dos fragmentos purificados (~2ng
de cada fragmento) com os oligonucleotideos pCAL2F e pCAL2R (~963pb). O
produto de PCR foi digerido com BamHI e EcoRI e ligado no vetor pAE previamente
linearizado com as mesmas enzimas. A ligacdo foi transformada na bactéria
XL1Blue seguida de selecdo com carbenicilina. A figura 9 mostra a digestdo de um

dos clones obtidos com BamHI e EcoRI para confirmacéo da presenca do inserto.
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Figura 8. Andlise da constru¢éo pAE-pCAL1. A construgcdo pAE-pCAL1 (canaleta
2) foi digerida com as enzimas de restricdo BamHI e Kpnl. A seta aponta para o
fragmento de ~966pb correspondente ao inserto liberado da construcdo (canaleta 3).
A digestéo foi analisada em gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo. A
canaleta 1 corresponde ao marcador de tamanho 1Kpb DNA ladder.
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Figura 9. Analise da constru¢cdo pAE -pCAL2Cys25Ser. A constru¢cdo pAE-pCAL2
Cys25Ser (canaleta 2) foi digerida com as enzimas de restricdo BamHI e EcoRI. A seta
aponta para o fragmento de ~936pb correspondente ao inserto liberado da construcéo
(canaleta 3). A digestado foi analisada em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo. A canaleta 1 corresponde ao marcador de tamanho 1Kpb DNA ladder.
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O sequenciamento de 5 clones com oligonucleotideos especificos para o vetor pAE
mostrou que a mutacdo desejada foi inserida e que nenhuma mutacao ocasional

devido a erros da Taq polimerase ocorreu.

3.5.8. Clonagem de pCAL3 mutante no vetor de expres sao pAE

Na clonagem do mutante pCAL3Cys26Ser foram realizadas duas etapas de
reacoes de PCR separadas (dados ndo mostrados). Na primeira etapa foram obtidos
dois fragmentos de tamanho esperado utilizando os oligonucleotideos pCAL3F e
pCAL3Cys26SerR na reacdo de PCR1 (~400pb) e os oligonucleotideos pCAL3R e
pCAL3Cys26SerF na reacdo de PCR2 (~600pb). Na segunda etapa o produto de
PCR foi obtido a partir dos fragmentos purificados (~2ng de cada fragmento) com os
oligonucleotideos pCAL3F e pCAL3R (~936pb). O produto de PCR de foi digerido
com Pstl e Hindlll e ligado no vetor pAE linearizado com Pstl e Hindlll. A ligacao foi
transformada na bactéria XL1Blue seguida de sele¢cdo com carbenicilina. A figura 10
mostra a digestdo de um dos clones obtidos com Pstl e Hindlll. O sequenciamento
de 5 clones com oligonucleotideos especificos para o vetor pAE mostrou que a
mutacédo desejada foi inserida e que nenhuma mutag¢ao ocasional devido a erros da

Taq polimerase ocorreu.
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Figura 10. Andlise da constru¢cdo pAE -pCAL3Cys26Ser. Para confirmar o sucesso da
clonagem de pCAL3, a construcdo pAE-pCAL3Cys26Ser (canaleta 2) foi digerida com as
enzimas de restricdo Hindlll e Pstl. A seta aponta para o fragmento de ~936pb
correspondente ao inserto liberado da construcéo (canaleta 3). A digestao foi analisada em
gel de agarose 1,0% corado com brometo de etideo. A canaleta 1 corresponde ao marcador
de tamanho 1Kb DNA ladder. O tamanho de alguns fragmentos em kpb esta indicado a
esquerda.
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3.5.9. Clonagem de pCAL1 mutante no vetor de expres sao pAE

Para a construcao do mutante pAE-pCAL1Cys26Ser foram feitas duas etapas
de reacOes de PCR (dados ndo mostrados). Na primeira etapa foram obtidos dois
PCR foi obtido a partir dos fragmentos purificados (~2ng de cada fragmento) com os
oligonucleotideos pCAL1F2 e pCAL1R2 (~966pb). O produto de PCR de foi digerido
com BamHI e Kpnl e ligado no vetor pAE linearizado com as mesmas enzimas. A
ligacdo foi transformada na bactéria XL1Blue seguida de sele¢cdo com carbenicilina.
A figura 11 mostra a digestdo de um dos clones obtidos com BamHI e Kpnl para
confirmacdo da presenca do inserto. O sequenciamento de 6 clones com
oligonucleotideos especificos para o vetor pAE mostrou que a mutacao desejada foi
inserida e que nenhuma mutacdo ocasional devido a erros da Taq polimerase

ocorreu.
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Figura 11. Andlise da construcdo pAE -pCAL1Cys26Ser. A construcdo pAE-
pCAL1Cys26Ser (canaleta 2) foi digerida com as enzimas de restricdo BamHI e Kpnl. A
seta aponta para o fragmento de ~966pb correspondente ao inserto liberado da construcao
(canaleta 3). A digestado foi analisada em gel de agarose 1,0% corado com brometo de
etideo. A canaleta 1 corresponde ao marcador de tamanho 1Kpb DNA ladder.
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3.6. Procedimentos para manipulacdo e analise de pr  oteinas
3.6.1. Expressado de pCAL1 e pCAL2 recombinantes em  levedura

Para a expressdo de pCAL1 e pCAL2 foi utilizada P. pastoris transformada
com as construcdes pPIC9-pCAL1 e pPIC9-pCAL2, obtidas como descrito no item
3.3.3.

Inicialmente 20 clones foram inoculados separadamente em 10mL de meio
YPD e crescidos a 28T por uma noite a 160rpm. As c €élulas obtidas foram coletadas
por centrifugacdo 2.500xg, 5 minutos a temperatura ambiente. O sedimento foi
suspenso em 10mL de agua Milli-Q estéril e centrifugado nas condi¢cbes anteriores.
A etapa de lavagem foi repetida por mais duas vezes e as células foram suspensas
em 10mL de meio BMMY [extrato de levedura 1% (p/v); peptona 2% (p/v); fosfato de
potassio 100mM; YNB 1,34% (v/v) e biotina 4x10°% (v/v), pH 6,0], seguindo-se
incubacdo a 28C a 160rpm. Para a inducdo da proteina recombinante foi
adicionado metanol para concentracdo final de 1% a cada 12 h. Aliquotas de 1mL
foram coletadas ap6s 0, 24, 48, 72 e 96 horas de inducdo, submetidas a
centrifugacédo 16.000 x g por 5 minutos a 4C. O sob renadante contendo a enzima
secretada foi coletado e o sedimento descartado. O perfil de inducdo das proteinas
recombinantes foi avaliado através de ensaios enzimaticos sobre o substrato Z-FR-
MCA.

O clone que apresentou maior atividade enzimatica foi crescido em meio YPD
sélido e inoculado em 10mL de meio YPD a 28T, por uma noite a 160rpm. Em
seguida 100puL desta cultura foi diluido em 100mL de meio YPD e incubado a 28<C,
por 24 horas a 160rpm. As células obtidas foram coletadas por centrifugacdo 2.500 x
g, 5 minutos a temperatura ambiente. O sedimento foi suspenso em 100mL de agua

Milli-Q estéril e centrifugado nas condi¢cdes anteriores. A etapa de lavagem foi
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repetida por mais duas vezes e as células foram suspensas em 50mL de meio
BMMY e 50mL de meio BMM [fosfato de potassio 100mM; YNB 1,34% (v/v) e biotina
4x10°% (v/v), pH 6,0], seguindo-se incubacdo a 28T a 16 Orpm com adicéo de
metanol para concentracao final de 1% a cada 12 h. O tratamento das amostras
induzidas foi realizado como descrito acima. Para a determinacdo do 6timo tempo de
inducdo o perfil da inducdo foi analisado através da atividade enzimatica com o
substrato Z-FR-MCA e por eletroforese em SDS-PAGE com coloragcdo com prata

(item 3.6.5).

3.6.2. Expressado de pCAL2 recombinante em BL21(DE3) PLysS

Para a expressdo de pCAL2 em BL21(DE3)PLysS foram utilizadas as
construcoes pT7-7-pCAL2 e pET28a-pCAL2.

ApoOs a transformacédo em BL21(DE3)PLysS, 10 clones foram inoculados em
3mL de meio 2x TY contendo carbenicilina 100pg/mL e cloranfenicol 34ug/mL ou
canamicina 50ug/mL e cloranfenicol 34ug/mL e crescidos a 37°C por uma noite a
200rpm. Em seguida as culturas foram diluidas para DOgoorm = 0,1 em 10mL de
meio 2x TY fresco contendo antibiético na mesma concentracdo anterior, sendo
incubadas a 37C. Quando a cultura atingiu uma DO goonm = 0,4, uma aliquota de
1mL foi retirada (cultura ndo induzida), submetida a centrifugagdo 16.000xg por 5
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o sedimento de
bactérias suspenso em 100uL de tampé&o de amostra para eletroforese 1X (descrito
no item 3.6.5). O IPTG (Isopropil B-D-tiogalactopiranosideo) foi entdo adicionado a
essa cultura para concentracdo final de 1mM e aliquotas da suspenséo bacteriana
(cultura induzida) foram retiradas ap6s 3 horas de incubagdo e processadas da

mesma forma, exceto que o sedimento de bactérias foi suspenso em 200uL de
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tampdo de amostra para SDS-PAGE. As amostras de cultura ndo induzida e
induzida foram armazenadas a -20C até a sua utiliz acao.

Para testar a inducdo de pCAL2 recombinante em diferentes temperaturas
partimos do clone que apresentou melhor inducdo conforme descrito acima. Este
clone foi crescido em meio 2x TY soélido com os antibidticos necessarios.
Previamente a inducéo, o clone de interesse foi inoculado em 10mL de meio 2x TY
contendo carbenicilina 100pg/mL e cloranfenicol 34ug/mL ou canamicina 50ug/mL e
cloranfenicol 34pg/mL e crescido a 37T, por uma noite a 200rpm. Em seguida a
cultura foi diluida para DOgoonm = 0,1 em 50mL de meio 2x TY contendo antibiético
na mesma concentracao anterior, sendo incubado em diferentes temperaturas (25,
30 e 37C). Quando a cultura atingiu uma DO gyonm = 0,4, uma aliquota de 1mL foi
retirada (cultura ndo induzida), o IPTG foi adicionado para concentracdo final de
1mM e aliguotas de suspenséo bacteriana (cultura induzida) foram retiradas apés 3
horas de incubacdo. Amostras das culturas induzidas e né&o induzidas foram
processadas como ja descrito. O restante da cultura foi submetido a centrifugacéo
4.000xg por 20 minutos a 4C e armazenado a -80C.

O perfil de inducdo da proteina recombinante foi analisado em gel de
poliacrilamida a 12% contendo SDS (SDS-PAGE) e coloragdo com Coomassie Blue

(item 3.6.5).

3.6.3. Expressédo de pCAL2 recombinante em BL21(DES3)

Para a expressédo de pCAL2 em BL21(DE3) foram utilizadas as construcdes
pT7-7-pCAL2 e pET28a-pCAL2.

Os clones de interesse foram inoculados em 10mL de meio LB contendo

carbenicilina 100pug/mL ou canamicina 50 pg/mL e crescidos a 37T, por uma noite a
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200rpm. Em seguida, esta cultura foi diluida para DOggonm = 0,1 em 50mL de meio
LB contendo antibidtico na mesma concentracdo anterior, prosseguindo-se a
incubacdo em diferentes temperaturas (25, 30 e 37C). Quando a cultura atingiu
uma DOgoonm = 0,6 uma aliquota de 1mL foi retirada (cultura ndo induzida), o IPTG
foi adicionado para concentracao final de 1mM e aliquotas de suspenséao bacteriana
(cultura induzida) foram retiradas apés 3 horas de incubacédo a 25, 30 e 37<T.
Amostras das culturas induzidas e nao induzidas foram processadas como descrito
no item 3.6.5. O restante da cultura foi submetido a centrifugacdo 4.000xg por 20
minutos a 4C e armazenado a -80<C. O perfil de ind ucdo da proteina recombinante

foi analisado como descrito no item anterior.

3.6.4. Expressédo de pCAL1, pCAL2, pCAL3, pCAL1Cys26 Ser, pCAL2Cys25Ser
e pCAL3Cys26Ser recombinantes em OrigamiB(DE3)

Para a expressao de pCALl1l, pCAL2, pCAL3, PpCAL1Cys26Ser,
pCAL2Cys25Ser e pCAL3Cys26Ser recombinantes foi utilizada a cepa
OrigamiB(DE3), respectivamente transformada com as constru¢bes pAE-pCAL1,
PAE-pCAL2, pAE-pCAL3, pAE-pCAL1Cys26Ser, pAE-pCAL2Cys25Ser e pAE-
pCAL3Cys26Ser.

Os clones de interesse foram inoculados em 10mL de meio LB contendo
carbenicilina 100ug/mL e crescidos a 37T, por uma noite a 200rpm. Em seguida,
esta cultura foi diluida para DOgoonm = 0,1 em 50mL de meio LB contendo antibidtico
na mesma concentracdo anterior, prosseguindo-se a incubacdo em diferentes
temperaturas (20, 25, 30 e 37C). Quando a cultura atingiu uma DOggonm = 0,6 uma
aliquota de 1mL foi retirada (cultura ndo induzida), o IPTG foi adicionado para

concentracdo final de 1mM e aliquotas de suspenséo bacteriana (cultura induzida)
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foram retiradas apds a incubacdo nos tempos requeridos para cada experimento e
processadas como descrito no item 3.6.5. A inducdo dos mutantes pCAL1Cys26Ser,
pPpCAL2Cys25Ser e pCAL3Cys2Ser foi realizada de acordo com procedimentos

estabelecidos para as pro-catepsinas nativas.

3.6.5. Eletroforese unidimensional em gel de poliac rilamida contendo SDS
(SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi realizada em gel de separacdo de 12% de
poliacrilamida e gel de empilhamento de 4,0% (Laemmli, 1970) em placas. As
aliquotas foram suspensas em tampéao de amostra para eletroforese 1X [Tris 60mM,
pH 6,8; B-mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v); SDS 2% (p/v) e azul de
bromofenol 0,05% (p/v)], fervidas por 3 minutos e aplicadas no gel. A corrida foi
realizada a 200V (fonte Bio-rad modelPowerPac™Basic) até que o azul de
bromofenol atingisse o limite inferior do gel. As proteinas foram visualizadas através
de coloracao por prata (Blum et al., 1987) ou por coloracdo com azul de Coomassie
R 0,2% (p/v), preparado em metanol 50% (v/v) e acido acético 10% (v/v), seguido de
descoloracdo com acido acético 7% (v/v) em metanol 30% (v/v). Depois de
descorados os géis foram mantidos em glicerol 3% (v/v), por 1 hora, e em seguida
secos entre folhas de papel celofane a 70C, por 45 minutos, em secador de gel

(Bio-rad).

3.6.6. Teste de solubilidade da proteina recombinan te
Para os testes de solubilidade as culturas bacterianas foram induzidas com
IPTG 1mM em diferentes temperaturas (20, 25, 30 e 37°C), o sedimento bacteriano

foi suspenso em 1mL de tampao de lise (Tris-HCI 50mM, pH8,0; NaCl 100mM;
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PMSF 1mM e EDTA 1mM) e submetido a sonicacdo com 3 pulsos de 15 segundos
cada, out put 3 (Branson Sonifier 450) com intervalos em gelo de 1 minuto entre
cada pulso. O lisado foi centrifugado a 10.000xg por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido e o sedimento suspenso em 1mL do tampéo anterior,
sendo ambos analisados em seguida por SDS-PAGE 12% e coloracdo com

Coomassie Blue (item 3.6.5).

3.6.7. Dosagem de proteinas

A determinacdo do conteudo protéico nas amostras obtidas a partir da
expressdo em levedura foi realizada segundo o método de Bradford (1976) tendo
como padrdao ovoalbumina. A determinacdo do conteddo protéico nas amostras
obtidas a partir da expressdo em bactéria foi realizada segundo o método descrito
por Smith (1985) e modificado por Morton & Evans (1992) tendo como padrédo BSA

(albumina de soro bovino).

