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RESUMO

O silenciamento por RNA é um mecanismo conservado de resposta a moléculas de
RNA dupla fita (dSRNA) presente em todos eucariontes, que desempenha papéis
fundamentais na regulacdo da expressdo génica, na resisténcia a virus e no controle da
transposicdo de elementos moveis. Sabe-se que proteinas de diferentes origens, viral ou
enddgena, sdo capazes de suprimir o silenciamento por RNA, mas o mecanismo de a¢édo
da maioria delas ndo € totalmente compreendido. Um desses supostos supressores
enddgenos é uma proteina do tipo calmodulina denominada rgs-CaM (regulator of gene
silencing CaM) que foi identificada em plantas de tabaco. Calmodulinas sdo proteinas
que desempenham papéis importantes na sinalizacdo mediada por calcio em células
eucaridticas e regulam a atividade de indmeras proteinas com diversas funcgdes
celulares. Recentemente, porém, foi demonstrado que a rgs-CaM estad envolvida na
resposta de contra-defesa da planta aos supressores virais. Deste modo, os dados
disponiveis na literatura sobre a funcdo da rgs-CaM permanecem contraditorios.
Pensando nisso, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar funcionalmente a
proteina rgs-CaM de tabaco. Para tal, diferentes abordagens foram utilizadas: estudo de
interacdo com a proteina viral HC-Pro, localizacdo subcelular desta interacgéo,
identificacdo de proteinas enddgenas que interagem com a rgs-CaM, e andlise funcional
de plantas de tabaco transgénicas com superexpressao ou silenciadas para o gene que
codifica a rgs-CaM. Andlises estruturais da rgs-CaM expressa em Escherichia coli e
analises in silico revelam uma proteina rica em hélices alfa, dotada de dois dominios
globulares ligados por uma longa hélice a, e apresentando apenas 3 sitios de ligagdo
para o ion célcio. A presenca desse ion ocasiona mudanga na estrutura secundaria da
proteina. Deste modo, o fluxo e a ligagdo de ca** pela rgs-CaM parece ser um ponto
chave no mecanismo de acdo desta proteina durante a interacdo com os virus. Os
resultados de interacdo in vivo empregando BiFC ndo evidenciaram uma interacdo entre
a rgs-CaM e a proteina viral HC-Pro nas condicdes testadas, sugerindo uma provavel
degradacéo das proteinas interagentes como ja descrito na literatura. Adicionalmente foi
empreendida a busca por proteinas de tabaco, com e sem infec¢do viral, capazes de
interagir com a rgs-CaM. Para tal, ensaios de interacdo in vitro (pulldown) foram
realizados empregando a proteina rgs-CaM recombinante e, neste caso, duas proteinas

interagentes puderam ser evidenciadas. Em paralelo, foram obtidas linhagens
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transgénicas de tabaco para trés construgdes, sendo duas para silenciamento e uma para
superexpressdo da rgs-CaM. A efetividade dos transgénicos foi verificada por ensaios
de RT-PCR semiquantitativo que confirmaram a auséncia ou incremento dos transcritos
correspondentes ao transgene inserido. As plantas positivas foram entdo inoculadas com
0 virus PepYMV e a cinética de acumulacdo viral foi analisada por ELISA indireto. De
maneira geral, um incremento no acimulo viral ao longo do periodo de avaliacéo (7, 14
e 21 dias pos-inoculacdo) foi observado, excecdo feita ao tempo de 7 dpi onde um

menor acumulo viral foi observado nas plantas com superexpresséo da rgs-CaM.

Palavras-chave: Supressdo de silenciamento por RNA, rgs-CaM, imunidade inata em

plantas, expressao proteica.
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ABSTRACT

RNA silencing is a conserved mechanism activated by double-stranded RNA molecules
(dsRNA) that is present in eukaryotes. It plays basic roles in the regulation of gene
expression and in host resistance to viruses and transposons. It is known that proteins of
different origins, viral or endogenous, are able to suppress RNA silencing, but the
mechanism of action of most of them are not fully understood. One of these endogenous
suppressor is a protein called rgs-CaM (regulator of gene silencing CaM), which is a
calmodulin-like protein (CaM) identified in tobacco plants. Calmodulins are proteins
that play important roles in calcium signaling in eukaryotic cells and able to regulate the
activity of numerous proteins with diverse cellular functions. Recently, however, rgs-
CaM was shown to be a protein involved in the plant response to counterattack viral
suppressors. Thus the data available in the literature about rgs-CaM function still
contradictory. Taking these into consideration, the objective of this work was to
functionally characterize the tobacco rgs-CaM. For such, different approaches were
used: study of its interaction with the viral HC-Pro protein, the subcellular localization
of this interaction, identification of endogenous proteins that interact with rgs-CaM and
functional analysis of transgenic tobacco plants overexpressing or silenced for rgs-CaM.
Structural analysis of the rgs-CaM expressed in Escherichia and in silico analysis
revealed a protein rich in alpha helix, possessing two globular domains connected by a
long alpha helix, and three binding sites for calcium. The presence of calcium led to a
change in rgs-CaM secondary structure, suggesting that the flux and binding of ca** by
rgs-CaM may be a key point for its funtion during virus-plant interaction. The results of
in vivo interaction employing BiFC showed no interaction between rgs-CaM and HC-
Pro in the tested conditions, suggesting a possible degradation of the interacting proteins
as described in the literature. Additionally the search for tobacco proteins capable of
interacting with rgs-CaM was undertaken. For such, in vitro interaction assays
(pulldown) were performed using the recombinant rgs-CaM, and in this case, two
interacting proteins could be detected. In parallel, we obtained tobacco transgenic lines
for three constructs, two for silencing and one for overexpression the rgs-CaM.
Transgene expression was verified by semiquantitative RT-PCR assays, which

confirmed the absence or increase of the transcripts corresponding to the inserted
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transgene. Transgenic plants were then inoculated with PepYMV and kinetics of viral
accumulation was analyzed by ELISA. Overall, an increase in viral accumulation
throughout the evaluation period (7, 14 and 21 days post-inoculation) was observed,
with the exception of the plants overexpressing rgs-CaM at 7 dpi, which showed, when

compared to the other plants investigated, lower levels of virus acumulation.

Keywords: RNA silencing suppression, rgs-CaM, plant innate immunity, protein

expression.
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I. INTRODUCAO

1.1 Silenciamento por RNA

O termo “silenciamento por RNA” refere-se a um mecanismo de regulacdo da
expressao génica em nivel transcricional e pds-transcricional, altamente conservado em
eucariontes, que consiste na degradacdo sequéncia-especifica de genes homologos em
resposta a moléculas de RNA de fita dupla (dSRNA) (Sarmiento et al., 2006; Ding &
Voinnet, 2007; Nowotny & Yang, 2009; Padmanabhan et al., 2009). Descoberto em
diferentes organismos modelo, este fendmeno recebeu diferentes denominagdes
dependendo do organismo onde foi encontrado: PTGS (post transcriptional gene
silencing) em plantas; “quelling” em fungos, e RNAi (RNA interference) em animais e
eucariontes inferiores. Entretanto, todos esses fendmenos passaram a ser chamados
simplesmente de silenciamento por RNA (Kooter et al., 1999; Li & Ding, 2001; Matzke
et al., 2001; Vaucheret et al., 2001; Waterhouse et al., 2001; Hannon, 2002; Plasterk,
2002; Volpe et al., 2002; Tang et al., 2003). O silenciamento por RNA desempenha
papeis fundamentais em diferentes processos bioldgicos essenciais como, por exemplo:
resisténcia a virus, controle da transposicdo de elementos moveis, regulacdo da
expressao génica, formacdo de heterocromatina e silenciamento do centrémero
(Hannon, 2002; Provost et al., 2002; Dawe, 2003; Matzke & Matzke, 2003; Ding &
Voinnet, 2007; Ruiz-Ferrer & Voinnet, 2009).

De forma geral, esse sistema é um mecanismo de resposta contra virus (Ding &
Voinnet, 2007). A ativacdo dos mecanismos de resposta antiviral nestas células como
resultado da presenca de moléculas de dsRNA deve-se ao fato de tais moléculas serem,

em sua maioria, de origem viral. Virus RNA de plantas podem possuir material genético
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constituido por dsRNA ou apresenta-la como intermediario no processo de replicacdo
viral (Tadamura et al., 2012). A molécula de dsSRNA é processada por uma RNAse do
tipo Il denominada de Dicer, clivando o dsRNA viral em pequenos RNAs de
interferéncia (SiRNASs), estes por conseguinte, silenciam a expressao do RNA viral
(Miyoshi et al.; Lee et al., 2004; Mlotshwa et al., 2008). Entretanto, cada vez mais €
relatado na literatura a presenca de RNAs de fita dupla endégenos em eucariontes,
conhecidos como microRNAs (miRNASs), que ativam o silenciamento e atuam na
regulacdo de diversos genes enddgenos (Kumar & Carmichael, 1998; Waterhouse €t al.,
2001; Hannon, 2002). Os miRNAs, distinguem-se dos siRNAs pela sua biogénese,
muito embora também regulem negativamente mRNAs alvos e compartilhem a via de
silenciamento génico (Bartel, 2004). Os siRNAs sdo processsados a partir de dsRNAs,
enquanto os MiRNAs sdo processados a partir de transcritos enddgenos que ndo

codificam proteinas e possuem como alvo mMRNASs endbgenos.

1.2 Resposta evolutiva dos virus ao Silenciamento por RNA

Apesar das plantas e demais eucariontes apresentarem o silenciamento por RNA
como mecanismo de defesa contra os virus, estes ainda se mostram capazes de evita-lo
ou até suprimi-lo. Evidéncias de que 0s virus seriam capazes de suprimir essa
resisténcia surgiram pelo estudo das interacdes de sinergismo viral entre 0s membros do
género Potyvirus e outros virus nao filogeneticamente relacionados. Constatou-se que a
proteina HC-Pro (codificada pelo genoma dos Potyvirus) era responsavel pelo
sinergismo viral, e que este por sua vez, resultaria provavelmente da supressdo do
mecanismo de defesa do hospedeiro contra o ataque viral (Pruss et al., 1997). Estudos

posteriores mostraram que a HC-Pro (helper component proteinase) era efetivamente
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capaz de suprimir o silenciamento por RNA, fato este que forneceu mais uma
comprovacao da ligacdo entre o referido fenbmeno e 0 mecanismo natural de defesa da
planta contra virus (Anandalakshmi et al., 1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau &
Carrington, 1998). Simultaneamente, estudos com a proteina 2b de Cucumovirus
demonstraram que esta também era capaz de suprimir o silenciamento mediado por
RNA (Brigneti et al., 1998). Em 1999, Voinnet e colaboradores demonstraram de forma
definitiva que a supressao do silenciamento por RNA é uma estratégia anti-defesa
comumente utilizada pelos virus vegetais com genoma composto por moléculas de
DNA ou RNA, como Geminivirus (por meio da proteina AC2), Sobemovirus (através da
proteina P1), Tombusvirus (pelo intermédio da proteina 19K) e outros (Comovirus,
Tobamovirus e Tobravirus).

Cabe ressaltar que, do ponto de vista evolutivo, a pressao de selecdo promovida
pelo silenciamento antiviral forgou diversos virus a desenvolver supressores de
silenciamento independentes capazes de atuar em diversas etapas do silenciamento por
RNA para suprimir o mecanismo antiviral. De maneira geral, a principal estratégia
utilizada pelos virus para contra-atacar o mecanismo de defesa do hospedeiro baseia-se
no sequestro das moléculas de dsRNA pelos supressores virais (Csorba et al., 2009)
evitando assim o carregamento das mesmas na maquinaria antiviral (Tadamura et al.,

2012) .

1.2.1 A proteina viral HC-Pro

A proteina HC-Pro (Helper Component-Proteinase) € produzida por virus
vegetais do género Potyvirus, da familia Potyviridae, que constitui 0 mais importante

grupo de virus fitopatogénicos (Riechmann et al., 1992). O genoma destes virus é
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composto por uma molécula de RNA fita simples de polaridade positiva. A familia
Potyviridae, além do género Potyvirus, apresenta mais cinco géneros: Rymovirus,
Bymovirus, Macluravirus, Ipomovirus e Tritimorivus (Berger et al., 1997).
Coletivamente, os membros dessa familia causam perdas superiores as causadas por
todos os outros virus de plantas em conjunto.

Uma proteina HC-Pro tipica tem cerca de 460 aminoacidos, apresenta peso
molecular de aproximadamente 52 kDa e pl tedrico de 8,28. Apesar de se tratar de uma
proteina relativamente pequena, ela acumula um nimero surpreendentemente grande de
funcgdes, sendo assim, a proteina que possui 0 maior nimero de fungdes descritas dentre
aquelas produzidas pelos potyvirus (Maia et al., 1996). A HC-Pro desempenha diversos
papéis durante o ciclo de infec¢do viral: atua como proteinase (em cis); participa da
transmissdo por afideos; atua como auxiliar da replicacdo viral e dos movimentos
célula-a-célula e a longa distancia. Adicionalmente é dotada de capacidade supressora
determinando a inibicdo do sistema de defesa baseado no silenciamento por RNA
(Carrington et al., 1989; Cronin et al., 1995; Kasschau & Carrington, 1995; Vance et
al., 1995; Maia et al., 1996; Pruss et al., 1997; Rojas et al., 1997; Shi et al., 1997;

Urcuqui-Inchima et al., 2000).

1.3 Supressores enddgenos de silenciamento por RNA

Além dos inumeros supressores de silenciamento génico de origem viral,
supressores de silenciamento enddgenos também foram relatados em eucariontes. A
supressdo de silenciamento de origem enddgena controla negativamente a presenca de
siRNAs e miRNAs, atuando de diversos modos. A geracao e o controle dos siRNAs e

mMiRNAS sdo processos essenciais para o desenvolvimento normal de plantas e animais
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(Carrington & Ambros, 2003; Mallory & Vaucheret, 2006; Ramachandran & Chen,

2008).

O primeiro destes supressores foi identificado em Nicotiana tabacum e foi
chamado rgs-CaM (regulator of gene silencing CaM) (Anandalakshmi et al., 2000).
Quando expressa em niveis elevados em Nicotiana benthamiana, a rgs-CaM suprime o
silenciamento génico induzido pelo virus X de batata (PVX) (Anandalakshmi et al.,
2000). O seu mecanismo de acdo, porém, é ainda totalmente desconhecido. Uma
proteina inibidora da atividade da RNaseL de Arabidopsis (denominada RLI2) também
apresenta atividade supressora de silenciamento quando expressa em niveis elevados em

plantas transgénicas de N. benthamiana (Sarmiento et al., 2006).

Outro supressor enddgeno descrito, a exoribonuclease XRN4 de Arabidopsis
thaliana, suprime o silenciamento promovendo a degradacdo das moléculas de mRNA
desprovidas de estrutura CAP (decapeados), que constituem possiveis moldes para uma
RNA polimerase dependente de RNA (RdRPs) envolvida na via de silenciamento
(Gazzani et al., 2004). Essas moléculas aberrantes representam ativadores importantes
do silenciamento, servindo como molde para a producé@o de novos dsRNAs pela acao da
RdRP. Os autores observaram que mutagdes no gene xrn4 promovem o silenciamento
dependente da atividade RARP (Gazzani et al., 2004), e conduzem a uma super
acumulacao de produtos de clivagem de miRNAs (Souret et al., 2004). Posteriormente,
Gy e colaboradores (2007) identificaram mais trés proteinas supressoras em
Arabidopsis thaliana, as exoribonucleases XRN2, XRN3 e FRY1, complementando
assim o conhecimento existente da via de supressdao de silenciamento envolvendo
XRN4. Enquanto XRN4 ¢ citoplasmatica, XRN2 e XRN3 sdo proteinas nucleares
(Kastenmayer & Green, 2000). As exoribonucleases XRN2 e XRN3 contribuem para a

supressdo do silenciamento por RNA através da degradacdo dos pré-miRNAsS presentes
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no nucleo, enquanto que as XRN4 atuam exclusivamente no citoplasma promovendo a
degradacdo de moléculas aberrantes de RNA (Gazzani et al., 2004; Souret et al., 2004;
Gy et al., 2007). Ja a Fryl atua como um modulador fino das atividades de XRN2,
XRN3 e XRN4, proteinas responsaveis pela supressao do silenciamento (Gy et al.,
2007).

Curiosamente, observou-se que uma exonuclease conservada em Caenorhabditis
elegans e Schizosaccharomyces pombe, denominada Eri-1, degrada especificamente
siRNAs sendo capaz de reduzir a eficiéncia do silenciamento por RNA in vivo
(Kennedy et al., 2004; lida et al., 2006). Adicionalmente, uma familia de
exoribonucleases conhecidas como SMALL RNA DEGRADING NUCLEASE (SDN),
degradam moléculas de miRNA maduras em Arabidopsis, atuando especificamente em

miRNAs de fita simples (Ramachandran & Chen, 2008).

1.4 As Calmodulinas

Segundo a classificagdo do SCOP (Structural Classification of Protein), as
calmodulinas (CaMs) sdo proteinas que possuem dominios calmodulin-like que sédo
capazes de realizar ligagdes com Ca®* por meio de uma estrutura hélice-giro-hélice
conhecida como EF-hand (Kretsinger, 1987). A estrutura tipica de uma CaM ¢é
composta por dois dominios globulares ligados por uma longa hélice alfa flexivel
(Figura 1a). Cada dominio globular contém um par de EF-hand (Bouche et al., 2005).
Entretanto, algumas proteinas relacionadas as CaMs podem apresentar um ndmero
variavel de EF-hands, girando entre 2 a 6 (McCormack et al., 2003; Ranty et al., 2006).

