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EXTRATO

VELOZO, Geiseane Amaral. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, Fevereiro
de 2020. CARACTERIZAC}AO DE UM INIBIDOR DE SERINO-PROTEASE DO
FUNGO Moniliophthora roreri, CAUSADOR DA MONILIASE DO CACAUEIRO.
Orientador: Prof. Dr. Carlos Priminho Pirovani. Co-orientadora: Profa. Dra. Virginia

Lucia Fontes Soares

A Moniliase é causada pelo fungo Moniliophthora roreri, um dos patégenos mais
limitantes da producdo de cacau (Theobroma cacao L.). Sabe-se que durante a
interacdo planta-patégeno diversos mecanismos moleculares sédo ativados tanto pela
planta quanto pelo organismo invasor. Dentre estes mecanismos destaca-se as
proteases secretadas como proteinas de resisténcia em plantas e os inibidores de
proteases secretados por fungos patogénicos para suprimir o sistema imune do
hospedeiro. Dessa forma, em muitas interacfes planta-patdgeno a inibicdo de
proteases por efetores que atuam como inibidores de proteases € essencial para a
viruléncia fungica. Estudos proteémicos realizados com o micélio e com esporos nao
germinados do fungo M. roreri revelaram a presenca de inibidores em esporos nao
germinados, sugerindo-os como fatores de viruléncia. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho foi caracterizar um inibidor de serino-protease do fungo M. roreri, aqui
denominado MrSPI2 (Inibidor de serino-protease de M. roreri 1), um possivel efetor
gue pode contribuir para a viruléncia no cacaueiro. A sequéncia primaria do inibidor
foi obtida a partir do banco de dados do NCBI, cuja ORF possui 423 pb codificando
uma proteina com 141 residuos de aminoacidos com massa molecular estimada de
16,3 kDa e ponto isoelétrico (pl) predito de 4,76. O alinhamento entre os homdlogos
da familia 166 mostrou conservagao de residuos entre as folhas B2 e B3 e além disso,
MrSPI2 possui elevada identidade de sequéncia com proteinas preditas em outros
basidiomicetos. A estrutura tridimensional da proteina foi predita e € composta por
folhas betas, duas alfa hélices e vérias regides de al¢as tipicas de proteinas com
estrutura B-trefoil, sendo confirmada por dicroismo circular. A andlise de docking
mostrou que MrSPI2 se ajustou bem ao sitio reativo da tripsina suina e da subtilase
do cacau, a SBT1. Para comprovar a interacdo de MrSPI2 com a SBT1, foi realizado
uma captura em resina CNBr-Sepharose das proteinas presentes no fluido apoplasto
e na casca do fruto de T. cacao. A proteina recombinante rMrSPI2 foi obtida por
clonagem e expressao em Escherichia coli, sendo purificada da fracdo soluvel do
extrato bacteriano por cromatografia de afinidade, utilizando uma coluna contendo
cobalto. O perfil do gel SDS-PAGE mostrou a presenca de uma proteina de 18 kDa
purificada a partir da fracdo soltvel do extrato de E. coli Rosetta(DEs). A capacidade
inibitéria de MrSPI2 foi testada contra a tripsina suina por meio da hidrélise do
substrato cromogénico BApNA, mostrando que a proteina produzida em bactéria
ativa, alcancando 38% de inibicdo da serino-protease. Os espectros de CD indicaram
uma alteracao na estrutura secundaria nas temperaturas de 25 °C e 95 °C caracterizou
a proteina como termoinstavel. Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que
MrSPI2 é uma proteina inibitéria que atua contra a tripsina suina, interage com dois
tipos de serino-proteases do tipo tripsina e subtilase e que a proteina rMrSPI2
produzida em E. coli é ativa. Em concluséo, o inibidor rMrSPI2 apresenta potencial
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para ser um fator de viruléncia de M. roreri secretado durante a infec¢do no T. cacao,
podendo ser considerado como alvo para o desenvolvimento de estrategias para o
controle da doenca e entendimento do mecanismo de ataque do fungo.

Palavras-chave: Interacdo planta-patdégeno, subtilase, tripsina, Moniliase
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VELOZO, Geiseane Amaral. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, Fevereiro
de 2020. CHARACTERIZATION OF A SERINE PROTEASE INHIBITOR OF THE
FUNGUS Moniliophthora roreri, WHICH CAUSES COCOA MONILIASIS. Advisor:
Prof. Dr. Carlos Priminho Pirovani. Advisor Committee Member: Profa. Dra. Virginia

LUcia Fontes Soares.

Moniliasis is caused by the fungus Moniliophthora roreri, one of the most limiting
pathogens of cocoa production (Theobroma cacao L.). It is known that during the plant-
pathogen interaction several molecular mechanisms are activated by the plant and the
invading organism. Among these mechanisms, proteases are secreted as resistance
proteins in plants and protease inhibitors secreted by pathogenic fungi stand out to
contain the host's immune system. Thus, in many plant-pathogen interactions,
protease inhibition by effectors that act as protease inhibitors is essential for fungal
virulence. Proteomic studies carried out with the mycelium and non-germinated spores
of the fungus M. roreri revealed the presence of inhibitors in non-germinated spores,
suggesting them as virulence factors. In this way, the aim of this study is to characterize
a serine protease inhibitor of the fungus M. roreri, here called MrSPI2, a possible
effector that can contribute to virulence in cocoa. The primary sequence of the inhibitor
was obtained from the NCBI database whose ORF has 423 bp encoding a protein with
141 amino acid residues with an estimated molecular mass of 16.3 kDa and a predicted
isoelectric point (pl) of 4.76. The alignment between the 166 family counterparts
showed conservation of residues between the 32 and 3 leaves and in addition MrSPI2
has high sequence identity with proteins predicted in other basidiomycetes. The three-
dimensional structure of the protein has been predicted and is composed of beta
sheets, two alpha helices and several regions of typical protein loops with beta-trefoil
structure, being confirmed by circular dichroism. Docking analysis shows that MrSPI2
adjusted well to the reactive site of swine trypsin and cocoa subtilase, SBT1. To prove
the interaction of MrSPI2 with SBT1, a CNBr-Sepharose resin capture the proteins
present in the apoplastic fluid and in the skin of the T. cacao fruit was performed. The
results of the capture were analyzed by mass spectrometry. The recombinant protein
rMrSPI2 was obtained by cloning and expression in Escherichia coli, being purified
from the soluble fraction of the bacterial extract by affinity chromatography, using a
column containing cobalt. The profile of the SDS-PAGE gel showed the presence of
an 18 kDa protein purified from the soluble fraction of the E. coli Rosetta (DE3) extract.
The inhibitory capacity of MrSPI2 was tested against porcine trypsin by hydrolysis of
the chromogenic substrate BApNA, showing that the protein produced in bacteria is
active, reaching 38% inhibition. The CD spectra indicated a change in the secondary
structure at temperatures of 25 °C and 95 °C, characterizing the protein as
thermounstable. Polyclonal antibodies against the recombinant protein have been
produced in mice and will be used to analyze the presence of an inhibitor homologous
to the MrSPI2 protein in the mycelia of M. perniciosa to suggest the stage of
Xi



development of the fungus that occurs the protein expression. The results obtained so
far demonstrate that MrSPI2 is an inhibitory protein, interacting with two types of serine
proteases from the trypsin and subtilase family and that the rMrSPI2 protein produced
in E. coli is active. In conclusion, it has the potential to be a virulence factor of M. roreri
secreted during infection in T. cacao, and can be considered as a target for the
development of strategies for controlling the disease and understanding the
mechanism of attack of the fungus.

Key-words: Plant-pathogen interaction, subtilase, trypsin, moniliasis
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1. INTRODUCAO

A moniliase, uma das doencas mais limitantes das plantacdes de cacau, é
causada pelo fitopatogeno Moniliophthora roreri (AIME E PHILLIPS-MORA, 2005;
PHILLIPS-MORA E WILKINSON, 2007). Este fungo € nativo da Colémbia e ocorre em
paises da Ameérica do Sul e Central, causando grandes impactos econdmicos e
ambientais (SANCHEZ et al., 2012). No Brasil, a sua presenca ainda n&o foi
detectada, porém ha um grande risco de introducdo da doenca no pais, uma vez que
ocorre na regido amazonica de paises que fazem fronteira com o Brasil, como Bolivia,
Peru, Colédmbia e Venezuela (BARBOSA et al.,, 2018). Embora existam algumas
formas de controle da doenca (manejo da cultura, controle quimico e biolégico), ha
ainda grandes perdas na producdo de cacau que pode variar de 30 a 100%
(PHILLIPS-MORA & WILKINSON 2007). Assim, mais estudos sdo necessarios para
auxiliar nas estratégias de controle da doenca para que haja reducdo dos impactos
nas plantacées e o aumento da producédo de cacau.

O fungo M. roreri infecta apenas os frutos das espécies pertencentes aos
géneros Theobroma e Herrania (BAILEY et al., 2018), podendo causar diversos
sintomas tanto interna como externamente, bem como a perda total do fruto (EVANS,
2016a). Apos o contato com o hospedeiro, os meidsporos infectantes germinam na
superficie do fruto e penetram através da cuticula ou pelos estématos. Por ser um
fungo hemibiotréfico, possuindo duas fases em seu ciclo de vida, a fase biotrofica,
caracterizada por hifas monocariéticas que se desenvolvem intercelularmente
(apoplasto) e a fase necrotrofica tipificada por hifas estreitas, de paredes finas, que se
desenvolvem intracelularmente (PHILLIPS-MORA E WILKINSON, 2007; EVANS,
2007; BAILEY et al., 2013). Ao final desta fase é produzido uma grande quantidade
de esporos altamente adaptados para disseminacao e sobrevivéncia (EVANS et al.,
2002 e 2003).

De maneira geral, em uma interacdo planta-patdogeno, é necessario que haja
troca de sinais, percepc¢ao e capacidade de resposta a sinais, que S&0 essenciais para
a sobrevivéncia de ambos os organismos (CURSINO et al., 2003; SPOEL E DONG,
2012; DALIO et al., 2014). Assim, diversos mecanismos moleculares de defesa e
ataque sdo ativados tanto pela planta quanto pelo patégeno (CURSINO et al., 2003;
DALIO et al., 2014; JASHNI et al., 2015).



As plantas evoluiram um sistema imune eficiente capaz de reconhecer a
presenca do invasor e impedir a sua propagacdo (ROUX et al.,, 2014; SPOEL E
DONG, 2012). As duas vias de sinalizacao de resposta imune das plantas sdo a PTI
(PAMP-Triggered Immunity), que estd associada a imunidade desencadeada por
PAMPs ou MAMPs (Padrao Molecular Associado a Patégeno ou Microrganismo) e a
ETI (Effector-Triggered Immunity), que esta associada a imunidade desencadeada por
efetores (JONES E DANGL, 2006; SPOEL E DONG, 2012). Em contrapartida, como
resultado da co-evolucédo os patdgenos apresentam diversas estratégias de ataque
capaz de suprimir o sistema de defesa do hospedeiro e promover a doencga (DE
JONGE et al, 2010; DALIO et al., 2014; JASNHI et al., 2015; FIORIN et al., 2018). Os
fungos fitopatogénicos secretam iniumeros efetores com potencial para manipular a
defesa das plantas (JASNHI et al., 2015; TORUNO et al., 2016).

Dentre as moléculas de defesa envolvidas na PTI (resposta imune) tém-se as
proteases, que atuam como proteinas de resisténcias (R) reconhecendo moléculas
efetoras de fungos patogénicos (KASCHANI et al., 2010; HOU et al., 2018). As
proteases podem atuar no espaco extracelular (apoplasto), modificando os receptores
da superficie e proteinas da matriz extracelular, bem como em diferentes
compartimentos celulares como vacuolo, citoplasma, cloroplasto e nucleo, modulando
a sinalizacdo imunoldgica ou ativando a PCD (morte celular programada) (DIAZ-
MENDOZA et al, 2016; BALAKIREVA E ZAMYATNIN, 2018; HOU et al, 2018). O
tomate secreta as cisteino-proteases apoplasticas C14 e Rcr3 que conferem
resisténcia a diferentes patdgenos como Cladosporium fulvum e Phytophthora
infestans (KRUGER et al., 2002; KASCHANI et al., 2010). As serino-proteases do tipo
Subtilases também estdo associadas na resposta de defesa em plantas, mostrando
regulacéo positiva apos infec¢éo por patdgenos (TIAN et al., 2004; FIGUEIREDO et
al., 2016 e 2018; NORERO et al., 2016). A subtilase SBT3.3 de Arabidopsis thaliana
regula positivamente a resisténcia aos patdogenos Pseudomonas syringae e
Hyaloperonospora arabidopsidis (RAMIREZ et al., 2013). Em Solanum tuberosum,
analises do perfil de expressdo em folhas mostraram que varios genes de Subtilase
aumentaram sua expressao apos a infeccao por P. infestans, evidenciando o papel
dessa familia de protease na resposta imune (NORERO et al., 2016).

Os fitopatdégenos, por sua vez, secretam efetores que sdo direcionados as

proteases para superar o sistema de defesa das plantas. Com isso, eles conseguem



se instalar, se desenvolver e promover a infeccdo (VAN DER HOON, 2008; JASHNI
et al., 2015). Diversos efetores de patégenos atuam como inibidores de proteases
para superar a defesa mediada por proteases (JASHNI et al., 2015; TORUNO et a.,
2016). Assim, as proteases e seus inibidores tém sido bastante estudados durante a
interacdo planta-patégeno e demonstram um papel importante na ETI (VAN DER
HOORN, 2008; JASHNI et al., 2015; CLEMENTE et al., 2019). O patégeno fungico C.
fulvum secreta o efetor Avr2 que inibe as cisteino-proteases do tipo Papaina (PLCPs),
RCR3 e PIP1 (Protease inibida por Phytophthora 1), secretadas no apoplasto para
promover o seu crescimento (VAN ESSE et al., 2008). Estas proteases apoplasticas
também séo alvos dos efetores (inibidores de proteases extracelular do tipo cistatina
1) EPIC1 e EPIC2B secretados pelo patdgeno P. infestans que causa a requeima do
tomate e da batata (TIAN et al., 2007; SONG et al., 2009). Estes efetores apoplasticos
também mostram elevada afinidade pela cisteino-protease C14 secretada pelas
plantas hospedeiras, tomate e batata (KASCHANI et al., 2010). Da mesma forma, o
patdgeno do milho (Zea mays), Ustilago maydis, secreta o inibidor de cisteino-
proteases, Pit2 (proteina importante para tumores 2), que inibe as cisteino-proteases
do milho CP1, CP2 (cisteino-protease 2) e XCP2 (Cisteino-protease do xilema 2) e
suprime a defesa do hospedeiro (MUELLER et al., 2013).

Os inibidores desempenham importantes funcdes durante a interacdo planta-
patdégeno, pois atuam como fatores de viruléncia para muitos fungos patogénicos,
inibindo a atividade de proteases hospedeiras (JASNHI et al., 2015; TORUNO et al.,
2016). Dessa forma, estes inibidores se destacam como importantes alvos para
estudos, podendo contribuir para desenvolvimento de novas estratégias para o
controle de doencas fungicas. Estudos protedmicos realizados com o micélio e com
esporos nao germinados do fungo Moniliophthora roreri mostram proteinas
diferencialmente acumuladas entre esses dois estagios de desenvolvimento (ZUGAIB
et al, 2016). Dentre estas, proteinas com possiveis funcdes de patogenicidade e um
possivel fator de viruléncia (inibidor de serino-protease) foram identificados (ZUGAIB
et al., 2016).

A partir do trabalho anteriormente citado, surgiu o interesse de caracterizar
inibidores de serino-protease secretados pelo fungo M. roreri, investigar o seu papel
no patossistema T. cacao-M. roreri e auxiliar no conhecimento sobre como estas

moléculas contribuem para a patogenicidade do fungo e assim, promover estratégias



de controle da doenca. Diante disso, o primeiro inibidor de serino-protease do fungo
M. roreri (MrSPI1) foi caracterizado (MENEZES, 2017). Esse inibidor, produzido por
expressao heterdloga em Escherichia coli, reduziu a atividade da tripsina suina in vitro
e mostrou acoplamento (docking) com a tripsina suina in silico. Estes resultados
indicam que o inibidor rMrSPI1 interage com a serino-protease, constituindo
importante alvo para investigacdo durante a interacdo do patdgeno com o hospedeiro.

