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palavras -chave

resumo
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A cardosina A e a cardosina B sdo duas proteinases asparticas encontradas
nos pistilos de cardo (Cynara cardunculus, L.). Apesar da sua elevada
similaridade sdo expressas em diferentes tecidos, seguindo padrdes temporais
proprios e apresentam uma acumulac@o intracelular bastante diferente: a
cardosina A é acumulada no vacuolo enquanto que a cardosina B é secretada.
A semelhanca de outras proteinases asparticas vegetais, apresentam um
segmento especifico denominado PSI (Plant Specific Insert). Este dominio tem
sido implicado no enderecamento vacuolar de proteinases asparticas, quer
pela sua ac¢do como sinal de enderecamento, quer pela sua capacidade de
interagir com membranas funcionando como um pré-requisito para o
enderecamento vacuolar. Com o objectivo de contribuir para descortinar o
verdadeiro papel deste dominio no enderegcamento e processamento destas
cardosinas, recorreu-se a técnicas de PCR para a obtencdo de construcdes
mutantes de cardosinas A e B, entre as quais se efectuou a troca do segmento
PSI. Paralelamente, através do uso de técnicas de mutagénese dirigida,
efectuou-se a construgcdo de cardosinas A e B mutadas nos nucleétidos dos
potenciais locais de clivagem deste dominio, evitando assim a sua remoc¢ao ao
longo do processamento das cardosinas. Os resultados obtidos ndo permitiram
uma concluséo clara sobre o papel do segmento PSI nas cardosinas A e B,
uma vez que as constru¢bes testadas ndo revelaram alteragbes no
direccionamento intracelular no sistema heterélogo Nicotiana tabacum. A
possivel aplicacdo destas construcdes em varios sistemas de expressao,
assim como a importancia destas construcdes para o estudo do papel
desempenhado pelo PSI no enderecamento e processamento das cardosinas
A e B é aqui discutida.
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Cardosin A and cardosin B are two aspartic proteinases isolated from cardoon
(Cynara cardunculus, L.) pistils. Despite presenting high similarity, they are
expressed in different tissues, following different temporal patterns and
accumulate in different compartments within the cell: cardosin A is transported
and stored in vacuoles while cardosin B is secreted. A common feature of plant
aspartic proteinases is the presence of a specific segment known as PSI (Plant
Specific Insert). This domain has been implicated in vacuolar sorting of aspartic
proteinases, acting as a sorting signal or through its capacity of membrane
interaction, working as a pre-requisite for the vacuolar sorting. In order to
uncover the real implication of this domain in cardosins processing and sorting,
PCR techniques were used to obtain cardosins A and B mutants, in which the
PSI domains were switched. In addition, techniques of site-directed
mutagenesis were employed to the construction of mutants of cardosins A and
B, in which the nucleotides of the potential cleavage sites of PSI were mutated,
thereby preventing its removal during the processing steps of cardosins. The
results obtained did not allow a clear conclusion about the biological role of PSI
in cardosins, because the mutants tested did not reveal a significant variation in
the intracellular sorting, using Nicotiana tabacum as expression system. The
possible application of these constructions in different expression systems, as
well as the importance of these to the study of the implication of PSI in cardosin
processing and sorting are here discussed.
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1 Introducao



Introducao

Ao contrdrio da célula procaridtica, que geralmente consiste num Unico
compartimento intracelular rodeado por uma membrana plasmatica, a célula eucaridtica
possui o seu espaco intracelular subdividido de forma elaborada, em compartimentos
funcionalmente distintos, delimitados por membranas. A manutencdo das caracteristicas
Unicas de cada um desses compartimentos, assim como todo o fluxo de moléculas entre eles,
depende unicamente de um complexo sistema de transporte, o sistema endomembranar

(Alberts et al., 2002).

1.1 Sistema Endomembranar

O sistema endomembranar é o conjunto de membranas internas presente nos eucariotas,
que divide o espaco intracelular de uma forma estrutural e funcional. Os constituintes deste
sistema sdo o reticulo endoplasmatico (RE), o aparelho de Golgi, a rede trans do Golgi, o
compartimento pré-vacuolar, os compartimentos liticos e o endossoma (Nebenfuhr, 2002). A via
secretora permite o transporte de material celular recentemente sintetizado desde o RE,
passando por outros compartimentos endomembranares, até ao seu destino final. No sentido
oposto, a via endocitica é a responsavel pelo transporte de material para o interior da célula,
reencaminhando-o para degradacdo ou reintegrando-o no sistema endomembranar. O
movimento de material desde o reticulo endoplasmatico até a superficie membranar ou a outros
compartimentos celulares designa-se por anterégrado e é acompanhado por um movimento em
sentido contrario, denominado retrégrado, que funciona como reciclagem de lipidos
membranares, receptores de sinais e proteinas, restituindo assim a integridade necessaria ao bom

funcionamento deste sistema (Richter et al., 2009) (Figura 1.1).