As CaMs sdo reconhecidas como os mais importantes sensores celulares de Ca**, sendo
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orquestradores de diversos eventos regulatorios, os quais sdo efetivados pela sua
capacidade de interacdo com um grupo grande e diverso de proteinas celulares (De
Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 2005; Huang & Liu, 2007). As
calmodulinas ndo apresentam em si atividade enzimatica. Elas sdo ativadas por ions
Ca®* que promovem modificacdes alostéricas (Figura 1b), o que as tornam aptas a se
ligar com sua(s) proteina(s) alvo (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al., 2005;

Huang & Liu, 2007).

apo-CaM Ca?t/CaM

Figura 1. Representacdo da estrutura tercidria de uma CaM e modificacBes
alostéricas ativadas por fons Ca**. CaM esta em azul e os fons Ca** estdo em verde.
Dados estruturais retirados do Banco de Dados de Proteina, codigo de acesso: a) apo-
CaM (1CFD), b) Ca** / CaM (3CLN). A estrutura cristalografica foi determinada por

difracdo de raios-x. Adaptado de Bouche e colaboradores (2005).
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Geralmente, as CaMs sdo encontradas no citosol, no entanto, podem ser
encontradas no nucleo (Van Der Luit et al., 1999), no peroxissomo (Yang & Poovaiah,
2002) e na matriz extracelular (Ma et al., 1999). A necessidade de ocupar multiplos
locais subcelulares é compreensivel, pois as proteinas alvo das CaMs estéo distribuidas
em diferentes compartimentos celulares. Assim, um grande ndmero de proteinas
celulares, das mais variadas funcdes e localizacGes, ja foram identificadas como alvo
das CaMs. Alguns exemplos incluem proteinas kinases, canais de Ca®*, canais de K",
proteinas F-box, proteinas com dominios de ligacdo a RNA, glutamato decarboxylase
(GAD), e outras proteinas de funcdo ainda ndo conhecida (Bouche et al., 2005; Popescu
et al., 2007). Algumas dessas interacdes ja foram caracterizadas a nivel estrutural, e o
que se observa é que as calmodulinas agem de formas muito diversas como: (a)
liberacdo de autoinibicdo, (b) remodelacdo ativa de sitio ativo, (c) promocdo de
dimerizagdo, (d) estabilizacdo de complexos multiméricos, (e) inativacdo por ligacdo a

sitio de ligante (Bouche et al., 2005).

1.5 A proteina rgs-CaM

A rgs-CaM (regulator of gene silencing CaM), € uma proteina do tipo
Calmodulina (CaM) que foi identificada em plantas de Nicotiana tabacum atuando
como supressora de silenciamento por RNA (Anandalakshmi et al., 2000). Esta
proteina, capaz de interagir com a HC-Pro, foi evidenciada pelo sistema duplo-hibrido
de levedura (Anandalakshmi et al., 2000). Plantas transgénicas de N. benthamiana
superexpressando a rgs-CaM apresentam alteracGes fenotipicas semelhantes aquelas
observadas em N. benthamiana transgénicas expressando HC-Pro (Anandalakshmi et
al., 2000). A interacdo da rgs-CaM com a proteina viral HC-Pro, e o fato de que sua

expressao pode ser induzida pela HC-Pro, sugerem que a supressdo do silenciamento
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pela HC-Pro possa ser mediada pela rgs-CaM. Embora o mecanismo de atuacdo
envolvido seja ainda desconhecido, acredita-se que ocorra a ativacdo de uma via
enddgena que regularia negativamente o sistema de silenciamento (Figura 2)

(Anandalakshmi et al., 2000).

@@@

viral RNA
'V\M Arms bulld-up (Virus)
O HC-Pro +
':?RNA Ps] P RSS rgs-CaM

03 og
fi"we °7"'m

Cleavage of viral RNA
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Figura 2. Modelo de contra-defesa viral ao silenciamento antiviral do hospedeiro.
A replicagéo viral promove a formacdo de dsRNA que induz o silenciamento antiviral
pela geracdo de siRNAs contra o virus (lado esquerdo da via). Para contra-atacar esta
defesa do hospedeiro, a presenca da proteina viral HC-Pro induziria a expressao da rgs-
CaM e, uma interacdo entre elas, promoveria a supressao do silenciamento
(Anandalakshmi et al., 2000). O modo de agdo seria baseado no sequestro das
moléculas de siRNA e/ou de dsRNA de origem viral que induzem o silenciamento (lado
direito da via). Desta maneira, o virus teria condi¢Ges de se replicar no hospedeiro. RSS

— RNA silencing suppressor. Adaptado de Nakahara e colaboradores (2012).
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Recentemente, porém, Nakahara e colaboradores (2012) relataram que a rgs-
CaM ¢ uma proteina envolvida na resposta de contra-defesa da planta aos supressores
virais. Para tal, a rgs-CaM sequestraria e degradaria 0s supressores virais via autofagia
com o auto-sacrificio, resultando em uma defesa, via silenciamento por RNA, mais
potente contra a infeccdo viral (Figura 3). Além disso, a invasdo viral de plantas
geralmente é acompanhada por ferimento que induz a expressao da rgs-CaM como
preparo do mecanismo antiviral do hospedeiro no estagio inicial da infecgdo (Tadamura
etal., 2012).

@ Arms bulld-up (Plant)

viral RNA \
'\’W\'
Qe O Q
¥ Sequestration
% of viral RSS
Pod  mescam
v [Secondary PAMPs]
Degnd
v via autophagy
AGO B
Reinforcement of RNAI B A

Figura 3. Modelo de resposta do hospedeiro contra os supressores virais. A proteina
rgs-CaM, expressa pelo hospedeiro, possui afinidade pelas cargas positivas presentes
nos dominios de ligacdo a SIRNA/dsRNA dos supressores virais (RSS). Deste modo, a
rgs-CaM impediria a ligacdo dos supressores virais aos sSiRNA/dSRNA necessaria a
supressdo. Ao interagir com 0s supressores, a rgs-CaM € capaz de sequestra-los e
promover a degradacdo dos mesmos via autofagia. Como resultado, a via silenciamento
por RNA permanece ativa e efetiva contra a infeccdo viral (Nakahara et al., 2012).
Adaptado de Nakahara e colaboradores (2012).
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A rgs-CaM tem 190 aminoacidos, massa molecular de aproximadamente 21
kDa, um pl tedrico de 4,74, e possui 3 dominios EF-hands (aminoacidos: 58-80, 94-116
e 167-190) (Anandalakshmi et al., 2000). A regido N-terminal de 50 aminoacidos ¢é rica
em residuos basicos, e apresenta caracteristicas tipicas de uma regido alvo de outras
calmodulinas (Anandalakshmi et al., 2000), o que indica a existéncia de uma possivel
auto-regulacao.

A proteina rgs-CaM desperta uma ampla gama de interesse, pois é uma proteina
endogena identificada em tabaco diretamente relacionada no processo de interagdo virus
planta durante o processo de infeccdo viral (Anandalakshmi et al., 2000; Nakahara et
al., 2012; Tadamura et al., 2012), porem o0s dados disponiveis na literatura ainda sdo
contraditérios. Além disso, essa proteina pertence a classe das calmodulinas que
participam de diversas vias metabdlicas (De Koninck & Schulman, 1998; Bouche et al.,
2005; Huang & Liu, 2007). Apesar disso, até hoje pouco se fez para determinar suas
atividades bioquimicas, e o0s ensaios visando desvendar o seu mecanismo de ac¢do séo
insipientes. Desse modo, todo trabalho relacionado & descoberta de possiveis fungbes e
caracteristicas da rgs-CaM é de extrema importancia para entender as diversas vias em

gue esta proteina possa estar envolvida.



23

Il. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho é caracterizar funcionalmente a proteina rgs-CaM
de tabaco e investigar a sua interacdo com a proteina HC-Pro.

Os objetivos especificos sao:

1. Realizar a expressdo heter6loga das proteinas rgs-CaM e HC-Pro em
Escherichia coli, para purificacdo em larga escala e realizacdo de testes de interacdo
entre ambas.

2. ldentificar proteinas de tabaco (Nicotiana tabacum), com e sem infeccao viral,
capazes de interagir com a rgs-CaM.

3. Realizar testes de interacdo in vivo e de localizacdo subcelular da interagao
rgs-CaM e HC-Pro.

4. Realizar o silenciamento da expressdo da rgs-CaM em tabaco empregando a

técnica de RNAI.
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I1l. MATERIAL E METODOS

I11.1 Origem das proteinas rgs-CaM e HC-Pro

Para obtencdo da proteina HC-Pro recombinante foi empregado um cDNA que
codifica a HC-Pro do Potato virus Y (PVY) que se encontrava clonado no vetor pMal-
c2E (Maia & Bernardi, 1996). Esse vetor ja se encontrava inserido em uma cepa BL-21
DE3 Rosetta de Escherichia coli apropriada para expressdo. Para expressar a proteina
recombinante foi utilizado protocolo que ja se encontrava estabelecido no laboratério
(Maia & Bernardi, 1996). Nesse caso, a proteina expressa foi fusionada a “Maltose
Binding Protein” (MBP), gerando a fusdo MBP:HC-Pro, estratégia que aumenta a
estabilidade da proteina expressa e possibilita os ensaios de interacdo in vitro.

No caso da rgs-CaM de tabaco, um cDNA clonado no vetor pMal-c2E também
se encontrava disponivel no laboratério (Makiyama, 2009). Este cDNA foi amplificado
por PCR usando-se oligonucleotideos especificos acrescidos de sitios de restricdo
apropriados (Ndel e Xhol ou EcoRlI e Xhol) para subclonagem nos vetores de expresséo
pET-28a e pET-15b (Novagen) ou no vetor pGEX-5X-1. A proteina rgs-CaM expressa
pelos vetores pET-28a e pET-15b (denominada rgs-CaM:His) foi fusionada a uma
cauda de residuos de histidina (6xHis), e a proteina expressa no vetor pGEX-5X-1
(denominado de GST:rgs-CaM) foi fusionada a porcdo C-terminal da proteina

Glutathione S-transferase (GST).

111.1.1 Inducdo da expressdo da rgs-CaM em Escherichia coli
Os plasmideos pET-28a, pET-15b e pGEX-5X-1 carregando a regido

codificadora da proteina rgs-CaM foram introduzidos nas cepas BL-21 (DE3), BL-21
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DE3 pLysS, BL-21 DE3 Rosetta e pRIL codon plus de E. coli visando a sua expressao.
Cada colbnia transformada foi inoculada em 2 ml de meio LB (Luria-Bertani;
composigdo: NaCl, triptona e extrato de levedura) contendo 100 pg/ml de canamicina e
50 pg/ml de cloranfenicol para as bactérias transformadas com pET-28a e pET15b, ou
100 pg/ml de ampicilina e 50 pg/ml de cloranfenicol para as bactérias transformadas
com pGEX-5X-1. As bactérias foram entdo incubadas a temperatura de 37°C por 12
horas sob agitacdo de 200 rpm. Logo ap0s, uma aliquota de 200 pl dessa pré-cultura foi
adicionada a 10 ml de meio LB contendo os antibioticos citados, e crescida até alcangar
a absorbancia (600 nm) de ~0.7. Ao atingir a absorbancia desejada, a uma parte do
inoculo foi adicionado 1 mM de IPTG (isopropyl-3-D-thiogalactopyranoside) para
inducdo da expressdo, sendo que a outra parte, & qual ndo foi adicionado IPTG no
inoculo (ndo induzidas), foi usada como controle. Ambas foram incubadas a 28°C por 4
horas. As células foram coletadas por centrifugacido e ressuspendidas em 100 pl de
tampao de lise (62,5 mM Tris, 2% SDS, 10% glicerol e 5% B-mercaptoetanol). A lise
das células nas amostras controle e induzida foi completada por aquecimento a uma
temperatura de 95°C por 5 minutos, processo este também necessario para desnaturagao
das proteinas presentes no meio. Os resultados das inducdes foram observados em gel
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrilamide Gel Electrophoresis) 12%. Os

clones positivos foram estocados em glicerol e armazenados no freezer —80°C.

111.1.2 Testes de solubilidade da proteina recombinante

Para os ensaios de solubilidade da proteina de fusdo GST:rgs-CaM, 10 ml de
cultura bacteriana induzida foram centrifugados a 3.500 x g por 10 minutos. Em

seguida, as bactérias foram ressuspendidas em tampdes de diferentes composicdes: 20
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mM ou 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, alterando a concentracdo de NaCl ou KCI para cada
tampdo (100 mM ou 300 mM). Em alguns desses tampdes foram adicionados ainda
Tween 0,25%, MgCl, 20 mM e EDTA 1 mM. Em todos os tampdes foram adicionados
Lisozima (1 mg/ml), para lise bacteriana, e inibidores de protease (TECEP 1 mM,
PMSF 1 mM, Aproptinina 1 pg/ml, Pepstatina 1 pg/ml, Leupeptina 1 pg/ml), RNase A
(1 ng/ml) e DNase | (10 u/ml). Apds serem ressuspendidas, as amostras permaneceram
no gelo por 1 hora, sendo posteriormente centrifugadas a 16.000 x g por 30 minutos a
4°C. No fim do processo foram coletados o sobrenadante (fracdo sollvel) e o
precipitado (fragdo insoluvel), sendo os mesmos analisados em gel SDS-PAGE 12%,

para verificar se a proteina estava na fracéo soluvel.

I11.2 Preparo das proteinas de fusdo para os ensaios in vitro de interagao

111.2.1 Inducdo em larga escala das proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e
MBP:HC-Pro

Para os ensaios de interacéo as proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e MBP:HC-Pro
foram expressas em larga escala. Para tal, os clones previamente selecionados por
produzirem as proteinas de interesse foram inoculados em 10 ml de meio LB contendo
100 pg/ml de ampicilina e 50 pg/ml de cloranfenicol, e em seguida incubados por 12
horas a 37°C sob agitacdo constante de 200 rpm. Em seguida, 10 ml desse pré-inoculo
foram transferidos para 1 L de meio LB contendo os agentes de selecdo, e incubados até
alcancar uma absorbancia (600 nm) de ~0.7 (crescimento de ~3 horas). A inducdo da
expressdo foi realizada conforme descrito anteriormente. Apo6s 4 horas de inducdo, as

células foram coletadas por centrifugacdo e ressuspensas em 50 ml de tampéo
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selecionado de acordo com teste de solubilidade descrito acima. Para a proteina de fusédo
rgs-CaM:GST foi utilizado o tampdo contendo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 MM NacCl
e para a proteina de fusdo MBP:HC-Pro foi utilizado o tampédo contendo 20 mM Tris-
HCI pH 8,0, 100 mM KCI, 20 mM MgCl,. Ambos os tampdes continham Lysozima (1
mg/ml), EDTA (1 mM) e inibidores de protease, além de RNase A (1 png/ml) e DNase |
(10 u/ml). As amostras foram incubadas por 1 hora no gelo, e em seguida centrifugadas
a 16.000 x g por 30min a 4°C. A fracdo correspondendo ao sobrenadante foi coletada
para os ensaios de interacdo. No caso da proteina de fusdo MBP:HC-Pro, antes da
realizacdo dos ensaios de interacdo, esta foi submetida a purificacdo por cromatografia

de afinidade afim de eliminar o maximo do extrato protéico bruto (item 111.2.2).

I11.2.2 Purificagdo da proteina de fusdo MBP:HC-Pro pelo método de
cromatografia de afinidade usando resina de amilose

Apos a lise das células induzidas e centrifugacdo do extrato total, a proteina
MBP:HC-Pro recombinante foi submetida a cromatografia de afinidade realizada em
condi¢Bes ndo desnaturantes em coluna cromatografica de afinidade contendo amilose
(New England), acoplada a um equipamento HPLC (High-Pressure Liquid
Chromatography) modelo AKTA Purifier 900 (GE Helthcare), seguindo as instrucoes
descritas pelo fabricante. Para a purificacdo foram utilizados aproximadamente 50 ml de
sobrenadante da fracdo sollvel do extrato total de células. A coluna foi montada
manualmente retirando o alcool presente na resina e equilibrando-a com tampéao A (20
mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM KCI e 20 mM MgCl,). Logo apos o preparo da coluna, a

solucdo contendo a proteina de interesse foi injetada com fluxo 1 ml/min. Em seguida a
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coluna foi lavada com tampao A com um volume correspondente a 5 vezes o volume de
resina. Finalizada essa etapa, as proteinas foram eluidas com tampdo B (20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 100 mM KCI, 20 mM MgCl, e 10 mM Maltose) e fracionadas em volumes
de 1 ml. Logo apéds a purificacdo, as fracbes contendo a proteina recombinante foram

analisadas em GEL-SDS-PAGE 12%.

I11.3 Ensaios in vitro de interacdo entre as proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e a
MBP:HC-Pro

No presente estudo a interacdo foi investigada in vitro utilizando a técnica de
pull down (Einarson et al., 2007). Para tal, a proteina de fusdo GST:rgs-CaM, ou a
proteina controle GST, foi inicialmente fixada em 100 pl de resina de Glutathione
Sepharose (GE), adicionando um 1 ml do extrato protéico bruto solubilizado contendo a
proteina GST:rgs-CaM (ou GST). Posteriormente, a amostra contendo a proteina de
fusdo MBP:HC-Pro, ou a proteina controle MBP, foi adicionada a resina contendo a
proteina de fusdo GST:rgs-CaM imobilizada (ou GST), seguida de um periodo de
incubac&o por 4 horas a 4°C sob agitacdo suave e constante. Para os testes de pull down
usando as proteinas MBP:HC-Pro ou MBP, previamente purificadas, foram utilizados
aproximadamente 250 pg de proteina. Apoés incubacdo, a resina foi lavada com tampéo
A (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM KCI e 20 mM MgCl;) com um volume
correspondente a 50 vezes o volume de resina empregado para a retirada do material
ndo ligado. Em seguida, as proteinas remanescentes na matriz sélida foram analisadas
em gel SDS-PAGE 12% e por Western blot utilizando anticorpos contra as proteinas

MBP ou GST (Item 111.3.1).
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111.3.1 Procedimento para o Western blot

Apo6s o fracionamento das proteinas em gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE), as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. A
membrana foi bloqueada usando TTBS (25 mM Tris-HCI, pH 7,4, 350 mM NaCl)
contendo 0,05% de Tween e 5% de leite em pd) e incubacdo por 1 hora. Logo apo6s, a
membrana foi lavada 3 vezes por 5 minutos em tampao TTBS contendo 0,25% Tween.
A membrana foi entdo transferida para tampdo TTBS contendo 3% de leite em pd,
0,05% de Tween e o anticorpo monoclonal anti-GST (Sigma), ou anti-MBP (Sigma), ou
ainda uma combinacdo dos dois anticorpos, diluidos em concentracdes apropriadas
(anti-MBP 0,01ug/ml e anti-GST 1:10000). Apo6s incubacdo por 2 horas, 0 processo de
lavagem foi repetido como descrito anteriormente, e a membrana incubada por 1 hora
com tampdo TTBS contendo 3% de leite em pd, 0,05% de Tween e 0 anticorpo
secundario anti-camundongo conjugado a Peroxidase (Sigma), na diluicdo de 1:10.000.
A membrana foi submetida ao processo de lavagem e relevada utilizando o kit ECL
Western blotting Analysis System (GE), seguindo as instrucdes do fabricante.