Desta forma, a hipotese deste trabalho € que o inibidor de serino-protease do
fungo M. roreri constitui um importante fator de viruléncia inibindo serino-proteases
relacionadas a defesa em T. cacao. Diante isso, 0 objetivo deste trabalho foi
caracterizar in silico um inibidor de serino-protease do fungo M. roreri e in vitro através

de expresséo em sistema heterdlogo em E. coli.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Caracterizar in silico um inibidor de serino-protease do fungo Moniliophthora

roreri, e in vitro, por meio de expressao heterdloga em E. coli.

2.2. Objetivos Especificos

I. Avaliar a estrutura primaria e a conformacéo tridimensional da proteina
rMrSPI12;

. Analisar niveis de identidade entre sequéncias homodlogas de inibidores
fungicos da familia 166;

iil. Avaliar possiveis interacdes do inibidor com proteases alvos do tipo serino-
protease;

\2 Realizar estudos funcionais com a proteina recombinante rMrSPI2 para

avaliacdo de capacidade inibitoria contra a tripsina suina;

V. Analisar a estrutura secundaria e estabilidade da proteina recombinante
rMrSPI12;
Vi. Realizar captura de proteases alvo do T. cacao utilizando o inibidor MrSPI2

imobilizado em resina de CNBr-Sepharose para confirmar interacédo in silico;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Moniliophthora roreri, o fitopatégeno fungico causador da moniliase no
cacaueiro

Moniliophthora roreri € um fitopatégeno fingico causador da Moniliase, uma das
principais doencas que afeta o cacaueiro (Theobroma cacao L.). Esse fungo ocorre
somente na América tropical e representa um dos principais fatores limitantes para os
cultivos de cacau (AIME E PHILLIPS-MORA, 2005). Evidéncias moleculares,
morfofisioldgicas e fitopatoldgicas indicam que M. roreri é nativo da Coldémbia devido
a alta diversidade genética na regido (PHILLIPD-MORA et al., 2007).

No inicio do século XX, Moniliophthora roreri foi descoberto no Equador. A partir
disso, este fungo comecou a ser estudado por J.B. Rorer (EVANS et al, 2002).
Inicialmente, este fungo foi identificado como uma espécie do género Monilia
(RORER,1918 apud EVANS, 1981). Posteriormente, Ciferri e Parodi descreveram o
nome cientifico Monilia roreri em homenagem ao pesquisador pioneiro Rorer e, por
isso, 0 nome cientifico ficou sendo Monilia roreri Ciferri. (EVANS et al., 2002). Assim,
a espécie Monilia roreri foi classificada como um fungo Ascomiceto anamaorfico devido
a auséncia de estagios meidticos ou estruturas sexuais. No entanto, através de
andlises taxonémicas ultraestruturais foi observada maturagéo basipetal dos esporos
(crescimento do apice em direcdo a base) (Figura 1A) e ndo acropetal como tipificada
por Monilia spp e que o micélio do pseudoestroma possui septos doliporos (Figura
1B), caracteristicas encontradas em Basidiomicetos. A partir disso, 0 novo género
Moniliophthora foi descrito e o fungo foi classificado como Moniliophthora roreri, um
fungo basidiomiceto anamoérfico (EVANS et al., 2002 e 2003).

Estudos citologicos posteriores demonstraram a ocorréncia de meiose durante a
esporogénese e germinacéo, dessa forma, considerou-se o fungo um basidiomiceto
teleomorfico (EVANS et al, 2002 e 2003), pertencente a familia Marasmiaceae (AIME
& PHILLIPS-MORA, 2005). Logo, ficou evidenciado que o principal propagulo
infectante € um meidsporo, uma estrutura altamente adaptada para disseminacéo,
recombinacdo genética e sobrevivéncia (EVANS et al., 2002, 2003 e 2013). As

andlises de sequenciamento de DNA e andlises filogenéticas mostraram que
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Moniliophthora roreri e M. perniciosa, agente causador da vassoura de bruxa no cacau
(AIME E PHILLIPS-MORA, 2005), sdo grupos irmdos (AIME E PHILLIPS-MORA,
2005).

Figura 1. (A) Esporogénese de M. roreri e (B) Septo doliporo do micélio vegetativo do
pseudoestroma de um fungo Basidiomiceto. Em A, microscopia de luz mostrando cadeias de
esporos sendo formado do apice para a base, com o mais antigo no apice (basipeto); a seta mostra os
esporos com parede espessada. Em B, microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) do micélio
vegetativo do pseudostroma, mostrando a presenca de septo doliporo de um Basidiomiceto (BAILEY
et al., 2018).

Ao contrario de M. perniciosa, que acomete diferentes tecidos do cacaueiro e
outros hospedeiros, a infeccdo por M. roreri esta limitada apenas aos frutos das
espécies pertencentes aos géneros Theobroma e Herrania (BAILEY et al, 2018). Os
frutos mais jovens (até trés meses de idade) sdo mais suscetiveis e os efeitos na
expressao dos sintomas, tanto internamente como externamente, sdo maiores, bem
como a perda total do fruto (EVANS et al, 2002; EVANS, 2016a). Os frutos que séo
infectados na fase posterior do seu desenvolvimento apresentam amadurecimento

precoce, podendo néo apresentar mudangas externas (EVANS et al, 2002).



Apés o contato com o hospedeiro, os meidsporos infectantes germinam na
superficie do fruto e penetram através da cuticula ou pelos estomatos (EVANS et al,
2002). M. roreri € um fungo hemibiotréfico, possuindo duas fases em seu ciclo de vida,
fase biotrofica e necrotrofica (PHILLIPS-MORA E WILKINSON, 2007; EVANS, 2007 e
2016a; BAILEY et al, 2013). A longa fase biotréfica (45-90 dias) é caracterizada por
hifas monocarioticas que se desenvolvem intercelularmente (apoplasto). Durante essa
fase, apesar do inchaco dos tecidos e malformagcfes em alguns casos, os frutos
permanecem assintomaticos (EVANS et al, 2002; GRIFFITH et al, 2003; EVANS,
2016a). A fase necrotréfica é tipificada por hifas estreitas, de paredes finas, que se
desenvolvem intracelularmente (BAILEY et al, 2013). Ap6s 90 dias, os sintomas
externos que caracterizam essa fase sdo o0 aparecimento de lesdes irregulares, areas
de maturacao precoce, rachaduras, améndoas com tecidos gelatinosos e manchas
castanho-escuras em expansao que se unem cobrindo toda a superficie do fruto até
o crescimento micelial branco a creme (Figura 2), formando um pseudoestroma, que
constitui uma massa pulverulenta de esporos infectantes (EVANS et al., 2002;
PHILLIPS-MORA e WILKINSON, 2007; SANCHEZ e GARCES, 2012; BAILEY et al.,
2013; EVANS, 2016a). Esses esporos podem sobreviver por sete meses em frutos
mumificados que produzem grande quantidade de esporos (mais de 7 bilhdes por
fruto) durante todo o periodo de esporulacdo (GARCIA et al., 2015). Os esporos s&o
facilmente liberados do pseudoestroma e podem se espalhar de forma rapida e
eficiente através do movimento do ar, e consequentemente, o balanco das arvores,
contaminando toda area com esporos infectantes (EVANS, 2016a). Outras formas de
disseminacao importantes sao a chuva, animais e seres humanos, sendo o transporte
de frutos infectados entre paises, o principal fator de distribuicdo da doenca (PEREZ,
2018).




Figura 2.Sintomatologia de Moniliophthora roreri nas fases biotrofica e necrotrofica (EVANS,
2016a). a e b, Frutos jovens com 1 e 3 meses, respectivamente apresentando inchaco e deformacéo;
¢, Fruto (3-4 meses) mostrando inchagos e fase inicial de necrose; d, Fruto com pseudoestroma
formado, apresentando necrose interna com compactacdo e destruicdo completa das améndoas; e,
Fruto apresentando mancha marron-escura, sem o pseudoestroma externo, mas com podriddo interna
e améndoas com tecidos aquosa.

3.1.1. Impactos socioecondmicos e distribuicdo geogréafica de M. roreri

Os efeitos da moniliase nos cultivos de cacau tém causado grandes impactos
sobre a economia dos paises da América tropical onde o M. roreri ocorre,
representando uma grande ameaca a cacauicultura (EVANS, 2007; PHILLIPS-MORA
& WILKINSON, 2007). Além do impacto econdmico, observa-se também um
consequente impacto ambiental, onde as terras sdo abandonadas por se tornarem
menos sustentaveis (PHILLIPS-MORA, 2006). Acontece ainda, perda de habitat que
afeta a vida selvagem e fragmentacdo de areas arborizadas (SANCHEZ et al, 2015).
A moniliase foi relatada como duas vezes mais destrutiva que a podriddo parda,
causada por Phytophthora palmivora, e mais perigosa e dificil de controlar do que a
doenca da vassoura-de-bruxa, causada por M. perniciosa (EVANS, 2002b; PHILLIPS-
MORA e WILKINSON, 2007). As perdas causadas por este fungo podem variar de
30% a 100% dependendo de alguns fatores como idade da plantacao, presenca em
plantacdes vizinhas afetadas, tempo de duracdo da doenca no local e das condi¢des
climaticas (PHILLIPS-MORA & WILKINSON 2007).

O elevado potencial de disseminacdo de M. roreri € marcado por grandes
devastacOes das plantacGes de cacau e seus impactos tém sido documentados em
diferentes paises e épocas (PHILLIPS-MORA & WILKINSON 2007: PEREZ, 2018).
Embora relatérios registrassem a ocorréncia em cultivos de cacau em 1817, esta
doenca foi evidenciada pela primeira vez na Colémbia em 1851 (PHILLIPS-MORA E
WILKINSON, 2007). Em algumas &reas da Colémbia, onde a moniliase e a vassoura
de bruxa coexistem, houve perda de 80% da producéo, sendo a moniliase a doenca
mais limitante nas plantacfes de cacau no pais (ARANZAZU et al, 2000, EVANS,
2007). Em outros paises onde essas doencgas coexistem como no Peru (1988), Bolivia
(2012) e Equador (1917), devido a grande devastacao, ha abandono das plantacfes
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ou conversao para o cultivo de outras culturas (PHILLIPS-MORA e WILKINSON,
2007; PLOETZ, 2016).

A partir da sua area de distribuicdo nativa na Colémbia, M. roreri se disseminou
progressivamente para outros paises da América do Sul e Central. No Equador, desde
gue foi registrado pela primeira vez no inicio do século XX, M. roreri prejudicou
fortemente a economia do pais, que perdeu a condi¢cdo de maior produtor mundial de
cacau. A producédo declinou de 50.000 a 30.000 toneladas (PLOETZ, 2016). Os
impactos da doenca no Peru tém sido substanciais, constituindo mais de 50% da area
cultivada e em alguns casos tém levado os produtores a abandonarem as plantaces
(EVANS et al, 2016a). Os danos a producédo na Costa Rica também tém sido grave,
ocorrendo cerca de 72% de diminuicdo da producdo por diferentes causas, dentre
elas, a moniliase (PHILLIPS-MORA e WILKINSON, 2007).

Em 1941, o fungo M. roreri se espalhou para a Venezuela ficando restrito a
regido ocidental. Posteriormente, a doenca foi confirmada em outros paises como
Panama (1956), Nicaragua (1980), Honduras (1997) Guatemala (2002), Belize (2004)
e México (2005) (PHILLIPS-MORA E WILKINSON, 2007). Mais recentemente, a
doenca foi relatada na Bolivia (2012) (PHILLIPS-MORA et al., 2015) e Jamaica (2016)
(PHILLIPS-MORA E TEN HOOPEN, 2017; IPPC, 2016; PHILLIPS-MORA et al., 2015).
Em termos de perda potencial e a dificuldade de gerenciamento, a moniliase € uma
doenca de grande preocupacao para a economia (EVANS, 2007; BAILEY et al., 2018).

Nos ultimos 60 anos, nota-se uma progressao gradual do fungo M. roreri para
outros paises da América Tropical , nos quais a sua existéncia ndo era verificada,
demonstrando elevada agressividade (BAILEY et al., 2018). Assim, percebe-se que
esse fungo continua numa fase invasiva com potencial para se espalhar em toda a
América Tropical (EVANS, 2002; e EVANS et al., 2003). A presenca de M. roreri na
regido amazonica de paises que fazem fronteira com o Brasil, como Bolivia e Peru,
apresenta grandes riscos de introducao da moniliase em plantagdes de cacau no pais
(GRIFFITH et al., 2003; RIOS-RUIZ, 2004). Mais recentemente, em 2018, segundo o
orgao responsavel pela defesa agropecuaria da Bolivia (Senasag), a ocorrencia da
moniliase foi confirmada no departamento de Pando, uma area que situa-se apenas
55 quilémetros de Brasileia no Acre, constituindo uma grande ameaca a cacauicultura

nacional.



Apesar da disperséo pelo vento ser o principal meio de propagacéo do fungo,
esta ndo explica a disseminacdo significativa a longas distancias e barreiras
geograficas (PHILLIPS-MORA E WILKINSON, 2007). Esta disseminacdo € melhor
explicada pela propagacdo humana involuntaria através do trafego entre areas
infectadas e regides livres do patdogeno (PHILLIPS-MORA et al., 2007). Portanto,
medidas de prevencao devem ser realizadas por paises onde a doenca esta ausente
e, nos paises onde ocorre, 0 gerenciamento da doenca e aquisicdo de variedades

resistentes sdo essenciais para manter os cultivos de cacau nos paises afetados.

3.1.2. Formas de controle da moniliase

A prevencdo é a melhor estratégia a ser adotada por paises ou areas onde a
doenca esta ausente. A disseminacao através do transito de pessoas para as areas
livres da doenca é o principal meio de dispersédo (PHILLIPS-MORA E WILKINSON,
2007). A ocorréncia da moniliase em paises fronteiricos com o Brasil representa uma
grande ameaca a cacauicultura. Dessa forma, ha uma necessidade de atencéo
fitossanitaria em suas fronteiras. No Brasil, M. roreri é considerado pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento) como uma Praga Quarentenaria
Ausente no pais (INSTRUCAO NORMATIVA 41/2008). No entanto, 6rgdos vinculados
ao MAPA, como, a Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira —-CEPLAC -,
discutem estratégias de prevencdo da entrada da praga em territério nacional,
vinculadas ao Plano de Contingéncia para M. roreri. Existe ainda a Comisséo Técnica
Regional de Prevencéo a Moniliase Bahia, composta pela ADAB, SEAGRI, CEPLAC,
SFA-BA/MAPA, FAEB, IF-Baiano, INEMA, CAR, BAHIATER e UESC, que foi criada
através da Portaria Estadual ADAB n° 160/2014, a fim de promover a integracdo das
acOes preventivas de fitossanidade e o fortalecimento interinstitucional.

Além disso, outras agfes estdo incluidas para reforcar as medidas de prevencao
como, acdes de treinamento de reconhecimento da moniliase, alerta para a
possibilidade da introducéo natural do fungo e para a importancia da vigilancia e
prevencdo (INSTRUCAO NORMATIVA MAPA N° 13, DE 17/05/2012). O Ministério
da Agricultura criou ainda, através da Portaria 131/2019, o Programa Nacional de

Prevencao e Vigilancia de Pragas Quarentenaria Ausentes (PNPV) para reforcar as
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acOes de vigilancia e pesquisa para evitar a entrada de pragas quarentenarias que
ndo entraram no pais.

Nos paises onde a doenca ocorre, diversas estratégias de gerenciamento foram
adotadas (PEREZ et al., 2018, BAILEY et al., 2018). Dentre elas, tem-se 0 manejo da
cultura, controle quimico e biolégico e ainda o uso de variedades tolerantes, que se
mostram mais promissoras, uma vez que as medidas de controle citadas possuem
limitacdo. O manejo inclui reducédo das fontes de in6culo como remocao de frutos
infectados antes da esporulacao, preferencialmente semanal e durante o periodo de
entressafra, para interromper o ciclo da doenca; reducdo da altura da arvore (4 m) e
reducdo da sombra para limitar a umidade (EVANS, 2016a; DE LA CRUZ et al., 2011,
PEREZ, 2018). Os fungicidas aplicados na colheita frequentemente sdo a base de
cobre, mas tém sido ineficazes (EVANS, 2016a; KRAUSS et al., 2010; PEREZ, 2018).
Estudos com micoparasitas e fungos endofiticos, incluindo espécies de Trichoderma,
mostraram potencial para serem utilizados como estratégias de biocontrole (EVANS
et al., 2003b). Portanto, foram sugeridos simbiontes mutualistas que podem aumentar
a resisténcia do hospedeiro aos patogenos (EVANS et al., 2003b). Mais estudos
relacionados ao biocontrole de doencas no cacau, com maior atencdo para a
moniliase, vassoura de bruxa e podriddo parda, continuam sendo desenvolvidos e
podem fornecer um controle mais efetivo e sustentavel da fitopatologia (TEN
HOOPEN e KRAUSS, 2016).