3.6.8. Ensaio enzimatico para determinacdo da ativi dade de cisteina proteinase

Nos ensaios de atividade de cisteina proteinase foram utilizados os seguintes
substratos fluorogénicos: 10uM carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amino-4-metil-coumarina
(Z-FR-MCA), 10uM carbobenzoxi-Arg-Arg-MCA (Z-RR-MCA) e 10uM carbobenzoxi-
Arg-MCA (Z-R-MCA). A atividade foi medida através da fluorescéncia da
metilcoumarina (excitacdo 380nm e emissdo 460nm) (Espectrofluorimetro Hitachi F-
2000). A reacao foi realizada a 30C em tampédo acetato de sédio 100mM, pH 5,0
contendo EDTA 3mM e cisteina 3mM (exceto em condi¢des especificadas).

Para os célculos foram utilizados ao menos quatro diferentes tempos e as

taxas iniciais de hidrolise foram calculadas. Todos os ensaios da atividade
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enzimatica foram realizados sob condi¢cbes em que a atividade era proporcional a
concentracdo de proteina e ao tempo. Uma unidade (U) € definida como a
guantidade de enzima que hidrolisa 1umol de substrato por minuto.

Na determinagdo do Ky e Vmax foram escolhidos os tempos de 20 a 60
minutos, onde as velocidades se encontravam dentro da faixa de linearidade. A
regressédo linear da curva para a obtengcdo do grafico de lineaver-Burk foi feita no

programa Enzifitter versao 2.0.18.0.

3.6.9. Purificacdo de pCAL1, pCAL2, pCAL3, pCAL1Cys 26Ser, pCAL2Cys25Ser
e pCAL3Cys26Ser

Apés inducdo da expressdo de pCAL2, pCAL3, pCAL2Cys25Ser e
PCAL3Cys26Ser com IPTG 1mM a 20T por 20 horas e pC AL1 e pCAL1Cys26Ser
com IPTG 1mM a 25T por 15 horas, o sedimento bacte riano correspondente a
50mL de cultura foi coletado por centrifugacdo 4000xg por 20 minutos a 4T e
suspenso em 1mL de tampao de lise [Tris-HCL 10mM, pH8,0; NaCl 200mM; imidazol
10mM; PMSF 1mM e glicerol 10% (v/v)]. A suspensédo foi submetida a sonicagao
com 3 pulsos de 15 segundos cada, posicao 3 (Branson Sonifier 250) com intervalos
de incubacédo por 1 minuto em gelo entre cada pulso. O lisado foi centrifugado a
10.000xg por 30 minutos a 4°C. Aproximadamente 1mL de sobrenadante foi entdo
incubado com 200pL de resina de Ni**-NTA agarose (Qiagen) previamente
equilibrada com 2,5mL de tampé&o de lise a 4C, por 1 hora em homogenizador
(Heavy dietyrotator, Cole Parmer) em baixa velocidade. Foram realizadas 5 lavagens

com 750uL de tampao de lise por centrifugacdo 16.000xg por 1 minuto. A proteina

foi eluida com 150uL de tampé&o de lise acrescido de 25, 50, 75, 100, 150 e 300mM
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de imidazol, seguindo-se incubacdo por 15 minutos em gelo, centrifugacdo nas
condicBes anteriores e coleta do sobrenadante.

Para a obtencdo de uma maior quantidade de proteina, 8 sedimentos
correspondentes a 50mL de culturas bacterianas induzidas foram lisados e
centrifugados separadamente, como descrito anteriormente. Cerca de 1,6mL de
resina equilibrada com 20mL de tampado de lise foram incubadas com a fracéo
soluvel do extrato bruto, nas mesmas condi¢cdes anteriores. Apds essa incubacéao, a
resina foi transferida para uma coluna (Poly-Prep Chromatography Column, Bio-Rad
Laboratories), onde foram feitas a lavagens e a eluicdo da proteina recombinante a
4T como ja descrito. Na purificacdo para os testes de cristalizacdo a concentracéo
de imidazol no tampao de lise foi aumentada para 20mM e foram realizadas 7

lavagens.

3.6.10. Transferéncia eletroforética para membrana  de PVDF

ApoOs SDS-PAGE, os polipeptideos foram transferidos para membrana de
PVDF (Bio-Rad) como descrito por Matsuidara (1987). O gel apés eletroforese foi
incubado por 10 minutos em solugdo de metanol 10% em CAPS 10mM, pH 11
(tampéo de transferéncia), e transferido para uma montagem na seguinte ordem: 3
folhas de papel Whatman, membrana de PVDF previamente tratada com metanol
absoluto, gel de poliacrilamida e 3 folhas de papel Whatman. A transferéncia foi
realizada em 30 minutos a 15V. Apés a transferéncia, a membrana foi corada por 5
minutos em solugdo de Coomassie R-250 0,1% em metanol 50%, seguida de
lavagens com metanol 50% para retirada do excesso de corante. A membrana
corada foi seca ao ar e armazenada a -20C. O micro sequenciamento foi feito na

UNIFESP em colaboragdo com Profs. Luiz Juliano e Maria A. Juliano.
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3.6.11. Producéo de anticorpos policlonais

Na imunizacdo de coelhos machos foram utilizadas 4 aliquotas de 300ug de
pCAL2 recombinante purificada e 3 aliquotas de 300ug de pCAL3 recombinante
purificada (dois coelhos para cada proteina). Antes da imunizacdo, um volume total
de 10mL de sangue foram retirados do coelho para a obtencdo do soro pré-imune.
Para a primeira imunizacdo, seis aliquotas de 50ug de proteina recombinante
purificada foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 12%. O gel foi corado de
acordo com protocolo ja descrito (Yan et al., 2000) e as seis bandas (~35kDa para
pCAL2 e ~48kDa para pCAL3) foram cortadas do gel. Em seguida, o gel foi
descorado com uma solucdo 1:1 de ferricianeto de potassio 30mmol/L e tiossulfato
de sédio 100mmol/L. ApOs a coloragdo ser removida o gel foi lavado com agua Milli-
Q e homogenizado em agua Milli-Q com um homogenizador do tipo Potter-Elvehjem.
A amostra acima com um volume final de 800uL foi misturada a 800uL de adjuvante
de Freund completo (Sigma) e injetada no coelho. Uma nova imunizacgéao foi repetida
trinta dias apos a primeira has mesmas condicdes, exceto pelo uso do adjuvante de
Freund incompleto (Sigma). Apés dez dias, o sangue do coelho foi coletado para a
obtencdo do soro imune. Esse procedimento foi repetido por mais uma vez para
pPCAL3 e duas vezes para pCAL2.

O anticorpo foi semipurificado de acordo com procedimento ja estabelecido
(Jordao et al., 1996). O sangue coletado (pré-imune e imune) foi incubado por 1 hora
a 37T, seguindo-se incubagéo a 4C por uma noite. Esse material foi submetido a
centrifugacdo a 3.000xg por 10 minutos a 4T. Ao sobrenadante (soro) foi
adicionada uma solugéo de sulfato de amoénio saturada pH 6,8 numa proporgéo 1:1.

Essa etapa foi seguida de incubacdo por uma noite a temperatura ambiente e
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centrifugacédo 5.000xg por 15 minutos a 4C. O precipitado obtido foi suspenso em
solucédo 50% saturada de sulfato de amonio pH 6,8 e submetido a centrifugacéo nas
mesmas condi¢cdes anteriores. O precipitado final foi suspenso em 2mL de NaCl
0,1M e submetido a dialise por 20 horas contra 1.000 volumes de 0,1M de NaCl a
4T com uma troca. Por fim, o material obtido foi distribuido em microtubos e

mantido a -80<C.

3.6.12. Deteccéao imunologica de proteinas

ApoOs SDS-PAGE, foi feita a transferéncia eletroforética dos polipeptideos
para a membrana de nitrocelulose em sistema semi- seco como descrito por Harlow
& Lane (1988). As membranas de nitrocelulose foram coradas com Ponceau-S 0,1%
(p/v) dissolvido em &cido acético 10% (v/v) para verificar a eficiencia da
transferéncia. Em seguida, as membranas foram descoradas por lavagem com agua
destilada e incubadas por 1 hora, sob agitacdo lenta, em TBS 1X (Tris.HCI 10mM
pH7,4 e NaCl 150mM) contendo 5% (p/v) de leite em p6 desnatado. Apos esta
etapa, a membrana foi incubada por uma noite com diferentes concentragdes dos
anticorpos policlonais anti-pCAL2 e anti-pCAL3 de T. molitor em TBS 1X contendo
5% (p/v) de leite em p6 desnatado a temperatura ambiente sob agitacdo. No dia
seguinte, as membranas foram submetidas a seis lavagens de 10 minutos cada com
TBS 1X contendo Tween 20 0,1% (v/v). Em seguida, as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario (1:1000) diluido em TBS 1X contendo Tween
20 0,1% (v/v). As membranas foram novamente submetidas a seis lavagens com
TBS 1X acrescido de Tween 20 0,1% (v/v) pelo periodo de 1 hora. Finalmente as

proteinas que reagiram com o anticorpo foram detectadas com 4-cloro-naftol
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previamente dissolvido em metanol adicionado ao tampéao TBS 1X contendo 0,075%

de agua oxigenada.

3.6.13. Imunocitolocalizacdo nas células do intesti  no médio de T. molitor

A imunocitolocalizacdo foi feita no Instituto de Biociéncias da USP-SP em
colaboracdo com o Prof. Alberto de Freitas Ribeiro.

As larvas de T. molitor foram dissecadas e o intestino médio foi dividido em
trés partes iguais: ventriculo anterior, ventriculo médio e ventriculo posterior. O
epitélio ventricular (tecido) foi separado do conteudo luminal. As amostras de tecido
foram fixadas (paraformaldeido/glutaraldeido) e embebidas em resina acrilica L.R.
White. Em seguida, foi feita a incubacdo com os anticorpos policlonais anti-pCAL2 e
anti-pCAL3. ApOs essa etapa, foi feita a incubagdo com o anticorpo secundario anti
IgG de coelho. Todos os cortes foram visualizados em um microscopio eletronico

Zeiss EM 900 como descrito em Silva (1995).

3.7. Determinacao das estruturas das pro-catepsinas L de T. molitor
Os experimentos de determinacdo da estrutura terciaria foram realizados em

colaboragdo com o Prof. Shaker Chuck Farah do Instituto de Quimica da USP-SP.

3.7.1. Concentracao das pro-catepsinas L para os en  saios de cristalizacédo

Apbs a purificagdo de pCAL1Cys26Ser, pCAL2Cys25Ser e pCAL3Cys26Ser
por cromatografia de afinidade, as amostras foram submetidas a diélise por 18 horas
em 4L de tampé&o Tris-HCl 10mM pH 8,3 a 4C com 3 trocas de 4L. As amostras
foram concentradas utilizando o sistema Amicon (YM10). A concentracdes protéicas

foram estimadas através da espectrofotometria (absorbéncia a 280 nm). Os
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coeficientes de extingdo molar foram calculados pelo programa Expasy ProtParam
tool disponivel no endereco Expasy Molecular Biology (http://www.expasy.org). Os
coeficientes de extingdo molar calculados para pCAL1Cys26Ser, pCAL2Cys25Ser e
pCAL3Cys26Ser com seis residuos de histidina nas extremidades amino terminal

foram 55725M*cm™ 67185M*cm™ e 72810 M*cm™ respectivamente.

3.7.2. Ensaios de cristalizacéo

pCAL1Cys26Ser recombinante purificada (4mg/mL), pCAL2Cys25Ser
recombinante purificada (10mg/mL) e pCAL3Cys26Ser recombinante purificada
(9,7mg/mL) foram submetidas a testes de cristalizacdo utilizando o método de
difusdo de vapor gota sentada (“sitting-drop”). Os testes iniciais foram realizados
utilizando os kits comerciais Crystal Screen, Crystal Screen I, Index | e Index Il da
Hampton Research. Na placa Cryschem™ foram adicionados 1,5uL da proteina e
1,5uL das solucdes dos kits previamente adicionadas (300uL) no reservatério da
placa. As condicbes que apresentaram estruturas cristalinas foram refinadas

variando o pH do tampdes e a concentracdo do agente precipitante.

3.7.3. Coleta de dados de difragao de raios-X dos ¢ ristais de pCAL2Cys25Ser e
pCAL3Cys26Ser

A coleta de dados de difragdo do cristal de pCAL3Cys26Ser foi feita na linha
de luz DO3B-MX1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas-
SP. Na gota contendo o cristal de pCAL3Cys25Ser foi adicionado 1puL de solucao
crioprotetora PEG 4000. Em seguida, o cristal foi capturado da placa Cryschem™
com o auxilio de um “loop” e colocado em contato com nitrogénio liquido para

minimizar les@es no cristal devido a exposicéo ao raio-X.
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A coleta de dados de difracdo do cristal de pCAL2Cys25Ser foi feita na linha
de luz W01B-MX2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas-
SP. O cristal de pCAL2Cys25Ser foi capturado da placa Cryschem™ com o auxilio
de um “loop” e como a solucado de cristalizacdo continha PEG 8000 néao foi preciso
transferir o cristal para a solugcéo crioprotetora. Em seguida foi colocado em contato
com nitrogénio liquido para minimizar lesdes no cristal devido a exposicédo ao raios-

X.

3.7.4. Processamento dos dados de difracdo de raios  -X

O processamento dos dados de difracdo de raios-X dos cristais da
pCAL3Cys26Ser e pCAL2Cys25Ser recombinantes (indexacdo, integracdo e
escalonamento) foi feito utilizando o programa HKL2000 (Otwinowski & Minor, 1997).
Os modelos iniciais foram obtidos por substituicdo molecular usando o programa
Phaser (Storoni et al., 2004; Read, 2001) dentro do programa CCP4 (Collaborative
Computional Project, Number 4, 1994). Para a construgdo destes modelos foram
utiizadas coordenadas atbmicas das moléculas de pCAL3Cys26Ser e

pCAL2Cys25Ser recombinantes sem moléculas de agua e ligantes.

3.7.5. Refinamento das estruturas terciarias de pCA L3Cys26Ser e
pCAL2Cys25Ser recombinantes

A pro-catepsina L de fasciola hepatica (codigo PDB: 206X) foi utilizada como
modelo na substituicio molecular para resolver o problema das fases na
determinacdo da estrutura tercidria da pCAL3Cys26Ser. Para a resolu¢do do

problema das fases na determinagdo da estrutura terciaria da pCAL2Cys25Ser foi
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utilizada também substituicdo molecular usando a estrutura da pCAL3Cys25Ser
parcialmente refinada como modelo.

A interpretacdo dos mapas de densidade eletrénica e o refinamento das
moléculas foram feitos utilizando os programas COOT (Emsley & Cowtan, 2004) e
REFMAC (Murshudov et al.,, 1997). As moléculas de agua e os ligantes foram

adicionados pelo programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Expressao de pCAL2 em levedura

Para a obtencdo de pCAL2 recombinante optamos por utilizar Pichia pastoris
GS115. A construgcdo pPIC9-pCAL2 foi linearizada com Sacl e em seguida
eletroporada na levedura P. pastoris. Para verificar se a constru¢cdo pPIC9-pCAL2
havia sido integrada no genoma da Pichia, 23 colbnias foram selecionadas para
reacoes de PCR de colbnia. Nestas reacdes de PCR foram utilizados os
oligonucleotideos usados na amplificacdo da sequéncia codificadora de pCALZ2.
Entre as 23 colbnias analisadas em 14 ocorreu integracdo (dados ndo mostrados).
Assim, a partir das colénias em que ocorreu integracédo foi feita uma inducdo em
pequena escala com metanol 1% em meio BMMY. Para a analise do perfil de
expressdo o meio de cultura foi centrifugado e o sobrenadante livre de células foi
utiizado em analises de SDS-PAGE e em ensaios de atividade da cisteina
proteinase utilizando o substrato fluorogénico carbobenzoxi-Phe-Arg-7-amino-4-
metil-coumarina (Z-FR-MCA). Verificamos através de ensaios de atividade que
pCAL2 foi expressa e secretada para o meio de cultura em todas as colonias
analisadas e que existe uma variacdo de atividade entre as amostras analisadas
(dados ndo mostrados).