I11.4 Teste de indugdo da proteina rgs-CaM fusionada a cauda de histidinas (rgs-
CaM:His)

I11.4.1 Mudanca da cauda de histidinas da regido N-terminal para regido C-
terminal da proteina rgs-CaM.

Uma nova construcédo foi elaborada na tentativa de expressar a proteina rgs-CaM
fusionada a cauda de histidinas em bactéria. Para tal foi utilizado o vetor pET-28b
adicionando as histidinas na regido C-terminal da rgs-CaM. Apds a confirmacao, por

digestdo e sequenciamento, da insercdo da rgs-CaM no vetor pET-28b, o plasmideo
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recombinante foi introduzido nas cepas BL-21 (DE3), BL-21 DE3 pLysS, BL-21 DE3
Rosetta e pRIL codon plus de E. coli visando a expressao da proteina. A inducdo da

expressao foi realizada conforme descrito no item 111.1.1.

I11.4.2 Teste de solubilidade da proteina de fusdo rgs-CaM:His em condicéo
nao desnaturante

Os ensaios de solubilidade da proteina de fusdo rgs-CaM:His, foram realizados
conforme descrito no item I11.1.2 , alterando apenas os tampdes utilizados: a - Tris-HCI
50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM; b - Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, Tween
0,25%; ¢ - Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM; d - Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl
300 mM; e - Tris-HCI 50 mM pH 7.5, KCI 300mM, MgClI2 20 mM; f - Tris-HCI 50
mM pH 8,0, KCI 300 mM, MgCI2 20 mM; g - Tris-HCI 50 mM pH 7.5, KCI 100mM,
MgCI2 20 mM; h - HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 100 mM; i - HEPES 20 mM pH 8,0,
NaCl 300 mM. Todos os tampdes foram adicionados de Lisozima (1 mg/ml), inibidores
de protease (TECEP 1 mM, PMSF 1 mM, Aproptinina 1 pg/ml, Pepstatina 1 pg/ml,

Leupeptina 1 pg/ml), RNase A (1 pg/ml) e DNase I (10 u/ml).

I11.4.3 Purificacdo da proteina de fusdo rgs-CaM:His em condicdes
desnaturantes

I11.4.3.1 Desnaturacdo da proteina rgs-CaM:His na presenca de uréia e

renaturacao pelo processo de diélise

Os sedimentos de proteinas totais provenientes da expressdo em bactéria foram

ressuspendidos em tampéo de lise (Tris-HCI 50 mM pH7,5, NaCl 50 mM) contendo
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lisozima (1 mg/ml). As amostras foram entdo submetidas a sonicagédo (6X de 30s cada
com intervalos de 30 segundos), e os extratos centrifugados a 13000 rpm durante 15
min a 4°C. Apds a lavagem dos extratos, estes foram ressuspendidos em tampdo glicina
50 mM pH 7,5 adicionado de NaCl 20 mM e as proteinas desnaturadas na presenca de 7
M de uréia (concentracao final). Apds a desnaturacao, a proteina de fusao foi submetida
ao processo de purificacdo (item 111.4.3.3) sendo em seguida dialisada para a remocao

progressiva da uréia visando a sua renaturacao.

I11.4.3.2 Desnaturagdo da proteina rgs-CaM:His na presenca de Sodium
Dodecyl Sulfate (SDS) e renaturacédo utilizando 2-METIL-2,4-PENTANODIOL
(MPD)

O processo de desnaturagéo utilizando SDS seguiu 0s mesmo passos descritos na
desnaturacdo com uréia. Nesse caso, porém, foram testadas 3 concentracGes de SDS
(0,1%, 1% e 2%) na desnaturacdo. Para a renaturacao protéica foi utilizado o 2 M de 2-
metil-2,4-pentanodiol (MPD), sendo as amostras mantidas 24 horas a 4°C sob agitaco,
antecedendo a etapa de purificagdo. No procedimento utilizando SDS 0,1%, o MPD foi

acrescentado desde a etapa inicial de sonicacdo e lavagem dos extratos.

111.4.3.3 Purificacdo da proteina rgs-CaM:His na presenca de uréia ou SDS

por cromatografia de afinidade

As proteinas desnaturadas com uréia ou SDS foram purificadas em coluna
cromatografica de afinidade contendo niquel (Ni-NTA Qiagem), acoplada a um
equipamento HPLC modelo AKTA Purifier 900 (GE Helthcare), seguindo as instrucoes

descritas pelo fabricante. A coluna foi montada manualmente retirando o alcool presente
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na resina e equilibrando-a com tampéao Al (glicina 50 mM pH7,5, NaCl 20 mM, 7 M
Uréia) ou tampdo A2 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM, SDS 0,1%,1% ou 2%,
MPD 2 M), para amostras desnaturadas com uréia ou SDS, respectivamente . Logo ap0s
0 preparo da coluna, a solucdo contendo a proteina de interesse foi injetada com fluxo 1
ml/min. Em seguida a coluna foi lavada com tampé&o usando um volume correspondente
a 5 vezes o volume de resina. Finalizada essa etapa, as proteinas foram eluidas por meio
de gradiente de imidazol em tampao B1 (glicina 50 mM pH7,5, NaCl 20 mM, 7 M
Uréia, 250 mM imidazol) ou tampdo B2 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM,
Imidazol 250 mM) correspondente as amostras com uréia ou SDS, respectivamente, e
fracionadas em volumes de 1 ml. Logo apds a purificacdo, as fracbes contendo a
proteina de fusdo foram analisadas em SDS-PAGE 12% e agrupadas para uma nova
etapa de purificagdo como descrito nos itens I11.4.3.4 (amostras desnaturadas com uréia)

e 111.4.3.5 (amostras desnaturadas com SDS).

111.4.3.4 Purificacdo da proteina rgs-CaM:His através de troca idnica em
HPLC

A amostra da proteina rgs-CaM:His previamente purificada por cromatografia de
afinidade (desnaturada com uréia) foi submetida a troca ibnica utilizando a coluna
Hitrap QFF cati6nico acoplado a HPLC. A coluna foi equilibrada em tampédo Al sendo
a amostra injetada a um fluxo de 0,5 ml/min. A coluna foi entdo lavada com 5 vezes o
volume da coluna. A proteina foi eluida por meio de gradiente linear de NaCl (de 6 a 96
mM) em tampdo B1l. Logo ap6s a purificacdo, as fragdes contendo a proteina

recombinante foram agrupadas e dialisadas durante a noite em tampéo glicina 50 mM
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pH 7,5 adicionado de NaCl 20 mM eliminando assim a uréia visando a renaturacdo

protéica.

I11.4.3.5 Purificacdo da proteina rgs-CaM:His através da cromatografia de

exclusao por tamanho

As fracGes contendo a proteina rgs-CaM:His obtidas por cromatografia de
afinidade, previamente tratadas com SDS 1% e MPD 2M, foram carregadas em coluna
Superdex 75 10/300 GL acoplada a HPLC. A coluna foi previamente equilibrada com
tampéo A3 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0, NaCl 100 mM e MPD 2M), e este mesmo tampao

foi utilizado para eluicdo da amostra em fluxo de 0,5 ml/min em temperatura ambiente.

I11.5 Anélise estrutural da proteina rgs-CaM

I11. 5.1 Analise da estutura secundaria da proteina recombinante rgs-
CaM:His por espectroscopia de Dicroismo Circular.

As medi¢cBes em Dicroismo Circular (CD) foram realizadas empregando
concentragOes de 0,4 mg/ml de proteina recombinante em tampdo glicina 50 mM pH 7,5
adicionado de NaCl 20 mM, ou em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,0 adicionado de
NaCl 100 mM. Em paralelo foram investigados os efeitos da adicdo de 5 mM CaCl; e
de 5 mM de EGTA, respectivamente, sobre a estrutura da proteina. Os espectros de CD
foram monitorados em um espectropolarimetro Jasco (J-815) com resolugdo de 0,5 nm,
velocidade de escaneamento de 100 nm/min e largura de banda de 2 nm. Para tal foram
empregandas cubetas com caminho oOptico de 0,5 mm de comprimento. Um total de 20

acumulages para cada espectro UV entre 200 e 260 nm foi coletado a 20°C. Para
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analise do espectro do CD foram utilizados os softwares: Spectra Manager™ II CD e
Pro program package (Sreerama & Woody, 2000). Os dados de espectros de CD foram
relatados como elipcidade molar residual média ([0]; deg.cm.mol™) onde as variaveis
concentracdo da amostra e do numero aminoacidos sdo normalizadas (Correa & Ramos,

2009). Essa transformacéo é dada pela equacéo:

BX100XM
CXLXn

18] =

onde O estd em graus, M ¢ a massa molecular da proteina em Daltons, C ¢ a
concentracdo da proteina em mg.ml™, n é o niimero de residuos e | é o caminho éptico
em c¢cm (Correa & Ramos, 2009). Para deconvolucdo das curvas de CD foi utilizado o
algoritmo CDSSTR (Sreerama & Woody, 2000) e o set7 de banco de dados de espectros

de CD.

I11.5.2 Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da rgs-CaM com
proteinas apresentando homologia estrutural e modelagem teorica.

Para a construcdo do alinhamento entre a molécula alvo (target) e a molécula
molde (template) foi utilizado o programa on-line HHpred (http://toolkit.Imb.uni-
muenchen.de/hhpred) (Séding et al., 2005), baseado em métodos de threading e
disponibilizado pelo servidor do Max-Planck Institute for Developmental Biology
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) e, posteriormente foi transferido para o
programa Modeller v.9.10 (Marti-Renom et al., 2000) para a construcdo dos modelos

iniciais teoricos.
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111.5.3 Calorimetria de titulacdo isotérmica - Isothermal Titration
Calorimetry (ITC)

Os experimentos foram realizados com um sistema Microcal iTC200 (GE
Healthcare). As solucbes foram deaeradas por 10 minutos antes da realizacdo dos
experimentos. As condi¢Ges padrdes foram 25°C com agitacdo de 1000 rpm, utilizando-
se tampdo 50 mM Tris-HCI (pH 8.0) contendo 100 mM NaCl. Para a titulacéo de Ca*,
foram acondicionados 200 uM de calmodulina a célula de referéncia (200 pL) enquanto
uma solugdo contendo 10 mM Ca®* foi usada para carregar a seringa do ITC e realizar a
titulagdo com 20 inje¢des de 2 pl, com duragdo de 4 segundos, a cada 150 segundos.
As injecdes do titulante (Ca®*) no tampéo correspondente foram usadas para calcular o
calor de diluicdo e mistura das solucgdes. Os valores da constante de afinidade (Kj) e

entalpia (AH) foram usados para calcular a variacdo de energia livre (AG) e entropia

(AS) de ligacdo usando as equagdes abaixo:

AG= —-R.T.InK,
AG= AH —T.AS

em que R é a constante dos gases, T é a temperatura em Kelvin e K, constante de
dissociagdo também obtida (K, = 1/K}),.

Os dados foram analisados atraves dos softwares Nitpic (Keller et al., 2012) e

Sedphat v.10.58d (Houtman et al., 2007).
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111.6 Identificacdo de proteinas virais e do hospedeiro que se associam a proteina
rgs-CaM

111.6.1 Infeccdo viral de Nicotiana tabacum

Plantas selvagens de Nicotiana tabacum SR1 foram mecanicamente inoculadas
com o Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). As inoculacdes foram feitas em tampéo
fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0 com sulfito de sodio 0,01 M. A proporcdo seguida na
preparacdo do inoculo foi de 1:5 (1 g de folha infectada para 5 ml do tampéo). O
inoculo foi friccionado sobre as folhas das plantas previamente pulverizadas com
abrasivo (carbureto de silicio —400 mesh). Para o controle negativo foram utilizadas
plantas de tabaco selvagens tratadas apenas com tampao e abrasivo (controle MOCK).
As plantas inoculadas foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 12
horas (claro/escuro) sob temperatura controlada sendo observadas durante 10 dias. Para
a confirmagdo da infeccdo viral, analises de RT-PCR foram realizadas empregando
primers especificos para amplificacdo de parte da regido codificadora da proteina
capsidial do PepYMV  descritos por Moura (2009) [PepNib (5’

GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3°) e PepUTR (5> AGTAGTACAGGAAAAGCC
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111.6.2 Obtencdo do extrato protéico de Nicotiana tabacum com e sem
infeccéo viral

O extrato total de proteinas de tabaco (infectado ou ndo com o PepYMV) foi
obtido a partir de 3 g de folha. As folhas foram coletadas ao décimo dia apds a

inoculacéo viral e maceradas em presenca de tampdo de extracdo (50 mM Tris-HCI pH
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8,0; 200 mM NaCl; 1 mM DTT; 10% de Glicerol; 0.05% de TritonX-100; 0,1% de
Aproptina 1mg/ml; 0,1% de Pepstatina 1mg/ml; 0,1% de Leupeptina 1mg/ml). Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 16.000 x g por 20 minutos a 4°C, e uma vez
coletado, o sobrenadante foi utilizado nos ensaios de pull down. As folhas de plantas

MOCK foram coletadas e tratadas da mesma maneira.

111.6.3 Ensaios in vitro de interacdo entre a rgs-CaM:His recombinante e
proteinas de Nicotiana tabacum com e sem infecg¢éo viral

Para eliminar as proteinas capazes de se ligar de maneira inespecifica a resina de
cobalto utilizada nos ensaios de pull down, os extratos protéicos totais provenientes
tanto de plantas infectadas pelo virus como de plantas MOCK foram previamente
incubados com a referida resina devidamente equilibrada com o tampao G (50 mM Tris-
HCI pH8,0; 200 mM NaCl; 1 mM DTT; 10% de Glicerol; 0.05% de Triton X-100; 0,1%
de Aproptina 1mg/ml; 0,1% de Pepstatina Img/ml; 0,1% de Leupeptina 1mg/ml). Apds
uma incubacdo de 90 min a 4°C sob leve agitacéo, o sobrenadante foi coletado para ser
entdo utilizado no ensaio de pull down propriamente dito empregando a proteina rgs-
CaM recombinante. Para tal, a proteina recombinante rgs-CaM:His (isca) devidamente
purificada e estruturada (concentracdo de 2,0 mg/ml) foi ligada a resina de cobalto
equilibrada previamente com tampédo A3 (50 mM Tris-HCI pH8,0; 100 mM NaCl; 2 M
MPD), mesmo tamp&o em que a rgs-CaM:His foi purificada através da cromatografia de
exclusdo por tamanho (item 111.4.3.5). Apds um periodo de incubacédo de 90 min a 4°C
sob leve agitacdo, o tampdo foi retirado e a resina lavada com tampéo A3 (30 vezes o
volume da resina). Em seguida foram adicionados a resina, respectivamente, 0s

sobrenadantes resultantes da etapa anterior e correspondentes aos extratos protéicos
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totais obtidos de plantas MOCK ou inoculadas com PepYMV (presa). As amostras
foram entdo incubadas por 2 horas a 4°C sob leve agitacdo. Em seguida o sobrenadante
foi retirado e a resina lavada novamente com tampédo A3 (40 vezes o volume da resina).
A presenca de possiveis proteinas interagentes foi analisada por SDS-PAGE 15%,
sendo 0s geis corados com nitrato de prata utilizando o Bio-Rad Slver Sain Plus kit

conforme recomendacéo do fabricante (Bio-Rad).

111.7 Estudos da interagdo rgs-CaM e HC-Pro empregando BiFC

111.7.1 Clonagem e construgdes utilizadas

A regido codificadora da HC-Pro do Potato virus Y (PVY) e a regido codificadora
da rgs-CaM de N. tabacum foram amplificadas por PCR utilizando a enzima "Pfu
turbo” (Invitrogen), segundo instrugdes do fabricante. Os oligonucleotideos especificos
usados no PCR (Tabela 1) foram adicionados dos nucleotideos CACC necessarios para
a clonagem dos produtos no vetor de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen). Os
produtos da amplificacdo foram purificados em gel usando o kit PCR Clean up
Extraction (Macherey — Nagel) e posteriormente clonados no vetor pENTR/D-TOPO
(Invitrogen), segundo instrucGes do fabricante.

Os vetores de entrada contendo as regides codificadoras da HC-Pro e da rgs-CaM
foram individualmente recombinados usando o sistema Gateway® (Invitrogen),
segundo informacbes do fabricante, com o0s seguintes plasmideos de BIFC
(Biomolecular Fluorescence Complemantation; Bracha-Drori et al., 2004; Walter et al.,
2004): nEYFP/pUGW2, cEYFP/ pUGW2, nEYFP/pUGWO0 e cEYFP/pUGWO

(Nakagawa et al., 2007). Nestes plasmideos, os fragmentos proteicos de interesse sdo
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fusionados a porcdo N-terminal (aminoacidos 1-174; NY) e/ou C-terminal
(aminoacidos 175-239; CY) do reporter YFP (Yellow Fluorescent Protein), estando a
expressao da fusdo sob controle de um promotor 35S. A fase de leitura dos fragmentos
clonados foi confirmada por sequenciamento.