O gerenciamento da moniliase, através de medidas de controle integradas,
oferecem certas limitagbes devido aos custos, trabalho intensivo, variacdo da
eficiéncia do manejo, capacidade de producédo, contaminacdo de fazendas vizinhas
mal administradas e vias de dispersao dos esporos (PHILLIPS-MORA E WILKINSON,
2007; KRAUSS et al., 2010; DE LA CRUZ et al., 2011; EVANS, 2016a; BAILEY et al.,
2018). Por essas razbes, o uso de variedades resistentes oferece o maior potencial
para o gerenciamento da doenca.

Dessa forma, o Programa de Pesquisa Agricola Tropical e Centro de Educacéo
Superior — CATIE - da Costa Rica busca identificar e desenvolver o germoplasma R/T
(resistente/tolerante) ao M. roreri (PHILLIPS-MORA et al.,, 2013). O Programa de
Melhoramento Genético — CATIE -, através de sua extensa diversidade genética
presente na Colecdo de Germoplasma, produziu variedades de genotipos de cacau

altamente produtivas e tolerantes ao M. roreri, sendo eles o CATIE-R1, CATIE-R4,
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CC-137, ICS-95, PMCT-5 e o CATIE-R6, a maior variedade comercial de R/T
conhecida (PHILLIPS-MORA et al., 2013). Estes clones foram disponibilizados para
mais de 6000 agricultores em diferentes paises e, recentemente, foram introduzidos
no México, no Brasil e nos EUA (BAILEY et al., 2018).

Os gendtipos de cacau tolerantes ao M. roreri mais distribuidos na América do
Sul sdo o ICS-95 e seu clone derivado CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal — 51)
(BOZA et al.,, 2014). O 'CCN 51' tornou-se um dos cultivares mais plantados,
principalmente, devido a sua alta produtividade e resisténcia a doengas. No entanto,
este cultivar ndo é desejado pela industria de chocolates finos, devido a sua baixa
gualidade organoléptica (BOZA et al., 2014).

Alguns estudos moleculares relacionados a interacdo de T. cacao - M. roreri,
tém sido desenvolvidos a fim de identificar genes potenciais para serem avaliados
guanto a superacdo dos mecanismos de defesa do cacau contra o fungo e assim,
auxiliar no desenvolvimento de clones resistentes a doenca modificados (editados)
molecularmente (BAILEY et al, 2013; BAILEY et al, 2014; MEINHADART et al, 2014;
ALl et al, 2014). Além disso, estes estudos podem contribuir para o estabelecimento
de estratégias de controle da doenca.

Um estudo com abordagem protedmica foi realizado com o micélio e os esporos
nao germinados do fungo M. roreri visando entender melhor os mecanismos de atague
do patégeno. Nesse trabalho, proteinas diferencialmente acumuladas entre esses dois
estagios de desenvolvimento. Entre estas proteinas com possiveis funcdes de
patogenicidade e um provavel fator de viruléncia (inibidor de serino-protease) foram
identificados (ZUGAIB, 2016). Logo, estudos bioquimicos e funcionais direcionados
aos fatores de viruléncia de M. roreri ainda precisam ser realizados para ampliar o
conhecimento de como estas moléculas contribuem para a patogenicidade do fungo.
Proteases e Inibidores de proteases tém sido estudados devido aos seus papéis
fundamentais relacionados a resposta imune e a patogenicidade, ja evidenciados
durante a interacdo planta-patégeno (VAN DER HONN, 2008; JASNHI et al., 2015;
HOU et al., 2018).

3.2. Proteases

As proteases, também conhecidas como peptidases, proteinases ou enzimas

proteoliticas sdo enzimas que realizam a hidrolise de ligacdes peptidicas (protedlise),
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liberando peptideos ou aminoacidos (VAN DER HOON, 2008). Essas proteases
podem realizar clivagem das ligacdes peptidicas nas regifes internas, sendo
chamadas de endopeptidases ou podem clivar ligacdes externas, na regiao N-terminal
(aminopeptidases) ou C-terminal (carboxipeptidases), e s&o denominados
exopeptidases (SANTOS et al., 2016).

A clivagem proteolitica ocorre devido a quebra de uma ligacéo cindivel na cadeia
peptidica (ligagdo quimica covalente que pode ser clivada) através do ataque
nucleofilico, realizado pelo residuo principal do sitio ativo da enzima, no grupo carbonil
da cadeia peptidica do substrato (VAN DER HOON, 2008; NELSON E COX, 2018).
Os residuos do substrato onde ocorre a clivagem sao conhecidos como P1 e P1’. De
maneira geral, esses residuos séo localizados na extremidade N-terminal (amino-
terminal) do substrato e sdo numerados P1, P2, P3, e os residuos em dire¢do a
extremidade C-terminal (carboxi-terminal), que corresponde ao lado principal, séo
numerados P1’, P2’, P3'.

A bolsa de ligac&o ao substrato na protease € nomeada de acordo com a posicao
gue o residuo ocupa no substrato, exceto que o "P" € substituido pelo "S". Sendo
assim, a bolsa de ligagdo S1 acomoda o residuo P1 e a bolsa de ligagédo S3’ acomoda
o residuo P3’ (RAWLINGS et al, 2008, 2016).

O banco de dados MEROPS (RAWLINGS et al, 2018) contém a descricao de
diferentes classes de proteases, que foram assim divididas de acordo com o
mecanismo catalitico, ou seja, baseado no residuo de aminoéacido principal da triade
catalitica (responsavel pelo ataque nucleofilico) (RAWLINGS, 2016; RAWLINGS et al,
2018). Desse modo, atualmente s&o conhecidas 7 classes de proteases: serino-
protease, que possui uma serina no centro do seu sitio ativo, sendo a serina o principal
residuo de aminoacido catalitico; cisteino-protease, que possui um residuo de cisteina
no sitio ativo; aspartico-protease, que utilizam dois residuos de &cido aspartico;
glutamico-protease, que possui 0 glutamato em seu sitio reativo; treonino-protease,
possuem uma treonina em seu sitio ativo, préximo a regido N-terminal; asparagino-
protease possui uma asparagina central no seu sitio ativo e metallo-protease, sendo
gue, esta Ultima possui ions metélicos (geralmente zinco) em seu sitio catalitico
(RAWLINGS et al, 2018). Baseado em evidéncias evolutivas, similaridade de
sequéncias de aminoacidos dentre estas classes, as proteases estdo agrupadas em

268 familias e, de acordo com a estrutura terciaria, estdo divididas em 62 clas
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(RAWLINGS et al, 2018). Essas enzimas estao presentes em todos 0s seres Vivos e
sdo responsaveis pela regulacdo de diversos processos celulares envolvidos em
respostas ao desenvolvimento e condi¢des do ambiente (VAN DER HOON, 2008).

Sendo assim, as proteases atuam na degradacgdo e remocao de proteinas nédo
funcionais da célula, podendo também reciclar amino&cidos e possibilitar a realocacéo
de recursos nitrogenados (DIAZ-MENDOZA et al, 2016). Além disso, a clivagem
proteolitica pode regular a atividade de outra proteina através da remocao de
dominios reguladores ou inibitérios e, consequentemente, contribuir para a geracéo,
transducdo e amplificagcdo de sinais moleculares (EHRMANN E CLAUSEN, 2004).
Outros processos bioldgicos nos quais as proteases estdo envolvidas sdo: digestao,
coagulacdo sanguinea, crescimento e proliferacdo celular e resposta imune do
organismo (PAGE E CERA, 2008; HOU et al, 2018; BALAKIREVA et al., 2018;
SALGUERO-LINARES E COLL, 2019).

Em plantas, numerosos processos requerem a participacdo das proteases,
incluindo meiose, sobrevivéncia de gametofitos, embriogénese, formacédo de
revestimento de sementes, deposicado de cuticula, destino de células epidérmicas,
desenvolvimento de estdmatos, senescéncia de folha e respostas de defesa local e
sistémica (VAN DER HOON, 2008; DIAZ-MENDOZA et al, 2016; HOU et al, 2018;
THOMAS E VAN DER HOON, 2018; BALAKIREVA E ZAMYATNIN, 2018;
SALGUERO-LINARES E COLL, 2019). Ainda nos vegetais, muitas proteases podem
atuar no espaco extracelular (apoplasto), modificando os receptores da superficie e
proteinas da matriz extracelular, enquanto outras atuam em diferentes
compartimentos celulares como vacuolo, citoplasma, cloroplasto e nudcleo, onde
clivam outras proteinas do sistema imune da planta para modular a sinalizacéo
imunoldgica ou para ativar a PCD (morte celular programada) (DIAZ-MENDOZA et al,
2016; HOU et al, 2018; BALAKIREVA E ZAMYATNIN, 2018).

Apesar dos papéis fundamentais das proteases para 0s organismos, a atividade
descontrolada destas enzimas pode ser prejudicial, portanto, suas acfes precisam ser
estritamente controladas (RAWLINGS et al, 2004; LASKOWSKI E QASIM, 2000). Um
dos mecanismos de controle acontece por meio da biossintese dessas proteases
como precursores inativos, chamados de zimogénios, que sao armazenados e
ativados quando necessarios. A ativacao pode ocorrer por uma ligagcdo peptidica no

NHz-terminal ao sitio catalitico da enzima, 0 que assegura que a enzima ativa nao
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pode se formar antes da ativacdo proteolitica, em razdo de todas as proteinas serem
biossintetizadas a partir da extremidade do terminal NH2 (LASKOWSKI E QASIM,
2000). Uma vez ativada, outro mecanismo muito importante que pode controlar a
atividade excessiva das proteases se da através da acao de inibidores proteicos, 0s
quais formam complexos completamente inativos ou menos ativos com suas
respectivas enzimas e promove a regulacdo ou inibicdo (LASKOWSKI E QASIM,
2000). Devido a sua funcéo, os inibidores de proteases possuem potenciais

aplicacdes na medicina, agricultura e biotecnologia.

3.3. Inibidores de proteases

Baseados em dados sobre interacdes entre proteases e inibidores encontrados
na literatura, bem como parametros cinéticos de inibicdo (Ki), uma classificacdo
referentes aos inibidores permitiu inclui-los ao banco de dados MEROPS em 2004
(RAWLINGS et al, 2004). A partir disso, varias familias de inibidores proteicos foram
identificadas, onde o sistema de classificacdo é semelhante agueles usados para
classificar as proteases, fundamentado em trés niveis principais: inibidor, familia e clas
(RAWLINGS et al, 2018). Atualmente sdo conhecidas 82 familias (todas identificadas
por uma letra e um nimero) e 39 clas (RAWLINGS et al, 2018) de proteinas inibidoras
de proteases.

Além disso, existem outros inibidores que ndo sao proteinas, incluindo
peptideos e inibidores sintéticos, que foram denominados inibidores de moléculas
pequenas (SMIs), os quais sao importantes como drogas e reagentes de laboratério
usados na caracterizacao de proteases em diversas pesquisas. Para estes inibidores,
no entanto, ndo ha um método para uma classificacéo especifica, portanto, um tépico
separado é fornecido sobre eles no MEROPS (RAWLINGS et al, 2018).

De modo geral, o banco de dados MEROPS disp6e de varias informacdes
relevantes sobre os inibidores proteicos e suas proteases-alvo, como os homélogos
gue compdem uma familia, a estrutura quimica, genoma encontrado, literatura, arvore
flogenética e mecanismos inibitérios (RAWLINGS et al., 2018). As maneiras pelas
guais os inibidores interagem com suas respectivas enzimas-alvos variam, porém dois

tipos gerais de inibicho podem ser reconhecidos: reacdes irreversiveis de
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“aprisionamento” e reacfes reversiveis (interagcbes canobnicas) (LASKOWSKI E
QASIM, 2000; KROWARSCH et al., 2003).

Nas reac0es irreversiveis ocorre a clivagem de uma ligacédo peptidica no sitio
ativo do inibidor que desencadeia uma alteracéo conformacional, de modo que apenas
as endopeptidases podem ser capturadas e inibidas (LASKOWSKI E QASIM, 2000;
RAWLINGS et al, 2004). Neste tipo de interacdo, o inibidor ndo volta a sua
conformacéo original e, portanto, esse tipo de proteina também pode ser descrita
como um inibidor do tipo suicida. Inibidores da familia das Serpinas, por exemplo,
estdo entre as proteinas que apresentam este mecanismo de inibicdo. Nessa forma
de interacao, a protease-alvo interage com a serpina e uma ligacéo do tipo canbnica,
inicialmente, é estabelecida. A partir da primeira interacdo ocorre uma clivagem no
loop reativo do inibidor (RCL), na regido C-terminal, e o loop clivado é inserido entre
as folhas BA, modificando a estrutura das serpinas e fazendo que a protease seja
deslocada em 70A do local inicial da interacéo, isto &, para o lado oposto da molécula
inibidora. Isto interrompe a estrutura e o local catalitico da enzima, de modo que a
hidrolise n&o prossiga e o complexo covalente persista, inibindo irreversivelmente a
protease alvo (HUNTINGTON et al., 2000; GETTINS, 2002).

Nas reacOes reversiveis, também conhecidas como mecanismo candnico
‘padrao” de inibicao (LASKOWSKI E QASIM, 2000), o inibidor interage com o sitio
ativo da protease de maneira semelhante ao substrato. Neste tipo de interagcéo, o
inibidor se liga fortemente a fenda catalitica da enzima tornando o complexo enzima-
inibidor bem estavel e de dificil dissociacdo. A maioria dos inibidores de serino-
proteases apresenta esse tipo de inibicdo (LASKOWSKI E QASIM, 2000;
KROWARSCH et al., 2013). Inibidores do tipo candnicos correspondem ao maior
grupo de inibidores de proteases, estdo distribuidos em todos 0s grupos de
organismos e compreendem proteinas de 14 a 200 residuos aminoacidos
(KROWARSCH et al., 2013).

A alca (loop) de ligacdo do inibidor a protease-alvo possui sempre uma
conformacdo canbnica similar em todas as estruturas de inibidores. Este loop é
convexo e se apresenta de forma estendida, exposto ao solvente, sendo
perfeitamente complementar ao sitio catalitico céncavo da enzima. O loop de ligagédo
corresponde ao local do sitio ativo do inibidor, que € composto pelos residuos que

abrangem o P3 - P3’, com a posicdo P1’ contendo o residuo inibitério principal
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(KROWARSCH et al., 2013). Os residuos que seguem ou precedem o residuo P71’
sdo denominadas de regifes de contato secundario, influenciam na energia de ligacéo
e potencializam a atividade do inibidor, os quais contribuem para uma maior
estabilidade do complexo (BUCZEK et al., 2002; SWEDBERG et al., 2011).

Ao regular ou inibir a atividade das proteases, os inibidores desempenham
importantes papéis em diversos mecanismos celulares. Nao apenas como regulacéo
no metabolismo intracelular (regulacdo endogena), inflamacdo e apoptose, mas
também podem atuar contra proteases exdgenas em respostas imunes e de
patogenicidade (HAQ et al., 2004; VAN DER HOON, 2008; HORGER E VAN DER
HONN, 2013). Dessa forma, estes inibidores se destacam como importantes alvos
para diversos estudos, principalmente em relacdo a planta-patégeno, isto porque, ha
evidéncias que mostram proteases e inibidores de proteases envolvidas em diversas
fitopatologias (VAN DER HOON, 2008; HORGER E VAN DER HONN, 2013; JASHNI
et al., 2015; TORUNO et al., 2016).

3.4. Proteases e inibidores de proteases (IPs) na interacéo planta-patégeno

Durante toda a existéncia, as plantas sempre estiveram sob o ataque de
diversos tipos de microrganismos, permitindo que estas evoluissem um sistema imune
eficiente capaz de reconhecer sinais da presenca de patégenos, que por sua vez,
apresentam a habilidade de comprometer as moléculas de defesa do hospedeiro e
iniciar a infeccdo (SPOEL E DONG, 2012; DALIO et al., 2014). A interacdo entre
proteases e inibidores (IPs) de plantas e patdégenos demostraram ter um papel
importante nas duas vias de sinalizacdo de resposta imune de plantas, PTI (PAMP-
Triggered Immunity) e ETI (Effector-Triggered Immunity) (VAN DER HOORN, 2008;
TORUNO et al., 2016; HOU et al., 2018).