Embora todos os eucariotas partilhem uma dinamica funcional semelhante, assim como
0os mesmos constituintes basicos do sistema endomembranar, existem diferencas tipicas de
determinados grupos. No que diz respeito as plantas, estas caracterizam-se por possuir pelo
menos dois tipos de vaculolos com funcdes e caracteristicas diferentes (ver seccdo 1.1.4) ao
contrario dos mamiferos em que esse papel é desempenhado pelo lisossoma. O RE estd
geralmente comprimido pelo enorme tamanho do vacuolo central enquanto nos mamiferos ndo
apresenta essa limitacdo. Além disso, as plantas carecem da existéncia de um compartimento de
reciclagem intermédio entre o reticulo endoplasmatico e o aparelho de Golgi, tipico dos
mamiferos. Para além do seu envolvimento na divisdo celular, o aparelho de Golgi apresenta uma

dindmica muito superior nas plantas (Vitale e Galilli, 2001; Hanton et al., 2005).
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plasmética

Reticulo

Figura 1.1 Esquema geral do sistema endomembranar e das relagées dindmicas entre os diferentes compartimentos
intracelulares. Representacdo do transporte de proteinas ao longo da via secretora de uma célula animal: as proteinas
entram na via secretora ao nivel do reticulo endoplasmatico aquando da sua sintese, sendo posteriormente
direccionadas para o aparelho de Golgi. O aparelho de Golgi é o responsavel pelo direccionamento das proteinas para
outros compartimentos intracelulares ou mesmo para o exterior da membrana celular. O compartimento endossomal é
o responsavel pelo transporte de material da superficie membranar ou do exterior, reintegrando-o no sistema
endomembranar ou encaminhando-o para degradagdo. Adaptado de Molecular Biology of the Cell, Garland Science,
New York.

1.1.1 Reticulo endoplasmatico

O RE apresenta-se como um organelo de importancia central no sistema
endomembranar. Cerca de metade da area total de membranas numa célula pertence ao RE
(Alberts et al., 2002). Com poucas excepcles, a sintese proteica tem inicio no citosol ou em
ribossomas associados a membrana do RE. As proteinas que se destinam a ser secretadas da
célula ou a permanecer no sistema endomembranar iniciam o seu percurso na via secretora ao
nivel do RE. A passagem para o RE, designada de co-translocacdo, obriga a presenca de um sinal
de enderegcamento que, no caso de proteinas sollveis, esta geralmente localizado na extremidade
amino-terminal, sendo geralmente composto por residuos hidrofdbicos. J& as proteinas

membranares, apesar de também poderem apresentar um sinal de enderecamento, determinam
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a sua passagem e posicdo no RE através da informagdo contida nos seus dominios proteicos.
Apesar da multiplicidade de passos e compartimentos celulares necessdrios até que as proteinas
cheguem ao seu destino final, a translocacdo membranar ocorre somente uma vez, no RE, através
de poros aquosos e sem necessidade de gastos energéticos. Todo o transporte a posteriori é
efectuado através da mobilizacdo e fusdo de vesiculas, ou do contacto directo entre os diferentes
compartimentos subcelulares. O RE funciona assim como porta de entrada do sistema
endomembranar. A passagem para o RE obriga a que as proteinas se apresentem numa
conformagdo ndo tridimensional, sendo esta adquirida no lUmen do RE apds a remocgdo do
péptido sinal amino-terminal. De facto, o RE possui um vasto nimero de mecanismos que
assistem na conformacdo tridimensional das proteinas, como por exemplo a calreticulina, a
chaperona «Binding immunoglobulin protein» (BiP) e a «Protein disulfit» (PDI) (Vitale e Denecke,
1999). Caso ndo adquiram uma correcta estrutura tridimensional, as proteinas sdo deslocadas em
agregados para o citosol ou enviadas para o vacuolo para degradagdo proteica, num processo
designado de “controlo de qualidade” (Vitale e Ceriotti, 2004). Uma diferenca emergente entre as
células vegetais e as de origem animal é a capacidade que as primeiras apresentam em acumular
proteinas em agregados de elevada densidade. Este fendmeno é tipico em sementes de cereais,
nos quais as prolaminas interagem com membros da familia das chaperonas, promovendo a
formacdo de agregados de grandes dimensdes ao nivel do RE. A sua grande dimensdo parece ser
o factor responsavel pela impossibilidade de transporte destas proteinas do RE para o Golgi,
originando assim a formagdo de estruturas especializadas no armazenamento de proteinas, os
corpos proteicos (Vitale e Galilli, 2001).