Objetivando verificar a interacdo das proteinas de interesse fusionadas a YFP, a
tecnologia de BIiFC foi empregada utilizando-se 0 método de transformacdo via
bombardeamento em epiderme de cebola (Allium cepa) como descrito em Dielen e

colaboradores (2011).

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo da HC-Pro e da rgs-CaM
visando os ensaios de BiFC. Os cddons de iniciagéo e de parada estdo sublinhados.

Oligonucleotideo 1 (5°-3%) Oligonucleotideo 2 (5°-37) Tamanho (pb)
rgs_CaM CACCatggaatcagttictgtacctagty ~ TTAacttgtcatcatagctttgaactc 573

HcPro CACCatgtcgaatgcagacaatttttgg TTAaccaactctataatg 1368

I11.7.2 Bombardeamento em células de cebola

A interacao da HC-Pro com a rgs-CaM foi verificada in vivo como descrito por
Dielen e colaboradores (2011). Como ja relatado anteriormente foram testadas fusdes
N-terminal e C-terminal da YFP com as duas proteinas de interesse (denominadas YN-
HC-Pro, rgs-CaM-YC, HC-Pro-YC e YN-rgs-CaM). Adicionalmente, as proteinas YN-
HC-Pro e PAEL1-YC (Dielen et al., 2011) foram usadas como controle positivo de
interacdo. Para a realiza¢do dos ensaios, cinco ug de plasmideos na proporgdo 1 : 1 (rgs-

CaM : HC-Pro) foram precipitados na presenca de espermidina 0,1 M e CaCl, 25 M e
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particulas de ouro de 1,6 um. Apds uma lavagem com etanol 70% seguida de outra
lavagem com etanol absoluto, as particulas de ouro cobertas pelo DNA foram
ressuspendidas em etanol absoluto e adicionadas em "Macrocarrier" (Bio-Rad). As
amostras foram feitas em triplicata e bombardeadas em epiderme de cebola (Allium
cepa) sobre uma pressdo de hélio de 1100 psi utilizando-se o equipamento "Helios Gen
Gun" (Bio-Rad). Imagens de microcospia confocal foram registradas 18 e 20 horas apds

0s bombardeamaentos.

I11.7.3 Microscopia

A fluorescéncia emitida pela YFP e proveniente da interacdo foi analisada em
microscdpio confocal (Leica TCS SP2) empregando o software LCS Lite Leica (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany) usando uma excitacdo de 514 nm e emissdo na faixa

de 549 a 602 nm.

111.8 Obtencdo de plantas transgénicas de tabaco para estudos funcionais da rgs-
CaM

Visando estudos funcionais, o gene que codifica a rgs-CaM foi silenciado e

superexpresso em plantas de tabaco.

111.8.1 Construcéo do cassete de expressao

111.8.1.1 Cassete para superexpressao da rgs-CaM

Para superexpressar a rgs-CaM, o vetor de entrada pENTR D-TOPO contendo a
sua regido codificadora (descrito no item I11.7.1) foi recombinado com o vetor binario
para superexpressao pK7WG2.0 empregando o kit Gateway Enzyme: LR-Clonase

(Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante. A construgdo assim gerada foi
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identificada como pK7WG2.0::rgs-CaM. Para a confirmacéo da insercdo, as coldnias

recombinantes foram submetidas a PCR, e alguns clones positivos foram sequenciados.

111.8.1.2 Silenciamento da rgs-CaM

Para o silenciamento da rgs-CaM foram utilizadas duas estratégias. A primeira
foi baseada na producdo de RNA de fita dupla para acionar o silenciamento. Para tal, a
regido 5° ndo traduzida (UTR) da rgs-CaM foi amplificada usando oligonucleotideos
especificos: senso (5"CACCTTTCACACTTATTGTATTCTACTT 37) e reverso (5
TTCAACACTAGGTACAGAAAC 3%). Um fragmento de 140 bp foi gerado e clonado
no vetor de entrada pENTR D-TOPO, sendo a sua inser¢do no vetor confirmada por
PCR e sequenciamento. O fragmento foi entdo recombinado no vetor de silenciamento
pK7GWIWG2(I), que apresenta 2 sitios de recombinacdo nos quais o fragmento
clonado é inserido tanto na orientacdo senso como antisenso. Nesse caso, as regides
complementares estardo separadas por uma sequéncia de intron permitindo a formacao
de um RNA de fita dupla (dsSRNA) na forma de grampo quando expresso na planta.
Essa construgéo foi denominada de pK7GWIWG2(1)::rgs-CaM.

Uma segunda estratégia baseada na producdo de RNA antisenso foi empreendida
a fim de evitar um silenciamento total da rgs-CaM. Para tal foi utilizado o vetor binario
pBI1121 (Clontech; Figura 4), no qual a regido codificadora da rgs-CaM, foi clonada na
orientagcdo antisenso. Para a amplificagdo do referido cDNA foi usada a enzima Pfu
DNA Polimerase (Fermentas) e os oligonucleotideos especificos: senso (5
GGCGAATTCATGTGCATGGAATCAGTTTC 37), com adi¢do de um sitio para a
enzima EcoRl (sublinhado); e reverso 5
CTAGTCTAGATTAACTTGTCATCATAGCTTTGAA 3°), contendo o sitio para a

enzima Xbal. O produto de amplificacdo foi purificado em gel e em seguida digerido
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com a enzima Xbal. O vetor pBlI121, por sua vez, foi submetido a digestdo com a
enzima Sstl e em seguida tratado com a enzima T4 DNA polimerase (Fermentas),
seguindo as recomendacdes do fabricante, para tornar a extremidade cega. Apos a
formacdo da extremidade abrupta, o vetor foi digerido com a enzima Xbal, permitindo a
clonagem invertida do produto amplificado resultando na constru¢cdo denominada
pBI1121::rgs-CaM. Cabe ressaltar que ndo foi inserido um sitio de restricdo Sstl na
extremidade 5° da rgs-CaM, o que facilitaria a clonagem invertida, pois o fragmento
correspondente apresenta em sua sequéncia um sitio para a respectiva enzima de
restricdo. ApoOs a selecdo, clones recombinantes foram checados por digestdo e

sequenciamento.

CaMV 355 promoter

pBI121 smal
""""""""" TCT AGA GGA TCC CCG GGT 66T CAG TCC CTT ATG o Clontech
Xbal BomH | catalogue 1996 /97

Figura 4. Representacdo esquematica do vetor pBl1121 (Clontech) utilizado para

clonagem da regido codificadora da rgs-CaM no sentido antisenso.

111.8.1.3 Sequenciamento do plasmideo recombinante

Na reacdo de sequencimamento foram utilizados 1 pl do plasmideo
recombinante (400 ng/ul), 1 pl de oligonucleotideo especifico, 2 pl de tampio de reagio

Big Dye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), 2 pl de
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tampéo de reacdo Save Money ¢ 4 ul de agua Milli-Q. O programa de PCR utilizado
para o sequenciamento foi: 1 - 96°C por 1 minuto; 2 - 96°C por 10 segundos; 3 - 50°C
por 5 segundos; 4 - 60°C por 4 minutos; 5 — repetir passos 2 a 4 por 35 vezes; 6 - 10°C .
Apbs o termino de amplificacdo, os produtos foram precipitados com isopropanol e
submetidos ao sequenciamento automatico utilizando o equipamento 3100 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas
com as sequUéncias depositadas no banco de dados do NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando a ferramenta Blastn.

111.8.2 Transformacéo de tabaco via Agrobacterium tumefaciens

Apo6s a confirmacdo da obtencdo dos cassetes de expressao, estes foram
inseridos em Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) conforme protocolo descrito por
Lacorte & Romano (1998) para posterior transformacao de tabaco. Para a transformacao
estavel de plantas de tabaco (N. tabacum SR1) foi utilizado o protocolo descrito por
Horsch et al. (1985). Para tal, discos foliares foram imersos por 15 minutos em 15 ml de
meio LB contendo A. tumefaciens transformadas com os diferentes cassetes de
expressao. Apos esse periodo de incubacdo, os discos foram secos em papel filtro estéril
para retirar 0 excesso de bactérias, sendo em seguida dispostos em placas de Petri
contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962), e mantidos em ambiente escuro a
temperatura de 28°C por 48 horas. Posteriormente, os discos foram transferidos para
placas de Petri contendo MS sélido adicionado de 100 pg/ml canamicina, 300 pug/ml de
cefotaxima, 2 pug/ml de 6-benzilaminopurina (BAP) e 0,1 pg/ml de 4acido
naftalenoacético (ANA). As placas foram mantidas por aproximadamente 30 dias em
sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz até o surgimento de calos. Os

calos foram cultivados até a formacgdo de brotos que foram entdo transferidos para
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frascos de vidro contendo meio MS em presenca dos agentes de selecdo e o hormonio
ANA visando a inducdo de enraizamento. As plantas enraizadas, ap6s periodo de
aclimatacdo em camara de crescimento, foram transferidas para vasos e mantidas em

casa de vegetacdo para a coleta de sementes.

111.8.3 Caracterizacdo molecular dos transformantes

Para confirmagéo da insercdo do cassete de expressao nas plantas transgénicas
regeneradas (incluindo aquelas da geracdo T1) foi realizado PCR utilizando DNA
gendmico extraido de folha (Sambrook et al., 1989). Neste caso, DNA genémico
extraido de tabaco selvagem (N. tabacum SR1; WT) foi usado como controle. Para o
PCR confirmatério foram utilizados oligonucleotideos especificos para cada cassete de
expressdo, sendo um deles (1) posicionado junto a regido promotora (ou terminadora)
do vetor e o segundo (2) complementar a regido codificadora do gene alvo, como

descrito na Tabela 2.

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados no PCR confirmatério da insercdo dos

cassetes de expressao nas plantas transgénicas regeneradas.

Construcio Chgonucletides | Oligonucleotideo 2 bp*
pEI121 358 S GGCGAATTCATGTGC 250
rgs-Cahd STACAATOCCACTATCOTTC 3 ATGGAATCAGTTTC 3

pKTWG2.0 358 S'CTAGTCTAGATTAACTTG 750

ras-Cahd STACAATCCCACTATCOTTC 37 | TCATCATAGCTTTGAAC ¥
pRIGWIWG2

] 3585 STTCAACACTAG .
(I).0:rgs-CaM | _, . et - : : e 310
N 5TACAATCCCACTATCCTTC 3 GTACAGAAACS3
{senso)
K TGWIWG2 T355 e I
] ol v S TTCAACACTAGGT B
(IL0crgs-CaM | S'TTCCTAAAACCAAAATCCA - . th i
= -4 T -5 -8 e '_l'il:" 'J"L'T':'L':'L'&l{' 2
(antisenso) GTGACCTGCAGGCA S

* tamanho do fragmento gerado em pares de bases
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111.8.3.1 RT-PCR semiquantitativo dos transformantes com silenciamento

ou superexpressao da rgs-CaM

Apbs a confirmacdo da insercdo dos cassetes de expressdo, as plantas
regeneradas foram analisadas quanto ao silenciamento ou superexpressdo do gene rgs-
CaM empregando a técnica de RT-PCR semiquantitativo. Para tal, o RNA total de
tabaco selvagem e de algumas linhagens transgénicas selecionadas, representando
eventos independentes de transformacgdo, foi extraido seguindo protocolo descrito
(Sambrook & Russell, 2001). Para tal, cerca de 100 mg de tecido foliar macerado em
nitrogénio liquido foram utilizados. O RNA total extraido foi usado como molde para
sintetizar a primeira fita de cDNA empregando SuperScript 11 (Invitrogen) conforme as
recomendacdes do fabricante.

O cDNA foi amplificado usando oligonucleotideos especificos complementares
a regido codificadora da rgs-CaM, (5" CCGGAATTCATGGAATCAGTTTCTGT e 5'-
CTAGTCTAGATTAACTTGTCATCATAGCTTTGAAC - 3"), gerando um fragmento
de aproximadamente 600 pares de bases (pb). Como controle interno foi utilizado o
gene que codifica a B-tubulina de tabaco (nimero de acesso U91562), o qual foi
amplificado usando os oligonucleotideos: tubF — GCATATCGATCCACATTGGTCAG

e tubR — GAGCTGCCTGTATGTTCCAGTCC, gerando um amplicon de 200 pb.

111.8.3.2 Infecc¢do viral das plantas transgénicas de tabaco

Visando verificar o efeito do silenciamento ou da superexpressédo da rgs-CaM na
resposta da planta hospedeira a infec¢do viral, plantas transgénicas de tabaco da geracdo

T1, previamente selecionadas por PCR confirmatorio, foram mecanicamente inoculadas
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com o PepYMV, como descrito no item 111.6.1. No controle negativo, as plantas
transgénicas e controle foram inoculadas somente com tampdo e abrasivo (controle
MOCK). As plantas inoculadas e controle foram mantidas em casa de vegetacdo. Para
analise da infeccdo viral foram coletadas folhas sistemicamente infectadas aos 7, 14 e
21 dias pos-inoculacdo (dpi). A cinética de acumulacdo viral foi determinada por

ELISA (Clark et al., 1986) empregando um anti-soro especifico (item 111.8.3.3).

111.8.3.3 Analise da acumulacéo viral pelo teste de ELISA indireto

Para analise da cinética da acumulacdo viral nas plantas de tabaco inoculadas
com o PepYMV foi utilizado um anti-soro universal anti-potyvirus (Agdia) e a técnica
de ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay) indireto. Para tal, foram macerados
100 mg de folha por amostra em presenca do tampédo de extracdo Indirect Sample
Extraction 1X (10 mM carbonato de sédio, 30 mM bicarbonato de sodio, 3 mM azida de
sodio, 2% Polivinilpirrolidona — PVP, pH 9,6) na proporcdo 1:10. Adicionou-se entdo
100 pL desse macerado a cada cavidade da placa de poliestireno sendo a mesma
incubada por 2 horas a 4°C. Posteriormente, a placa foi lavada por sete vezes com PBS-
T 1X (130 mM cloreto de sddio, 8 mM fosfato de sddio dibasico, 1 mM fosfato de
potéassio monobasico, 3 mM cloreto de potéssio, 0,05% Tween-20, pH 7,4). Em seguida
adicionou-se o anti-soro primario diluido (1:200) em tampdo ECI 1X ( 0,2% albumina
bovina, 2% PVP, 3 mM azida de sddio, pH 7,4), sendo a placa incubada por 12 horas a
4°C, com posterior ciclo de sete lavagens em tampdo PBS-T (1X). Apo6s as lavagens, o
anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina (anti-lgG de rato — Agdia) diluido

(1:200) em tampdo ECI (1X) foi adicionado, e incubou-se por mais 2 horas a 4°C. A
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placa foi submetida novamente as lavagens com PBS-T 1X. Na revelacao foi utilizado
p-nitrofenilfosfato em pastilha de 5 mg diluidas em 5 mL de tampéo especifico.

Os dados obtidos por ELISA foram submetidos a teste de homogeneidade de
variancias (Levene) e, uma vez atendendo as pressuposi¢Oes estatisticas, foram
submetidos a analise de variancia ANOVA. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (Mischan & Pinho, 1996; Gomes & Garcia,
2002). Todas essas analises foram realizadas empregando o programa estatistico SAS

(Statistical Analysis System) verséo 9.0.
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IV. RESULTADOS

IV. 1 Expressédo, purificacdo e caracterizacdo da proteina rgs-CaM

IV.1.1 Subclonagem da rgs-CaM nos vetores pET-28a, pET15b e pGEX-
5X-1
A regido codificadora da rgs-CaM foi inserida nos vetores de expressao

digeridos com as enzimas de restricdo Ndel e Xhol (caso dos vetores pET-28a e pET-
15b) ou EcoRI e Xhol (caso do vetor pGEX-5X-1). Apdés a transformacéo em E. coli, 0s
clones positivos foram confirmados por digestdo do plasmideos recombinantes com as
respectivas enzimas de restricdo. A presenca do inserto correspondente a regido
codificadora da rgs-CaM foi confirmada nos trés vetores em diferentes clones

recombinantes (Figura 5).

a) h) c)

—— e e ——— ——

Figura 5. Andlise dos produtos de ligagdo da rgs-CaM nos vetores pET-28a, pET-
15b e pGEX-5X-1 por digestdo com enzima de restricdo. a) 1) e 8) Marcadores
moleculares (Ladder GeneRuller 1 kb e 100 bp, respectivamente; Fermentas); 2), 3), 4),
5), 6), 7) Plasmideo pET-28a (5369 bp) contendo o fragmento de interesse (600 bp; seta
a direita) — cada numero correspondente a um clone recombinante. b) 1) Marcador
molecular (Ladder GeneRuller 1 kb; Fermentas), 2) Plasmideo pET-15b (5708 bp)
contendo o fragmento de interesse (600 bp; seta a direita). c: 1) e 5) Marcadores
moleculares (Ladder GeneRuller 1 kb e 100 bp, respectivamente; Fermentas); 2), 3), 4)
Plasmideo pGEX-5X-1 (4900 bp) contendo o fragmento de interesse (600 bp;seta a
direita) — cada numero corresponde a um clone recombinante. Eletroforese em gel de
agarose 1%.
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IV.1.2 Inducdo da expressdo das proteinas rgs-CaM e HC:Pro
recombinantes em Escherichia coli

O fragmento da rgs-CaM clonado no vetor pGEX-5X-1 foi inserido em E. coli
linhagem pRIL codon plus. A expressdo da proteina de fusdo GST:rgs-CaM foi entdo
induzida pela adicdo de 1 mM de IPTG e incubacgdo por 4 horas a 28°C. A proteina de
fusdo MBP:HC-Pro, por sua vez, foi expressa seguindo protocolo previamente descrito
(Maia & Bernardi, 1996). Para analisar a expressao, aliquotas de 1 ml da cultura de
bactérias induzida por IPTG foram centrifugadas, lisadas, e as proteinas desnaturadas
em tampdo de lise para analise em SDS-PAGE. Aliquotas de 1 ml da cultura de
bactérias sem inducdo por IPTG (ndo induzidas) foram usadas como controle. O

resultado obtido esta representado na Figura 6.

a) b)

1

L
'

-47kDa

Figura 6. Analise da expressdo das proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e MBP:HC-
Pro. a) Inducéo da expressao da fusdo GST:rgs-CaM em pRIL codon plus e b) Inducéo
da expressdo da fusdo MBP:HC-Pro em BL-21 DE3 Rosetta: 1) Extrato protéico total
de células ndo induzidas; 2) Extrato protéico total de células induzidas com IPTG; 3)
Marcador de massa molecular (Fermentas). Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de
Comassie. A posicdo da proteina de fusdo € indicada por uma seta. A confirmacao da
expressdo das proteinas de fusdo por western blot utilizando os anticorpos anti-GST e
Anti-MBP esté representada do lado direito de cada gel.
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Cabe ressaltar que 0 mesmo sucesso observado na expressdo da proteina de
fusdo GST:rgs-CaM nédo foi obtido na expressdo da proteina rgs-CaM recombinante
utilizando os plasmideos pET-28a e pET-15b. Neste caso, os plasmideos recombinantes
foram inseridos em E. coli linhagens BL-21 (DE3), BL-21 DE3 pLysS, BL-21 DE3
Rosetta e pRIL codon plus. Mesmo variando a temperatura (18, 28 e 37°C) e 0 tempo
de inducdo (2, 4, 16 horas), ndo foi possivel observar a expressdo da proteina de fusdo
rgs-CaM:His (Figura 7). A ndo expressdo foi confirmada por Western blot utilizando
um anticorpo monoclonal contra a cauda de Histidina (resultados ndo apresentados).