A partir da coldnia analisada que apresentou maior atividade enzimatica foi
feita uma inducdo com metanol 1% em meio BMMY e meio minimo BMM para
determinarmos um oOtimo tempo de inducdo. Na figura 12 verificamos que o
polipeptideo de aproximadamente 41kDa no meio BMM é induzido a partir de 24h e
gue niveis maiores de inducéo e de atividade, utilizando o substrato Z-FR-MCA, sao
observados com o aumento do tempo de inducdo. O mesmo perfil de inducéo foi

observado em meio BMMY.
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Figura 12. (A) Perfil de expressdo de pCAL2 recombi nante em P. pastoris. Para a
expressao de pCAL2 foi utilizada P. pastoris transformada com a constru¢ao pPIC9-pCAL2.
Para a inducdo de pCAL2 recombinante foi adicionado metanol para concentracéo final de
1% a cada 12 h. Aliquotas de 1mL foram coletadas ap6s 0, 24, 48, 96 e 116 horas de
inducdo, submetidas a centrifugacdo 16.000xg por 5 minutos a 4C. O sobrenadante
contendo a enzima secretada foi coletado e o sedimento descartado. As amostras foram
separadas em SDS-PAGE 12% corado com prata. A seta indica pCAL2 recombinante. (B)
Atividade de CAL2 no meio de cultura de  P. pastoris. O perfil de indugéo das proteinas
recombinantes foi avaliado através de ensaios enzimaticos sobre o substrato Z-FR-MCA.
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Para a expressdo de pCAL2 em P. pastoris optamos pelo meio BMM, pois na
inducdo em meio BMMY a quantidade de proteinas enddgenas secretadas € maior.

As cisteina proteinases sdo expressas como pro-enzimas proteoliticamente
inativas e a ativacao ocorre atraves da clivagem proteolitica do pro-peptideo. O pro-
peptideo pode ser removido autocataliticamente por incubacdo em pH &cido. A
cisteina proteinase obtida apresenta atividade de proteinase capaz de hidrolisar Z-
FR-MCA antes de ser incubada em pH acido. Assim, a enzima obtida foi incubada
nos pHs 4,0 e 5,0. No entanto, a diminuicdo da massa molecular nao foi observada
como era esperado. Na incubacdo em pH 5,0 a atividade da enzima foi mantida
estavel e na incubacdo em pH 4,0 a enzima comecou a perder atividade a partir de
120 minutos de incubacéo (dados ndo mostrados). Esses resultados sugerem que a
cisteina proteinase esta sendo ativada apdés a sua sintese. Isso foi observado
também para a catepsina L de Diabrotica virgifera expressa em P. pastoris (Bown et
al., 2004). Neste artigo € sugerido que o pré-peptideo pode ser removido devido a
acdo de proteinases da levedura. O peptideo sinal de secrecao, que foi clonado em
fase com a sequéncia codificadora de pCAL2, é removido através da acgdo de
proteinases endogenas da levedura (Cereghino & Cregg, 2000). Os autores também
sugerem que uma vez que proteinases ativas estdo sendo produzidas novas
autoativacdes podem ocorrer.

O pH do meio de cultura diminui com o decorrer da inducao (Brémme et al.,
2004). Assim, o pH do meio foi mudado de 6,0 para 7,0 e 8,0. Em ambos os pHs
testados a inducéo foi mais lenta, mas a enzima continuou a ser produzida ativa e
verificamos também a inducdo de um polipeptideo de ~41kDa que quando incubado
em pH acido ndo apresenta diminuicdo da massa molecular e nem aumento da

atividade (dados n&o mostrados).
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A andlise da sequéncia que codifica para pCAL2 demonstrou a ocorréncia de
sitios tedricos para alteracbes poés-traducionais como glicosilacdo. A sequéncia
apresenta dois sitios para N-glicosilacdo e um sitio para O-glicosilagdo. Como P.
pastoris € capaz de adicionar oligossacarideos N-ligados e O-ligados em proteinas
secretadas (Cereghino & Cregg, 2000) pCAL2 pode estar sendo glicosilada. O kit de
deteccdo de glicosilacdo em proteinas (Boehringer-Mannheim) mostrou que pCAL2
esta sendo glicosilada (dados ndo mostrados). Assim, a glicosilagcdo pode explicar a
massa molecular maior em SDS-PAGE. Para confirmarmos que a banda que
observamos em SDS-PAGE corresponde a enzima madura € necessario fazer o
sequenciamento N-terminal da proteina recombinante.

Como controle negativo das indugOes foi utilizada P. pastoris transformada
com pPIC9 sem o inserto e linearizado com Sacl. No controle negativo nao foi
observado a banda de ~41kDa e néo foi detectada atividade mensuravel utilizando o

substrato Z-FR-MCA.

4.2. Expressao de pCAL2 em bactérias

Para verificar a expresséo de pCAL2 recombinante, utilizamos a construgao
disponivel no laboratorio pT7-7-pCAL2. Assim, a construcdo pT7-7-pCAL2 foi
utilizada na transformacéo de bactérias da cepa BL21(DE3) e o nivel de expresséo
de pCAL2 recombinante foi avaliado apés inducdo com IPTG 1mM, a 25, 30 e 37C
por 3 horas. Como controle negativo das inducdes foi utilizada bactéria BL21(DE3)
transformada com o vetor pT7-7 sem o inserto (dados ndo mostrados). Na figura 13A
verificamos que ocorreu a inducdo de um polipeptideo de ~35kDa, que corresponde
a massa molecular calculada a partir da sequéncia de aminoacidos. A solubilidade

no extrato bacteriano foi analisada.
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Figura 13. (A) Expressdo de pCAL2 recombinante em BL21(DE3). A cultura de bactérias
BL21(DE3) transformada com a construcdo pT7-7-pCAL2, crescida a 37<C, por uma hoite,
foi diluida para DOgonm = 0,1 a 25, 30 e 37<C. Ap6s DO guonm atingir 0,6, foi adicionado IPTG
1mM, seguindo-se incubacdo por 3 horas nas temperaturas indicadas. Os extratos
bacterianos protéicos de culturas controle ndo induzidas (C) e de culturas induzidas com
IPTG (I) foram separadas em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. A
seta indica pCAL2 recombinante. (B) Solubilidade de pCAL2 recombinante em diferente s
temperaturas . As bactérias foram lisadas e o extrato bruto foi centrifugado. O sobrenadante
(fracdo soluavel) foi removido e o sedimento (corpos de inclusdo) suspenso no mesmo
tampdo utilizado na lise das bactérias. A fracdo solivel (S) e o sedimento (P) foram
analisados em SDS-PAGE como em (A).
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Os sedimentos obtidos apdés a inducdo em diferentes temperaturas foram
lisados por sonicacdo e submetidos a centrifugacdo. Os sobrenadantes foram
recolhidos e os precipitados suspensos no mesmo tampao de lise. Na figura 13B
temos a distribuicdo da proteina recombinante entre o sobrenadante (proteina
soltvel) e o precipitado (proteina em corpo de inclusédo) nas diferentes temperaturas
de inducdo. A figura 13B mostra que a proteina recombinante encontra-se no
precipitado em todas as temperaturas testadas. A fracdo soluvel ndo apresentou

atividade sobre o substrato Z-FR-MCA.

4.3. Expressdo de pCAL2 em BL21(DE3)PLysS

Como BL21(DE3)PLysS é a cepa mais utilizada na expressdo de cisteina
proteinase (Bromme et al., 2004), resolvemos testar esta cepa. A cepa
BL21(DE3)PLysS foi transformada com a construgéo pET28a-pCAL2. Como controle
negativo das indugdes foi utilizada bactéria BL21(DE3)PLysS transformada com o
vetor pET28a sem o inserto (dados ndo mostrados). Como se observa um nivel de
expressao variavel em colbnias distintas da bactéria BL21(DE3)PLysS, foi feita uma
inducdo em pequena escala de 10 colonias transformantes com IPTG 1mM a 37T
por 3 horas (dados ndo mostrados). O clone que apresentou maior nivel de
expressao foi utilizado na indu¢cdo com IPTG 1mM em maior escala a 25, 30 e 37C
por 3 horas. Na figura 14A verificamos que ocorreu a inducdo de um polipeptideo de
~35kDa que corresponde a massa molecular calculada a partir da sequéncia de
aminoacidos. A solubilidade foi avaliada como no item 4.2 e a proteina recombinante
encontra-se no precipitado em todas as temperaturas testadas, como mostra a figura
14B. A fracao soluvel de todas as temperaturas testadas ndo apresentou atividade

sobre o substrato Z-FR-MCA.
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Figura 14 . (A) Expresséao de pCAL2 recombinante em BL21(DE3)PLy sS. Para a inducdo
de pCAL2 recombinante, a cultura de bactérias BL21(DE3)PLysS, transformada com a
construcdo pET28a-pCAL2, crescida a 37<C, por uma n oite, foi diluida para DOggonm = 0,1 @
25, 30 e 37<C. Apdbs DO gyonm atingir 0,4, foi adicionado IPTG 1mM, seguindo-se incubacéo
por 3 horas nas temperaturas indicadas. Os extratos bacterianos protéicos de culturas
controle n&o induzidas (C) e de culturas induzidas com IPTG (I) foram separadas em SDS-
PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica pCAL2 recombinante. (B)
Solubilidade de pCAL2 recombinante em diferentes te ~ mperaturas . As bactérias foram
lisadas e centrifugadas. O sobrenadante (fragéo soluvel) foi removido e o sedimento (corpos
de inclusdo) suspenso no mesmo tampdo utilizado na lise das bactérias. A fracdo solavel (S)
e o sedimento (P) foram analisados em SDS-PAGE como em (A).
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A construcéo pT7-7-pCAL2 também foi testada com a cepa BL21(DE3)PLysS

e o resultado foi semelhante (dados ndo mostrados).

4.4. Expressao de pCAL2 em BL21 (DE3)

Bactérias da cepa BL21(DE3) foram transformadas com a construcao
pET28a-pCAL2. As inducbes e as solubilidades foram avaliadas como no item 4.2.
Na figura 15A verificamos que o polipeptideo de ~35kDa é induzido em todas as
temperaturas. Como controle negativo das indugdes foi utilizada BL21(DE3)
transformada com o vetor pET28a sem o inserto (dados ndo mostrados). A figura
15B mostra a distribuicdo da proteina recombinante entre o sobrenadante e o
precipitado. A proteina recombinante foi recuperada na fracdo insoltvel em todas as
temperaturas testadas. A fracdo sollvel de todas as temperaturas testadas néo

apresentou atividade sobre o substrato Z-FR-MCA.

4.5. Expressdo de pCAL2 em OrigamiB(DE3)

Como nado obtivemos sucesso na obtencdo da proteina solivel e ativa
utilizando as cepas acima, decidimos testar a cepa OrigamiB(DE3) transformada
com a construgdao pT7-7-pCAL2. A cepa bacteriana OrigamiB(DE3) apresenta
mutacdes nos genes da tiorredoxina redutase e na glutationa redutase, favorecendo
a formacdo de pontes dissulfeto (Prinz et al., 1997). Estudos cristalograficos das
cisteina proteinases da familia da papaina descrevem a presenca de pontes
dissulfeto nestas enzimas. Como esta cepa possui resisténcia a canamicina nao foi
possivel utilizar a construcdo pET28a-pCAL2. As inducdes e as solubilidades foram
avaliadas como no item 4.2. A figura 16A mostra que o polipeptideo de ~35kDa foi

induzido nas temperaturas testadas.
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Figura 15. (A) Expresséo de pCAL2 recombinante em BL21(DE3). A cultura de bactérias
BL21(DE3) transformada com a constru¢do pET28a-pCAL2, crescida a 37, por uma hoite,
foi diluida para DOgonm = 0,1 a 25, 30 e 37<C. Ap6s DO gonm atingir 0,6, foi adicionado IPTG
1mM, seguindo-se incubacdo por 3 horas nas temperaturas indicadas. Os extratos
bacterianos protéicos de culturas controle ndo induzidas (C) e de culturas induzidas com
IPTG () foram separadas em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. A
seta indica pCAL2 recombinante. (B) Solubilidade de pCAL2 recombinante em diferente s
temperaturas . As bactérias foram lisadas e o extrato bruto foi centrifugado. O sobrenadante
(fracdo soluvel) foi removido e o sedimento (corpos de inclusdo) suspenso no mesmo
tampdo utilizado na lise das bactérias. A fracdo solivel (S) e o sedimento (P) foram
analisados em SDS-PAGE como em (A).
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Figura 16. (A) Expressdo de pCAL2 recombinante em OrigamiB (DE3). A cultura de
bactérias OrigamiB(DES3), transformada com a construgédo pT7-7-pCAL2, crescida a 37C,
por uma noite, foi diluida para DOgyonm = 0,1 a 25, 30 e 37C. ApOs DO gyonm atingir 0,6, foi
adicionado IPTG 1mM, seguindo-se incubacédo por 3 horas nas temperaturas indicadas. Os
extratos bacterianos protéicos de culturas controle ndo induzidas (C) e de culturas induzidas
com IPTG (I) foram separadas em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue.
A seta indica pCAL2 recombinante. (B) Solubilidade de pC AL2 recombinante em
diferentes temperaturas . As bactérias foram lisadas e o extrato bruto foi centrifugado. A
fracdo solavel (S) e o precipitado (P) foram analisados em SDS-PAGE como em (A). (C)
Solubilidade de pCAL recombinante a 20C. As bactérias foram lisadas e o extrato bruto
foi centrifugado. A fracdo soluvel (S) e o precipitado (P) foram analisados em SDS-PAGE
como em (A).
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A figura 16B mostra um aumento da solubilidade com a reducdo da
temperatura de inducdo. Nas temperaturas 30 e 37C a proteina recombinante
encontra-se na fracdo insolivel. Na temperatura de 25C embora a maior
quantidade de proteina seja recuperada na fracdo insolavel foi verificado uma
pequena fracdo solavel. A fracdo soluvel do extrato bacteriano da inducéo a 25T
apresentou atividade sobre o substrato Z-FR-MCA. Com o0 objetivo de aumentar a
fracdo de enzima recombinante soluvel, reduzimos a temperatura de inducéo para
20T por 20 horas. Como mostrado na figura 16C, ess e procedimento resultou em
uma maior quantidade de pCAL2 recombinante soluvel em relacdo a inducédo a
25<T.

pCAL2 foi expressa na forma de pro-enzima inativa e a incubacdo em pH
acido leva a ativacdo do zimogénio com clivagem do pro-peptideo. Alguns
experimentos preliminares para determinacédo do pH e do tempo em que a ativacao
do zimogénio € maxima foram realizados e mostraram que a incubacdo em pHs
acidos leva a um aumento da atividade. Na figura 17A verificamos que a pré-
incubacédo de 30 minutos leva a uma atividade 6tima em pH 4,0 e ndo foi observada
atividade em pH acima de 5,5. A figura 17B mostra que a pro-enzima foi ativada
mais lentamente em pH 4,0. A pré-enzima foi ativada rapidamente com maximo em

5 minutos em pH 3,5, como mostra a figura 17C.