A PTI estd associada a imunidade desencadeada por PAMPs ou MAMPs
(Padrdo Molecular Associado a Patdgenos ou Microbios) como por exemplo,
oligbmeros de quitina liberados a partir de paredes celulares fungicas, e ETI esta
associada a imunidade desencadeada por efetores, que evoluiu como resultado da
co-evolucdo de patégenos e plantas (JONES E DANGL, 2006; SPOEL E DONG,
2012). A PTI, considerada a primeira linha de defesa, é induzida através do
reconhecimento de PAMPs por proteinas PRRs (Receptores de Reconhecimento —

PAMPs) localizadas na membrana plasmatica, as quais desencadeiam uma cascata
17



de transducdao de sinais ativando o sistema imune do hospedeiro (COUTO E ZIPFEL,
2016; YU et a., 2017). A ETI, por outro lado, consiste em uma segunda linha de defesa
acionada pelo reconhecimento intracelular de moléculas efetoras de patdégenos por
produtos de genes de resisténcia (R) (Proteinas R) das plantas (JONES E DANGL,
2006; SPOEL E DONG, 2012).

Tanto a PTI quanto a ETI sdo extensivamente reguladas pelas plantas para
potencializar a defesa e, por outro lado, é direcionada por patdégenos para
desencadear infec¢coes (JASHNI et al, 2015; HOU et al, 2018). As proteases e 0S
Inibidores de Proteases (IPs) sdo proteinas chaves secretadas pelas plantas durante
a infec¢do, pois atuam por mediar o reconhecimento de moléculas do patégeno,
impedindo assim o seu desenvolvimento, uma vez que levam a ativacao do sistema
imune do hospedeiro (SONG et al., 2009; KASCHANI et al., 2010; JASNHI et al., 2015;
HOU et al., 2018). As proteases de plantas atuam tanto em respostas de defesa
constitutivas quanto induzidas, tornando-se proteinas de resisténcia (PR) necessarias
para ativar o sistema imune de plantas (SONG et al., 2009).

As proteases apoplasticas secretadas pelo tomate (Solanum lycopersicum)
como a serino-protease do tipo subtilase (P69) e as cisteino-proteases RCR3, PIP1 e
C14 sédo requeridas para a resisténcia a diferentes patégenos (KRUGER et al., 2002;
SONG et al., 2009; KASCHANI et al., 2010; BOZKURT et al., 2011). As serino-
proteases do tipo subtilases, P69B e P69C, foram encontradas no fluido apoplastico
do tomate e caracterizadas proteinas relacionadas a patogénese (R) desempenhando
assim funcdo de defesa contra patdgenos, principalmente contra Pseudomonas
syringae (JORDA, et al, 1999, 2000). Além disso, AtSBT3.3, um ort6logo do gene da
protease P69C do tomate, encontrado em Arabidopsis, mostrou regulacdo positiva
nas respostas imunes, contribuindo para a resisténcia a bactéria P. seringae pv.
tomate (Pst) DC3000 e sua expressao ativa outros mecanismos de defesa
dependentes do acido salicilico (AS) para o estabelecimento da resposta imune
amplificada (RAMIREZ et al, 2013).

Para a resisténcia ao Cladosporium fulvum, o tomate requer a secrecao da
cisteino-protease do tipo papaina, Rcr3, a qual regula a resposta imune (ETI) através
do reconhecimento entre a proteina receptora Cf-2 e o efetor Avr2 do patégeno
(DIXON et al., 2000; KRUGER et al., 2002). A atividade dessa protease foi confirmada

por ser um importante componente de defesa, isto porque, Rcr3 também contribui
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para a resisténcia do tomate ao patégeno P. infestans e ao nematoide Globodera
rostochiensis (SONG et al, 2009; LOZANO-TORRES et al., 2012). As cisteino-
proteases do tomate PIP1 e C14 também sdo requeridas para a resisténcia contra
Phytophthora (TIAN et al, 2007; SHABAB et al., 2008). Além disso, C14 contribui para
a resisténcia da batata e do tabaco (Nicotiana benthamiana) contra Phytophthora
infestans (KASCHANI et al., 2010).

No entanto, como uma forma de adaptacdo, os fitopatdbgenos secretam
diversos efetores, incluindo proteases e inibidores de proteases no espago
apoplastico, para superar o sistema de defesa da planta, conseguir se instalar e
ocasionar a doenca (VAN DER HOON, 2008; JASHNI et al., 2015; TORUNO et al.,
2016).

Efetores de patégenos secretados como inibidores de proteases tém sido
observados em diversas interacfes planta-patégeno. Por exemplo, C. fulvum secreta
Avr2, uma pequena proteina efetora rica em cisteina, para inibir as proteases
apoplasticas do tomate RCR3 e PIP1, permitindo assim o seu desenvolvimento no
hospedeiro (ROONEY et al., 2005; VAN ESSE et al., 2008). Rcr3 também € alvo do
efetor VAP1 de Globodera rostochiensis, o que permite a deteccéo do patdogeno pela
proteina receptora Cf-2 do tomate para desencadear resisténcia (LOZANO-TORRES
et al.,, 2012). Da mesma forma, P. infestans secreta dois inibidores de serino-
proteases extracelular (EPI), (EPI1 e EPI10), que tém como alvo a subtilase
apoplastica P69B (TIAN et al., 2004 e 2005). Além disso, este patdégeno secreta ainda
EPIC1 e EPIC2B, que tém como alvos seletivo as cisteino-proteases RCR3, Pipl e
C14 da batata e tomate (TIAN et al., 2007; SONG et al., 2009; KASCHAN!I et al., 2010).

Além de IPs, a capacidade de adaptacéo dos fitopatégenos permite que estes
também expressem diferentes tipos de proteases como mecanismos de contra-defesa
essenciais para o desenvolvimento da doenc¢a (JASHNI et al., 2015, HOU et al., 2018).
As proteases fungicas possuem como alvos principais as quitinases e as B-1,3-
glucanases secretadas pelas plantas para degradarem componentes da parede
celular fungica (SLAVOKHOTOVA et al., 2014; JASHNI et al., 2015). Por exemplo,
Fusarium verticillioides secreta uma metaloprotease, a Fungalisina que degrada
quitinases de plantas e demonstrou ter papel importante no desenvolvimento de
fungos (SLAVOKHOTOVA et al., 2014). Porém, esta fungalisina foi inibida por

peptideos antimicrobianos de trigo (WAMPS) produzidos recombinantemente in vitro,
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e consequentemente inibiram a degradacéo de quitinases (SLAVOKHOTOVA et al.,
2014).

Em resposta a acdo de diversas proteases fungicas, as plantas induzem a
expressdo de diferentes tipos de IPs para suprimir o crescimento de patdégenos
fungicos e consequentemente controlar o processo de infeccdo (HAQ et al, 2004,
HABIB E FAZILI, 2007; PIROVANI et al, 2010). Logo, proteases e seus inibidores
desempenham um papel importante na “corrida armamentista evolucionaria” entre
esses organismos (JASNHI et al., 2015;) demonstrando assim potenciais alvos para
o desenvolvimento de estratégias para o controle de doengas fungicas que atacam

culturas de importancia econémica.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Andlise da sequéncia primaria de MrSPI2

As sequéncias dos inibidores de serino-protease do fungo Moniliophthora roreri
foram localizadas através de pesquisa no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information - NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/) utilizando como
palavras chave “protease inhibitor” AND “roreri”. A busca por sequéncias similares foi
realizada usando o algoritmo blastp do NCBI. A sequéncia mais dissimilar do primeiro
inibidor do fungo caracterizado MrSPI1 (inibidor de serino-protease 1) foi selecionada
e denominada MrSPI2 (Codigo de acesso NCBI: ESK88376.1). A partir da sequéncia
de aminoacidos no formato fasta foi realizado algumas analises de bioinformatica para
0 conhecimento prévio de propriedades da proteina em estudo. Para tanto, as
andlises foram predicao de Peptideo Sinal realizada através do Programa SignalP 4.1
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), predicdo do ponto isoelétrico (pl) e peso
molecular (Mw) realizada utilizando 0 Compute Pi/MW
(http://web.expasy.org/cgibin/compute_pi/pi_tool) e ainda através do banco de dados
Pfam 32.0 (https://pfam.xfam.org/) (EL-GEBALI et al, 2019) foi feito uma busca pelo

dominio da proteina.
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4.2. Alinhamento de MrSPI2 com sequéncias homodlogas e construcdo do

dendograma

Para as analises de alinhamento e comparacdo das sequéncias homologas
obtidas no NCBI, foi utilizado 0 programa Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (SIEVERS et al., 2011). A partir do
alinhamento Blastp, realizado no banco de dados do NCBI, foram selecionadas outras
sequéncias de espécies diferentes de fungos para a constru¢do do dendograma. As
sequéncias foram alinhadas segundo o clustalWw e o dendograma final contendo as
sequéncias foi realizado através do programa Mega7 (KUMAR et al., 2016). A histoéria
evolutiva foi realizado segundo o método de Neighbor-joining (SAITOU E NEI, 1987),
com 1000 bootstraps (FELSENSTEIN, 1985). Para a construcdo do dendograma
foram utilizadas 25 sequéncias de residuos de aminoacidos, e todas as posi¢cdes
contendo lacunas e dados ausentes foram eliminados. As sequéncias homoélogas
acima de 30% de identidade foram escolhidas para a constru¢cdo do dendograma,
além disso, foram incluidas ainda mais seis sequéncias de M. roreri anotadas como
inibidores de serino-proteases. Para a constru¢édo do dendograma, foram utilizadas
25 sequéncias sendo quatro sequéncias de Coprinopsis cinerea (PIC1 ou Cospin -

3VWC_A; ACX48485.1; XP_001840917.1; XP_001840926.1), uma sequéncia
de Clitocybe nebulares (Cnispin - ACK87034.1), duas sequéncias de Hypsizygus
marmoreus (RDB24465.1 e RDB24458.1), uma de Phlebia centrifuga (THG95045.1),
uma de Laccaria bicolor (XP_001889170.1), duas de Dendrothele bispora
(THU82752.1 e THU89587.1), oito de M. roreri (MrSPI2- ESK88376.1; MrSPI1-
ESK81379.1; ESK81379.1; ESK86407.1; ESK88377.1; ESK87050.1; ESK87035.1;
ESK87036.1), quatro de L. edodes ( LeSPI-P81639.1; GAW08179.1; GAWO08177.1;
GAWO08178.1), duas de M. perniciosa (EEB99241.1 e EEB89032.1).

4.3. Modelagem por homologia de MrSPI2 e da serino-protease do tipo

subtilase SBT1 de T. cacao

A predicdo da estrutura tridimensional (3D) de MrSPI2 (inibidor de protease do
M. roreri) e de uma serino-protese do Theobroma cacau foram realizadas baseadas

na homologia da proteina, a partir da similaridade com o modelo-alvo, utilizando o
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servidor Swiss—Model (https://swissmodel.expasy.org/interactive) (ARNOLD et al.,
2006).

A modelagem de MrSPI2 foi realizada utilizando como molde a estrutura
cristalografada de um inibidor de serino-protease do fungo Coprinopsis cinerea
(Codigo PDB: 3VWC). A modelagem de uma serino-protease do T. cacao, a subtilase
SBT1.7 (Cédigo Tc01lv2 p005970.1), cuja sequéncia foi obtida no banco de dados do
Cocoa GenDB, foi realizada segundo o molde cristalografado de uma protease de
Solanum lycopersicum, a SBT3 (Codigo PDB 3174.1.A).

A qualidade estereoquimica dos modelos obtidos foi avaliada utilizando os
programas Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) e ProSA
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (WIEDRSTEIN & SIPPL, 2007). A
visualizacdo dos modelos gerados foi feita com os programas PyMol (The PyMOL
Molecular Graphics System, Versao 1.5.0.4 Schrodinger, LLC.) e Discovery Studio
4.0.

4.4. Docking entre MrSPI2 e serino-proteases

Para a realizagdo do acoplamento (docking) entre os modelos 3D de MrSPI2
(receptor) e as moléculas-alvo (ligantes) foram selecionadas dois alvos, sendo uma
estrutura cristalografada obtida no banco de dados PDB (https://www.rcsb.org/), a
tripsina de Sus scrofa (PDB 1LDT) e a subtilase de T. cacao (Cddigo de acesso
TcO0lv2_p005970.1) modelada a partir do molde da SBT3 de Solanum lycopersicum
(PDB 3I74). Para a realizacdo do docking molecular, as estruturas tridimensionais
foram preparadas retirando-se os residuos de agua, utilizando o software Discovery
Studio 4.0. O acoplamento do inibidor com as proteases alvos foi obtido utilizando o
ClusPro 2.0 (http://cluspro.bu.edu/), um programa de ancoragem de proteinas
(KOZAKOV et al., 2017). O docking foi feito através do upload do arquivo PDB de
MrSPI2 (Inibidor de serino-protease do M. roreri) e das serino-proteases alvos. Para
as analises dos acoplamentos foi considerado a estimativa de niveis de energia (van
der Walls, forgas eletrostaticas e hidrofébicas), o tamanho de cada cluster gerado pelo
programa e as interacfes presentes no sitio ativo das proteinas envolvidas. A

visualizagdo e as analises dos modelos gerados (Receptor-Ligante) foram realizadas
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através dos programas PyMol (The PyMOL Molecular Graphics System, Versao
1.5.0.4 Schrédinger, LLC.) e Discovery Studio 4.0.

4.5. Inducéo, expresséo e purificacdo da proteina rMrSPI2

A ORF codificadora da proteina MrSPI12 (GenBank: ESK88376.1) foi otimizada
com cbédons para expressaio em E. coli e sintetizada pela FastBio
(www.fastbio.com.br). A ORF mrspi2 foi inserida no vetor pET-28a (Figura 11)
utilizando as enzimas de restricdo Xhol e Ndel para gerar o plasmideo recombinante
pET-28a:mrspi2. Posteriormente, para expressao da proteina MrSPI12, o plasmideo foi
inserido por choque térmico em células competentes da estirpe de E. coli Rosetta
(DE3), conforme Sambrook et al., (2006).

A cultura de E. coli Rosetta (DE3) transformada com o plasmideo recombinante
foi cultivada em meio LB (Luria-Bertani), incubado a 37 °C sob agitacao de 180 rpm
até atingir OD (densidade 6tica) entre 0,7-1,0 nm de ABS (absorvancia). A expressao
foi induzida mediante a adicdo de 0,4 mmol L' de IPTG (Isopropil Beta-D-
Tiogalactosideo) por 4 horas a 37 °C sob agitacdo. Apés a etapa de inducédo a cultura
de células foi centrifugada a 11000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Para a purificacdo da
proteina, o precipitado foi ressuspenso em tampao de lise contendo lisozima 50 ug.
ml, deixando a temperatura ambiente por 20 min. Em seguida, esse extrato
bacteriano foi submetido ao aparelho ultrassonico (pGEX 30) com pulsos de 10
segundos intercalado com 25 segundos em repouso no gelo para resfriamento,
utilizando o parametro amplitude 70 % para rompimento total das membranas e até a
reducdo da viscosidade. O material lisado foi centrifugado a rotacdo de 14000 rpm, 4
°C por 20 min, o sobrenadante foi utilizado para purificacdo da proteina por
cromatografia de afinidade no cromatégrafo Akta Puriffy (GeHealthcare) utilizando a
coluna de Cobalto (Co*!) HisTrap TALON FF crude (GeHealthCare). A purificacdo foi
realizada utilizando as solucéo de Binding 1X (250 mol L de NaCl, 20 mmol L de
Tris pH 7,4 e 5 mmol L de Imidazol) e Elute 1X (500 mmol L** de NaCl, 20 mmol L*
de Tris pH 7,4 e 500 mmol L de Imidazol). A proteina recombinante com cauda de
histidina foi eluida com o aumento da concentracdo de imidazol. As analises para
verificacdo da expressao e purificacdo da MrSPI2 foram realizadas em SDS-PAGE e

corado com 0,01 % de Comassie blue G-250. As fracdes coletadas foram submetidas
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a dialise contra tampéao Tris-HCL (10 mmol L-1, pH 7,0). A proteina purificada foi
guantificada pelo método de Bradford (1976), usando albumina do soro bovino (BSA)

como padréo.

4.6. Anéalise de Dicroismo Circular de rMrSPI2

O espectro de CD (Dicroismo Circular) da proteina recombinante rMrSPI2
purificada de extratos de E. coli foi obtido através do espectropolarimetro de modelo
J-815 Jasco). Para analise do espectro CD a proteina foi dialisada em tampao Tris-
HCI 10 mmol L1, pH 7, sendo obtida 0,180 ug uL™.