Em fungdo destes primeiros resultados, optou-se por se iniciar os testes de

interacdo in vitro empregando as proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e MBP:HC-Pro.

a) d)

23k
21 kDa I5kDa
18 kD
18 kD

Figura 7. Testes de inducdo da expressdo da proteina de fusdo rgs-CaM:His. a)
expressdo usando pET-28a inserido em pRIL codon plus: 1) Marcador de massa
molecular (Fermentas); 2) e 4), 6) e 8) — Extrato protéico total de células ndo induzidas
dos clones 1, 2, 3, e 4, respectivamente. 3), 5) 7) e 9) — Extrato protéico total de células
induzidas com IPTG dos clones 1, 2, 3 e 4; d) expressdo usando pET-15b inserido em
BL-21 DE3 Rosetta: 1) Marcador de massa molecular (Fermentas); 2) e 4) — Extrato
protéico total de células ndo induzidas dos clones 1 e 2, respectivamente. 3) e 5) —
Extrato protéico total de células induzidas com IPTG dos clones 1 e 2. Gel SDS-PAGE
12% corado com azul de Comassie. A posi¢do em que deveria ser visualizada a proteina
recombinante esté indicada com uma seta a direita de cada gel.
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IV.1.3 Testes de solubilidade das proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e a
MBP:HC-Pro

Os testes iniciais de solubilidade das proteinas de fusdo demonstraram que as
mesmas eram detectadas majoritariamente na fracdo insoltvel (Figura 8a, linha 4 e
Figura 8b, linha 2). Na tentativa de se obter uma maior fracdo de proteina soltvel para
0s ensaios de interacdo, testes de solubilidade das proteinas de fusdo em diferentes
tampBes foram realizados. As proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e MBP:HC-Pro
permaneceram insollveis em diferentes tampdes, excecdo feita aos tampdes 50 mM
Tris-HCI pH 8,0, NaCl 100 mM (Figura 8a) e 20 mM Tris-HCI pH 8,0, KCI 100 mM,
MgCl, 20 mM, EDTA 250 pM, Tween 0,25% (Figura 8b), nos quais ambas
permaneceram parcialmente solGveis. Tal fato viabilizou a posterior utilizagdo nos

ensaios de interagdo das proteinas alvo em suas formas nativas.

a) b)

~95kDa

~47kDa

Figura 8. Testes de solubilidade das proteinas de fusdo. a) teste de solubilidade da
proteina de fusdo rgs-CaM:GST: 1) Extrato protéico total de células ndo induzidas; 2)
Extrato proteico total de células induzidas com IPTG; 3) Marcador de massa molecular
(Fermentas); 4) fracdo insollvel; 5) proteina parcialmente solivel em 50 mM Tris-HCI
pH 8,0, NaCl 100 mM; b) teste de solubilidade da proteina de fusdo MBP:HC-Pro: 1)
Marcador de massa molecular (Fermentas); 2) fracdo insoltvel; 3) proteina parcialmente
solavel em 20 mM Tris-HCI pH 8,0, KCI 100 mM, MgCl, 20 mM, EDTA 250 uM,
Tween 0,25%. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de comassie. A posicdo da
proteina de fusdo € indicada por uma seta a direita.
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IV.1.4 Preparo das proteinas de fusdo para os ensaios de interacdo in vitro

Com base nos resultados mencionados anteriormente, a proteina de fusdo
GST:rgs-CaM foi expressa em larga escala e entdo solubilizada no tampao 50 mM Tris-
HCI pH 8,0, 100 mM NaCl (Figura 9a). No caso da proteina de fusdo MBP:HC-Pro,
além de ser expressa em larga escala e solubilizada em tamp&o 20 mM Tris-HCI pH 8,0,
KCI 100 mM, MgCl, 20 mM, EDTA 250 uM, Tween 0,25%, a proteina recombinante
foi submetida a cromatografia de afinidade em resina de amilose para uma purificagcdo

prévia da amostra (Figura 9b).

a) b)

~95kDa
«—

-——

N ~47kDa

Figura 9. Analise das amostras preparadas para 0s ensaios de interagdo. a) Extrato
protéico total de células induzidas com IPTG contendo a proteina de fusdo GST:rgs-
CaM solubilizada em tampédo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NacCl. b) proteina de
fusdo MBP:HC-Pro expressa em larga escala, solubilizada e purificada: 1) Marcador de
massa molecular (Fermentas); 2) fragdo insollvel; 3) proteina solubilizada em tampéao
20 mM Tris-HCI pH 8,0, KCI 100 mM, MgCl, 20 mM, EDTA 250 uM, Tween 0,25%;
4) e 5) fracOes da etapa de purificacdo em coluna de afinidade. Gel SDS-PAGE 12%
corado com azul de Comassie. A posicdo da proteina de fusdo € indicada por uma seta a
direita.
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IV.1.5 Padronizacao dos ensaios de interacdo in vitro entre as proteinas de
fusdo GST:rgs-CaM e a MBP:HC-Pro

Nos primeiros testes de interacdo empregando as proteinas recombinantes, a
proteina de fusdo GST:rgs-CaM (ou a proteina controle GST) foi imobilizada na resina
de Glutationa Sepharose e usada como isca. Em seguida a proteina alvo MBP:HC-Pro
purificada (ou a proteina controle MBP ndo fusionada) foi adicionada & resina. Apos a
incubacdo, os complexos protéicos que permaneceram ligados foram analisados em gel
SDS-PAGE e por western blot empregando os anticorpos anti-GST e anti-MBP. Nestas
condicGes, observou-se uma interacdo inespecifica da proteina de fuséo MBP:HC-Pro
(~95 kDa) bem como do controle MBP (~44 kDa) com a resina de glutationa (Figura
10; linhas 2 e 4). Essa interacdo inespecifica foi detectada até mesmo quando a coluna
foi lavada com tampéo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, NaCl 100 mM com um volume de 50

vezes 0 volume da resina (Figura 10).

1 2 3 4

-—

h

.{—
Figura 10. Analise da interacdo entre as proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e
MBP:HC-Pro utilizando western blot. 1) adi¢do da proteina de fusdo MBP:HC-Pro a
resina contendo GST:rgs-CaM imobilizada; 2) adicdo do controle MBP & resina
contendo GST:rgs-CaM: imobilizada; 3) adicdo da MBP:HC-Pro a resina contendo
GST imobilizada; 4) adicdo da proteina de fusdo MBP:HC-Pro a resina de Glutationa
Sepharose; As proteinas foram detectadas empregando: 1) e 3) anticorpos monoclonais
anti-GST e anti-MBP; 2) e 4) anticorpo monoclonal anti-MBP. As posi¢cdes das

proteinas de interesse estdo indicadas por setas a direita: preta (MBP:HC-Pro), vermelha
(GST:rgs-CaM ou MBP) e azul (GST).
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A fim de eliminar as interacbes inespecificas observadas foram adicionados
0,05% e 0,25% de Tween-20, respectivamente, ao tampédo de lavagem. A lavagem da
coluna foi realizada com um volume de 50 vezes o volume de resina, porém nestas
condic¢des nenhuma banda pode ser visualizada (Figura 11). Esse resultado indica todas
as proteinas, incluindo a proteina de fusdo GST:rgs-CaM e a proteina controle GST que
se encontravam imobilizadas na resina de glutationa, foram desprendidas da resina na

presenca de Tween-20.

1 2 3 4 s 6
—

s

i

Figura 11. Andlise da interacdo entre as proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e
MBP:HC-Pro utilizando western blot, apds lavagem da coluna com tampao 50 mM
Tris-HCI pH 8,0, NaCl 100 mM, contendo 0,05% Tween 1) adi¢do da proteina de
fusdo MBP:HC-Pro a resina contendo GST:rgs-CaM imobilizada; 2) adi¢do do controle
MBP a resina contendo GST:rgs-CaM: imobilizada; 3) adicdo da MBP:HC-Pro a resina
contendo GST imobilizada; 4) adicdo da proteina de fusdo MBP:HC-Pro a resina
Glutathione Sepharose; 5) e 6) proteinas MBP:HC-Pro e GST:rgs-CaM,
respectivamente - controle positivo para o western blot. As proteinas foram detectadas
empregando: 1) e 3) anticorpos monoclonais anti-GST e anti-MBP; 2), 4) e 5) anticorpo
monoclonal anti-MBP; 6) anticorpo monoclonal anti-GST. As posic¢des das proteinas de

interesse estdo indicadas por setas a direita: preta (MBP:HC-Pro), vermelha (GST:rgs-
CaM ou MBP) e azul (GST).

Um segundo teste de interacdo foi realizado utilizando-se, desta vez, a proteina
MBP:HC-Pro imobilizada na resina amilose como isca (ou a MBP), a qual foi incubada
em presenca da proteina GST:rgs-CaM. Os procedimentos de incubacdo, a composi¢do
do tampdo utilizado (50 mM Tris-HCI pH 8,0, NaCl 100 mM), as etapas de lavagem, e
a andlise da interacdo, foram realizadas como descrito anteriormente. Os resultados

obtidos foram semelhantes aos observados anteriormente, sendo detectada uma
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interacdo inespecifica das proteinas GST:rgs-CaM (ou GST) e a coluna de amilose em

todas as condicdes testadas (Figura 12).

100k
kD

ASkDn

1 T 3 4 5 6 7

——_

Figura 12. Analise da interacdo entre as proteinas de fusdo GST:rgs-CaM e
MBP:HC-Pro utilizando resina de amilose. a) teste de interacdo analisado por SDS-
PAGE 12% corado com azul de comassie: M) Marcador de massa molecular
(Fermentas); 1) adicdo da proteina de fusdo GST:rgs-CaM a resina contendo MBP:HC-
Pro imobilizada; 2) adicdo da GST:rgs-CaM a resina contendo MBP imobilizada; 3)
adicdo da GST a resina contendo MBP:HC-Pro imobilizada; 4) adicdo da proteina
controle GST a resina contendo a proteina MBP imobilizada; 5) adi¢cdo da proteina de
fusdo GST:rgs-CaM a resina de amilose; 6) e 7) proteinas MBP:HC-Pro e GST:rgs-
CaM, respectivamente - controle positivo para o western blot; b) e c) teste de interagdo
analisado por western blot, sendo em b) empregado o anticorpo monoclonal anti-MBP e
em c) o anticorpo monoclonal anti-GST . As condigdes 1), 2), 3), 4),5),6) e 7) de b) e
c) correspondem as condic@es 1), 2), 3), 4), 5), 6) e 7) do item a). As posi¢des das
proteinas sdo indicadas por setas a direita: preta (MBP:HC-Pro), vermelha (GST:rgs-
CaM ou MBP) e azul (GST).

IVV.1.6 Novos testes para expressao da proteina rgs-CaM:His
Diante da impossibilidade de uso das proteinas de fusdo obtidas anteriormente

nos ensaios de pull down, optou-se por utilizar a proteina rgs-CaM com cauda de
histidinas. Essa estratégia foi adotada ja que proteinas fusionadas a cauda de histidinas

apresentam menor tendéncia a formar ligacGes inespecificas, com baixa
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imunogenicidade, além da cauda de histidinas ser de pequeno tamanho (0,84 kDa)
(Chaga, 2001; Manjasetty et al., 2008). Na maioria dos casos, devido ao seu pequeno
tamanho, ndo interfere com as atividades bioquimicas da proteina fusionada (Sharma et
al., 1991; Passafiume et al., 1998), ou com a maioria das aplicacdes posteriores (Chaga,
2001), aspectos que facilitariam a execucdo dos ensaios de interacdo in vitro.
Entretanto, frente aos problemas encontrados inicialmente na expressao da proteina rgs-
CaM fusionada a cauda de seis histidinas em sua por¢do N-terminal (Figura 7), decidiu-
se por alterar a configuragdo da construcdo fusionando, desta vez, a cauda de histidina
na porcao C-terminal da rgs-CaM (rgs-CaM:His).

Nos testes de expressdo realizados, a Unica cepa bacteriana que expressou a
proteina rgs-CaM:His foi a BL21-DE3 pRIL codon plus (Figura 13a). Para confirmar a
expressao da proteina de fusédo foi realizado um western blot com anticorpo monoclonal
anti-cauda de histidinas (Figura 13b), o qual confirmou a expressdo da proteina rgs-

CaM:His.

a) b)
1 2 3 45 6 78 9

~35 kDa

~25k0a -21 kDa

Figura 13. Inducdo da expressdo da proteina rgs-CaM:His em BL-21-DE3 pRIL
codon plus. a): 1) Marcador de massa molecular (PageRuler™ 10 — 250 kDa;
Fermentas); 2), 4), 6) e 8) Extrato protéico total de células ndo induzidas dos clones 1,
2, 3, e 4, respectivamente. 3), 5) 7) e 9) Extrato protéico total de células induzidas com
IPTG dos clones 1, 2, 3 e 4. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Comassie. A
posicao da proteina de fusdo é indicada por uma seta. b) confirmacdo da expressédo da
proteina rgs-CaM:His por western blot utilizando o anticorpo monoclonal Anti-His.
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IV.1.7 Solubilizacdo da proteina de fusdo rgs-CaM:His em tampado néo
desnaturante

Testes de solubilidade demonstraram que a proteina rgs-CaM contendo a cauda
de histidinas em C-terminal encontrava-se insolUvel apds expressdo em bactéria. Sendo
assim, testes de solubilizagdo empregando diferentes tampdes ndo desnaturantes foram
realizados, mas estes ndo foram efetivos para tornar a proteina rgs-CaM:His soltvel. Em
todas as condicdes testadas, a proteina foi sempre observada na fracéo insoltvel (Figura
14; linhas 2, 4, 6, 8, 10, 13, 15, 18 e 20).

Diante do exposto, a alternativa adotada foi a de desnaturar a proteina rgs-
CaM:His recombinante na presenca de uréia e SDS, respectivamente, para posterior

purificacdo em coluna de afinidade (item I11.4.3.3).

~35 kDa

~Z5kDa -3 kDa

—

10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21

~35 kila

~25 kDa ~21 kila

—
Figura 14. Testes de solubilidade da proteina rgs-CaM:His; 1), 12) e 17) Marcador
de massa molecular (PageRuler™ 10 — 250 kDa; Fermentas); 2), 4), 6), 8), 10), 13), 15),
18) e 20) fracdo insoluvel proveniente dos testes com os tampdes: a - Tris-HCI 50 mM
pH 7.5, NaCl 100 mM; b - Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 100 mM, Tween 0,25%; ¢ -
Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 100 mM; d - Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 300 mM ; e
- Tris-HCI 50 mM pH 7.5, KCI 100 mM, MgCl; 20 mM; f - Tris-HCI 50 mM pH 7.5,
KCI 300mM, MgCl, 20mM; g - Tris-HCI 50 mM pH 8,0, KCI 300 mM, MgCl, 20
mM; h - HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 100 mM e i - HEPES 20 mM pH 8,0, NaCl 300
mM, respectivamente; 3), 5), 7), 9), 11), 14), 16), 19) e 21) Fracdo soluvel proveniente
dos testes com os tampdes: a, b, c, d, e, f, g, h, e i, respectivamente. A posi¢do da
proteina de interesse esta indicada por uma seta a direita.
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IVV.1.8 Purificacdo da proteina rgs-CaM:His por cromatografia de afinidade
em HPLC

IV.1.8.1 Purificagdo da proteina rgs-CaM:His desnaturada com uréia

Uma vez que a proteina recombinante apresenta uma cauda de histidinas, a
primeira etapa de purificacdo consistiu de uma cromatografia de afinidade em resina de
niquel. Para tal, as amostras foram previamente desnaturadas com uréia 7 M como
descrito no item II1.4.3.3 e submetidas ao processo de purificagcdo por afinidade. A
andlise das fragGes coletadas apos a aplicacdo do gradiente de imidazol na coluna de
niquel (Figura 15) evidenciou a presenca de alguns peptideos adicionais nas primeiras
fraghes (seta vermelha na Figura 15). Estes podem corresponder a produtos de
degradacdo da proteina recombinante, ou a proteinas de E. coli que foram co-
purificadas. Embora a presenca destes contaminantes nas demais fragcdes nédo tenha sido
detectada no gel (Figura 15), apds a concentracdo das fracBes correspondentes, 0s
mesmos contaminantes foram observados. A fim de eliminar estes contaminantes, a

proteina passou por outra etapa de purificacdo utilizando troca ionica (item 111.4.3.4).