4.6. Clonagem da sequéncia codificadora de pCAL2 no vetor de expressao pAE
e obtencao de pCAL2 recombinante
Para facilitar a purificacdo de pCAL2 por cromatografia de afinidade, o seu

cDNA foi clonado no vetor de expressao pAE (Ramos et al., 2004).
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Figura 17. Ativacdo da pCAL2 recombinante de  T. molitor pelo pH. (A) Efeito da pré-
incubacao de 30 minutos da fracdo soluvel do extrato bacteriano em diferentes pHs sobre a
atividade de hidrélise de CAL2 utilizado como substrato Z-FR-MCA. Os tampdes utilizados
foram: acetato de sodio 100mM pH 3,5-5,0 e fosfato de sédio 100mM pH 6,0-8,0. (B) Efeito
de tempo de pré-incubacdo em pH 4,0 na ativagcdo de pCAL2 recombinante. Apés a
incubacdo em pH &cido a enzima foi diluida em tamp&o citrato fosfato de sédio 100mM, pH
6,0 para interromper a reacdo de ativacdo e a atividade foi determinada utilizando o
substrato Z-FR-MCA. (C) Efeito de tempo de pré-incubagdo em pH 3,5 na ativagdo de
pCAL2 recombinante. O tempo de exposi¢do ao pH &cido foi avaliado como em (A).
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A clonagem de pCAL2 no vetor pAE esta em fase na porcdo amino terminal
com uma sequéncia do vetor que codifica para seis residuos de histidina e para um
espacador de 4 aminoacidos. No processo de ativacdo do zimogénio a cauda de
histidina € eliminada junto com o pré-peptideo. A construcéo pAE-pCAL?2 foi utilizada
na transformacéo da OrigamiB(DE3) e foi feita uma inducdo a 37T (inducdo em
pequena escala) para verificar se a proteina recombinante estava sendo expressa.
De forma semelhante as inducdes anteriores, foi verificada a inducdo do
polipeptideo de ~35kDa (dados ndo mostrados).

Para obtencdo da proteina recombinante na fracdo solluvel foi testado a
inducdo a 25T por 3 horas e 15 horas (dados ndo mo strados) e a 20C por 20
horas (figura 18A). A maior quantidade de proteina soltvel foi obtida na inducéo a
20T por 20 horas (figura 18B). Como controle negativo das inducdes foi utilizada
bactéria OrigamiB(DE3) transformada com o vetor pAE sem o inserto (dados nao

mostrados).

4.7. Purificagéo e ativacdo de pCAL2 recombinante

A fracdo soluvel de lisados bacterianos obtidos de culturas induzidas a 20C
por 20 horas (figura 19, canaleta 1) foi submetida & cromatografia de afinidade em
resina Ni*-NTA agarose. Foram feitas 5 lavagens (figura 19, canaletas 3 a 7) e a
eluicdo do material adsorvido a resina foi realizada com concentragdes crescentes
de imidazol (figura 19, canaletas 8 a 13). A proteina comecou a ser eluida com
25mM de imidazol e continuou a ser eluida em todas as concentracdes de imidazol
testadas. Todas as fragcOes tiveram atividade sobre o substrato fluorogénico Z-FR-
MCA. Assim, para experimentos posteriores resolvemos adotar um protocolo em que

a proteina é eluida diretamente com 300mM de imidazol.
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Figura 18. (A) Expressao de pCAL2 recombinante . Na expressao, a cultura de bactérias
OrigamiB(DE3), transformada com a construcdo pAE-pCAL2, crescida a 37<C, por uma
noite, foi diluida para DOgyonm=0,1 a 20C. Apds DO gonm atingir 0,6, foi adicionado IPTG
1mM, seguindo-se incubagdo por 20 horas a 20C. Os extratos bacte rianos protéicos de
culturas controle ndo induzidas (C) e de culturas induzidas com IPTG (I) foram separadas
em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica pCAL2
recombinante. (B) Solubilidade de pCAL2 recombinante . As bactérias foram lisadas e o
extrato bruto foi centrifugado. A fracao soluvel (S) e o precipitado (P) foram analisados em
SDS-PAGE como em (A).
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Figura 19. Purificacdo de pCAL2 recombinante por crom  atografia de afinidade . A
fracéo solGvel do lisado bacteriano (canaleta 1) foi incubada com a resina Ni*-NTA agarose
por 1 hora a 4C. A canaleta 2 mostra a fracdo ndo adsorvida a resina. A resina foi lavada
com o0 mesmo tampdao utilizado na lise das bactérias (canaletas 3 a 7). As eluicbes foram
feitas com 25, 50, 75, 100, 150 e 300mM de imidazol (canaletas 8 a 13). A seta indica
pCAL2 recombinante. As amostras foram separadas em gel SDS-PAGE 12% corado com
prata.
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As cisteina proteinases sdo expressas como pro-enzimas proteoliticamente
inativas e a ativacao ocorre atraves da clivagem proteolitica do pro-peptideo. O pro-
peptideo pode ser removido autocataliticamente por incubagdo em pH acido. pCAL2
foi expressa na forma de pro-enzima inativa e a incubacdo em pH acido levou a
ativacdo do zimogénio com clivagem do pro-peptideo. A figura 20 mostra que a
incubacdo em pH 4,0 levou a uma rapida ativagcdo com atividade maxima em 10
minutos. A figura 21 mostra que a ativacao resultou numa banda de ~31,6kDa. Esta
massa molecular € semelhante aquela observada para CAL2 purificada a partir do
conteudo intestinal de T. molitor (Cristofoletti et al., 2005). Como o processamento
autocatalitico de pCAL2 para formar a enzima madura CAL2 resultou em elevada

autolise, nao foi possivel submeter CAL2 a sequenciamento N-terminal.

4.8. Expressao de pCAL3 em bactérias

Para demonstrar que o cDNA de pCAL3 codifica uma proteina funcional, nés
expressamos pCAL3 em bactéria para verificar suas propriedades bioquimicas. A
clonagem de pCAL3 no vetor de expressao pAE estd em fase na extremidade amino
terminal com uma sequéncia do vetor que codifica seis residuos de histidina e um
espacador de 10 aminoécidos.

A construgdo pAE-pCAL3 foi utilizada na transformagdo da cepa
OrigamiB(DE3) e o nivel de expressao foi avaliado apds inducao a 25 e 37<C por 3
horas, a 25C por 15 horas (dados ndo mostrados) e a 20T por 20 horas (figura
22A). Como controle negativo das inducdes foi utilizada bactéria OrigamiB(DE3)
transformada com o vetor pAE sem o inserto (dados ndo mostrados). A proteina
recombinante foi induzida e migra com massa molecular de ~48kDa em SDS-PAGE,

como mostra a figura 22A.
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Figura 20. Ativacdo da pCAL2 recombinante de T. molitor pelo pH. (A) pCAL2
recombinante purificada foi incubada a 37C em tamp do acetato de sédio 100mM pH 4,0
nos tempos 0, 10, 30 e 60 minutos. A atividade foi monitorada através de ensaios utilizando
0 substrato Z-FR-MCA . Os resultados estdo expressos em funcdo da maior atividade. (B)
As amostras correspondentes aos tempos citados acima foram analisadas em gel SDS-
PAGE 12% corado com prata (canaletas 2-5). A canaleta 1 corresponde a pCAL2 purificada.
As setas cheias e vazias indicam respectivamente pCAL2 e CAL2.
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Figura 21. Ativagdo de pCAL2 em pH4,0. pCAL2 recombinante purificada foi incubada
em tampdo acetato de sédio 100mM por 30 minutos a 37<C. As amostras foram separadas
em gel SDS-PAGE 12%. A seta indica o polipeptideo de ~31,6kDa correspondente a CAL2
madura. O gel foi corado com prata.
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Figura 22. (A) Expressédo de pCAL3 recombinante . Na expressdo, a cultura de bactérias
OrigamiB(DE3), transformada com a construcdo pAE-pCALS3, crescida a 37C, por uma
noite, foi diluida para DOgynm=0,1 a 20C. Apbds DO gwonm atingir 0,6, foi adicionado IPTG
1mM, seguindo-se incubacdo por 20 horas a 20C. Os extratos bacte rianos protéicos de
culturas controle ndo induzidas (C) e de culturas induzidas com IPTG (I) foram separadas
em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica pCAL3
recombinante. (B) Solubilidade de pCAL3 recombinante . As bactérias foram lisadas e o
extrato bruto foi centrifugado. A fragcéo soltvel (S) e o precipitado (P) foram analisados em
SDS-PAGE como em (A).
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Esta massa ndo estd de acordo com a calculada a partir da sequéncia de
aminoacidos (~35kDa). A migracdo andmala em SDS-PAGE ja foi descrita para
outras pré-catepsinas L e catepsinas L. A massa molecular da pré-catepsina L de
humano calculada a partir da sua sequéncia é 35,8kDa, mas esta proteina migra
com uma massa molecular de 39kDa em SDS-PAGE. O mesmo ocorre com a
catepsina L de humano que migra em SDS-PAGE com uma massa molecular de
30kDa, mas a massa calculada a partir da sua sequéncia é de 24,2kDa (Ménard et
al., 1998).

A inducédo a 20T por 20 horas resultou numa fracdo significativamente maior
de pCAL3 soluvel. Na figura 22B temos a distribuicdo da proteina recombinante
entre o precipitado (proteina em corpos de inclusdo) e o sobrenadante (proteina

soluvel).

4.9. Purificacéo e ativacédo de pCAL3 recombinante

Optamos por purificar pCAL3 recombinante a partir de culturas induzidas com
IPTG 1mM a 20 por 20 horas. A fracdo soltuvel do lisado bacteriano (canaleta 1)
foi submetida & cromatografia em Ni*-NTA agarose, uma vez que pCAL3
recombinante possui seis residuos de histidina na sua por¢do N-terminal. A elui¢céo
foi realizada em diferentes concentracées de imidazol. A figura 23 mostra que a
proteina comecou a ser eluida com 25mM de imidazol e continuou a ser eluida até a
concentragcdo 150mM de imidazol. Todas as fragcbes tiveram atividade sobre o
substrato Z-FR-MCA. Assim, para experimentos posteriores resolvemos adotar um
protocolo em que a proteina é eluida diretamente com 150mM de imidazol.

pCAL3 foi expressa na forma de pré-enzima inativa e a incubagdo em pH

acido leva a ativagdo com a formagéo da enzima madura.
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Figura 23. Purificacdo de pCAL3 recombinante por cromatografia de afinida
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de. A

fragéo soluvel do lisado bacteriano (canaleta 1) foi incubada com a resina Ni*>-NTA agarose
por 1 hora a 4C. A canaleta 2 mostra a fracdo ndo adsorvida a resina. A resina foi lavada
com o mesmo tampao utilizado na lise das bactérias (canaletas 3 a 7). As eluicGes foram
feitas com 25, 50, 75, 100, 150 e 300mM de imidazol (canaletas 8 a 13). A seta indica
pCAL3 recombinante. As amostras foram separadas em gel SDS-PAGE 12% corado com

prata.
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Nas tentativas iniciais de ativacado de pCAL3 observamos elevada autolise da
proteina recombinante. Entre as condicbes de processamento testadas podemos
citar a ativacdo em tampao acetato de sédio 100mM pH 4,0 contendo 5mM de
cisteina e 2mM de EDTA a 30 ou 37T, com elevada au tdlise e em tampéao acetato
de sédio 100mM pH 5,0 contendo 5mM de cisteina e 2mM de EDTA a 30 ou 37C
com menos autolise. A figura 24 mostra a ativacdo da pCAL3 recombinante
purificada em tampao citrato de s6dio 100mM pH 5,0 contendo 2mM de DTT e 2mM
de EDTA a 37C. A ativacdo resultou na formacédo de uma banda de ~38kDa sem
autolise. Tendo em vista este resultado optamos por adotar a ativacdo de pCAL3
recombinante purificada em tampéao citrato de soédio 100mM pH 5,0 contendo 2mM
de DTT e 2mM de EDTA com protocolo padrdo para obtencdo de CAL3
recombinante madura. Esta condicdo de ativacdo € uma adaptacdo do protocolo
sugerido por Kramer et al. (2007). E interessante notar que esta é a mesma
condicdo utilizada na ativacdo da pro-catepsina L de Fasciola hepatica, exceto a
concentracdo de EDTA que era 2,5mM (Collins et al., 2004).

A massa molecular da CAL3 madura obtida (~38kDa) néo esta de acordo com
a calculada a partir da sequéncia de aminoacidos da enzima madura (~24kDa).
Como discutido acima, migracdo anémala em SDS-PAGE ja foi descrita para outras
pro-catepsinas L e catepsinas L. E bastante interessante notar que o grupo de
Vinokurov identificou a presenca de atividade de cisteina proteinase com
aproximadamente 38kDa em Tenebrio molitor (Vinokurov et al., 2006).

Alguns relatos da literatura mostram que durante a ativacao in vitro de pro-
catepsinas L recombinantes, através da clivagem do pré-peptideo, resulta numa

enzima madura com amino&cidos adicionais na por¢do amino terminal, sugerindo
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Figura 24. Processamento autocatalitico de pCAL3 a pH 5,0. (A) pCAL3 recombinante
purificada foi incubada a 37C em tampéo citrato de so6dio 100mM pH 5,0 contendo 2mM de
DTT e 2mM de EDTA nos tempos 0, 10, 30, 60, 90 e 120 minutos. A atividade foi monitorada
através de ensaios utilizando o substrato Z-FR-MCA. Os resultados estdo expressos em
funcdo da maior atividade. (B) As amostras correspondentes aos tempos 10, 30, 60, 90 e
120 minutos foram analisadas em gel SDS-PAGE 12% corado com prata. As setas cheias e
vazias indicam respectivamente pCAL3 e CAL3.
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que in vivo existam outras proteases responsaveis pela remocdo destes
aminoacidos (Turk et al., 2000).

Assim, submetemos a CAL3 madura ativada in vitro a sequenciamento N-
terminal. A sequéncia de aminoacido obtida foi: SKKPLAASVD. O sequienciamento
N-terminal da CAL3 mostrou que a clivagem ocorreu 2 aminoacidos antes do N-
terminal da CAL3 madura, ou seja, 0 processamento autocatalitico de pCAL3 in vitro

resultou numa enzima madura com 2 aminoacidos do pro-peptideo.

4.10. Determinacéo do pH o6timo e estudos cinéticos de CAL2 e CAL3

Para determinacéo de pH o6timo e Ky, , utilizamos CAL2 recombinante ativada
(tem 4.7) e CAL3 recombinante ativada (item 4.9). Para verificar o efeito do pH
sobre a atividade de CAL2 recombinante de T. molitor ensaiamos a atividade sobre
0 substrato Z-FR-MCA em tampé&o acetato de sédio 100mM (pH 3,0-6,0) e tampéao
Tris-HCI 100mM (pH 6,0-9,0) a 30C. Como pode ser visto na figura 25, a enzima

apresentou atividade méaxima em pH 6,0.

100 -

Atividade Relativa %
(o]
o

pH

Figura 25. Efeito do pH na atividade de CA L2. CAL2 recombinante foi incubada em
tampdao acetato de so6dio 100mM (m) e tampé&o Tris-HCI 100mM (¢ ), ambos contendo 3mM
de cisteina e 3mM de EDTA. Os ensaios foram realizados utilizando o substrato Z-FR-MCA.
Os resultados estédo expressos em fungdo da maior atividade.
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Isso € condizente com os valores de pHs 6timos obtidos para CAL purificada
a partir do conteudo intestinal que exibe o pH 6timo de 6,0 +0,4 com o substrato B-
R-NA e 6,6 = 0,7 com o substrato ACLB-Cys-MCA (Cristofoletti et al., 2005). Através
da identificacdo da sequéncia N-terminal da CAL isolada do conteudo intestinal foi
mostrado que a sequéncia obtida corresponde a CAL2 (Cristofoletti et al., 2005). A
atividade detectada no tampéo acetato pH 6,0 foi maior que a detectada no tampéao
Tris-HCI pH 6,0. O uso do tampédo acetato de so0dio € comum em ensaios de
atividade de catepsina L. Como mostra a tabela 1, CAL2 exibiu um K, de 9,6 + 1,3
uM. Este valor de K, € condizente com o valor obtido para CAL2 purificada de T.
molitor (8t1uM). Diferentemente de CAL2 purificada de T. molitor, CAL2
recombinante nao foi capaz de hidrolisar o substrato Z-RR-MCA (carbobenzoxi-Arg-

Arg-MCA) (tabela 1).