O reticulo endoplasmatico é assim o principal érgdao do sistema endomembranar,
participando em fungdes de sintese, enrolamento, processamento, armazenamento e transporte

proteico.

1.1.2 Do reticulo endoplasmatico ao aparelho de Golgi

O modo como as proteinas abandonam o RE é ainda assunto de debate, representando
um mecanismo ainda nao completamente elucidado. Apesar de ainda ndo ter sido
inequivocamente demonstrado em células vegetais, o transporte de proteinas mediado por
vesiculas «coated protein complex» (COP) tem recebido maior atengdo (Figura 1.2). No sentido
anterdgrado, as proteinas abandonam o RE em direc¢do ao aparelho de Golgi em vesiculas COPII,

formadas em locais especificos de transporte na membrana do RE, denominados «Endoplasmic
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Reticulum Exit Sites» (ERES) (Hanton et al., 2005). Motivos diacidicos e dibasicos presentes na
cauda citoplasmatica de proteinas membranares demonstraram estar envolvidos no
desencadeamento da formacdo destas vesiculas. Por outro lado, ainda nao foi identificado
nenhum motivo sinal equivalente para o transporte de proteinas sollveis, aceitando-se que este
possa ocorrer por mecanismos de transporte passivo. O movimento anterégrado é compensado
pelo transporte no sentido inverso, retrégado, mediado por vesiculas COPI. Ao contrdrio das
vesiculas COPII, que se formam no RE e transportam principalmente proteinas sintetizadas de
novo para o aparelho de Golgi, as vesiculas COPlI medeiam o trasporte da face cis do aparelho de
Golgi para o RE, reciclando receptores de sinal e proteinas residentes do RE. O que determina a
seleccdo de proteinas a entrar no transporte retrégado ainda ndo é completamente claro, no
entanto, motivos di-lisina e residuos aromaticos sdo apontados como motivo sinal em proteinas
membranares. No caso de proteinas sollveis, o sinal apontado é a sequéncia H/KDEL na
extremidade C-terminal da proteina (Vitale e Denecke, 1999; Hanton et al., 2006; Matheson et al.,
2006). Ensaios com inibidores do transporte retrogrado demonstram que o transporte
anterégrado é também inibido, revelando assim que o caracter dinamico destes tipos de
transporte é essencial a manutencdo do equilibrio do sistema endomembranar (Hanton et al,,

2005).

ER

Figura 1.2 Esquema representativo do transporte entre o reticulo endoplasmatico e o aparelho de Golgi mediado por
vesiculas COP (Coated Protein Complex). No sentido anterdgrado as vesiculas COPII transportam material desde o
reticulo endoplasmatico para a face cis do aparelho de Golgi. Em sentido contrario, retrégado, as vesiculas COPI
medeiam o transporte entre a face cis do aparelho de Golgi e o reticulo endoplasmatico, reciclando receptores e
proteinas residentes no reticulo. Adaptado de Matheson et al., 2006.
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Varios modelos tém surgido numa tentativa de explicar o caracter dindmico do transporte
entre o RE e o aparelho de Golgi. O modelo designado de «vacuum cleaner» (Figura 1.3 A),
defende que as cisternas do Golgi se deslocam sobre a superficie do RE recolhendo as vesiculas a
exportar. Este modelo implica que o RE possua uma grande capacidade de exportar moléculas,
em toda a sua extensdo, ndo existindo locais especializados nessa fungdo. Em oposicdo a este
modelo foi proposto o modelo «stop-and-go» (Figura 1.3 B) que defende que existem locais bem
especificos no RE para a exportacdo de vesiculas para as cisternas do aparelho de Golgi. Este
modelo apresenta limitacOes, principalmente porque transmite uma imagem estacionaria do RE.
Um terceiro modelo, designado de «mobile export sites» (Figura 1.3 C) defende que os locais de
exportacdo de vesiculas sejam restritos a locais especificos mas apresentam uma elevada
mobilidade quer pelo movimento da superficie do RE, quer pelo movimento ao longo da prdpria

membrana reticular (Neumann et al., 2003).