59

123 4 567 8 910 11121314 1516 17 18 19

2360a ~21kDa

15kDa

Figura 15. Purificagdo da proteina rgs-CaM:His desnaturada com uréia por
cromatografia de afinidade; 1) e 12) Marcador de massa molecular (PageRuler™ 10 — 250
kDa; Fermentas); 2), 3), 4), 5), 6), 7), 8), 9, 10), 11), 13), 14), 15), 16), 17) e 18) fracOes
provenientes da elui¢do da proteina recombinante usando gradiente de Imidazol (aumento de 5
mM a cada ml) em tampédo B. As amostras verificadas em gel correspondem as concentragdes
de 15 mM, 30 mM, 45 mM, 60 mM, 75 mM, 90 mM, 105 mM, 120 mM, 135 mM, 150 mM,
165 mM, 180 mM, 195 mM, 210 mM, 225 mM e 240 mM, respectivamente; 19) flow-through
apo6s passagem da amostra pela resina; a seta vermelha indica a presenca das proteinas
contaminantes remanescentes da purificacdo. A posi¢do da proteina de interesse est indicada
por uma seta a direita. Gel SDS-PAGE 12% corado com azul de Comassie.

1VV.1.8.2 Purificacdo da proteina rgs-CaM:His tratada com SDS e MPD

Além do uso de uréia, um segundo protocolo de desnaturagdo empregando
diferentes concentragdes de SDS (0,1%, 1% e 2%) e renaturacao em presenga de MPD 2
M foi testado. A purificacdo da proteina rgs-CaM:His tratada com SDS e MPD foi
realizada em coluna de afinidade contendo niquel como descrito anteriormente. Apds
anélise em gel, a presenca de contaminantes apos a elui¢do da proteina alvo da coluna
também pode ser evidenciada (Figura 16; linhas 6, 13 e 19). Objetivando eliminar tais
contaminantes, um passo adicional de purificacdo foi adotado usando cromatografia de
exclusdo por tamanho (Item I11.4.3.5). Nesse caso, optou-se por usar a proteina tratada

com SDS 1% (Figura 16; linhas 8-13).
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Figura 16. Solubilizacdo com SDS e purificagdo da proteina rgs-CaM:His usando
cromatografia de afinidade. 1)-6), 8)-13), 14)-19) - testes de solubilizacdo usando 3
concentragcBes de SDS: 0,1%, 1% e 2%, respectivamente. 1), 9), 16) Marcador de massa
molecular (PageRuler™ 10 — 250 kDa; Fermentas); 2), 8), 14) extrato protéico total de células
ndo induzidas; 3), 10), 15) Extrato protéico total de células induzidas com IPTG; 4), 11), 17)
flow-through ap6s passagem da amostra pela coluna de niquel; 5); 12); 18) dltima etapa da
lavagem da coluna; 6), 13), 19) proteina rgs-CaM:His apés eluicdo. Gel SDS-PAGE 12%

corado com azul de Comassie. A posicdo da proteina alvo esta indicada por uma seta.

1VV.1.8.3 Obtencéo da proteina rgs:CaM:His pura empregando troca idnica
ou cromatografia de excluséo por tamanho em HPLC
Para eliminar as proteinas contaminantes detectadas ap6s a purificagdo da

proteina recombinante rgs-CaM:His em resina de niquel (etapa anterior), procedeu-se

uma cromatografia de troca ibnica, para amostras tratadas com uréia, e cromatografia de
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exclusdo por tamanho, para amostras tratadas com SDS 1% e MPD 2 M. As fracOes
obtidas apds purificacdo foram agrupadas (no caso da proteina desnaturada com uréia
submetidas a dialise) e em seguida analisadas em gel SDS-PAGE 15%. Como pode ser
constatado na Figura 17, ambos os processos de purificacdo adotados foram eficientes
em eliminar os contaminantes co-purificados na etapa de purificacdo por afinidade.
Portanto, somente ap0s essa segunda etapa de purificacdo foi possivel obter a proteina

recombinante rgs-CaM:His pura (Figura 17a e 17b; linhas 2 e 6, respectivamente).

a) b)
1 .2 1 2 34 5 6

25kDa =kl

15kDa 15kDa

Figura 17. Purificacdo da proteina rgs-CaM:His. a) purificacdo das amostras protéicas
tratadas com uréia empregando troca ibnica: 1) Marcador de massa molecular (PageRuler™ 10
— 250 kDa; Fermentas); 2) rgs-CaM:His apos purificacdo por troca ibnica e didlise. b)
purificacdo empregando cromatografia de exclusdo por tamanho das amostras tratadas com SDS
1% e MPD 2 M: 1) Marcador de peso molecular; 2) extrato protéico total de células ndo
induzidas; 3), extrato protéico total de células induzidas com IPTG; 4) amostra previamente
purificada por cromatografia por afinidade; 5) ultima etapa de lavagem da coluna de Niquel; 6)
rgs-CaM:His apds cromatografia de exclusdo. Gel SDS-PAGE 15% corado com azul de
Comassie. A posi¢do da proteina rgs-CaM:His esté indicada por uma seta.
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IV.1.9 Analise estrutural da proteina

IV. 1.9.1 Analise de estrutura secundaria da rgs-CaM por dicroismo

circular
A proteina rgs-CaM:His desnaturada nas duas condi¢cbes mencionadas e

devidamente purificada foi submetida a analise por dicroismo circular para determinar a
sua integridade estrutural. O espectro coletado para a proteina desnaturada com uréia
diferiu dos espectros tipicamente observados para uma proteina estruturada,
evidenciando que a proteina ndo readquiriu sua conformacdo ap6s a dialise (Figura
18a). No caso da proteina desnaturada com SDS 1% e renaturada em presenga de MPD
2 M, observou-se um espectro tipico de proteina estruturada (Figura 18b), com picos
negativos a 209 e 222 nm, apresentando-se como uma proteina rica em hélices alfa,

sendo esta uma caracteristica de proteinas do tipo calmodulina.
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Figura 18. Espectro de dicroismo circular da proteina rgs-CaM:His. a) espectro da rgs-
CaM:His desnaturada com uréia 7M e renaturada através de dialise. b) espectro da rgs-
CaM:His desnaturada por tratamento com SDS 1% e renaturada em presenca de MPD 2 M. Os

picos negativos a 209 e 222 nm estéo indicados por setas vermelhas.
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Além da confirmacdo da integridade estrutural, a proteina rgs-CaM:His foi
submetida a andlise por dicroismo circular em trés condicGes distintas, a primeira em
presenca de 5 mM de CaCl, a segunda em presenca de 5 mM do agente quelante
EGTA, e a ultima condicdo na auséncia destes (Figura 19a). Reforcando os resultados
anteriores, 0s espectros coletados sdo tipicos de uma proteina estruturada e rica em
hélice alfa. Mudancas sutis no espectro sao observadas quando a proteina encontra-se na
presenca de calcio ou na auséncia deste. Essas mesmas condigdes foram repetidas e a
proteina foi analisada usando gel PAGE 15% em condicdo semi-desnaturante (Figura
19b). Observa-se que a proteina rgs-CaM:His apresenta uma maior mobilidade quando
na presenca do Ca®* provavelmente devido a uma mudanca estrutural da proteina,

corroborando assim os dados obtidos por dicroismo circular (Figura 19a).
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Figura 19. Perfis da proteina rgs-CaM:His na presenca ou auséncia de ion calcio.
a) Espectro de dicroismo circular da proteina rgs-CaM:His com adigdo de 5 mM CaCl, ou
adicdo do agente quelante EGTA. b) amostras da proteina rgs-CaM:His tratadas com CaCl, ou
EGTA foram submetidas a gel PAGE 15% em condic¢do semi-desnaturante corado com azul de

Comassie. Um aumento da mobilidade da proteina em presenca de Ca>* pode ser observado.
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A deconvolucdo das curvas de CD utilizando o algoritmo CDSSTR-Set (Tabela
3), mostra uma proteina com 38% de hélice alfa sendo que na presenca do ion célcio
este valor sobe para 40%. A adicdo do agente quelante EGTA em amostras previamente

tratadas com CacCl,, ocasiona uma reducdo para 37% (ver Tabela 3).

Tabela 3 — Deconvolugéo das curvas de CD utilizando o algoritmo CDSSTR-Set

Hélice Folhas Turns Elementos
Proteinas testadas alfa betas desordenados
rgs-CaM 38,0% 21,0% 13,0% 28,0%
rgs-CaM + Ca”* 40,0% 20,0% 13,0% 27,0%
rgs-CaM + Ca”*

37,0% 20,0% 15,0% 28,0%
EGTA

IV. 1.9.2 Alinhamento da sequencia de aminoacidos da rgs-CaM com

sequencias de calmodulinas estruturalmente homélogas

Analises de bioinforméatica realizadas no servidor on line HHpred
(http://toolkit.Imb.uni-muenchen.de/hhpred) (S6ding et al., 2005) revelaram que a rgs-
CaM possui homologia estrutural com as estruturas cristalograficas de calmudulinas de
Kluyveromyces lactis (PDB ID 4DS7), Paramecium tetraurelia (PDB ID 1EXR) e
humana (PDB ID 30X6). As trés estruturas cristalograficas mostram a presenca de dois
dominios globulares ligados por uma longa hélice alfa. Em cada dominio globular ha
duas EF-hands, regido de ligacdo com o fon Ca®*, sendo estes formados por trés
residuos de acido aspartico e um de é&cido glutdmico, na disposicao
DXDXDXXXXXXE (Rao et al., 1992; Wilson & Brunger, 2000) (Figura 20).
Ocasionalmente, algum residuo de &cido aspartico pode ser substituido por um de
asparagina sem impacto algum na coordenacdo do Ca**, pois ambos conservam na

extremidade de sua cadeia lateral um atomo de oxigénio (OD1) que coordena esse ion.
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O alinhamento da sequéncia priméria da rgs-CaM com a sequéncia primaria dessas
outras trés proteinas, mostra que na rgs-CaM apenas dois desses sitios, sitios A e D
(localizados na porcdo N e C-terminal, respectivamente) estdo plenamente conservados
(Figura 20). Ja o sitio B da rgs-CaM, possui uma mutacdo do residuo de acido
glutdmico por um de acido aspartico enquanto que o sitio C ndo apresenta conservacao
de nenhum dos residuos que compde o sitio de ligacdo ao Ca®*. Essas mutagdes
observadas pelo alinhamento da sequéncia primaria se refletem na capacidade da rgs-

CaM de ligar Ca*".

k 20 * 40 * 60 A
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K _lac CaM :
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H_sap_CaM : |
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P_tet_CaM :
B sap CaM :

Sitio D

Figura 20: Alinhamento da sequéncia primaria de aminoacidos da rgs-CaM com sequéncias de
calmudulinas que apresentam homologia estrutural com ela segundo o servidor on line HHpred
(http://toolkit.Imb.uni-muenchen.de/hhpred) (S6ding et al., 2005). K_lac_CaM: Calmudulina de
Kluyveromyces lactis NRRL Y-1140 (PDB ID 4DS7); P_tet_CaM: Calmudulina de Paramecium
tetraurelia (PDB ID 1EXR); H_sap_CaM: Calmudulina humana (PDB ID 30X6).
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IV.1.9.3 Experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC)

Os dados de calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) foram coletados
automaticamente e salvos pelo software Origin (Microcal, Estados Unidos). A corre¢édo
dos calores de injecdo e de diluicdo dos ions calcio foram corrigidos pela subtracdo da
linha de base (branco) anteriormente a analise.

A andlise dos dados de ITC foi realizada através dos softwares NITPIC (Keller
et al., 2012) e Sedphat (Houtman et al., 2007) e ndo pelo software Origin (OriginLab,
Northampton, USA), pois os primeiros possibilitam um melhor ajuste dos dados devido
aos modelos estatisticos utilizados. O software Origin seria mais adequado para
termogramas que apresentam linhas de base com pouco ruido, concomitantemente ao
calor total por inje¢do muito grande (>50 uJ) (Keller et al., 2012), condi¢Bes que nédo
foram encontradas em nossos resultados. Um termograma representativo das titulacdes
é apresentado na Figura 21. A razdo molar de ions calcio/calmodulina foi de 10, que €

consistente com os resultados relatados por Gilli e colaboradores (1998).
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Figura 21. Termograma (painel superior) representativo da titulacdo ions calcio
(20 mM) em rgs-CaM (200 pM) e ajuste dos dados da titulacio (painel inferior).

A andlise do termograma mostra uma proteina com baixa afinidade aos ions
calcio. O ajuste dos dados indicou que a rgs-CaM apresenta 3 sitios de liga¢éo ao célcio,
uma vez que esta condicdo apresentou melhor ajuste (menor valor de RMSD) dos dados
guando comparado ao ajuste para 4 sitios (Tabela 4), sendo que um destes 3 sitios
apresenta uma afinidade muito baixa a esse ion. Esta analise corrobora os resultados
obtidos no alinhamento de aminoacidos (Figura 20), no qual 2 sitios de ligacdo ao Ca**

conservados foram detectados, enquanto que os outros dois sitios observados
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apresentam, respectivamente, uma mutacao (sitio B) ou a ndo conservacdo dos residuos
que coordenam a ligacdo ao Ca?* (sitio C). Assim, pode-se inferir que: i) o sitio C ndo
esta presente na rgs-CaM; ii) o sitio de menor afinidade ao Ca** é o sitio B e; iii) 0s

sitios conservados A e D s0 0s sitios que apresentam maior afinidade ao Ca?*.

Tabela 4. Ajuste dos dados de calorimetria de titulacio isotérmica pelos softwares Nitpic e
Sedphat utilizando-se modelos de ligacédo de 3 ou 4 sitios.

3 Sitios 4 Sitios
RMSD’ 163.8 200.3
Ky (M™) 2.34x10° 4.06 x 10°
AH; (cal/mol) -3650 -2549
AS; (cal/mol/deg) 3.17 7.96
K, (M™) 101 444
AH, (cal/mol) -6174 -3891
AS, (cal/mol/deg) -11.5 -0.935
K3 (M™) 1.84 x 10° 575
AH; (cal/mol) -2385 -842.6
AS; (cal/mol/deg) 6.94 9.80
Ky (M) 380
AH, (cal/mol) -7022
AS, (cal/mol/deg) -11.7

RMSD: root mean square deviation.

IV.1.9.4 Modelo tedrico da rgs-CaM

O modelo tedrico inicial da rgs-CaM (Figura 22) confirma a sua estrutura
terciaria que possui, do mesmo modo das suas homologas, dois dominios globulares,
contendo as EF-hands, ligados por uma longa hélice alfa. Esse modelo inicial também

mostra a localizacdo espacial dos trés sitios de ligacdo ao Ca*".
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SitioB

Figura 22: Representacdo em cartoon do modelo teérico inicial da rgs-CaM formada por dois
dominios globulares (em azul e marrom claro), contendo as EF-hands, ligados por uma longa

hélice alfa (em verde). Os trés sitios de ligagdo ao Ca** conservados estéo destacados.

IV.2 Identificagdo de proteinas que se associam a proteina rgs-CaM

IV.2.1 Confirmacao de infec¢do viral da planta Nicotiana tabacum

De posse da proteina rgs-CaM:His estruturada, deu-se inicio aos ensaios de
infecgdo viral das plantas de tabaco selvagem visando os ensaios de pull down
objetivando identificar proteinas da hospedeira capazes de se associar a proteina rgs-
CaM.

A infeccdo viral nas plantas inoculadas foi confirmada por PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para o PepYMV, resultando em um fragmento de 960 bp.

A presenca do virus é observada em 6 das 9 plantas inoculadas (Figura 23; linhas 12 a
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20). Por outro lado, a amplificacdo do fragmento ndo é visualizada nas plantas
inoculadas com tampdo e abrasivo (MOCK; linhas 3 a 11). Os extratos protéicos

derivados de tais plantas foram usados nos ensaios de pull down.

1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1000 bp
750bp

Figura 23: Verificacdo da presenca do PepYMV em plantas de tabaco inoculadas. 1-
Marcador (Ladder GeneRuller 1kb; Fermentas); 2- Controle positivo; 3 a 11 — plantas
submetidas ao tratamento MOCK; 12 a 20— plantas inoculadas com PepYMV. A posi¢do do
fragmento que confirma a presenca do virus estd indicada pela seta vermelha a direita.

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

IV.2.2 Ensaios in vitro de interacdo entre a rgs-CaM e proteinas de
Nicotiana tabacum

Extratos protéicos totais de tabaco inoculados ou ndo foram obtidos e usados nos
ensaios de pull down empregando a proteina rgs-CaM:His imobilizada em resina de
cobalto como isca. Os resultados preliminares revelaram a presenga de duas proteinas
de tabaco interagentes com a rgs-CaM (isca), nas condi¢cdes com ou sem a presenca do
virus (Figura 24 linhas 2, 3 e 4; posicdo indicada por uma seta vermelha). Estas
proteinas ndo sdo encontradas nos dois controles empregados (Figura 24: linhas 5 a 8).
O primeiro deles corresponde a passagem do extrato total em resina sem a proteina isca
imobilizada, indicando que as duas proteinas candidatas ndo se ligam inespecificamente
a resina (Figura 24 — linhas 5 e 6). O segundo controle corresponde a passagem pela
resina da proteina rgs-CaM:His purificada. Neste caso, a presenca de bandas

correspondentes as duas proteinas candidatas ndo é observada (Figura 24 — linhas 7 e 8),
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indicando que as mesmas ndo sdo remanescentes da bactéria (advindas de co-
purificacdo com a rgs-CaM). Com base nestes resultados € possivel inferir que as duas
proteinas ligantes derivam da planta hospedeira sendo capazes de interagir
especificamente com a rgs-CaM. Cabe ressaltar que a presenca de outras bandas no
ensaio de interacdo entre a rgs-CaM e o extrato proteico de tabaco foi observada, porém
essas mesmas também se encontram presentes nos controles, podendo ser resultado de

interagdes inespecificas.