Tabela 1. Parametros cinéticos de CAL2 e CAL3 sobre a hidrdlise de substratos peptidil-
MCA

Enzima Substrato Km (LM) Kear(s?) KcalKm (UM s

CAL2 Z-FR-MCA 9,6 +1,3 8,4 x10° 8,75 x 10"
Z-RR-MCA NH* NH* NH*

CAL3 Z-FR-MCA 16,4 + 2,0 4,0 x 10° 2,4 x 10°
Z-RR-MCA 20,9+1,8 2,4 x10° 1,2 x 10°

! nao ocorreu hidrélise
Os valores de V€ K, foram ajustados utilizando-se o programa Enziffiter

Para verificar o efeito do pH sobre a atividade de CAL3 recombinante de T.
molitor foi ensaiada a atividade sobre o substrato Z-FR-MCA em tamp&o citrato
fosfato de sddio 50mM e tampao Tris-HCI 50mM a 30T, ambos contendo 3mM de

cisteina e 3mM de EDTA. A figura 26 mostra que a enzima apresentou atividade
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maxima em pH 7,0. Isso € condizente com os valores de pHs 6timos obtidos para
CAL purificada a partir do conteudo intestinal que exibe o pH 6timo de 6,0 £0,4 com
0 substrato B-R-NA e 6,6 + 0,7 com o substrato ACLB-Cys-MCA (Cristofoletti et al.,

2005).

100 ¢
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Figura 26. Efeito do pH na atividade de CAL3. CAL3 recombinante foi incubada em
tampédo acetato de sodio 100mM (m) e tampéao Tris-HCI 100mM (¢ ), ambos contendo 3mM
de cisteina e 3mM de EDTA. Os ensaios foram realizados utilizando o substrato Z-FR-MCA.
Os resultados estédo expressos em fungcdo da maior atividade.

CAL3 foi capaz de hidrolisar os substratos Z-FR-MCA e Z-RR-MCA. CAL3
exibiu um K, de 16,4 £ 2,0uM sobre o substrato Z-FR-MCA e K, de 20,9 + 1,8uM
sobre Z-RR-MCA como substrato. A CAL isolada do conteudo intestinal é capaz de
hidrolisar ambos os substratos acima com um K, de 8 = 1uM sobre o substrato Z-
FR-MCA e K, de 8 + 1uM com o substrato Z-RR-MCA (Cristofoletti et al., 2005).
Estudos com duas catepsinas L recombinantes purificadas de Diabrotica virgifera
mostraram que uma das enzimas € capaz de hidrolisar apenas Z-FR-MCA com K,

de 3,4x10°M enquanto a outra enzima é capaz de hidrolisar Z-FR-MCA com K, de
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1,6x10°M e Z-RR-MCA com K, de 3,7x10°M (Bown et al., 2004). Estes resultados
sugerem que o conteldo intestinal de T. molitor pode conter CAL2 e CAL3.

Entre diversos valores de K, para o substrato Z-FR-MCA descritos para
cisteina proteinases podemos citar os determinados para catepsina L recombinante
humana (Smith & Gottesman, 1989), catepsina K recombinante humana (Lecaille et
al., 2002b), cruzaina nativa de T. cruzi (Eakin et al., 1992), cruzaina recombinante
de T. cruzi (Eakin et al., 1992), catepsina L de Boophilus microplus (Renard et al.,
2000) e catepsinas L1 e L2 recombinantes de Fasciola hepatica (Stack et al., 2008)
que séao respectivamente 1,1, 7,4, 10, 0,96, 18,8, 24,18 e 39,94uM. Os valores de K,
determinados para CAL2 e CAL3 sobre Z-FR-MCA se inserem nesta faixa. Entre os
valores de K, descritos para Z-RR-MCA podemos mencionar para catepsina L
recombinante humana (Lecaille et al., 2002b), catepsina K (Lecaille et al., 2002b) e
catepsina L de Boophilus microplus (Renard et al., 2000) que séo respectivamente
40, 25 e 23,6uM. O valor de K, determinado para CAL3 sobre Z-RR-MCA se insere
nesta faixa.

Os valores de constante catalitica (Kca) de CAL2 e CAL3 sobre Z-FR-MCA e
Z-RR-MCA sao maiores se comparados aos valores de K¢ obtidos com a CAL
isolada do conteudo intestinal de T. molitor utilizando os mesmos substratos (K5=49
para o substrato Z-FR-MCA e K.,=28 para o substrato Z-RR-MCA) (Cristofoletti et
al., 2005). Uma possivel explicacdo para um Kco menor para a CAL purificada de
conteudo seria porque a amostra purificada se encontra degradada. Este fato pode
ocorrer devido a dificuldade de purificar cisteina proteinases. E importante ressaltar
que a concentracdo utilizada no célculo do K¢y para CAL2 foi a da pré-enzima

devido a instabilidade da enzima madura.



102

E interessante notar que os valores de K obtidos para CAL2 e CAL3
utilizando os substratos Z-FR-MCA e Z-RR-MCA séo maiores se comparados aos
valores descritos na literatura. Os valores de Kg; para o substrato Z-FR-MCA
descritos para as enzimas citadas acima sao respectivamente 39, 0,73, 3,1, 4,49,
11,18 x 10%, 24,69 e 1,7s™". Os valores de Ky para o substrato Z-RR-MCA descritos
para as enzimas citadas acima sdo respectivamente 0,07, 0,0025 e 15,5s>. No
entanto, ndo existem dados de K¢, de enzimas digestivas recombinantes disponiveis
na literatura para podermos comparar com as nossas enzimas recombinantes

digestivas.

4.11. Obtencao de anticorpos policlonais anti-pCAL2

Na obtencdo de anticorpos anti-pCAL2 foram utilizados dois coelhos
imunizados com ~1,2mg (4 imunizacbes de 300ug) de pCAL2 recombinante
purificada. Como pode ser mostrado na figura 27A, o anticorpo anti-pCAL2
produzido mostrou-se reativo contra pCAL2 recombinante. A figura 27A mostra que
o anticorpo anti-pCAL2 produzido se mostrou também reativo contra pCAL3
recombinante (canaleta 3). O anticorpo anti-pCAL1 (Cristofoletti et al., 2005) néo
reconheceu pCAL2 recombinante e nem pCAL3 recombinante (dados néo
mostrados).

Para testar a especificidade do anticorpo produzido, o homogeneizado do
ventriculo anterior mais o ventriculo médio do intestino médio de larvas de T. molitor
foi submetido a separacéo eletroforética em gel SDS-PAGE 12%. Apos a separacéo,
as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com o

anticorpo.
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Figura 27. Obtencdo dos anticorpos anti -pCAL2. Amostras de homogeneizado do
ventriculo anterior mais o ventriculo médio do intestino médio (VA + VM) de larvas de T.
molitor e amostras de pCAL2 recombinante purificada e pCAL3 recombinante purificada
foram submetidas a analise por immunoblots para deteccdo de CAL2 e pCAL2. (A) pCAL2
recombinante purificada (canaleta 1) e pCAL3 recombinante purificada (canaleta 2) foram
incubadas com o anticorpo policlonal anti-pCAL2 (1:200). (B) Amostra de homogeneizado
(VA + VM) foi incubada com o anticorpo policlonal anti-pCAL2 produzido (1:200). As setas
cheias e vazias indicam respectivamente CAL2 e pCAL2. O reconhecimento das proteinas
pelo anticorpo foi feito com TBS1X contendo 0,15% de agua oxigenada e 1% de cloro-naftol
previamente dissolvido em metanol.
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A figura 27B mostra que o anticorpo anti-pCAL2 reconhece especificamente uma
banda de ~31kDa correspondente a CAL2 madura e com menor intensidade uma

banda de ~35kDa correspondente a pré-enzima.

4.12. Obtencao de anticorpos policlonais anti-pCAL3

Na obtencdo de anticorpos anti-pCAL3 foram utilizados dois coelhos
imunizados com ~900ug (3 imunizacdes de 300ug) de pCAL3 recombinante
purificada. Para testar a especificidade do anticorpo produzido, o0 homogeneizado do
ventriculo anterior mais o ventriculo médio do intestino médio de larvas de T. molitor
foi submetido a separacao eletroforética em gel SDS-PAGE 12%. ApOs a separacao,
as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e incubadas com o
anticorpo.

A figura 28 mostra que o anticorpo anti-pCAL3 reconheceu bandas de dois
tamanhos nas amostras de homogeneizado de T. molitor, sendo uma delas do
tamanho esperado de acordo com a CAL3 recombinante madura obtida a partir de
pCAL3 recombinante (~38kDa) e outra de tamanho maior (~39kDa). Estes dados
sugerem que o polipeptideo de ~39kDa possa ser CAL3 glicosilada, uma vez que a
sequéncia de pCAL3 apresenta sitios de glicosilagdo. Assim, a glicosilacdo pode
explicar o polipeptideo com massa molecular maior em SDS-PAGE. O polipeptideo
de massa molecular maior também pode representar uma isoforma da catepsina L 3.
A figura 28 mostra também que o anticorpo anti-pCAL3 produzido se mostrou reativo
contra CAL3 recombinante madura purificada (canaleta 2) e pCAL3 recombinante
purificada (canaleta 3). CAL3 recombinante madura foi obtida a partir de pCAL3

recombinante purificada como descrito no item 4.9.
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Figura 28. Obtencdo dos anticorpos anti -pCAL3. Amostras de homogeneizado do
ventriculo anterior mais o ventriculo médio do instestino médio (VA + VM) de larvas de T.
molitor e amostras da pré-enzima pCAL3 recombinante purificada e da enzima
recombinante madura CAL3 foram submetidas & analise por immunoblot para detec¢éo de
CAL3 e pCAL3. Amostras de homogeneizado (VA + VM) (canaleta 1), CAL3 recombinante
(canaleta 2) e pCAL3 recombinante (canaleta 3) foram incubadas com o anticorpo policlonal
anti-pCAL3 produzido nas dilui¢des (A) 1:500, (B) 1:1000, (C)1:1500 e (D) 1:2000. As setas
cheias e vazias indicam respectivamente CAL3 e pCAL3 O reconhecimento das proteinas
pelo anticorpo foi feito com TBS1X contendo 0,15% de agua oxigenada e 1% de cloro-naftol
previamente dissolvido em metanol.
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Na canaleta 3 da figura 28 podemos observar que uma parte de pCAL3 sofreu
autoativacdo antes da incubacdo em pH &cido, produzindo a forma madura da
enzima. O anticorpo anti-pCAL3 n&o reconheceu pCAL1 recombinante e nem pCAL2

recombinante (dados ndo mostrados).

4.13. Analise da expressao da pro-catepsina L 3 (pC AL3) e da catepsina L 3
(CAL3) de T. molitor com anticorpos policlonais

Com o objetivo de analisarmos os niveis protéicos de pCAL3 e CAL3 em
diferentes tecidos de T. molitor, preparamos extratos protéicos de carcaca, corpo
gorduroso, hemolinfa, intestino médio e tubulos de Malpighi para a analise por
immunoblot com anti-soro anti-pCAL3. O intestino médio foi dividido em trés porcbes
iguais: intestino médio anterior, intestino médio e intestino médio posterior. O tecido
foi separado do conteudo.

Como mostrado na figura 29, a tradugdo ocorre apenas no intestino medio.
Nos tecidos do intestino médio anterior e do intestino médio o anticorpo reconheceu
um polipeptideo com massa molecular de aproximadamente 48kDa e um
polipeptideo com massa molecular de ~38kDa. Estas massas moleculares estdo de
acordo com as massas moleculares de pCAL3 recombinante (~48kDa) e CAL3
recombinante (~38kDa). Aqui também foi observado o polipeptideo com
aproximadamente 39kDa. No tecido do intestino médio posterior estas bandas nao
foram detectadas. Nas amostras de contetdo luminal do intestino médio anterior,
intestino médio e intestino médio posterior foi detectada apenas as bandas de

~38kDa e ~39kDa correspondentes a enzima madura.
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Figura 29. Andlise dos niveis protéicos de pCAL3 e CAL3 em T. molitor. As amostras
(20ug) de diferentes tecidos de T. molitor foram submetidas a separacgéo eletroforética em
gel de SDS (SDS-PAGE). Apb6s a separacdo, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose e incubadas com anticorpo policlonal anti-pCAL3 (1:500), por
uma noite, a temperatura ambiente. As setas cheias e vazias, indicam respectivamente
CAL3 e pCAL3. O reconhecimento das proteinas pelo anticorpo foi feito com TBS1X
contendo 0,15% de agua oxigenada e 1% de cloro-naftol previamente dissolvido em metanol
Na andlise foram utilizadas as seguintes amostras: Hemolinfa (HM), tabulos de Malpighi
(TM), carcaca (CC), corpo gorduroso (CG), tecido do intestino médio anterior (AMGT),
tecido do intestino médio (MGT), tecido do intestino médio posterior (PMGT), contetudo do
intestino médio anterior (AMGC), contetdo do intestino médio (MGC) e conteudo do
intestino médio posterior (PMGC).
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Resultados anteriores obtidos em nosso laboratorio, utilizando a técnica de RT-PCR
semiquantitativo, revelaram que a transcricdo do gene pCAL3 ocorre nos tecidos de
intestino médio anterior, intestino médio, intestino médio posterior e hemolinfa
(Cristofoletti et al., 2005).

A presenca de pCAL3 e CAL3 nos tecidos de intestino médio anterior e
intestino meédio sugere que esta enzima é secretada nos dois ter¢cos anteriores do
tubo digestivo e que a ativacdo de pCAL3 ocorre provavelmente nas vesiculas de
secrecdo. Nas amostras de conteudo luminal foi detectada apenas a presenca de
CAL3, sugerindo que a enzima secretada nos dois tercos anteriores migra até o

conteudo do intestino posterior.

4.14. Imunocitolocalizacao da pro-catepsina L 3 (pC  AL3)

A imunocitolocalizacdo da pCAL3 foi feita com anti-soro anti-pCAL3. Como
pode ser observado nas figuras 30A, 30B, 30C e 30D pCAL3 esta presente em
pequenas vesiculas. As figuras 30E e 30F mostram que no intestino médio posterior
pCAL3 estd presente nas microvilosidades. Estes dados confirmaram os dados
anteriores de immunoblot que sugerem que esta enzima é secretada no dois tercos

anteriores do intestino médio.

4.15. Expressao de pCAL2 e pCAL3 mutantes em bactér ia

Como um dos objetivos do projeto é a obtencdo da estruturas cristalograficas
das pré-enzimas, pCAL2 e pCAL3 foram expressas como formas inativas através da
substituicdo da cisteina da posicdo 25 (numeracdo da papaina) por uma serina.
Essas mutacBes foram necessarias para evitar a autoativagdo que ocorre em

valores de pH &cido. A mutacdo Cys25 - Ser também foi necessaria na cristalizacdo
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Figura 30...
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Figura 30. Imunocitolocalizacdo de pCAL3 em larvas de  T. molitor. (A) e (B) Células do
epitélio do intestino médio anterior com marcacdo em pequenas vesiculas (setas). (C) e (D)
Células do epitélio do intestino médio com marca¢do em pequenas vesiculas (setas). (E) e
(F) Células do epitélio do intestino médio posterior com marca¢do em microvilosidades. O
anti-soro anti-pCALS3 foi diluido 1:1500.Barras : 0.5um.



112

da pro-catepsina L humana (Coulombe et al.,, 1996b). Na determinacdo das
estruturas das pré-catepsinas S de humano e L 1 de Fasciola hepatica foram
necessarias as mutagdes Cys25 - Ala e Cys25 - Gly, respectivamente (Kaulmann et
al., 2006; Stack et al., 2008). A construcdo dos mutantes foi realizada através do
método da sobreposicdo na regido mutada (Higuchi, 1988) conforme apresentado no
item 3.4.3.

A construcdo pAE-pCAL2Cys25Ser foi utilizada na transformagédo de
bactérias da cepa OrigamiB(DE3) e a inducao foi realizada com IPTG 1mM a 20C
por 20 horas. A figura 31 mostra a inducdo de um polipeptideo de ~35kDa, que
assim como pCAL2 foi recuperado na fracdo sollvel dos lisados bacterianos. A
purificacdo de pCAL2Cys25Ser foi realizada através de cromatografia de afinidade
em resina de Ni*-NTA agarose seguindo os mesmos procedimentos utilizados na
purificacdo de pCAL2 (Figura 31). A incubacéo de pCAL2Cys25Ser em pH 4,0 nao
resultou na autoativacdo observada para pCAL2 selvagem (item 4.7). pCAL2
mutante ndo apresentou atividade sobre o substrato Z-FR-MCA.