(random export sites) (fixed export sites) ' Figura 1.3 Esquema representativo de 3
,Q o Q modelos para o exporte de vesiculas do RE para
gt | rRe———— ] — o aparelho de Golgi. A) modelo «vacuum
cleaner»; B) modelo «stop and go»; C) modelo
«mobile export sites». Retirado de Neumann et

D __ @ | _@ | a, 20
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ettt e

1.1.3 Aparelho de Golgi: direccionando proteinas

Do reticulo endoplasmatico as proteinas seguem geralmente para o aparelho de Golgi que
se encarrega de as distribuir para os seus destinos finais. O aparelho de Golgi é constituido por
varias unidades distribuidas pelo citoplasma celular, cada uma composta por um conjunto de

cisternas em constante troca dindmica de material. Ao contrdrio do que se verifica nos animais, o
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aparelho de Golgi apresenta uma mobilidade muito grande nas plantas. Para além de
desempenhar funcGes a nivel da glicosilacdo proteica e sintese de polissacarideos complexos, o
aparelho de Golgi desempenha um papel fundamental na via secretora, como principal mediador
do enderecamento para a membrana citoplasmatica e para os compartimentos vacuolares. O uso
de marcadores fluorescentes permitiu a visualizagdo in vivo das cisternas do aparelho de Golgi,
revelando uma intima dinamica com o RE e evidenciando o caracter mével de todo o sistema

endomembranar (Boevink et al., 1998; Nebenfhur et al., 1999).

As proteinas entram no aparelho de Golgi pela face cis Golgi, deslocando-se ao longo das
cisternas em direccdo a rede trans Golgi onde a maioria abandona o organelo em direccdo a

membrana citoplasmatica ou ao sistema vacuolar (Hanton et al.,2007)

1.1.4 Vias de transporte para o vacuolo

Tradicionalmente o vacuolo tem sido caracterizado como um organelo polimérfico,
apresentando-se em grande numero nas células em proliferacdo ou um so, de grandes
dimensdes, em células diferenciadas. No entanto, dados recentes sugerem a existéncia de mais
do que um tipo de vacuolo, com func¢ées distintas, em células diferenciadas (Frigerio et al., 2008).
Para além da regulagdo osmdtica, o vactuolo desempenha também fungdes de armazenamento e
inactivacao de compostos téxicos, armazenamento de proteinas e outros metabolitos secundarios
e participa em fendmenos de morte celular programada (Vitale e Hinz, 2005). O refinamento das
técnicas de microscopia electrénica e microscopia confocal, assim como a descoberta das
aquaporinas — uma familia de proteinas em que diferentes membros fazem parte do tonoplasto
de diferentes tipos de vacuolos — permitiram a distin¢cdo de pelo menos dois tipos funcionais de
vacuolos presentes em simultdneo em células vegetais: o vaclolo de armazenamento de
proteinas — envolvido no armazenamento de proteinas — e o vacuolo litico — envolvido na
degradacdo proteica (Vitale e Galili, 2001). Apds a descoberta da coexisténcia destes dois tipos de
vacuolos, estudos revelaram que o transporte para cada um deles exibe uma sensibilidade
diferente na presenca do inibidor wortmanina, indicando assim a possivel existéncia de vias e

mecanismos de enderegamento distintos (Vitale e Galili, 2001).

Os sinais de enderecamento e respectivas vias de enderecamento vacuolar ndo estdo

ainda completamente clarificados, representando, no entanto, o ramo da ciéncia mais avancado e
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fascinante da biologia celular eucariota. Recentemente uma grande variedade de sinais de
enderecamento vacuolares tem vindo a ser descrita parecendo suportar a existéncia de diferentes
vias de transporte, dependendo do tipo de vacuolo alvo. A via para o vacuolo litico parece ser
dependente do aparelho de Golgi, sendo mediada pelo receptor BP80. Este receptor é uma
proteina membranar residente no aparelho de Golgi que reconhece um sinal de enderecamento
de sequéncia especifica (ssVSD), tipicamente uma sequéncia NPIR ou semelhante na regido
amino-terminal da proteina a transportar (Bassham et al., 2000; Vitale e Raikhel, 1999). Apds o
reconhecimento desse sinal, as proteinas sdo acumuladas em vesiculas revestidas por clatrina
(CCV) que abandonam o aparelho de Golgi em direc¢do a um compartimento pré-vacuolar (PVC),
também designado de corpo multivesicular (MVB). Uma vez no PVC/MVB, os receptores libertam
as proteinas transportadas, sendo reciclados para o aparelho de Golgi (Hanton et al., 2007).