Figura 24. Ensaio de pull down empregando a rgs-CaM:His e extratos proteicos totais de
tabaco inoculados ou ndo pelo PepYMYV. 1 -Marcador de massa molecular; 2 —Perfil das
proteinas eluidas do pull down usando rgs-CaM:His e extrato MOCK; 3 e 4 —Perfil das
proteinas eluidas do pull down usando rgs-CaM:His e extrato de planta infectada; 5 -Perfil das
proteinas eluidas do pull down usando extrato MOCK em resina sem a rgs-CaM:His; 6 -Perfil
das proteinas eluidas do pull down usando extrato de planta infectada em resina sem a rgs-
CaM:His; 7 e 8 — Amostras usando rgs-CaM:His purificada. A seta vermelha indica a posicao
das proteinas que apresentaram possivel interagdo com a rgs-CaM:His. A seta preta indica a

posicdo da proteina rgs-CaM:His. Gel SDS-PAGE 15% submetido a coloracéao por prata.
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IVV.3 Analise de interacéo da rgs-CaM com a proteina viral HC-Pro por BiFC

A interacdo das proteinas rgs-CaM e HC-Pro foi testada in vivo empregando a
técnica de BiFC. Para tal, diferentes construcdes fusionando a rgs-CaM e a HC-Pro com
a proteina YFP foram obtidas, bombardeadas em células de epiderme de cebola e
posteriormente analisadas em microscopia confocal. Os resultados obtidos néo
evidenciaram a existéncia de interacdo entre as proteinas investigadas nas condi¢des
testadas (Figura 25). Embora na Figura 25 esteja representado o resultado obtido usando
a combinacdo YN-HC-Pro e rgs-CaM-YC, outras combinacdes foram testadas, mas em
nenhum caso foi evidenciada a interacdo. A Unica fluorescéncia observada (painel a)
corresponde a interacdo entre a HC-Pro e a proteina PAE1 investigada previamente por

Dielen e colaboradores (2011).

Figura 25. Ensaios de BiFC para demonstrar a interacdo entre a HC-Pro e a rgs-CaM in
vivo. (a) Controle positivo de interacdo usando a YN-HC-Pro e a proteina PAE1-YC (Dielen et
al., 2011); (c) Controle negativo (YN-HC-Pro sozinha); (e) Teste de interagdo entre a YN-HC-
Pro com a rgs-CaM-YC. (a, ¢, e) imagens obtidas utilizando o filtro para a fluorescéncia
amarela — YFP; (b, d, f) imagens de campo claro mostrando as células analisadas. Todas as
imagens foram obtidas em microscopio confocal (Leica TCS SP2) com excitacdo de 514 nm e
emissdo na faixa de 549 a 602 nm.
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V.4 Anélise funcional da rgs-CaM
Visando estudos funcionais, o gene que codifica a rgs-CaM foi silenciado e

superexpresso em plantas de tabaco.

IV.4.1 Amplificacdo da regido codificadora e da regido 5-UTR da rgs-CaM
por RT-PCR

A regido 5-UTR bem como a regido codificadora (ORF) da rgs-CaM
foram amplificadas por RT-PCR visando a construgdo dos cassetes de silenciamento e
superexpressao, respectivamente. Ap6s a amplificacdo, os produtos obtidos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, e os fragmentos com o tamanho

esperado foram purificados (Figura 26).

a) b}
1
N ol =
E00) by —
]

c)

TS0 bp 4
— *—
500 bp ——

Figura 26. Produtos de amplificacdo obtidos para posterior insercdo nos vetores
pK7WG2,0 (a), pk7TGWIWG2(l) (b) e pBI121 (c). a): 1) Marcador (Ladder GeneRuller
100bp; Fermentas); 2) fragmento correspondente a ORF da rgs-CaM (600 bp); 3) controle
negativo de amplificagdo. b): 1) Marcador; 2) controle negativo de amplificagéo; 3) fragmento
de interesse correspondente a 5’-UTR (140 bp). c): 1) Marcador (Ladder GeneRuller 1kb;
Fermentas); 2) e 3) fragmento correspondente a ORF da rgs-CaM para inser¢do em pBl121 (600
bp); 4) controle negativo de amplificacdo. As posicBes dos fragmentos estdo indicadas por seta
a direita.
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1V.4.2 Obtencao dos cassetes para analise funcional em tabaco

Foram obtidas trés construcdes em vetores binarios. Uma (pK7WG2,0::rgs-
CaM) para a superexpressao, na qual a regido codificadora da rgs-CaM encontra-se sob
controle de um promotor 35S. A segunda [pk7GWIWG2(I)::5"UTRrgs-CaM] para
silenciamento baseado no acumulo de dsRNA, e a terceira (pBl121::rgs-CaM) para
silenciamento baseado na expressdo de RNA antisenso.

Apos a transformacdo em E. coli, os clones positivos foram confirmados de
diferentes maneiras. No caso da construcdo pBII21::rgs-CaM, os plasmideos
recombinantes foram digeridos com as enzimas de restricdo Xbal e Sstl (Figura 27b), de
maneira a liberar um fragmento de 354 bp (Figura 27a, linha 5), que seria 0 tamanho
esperado para a insercdo da regido codificadora em sentido antisenso. As construcoes
pk7GWIWG2(1)::5"UTRrgs-CaM e pK7WG2,0::rgs-CaM, por sua vez, foram
confirmadas por PCR de colbnia (Figuras 27c e 27d, respectivamente), usando o0s
mesmos oligonucleotideos empregados na amplificacdo do cDNA. A presenca do

inserto foi confirmada nos 3 vetores (Figura 27).
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Figura 27. Confirmacdo da insercdo dos fragmentos de interesse nos vetores para
superexpressdo e silenciamento. a) construcdo pBl121::rgs-CaM: 1) e 6) Marcadores (Ladder
GeneRuller 100 bp e 1 kb, respectivamente; Fermentas); 2), 3), 4),5) plasmideo pB1121 (~13
kb) contendo ou ndo o fragmento de interesse (354 bp, seta a direita) — cada nimero
correspondente a um clone recombinante. b) representacdo esquematica da construcdo
pBI121::rgs-CaM, mostrando o0s sitios utilizados na analise de restricdo. ¢) construcdo
pK7GWIWG2(I)::rgs-CaM: 1) Marcador (Ladder GeneRuller 100 bp, Fermentas); 2), 3), 4) e 5)
amplificacdo do fragmento de interesse (140 bp, seta a direita) — cada nimero correspondente a
um clone recombinante; 6) controle negativo, utilizando vetor vazio como molde na PCR. d)
construgdo pK7WG2.0::rgs-CaM: 1) Marcador molecular (Ladder GeneRuller 1 kb, Fermentas);
2), 3), 4), 5), 7) amplificacdo do fragmento de interesse (~600 bp, seta a direita) — cada nimero
correspondente a um clone recombinante analisado, ; 8) controle negativo de amplificacdo. Gel

de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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1V.4.3 Sequenciamento dos cassetes de expressao

Clones positivos das construgfes pK7WG2,0::rgs-CaM, pK7GWIWG2(1)::rgs-
CaM e pBI121::irgs-CaM, tiveram 0s seus cassetes sequenciados. As sequéncias de
nucleotideos obtidas foram alinhadas com sequéncias depositadas no banco de dados do
NCBI, sendo observada total identidade (100%) com a sequéncia de nucleotideos da
rgs-CaM depositada no banco (acesso AF329729) nos 3 casos. Além disso, a correta

insercdo do fragmento de interesse nas trés construgdes foi confirmada.

IV.4.4 Transformacao de agrobactéria com os plasmideos recombinantes
Para a transformacdo estdvel de plantas de tabaco (N. tabacum SR1) foram

utilizadas  agrobactérias  previamente transformadas com as  construgdes
pK7WG2,0::rgs-CaM, pk7GWIWG2(1)::5"UTRrgs-CaM e pBI121::rgs-CaM, sendo
estas transformac@es confirmadas por PCR utilizando oligonucleotideos especificos as
respectivas construcfes. Apds obter agrobactérias transformadas, estas foram usadas no

processo de transformacao de discos de folha de tabaco (item 111.8.2).

IV.4.5 Caracterizagdo molecular dos transformantes
Foram regeneradas 20 plantas transformantes para os eventos de transformacéo

usando as construgdes pK7WG2,0:rgs-CaM e pBl121:irgs-CaM, e 12 plantas
transformantes para os eventos usando a construcdo pk7GWIWG2(1):5"UTRrgs-CaM.
Para confirmar a insercdo dos cassetes de interesse nas linhagens transgénicas
regeneradas foi realizada uma PCR usando oligonucleotideos especificos (Tabela 2) e
DNA gendmico extraido de folha como molde. DNA gendmico extraido de tabaco
selvagem (WT) foi usado como molde no controle negativo (Figura 28a - linha 2; 28b -
linhas 26 e 27; 28c - linha 22). Ap6s analise dos produtos de amplificacdo em gel de

agarose, a integracdo do cassete foi confirmada em 17 (Figura 28a), 12 (Figura 28b) e
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12 (Figura 28c) do total de plantas transformadas com as construcfes pB1121::rgs-CaM,
pk7GWIWG2(I)::5"UTRrgs-CaM e pK7WG2,0::rgs-CaM, respectivamente. Em todos
os casos, a amplificacdo de um fragmento de tamanho esperado sé foi observada nas

plantas efetivamente transformadas.

a)
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Figura 28. PCR confirmatério de insercdo dos cassetes de interesse nas plantas
transgénicas regeneradas. a) 1) Marcador (Ladder GeneRuller 100 bp, Fermentas); 2) tabaco
selvagem utilizado como controle negativo; 3) a 22) plantas transformadas com a construcéo
pBI121::rgs-CaM. b) 1) Marcador (Ladder GeneRuller 100 bp, Fermentas); 2) a 25) plantas
transformadas com a construgdo pk7GWIWG2(1)::5"UTRrgs-CaM. Os nuameros pares
representam confirmacio de inser¢do da regido 5’UTR no sentido senso (310 bp), € os nlimeros
impares no sentido antisenso (385 bp) (ver descri¢do dos oligonucleotideos usados na Tabela 2)
26) e 27) tabaco selvagem utilizado como controle negativo. ¢) 1) Marcador (Ladder
GeneRuller 100 bp, Fermentas); 2) a 21) plantas transformadas com a construcio
pK7WG2,0::rgs-CaM; 22) tabaco selvagem utilizado como controle negativo. A posi¢do do
produto de amplificacdo esperado é indicada por uma seta a direita. Gel agarose 1% corado com

brometo de etideo.
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IV.45.1 Analise da expressdao da rgs-CaM nas plantas transformadas

empregando RT-PCR semiquantitativo

Foram analisadas 4, 7 e 13 transformantes do total de plantas transformadas com
as construcdes pk7GWIWG2(1)::5"UTRrgs-CaM (silenciamento), pK7WG2,0::rgs-CaM
(superexpressdo) e pBl121::rgs-CaM (antisense), respectivamente. A Figura 29 mostra
os resultados das reacdes de PCR (35 ciclos) para amplificacdo da rgs-CaM e do gene
constitutivo f-tubulina, utilizando inicialmente 1 pg de RNA total na reacdo de
transcricdo reversa. Cabe ressaltar que foram testadas diferentes quantidades de RNA e
ciclagens na PCR, visando uma melhor quantificagdo. Tabacos transformados com a
construcdo para superexpressdo (Figura 29a — linhas 1 a 7), quando comparados com
tabaco selvagem (WT) (Figura 29a — linha WT), mostraram um aumento na acumulacéo
de transcritos correspondentes a rgs-CaM, principalmente as linhagens 11, 17 e 20
(Figura 29a — linhas 1, 5 e 7, respectivamente), e excecao feita a linhagem 19 (Figura 29
a—linha 6).

Por outro lado, a total auséncia de transcritos correspondentes a rgs-CaM pode
ser observada nos tabacos transformados com o cassete de silenciamento baseado na
acumulacdo de RNA de dupla fita (linhagens 1, 3, 5, 11 e 12; Figura 29b — linhas 1, 2,
3, 4 e 5, respectivamente). Ja para as plantas transformadas com o cassete de
silenciamento baseado na producdo de RNA anti-senso foi observado um aumento na
acumulacao de um transcrito de 600 bp que provavelmente correspondente a transcrigdo
do transgene na orientacdo anti-senso, destacando-se neste caso, as linhagens 12, 15 e

19 (Figura 29c — linhas 8, 9 e 13, respectivamente).
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Figura 29. Analise por RT-PCR semiquantitativo da expresséo da rgs-CaM nas plantas
transformadas com os diferentes cassetes de expressdo. a) plantas de tabaco transformadas
com o cassete para superexpressdo (pK7WG2,0::rgs-CaM): M) Marcador (Ladder GeneRuller
100bp; Fermentas); 1) a 7) plantas correspondentes aos transformantes 11, 13, 14, 15,17,19 e
20, respectivamente. b) plantas de tabaco transformadas com o cassete para o silenciamento
baseado na expressdo de dsRNA [pk7GWIWG2(I)::5"UTRrgs-CaM]: M) Marcador (Ladder
GeneRuller 1kb; Fermentas); 1) a 5) plantas correspondentes aos transformantes 1, 3,5, 11 e 12,
respectivamente. ¢) plantas de tabaco transformadas com o cassete para o silenciamento baseado
na producdo de RNA anti-senso (pBI121::rgs-CaM): M) Marcador (Ladder GeneRuller 100bp;
Fermentas); 1) a 13) plantas correspondentes aos transformantes 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, 15, 16,
17, 18 e 19, respectivamente. WT) tabaco ndo transformado expressando niveis basais da rgs-
CaM. C-) controle negativo de amplificacdo. O gene constitutivo que codifica a B-tubulina de
tabaco (banda de 200 bp) foi utilizado como controle interno. As posi¢fes dos fragmentos estdo

indicadas por seta a direita. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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1V.4.5.2 Confirmacéao dos transgénicos na geracao T1

Para os ensaios de infeccdo viral foram selecionadas plantas de geracdo T1 de 3
linhagens de cada construgéo em teste (PK7WG2,0::rgs-CaM;
pk7GWIWG2(1)::5"UTRrgs-CaM; pBI121::rgs-CaM). Antes da inoculagdo viral, as
plantas das linhagens selecionadas foram submetidas a PCR confirmatdrio, como
descrito no item 111.8.3, utilizando oligonucleotideos especificos para cada cassete (item
111.8.3 - tabela 2). Como pode ser observado na Figura 30 (painéis a, b e ¢), um produto
especifico e de tamanho esperado pode ser observado nas diferentes plantas testadas
confirmando a presencga do cassete inserido. Como controle negativo foi usado DNA
genbmico extraido de tabaco selvagem (WT). As plantas testadas positivas foram
submetidas a inoculacdo com o PepYMV visando verificar o efeito da superexpresséo

ou silenciamento da rgs-CaM na acumulacéo viral.
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Figura 30. PCR confirmatorio da presenca do cassete de interesse em plantas de linhagens
transgénicas da geracdo T1. a) plantas de tabaco transformadas com o cassete para
superexpressdo (pK7WG2,0::rgs-CaM) - linhagens 5, 11 e 12; b) plantas de tabaco
transformadas com o cassete para silenciamento [pk7GWIWG2(I)::5"UTRrgs-CaM] - linhagens
12, 15 e 19; c) plantas de tabaco transformadas com o cassete para silenciamento via anti-senso,
(pBI121::rgs-CaM) - linhagens 11, 17 e 20. M) Marcador (Ladder GeneRuller 100bp ou 1kb;
Fermentas). Os nimeros representam cada planta em sua respectiva linhagem, sendo testadas 16
plantas por linhagem. WT) tabaco ndo transformado utilizado como controle negativo. C-) e
C+) controle negativo e positivo de amplificacdo, respectivamente. As posicdes dos fragmentos

estdo indicadas por seta a direita. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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I1VV.4.6 Analise de tabacos transgénicos inoculados com o PepYMV

As plantas de tabaco da geracdo T1 acima descritas foram mecanicamente
inoculadas com o potyvirus PepyMV e mantidas em casa de vegetacdo (Figura 31).
Foram inoculadas 4 plantas por linhagem (3 linhagens testadas) para cada construcao

investigada.

Figura 31. Cultivo das plantas de tabaco transformadas com as construcoes
pK7WG2,0::rgs-CaM, pk7GWIWG2(1),0::5"UTRrgs-CaM e pBI121::rgs-CaM,

inoculadas ou ndo com o PepYMV.

Os sintomas visuais causados pela infec¢do sistémica surgiram no 7 dpi,
intensificando-se ao 14 dpi. Folhas mosqueadas sem areas de necrose foram observadas
(Figura 32) em todas as plantas inoculadas, sendo estas transgénicas ou ndo (WT). Por
outro lado ndo foram observados sintomas nas plantas inoculadas com tampéo e
abrasivo (MOCK). Adicionalmente, nenhuma diferenga na intensidade dos sintomas
entre plantas silenciadas e com superexpressdo da rgs-CaM pode ser visualmente

constatada.
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Figura 32. Sintomas observados em folhas de tabaco transgénico com
superexpressdo ou silenciamento (via dsRNA ou anti-senso) da rgs-CaM. As
plantas foram inoculadas com PepYMYV (painel superior) ou somente com tampao e
abrasivo (controle MOCK; painel inferior). WT — refere-se ao controle néo

transformado. As fotos foram tiradas aos 14 dpi.