A construcdo pAE-pCAL3Cys26Ser foi utilizada na transformacédo de
bactérias da cepa OrigamiB(DE3) e a inducao foi realizada com IPTG 1mM a 20T
por 20 horas. A figura 32 mostra a inducdo de um polipeptideo de ~48kDa, que
assim como pCAL3 foi recuperada na fracdo sollvel do extrato de bactérias. A
purificacdo de pCAL3Cys25Ser foi realizada através de cromatografia de afinidade
em resina de Ni*>-NTA agarose seguindo os mesmos procedimentos utilizados na
purificacdo de pCAL3 (Figura 32). A incubacdo de pCAL3Cys26Ser em tampao
citrato de sédio 100mM pH 5,0 contendo 2mM de DTT e 2mM de EDTA nao resultou

na clivagem do pro-peptideo com a formacao da enzima madura como observado
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Figura 31. Expresséo, Solubilidade e Purificacdo de pCAL2 mutante. Para expresséao, a
cultura de bactérias OrigamiB(DES3), transformada com a construcdo pAE-pCAL2Cys25Ser,
crescida a 37C, por uma noite, foi diluida para DO gynm=0,1 a 20C. Apds DO goonm atingir
0,6, foi adicionado IPTG para concentragdo final de 1mM, seguindo-se incubacédo por 20
horas a 20C. Na avaliacdo da solubilidade as bacté rias foram lisadas e o extrato bruto foi
centrifugado. pCAL2 mutante foi purificado por cromatografia de afinidade em Ni*?-NTA
agarose a partir de culturas induzidas com IPTG a 20T por 20 horas. A canaleta 1 se refere
ao extrato bacteriano proteico de cultura controle ndo induzida, a canaleta 2 a de cultura
induzida com IPTG, a canaleta 3 a fracdo sollvel, a canaleta 4 ao precipitado e a canaleta 5
a eluicdo utilizando 300mM de imidazol. As amostras foram separadas em SDS-PAGE 12%
e o gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica pCAL2 mutante.
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Figura 32. Expressao, Solubilidade e Purificacdo de pCAL3 mutante. Para expressao, a
cultura de bactérias OrigamiB(DE3), transformada com a construcédo pAE-pCAL3Cys26Ser,
crescida a 37C, por uma noite, foi diluida para DO gynm=0,1 a 20C. Apds DO goonm atingir
0,6, foi adicionado IPTG para concentragéo final de 1mM, seguindo-se incubagéo por 20
horas a 20C. Na avaliacao da solubilidade as bacté rias foram lisadas e o extrato bruto foi
centrifugado. pCAL3 mutante foi purificado por cromatografia de afinidade em Ni?-NTA
agarose a partir de culturas induzidas com IPTG a 20T por 20 horas. A canaleta 1 se refere
ao extrato bacteriano proteico de cultura controle ndo induzida, a canaleta 2 a de cultura
induzida com IPTG, a canaleta 3 a fracao sollvel, a canaleta 4 ao precipitado e a canaleta 5
a eluicdo utilizando 150mM de imidazol. As amostras foram separadas em SDS-PAGE 12%
e o gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica pCAL3 mutante
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para pCAL3 selvagem (item 4.9). pCAL3 mutante ndo apresentou atividade sobre o

substrato Z-FR-MCA.

4.16. Processamento de pCAL3Cys26Ser por adicdo de  CAL3 madura ativa

Foi demonstrado que o precursor da papaina mutante Cys25Ser sofreu
processamento intermolecular através da adicéo da papaina selvagem (Vernet et al.,
1991). Recentemente foi verificado processamento intermolecular da pré-catepsina L
1 mutante Cys26Gly de Fasciola hepatica através da adicdo da catepsina L 1
madura nativa exdégena de F. hepatica (Collins et al., 2004). Como no artigo citado
acima incubamos 5ug de pCAL3Cys26Ser recombinante purificada na presenca de
0,5ug de CAL3 madura nativa. A adicao de CAL3 madura nativa, que foi ativada
como descrito no item 4.9, resultou na formacdo de um polipeptideo menor com
~38kDa (figura 33A) que corresponde a massa molecular de CAL3 madura, como
mostrado na figura 24. Este polipeptideo foi submetido a seqiienciamento N-terminal
e o resultado foi o mesmo do obtido para CAL3 produzida a partir de pCAL3 (item
4.9). A sequéncia de aminoacidos obtida foi: SKKPLAASVD.

E importante ressaltar que a incubacdo de pCAL3Cys26Ser recombinante
purificada a 37C em tampao citrato de s6dio 100mM contendo 2mM de DTT e 2mM
de EDTA na presenca de CAL3 madura nativa ndo resultou num aumento da
atividade enzimatica sobre o substrato Z-FR-MCA, como observado para pCAL3
recombinante purificada nativa.

A figura 33B mostra que a incubacdo de pCAL3Cys26Ser recombinante
purificada a 37C em tampéao citrato de sédio 100mM pH 5,0 contendo 2mM de DTT
e 2mM de EDTA néo resultou na formacéo de um polipeptideo de massa molecular

menor, como verificado na figura 33A.
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Figura 33. Processamento intermolecular de pCAL3Cys 26Ser recombinante de T.
molitor pela adicdo de CAL3 madura nativa. = pCAL3Cys26Ser recombinante purificada
(5pg) foi incubada na presenga de CAL3 madura nativa (0,5ug) a 37<C nos tempos 10, 20,
30, 60, 120, 240, 300 e 360 minutos (canaletas 1-8) em tampao citrato de sédio 100mM pH
5,0 contendo 2mM de DTT e 2mM de EDTA. A atividade foi monitorada através de ensaios
utilizando o substrato Z-FR-MCA (A). O painel B mostra pCAL3Cys25Ser nos tempos 0, 30,
60, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos de incubacdo a 37T em tampao citrato de sddio
100mM pH 5,0 contendo 2mM de DTT e 2mM de EDTA (canaletas 1-8). As amostras foram
separadas em gel SDS-PAGE 12%. Os géis foram corados com prata. As setas cheias e
vazias indicam respectivamente pCAL3 e CAL3.
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4.17. Cristalizacdo de pCAL3Cys26Ser e pCALCys25Ser

Quando mudamos a purificagcdo para uma escala maior para os testes de
cristalizacdo apareceram algumas bandas de contaminacéao (dados ndo mostrados).
Assim, para a purificacdo em grande escala o protocolo adotado inicialmente foi
modificado. Para eliminar a contaminacdo aumentamos a concentracdo de imidazol
no tamp&o de lavagem de 10mM para 20mM. Além disso, aumentamos 0 hamero de
lavagens. Pureza e quantidade de macromoléculas na amostra sao fatores
importantes para 0 sucesso do processo de cristalizacdo (Rhodes, 2006). Como
controle do grau de pureza de pCAL3Cys26Ser e pCAL2Cys25Ser sempre foi feito
antes dos testes de cristalizacdo um gel de poliacrilamida 12% contendo de 5 a 10ug
de proteina purificada. A figura 34 mostra um gel de poliacrilamida 12% com
amostras de pCAL3Cys26Ser e pCAL2Cys25Ser corado com prata. Concluimos que
as purificagbes de pCAL2Cys25Ser e pCAL3Cys26Ser por cromatografia de
afinidade apresentaram um grau de pureza satisfatério para os testes de
cristalizacao.

Para o crescimento de cristais, a proteina purificada € dissolvida hum tampéao
aguoso contendo um agente precipitante como sulfato de amoénio ou polietileno
glicol. A evaporacédo controlada de agua pode gerar concentracdes de proteina e
agente precipitante apropriadas para precipitacdo. A precipitacdo lenta é mais
conveniente para a obtencdo de cristais grandes, enquanto a precipitacdo rapida
pode produzir cristais pequenos ou piores ou solidos amorfos (Rhodes, 2006).

Para os ensaios de cristalizacdo pCAL3Cys26Ser recombinante purificada foi
submetida a dialise em tampéao Tris-HCI 20mM pH 8,3 como na cristalizacdo da pro-
catepsina L de humano (Coulombe et al., 1996a). Em seguida, a amostra foi

concentrada em filtro Amicon YM10 para concentracéo final de 9,7mg/mL.
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Figura 34. pCAL2Cys25Ser e pCAL3Cys26Ser recombinan tes purificadas para os
testes de cristalizacdo. A canaleta 1 refere-se a pCAL2Cys25Ser e a canaleta 2 a
pCAL3Cys26Ser. As amostras correspondem as eluicdes com 300 e 150mM de imidazol
,respectivamente. As amostras foram separadas em gel SDS-PAGE 12%. O gel foi corado
com prata. As setas cheia e vazia, indicam respectivamente pCAL2Cys25Ser e
pCAL3Cys26Ser.
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Os experimentos de cristalizacdo foram realizados através do método difusdo de
vapor (gota sentada) com os seguintes Kits: Crystal Screen, Crystal Screen I, Index
| e Index Il. Nas condic¢des 3 (Dihidrogénio fosfato de amonio 0,4M) e 11 (Citrato de
sédio 0,1M pH 5,6 e dihidrogénio fosfato de amdnio 1,0M) do Kit Crystal Screen
foram obtidas estruturas cristalinas. O periodo de crescimento dos cristais foi de
aproximadamente 2 semanas.

Os cristais das condicbes 3 e 11 foram submetidos ao raio X de uma fonte
sincroton e as resolugdes maximas processadas foram respectivamente 2,7A e 9,0A
(dados ndo mostrados). Além disso, o cristal 2,7A apresentou muita mosaicidade o
gue nos impossibilitou de trabalhar com os seus dados.

Com o objetivo de melhorar a resolucédo, realizamos o refinamento das
condicbes 3 e 11. O refinamento da condicdo 3 consistiu na variagdo da
concentracdo do agente precipitante (0,1M a 1,6M de dihidrogénio fosfato de
amonio). O refinamento da condicdo 11 consistiu na variagdo do pH do tampéao
(citrato de sédio pH 5,0 a pH 6,0) e do agente precipitante (0,1M a 1,6M de
dihidrogénio fosfato de amonio).

Para demonstrar que as estruturas cristalinas eram cristais de proteina, os
cristais da condicdo 1M de dihidrogénio fosfato de amoénio foram corados com lzit
Crystal Dye da Hampton Research. Os cristais de macromoléculas biologicas
possuem grandes canais de solvente permitindo que o Izit penetre nesses canais e 0
cristal se torne azul. Como moléculas pequenas e cristais inorganicos nao possuem
esses canais, ndo absorvem o Izit ficando sem a colorag&o azul. A figura 35A mostra
que o cristal da condicdo 1,0M de dihidrogénio fosfato de aménio corado com lzit

apresentou coloragéo azul.
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Figura 35. Cristais de pCAL3Cys26Ser . Condi¢des de cristalizacao: (A) ) NH;H,PO,4 1,0M corado com
|Zit. (B) NH4H,PO, 0,2M. (C) NH,H,PO, 0,6M. (D) NH,H,PO, 0,3M.
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As figuras 35B, 35C e 35D mostram algumas condi¢cdes do refinamento que
apresentaram estruturas cristalinas. Um cristal da condicao citrato de sédio 0,1M pH
5,6 e 0,2M de dihidrogénio fosfato de amonio foi submetido ao raio X de uma fonte
sincroton e a resolucdo maxima processada foi 2,1A (tabela 2). Os cristais
apresentaram parametros de célula unitaria a=57,634A, b=89,322, c=70,076A,
a=y=90A, B=92,502°e grupo espacial C2.

Tabela 2. Coleta de dados da difracdo de raios-X e processamento dos dados de um cristal
de pCAL3Cys26Ser de T. molitor.

Grupo espacial c2

a(A) 57,634
b (A) 89,322
c (A 70,076
B 92,502

Estatisticas de coletas de dados

Resolucéo (A)! 35,00 -2,11 (2,19 -2,11)
Ne°de reflexdes observadas * 122348

Ne°de reflexdes Gnicas * 20295

<(I/error).* 25,22 (6,94)
Multiplicidade® 6,0 (5,4)

Completeza (%)* 99,3 (94,7)

R (%)* 7,0 (21,5)

N° de imagens 291

A (A 1,42

! Valores em parénteses correspondem aos dados de maior resolucéo.
R=(Z]|I-<I>])/Z(l)

Para os ensaios de cristalizacdo pCAL2Cys25Ser recombinante purificada foi
submetida a dialise em tampéao Tris-HCI 10mM pH 8,3. Em seguida, a amostra foi
concentrada em filtro Amicon YM10 para concentracdo final de 10mg/mL. Os
experimentos de cristalizagdo foram realizados através do método difusdo de vapor
(gota sentada) com os seguintes Kits: Crystal Screen, Crystal Screen Il, Index | e

Index Il. Nas condigfes 28 (acetato de sodio 0,2M, PEG 8000 30% e cacodilato de
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sédio 0,1M pH 6,5) do Kit Crystal Screen, 4 (sulfato de aménio 2M e Bis-Tris 0,1M
pH 6,5) 43 (PEG 3350 25% e Bis-Tris 0,1M pH 6,5) e 46 (PEG 5000 20% e Bis-Tris
0,1M pH 6,5) do Kit Index foram obtidas estruturas cristalinas com forma de agulhas.
O periodo de crescimento dos cristais foi de aproximadamente 2 semanas. Como
nao € possivel coletar dados de difracdo de raios-X destes cristais agulhas foi feito o
refinamento destas condicgdes.

O refinamento da condicdo 28 consistiu na variacdo do pH do tampéao
(cacodilato de sodio 0,1M pH 6,4 a pH 6,7) e do agente precipitante (0% a 50% de
PEG 8000). O refinamento da condicdo 4 consistiu na variagdo do pH do tampéo
(Bis-Tris 0,1M pH6,4 a pH 6,7) e do agente precipitante (OM a 2M de sulfato de
amonio). O refinamento da condi¢cdo 43 consistiu na variacado do pH do tampéo (Bis-
Tris 0,1M pH6,3 a pH 6,9) e do agente precipitante (0% a 40% de PEG 3350). O
refinamento da condi¢cdo 46 consistiu na variacdo de pH do tampéao (Bis-Tris 0,1M
pH6,3 a pH 6,9) e do agente precipitante (0% a 40% de PEG 5000). Na placa de
refinamento da condicao 28 apareceram cristais agulha.

A figura 36 mostra um diagrama de fases para cristalizagdo mediada por
precipitante. A nucleacdo € a etapa inicial da formacéo de cristal e requer altas
concentragfes de proteina e agente precipitante. Em seguida, a partir dos nucleos
de proteina formados na nucleagéo ocorre o crescimento do cristal (Rhodes, 2006).
Um dos problemas da cristalizacdo € que as condigbes Otimas para nucleagéo
podem ndo ser ideais para 0 crescimento. Isto ocorre porque a nucleagao
espontanea é gerada quando as concentracfes de proteina e precipitante sdo altas
(figura 36, C), enquanto que o crescimento ordenado é favorecido por concentracfes
menores (figura 36, B). Assim, no experimento ideal a nucleacdo e o crescimento

ocorrem separados (Bergfors, 2003). A semeadura de cristais consegue separar
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nucleacdo de crescimento. Nesta técnica sdo fornecidos nucleos provenientes de
cristais que sofreram nucleagcdo para semear novas gotas com niveis menores de

supersaturacao.

[Proteina]

[Agente precipitante]

Figura 36. Diagrama de fases para cristalizacdo  (Adaptado de Bergfors, 2003 e Rhodes,
2006). (A) Regido nao saturada. Nucleacao e crescimento ndo ocorrem nesta regido. Aqui a
gota é clara. (B) Regido de crescimento. Nesta regido as condi¢cdes sdo favoraveis ao
crescimento do cristal, mas néo sao favoraveis a nucleacdo. Esta € a melhor regido para
semeadura. (C) Regido de nucleacdo e crescimento. Nesta regido ocorre nucleacdo
espontanea e crescimento do cristal

A semeadura é dividida em dois tipos: micro semeadura (transferéncia de
micro sementes sub microscépicas) e macro semeadura (transferéncia de cristais
anicos). A introducdo das micro sementes na nova gota pode ser feita de diferentes
maneiras, sendo o strek seeding a mais facil e rapida. Neste método é utilizado um
bigode de animal (usualmente gato ou coelho) como instrumento na semeadura.