Posteriormente o PVC/MVB funde-se com o vacutolo litico (Figura 1.4).

Por sua vez, os mecanismos responsaveis pelas vias de enderecamento para o vacuolo de
armazenamento proteico tém gerado elevada controvérsia. As proteinas destinadas a este
compartimento abandonam o aparelho de Golgi tipicamente em vesiculas densas (DV) e ndo em
vesiculas revestidas por clatrina. Foi sugerido o envolvimento de varios receptores, incluindo a
familia do receptor BP-80, tendo sido ja descritos vaérios tipos de sinais desta via, ssVSD, ctVSD
(sinal de enderecamento carboxi-terminal) e psVSD (sinal de enderecamento de estrutura
tercidria), sendo ctVSD os mais comuns para esta via (Vitale e Hinz, 2005). As DV fundem-se
directamente com os vacuolos de armazenamento proteico. No entanto, dados recentes
sugerem a existéncia de um compartimento semelhante ao PVC/MVB na via para este tipo de
vacuolo (Hanton et al., 2007). Os autores sugerem que o mesmo compartimento PVC/MVB possa
estar envolvido no direccionamento de proteinas para ambos os tipos de vacuolos, faltando ainda

evidéncias que esclarecam estes mecanismos (Figura 1.4).
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Vacadolo

Figura 1.4 Modelo hipotético das diferentes vias de enderegamento vacuolar a partir do aparelho de Golgi. A azul estd
representada uma possivel via de transporte para o vacuolo de armazenamento proteico através de vesiculas densas
(DV). A vermelho esta representada uma via para o vactolo de armazenamento proteico através de vesiculas densas e
mediada pelo compartimento PVC/MVB. A verde esta representada uma possivel via de transporte para o vacuolo litico
mediada por vesiculas revestidas de clatrina (CCV) e pelo compartimento PVC/MVB.

Uma via alternativa de enderecamento para o vacuolo de armazenamento proteico foi
descrita para proteinas da classe 2S e 11S em sementes de abdbora (Cucurbita maxima), na qual
estas proteinas formam agregados densos a nivel do RE. Estes agregados sdo entdo incorporados
em vesiculas «precursor-accumulating» (PAC), muito maiores que as vesiculas densas derivadas
do aparelho de Golgi, sendo transportados directamente do RE para o vacuolo de
armazenamento proteico. As vesiculas PAC parecem ter a capacidade de receber material
proveniente do aparelho de Golgi, sendo sugerido que esse material seja composto por proteinas
gue escapem a agregac¢do a nivel do RE, entrando no aparelho de Golgi, sendo mais tarde

reintegradas em vesiculas PAC (Vitale e Hinz, 2005) (figura 1.5).
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Figura 1.5 Esquema representativo da via de enderegamento para o vacuolo de armazenamento proteico a partir do
reticulo endoplasmatico. Os agregados de proteinas formados a nivel do reticulo endoplasmatico sdo transportados
directamente para o vacuolo de armazenamento proteico em vesiculas PAC, podendo também existir a incorporagéo de
material proveniente do aparelho de Golgi. Adaptado de Vitale e Hinz, 2005.
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1.2 Sistema enzimatico: Proteinases

As enzimas apresentam-se como proteinas possuindo actividade catalitica e sdo
fundamentais como moléculas reguladoras de reaccGes biolégicas. A divisdo em classes
enzimaticas tem como critério base os diferentes tipos de reacc¢bes catalisadas, sendo
reconhecidas 6 classes pelo CN-UIBBM (Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular). As proteinas da classe responsavel por reac¢des de hidrdlise de
ligacdes covalentes denominam-se de hidrolases. O nome atribuido a estas enzimas é, em geral,
dado pelo “substrato” seguido do sufixo “ase”, sendo o tipo de substrato considerado o critério
principal da divisdo das diferentes subclasses. Como exemplo temos a subclasse das peptidases
(EC 3.4) que catalisam a hidrodlise de ligagbes peptidicas. O termo proteinase surge como o
conjunto de peptidases que hidrolisam ligacdes no interior das cadeias polipeptidicas
(endopeptidases), podendo ser subdivididas em 5 diferentes grupos, classificados de acordo com
a sequéncia de aminodcidos no local activo, a estrutura tridimensional e o mecanismo catalitico:
proteinases serinicas, cisteinicas, asparticas, treoninicas e metaloproteinases (Mutlu e Gal, 1999).