Para analisar o comportamento da estrutura secundaria sob variacdo de
temperatura, a proteina foi condicionada em cubetas de quartzo de 1 mm de caminho
optico em intervalos de 0.5 nm seg. Os espectros foram apresentados como uma
média de 6 escaneamentos em intervalos de 190 a 240 nm nas temperaturas de 25
°C e 95 °C. Os dados foram coletados com velocidade de varredura de 50 nm min-t
utilizando o software Spectra Measurement (JASCO). Os espectros submetidos a uma
analise no programa K2D3, que calcula o conteudo de estrutura da proteina a partir
dos dados experimentais de elipticidade obtidos (LOUIS-JEUNE et al., 2012).

A andlise de varredura indicou uma diferenca de sinal dos espectros CD nas
temperaturas de 25 °C e 95 °C. Dessa forma, fez-se necessario a analise unfolding
(desenovelamento da proteina por aumento da temperatura de 25-95°C) e refolding
(re-enovelamento da proteina por diminuicdo da temperatura de 95-25°C) para
avaliacdo da estrutura secundaria de rMrSPI2, variando-se 5 °C a cada 1 minuto. A
andlise de desenovelamento e re-enovelamento de MrSPI2 foi caracterizada medindo
as alteracdes da estrutura secundaria da proteina em 223 nm no pH 7. As analises de
unfolding e refolding foram realizadas em triplicatas e a média dos sinais das triplicatas

foram utilizadas para andlise da estrutura secundaria sob variacdo de temperatura.

4.7. Andlise da atividade inibitoria de rMrSPI2

A determinacdo da atividade inibitéria de MrSPI2 contra tripsina suina foi
testada em triplicata em placa de Elisa, utilizando o substrato BapNA (N-alfa-Benzoila-

DL-arginina-4-nitroanilida). Em cada poco foi pipetado aliquotas decrescente do
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inibidor (0,286 ug uL?) de 90 uL, 70 uL, 50 uL, 30 yL e 10 L, partindo-se de 92 ng
até 10,2 ng de inibidor por reacao, utilizando a seguinte equacgéo: V (uL) = [I1]/VF, em
gue V= volume de inibidor, [I]=Concentracao do inibidor e VF= volume final da reacéo.

Na reacéo foi adicionado 10 pL de tripsina suina (1,25 mg mL ') seguido de 180
ul do substrato BApNA 1,25 mmol L* e para completar um volume final de 280 L foi
adicionado volumes crescentes de tampéo Tris-HCL 50 mmol L pH 7,5. A atividade
residual da enzima foi medida através da hidrélise do substrato cromogénico (BapNA)
com leitura a 410 nm, a cada 5 min para deteccao da p-nitroanilina liberada, durante
1 h, em espectrofotdmetro de microplacas VersaMax (Molecular Devices). As leituras
foram monitoradas pelo programa Softmax Pro 4.8 (Molecular Devices). A
percentagem de 100 % da atividade residual de tripsina foi determinada a partir das
leituras do controle (sem inibidor), a atividade para os demais volumes do inibidor foi

revelada em detrimento do controle.

4.8. Extracdo de proteinas totais da casca do fruto de T. cacao

A extracao de proteinas nativas totais da casca do fruto de Theobroma cacao
foi realizada utilizando 1 g de material vegetal macerado e ressuspendido em 5 mL de
Tampéao de Extracdo (Tris-HCI 10 mmol L-1 pH 7,5, Triton X-100 1 %). As amostras
foram agitadas em vortex por 10 min, sonicadas (8 pulsos de 3 s, com intervalos de
10 s, amplitude 70%) e centrifugadas (5000 rpm por 20 min, 4 °C). O precipitado
resultante da etapa anterior foi submetido a uma segunda extracdo. Ao sobrenadante
obtido foram adicionados 0,4 volumes de tert-Butanol; 1/10 de NaAc, 3 mol L?, pH
4,5. Posteriormente, as amostras foram mantidas em gelo por 30 minutos, sendo
agitadas a cada 10 minutos em vortex e centrifugadas a 5000 rpm por 10 min, 4 °C
(PIROVANI et al., 2008). As amostras contendo proteinas totais foram estocadas em
4 °C para posterior captura por sepharose ativada com CNBr acoplada com rMrSPI2

recombinante.

4.9. Armadilha para captura da protease por CNBr-Sepharose

Para montagem do sistema de captura da protease-alvo foi realizado o
acoplamento de rMrSPI2 recombinante a SepharoseTM 4 Fast Flow ativada por CNBr
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(GE Healthcare) seguindo as instru¢cdes do fabricante. A partir do acoplamento do
inibidor foi realizada a captura da protease-alvo. O extrato da casca de T. cacao foi
incubado com a resina contendo o inibidor acoplado por 40 minutos em temperatura
ambiente, sob leve agitacédo, na presenca de tampéao de atividade (tampao fosfato de
potassio, 50 mmol L, pH 6,0). Apds a captura das proteases presentes no extrato da
casca, a resina foi lavada 3 vezes com tampao de atividade contendo NaCl 0,5 mmol
Lt. As proteases que, possivelmente, interagiram com o inibidor (rMrSPI12) foram
eluidas com 50 uL de glicina, 50 mmol L, pH 2,9, por 5 minutos, alternando para
volume igual de Tris-base de 10 mmol L1, para equilibrio, até um volume total de 200
ML. Entre cada etapa, a resina foi recuperada por centrifugagao (3000 rpm, por 30s,
temperatura 4 °C). Os passos mediante a captura das proteinas foram realizados

segundo adaptacOes de Pirovani et al (2010).

4.10. Obtencdo Do Soro Imune A Proteina rMrSPI2

A producgao do anticorpo policlonal em camundongo foi feita obedecendo aos
procedimentos exigidos por Duarte, 2007 e em conformidade com o Protocolo
006/2018, aprovado pelo CEUA/UESC. O antigeno utilizado para a imunizacao dos
camundongos foi a proteina rMrSPI2. Para a imunizagdo dos camundongos foi
aplicado 100 pL da proteina com aproximadamente 0,119 ug uyL*?. Para a producéo
do anticorpo foram utilizados dois camundongos da raca Black C57, sendo adotado
estratégia de producdo do anticorpo diferente para cada camundongo. Em um
camundongo (camundongo A) foram feitas trés imunizacdes e um Booster, e em outro
camundongo (camundongo B) apenas trés imuniza¢cdes. O Booster consiste na Ultima
imunizacao realizada 48h antes da sangria total dos camundongos, onde é utilizado o
dobro do volume de antigeno em relacéo as imunizacdes anteriores (sem adjuvante),
para um reforco da resposta imunoldgica.

As coletas do antissoro foram feitas com o intervalo de 21 dias apés a 12
imunizacdo e com intervalos de 10 dias apds a 22 e 3° imuniza¢ao. A sangria total foi
feita com 48h apos o Booster no camundongo A e no camundongo B a sangria total
foi feita ap6s 10 dias da 32 imunizagdo. Antes da primeira imunizacgao foi coletado o
soro pré-imune (controle).

Para a primeira imunizac&o, 100 uL da solugéo de proteina foi homogeneizada

com igual volume de adjuvante “Freund’s” completo (Sigma) e para as imunizagdes
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posteriores, foi utilizado o adjuvante “Freund’s” incompleto (Sigma). As imunizacdes
foram feitas por meio de injecdes intraperitoneais, regiao ventral do animal. As coletas
do sangue para isolamento do soro foram feitas com pequena incisdes na regiao da
cauda. As fragOes dos antissoros coletadas foram testadas por meio de “dot blotting”

contra 0 antigeno recombinante.

4.11. Avaliacao do (Titulacado) do anticorpo anti-rMrSPI2 por Dot blot

Para titulacdo dos anticorpos policlonais produzidos para deteccao da proteina
recombinante MrSPI2, utilizamos a técnica de Dot-blot. A membrana de nitrocelulose
(MN) (BIO-RAD com poro de 0,45 um) utilizada na analise foi dividida em linhas e
colunas de referéncias de 1 cm. As linhas foram referentes as diferentes
concentragbes do antigeno diluido e as colunas, enumeradas de 1 a 5,
correspondendo aos antissoros policlonais que serdo utilizados para titulacdo do
anticorpo. Em seguida, o sistema Bio-Dot SF (BIO-RAD) foi montado: primeiro, a MN
marcada e 6 folhas de papel filtro foram imersas em Tampao de transferéncia 10X
(Glicina 400 mmol L%, Tris-base 500 mmol L* e SDS 13 mmol L?), posteriormente
foram colocadas sobre o aparelho de Bio-Dot de 48 pogos. Um teste para verificar se
a montagem do sistema ocorreu de forma correta foi realizado. Em cada poco, 20 uL
do tampao de transferéncia foi aplicado, em seguida, foi observado se o liquido estava
descendo sem aplicacdo do vacuo, averiguando que ndo estava acontecendo isso,
seguiu-se com o experimento.

Com o sistema Bio-Dot SF (BIO-RAD) jA montado, a membrana de
nitrocelulose marcada foi saturada com o antigeno diluido em tampé&o PBS (tampéao
fosfato salino, pH 7.4) nas propor¢des de 2,5; 1,25; 0,625 e 0,3125 ug/poco. Feito
ISS0, 0 sistema foi desmontado para a retirada da membrana. As colunas enumeradas
de 1 a 5 da MN foram cortadas em 5 tiras, as quais foram utilizadas para a titulagéo
dos diferentes anticorpos. As tiras da membrana saturada com diferentes
concentra¢des do antigeno foram bloqueadas por 30 min sob agitacdo com 50 mL de
uma solucéo de bloqueio (TBS 1X — Tris base 10 mmol L, NaCl 140 mmol L* — com
adicdo de Tween 20 e 5% de leite em p6 desnatado), para bloquear os sitios de
ligacdo de proteina na membrana. Em seguida, as tiras da MN foram lavadas com

tampédo TBS-T 1X e incubadas com os diferentes antissoros a serem titulados. Cada
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fita de MN foi colocada em tubos falcons contendo o antissoro correspondente diluidos
1:500 em TBS-T 1X por 2 horas sob agitacdo em temperatura ambiente. Para cada
camundongo foi coletado 4 antissoros e um soro pré-imune como controle, sendo
identificados como fita 1 a 5 para o camundongo A e fita 1’ a 5" para o camundongo
B. Especificamente, a fita 1 e fita 1’ corresponde ao pré-soro (amostra sem imunizagao
— para 0s 2 camundongos), a fita 2 e 2° corresponde ao antissoro 1 (21 dias apés a
12 imunizacao - para os 2 camundongos), fita 3 e 3’ corresponde ao antissoro 2 (10
dias ap6s a 22 imunizagdo - para os 2 camundongos), fita 4 e 4’ corresponde ao
antissoro 3 (21 dias ap0s a 22 imunizagdo — para 0os 2 camundongos), fita 5 e &’
corresponde ao antissoro 4 (48 horas apés a 4% imunizacdo — sangria total do
camundongo A; 10 dias ap6s a 32 imunizacdo — sangria total do camundongo B).
Posteriormente, as tiras foram retiradas dos tubos e lavadas trés vezes com tampéao
TBS-T 1X (3 vezes de 5 minutos). Em seguida, as tiras de MN foram submetidas ao
mesmo anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com fosfatase
alcalina, diluido na proporc¢éo de 7,5: 20000 mL* em TBS 1X, por 1h em temperatura
ambiente sob agitacdo. Apos a incubacéo, as mesmas foram lavadas trés vezes com
TBS-T 1X (Uma vez de 15 minutos e duas vezes de 5 minutos).

A revelacéo das tiras de MN foi feita utilizando os substratos BCIP (nitro-blue
tetrazolium chloride) e NBT (5-bromo-4-chloro-3'-indolylphosphate p-toluidine salt).
Primeiramente, as tiras de MN foram incubadas por 10 minutos com 40 mL de tampéao
de revelagdo (Tris-HCI 100 mmol L%, pH 9,8, MgCI2 5 mmol Lt e NaCl 100 mmol L1,
posteriormente o tampéao foi retirado. Em seguida, as tiras de MN foram reveladas
numa solugdo contendo 15 pL de NBT e 7,5 yL BCIP, em 5 mL de tampé&o de
revelacdo. A revelacao teve duracdo de 10 minutos, posteriormente, agua destilada
foi adicionada para evitar que as tiras de MN fossem queimadas pela acdo dos

residuos gerados e, consequentemente, a revelagao foi bloqueada.

4.12. Purificacdo do anticorpo anti-rMrSPI2 por imunoadsor¢do ao antigeno
rMrSPI2

Para a purificacdo do anticorpo, foi recortada uma membrana de nitrocelulose
(MN) de 2 x 2 cm (4 cm?), com uma pipeta de 200 pL, foi aplicado o antigeno na

membrana (80 microgramas por cm?) até saturar. Posteriormente foi feito o bloqueio
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de sitios inespecificos da membrana por 30 minutos com uma solucdo de caseina
(leite 2,5 g) diluido em 50 mL de TBS-T 1X. Em seguida, lavou-se a membrana com
TBS-T 1x, trés vezes por 15 minutos cada lavagem, e incubou a MN por 1 hora em
uma solucéo de 50 pL de antissoro em 5 mL de TBS-T 1X. Lavou-se novamente a
membrana, trés vezes de 15 minutos cada, apos esse procedimento, os IgG’s foram
eluidos da membrana com 20 mL de glicina (0,05 Molar), pH 2,9 e incubando sobre
agitacao por 30 minutos. Posteriormente recolheu a solugcéo de glicina e adicionou-se
4 mL de TBS 10X, aferido o pH em seguida para 7,4 utilizando hidroxido de sddio 5
mol L. Logo apds adicionou-se 40 pL de Tween 20 e, para preservar o anticorpo foi
adicionado azida sédica na solucéo de glicina para uma concentracéo final de 0,02 %.
Para armazenar a membrana utilizada na purificagdo do anticorpo, lavou-a trés vezes
com TBS-T 1X e estocou na geladeira nesta mesma solucao de lavagem contendo
azida sodica 0,02%.

4.13. Imunodeteccao da proteina rMrSPI2 em extratos de E. coli

A imunodeteccdo de rMrSPI2 presente nos extratos de E. coli foi feita com o
anticorpo sem purificar, para testar sua eficiéncia de deteccdo, e com o anticorpo
purificado. As analises foram feitas com as fracdes sollveis do extrato total bacteriano.
Para as analises de Western blot foi utilizado 30 uL de proteinas totais do extrato de
E. coli Rosetta (DEs) expressando rMrSPI2 e como controles foi utilizado 30 uL de
proteinas totais do extrato de E. coli Rosetta (DE3) apenas com o vetor pET-28a sem
0 inserto e extratos de E. coli sem adicao de IPTG (Isopropil Beta-D-Tiogalactosideo).
As amostras foram separadas por 12,5 % de SDS-PAGE e electroblotadas em suporte
de Nitrocelulose.

As membranas foram coradas com vermelho de ponceau para conferéncia da
transferéncia e normalizacéo das amostras. Em seguida a membrana foi bloqueada
30 min com 5 % de caseina em tampé&o TBS-T (Tris-HCL 20 mmol L, pH 7,6, NaCl
0,8 mmol L%, Tween 20) e lavada com TBS-T e posteriormente incubada com

anticorpo primario anti-MrSPI12 purificado durante 1h a temperatura ambiente, sob
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agitacdo. Apos esse tempo, a membrana foi lavada novamente com TBS-T e incubada
com anticorpo secundario anti-mouse IgG (diluicdo 7,5: 20000) durante 2h. O sistema
de deteccéao foi feito com NBT/BCIP (Promega). Para uma melhor visualizacdo do
resultado desta técnica, € realizado outro gel de poliacrilamida 12,5 % de SDS-PAGE

para ser utilizado como gel de referéncia.

5. RESULTADOS

5.1. Andlise da sequéncia priméaria de MrSPI2

A proteina denominada MrSPI2 foi encontrada no banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), com nimero de acesso ESK88376.1, e est4 anotada
como um inibidor de serino-protease do fungo M. roreri.