Nos testes de cristalizagao citados acima provavelmente nucleagdo e crescimento
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ocorreram na mesma regido do diagrama de fases gerando cristais ruins. Também
deve ter ocorrido a formacdo de muitos nucleos, pois foi observada a formacao de
muitos cristais agulhas numa unica gota (dados ndo mostrados).

Com o objetivo de obter cristais isolados foi feita a semeadura (streak
seeding) a partir de cristais agulha da placa de refinamento da condi¢cdo 28. Com o
auxilio de uma al¢a do tipo “bigode de gato” os cristais agulhas foram quebrados e
semeados numa placa contendo 1,5uL de pCAL2Cys25Ser e 1,5uL da solucdo do
reservatorio. Assim, foram feitas placas de micro semeadura variando o pH do
tampao (cacodilato de sédio 0,1M pH 6,4 a pH 6,7) e do agente precipitante (0% a
50% de PEG 8000). Como observados na figura 37A, nas condi¢gdes cacodilato de
sédio 0,1M pH 6,7 e 20% de PEG 8000 e cacodilato de sodio 0,1M pH 6,6 e 20% de
PEG 8000 foram obtidos os maiores cristais agulhas.

A semeadura pode ser utilizada em conjunto com outras medidas de
otimizacdo como variagdo da concentragdo de proteina e precipitante, variacdo do
pH e adicdo de aditivos (Bergfors, 2003). Geralmente, a primeira medida é a
diminuicdo da concentracao de proteina. Assim, novas placas de micro semeadura
foram feitas a partir dos cristais agulhas obtidos acima. Foram utilizadas as solucdes
citadas acima variando apenas a concentracdo de proteina (6,5mg/mL a 10mg/mL
de pCAL2Cys25Ser). O objetivo de diminuir a concentracdo de proteina é fazer com
que o cristal demore mais para crescer, formando cristais maiores e isolados.

A figura 37B mostra que em concentracdes de proteina inferiores a 9mg/mL
foram obtidos cristais maiores e isolados. Assim, o cristal da condi¢cdo cacodilato de
sédio 0,1M pH 6,7, 20% de PEG 8000 e 9,0mg/mL de proteina foi submetido ao raio-

X de uma fonte sincroton e os dados de difracdo foram processados com uma
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Figura 37. Cristais de pCAL2Cys25Ser . Condi¢Bes de cristalizacdo: (A) cacodilato de
sédio 0,1M pH 6,6 e 20% de PEG 8000 e 10mg/mL de pCAL3Cys25Ser. (B) cacodilato de
sodio 0,1M pH 6,6 e 20% de PEG 8000 e 8mg/mL de pCAL2Cys25Ser.
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resolucdo maxima de 1,85A (tabela 3). Os cristais apresentaram parametros de
célula unitaria de a=51,669A, b=52,37A, ¢=59,716A, 0=91,278° [p=91,547° e

y=109,586 A e grupo espacial P1.

Tabela 3. Coleta de dados da difracdo de raios-X e processamento dos dados de um cristal
de pCAL2Cys25Ser de T. molitor.

Grupo espacial P1

a(A) 51,669

b (A) 52,37

c (A 59,716

a 91,278°

B 91,547°

y 109,586°
Estatisticas de coletas de dados

Faixa de resolucéo (A)* 42,00 -1,85 (1,92 -1,85)
Niamero de reflexdes observadas® 165543
Numero de reflexdes Gnicas® 44108
<(l/error).* 18,2 (2,5)
Multiplicidade® 3,8 (2,5)
Completeza (%)* 87,7 (49,4)

R (%)* 0,054 (0,318)
N° de imagens 360

! Valores em parénteses correspondem aos dadosiateresalucio.
R=(Z]|I-<I>])/Z(l)

4.18. Determinacdo da estrutura cristalografica de pCAL3Cys26Ser e
pCAL2Cys25Ser

Para a determinacdo da estrutura tridimensional de pCAL3Cys26Ser foi
utilizado o método de substituicdo molecular utilizando a estrutura da pro-catepsina
L 1 de Fasciola hepatica como modelo (Stack et al., 2008). A comparacdo da
sequéncia primaria da pCAL3Cys26Ser com a pro-catepsina L 1 de Fasciola
hepatica mostra que as sequéncias apresentam 42% de identidade (dados néo
mostrados).

O programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004) foi utilizado na interpretacéo do

mapa de densidade eletrbnica, ou seja, neste programa foram feitas as modificacbes
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manuais no modelo atdmico. A figura 38 mostra uma pequena secdo da
interpretacdo da imagem molecular no programa COOT.

A estrutura da pCAL3Cys26Ser foi determinada a 2,1A (figura 39) com fator R
final de 16,19% e Rsee de 20,5%. O modelo apresenta um mondémero na unidade
assimeétrica com 329 aminoacidos, incluindo a metionina iniciadora, os seis residuos
de histidina (utilizado na purificacdo por cromatografia de afinidade) e um espacador
de 10 aminoacidos na extremidade amino-terminal. O mapa de densidade eletronica
€ muito claro e ligado possibilitando a construcdo do modelo molecular. Os residuos
GIn80, Lys81, Pro82, Lys83, His84, Pro85 e Glu86 do pro-peptideo nao
apresentaram densidade eletrénica. Os 6 residuos de histidina, o espacador de 10
aminoacidos e os 5 primeiros residuos do pro-peptideo também n&o apresentaram
densidade eletronica. Estes residuos foram omitidos no modelo estrutural (figura 39).
Estes dados sugerem que estas regides sdo desordenadas e sujeitas a movimento
dentro do cristal. A falta de densidade eletrbnica na extremidade C-terminal do pré-
peptideo ja foi descrito para outras pro-catepsinas da familia da papaina (
Sivaraman et al., 1999; Kaulmann et al., 2006). Mais recentemente, na estrutura
terciaria da pro-catepsina L 1 de fasciola hepatica os quatro residuos finais do pro-
peptideo ndo aparecem no mapa de densidade eletrdnica, sugerindo regiao
desordenada e sujeita a movimento dentro do cristal (Stack et al., 2008). Na
estrutura tridimensional da pro-catepsina L de humano os quatro primeiros residuos
do pro-peptideo nédo apresentaram densidade eletrénica (Coulombe et al., 1996b).

No modelo incluimos 231 moléculas de agua e 3 ions fosfato. O fosfato faz
parte da solucdo utilizada na cristalizacdo. Um dos fosfatos esta proximo do sitio

ativo.
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Figura 38. Secdo do mapa de densidade eletrénica 2F,-F. do cristal de pCAL3Cys26Ser
com contornos 1,00.
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Figura 39. Modelo estrutural de pCAL3Cys26Ser de  Tenebrio molitor. A estrutura foi
determinada por substituicdo molecular usando a pro-catepsina L 1 de Fasciola hepatica
como modelo. Em verde esta representado a parte da enzima madura e em vermelho o
pré-peptideo. As cadeias laterais do residuo catalitico His163, Asn183 e do residuo do sitio
ativo mutado Cys26 - Ser estdo representados na forma de bastdo, coloridos de acordo
com o tipo de atomo (C em verde, N em azul e O em vermelho). Esta figura foi construida
utilizando o programa PyMol (DeLano, 2002).
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A pCAL3Cys26Ser apresenta estrutura terciaria similar a outras cisteina proteinases
da familia da papaina. O dominio N-terminal (dominio L) é composto principalmente
por a-hélices e o dominio C-terminal (dominio R) por fitas B. O sitio ativo esta
localizado na interface entre estes dois dominios. O sitio catalitico esta localizado
dentro de uma regido de ligagdo ao substrato que possui subsitios de ligacdo na
direcéo C-terminal e N-terminal da ligagéo que vai ser hidrolisada. A figura 40 mostra
gue a Ser26 mutada no lugar da Cys26 esta no dominio composto por a-hélices e a
His159 no dominio composto por fitas . A presenca da cisteina e da histidina em
dominios diferentes ja foi descrita para outras cisteina proteinases como proé-
catepsina L de humano (Coulombe et al., 1996b), pro-catepsina B de humano
(Podobnik et al., 1997), pro-catepsina K de humano (Sivaraman et al., 1999), pro-
catepsina X de humano (Sivaraman et al., 2000), a pré-catepsina S de humano
(Kaulmann et al., 2006) e a pro-catepsina L 1 de Fasciola hepatica (Stack et al.,
2008).

A pCAL3Cys26Ser, como outros membros da familia da papaina, apresenta
pontes dissulfeto na enzima madura: Cys119-Cys162, Cys153-Cys194 e Cys252-
Cys301.

Para o depdsito da proteina no PDB é necesséario validar o modelo no
PROCHECK (Laskowski et al., 1993) com ferramentas disponiveis no programa

COOT (Emsley & Cowtan, 2004).
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Figura 40. Enzima madura (CAL3). Esta figura foi construida no programa PyMol (DeLano, 2002) omitindo o pré-peptideo. O dominio N-
terminal € composto pricipalmente por a-hélices e o dominio C-terminal por fitas . As cadeias laterais do residuo His163, Asn183 e do residuo
do sitio ativo mutado Cys26 - Ser estao representados na forma de bastédo, coloridos de acordo com o tipo de atomo (C em verde, N em azul e

O em vermelho).
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A andlise da geometria da cadeia principal com o diagrama de Ramachandran

usando o programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993) mostra que 87,9% dos

residuos estdo em regides favoraveis e 12,1% em regides permitidas (figura 41).

Y {graus)

Figura 41. Diagrama de Ramachandran de pCAL3Cys26Se
programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993).
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O grafico mostra que 87,9% dos residuos

encontra-se em regides preferidas (regides em vermelho) e 12,1% em regides permitidas

(regibes em amarelo). Os residuos de glicina sdo mostrados como triangulos.

Para a determinacdo da estrutura tridimensional de pCAL2Cys25Ser foi

utilizado o método de substituicdo molecular utilizando a estrutura da pro-catepsina

L 3 de Tenebrio molitor como modelo. A comparacdo da sequéncia primaria da

pPpCAL2Cys25Ser com a pCAL3Cys26Ser mostra que as sequéncias apresentam

43% de identidade (dados ndo mostrados).

O programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004) foi utilizado na interpretacao do

mapa de densidade eletrénica. Como a unidade assimétrica apresenta 2 monémeros,



133

foi feito o refinamento dos dois mondmeros. Cada mondomero contém 331
aminoacidos, incluindo a metionina iniciadora, os seis residuos de histidina (utilizado
na purificacdo por cromatografia de afinidade) e um espacador de 4 aminoacidos na
extremidade amino terminal. A figura 42 mostra uma pequena sec¢ao da interpretacao

da imagem molecular no programa COOT.

A estrutura da pCAL2Cys25Ser foi determinada a 2,0A (figura 43) com fator R
final de 17,61% e Riee de 22,48%. O mapa de densidade eletrbnica € muito claro e
ligado possibilitando a constru¢do do modelo molecular. Os 6 residuos de histidina,
0 espacador de 4 aminoacidos e os 4 primeiros residuos do pré-peptideo nao
apresentaram densidade eletrbnica, sugerindo regido desordenada. No modelo

foram incluidas 314 moléculas de agua.

A pCAL2Cys25Ser também apresentou estrutura terciaria similar a outras
cisteina proteinases da familia da papaina com dominio N-terminal composto
principalmente por a-hélices e dominio C-terminal por fitas . O sitio ativo esta

localizado na interface entre estes dois dominios.

A figura 44 mostra que a Ser25 mutada no lugar da Cys25 esta no dominio
composto por a-hélices e a His159 no dominio composto por fitas 3. Como descrito
anteriormente, a presencga da cisteina e da histidina em dominios diferentes ja foi
descrita para outras cisteina proteinases. A pCAL2Cys25Ser, como outros membros
da familia da papaina, apresenta pontes dissulfeto na enzima madura: Cys126-

Cys169, Cys162-Cys202 e Cys260-Cys309.
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Figura 42 . Secdo do mapa de densidade eletrbnica 2F,-F. do cristal de pCAL2Cys25Ser
com contornos 1,00. (A) Mapa de densidade eletrbnica do mondmero A. (B) e (C) Mapa de
densidade eletrénica do monémero B.
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Figura 43. Estrutura por raios X da pCAL2Cys25Ser de Tenebrio molitor. A estrutura foi
determinada por substituicdo molecular usando a pro-catepsina L 3 de T. molitor como
modelo. Em ciano esta representado a parte da enzima madura e em amarelo o pro-
peptideo. As cadeias laterais do residuo catalitico His163, Asn183 e o residuo do sitio ativo
mutado Cys25- Ser estdo representados na forma de bastéo, coloridos de acordo com o
tipo de atomo (C em ciano, N em azul e O em vermelho). Esta figura foi construida
utilizando o programa PyMol (DeLano, 2002).
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Figura 44. Enzima madura (CAL2). Esta figura foi construida no programa PyMol (DeLano, 2002) omitindo o pro-peptideo. O dominio N-
terminal é composto pricipalmente por a-hélices e o dominio C-terminal por fitas 3. As cadeias laterais do residuo catalitico His163, Asn183 e
do residuo do sitio ativo mutado Cys25 - Ser estdo representados na forma de bastao, coloridos de acordo com o tipo de atomo (C em ciano, N

em azul e O em vermelho).
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A andlise da geometria da cadeia principal com o diagrama de Ramachandran
usando o programa PROCHECK mostra que 88,4% dos residuos estdo em regides

favoraveis e 11,6% em regides permitidas (figura 45).

Y (graus}

A180  -135 90  -45 0 45 90 135 180

¢ {graus)

Figura 45. Diagrama de Ramachandran de pCAL2Cys25Se r de T. molitor usando o
programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993). O grafico mostra que 88,4% dos residuos
encontra-se em regides preferidas (regides em vermelho) e 11,6% em regides permitidas
(regides em amarelo). Os residuos de glicina sdo mostrados como triangulos.

A comparacao das estruturas de pCAL3Cys26Ser e pCAL2Cys25Ser mostra
que elas sao similares e que as cadeias laterais dos residuos cataliticos se
sobrepbem (figura 46).

A figura 47 apresenta a comparacao entre as estruturas secundarias das pro-
catepsinas L digestivas (pCAL2 e pCAL3) de T. molitor com as pro-catepsinas L de

humano, K de humano e L 1 de F. hepatica.
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Figura 46. Comparacdo das estruturas de pCAL3Cys26S er e pCAL2Cys25Ser de T.
molitor. Em verde esta representado a parte da enzima madura (CAL3) e em vermelho o
pré-peptideo da pCAL3Cys26Ser. Em ciano esta representado a parte da enzima madura
(CAL2) e em amarelo o pro-peptideo da pCAL2Cys25Ser. As cadeias laterais dos residuos
cataliticos estdo representados na forma de bastdo. Esta figura foi construida utilizando o
programa PyMol (DeLano, 2002).
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Figura 47. Comparacao entre as pro-catepsinas L digestivas (pCAL2 e pCAL3), L de
humano (pré-catL humano), K de humano (pré-catk humano) e L de Fasciola hepética (pro-
catL F. hepdtica). No alinhamento das sequéncias de aminoacidos o asterisco indica
residuos idénticos, dois pontos indica substituicdo conservativa e um ponto indica
substituicdo semi-conservativa. As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa
ClustalW. A linha continua mostra a comparacao das estruturas secundarias: pro-catepsina
L de humano (1CS8), pro-catepsina K de humano (1BY8), pro-catepsina L 1 de Fasciola
hepatica (20X6), pro-catepsina L 3 de T. molitor, pr6-catepsina L 2 de T. molitor, com seus
respectivos codigos do PDB. Os cilindros em amarelo representam as estruturas helicoidais
e as setas em vermelho as estruturas Beta.
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O subsitio S2 € provavelmente o melhor definido sitio de ligagdo ao substrato.
Residuos do dominio L e do dominio R fazem parte do subsitio S2. Em geral, o
carater do subsitio S2 é hidrofébico com residuos alifaticos e residuos de metionina
(Turk et al., 1998). A capacidade de aceitar ou excluir por¢des do substrato depende
do tamanho, forma e volume do subsitio, além da auséncia ou presenca de
interacdes hidrofébicas, ligagdes ibnicas e pontes de hidrogénio (Stack et al., 2008).
A catepsina B e a cruzaina apresentam um residuo de acido glutamico na posicéo
205 que corresponde ao fundo do subsitio. Assim, esta substituicdo permite a
clivagem de substratos com arginina em P2 de maneira mais eficiente (Turk et al.,
1998).