Recentemente, um sexto grupo veio a ser identificado: acido-glutamases (Fuginaga et al., 2004).

1.2.1 Proteinases Asparticas

As proteinases asparticas (APs, EC 4.3.23) tém vindo a ser amplamente estudadas ndo sé
devido ao seu papel determinante em diversas funcdes fisiologicas de elevada importancia mas
também devido a sua ampla distribuicdo, tendo sido identificadas e caracterizadas em
vertebrados, fungos, plantas, nematodes e virus (Simdes e Faro, 2004). Em mamiferos, tem sido
apontado o envolvimento de diversas APs em processos fisiolégicos como a digestado de proteinas
(pepsina A), regulagdo da pressdo sanguinea (renina), desenvolvimento de cancros (catepsina D),
degradacdo da hemoglobina por parasitas (plasmepsina) e maturacdo de proteinas do virus HIV
(Mutlu e Gal, 1999). O seu envolvimento em doengas gastricas, infeccbes parasitarias,
hipertensao, cancro e SIDA tem conduzido a um incremento do interesse demonstrado pela
comunidade cientifica face a importancia revelada por este grupo de proteinases nestas doencas.
Segundo a base de dados Merops (http.//merops.sanger.ac.uk), as APs estdo agrupadas em 15
diferentes familias usando como critério base a sequéncia nucleotidica, que por sua vez sdo
subdivididas em 7 clas, de acordo com as suas relagdes filogenéticas e estrutura terciaria (Simdes

e Faro, 2004).
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1.2.2 Proteinases Asparticas Vegetais

As proteinases aspdrticas vegetais distribuem-se entre varias familias de APs, sendo a
familia «pepsin-like» (A1) a mais representativa, englobando quase a sua totalidade. As APs
encontram-se largamente distribuidas pelo reino vegetal, tendo sido identificadas e purificadas de
varias plantas, incluindo gimnospérmicas (Pinus), monocotiledéneas (Hordeum vulgare — cevada,
Zea mays — milho e Oryza sativa — arroz) e varias dicotiledoneas (Arabidopsis, Brassica, Cynara
cardunculus — cardo, Solanum tuberosum — batateira, Nicotiana tabacum — tabaco, Lycopersicon
esculentum — tomateiro) (Pissarra et al., 2007). Na sua maioria estas proteinases estdo envolvidas
no processamento dos precursores de proteinas de reserva que se encontram em sementes. No
entanto, existem registos de proteinases asparticas purificadas de outros tecidos, nomeadamente
folhas (batateira e tomateiro), grdos de pdlen (milho) e flores (cardo) (Mutlu e Gal, 1999).
Recentemente foi detectada uma AP da classe A1 em Chlamydomonas reinhardtii, demonstrando
assim a presenca deste grupo de proteinas nos ancestrais das plantas vasculares (Sim&es e Faro,
2004).

A nivel celular as APs localizam-se principalmente nos vacuolos, nos corpos proteicos (em
sementes) ou sdo secretadas para o espaco extracelular. Existem indicagdes que apontam para a
localizagdo de APs na parede celular de graos de pdélen no milho (Simdes e Faro, 2004).

A grande maioria das APs é sintetizada sob a forma de precursores inactivos,
denominados preproenzimas ou zimogénios (Figura 1.6). A sequéncia amino-terminal destes
zimogénios contém um péptido sinal responsavel pelo enderegamento para o reticulo
endoplasmatico, seguido de um pro-segmento conservado com cerca de 40 aminodcidos. Com
base na estrutura cristalografica, e de modo analogo ao que se passa com algumas APs animais,
foi sugerido que o pro-segmento possui capacidade de interaccdo com o local activo, sendo
responsdvel pela inactivacdo das enzimas durante o seu transporte e secrecao, evitando assim
activacdo/degradacdo ndo desejada (Kervinen et al., 1999). No entanto foi ja demonstrado que, in
vitro, as cardosinas A e B e duas APs de arroz apresentam actividade enquanto zimogénios,
possivelmente devido a inexisténcia da sequéncia Lys/Tyr quer ao nivel do pro-segmento, quer ao
nivel da extremidade amino-terminal da proteina madura (Ramalho-Santos et al., 1998; Simdes e
Faro, 2004). Para além deste putativo papel, o pro-segmento estd envolvido em mecanismos de
enrolamento, estabilidade e direccionamento de varios zimogénios (Koelsch et al., 1994). Para
além do pre e do pro-segmento, a sequéncia das APs vegetais pode dividir-se em 3 regides