A regido codificadora de MrSPI2 com 423 pb codifica uma proteina com 141
residuos de aminoacidos. A proteina possui massa molecular estimada de 16,3 kDa
e ponto isoelétrico (pl) 4,76 como mostrado na tabela 1. A proteina possui similaridade
de sequéncia de residuos de aminoacidos com os inibidores de serino-protease
fungicos pertencentes a familia 166 da classificacdo MEROPS, sendo 33,33 % de
identidade com Cospin (PIC1) de Coprinopsis cinerea (SABOTIC et al, 2012), 30,37
% com Chnispin de Clitocybe nebularis (AVANZO et al, 2009), 37,96 % com LeSPI de
Lentinula edodes (ODANI et al,1999) e 37,78 % com MrSPI1 de M. roreri (MENEZES,
2017), sendo assim atribuido a familia. A analise com a ferramenta SignalP 4.1 nédo

revelou a presenca de peptideo sinal.

Tabela 1. Predi¢do de parametros de MrSPI2. Nimero de residuos de aminoacidos, peso

molecular, ponto isoelétrico, peptideos sinal.

MrSPI2 N2 de residuos de kDa PI PS
aminoacidos
Inteira 141 16,3 4,76 A

kDa - Peso molecular; Pl = Ponto Isoelétrico; PS — Peptideo Sinal; A - Ausente
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5.2. Alinhamento entre MrSPI2 e sequéncias homdlogas

O nivel de conservacao da sequéncia dos residuos de aminoacidos da proteina
MrSPI2 com sequéncias homdlogas de dois representantes da familia 166 da
classificacgo MEROPS, PIC1 (GenBank ACX48485.1) e Chnispin (GenBank
ACK87034.1) foi avaliado por meio de alinhamentos para avaliar diferencas e/ou
semelhancas das regides de dominio e sitio ativo entre os inibidores. As sequéncias
alinhadas foram obtidas através da ferramenta Blastp do NCBI.

O alinhamento demonstrou maior conservagdo de residuos (indicados em
vermelho) entre as folhas B2 e B3, além de vérios residuos similares entre as
sequéncias (indicados em amarelo), 0os quais pertencem ao mesmo grupo quimico.
Dentre os residuos conservados encontra-se a arginina (R) na posicédo 21, um dos
residuos principais do sitio ativo dos inibidores de serino-protease do tipo tripsina.
Arg?’ e Lisina'?’ correspondem aos residuos do sitio ativo de Cospin e Cnispin,
respectivamente, e MrSPI2 possui Arg** como possivel residuo do sitio ativo (Figura
3).

Para avaliar a relacdo entre a sequéncia primaria de MrSPI2 e sequéncias
primarias de proteinas de outros fungos basidiomicetos, foi realizado um mdltiplo
alinhamento entre as sequéncias obtidas no banco de dados NCBI (Figura 4).
Similaridade de sequéncia significativa foi encontrada com as proteinas hipotéticas
anotadas no genoma dos basidiomicetos. MrSPI2 exibiu maior identidade de
sequéncia (60 %) com uma proteina hipotética com sequéncia parcial anotada no
genoma de Moniliophthora perniciosa (MONDEGO et al., 2008). Além desta, M.
perniciosa contém ainda mais quatro sequéncias similares a MrSPI2, com cerca de
30-38 % de identidade com MrSPI2.

MrSPI2 exibiu ainda 39% de identidade de sequéncia com uma proteina nao
caracterizada presente no genoma de Phlebia centrifuga (GRANCHI et al., 2018) e
30,6% de identidade com uma proteina predita no genoma de Laccaria bicolor
(MARTIN et al., 2008). A busca por sequéncias similares mostrou também que MrSPI12
possui 51,4 % e 48,5 % de identidade com duas sequéncias anotadas como um
inibidor de serino-protease de Dendrothele bispora (VARGA et al., 2019).

A analise de agrupamento (Dendograma) com as sequéncias de proteinas de

outros fungos basidiomicetos mostra que as sequéncias referentes aos inibidores de
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serino-proteases se agruparam em trés ramos diferentes (Figura 5). MrSPI2 se
agrupou em um ramo distinto de outros inibidores de serino-protease de T. cacao,
onde esta incluido o inibidor MrSPI1. Em relacdo aos homoélogos da familia 166,
MrSPI2 se agrupa no mesmo ramo em que esté o inibidor LeSPI, e ndo foi agrupado
no ramo em que PIC (Cospin) e Cnispin estdo presentes.

p1 B2 | B3 | B4 BS
—  e— mr— PEE— erm——
Moniliophothora roreri MrSPI2 erG--LyFIRNGDRAI|L o iolEI2V Y VL PDIVERPN-FEIRKIDSDNfTIV 57
Clitocybe nebularis Cnispin FKLPSDQYVIRNGRSF TH PVICP--TDDTNDLWIVEALPNGHJILR 58
Coprinopsis cinérea PIC1 IKPGTYEVTSKVNG RIRVLPEDNNSGNSWVVEK-DDDARJILY 59
= = e . 5 ** tt - . . . .. * .
: B6 : Bo’ IO
M — e n—— C— Pammmmo
Moniliophothora roreri MrSPI2 AI.ITPNG'T.QIDNKVY.LIEEQDRAEK.RIVHV.QHGENSYIIRTNDQNES.FAPEGAI1 7
Clitocybe nebularis Cnispin AP ---frfcupGYV QEPEEKKE 1ITLREDQDHQY--TIQEATGKGTAETGD 113
Coprinopsis cinérea PIC1 PQEGKL LGNMEDKKJTVTHOJOHGENVFTVVNASTEHGVVPADAR 116
= = .. x * - . * e - % *
. Bll .1. .. o = Blé ce Taieews a " ae .
 m—m—
Moniliophothora roreri MrSPI2 QQ“IRleFMP ““““ PVPPNEIFEIIRFF-- 141
Clitocybe nebularis Cnispin GHQRIAVil‘II:PTTKSDPPQFLGSALWTIQPLVD— 146

Coprinopsis cinérea PIC1 ELQQVEV IAAPSYPPRYPATELFTETQVESD 150

* .

Figura 3. Alinhamento dos inibidores de tripsina flingicos com estrutura -trefoil pertencentes
a familia 166 da classificagdo MEROPS. As Sequéncias de aminoacidos de MrSPI2, Cnispin e PIC
(cospin) foram alinhadas com Clustal Omega. Os residuos de amino&cidos idénticos estdo sombreados
em vermelho (*) e corresponde aos aminoacidos com caracteristicas basicas, acidas ou neutras
conservadas, e os residuos de aminoacidos com caracteristicas quimicas semelhantes estdo em
amarelo (:). As cadeias B da estrutura secundaria de rMrSPI2 estdo indicadas por linhas acima das
sequéncias. As setas indicam o residuo P1 reativo a tripsina em MrSPI2 (preto), Cnispin (cinza) e PIC1
(Cospin) (branco). Cédigo do GenBank: MrSPI2, ESK88376.1; PIC, GenBank ACX48485.1 e Cnispin
GenBank ACK87034.1

Coprinopsis cinérea PICL 37

Phlekia_centrifuga E T P VQLthG an
Laccaria_kicolor | 56
Moniliophothora roreri Mr3PIL1 L FRlEEER P 22

Moniliophothora roreri Mr5PIZ 55
Monilicphthora_perniciosa 1 i}
Coprincpsis cinérea PIC1 113
Phlekia_centrifuga 118
Laccaria_bicolor 113
Moniliophothora roreri Mr5PI1 108
Moniliophothora roreri Mr5PIZ 114
Moniliophthora_perniciosa_1 3l

Coprincpsis cinérea PIC1 150
Fnlebia_centrifuga 151
Laccaria_bicolor 143
Moniliophothora roreri MrSPI1 141
Moniliophothore roreri Mr3PI2 141

Moniliophthora_perniciosa 1 g3

Figura 4. Alinhamento de sequéncia de aminoéacidos de inibidores de serino proteases de
diferentes basidiomicetos. As sequéncias de aminoacidos de MrSPI1 (GenBank ESK81379.1) e
MrSPI2 (GenBank ESK88376.1) estdo alinhadas com a sequéncia do inibidor de serino-prorease de
Coprinopsis cinerea (SABOTIC et al, 2012) (PIC1 — Cospin, PDB 3NOK), e as sequéncias anotadas
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como proteina ndo caracterizadas no genoma de Phlebia centrifuga (GenBank: PSR87359.1), genoma
de Laccaria bicolor (GenBank DS547153) e genoma de Moniliophthora perniciosa (GenBank
EEB87837). Os residuos de aminoécidos idénticos sdo mostrados em vermelho e os residuos de
aminoacidos similares estdo em amarelo.
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100

75

51

99 —— Inhibitor 1 - Hypsizygus marmoreus
— Uncharac Protein - Phlebia centrifuga
94 00 —— Predicted Protein - Laccaria bicolor
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Figura 5. Dendograma construido de acordo com a similaridade de MrSPI2 com outro inibidores
homoélogos de basidiomicetos. No retangulo se encontra destacado MrSPI2.

5.3. Andlise da estrutura tridimensional de MrSPI2 e a serino-protease SBT1

de T. cacao

A modelagem da estrutura tridimensional de MrSPI2 foi realizado no servidor
Swiss Model online. O modelo 3D foi obtido (Figura 6) segundo o molde da estrutura
cristalografada de um inibidor de serino-protease do fungo Coprinopsis cinerea
(3VWC.1 PDB) com 32,59% de identidade e 96% de cobertura, o que possibilitou a
obtencdo do modelo 3D de MrSPI2 (Figura 6A e B). A estrutura tridimensional da
proteina apresenta predominancia de folhas betas, duas alfa hélices e vérias regides

de alcas tipicas de proteinas com estrutura beta-trefoil. O modelo das estruturas de
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proteinas com folhas betas-trefoil ricas em algas esté representado na figura 14. No
modelo 3D mostrado na figura 6A esta em destaque os residuos Arg*!, o possivel sitio
ativo de MrSPI2.

A validagdo do modelo 3D, segundo o gréfico de Ramachandran (Figura 7a),
mostrou que a maioria dos residuos de aminoécidos estid em regides favoraveis. Para
o0 modelo de MrSPI2 os residuos de aminoacidos estdo distribuidos em 86,2% em
regides mais favoraveis; 10,3% em regides mais permitidas; 2,6% em regides
generosamente permitidas e apenas 0,9% dos residuos em regides desfavoraveis.
Dessa forma, o modelo da proteina possui cerca de 99,1 % de confiabilidade. A
analise de validacao através do programa ProSA mostra que o modelo 3D de MrSPI2

gerado apresenta o Z-score de -5,35 (Figura 7b).

a)

Figura 6. Estrutura tridimensional de MrSPI2 a partir do molde de um inibidor de protease de
Coprinopsis cinerea (3VWC.1 PDB). Em a esté representado a estrutura 3D de MrSPI2, mostrando
em destaque as regides C-terminal e N-terminal (roxo), folhas beta (azul claro), alfa hélice (vermelho)
a arginina 41 (Arg*'). Em b, estrutura em forma de superficie.
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Figura 7. Validacdo do modelo tridimensional de MrSPI2 predito. Em a, grafico de Ramachandran
indicando a distribuicdo dos residuos em regides favoraveis e desfavoraveis; e em b, grafico do ProSA
mostrando que o modelo (pontilhado preto) esta adequado.

A estrutura 3D de uma possivel serino-protease alvo presente no fluido
apoplasto de folhas de T. cacao foi obtida. A modelagem da estrutura da serino-
protease do tipo subtilase do cacaueiro (SBT1.7) (codigo de acessso
TcOlv2 p005970.1) foi obtida a partir do molde de uma subtilase de Solanum
lycopersicum (Codigo PDB 3174) com identidade de 42.79 % e cobertura de 82% para
a SBT1.7 (Figura 8). A validacdo do modelo da protease através do software
Procheck, gerou um diagrama de Ramachandram com 99,4% dos residuos de
aminoacidos em regifes energicamente favoraveis, demonstrando que o modelo 3D

é confiavel e adequado (Figura 9).
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Figura 8. Estrutura tridimensional da serino-protease de T. cacao, SBT1.7. Em A, o modelo 3D da
SBT1.7 segundo o molde de uma subtilase de Solanum lycopersicum (Cédigo PDB 3174) demonstrando
os residuos da triade (HIS 212, ASP 139, SER 142);



7 ey
ED ‘ ) .
) . | MBEER07idA)
& | |
|
T | ’
-90 -—__ g ’—I_I " (i\(’fﬁ &7 A I
_135:13 = ,_1 | B 4 ’ LEU 3_@0(;41
fu ot | p|ASP P
e e
(180 -135 90 -ds 0 45 90 135 180

Phi (degrees)

Figura 9. Validac&o da estrutura tridimensiional de SBT1.7 predita. O grafico de Ramachandram
demonstra os residuos em regides energicamente favoraveis e a qualidade do modelo.

5.4. Docking molecular entre MrSPI2 e as serino-proteases do tipo tripsina e

subtilase

O acoplamento (docking) foi realizado entre MrSPI2 e a estrutura cristalografada
da tripsina de Sus scrofa (Codigo PDB 1LDT), disponivel no banco de dados PDB
(https://lwww.rcsb.org/), e resultou em 10 conformacdes possiveis, sendo escolhido
somente a estrutura avaliada segundo estimativas dos niveis de energia, tamanho do
cluster e locais de sitio ativo do inibidor e da protease.

Os modelos obtidos de acoplamento mostram que MrSPI2 se ajustou ao sitio
reativo da serino protease do tipo tripsina (Figura 10A e B). As principais interacdes
ocorrem entre os residuos de serina 195 (Ser!%) e glicina 192 (GIn®?) da enzima com
a Arginina 41 (Arg*) e glutamato 40 (Glu“*°) do inibidor, sendo (Ser'®s-Arg*!) e (GIn1%2-

Glu%9), respectivamente (Figura 11). A triade catalitica da protease (SER®, HIS®" e
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ASP1%?) e os residuos do sitio ativo do inibidor estdo em destaque, assim como as

ligacdes de hidrogénio envolvidas na interacdo (tracejado verde) (Figura 11)

Figura 10. Docking entre MrSPI2 e a tripsina suina: Em a, imagem total do acoplamento entre as
duas proteinas e em b, a regido de interacdo ampliada. As imagens em vermelho mostram o inibidor e
em azul a tripsina. Em destaque os residuos do sitio ativo do inibidor e da enzima.

Figura 11. Principais residuos envolvidos durante a interacdo de MrSPI2 e a Tripsina de Sus
scrofa (PDB 1LDT). A regido de intera¢do em destaque mostra os residuos de amino4cidos envolvidos
na interacdo e em verde mostra as ligagdes de hidrogénio entre os residuos de aminoacidos do sitio
ativo do inibidor e da protease. As imagens em vermelho mostram o inibidor e em azul a tripsina. Em
destaque os residuos do sitio ativo do inibidor.
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Com base na literatura, foram selecionadas algumas serino-proteases da classe
das Subtilases, encontradas no fluido apoplasto de folhas de T. cacao (BARBOSA et
al., 2018), as quais estéo relacionadas a mecanismos de defesa em plantas, e que
podem ser possiveis alvos para o inibidor em estudo. Dentre as serino-proteases
selecionadas, a analise de acoplamento foi realizada com a subtilase SBT1, a qual foi
possivel obter a estrutura 3D para que fosse realizado o docking molecular.

No acoplamento entre o inibidor MrSPI2 e a subtilase do cacau (Figura 12) todas
as interagdes avaliadas demonstraram maior afinidade na regido de alga do inibidor.
A figura 12A mostra o principal local de interagdo entre a subtilase e MrSPI2. No
acoplamento é possivel visualizar a arginina 41 do inibidor envolvida na interacdo com
dois residuos de aminoéacidos da triade da protease, a serina 542 e a histidina 212
(Figura 12B ). Um outro residuo do inibidor, que também interage com a enzima, € o
Aspartato 37 (ASP?®') (Figura 13). As interacdes do tipo ligacdes de hidrogénio
(pontilhado verde) estdo presentes entre a regido P1 do inibidor e a serina 542, e da

histidina 212 do sitio catalitico da subtilase (Figura 13).

Figura 12. Docking entre MrSPI2 e uma Subtilase de Theobroma cacao (Tc01lv2_p005970.1). Em
A, imagem total do acoplamento entre as duas proteinas; em B, regido de interacdo ampliada. Os
residuos envolvidos na interacédo estao destacados na imagem para uma melhor visualiza¢éo do local
de acoplamento. Em vermelho mostram o inibidor e em verde a subtilase do cacau.
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Figura 13. Interacéo entre MrSPI2 e uma Subtilase de Theobroma cacao (Tc01lv2_p005970.1). Em
destaque esta mostrando os principais residuos de aminoacidos envolvidos na interacdo. Em vermelho
mostram o inibidor e em verde a subtilase, SBT1.7, do cacau. Todos os residuos envolvidos na
interacdo estdo destacados na imagem para uma melhor visualizacdo do local de acoplamento.