A acumulacdo viral nas plantas inoculadas em diferentes tempos p6s-inoculacéo
foi investigada empregando ELISA indireto. Para tal, um anti-soro universal contra
membros do género Potyvirus (Agdia) foi utilizado (Item 111.8.3.3). De maneira geral,
os valores de absorbancia obtidos revelaram um incrementono acimulo de virus entre
07 e 21 dpi tanto nas plantas selvagens como nas linhagens transgénicas
superxpressando e silenciando a rgs-CaM via RNA anti-senso (Figura 33). A Unica

excecdo refere-se as plantas transgénicas nas quais a rgs-CaM foi silecianda via dSRNA
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(5’-UTR), onde observa-se pouca variacdo nos valores de absorbancia refletindo

variacdo minima no acumulo viral ao longo do tempo (Figuras 33).
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Figura 33. Detec¢do do PepYMV nos tabacos transgénicos aos 7, 14 e 21 dpi. a) plantas de
tabaco transformadas com o cassete pBI121::rgs-CaM (anti-senso) - linhagens 12, 15 e 19; b)
plantas de tabaco transformadas com o cassete pk7TGWIWG2(1),0::5"UTRrgs-CaM (5'UTR) -
linhagens 5, 11 e 15; c) plantas de tabaco transformadas com o cassete pK7WG2,0::rgs-CaM
(superexpressdo) - linhagens 11, 17 e 20. Plantas de tabaco selvagem também foram inoculadas
e avaliadas em paralelo. Os valores de absorbancia foram determinados em ensaio de ELISA

indireto analisado em leitor de ELISA a 405 nm.
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Para analise estatistica foram utilizadas as linhagens 11, 15 e 17 para tabacos
transgénicos silenciando via dsRNA, silenciando via RNA anti-senso e
superexpressando a rgs-CaM, respectivamente e, tabaco selvagem como controle. Cada
linhagem, continha 4 plantas com 3 repeticdes de leitura da absorbancia, sendo estes
resultados analisados estatisticamente como descrito no item 111.8.3.3. Os valores
médios de absorbancia estdo representados na Figura 34. Quando comparados 0s
valores médios de absorbancia entre as linhagens de tabacos transgénicos e selvagens
aos 7 dpi, observa-se um menor acumulo viral em plantas superexpressando a rgs-CaM
em relacdo as outras plantas analisadas, sendo estas diferengas consideradas
estatisticamente significativas em analise empregando teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Estas diferencas estatisticas entre os tabacos transgénicos e selvagens por
periodo estdo representadas por letras mailsculas A ou B. De modo geral, um
incremento no acumulo viral ao longo do periodo foi observado, excessdo feita ao
transgénico silenciando via dsRNA onde manteve-se o acumulo viral. Ja estas
diferencas consideradas estatisticamente significativas, ou ndo, sdo representadas pelas

letras minUculas a, b ou c.
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Figura 34. Deteccdo do acumulo viral nas plantas de tabaco transgénicas
inoculadas com PepYMV apds 7, 14 e 21 dias. Os valores médios de absorbancia do
controle (selvagem) e das linhagens 15, 11, e 17 para 0s transgénicos silenciando via
RNA anti-senso, silenciando via dsRNA e superexpressando, respectivamente, sdo
apresentados. As analises estatisticas sdo representadas com letras maiusculas A ou B,
referindo-se as diferencas entre os transgénicos e selvagens analisados por periodo e,
letras minusculas a, b ou c representam se houve ou ndao acumulo viral em decorrer do

periodo.
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V. DISCUSSAO

No presente trabalho, a expressdo da proteina rgs-CaM em E. coli pRIL codon
plus foi empreendida utilizando-se 0 pGEX-5x-1. As condic¢des ideais de inducdo da
expressao da proteina recombinante foram: adi¢cdo de 1 mM de IPTG, temperatura de
28°C com periodo de incubacdo de 4 horas. A principio, ensaios adicionais
empregando outros plasmideos (pET-28a e pET-15b) bem como outras cepas de
bactérias ndo foram satisfatérios, mesmo variando a temperatura e o tempo de
incubacdo. Sendo assim, os experimentos de interacdo com a HC-Pro e proteinas do
hospedeiro foram realizados utilizando a proteina de fusdo GST:rgs-CaM, expressa
empregando o plasmideo pGEX-5x-1.

A correta insercdo da regido codificadora da rgs-CaM no vetor de expresséo foi
confirmada por digestdo com enzimas de restricdo e seqiienciamento. Observou-se no
sequenciamento total similaridade (100%) com a sequéncia de nucleotideos da rgs-CaM
de tabaco depositada no banco de dados do NCBI. O sucesso na inducdo da expressdo
da proteina de fuséo foi confirmado por Western blot utilizando anticorpo monoclonal
anti-GST, sendo detectada uma proteina com massa molecular de ~ 47 kDa que € 0
esperado para a proteina de fusdo GST:rgs-CaM.

Testes de solubilidade foram realizados a fim de encontrar o tampdo néo
desnaturante ideal visando os testes de interacdo in vitro pela técnica de pull down.
Entretanto, em todos os tamp0es testados a proteina de fusdo GST:rgs-CaM esteve
presente na fracdo insollvel, excegdo feita ao tampdo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, NaCl
100 mM, no qual foi obtida uma pequena fracdo de proteina de fusdo parcialmente

soltvel. Resultados semelhantes ja eram conhecidos para a proteina de fusdo MBP:HC-
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Pro (Maia & Bernardi, 1996), demonstrando que ambas as proteinas sdo de dificil
solubilidade.

Apbs a confirmacdo de solubilidade das proteinas de fusdo, estas foram
expressas em larga escala e solubilizadas. No caso da proteina de fusdo MBP:HC-Pro,
esta foi submetida a uma purificacdo prévia em coluna de afinidade, porém foi
observada a presenca de algumas proteinas contaminantes. Por outro lado, a quantidade
de proteina MBP:HC-Pro sollvel obtida foi suficiente para a realizacdo dos ensaios de
pull down.

Os ensaios de interacdo entre as proteinas de fusdo MBP:HC-Pro e GST:rgs-
CaM apontaram para a ocorréncia de interagdes inespecificas das proteinas alvo com as
resinas utilizadas. Esse fato impediu a continuidade dos ensaios de pull down como
previsto. Em funcdo disso, optou-se pela utilizagdo da proteina rgs-CaM:His expressa
no plasmideo pET-28b (Novagen), porém, dificuldades foram encontradas para se obter
a referida proteina na forma soltvel. Um recurso para solubiliza-la baseou-se no uso de
uréia como agente desnaturante, mas esse processo foi irreversivel ndo permitindo a
obtencdo de proteina devidamente estruturada ap6s a renaturagdo conforme indicado
pelo espectro de dicroismo. Outro agente desnaturante bastante utilizado é o SDS, que
mesmo em baixa concentracdo, é suficiente para desnaturar proteinas (Reynolds et al.,
1967; Nielsen et al., 2007). A utilizacdo de SDS em baixas concentracdes é um
processo menos agressivo do que o uso da uréia, e quando acompanhada da utilizagdo
de MPD durante a renaturacdo protéica, tem demonstrado alta eficiéncia na obtencéo de
proteinas estruturadas (Michaux et al., 2008). No caso da proteina rgs-CaM:His, essa
abordagem culminou na obtencdo de proteina pura e devidamente estruturada (Figura
18b), o que viabilizou a realizagdo de novos experimentos de interacdo in vitro entre a

proteina rgs-CaM e a proteina viral HC-Pro.
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Além dos ensaios de interacdo mencionados, a disponibiliade da rgs-CaM pura e
estruturada permitiu a realizacdo de experimentos adicionais visando caracterizar
estruturalmente esta proteina. De modo geral, CaMs apresentam 4 sitios de ligacdo ao
calcio e afinidade variando de moderada a alta (Gilli et al., 1998; Bouche et al., 2005;
Wu et al., 2012 ). Por outro lado, experimentos de ITC mostram que a rgs-CaM
apresenta baixa afinidade ao Ca®*, possuindo apenas 3 sitios de ligacdo ao Ca?*, sendo
que um deles apresenta uma afinidade muito baixa a esse ion. Os dados obtidos no ITC
eram esperados, uma vez que a analise prévia de alinhamento utilizando o programa
HHpred, mostra que a rgs-CaM apresenta apenas 2 sitios de ligagdo ao ca®
devidamente conservados ao invés de 4, sendo a presenca de um terceiro de baixa
afinidade também detectada. Essa hipotese foi corroborada pelo modelo estrutural
tedrico obtido no nosso estudo. Substituicbes de aminoacidos foram relatadas também
em EF-hands de outras proteinas relacionadas as calmodulinas (Lee et al., 2000).
Curiosamente, algumas CaMs, sdo capazes de desempenhar suas fun¢cdes mesmo nao
ligando-se ao ion calcio, seja por apresentar muta¢cbes nas EF-hands ou pela
indisponibilidade desse ion, (Geiser et al., 1991; Leppla, 1984), embora, nesse segundo
caso, com redugdo na eficiéncia da proteina (Leppla, 1984). CaMs medeiam uma
variedade de funcdes do Ca**, porém a concentracdo desse fon no citosol raramente
atinge um nivel esperado para saturar todos os sitios de ligacdo ao Ca?* nas CaMs (Klee,
1988). A ligacéo de CaMs aos alvos aumenta a afinidade dos sitios de ligacdo ao Ca®*
livres em determinadas CaMs (Wang et al., 1980; Burger et al., 1983; Olwin et al.,
1984). Apesar da baixa afinidade da rgs-CaM pelo célcio (ver Tabela 4), esta é
suficiente para ocasionar mudancgas estruturais na proteina. Estas mudancgas foram
constatadas tanto nas anélises de CD quanto nas analises em gel semi-desnaturante em

presenca ou auséncia de célcio. Cabe ressaltar que a maior mobilidade em gel das
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calmodulinas quando ligadas ao Ca®* é bem relatada na literatura (Garrigos et al., 1991;
Vanderbeld & Snedden, 2007). Com base nestes resultados podemos inferir que o ion
Ca®* apresenta um ponto chave no mecanismo de acdo desta proteina durante a
interacdo com 0s virus, uma vez que ocasiona mudancas na estrutura da proteina. Além
disso, baseado nos relatos encontrados na literatura e com resultados de afinidade
obtidos em nosso estudo, podemos sugerir que a interacdo da rgs-CaM com a proteina
viral HC-Pro pode ocorrer mesmo em baixa concentracéo e afinidade ao Ca®* e, com a
interacdo destas proteinas, aumentaria a afinidade de ligacdo da rgs-CaM com este ion,
assim aumentando a eficiéncia do mecanismo. Em relacdo ao numero de EF-hands,
proteinas relacionadas as calmodulinas podem apresentar entre 2 a 6 EF-hands
(McCormack et al., 2003; Ranty et al., 2006), a rgs-CaM apresenta 3 EF-hands, sera
que esta proteina levaria vantagens a outras CaMs do hospedeiro que requerem até 6
fons Ca®* e, sendo assim um mecanismo de rapida acao? Uma questdo interessante que
necessita de maiores estudos.

A interacdo entre a HC-Pro e a rgs-CaM foi evidenciada pela primeira vez
empregando o sistema de duplo hibrido de levedura (Anandalakshmi et al., 2000).
Assim como a HC-Pro, a rgs-CaM foi caracterizada como um supressor de
silenciamento, sendo a primeira proteina celular identificada como um supressor
enddgeno de silenciamento génico pds-transcricional (Anandalakshmi et al., 2000). A
fim de melhor caracterizar essa interacdo, duas abordagens foram empregadas no
presente estudo: realizagdo de ensaios de interacao in vitro empregando as proteinas rgs-
CaM e HC-Pro expressas em bactérias, e em paralelo, ensaios de interagdo in vivo
utilizando a metodologia BiFC. Nesse segundo caso, os resultados ndo evidenciaram a
existéncia de uma interacdo entre as proteinas investigadas em células de epiderme

cebola. Recentemente, porém, Nakahara e colaboradores (2012) relataram que a rgs-
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CaM é capaz de se ligar com diversos supressores virais promovendo a degradacao dos
mesmos via autofagia associada ao seu auto-sacrificio. Agindo deste modo, a rgs-CaM
bloquearia a atividade anti-RNAI dos supressores virais. Este dado parece corroborar
nossos resultados empregando BIFC (ver Figura 25), uma vez que a interacdo pode ndo
ter sido observada in vivo, provavelmente, devido a degradacdo das proteinas
interagentes. Cabe ressaltar que no trabalho de Nakahara e colaboradores (2012), a
interacdo da rgs-CaM com supressores virais foi observada em protoplastos (células
BY-2), 16 h apds a transfec¢do, empregando ressonancia de plasma de superficie (SPR).

Por outro lado, a presenca de duas proteinas do hospedeiro capazes de interagir
com a rgs-CaM foi evidenciada em ensaios de interagdo por pull down. A identificagdo
e posterior caracterizacdo de tais proteinas representam abordagens promissoras para
entender ou esclarecer a real funcdo da rgs-CaM na interacdo virus-planta,
especialmente porque os dados disponiveis na literatura ainda sdo contraditérios. Neste
contexto, Anandalakshmi e colaboradores (2000) descreveram que a rgs-CaM atua
como um supressor de silenciamento quando superexpressa em plantas de tabaco.
Recentemente, porém, Nakahara e colaboradores (2012) relataram que a rgs-CaM € uma
proteina envolvida na resposta de contra-defesa da planta aos supressores virais. Diante
do exposto, identificar outras proteinas do hospedeiro envolvidas com a rgs-CaM
poderia auxiliar a desvendar o seu mecanismo de ag&o.

Visando estudos funcionais da proteina foi confirmada a obtencdo de plantas
transgénicas de tabaco capazes de superexpressar e silenciar a rgs-CaM.
Adicionalmente, transformantes das trés construgdes em teste foram avaliados por RT-
PCR semiquantitativo quanto a eficiéncia para superexpressar ou silenciar a expressao

da rgs-CaM, sendo 3 linhagens para cada construcéo (superexpressando, silenciando via
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dsRNA ou por fita de RNA anti-senso) selecionadas visando os ensaios de inoculagédo
viral.

Apbs a confirmacdo e selecdo das referidas plantas transgénicas, a geracdo T1
foi inoculada com o PepYMV e uma cinética de acumulacdo viral nas plantas
inoculadas foi determinada. O principal objetivo neste caso era testar os efeitos da
superexpressdo e do silenciamento da rgs-CaM na infeccdo viral de maneira a
evidenciar um possivel papel desta proteina na defesa da planta hospedeira. Os
resultados obtidos revelaram diferencas significativas na acumulagdo viral entre
amostras derivadas das plantas transgénicas silenciadas ou com superexpressao da rgs-
CaM e de plantas selvagens. Nakahara e colaboradores (2012) observaram que plantas
de tabaco capazes de superexpressar a rgs-CaM eram mais tolerantes ao Cucumber
mosaic virus (CMV), enquanto que em plantas em que a rgs-CaM foi silenciada essa
susceptibilidade foi aumentada. Essas diferencas foram observadas nas folhas
inoculadas com o virus aos 2 dpi sendo mais evidentes nas folhas sistemicamente
infectadas aos 4 dpi. Nesse estudo foi utilizada uma cepa agressiva do CMV e a cinética
de acumulagdo viral ndo foi estendida para tempos maiores. Nas nossas analises, a
acumulacdo viral foi determinada aos 7, 14 e 21 dpi em folhas sistemicamente
infectadas com uma cepa pouco agressiva do PepYMV. O fato de uma menor
acumulacdo viral ter sido constatada no tempo de 7 dpi nas plantas com superexpressao
da rgs-CaM corrobora os dados de Nakahara e colaboradores (2012), porém este efeito
ndo é mantido aos 14 e 21 dpi. Curiosamente, a rgs-CaM & superexpressa
imediatamente a um ferimento em folhas de tabaco, sendo a infeccdo viral geralmente
acompanhada por ferimento (Tadamura et al., 2012). Diante disso, estes dados sugerem
que a rgs-CaM atua na fase inicial do estabelecimento da infecgéo viral sendo a sua

disponibilidade vital nesta fase. Um outro ponto importante a ser considerado para
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explicar as diferencas observadas esta relacionado ao nivel de expressdo da rgs-CaM
nas plantas geradas por Nakahara e colaboradores (2012) em relacéo as plantas geradas

no nosso estudo.
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VI. CONCLUSOES

- A proteina rgs-CaM de tabaco foi expressa com éxito em E. coli na forma de uma

proteina de fusdo com a proteina GST e uma outra fusdo com cauda de histidinas;

- A rgs-CaM apresenta afinidade com o fon Ca?* com apenas 3 sitios de ligacdo, sendo

um com baixa afinidade.

- Os dados de alinhamento, ITC e modelagem, permitem concluir que: i) o sitio C ndo
esta presente na rgs-CaM; ii) o sitio de menor afinidade ao Ca** é o sitio B e; iii) 0s

sitios conservados A e D s0 0s sitios que apresentam maior afinidade ao Ca?*.

- O modelo tedrico inicial da rgs-CaM confirma a sua estrutura terciaria, que do mesmo
modo das suas homdlogas, possui dois dominios globulares, contendo as EF-hands,
ligados por uma longa heélice alfa. Esse modelo inicial também mostra a localizagdo

espacial dos trés sitios de ligagdo ao Ca*";

- Experimentos de espectroscopia revelam que a rgs-CaM recombinante apresenta alta
predominancia de hélices alfa, espectro tipico de proteinas do tipo calmodulina, sendo
que a adicdo de 5 mM CaCl, e 5 mM de EGTA, respectivamente, promovem alteragoes
na estrutura secundaria da proteina rgs-CaM. Deste modo, o fluxo do ca’ e ligacdo
com a proteina rgs-CaM pode ser um ponto chave no mecanismo de acdo desta proteina

durante a interagdo virus planta;

- Ensaios de interagdo in vivo utilizando a metodologia BiFC ndo evidenciaram a

interacdo entre a rgs-CaM e a HC-Pro. Por outro lado, a presenga de duas proteinas do
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hospedeiro capazes de interagir com a rgs-CaM foi evidenciada em ensaios de interacédo

por pull down;

- Quando inoculadas com uma cepa do PepYMV, plantas transgénicas silenciadas ou
com superexpressao da rgs-CaM apresentaram diferencas significativas na acumulagéo
viral aos 7 dpi, sendo que as plantas com superexpressao apresentam um menor

acumulo viral.
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