distintas: o dominio amino-terminal, o dominio carboxi-terminal e uma regido de
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aproximadamente 100 aminoacidos que os separa, denominada PSI (Plant Specific Insert) (ver

sec¢do 1.3.2).

<

Figura 1.6 Esquema representativo da estrutura dos zimogénios de varias proteinases asparticas vegetais. Fitepsina:
isolada de sementes de Hordeum vulgare; Cardosina A e Ciprosina: isoladas de flores de Cynara cardunculus; Sinal de
enderecamento para o reticulo endoplasmatico (Pre); Pro-segmento (Pro); Plant Specific Insert (PSI); Local de
glicosilagdo (=).

Ao grupo de proteinases asparticas que apresenta este tipo de estrutura primaria da-se o
nome de proteinases tipicas. A recente sequenciacao do genoma de Arabidopsis thaliana revelou
a existéncia de mais de 50 potenciais genes de proteinases asparticas, sendo notdria a existéncia
de um grupo denominado «nucellin-like», que inclui genes que codificam proteinas semelhantes a
nucelina, e um terceiro grupo, o mais numeroso, que inclui genes que codificam proteinases com
caracteristicas intermédias entre o grupo das tipicas e das «nucelin-like», denominado grupo
atipico. Uma caracteristica comum dos grupos atipicos e «nucelin-like» é a auséncia da regido PSI
(Faro e Gal, 2005). A quase totalidade do estudo desenvolvido nas ultimas décadas é referente a
categoria das proteinases asparticas tipicas, sendo o conhecimento sobre as outras categorias
muito reduzido. Este grupo partilha um elevado nimero de caracteristicas, ndo sé entre si, mas
também com os seus homodlogos de mamiferos e de outros microorganismos (Simdes e Faro,

2004).

A semelhanca de outros membros da familia A1, as APs vegetais tém actividade maxima a
pH acido, sdo inibidas pela pepstatina (hexapeptideo produzido por Streptomyces sp.) e
apresentam dois residuos conservados de aspartato no centro do local activo onde ancora o
substrato, sendo estes responsaveis pela actividade catalitica da proteina. Embora na maioria das

APs estes residuos estejam contidos num motivo catalitico Asp-Thr-Gly (DTG), repetido no
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dominio amino-terminal, nas APs vegetais um desses motivos é substituido por Asp-Ser-Gly (DSG)
(SimGes e Faro, 2004). Ainda ndo é evidente qual a importancia evoluciondria e bioldgica desta
pequena variagao.

As APs vegetais apresentam-se na forma activa como mondmeros, como é o caso de uma
proteinases de 28 kDa isolada de sementes de Brassica napus, ou heterodimeros. Foram ja
identificados diversos heterodimeros, por exemplo em sementes de cevada, em que duas
isoformas da enzima, cada uma com duas subunidades diferentes, se agregam para originar a
proteina activa (Mutlu e Gal, 1999). Apenas duas APs vegetais foram caracterizadas
cristalograficamente: a forma madura da cardosina A — de Cynara cardunculus — e a forma
precursora da fitepsina — de Hordeum vulgare — apresentando-se ambas como heterodimeros na

sua forma madura (Simdes e Faro, 2004) (Figura 1.7).

Figura 1.7 Representacdo da estrutura cristalografica de duas proteinases asparticas vegetais. A) cardosina A (PDB:
1B5F): a azul estd representada a cadeia maior, a vermelho a cadeia menor e a amarelo as pontes dissulfito. B)
profitepsina (PDB: 1QDM): o propéptido esta representado a azul, a cadeia maior a ciano, a cadeia menor a vermelho, o
PSI a verde e as pontes dissulfito a amarelo. Retirado de Simdes e Faro, 2004