Figura 14. Representacdo esquematica da dobra B-trefoil envolvidas na inibicdo das proteases
(A) e representacdo da estrutura B-trefoil (B) (ZURGA et al, 2015). A estrutura assemelha a uma
arvore, composta por 12 folhas 3 conectadas por 11 algas. O tronco e a regido da coroa é formado por
6 folhas 3 cada, duas algas formam a regiao da raiz, € mais 9 algas formam duas camadas na regiao
da coroa, sendo 6 na camada inferior e 3 na superior. As folhas que comp&em o tronco sédo mostradas
em vermelho e as folhas da regiéo da coroa estdo em amarelo. A camada inferior da coroa € mostrada
em verde e a superior em azul.

5.5. MrSPI2 é expressa na fragdo soluvel e insoltvel do extrato bacteriano
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Para caracterizar a proteina MrSPI2, o plasmideo recombinante pET-28a
contendo o gene sintético (Figura 15) com cdédons otimizados para expressao em E.
coli foi adquirido por meio da empresa FastBio e a proteina foi obtida por meio de
expressdo em E. coli.

A inducdo de rMrSPI2 em E. coli por 4 horas, a 37 °C, com 0,4 mmol L de
IPTG revelou uma banda diferencial em comparacdo com o extrato proteico das
células transformadas com o plasmideo pET28 sem 0 gene, com o peso molecular de
aproximadamente 18 kDa no extrato proteico total (ET) (Figura 16 A). A proteina
recombinante (rMrSP12) é expressa nas fragdes soluvel (FS) e insoluvel (FI) do extrato
bacteriano (Figura 16 A — linha Fl e FS). Porém, a proteina foi purificada a partir da
fracdo solluvel por meio de cromatografia de afinidade da cauda de histidina (HisTag)
a coluna de Niquel, a qual exibiu uma Unica banda em SDS-PAGE sob condi¢cdes
desnaturantes (Figura 16 A - 1 e 2). A proteina rMrSPI2 foi tratada com trombina
(Figura 16 B), para a clivagem da cauda His-Tag da regidao N-terminal, exibindo
portanto uma massa molecular de aproximadamente 16,3 kDa. Essa massa
encontram-se de acordo com o peso molecular calculado a partir do preditor pi/Mw e
mostra a existéncia de apenas uma banda proteica MrSPI12 recombinante na fragao

soluvel.

MrSPI2 aa

.
~
~
w

pET28a + MrSPI2 Ndel

|:| T7 Promoter I:I MrSPI12 T7 Terminator

Xhol

Figura 15. Mapa fisico da estratégia de clonagem de MrSPI2. A sequéncia completa de MrSPI2
indica um fragmento de 423pb. Esse fragmento foi inserido no sitio de clonagem do vetor pET 28a.
Ndel e Xhol correspondem as enzimas de restricdo; His-Tag, corresponde as histidinas inseridas para
facilitar a purificacéo.
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Figura 16. Expresséo e purificacdo de rMrSPI2. (A) Analise de expressao e (B) rMrSPI2 tratada
com trombina. Andlise SDS-PAGE de rMrSpl2 sob condi¢des redutoras. Na imagem A: M, padrdo de
massa molecular; C, controle negativo (pET-28a sem o gene); ET, extrato total; Fl, fracdo insolavel; FS,
fragdo sollvel; 1 e 2 rMrSPI2 purificada com 225 mmol L de Imidazol. E na imagem B: M, padrdo de
massa molecular; 1, rMrSPI2 ndo tratada e 2, rMrSPI2 tratada com trombina.

5.6. O Espectro de CD mostra que MrSPI2 € uma proteina termoinstavel

A espectroscopia de CD da proteina apresentou curvas de elipticidade diferentes
nas temperaturas de 25° e 95°C durante a andlise de escaneamento, 0 que indica
alteracdo na estrutura secundaria, caracterizando MrSPI2 como uma proteina
termoinstavel. Esta alteracéo € identificada devido a diferenca de sinal dos espectros
de CD a 25°C (-10,71) e 95°C (-17,89) no comprimento de onda de 223 nm (Figura
17). Os resultados das analises dos espectros pelo programa K2D3 foram que a
proteina € composta por 4,37 % de a-hélice e 28,9 % de folhas .

Devido a diferenca de sinal, a estrutura secundaria de MrSPI2 foi monitorada
fixando-se o comprimento de onda em 223 nm e variando-se a temperatura para
andlise de unfolding (25°-95°C) e refolding (95°-25°C) (Figura 18). Durante o refolding
foi observado que a proteina ndo retorna completamente a sua conformacao,
mantendo, portanto, 80% desnaturada (Figura 18), ou seja, durante o refolding

recupera somente 20% de estrutura.
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Figura 17. Avaliagcdo dos espectros da estrutura secundaria de rMrSPI2. As linhas preta e
pontilhada do grafico, mostram o comportamento da estrutura secundaria da proteina a 25°C e 95°C,
respectivamente, com a variacdo do comprimento de onda entre 190 a 240nm.
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Figura 18. Unfolding e Refolding de rMrSPI2 em pH 7. O gréafico mostra a % de desnaturacéo da
proteina de acordo com a variagéo da temperatura. A linha preta mostra o percentual de desnaturagao
com o aumento da temperatura de 25-95°C e a linha vermelha o percentual de manutencdo da
desnaturacéo com a diminuigdo da temperatura de 95-25°C. O comprimento de onda foi fixado em 224

nm.

5.7. rMrSPI2 é ativo e inibe a tripsina suina

A proteina rMrSPI12 demonstrou atividade inibitéria contra a tripsina suina (Sus
scrofa). Para o ensaio da capacidade inibitoria, o inibidor recombinante de M. roreri foi
incubado em concentracdes variadas (0,092 pug pL* a 0,010 pug pL?t) com a tripsina
(Sigma) por 10 min antes da adicdo do substrato cromogénico (BApNA 1,25 mM).
rMrSPI2 apresentou atividade inibitéria de até 38% contra a tripsina a uma
concentracdo de 0,092 ug pL*. A capacidade inibitéria é reduzida de forma acentuada

com a diminuicdo da concentracdo do inibidor (Figura 19).
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Figura 19. Teste de atividade inibitéria de rMrSPI2 contra a tripsina suina. O eixo X mostra as
concentragdes do inibidor em ug L e o eixo Y, o percentual de inibicdo apds 25 minutos de interacéo

entre o inibidor e a protease.

5.8. Anédlise da capacidade de ligacdo do anticorpo anti-rMrSPI2 e

Imunodeteccao de rMrSPI2 em extratos de E. coli

Para a analise da capacidade de ligacdo do anticorpo policlonal, produzido em
camundongo contra a proteina rMrSPI12, foi realizado uma diluicdo dos antissoros de
1:500. Apesar das bandas da proteina estarem com intensidade baixa, os antissoros
dos dois camundongos imunizados foram capazes de identificar rMrSPI2, exceto o
antissoro 1 do camundongo A. Mesmo que alguns antissoros nao tenham sido
capazes de identificar a proteina em todas concentragdes, o anticorpo anti-rMrSPI2 é
capaz de se ligar a proteina rMrSPI2 (Figura 20). A tabela 2 mostra de forma mais
clara quais antissoros e quais concentracdes de proteina foram visualizadas na
revelacao.

Os antissoros que apresentaram melhor titulacdo, ou seja, aqueles que

detectaram a proteina recombinante em sua menor concentracao foram escolhidos
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para a purificacdo do anticorpo e utilizados para a imunodeteccao de rMrSPI2. No
entanto, antes da purificacdo, para testar a eficiéncia do anticorpo policlonal, foi
realizado um western blot com as frac6es sollveis do extrato total bacteriano. O
anticorpo sem purificagao revelou a presenga de rMrSPI2 purificada e nos extratos de
E. coli (Figura 21). Além disso, foi revelado simultaneamente proteinas de E. coli uma
vez que o anticorpo ndo estava purificado e outro fator importante é o reconhecimento
de diferentes epitopos por ser anticorpo policlonal.

A expressdo de rMrSPI2 foi analisada usando a fracdo proteica soluvel dos
extratos de E. coli (Figura 22A). Além da banda correspondente a rMrSPI2, o anticorpo
purificado foi capaz de identificar proteinas de E. coli, cuja banda pode ser vista com

maior intensidade na membrana do que as bandas de rMrSPI2 (Figura 22B).

Soro
Pré-imune Antis.1 Antis.2 Antis.3 Booster

T E— -“

2,5ug/ml
1,25ug/ml

0,625ug/ml

Camundongo
A

0,312pug/ml

2,5ug/ml

1,25ug/ml

0,625ug/ml

Camundongo
B

0,312pg/ml

Figura 20. Andlise da titulacdo dos antissoros. Os dois camundongos imunizados foram
identificados como A e B. O soro pré-imune (coleta de sangue antes da primeira imunizagéo); Antissoro
1 (primeira coleta apés a 12 imunizacdo); Antissoro 2 (primeira coleta apds a 22 imunizacao); Antissoro
3 (segunda coleta apds a 22 imunizacao); Booster (antissoro 4 coletado 48h apés a 42 imunizacéo do
camundongo A); Sangria Total (antissoro 4 coletado apés a 3° imunizacdo do camundongo B). As
concentragdes de rMrSPI2 estéo indicadas do lado direito da imagem. Apenas o antissoro 1 coletado
do camundongo A néo foi capaz de se ligar a proteina em nenhuma concentracgao.
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Tabela 2. Anélise da titulagdo dos antissoros por imunoadsorgédo (Dot blot).

Concentracdo
Camundongos Soro Antissoro Antissoro Antissoro Antissoro do antigeno
Pré-imune 1 2 3 4 (rMrSP12)*
pg/mL
- - + + + 2,5
- - + + + 1,25
Camundongo
A - - - - - 0,625
- - - - - 0,312
- + + + + 2,5
Camundongo ) + * * * 1,25
B - + + + + 0,625
- + + + + 0,312
*MrSPI2 recombinante
A B
PET- ET
kDa ™M 28a S/IPTG FS FS FS MrsSPI2
120- .
85- W

Figura 21. Imundeteccao de rMrSPI2 nos extratos de E. coli utilizando anticorpo anti-rMrSPI2
sem purificar. A imagem A corresponde ao gel SDS-PAGE 12,5% (gel de referéncia/espelho do
western) mostrando rMrSPI2 (indicado com a seta) nas fragdes sollveis do extrato bacteriano. A imagm
B mostra a imunodetecc¢do de rMrSPI2 com anticorpo policlonal anti-rMrSPI12 sem purificar. FS (fragdo
solavel); pET-28A ( vetor sem o inserto) e ET S/ IPTG (extrato total sem o indutor IPTG).
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Figura 22. Imunodetecc¢do do inibidor de tripsina, rMrSPI2, em extratos proteico de E. coli com
0 anticorpo anti-rMrSPI2 purificado. A imagem A corresponde ao gel SDS-PAGE 12,5% (gel de
referéncia/espelho do western) mostrando rMrSPI2 nas fracdes sollveis do extrato bacteriano. A
imagm B mostra a imunodeteccdo de rMrSPI2 com anticorpo policlonal anti-rMrSPI2. FS (fragao
solavel); FI (fracéo insoltvel); pET-28A (vetor sem o inserto) e ET S/ IPTG (extrato total sem o indutor
IPTG).

6. DISCUSSAO

O estudo com inibidores de serino-protease do fungo M. roreri, causador da
moniliase no cacaueiro, inicou-se depois que o0s resultados da pesquisa protedmica
de Zugaib (2016) revelou a presenca de inibidores em esporos néo germinados de M.
roreri, sugerindo-o como um fator de viruléncia. Isso porque em uma interacao planta-
patégeno, a secrecao de proteases e inibidores de proteases desempenham papeis
cruciais na “corrida armamentista” ao contribuir para a defesa e/ou invasdo (HORGER
E VAN DER HOORN., 2013; JASNHI et al., 2015; TORUNO et al., 2016; BALAKIREVA
E ZAMYATNIN, 2018; HOU et al., 2018). Muitos fungos patogénicos empregam uma
gama de efetores que atuam como inibidores de proteases para superar 0 sistema
imune do hospedeiro, mediado por proteases de resisténcia, muitos dos quais atuam
como fator de viruléncia (JASNHI et al., 2015; TORUNO et., 2016).

A sequéncia de aminoé&cidos do inibidor de serino-protease de M. roreri foi
encontrada no banco de dados NCBI, depositado apds analises de sequenciamento
do genoma e estudos transcriptdmicos relacionados aos mecanismos moleculares da

fase biotrofica e necrotrofica realizados por (Meinhardt et al., 2014).
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A proteina MrSPI2 possui 141 residuos de aminoacidos e devido a alta
similaridade de sequéncia foi atribuida a familia 166. Os inibidores pertencentes a essa
familia sdo pequenas proteinas com peso molecular de 16, 18 e 16,4 kDa,
respectivamente, possuindo pontos isoelétricos acidos e exibem perfis inibitorios
muito semelhantes.

O inibidor MrSPI12, presente no genoma de M. roreri (isolado MCA 2997) foi
clonado e caracterizado em niveis moleculares. MrSPI2 exibe propriedades
bioquimicas semelhantes a estes inibidores, possuindo ponto isoelétrico de 4,76 e
massa molecular de 16,3 kDa. Os inibidores dessa familia sdo todos inibidores de
serino-proteases denominados micospins (SABOTIC et al., 2016). As funcbes desses
inibidores fangicos envolvem mecanismo de defesa direcionado contra proteases
exbgenas, protegendo-o de pragas e patdgenos, assim como a regulacdo de
proteases enddgenas contribuindo para o desenvolvimento do corpo de frutificacdo
(AVANZO et al., 2009; SABOTIC et al., 2012; DUNAEVSKY et al., 2014).

A proteina MrSPI2 ndo possui peptideo sinal (PS) para a secrecéo através do
reticulo endoplasmatico, o que pode indicar que a proteina, provavelmente, ndo é
enderecada para a rota secretora através da via de secrecdo convencional. No
entanto, existem as vias alternativas de secrecdo de proteinas chamadas UPS
(secrecdo ndo convencional de proteina) (RABOUILLE et al. 2012; RABOUILLE,
2017). Existem duas categorias de proteinas que sdo secretadas de forma nao
convencional. A primeira compreende proteinas citoplasmaticas sem PS que
atravessam a membrana e sdo ativas no meio extracelular, apesar de nao ter PS ou
dominio transmembrana (RABOUILLE et al. 2012; RABOUILLE, 2017). Além disso,
as proteinas sem peptideo sinal podem ter outras caracteristicas necessarias para a
secrecdo e direcionamento para as células hospedeiras (RIDOUT et al., 2006;
CATANZARITI et al., 2006; RABOUILLE, 2017).

Da mesma forma, as proteinas efetoras Avral0 e Avrkl do ascomiceto
patogénico Blumeria graminis pv. hordei (Bgh), que causa infec¢cdes na cevada (oideo
da cevada), ndo séo codificadas com peptideo sinal no N-terminal para a secrecéo
(RIDOUT et al., 2006). Porém, sé@o reconhecidas pelas proteinas intracelulares de
resisténcia da cevada quando expressas transientemente em planta e, além disso, em
plantas suscetiveis, a infecgdo € aumentada, sendo proposto uma via alternativa de

secrecao nao-endomembranar (RIDOUT et al., 2006). Outras proteinas fangicas que
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funcionam como efetores sao secretadas de forma néo convencional (NOMBELA et
al., 2006; RODRIGUES et al., 2008; GIRALDO et al., 2012).

A andlise de sequéncia entre os dois representantes da familia 166 indicou
alguns residuos conservados, incluindo o residuo Arginina (R?!) da posicdo 21. Os
inibidores de Tripsina possuem arginina ou lisina como residuos principais do sitio
ativo (residuo P1’), os quais conferem especificidade a enzima (LAKOWSKI E QASIM,
2000). Os inibidores de serino-protease do tipo tripsina, Cospin de C. cinerea e Cnispin
de C. nebularis, possuem Arg?’ (R?’) e a Lys*?” (K*?7) como principais residuos do sitio
ativo, respectivamente, 0os quais sdo responsaveis pela atividade inibitoria das
proteases alvo (AVANZO et al.,, 2014 e 2009; SABOTIC et al.,, 2012). Apesar de
MrSPI2 possuir uma arginina na posicéo 21, esta ndo corresponde ao residuo do sitio
ativo, e sim a arginina da posicédo 41 (Arg*') que interage com o sitio ativo da protease
como mostrado no resultado de acoplamento molecular.