A figura 48 mostra que o subsitio S2 da pCAL3Cys26Ser é formado pelos
seguintes residuos: Trp67, Met68, Alal33, Leul57, Asn158, Gly160 e Ala205. Trp67
e Leul57 estéo localizados na entrada do subsitio e Ala205 no fundo do subsitio. O
subsitio S2 da pCAL2Cys25Ser (figura 49) é composto pelos residuos: Trp67,
Met68, Alal33, Phel57, Thrl58, Alal60 e Val205. Trp67 e Phel57 estdo localizados
na entrada do subsitio e Val205 no fundo do subsitio. Como ja mencionado, CAL3
foi capaz de hidrolisar Z-FR-MCA e Z-RR-MCA e CAL2 hidrolisou apenas Z-FR-
MCA. O substrato Z-FR-MCA apresenta fenilalanina em P2, enquanto o substrato Z-
RR-MCA apresenta arginina em P2. Uma possivel explicagdo para CAL2 néo
hidrolisar Z-RR-MCA ¢é a presenca de dois residuos hidrofobicos volumosos na

entrada do seu subsitio S2.
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Gly160

Ala205

Figura 48. Subsitio S2 da pCAL3Cys26Ser. Os residuos presentes no subsitio S2 séo:
Trp67, Met68, Alal33, Leul57, Asnl58, Glyl60 e Ala205 (numeracdo baseada na
sequéncia da papaina). Trp67 e Leul57 estdo localizados na entrada do subsitio. Esta
figura foi construida no PyMol.
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Thr158

Figura 49. Subsitio S2 da pCAL2Cys25S er. Os residuos presentes no subsitio S2 séo:
Trp67, Met68, Alal33, Phel57, Thrl58, Alal6é0 e Val205 (numeracdo baseada na
sequéncia da papaina). Trp67 e Phel57 estdo localizados na entrada do subsitio. Esta

figura foi construida no PyMol.
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Os subsitios S2 das pro-catepsinas L de humano (Leu67, Met68, Alal33,
Metl57, Aspl158, Gly1l60 e Ala205), K de humano (Tyr67, Met68, Alal33, Leul57,
Asnl158, Alal60 e Leu205) e L 1 de F. hepatica (Leu67, Met68, Alal33, Vall57,
Asnl158, Alal60 e Leu205) ndo apresentaram residuos volumosos como a
fenilalanina e o triptofano. A catepsina L de humano e a catepsina K de humano séo
capazes de hidrolisar Z-FR-MCA e Z-RR-MCA (Lecalille et al., 2002b). A catepsina L
1 de F. hepatica hidrolisa Z-FR-MCA (Stack et al., 2008). Na literatura ndo existem
dados sobre a atividade da catepsina L 1 de F. hepatica sobre o substrato Z-RR-
MCA. E importante ressaltar que as catepsinas L 3 de T.molitor, L de humano e K de
humano clivam Z-FR-MCA com maior eficiéncia quando comparado com Z-RR-MCA.

A comparacado dos subsitios de pCAL3Cys26Ser e pCAL2Cys25Ser mostra
que eles sdo similares e que as cadeias laterais dos residuos se sobrepdem (figura

50).

4.19. Expresséo e purificacdo de pCAL1 e pCALL1 muta nte de T. molitor

Com o objetivo de produzir uma maior quantidade de CAL1 recombinante
para os experimentos de cristalografia, pCAL1 foi clonada no vetor de expresséo
PAE. A cepa utilizada na obtencdo da proteina recombinante foi a OrigamiB(DE3).
No vetor pAE a proteina recombinante € expressa em fusdo com uma cauda de
histidina no N-terminal facilitando a sua identificacdo e purificacdo. A cepa
OrigamiB(DE3) resultou na obtencdo de uma fracdo de pCAL1 solavel a 25 (figura
51). A reducéo da temperatura de inducéo para 20C néo resultou num aumento da
fracdo da enzima recombinante soltvel. pCAL1 foi purificada por cromatografia de

afinidade e apresentou um grau de pureza satisfatorio (figura 51). A incubacdo em
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Figura 50. Comparacao do subsitio S2 nas pr6 -catepsinas L 2 e 3 de T. molitor. Os
residuos de aminoéacidos (Trp67, Met68, Alal33, Leul57, Asn158, Glyl60 e Ala205) do
subsitio S2 da pCAL3Cys26Ser estdo representados em verde e o0s residuos de
aminoacidos (Trp67, Met68, Alal33, Phel57, Thr158, Alal60 e Val205) do subsitio S2 da
pCAL2Cys25Ser estdo representados em ciano. A numeracdo usada é baseada na
sequéncia da papaina. A figura foi construida no PyMol.
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Figura 51. Expressao e purificacdo de pCAL1 recombi  nante. (A) A cultura de bactérias
OrigamiB(DES3) transformadas com a construcao pAE-pCAL1 crescida a 37<C por uma noite
foi diluida pra ODggonm 0,1 € incubada a 25C. Apds OD goonm atingir 0,7, foi adicionado IPTG
para concentracdo final de 1mM, seguindo-se incubagdo por 15 horas. Os extratos
bacterianos protéicos de culturas controle ndo induzidas (canaleta 1), de culturas induzidas
com IPTG (canaleta 2), a fracdo sollvel do lisado bacteriano (canaleta 3) e amostra de
proteina purificada eluida utilizando-se 300mM de imidazol foram separados em SDS-PAGE
12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. (B) A fracdo sollvel do lisado bacteriano
(canaleta 1) foi incubada com a resina Ni*>-NTA agarose por 1 hora a 4C. As eluicdes do
material adsorvido foram feitas com 25, 50, 75, 100, 150 e 300mM de imidazol (canaletas 2
a 7). A seta indica pCAL1 recombinante. As amostras foram separadas em SDS-PAGE
12%. O gel foi corado com prata.
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pH &cido resultou na formacédo da enzima madura com atividade sobre o substrato

Z-FR-MCA (figura 52).

A substituicdo do residuo de cisteina pelo residuo de serina no sitio ativo na
pro-catepsina L 1 foi necesséaria para evitar a autoativacdo nos ensaios de
cristalizacdo do zimogénio. Autores propdem que a substituicdo acima nao
desestabiliza a estrutura da pro-enzima. O nivel de inducéo e o perfil de purificacao
dos mutantes foram semelhantes ao do selvagem (figura 53). A proteina mutante
ndo apresentou atividade sobre o substrato Z-FR-MCA e ndo ocorreu

processamento em pH acido.

Para os ensaios de cristalizacdo, pCAL1Cys26Ser recombinante purificada foi
submetida a dialise em tampéao Tris-HC| 10mM pH 8,3. Em seguida, a amostra foi
concentrada em filtro Amicon YM10 para concentracdo final de 4,0mg/mL.
Concentracdes maiores que 4,0mg/mL de proteina nao foram utilizadas, pois nestas
condicbes mais de 50% da placa apresentou precipitado amorfo. Mesmo na
concentragdo 4,0mg/mL foram observadas muitas gotas com precipitados amorfos.
Experimentos com concentragdes menores de pCAL1Cys26Ser sdo necessarios
para a padronizacdo da concentracdo de proteina recombinante nos testes de

cristalizacao.
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Figura 52. Processamento autocatalitico de pCAL1 a pH 4,0. pCAL1 recombinante
purificada foi incubada a 37C em diferentes tempos em tampéo acetato de s6dio 100mM
pH 4,0. A atividade foi monitorada através de ensaios utilizando o substrato Z-FR-MCA. Os
resultados estdo expressos em funcdo da maior atividade (A). O painel B mostra as
amostras nos tempos 5, 10, 30, 60, 90 e 120 minutos de incubacdo a 37C em pH 4,0
(canaletas 1-6). A seta indica CAL1 madura. As amostras foram separadas em gel SDS-
PAGE 12%. O gel foi corado com prata.
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Figura 53. (A) Expressd o de pCAL1 mutante. Para expressdo, a cultura de bactérias
OrigamiB(DE3), transformada com a construcdo pAE-pCAL1Cys26Ser, crescida a 37<C, por
uma noite, foi diluida para DOggonm=0,1 em meio fresco a 25C. Ap6s DO gyonm atingir 0,7, foi
adicionado IPTG para concentracéo final de 1mM, seguindo-se incubacdo por 15 horas a
25T. pCAL1 mutante foi purificado por cromatografia de afinidade em Ni*’-NTA agarose a
partir de culturas induzidas com IPTG a 25T por 15 horas. Os extratos bacterianos
protéicos de culturas controle-ndo induzidas (C) e de culturas induzidas com IPTG (l) foram
separadas em SDS-PAGE 12% e o gel foi corado com Coomassie Blue. A seta indica
pCAL1 mutante. (B) Purificacdo de pCAL1 mutante. A purificacdo foi realizada a partir de
culturas induzidas com IPTG a 25 por 15 horas A eluigéo foi feita com 300mM de imidazol
(canaleta 1). O gel foi corado com Coomassie Blue.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, realizamos a expressdo das pro-catepsinas L digestivas
(pCAL2 e pCAL3) de T. molitor em bactérias. A incubacdo em pH acido levou a
ativacdo de pCAL2 recombinante purificada, resultando na enzima madura CAL2
com atividade sobre o substrato Z-FR-MCA. A ativacdo de pCAL3 recombinante
purificada, em tampao citrato de s6dio 100mM pH 5,0 contendo 2mM de DTT e 2mM
de EDTA a 37<C, resultou na formacgéo de CAL3 sem au télise. O seqlienciamento N-
terminal de CAL3 mostrou que a clivagem ocorreu 2 aminoacidos antes do N-
terminal da CAL3 madura. A enzima CAL3 madura foi capaz de hidrolisar o

substrato Z-FR-MCA.

O anticorpo policlonal anti-pCAL2 foi produzido em coelho utilizando pCAL2
recombinante purificada. Este anticorpo foi capaz de reconhecer uma banda de
~31kDa correspondente a CAL2 madura em amostras de homogeneizado de
ventriculo anterior mais ventriculo médio de intestino médio de larvas de T. molitor.
O anticorpo policlonal anti-pCAL3 foi produzido em coelho utilizando pCAL3
recombinante purificada. O anticorpo anti-pCAL3 possibilitou a analise da expressao
de pCAL3 e CAL3 em diferentes tecidos de T. molitor. Esta analise mostrou que a
traducdo ocorreu apenas no intestino médio. A imunocitolocalizacdo de pCAL3 foi
feita com o anticorpo anti-pCAL3 e mostrou a presenca de pCAL3 em pequenas
vesiculas em células do epitélio do intestino médio anterior e em células do epitélio
do intestino médio, sugerindo que esta enzima € secretada nos dois tergos
anteriores do intestino médio. Estes dados reforcam o papel de CAL3 como enzima
digestiva. A regido anterior do intestino médio € mais acida (pH luminal 5,6),

engquanto a posterior € mais alcalina (pH luminal 7,9) (Terra et al., 1985). O valor de
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pH do intestino médio anterior favorece a atividade de CAL2 (pH 6timo 6,0) e de

CAL3 (pH o6timo 7,0).

Para os experimentos de cristalografia, as pré-enzimas pCAL2 e pCAL3 foram
expressas como formas inativas. A mutacdo Cys25- Ser foi realizada para evitar
autoativacdo das pré-enzimas. pCAL2 e pCAL3 mutantes foram expressas e
purificadas seguindo 0os mesmos procedimentos estabelecidos para pCAL2 e
pCAL3. A incubacédo de pCAL3Cys26Ser recombinante purificada na presenca de
0,5ug de CAL3 madura nativa a 37C em tampéo citrato de sédio 100mM pH 5,0
contendo 2mM de DTT e 2mM de EDTA resultou na formacdo de um polipeptideo
menor com ~38kDa que corresponde a massa molecular de CAL3 madura.

Na determinacdo da estrutura de pCAL3Cys26Ser por substituicdo molecular,
utilizamos a estrutura da pro-catepsina L 1 de Fasciola hepatica (Stack et al., 2008)

como modelo. A estrutura foi determinada a 2,1A com R final de 16,19% e Rjee de

20,5%. Para a determinacéo da estrutura de pCAL2Cys25Ser, utilizamos o método
de substituicAo molecular usando a estrutura da pré-catepsina L 3 de T. molitor
como modelo. A estrutura foi determinada a 2,0 A com fator R final de 17,61% € Ryree
de 22,48%. Ambas as enzimas apresentaram estruturas terciarias similares a outras
cisteina proteinases da familia da papaina com dominio N-terminal composto
principalmente por a-hélices e dominio C-terminal por fitas . Estes dominios séo
separados por uma fenda contendo o sitio ativo com os residuos Cys25 e His159
(numeracdo da papaina) em cada dominio. Como observado para outras pro-
catepsinas, o pro-peptideo apresenta um dominio globular na sua porcédo N-terminal
e uma regiao pouca estruturada na porcédo C-terminal. Apesar de termo determinado
a estrutura das pro-catepsinas L digestivas, nao deve existir mudancas

conformacionais significativas entre a porcdo madura da pré-catepsina L e da
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catepsina L. Estudos mostraram que a estrutura cristalografica da catepsina L de
humano complexada com o inibidor E-64 (Fujishima et al., 1997) ndo apresentou
diferencas significativas em relacdo a porcdo madura da pro-catepsina L de humano
(Coulombe et al., 1996b).

O subsitio S2 das cisteina proteinases € muito importante na especificidade
de substrato. Um dado interessante mostrado no trabalho foi a presenca dos
residuos hifdrofébicos volumosos Trp67 e Phel57 na entrada do subsitio S2 da
pCAL2Cys25Ser. Esta observacdo pode ser uma possivel explicacdo para CAL2
nao hidrolisar Z-RR-MCA com Arg em P2 e hidrolisar Z-FR-MCA com Phe em P2.
pCAL3Cys26Ser contém Trp67 e Leul57 na entrada do subsitio S2 e foi capaz de
hidrolisar Z-FR-MCA e Z-RR-MCA. Vale ressaltar que Ala205 esta localizada no
fundo do subsitio S2 da pCAL3Cys26Ser, enquanto Val205 estd no fundo do
subsitio S2 da pCAL2Cys25Ser. Estudos de mutagénese sitio dirigida com a
catepsina K mostraram que a substituicdo da leucina na posicdo 205 por alanina
resulta num aumento do valor do Kca/Km sobre os substratos Z-FR-MCA e Z-RR-
MCA (Lecallle et al., 2002b). A disponibilidade das estruturas tridimensionais aliadas
a estudos de mutagénese sitio dirigida e ensaios usando substratos de fluorescéncia
apagada variando a posicao P2 podem mostrar melhor a especificidade do subsitio
S2 das catepsinas L digestivas. Sera interessante estudar em detalhe as
especificidades de CAL2 e CAL3 usando substratos de fluorescéncia apagada,
variando também as posicoes P3 e P1'.

Para a produgcdo de uma maior quantidade de pCAL1 para os experimentos
de cristalografia, a sequéncia codificadora de pCAL1 foi clonada no vetor de
expressdo pAE. A incubacdo de pCAL1l recombinante purificada em pH acido

resultou na enzima madura com atividade sobre o substrato Z-FR-MCA. pCAL1 foi
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expressa como uma forma inativa (Cys26 — Ser) para experimentos de cristalizacao
do zimogénio. Testes iniciais de cristalizagcdo foram feitos com pCALCys26Ser.

Contudo, seréa necesséario testar outras concentracdes de pCAL1 mutante.
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