As andlises de similaridade de sequéncia foram realizadas com outros
basidiomicetos, C. cinerea, P. centrifuga, L. bicolor e M. perniciosa que exibem
adaptacdes ambientais diferentes, sendo dois cogumelos saprofiticos, um
ectomicorriza que produz cogumelo e um patégeno de planta, respectivamente (refs).
MrSPI2 apresenta uma alta identidade de sequéncia com uma proteina hipotética
anotada no genoma de M. perniciosa e com outras proteinas com dominios de
inibidores de serino-protease presente em outros basidiomicetos. A alta identidade de
sequéncia entre M. roreri e M. perniciosa sustenta a relacao taxondmica entre as duas
espécies (MEINHARDT et al., 2014; BAILEY et al., 2018) e a relacdo deste fungo com
outros basidiomicetos, incluindo o fungo saprofitico D. bispora (VARGA et al., 2019).

A andlise do dendograma mostra que, apesar da similaridade de sequéncia
significativa de MrSPI2 com outros inibidores de serino-protease do fungo M. roreri e
de outras espécies de Basidiomicetos, as pequenas variacbes nas sequéncias
agrupam essas proteinas em ramos diferentes (Figura 5). MrSPI2 se encontra em um
ramo separado dos demais inibidores de serino-protease do mesmo género M. roreri,
incluindo MrSPI1, confirmando assim a dissimilaridade de sequéncia entre as duas, a
gual foi um dos critérios inicialmente adotados para a escolha da sequéncia de estudo,
MrSPI2. As pequenas variacdes entre as sequéncias de inibidores de M. roreri pode
ser uma das estratégias de adaptacdo que evoluiram para um mecanismo de

regulacdo ou inibicdo mais eficiente e variavel. Essa variagdo pode contribuir para
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uma diversificagdo da atividade do inibidor, de modo que um conjunto de diferentes
classes de proteases podem ser reguladas/inibidas (HOGER E VAN DER HOORN,
2013; DONG et al., 2015). Logo, os residuos variantes podem afetar a especificidade
da interacao do inibidor com as proteases alvos.

A estrutura tridimensional do inibidor predita por homologia de sequéncia,
mostra um bom modelo para analises in silico, uma vez que a maioria dos residuos
de aminoacidos encontra-se em regides favoraveis (energeticamente adequadas)
segundo o gréfico de validacdo Ramachandran gerado para a estrutura predita. Em
uma modelagem por homologia, um bom modelo de estrutura 3D deve ter acima de
90% de residuos em regides favoraveis (LASKOWSKI et al., 1993).

Em outra andlise da validacéo através do ProSA, a estrutura tridimensional (3D)
de MrSPI2 apresenta o Z-score de -5,35 (qualidade geral do modelo baseado nas
estruturas de proteinas determinadas por cristalografia de raio-X ou Ressonancia
Magnética Nuclear-RMN que estao depositadas no banco de dados PDB) e, portanto,
se encontra dentro dos grupos das estruturas de proteinas nativas determinadas por
raio-X e RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) depositadas no banco de dados PDB
(WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007).

A estrutura da proteina apresenta predominancia de folhas betas, duas alfa
hélice e vérias regides de al¢as, tipicas de proteinas com estrutura p-trefoil (RENKO
et al., 2010 e 2012). Os inibidores fungicos da familia 166 (Micospins), 148 (Clitocipin
de Lepista nebularis) e 185 (Macrocipin de Macrolepiota procera) (SABOTIC et al, 2007
e 2009; SABOTIC et al., 2016), as proteinas do tipo lectinas e os inibidores de tripsina
de soja do tipo Kunitz da familia I3 apresentam esse tipo de estrutura (RENKO et al.,
2012; ZURGA et al., 2015). A dobra B-trefoil € composta por 12 folhas  dobradas em
trés unidades semelhantes a um trevo de trés folhas (Figura 14A). A estrutura -trefoil
assemelha-se a uma arvore (Figura 14B) (ZURGA et al., 2015).

Dentre as 12 folhas B antiparalelas, conectadas por algas, trés pares formam
uma estrutura de barril (tronco) e os outros trés pares em um disposicao triangular que
cobre o barril formando a regido da coroa (Figura 14B) (RENKO et al 2010, 2012). As
alcas sao referidas pelas folhas B as quais estdo ligadas, por exemplo, a alca que
conecta as folhas 1 e B2 é chamada de alga 1-p2. O numero total de algcas presentes

nas estruturas B-trefoil sdo 11, sendo 9 na regido da coroa (6 posicionadas no nivel
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mais baixo da coroa e 3 no topo da coroa) e 2 estdo na regido abaixo do barril,
formando a raiz (RENKO et al., 2012; ZURGA et al., 2015).

Os inibidores de protease com dobra [B-trefoil podem utilizar suas alcas de
varias maneiras para a inibicdo de suas proteases, 0s quais podem conferir inibicao
da mesma protease através de diferentes alcas e inibicdo de diferentes proteases
através da mesma alca (RENKO et al, 2012; AVANZO et al, 2014). O possivel sitio
reativo de MrSPI2 (Arg*!) esta localizado entre as alcas B3 e B4, de acordo com o
alinhamento feito com dois homologos bem caracterizados da familia 166 (Figura 3).

A Arg41 corresponde ao residuo P1’ de MrSPI2 devido a sua interagdo com as
serino-proteases do tipo tripsina e subtilase no docking realizado no presente trabalho.
MrSPI2 utiliza uma alga diferente (33-B4) para a inibicao da tripsina em comparacgéao
com os outros inibidores com dobras beta-trefoil, incluindo os homdélogos Cospin
(PIC1) e Cnispin, que possuem o residuo P1’, Arg?’ e Arg'?/, localizados nas alcas
B2—B3 e B11-B12, respectivamente (SABOTIC et al, 2012; AVANZO et al, 2014). Em
outros inibidores fangicos (familia 148 e 185 - Micocipins) o residuo P1’ esta localizado
nas alcas B1- B2, B3- B4, B5—B6 (SABOTIC et al., 2016). Os inibidores de origem
vegetal também apresentam estrutura do tipo dobra B-trefoil, nos quais diferentes
alcas estao envolvidas na inibicao das proteases alvos (SONG E SULL, 1998; BAO et
al., 2009; MICHEELSEN et al., 2008).

No complexo enzima-inibidor formado durante a andlise in silico de
acoplamento molecular, o residuo Arg*' de MrSPI2, se ajustou bem a fenda catalitica
da tripsina de Sus scrofa. A Arg*' interage com o residuo Serl195 do sitio ativo da
tripsina suina. Além disso, o residuo Glu*® presente na alca de ligacdo também
interage com a GIn'®? da enzima. Essa intera¢édo pode contribuir para a formacéo do
complexo e para a rigidez estrutural da alca de ligacdo (KOJIMA et al., 1999;
SWEDBERG et al, 2011; RENKO et al., 2012). Em Cospin, além da Arg?’, outros
residuos como o aspartato (Asp?9), leucina (Leu®®) e glutamato (Glu?®) contribuem
para a interacdo do inibidor com a enzima (SABOTIC et al, 2012). Estes residuos
podem sofrer alteracéo corformacional e se ligar ao sitio ativo da enzima estabilizando
a ligacao enzima-inibidor (SABOTIC et al, 2012).

A interacdo de MrSPI2 com a tripsina suina foi observada também in vitro
através da reducéo da atividade catalitica da enzima. A capacidade inibitoria diminuiu

proporcionalmente com a diminuicdo da concentracdo do inibidor, sendo assim, a
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estratégia de clonagem e expressao resultaram na producdo de uma proteina ativa.
Como a reducédo da atividade da enzima né&o foi tdo alta (apenas 38%), podemos
sugerir que MrSPI2 nao é um forte inibidor e ndo forma um complexo tao estavel com
atripsina, ao contrario dos seus homélogos Cospin e Cnispin. Estes inibem fortemente
a tripsina com elevada especificidade e uma Ki na faixa picomolar e nanomolar,
respectivamente, enquanto uma inibicAo mais fraca da subtilisina, calicreina e
elastase foi observada (AVANZO et al., 2014; SABOTIC et al., 2012). Logo, sugerimos
gue MrSPI2 pode nao ter evoluido para inibir proteases de origem animal.

O perfil inibitério contra a tripsina apresentado pelos inibidores da familia 166, 185
e 148 revela que estes sdo inibidores canbnicos classicos (mecanismo padrdo de
inibicdo) que se liga ao sitio ativo de forma semelhante ao substrato, formando um
complexo estavel e firme com a tripsina (AVANZO et al., 2014; SABOTIC et al., 2012).
De maneira geral, os inibidores de proteases da familia S1 (tripsina e quimotripsina)
atuam de acordo com o0 mecanismo padréo de inibicdo pois, todos exibem uma alca
de ligacao a protease com uma conformacao candnica caracteristica. A conformacéao
da alca consiste em ligacdes dissulfeto, hidrogénio e interacbes hidrofébicas que
envolvem tanto os residuos da alga quanto os residuos do barril e da coroa do inibidor
com dobras B-trefoil (LASKOWSKI E QASIM, 2000; KROWRSCH et al., 2003).

A busca por serino-proteases do tipo tripsina no genoma de T. cacao revela que
estas enzimas consistem em proteinas oligoméricas que pertencem a familia S1C do
MEROPS, nomeadas de DegP protease, as quais ndao foram caracterizadas. Em
Arabidopsis estédo no limen do tilacoide dos cloroplastos, atuando no reparo eficiente
do fotosistema Il (PSIl) sob estresse luminoso (SUN et al., 2007; KATO et al., 2012).
As tripsinas de T. cacau ainda ndo foram caracterizadas e, o seu possivel local de
atuacao, baseado nas proteases DegP de Arabidopsis, sugerem que estas ndo séo
alvos de inibidores exdgenos de patdgenos como MrSPI2 de M. roreri.

No entanto, as serino-proteases do tipo subtilase, pertencentes a familia S8 do
MEROPS, foram encontradas no fluido apoplasto de folhas de T. cacao (BARBOSA
et al, 2018). As subtilases possuem 0 mecanismo e a triade catalitica (Aspartato-D,
Histidina-H e Serina-S) semelhantes as serino-proteases do tipo tripsina (DODSON E
WLODAWER,1998). Por estarem envolvidas em mecanismos de defesa em plantas
(FIGUEIREDO et al., 2016 e 2018), podem ser possiveis alvos para o inibidor MrSPI2,

reduzindo a acao dessas enzimas durante a infeccdo. A subtilase SBT1.7 de T. cacao,
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escolhida apo6s predicdo da estrutura tridimensional e andlise de acoplamento
molecular, foi indicada para ser o alvo do inibidor. Isto porque MrSPI2 interage com a
subtilase SBT1.7 através da Arg*' que se ajustou bem ao sitio reativo da enzima.

No acoplamento com a subtilase do T. cacao (SBT1.7), Arg* de MrSPI2 se
ligou ao sitio ativo da enzima com os dois residuos de amino4cidos da triade da
protease, a serina 542 e a histidina 212, e portanto possui uma maior interacdo com
a SBT1 de T. cacao do que com a tripsina de Sus scrofa. O mapa de interacdo mostra
gue as ligacbes entre os principais residuos do sitio ativo do inibidor realizam ligagcfes
de hidrogénio. Estas ligacbes sédo tipicas da interacdo protease-inibidor, as quais
permitem a estabilizacdo e contribuem para a rigidez estrutural e consequentemente
aumenta a afinidade de ligacao a enzima (KROWARSCH et al, 2003; SWEDBERG et
al, 2011). Essa interacao corrobora com a facilidade de inibicdo demonstrada pelos
inibidores classicos de serino-protease em afetar a atividade da subtilase de A.
thaliana, ARA12 (HAMILTON et al., 2003).

Assim, MrSPI2 utiliza a mesma alc¢a inibitéria para interagir com dois tipos de
serino-proteases, a tripsina e a subtilase, demonstrando versatilidade da sua alca.
Esta caracteristica esta presente em outros inibidores com dobra B-trefoil, onde a
mesma alga inibitéria pode ter como alvos diferentes proteases dependendo do
residuo P1 (ARAUJO et al., 2005; RENKO et al., 2010).

Assim como sugerido para a SBT1 de T. cacao, outras subtilases caracterizadas
em plantas demonstraram estar envolvidas em processos de reconhecimento de
patdégenos, inducdo de vias de sinalizacdo de sistema de defesa e morte celular
programada, limitando assim o desenvolvimento de patdgenos (RAMIREZ et al., 2013;
FIGUEIREDO et al., 2014; SCHALLER et al., 2018). No entanto, as subtilases sdo
alvos de efetores de patdégenos, dentre estes, inibidores de protease sao cruciais para
a supressao eficaz das defesas de plantas (TIAN et al., 2004, 2005; VAN DER
HOORN, 2008; GINDRO et al., 2012).

Para comprovar a interacdo de MrSPI2 com a subtilase, foi realizado uma
captura em resina CNBr-Sepharose das proteinas presentes no fluido apopléastico de
T. cacao. Adicionalmente, também foi realizado a extracdo de proteinas totais da
casca do fruto do cacau para captura de possiveis serino-proteases alvos de MrSPI2.
No entanto, os resultados da captura das proteases alvos ainda ndo foram obtidos até

0 momento.
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O dicroismo circular (CD) mostrou espectro caracteristico para uma proteina
estruturada, sendo portanto possivel deduzir através da andlise dos espectros a
estrutura secundaria de rMrSPI2 e correlaciona com a analise de modelagem da
estrutura tridimensional da proteina (Figura 6A). Esse tipo de estrutura é tipico de
inibidores de serino-protease com dobras B-trefoil (SABOTIC et al., 2009; RENKO et
al.,, 2010 e 2012; AVANZO et al., 2014). A regido de alca da estrutura confere
flexibilidade aos inibidores B-trefoil para inibir enzimas de diferentes classes (AVANZO
et al., 2014; RENKO et al., 2010 e 2012).

Durante o monitoramento da estrutura tridimensional do inibidor foi observado
gue esta ndo se mantém a tratamentos de altas temperaturas e nao apresenta
potencial para retornar a sua conformacéao original por completo com a diminuicdo da
temperatura (re-enovelar), uma vez que recupera somente 20% de sua estrutura,
mantendo-se assim 80% desnaturada. Dessa forma, MrSPI2 possui um
comportamento diferente dos inibidores com estrutura B-trefoil, os quais possuem alta
estabilidade térmica, nos quais as diferentes alcas permitem a exibicdo de diferentes
fungdes bioquimicas (RENKO et al., 2010; AVANZO et al., 2009; SABOTIC et al., 2009
e 2012; SABOTIC et al., 2016).

A fim de identificar uma proteina de alta identidade (60%) com MrSPI2 em
extratos de micélio do fungo M. perniciosa e propormos o estagio de desenvolvimento
em que o inibidor € expresso, produzimos anticorpos anti-MrSPI2 em camundongos
(Mus musculus), raca Black-C57. Ao longo da producédo do anticorpo foi observado
gue a proteina MrSPI2, utilizada como antigeno, possui baixa capacidade
imunogénica, uma vez que 0 anticorpo anti-MrSPI2 foi produzido em baixa
concentracdo pelo camundongo, sendo necessario portanto uma concentragcao alta
de proteina para a titulacao. Adicionalmente, o processo de purificacdo do anticorpo

nao foi eficiente e portanto ndo podemos prosseguir com as analises posteriores.

7. CONCLUSAO

Mediante os resultados expostos, MrSPI2 possui similaridade de sequéncia com

outros inibidores de Basidiomicetos , € uma proteina termoinstavel e inibe a tripsina

suina. Devido a interacao in silico com a subtilase SBT1 do cacaueiro, MrSPI2 pode

estar relacionado a mecanismos de ataque, atuando como fator de viruléncia de M.
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roreri, e possivelmente é secretado para inibicdo de proteases exdgenas relacionadas
a defesa em T. cacao. Assim, este pode ser considerado como alvo para o
desenvolvimento de estrategias de controle da monilia e auxiliar no entendimento do

mecanismo de ataque de M. roreri contra o cacaueiro.

8. PERSPECTIVAS

Os resultados sobre o potencial de captura de possiveis serino-proteases e de
outras subtilases imobilizadas na resina ainda serdo obtidos apds identificadas por
espectrometria de massas.

Anticorpos policlonais contra a proteina recombinante, que foram produzidos
em camundongos, serdo utilizados para analisar a presenca de um inibidor homélogo
a proteina MrSPI2 nos micélios de M. perniciosa para que seja sugerido o estagio de

desenvolvimento do fungo que a proteina é expressa.
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