Em diversas APs monoméricas e heterodiméricas, a analise dos genes e seus zimogénios
previstos revela uma elevada similaridade. A razdo pela qual precursores semelhantes, de
diferentes espécies vegetais, podem originar proteinas tao diversas ainda nao esta clarificada. A
especificidade tecidular ndo parece ser a razdao determinante e aceita-se que essa diferenca
provavelmente seja derivada da presenca ou auséncia de mecanismos enzimaticos de pds-

traducdo, que convertem a forma zimogénio na sua forma madura (Mutlu et al., 1999).
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1.3 Cynara cardunculus

A planta do cardo (Cynara cardunculus) é espontanea da costa sul mediterranea, estando
presente em Portugal continental, particularmente na zona centro e sul. Pertencente a familia das
Asteraceas, o cardo habita preferencialmente regides em que as condi¢des ecoldgicas de secura e
altas temperaturas predominam, partilhando a sua ocupagao em Portugal com pelo menos mais
sete espécies do género Cynara. E uma planta perene, apresenta folhas espinhosas e porte
arbustivo podendo atingir até 2 metros de altura. Caracteriza-se por possuir um ciclo de vida
bianual, produzindo abundantes inflorescéncias de cor lilds no principio do verdo. E uma planta
muito robusta e agressiva, podendo invadir e dominar habitats semi-naturais e degradados.
Embora o seu papel ecoldgico ndo seja de descartar, o cardo notabiliza-se pelo seu elevado valor
econdmico. Estudos recentes incentivam a sua utilizacdo na producdo de biomassa para fins
energéticos e industriais (Projecto ECAS), no entanto o principal papel econémico do cardo deriva
de uma particularidade interessante dos seus extractos florais: a capacidade de coalhar o leite.
Desde tempos remotos que o cardo tem vindo a ser utilizado na manufactura artesanal de varios
gueijos de pasta mole. Neste momento, em Portugal, existem pelo menos 6 tipos de queijo de
Denominagdo de Origem Controlada (DOC) utilizando extractos florais de cardo: queijos de
Azeitdo, Beira Baixa, Evora, Nisa, Serpa e Serra da Estrela. A actividade coagulante que notabilizou
a planta do cardo deve-se a presenca de proteinases asparticas nas suas flores sendo as mais
comuns as ciprosinas e as cardosinas (Heimgartner et al.,, 1990; Ramalho Santos et al., 1997)

(Figura 1.8).

Figura 1.8 Representagdo da espécie Cynara cardunculus (cardo); A) cultura para fins energéticos (biomassa); B)
inflorescéncia; C) detalhe da flor; 1) Estigma; 2) Estilete; 3) Tubo floral; 4) Papilho; 5) Ovario.
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1.3.1 Cardosinas

Ao contrario das ciprosinas, as cardosinas tém vindo a ser profundamente estudadas quer
a nivel molecular quer a nivel bioquimico. As cardosinas sdo um grupo de APs muito abundante
nas flores de cardo, podendo constituir 70% do total de proteinas em algumas fases do
desenvolvimento floral. A cardosina A e a cardosina B foram as duas primeiras cardosinas isoladas
e caracterizadas a partir de flores de cardo (Verissimo et al. 1996). Posteriormente foram
identificados os genes de mais duas cardosinas, a C e a D, apresentando uma elevada similaridade
com a cardosina A, sendo por isso designadas de A-like (Pimentel et al., 2007). Recentemente
foram identificadas mais quatro cardosinas A-like (Sarmento et al., 2009).

A semelhanca do que acontece com a generalidade das APs, as cardosinas s3o sintetizadas
como preproenzimas sendo posteriormente processadas por uma série de mecanismos
especificos. Estes mecanismos consistem, na sua maioria, em sucessivas clivagens de regidoes do
precursor. Estas clivagens podem ser executadas pelo préprio precursor, inteiramente ou com o
auxilio de uma outra proteinase, ou serem totalmente dependentes da accdo de outras
proteinases (Koelsch et al., 1994). Ramalho Santos e colaboradores (1998) identificaram os
principais passos de processamento do precursor da cardosina A, sendo registadas 3 clivagens
sucessivas: a procardosina A sofre uma primeira clivagem entre a cadeia de 31kDa e o PSI. A
segunda clivagem é responsavel pela total remocdo do PSI. O pro-segmento é a ultima regido a

ser clivada dando por encerrado o processamento (Figura 1.9).

,
{64 kiDa) i

Formasintermédias
35kDa + 30kDa

Figura 1.9 Esquema representativo do processamento da cardosina A; Sinal de enderegcamento reticular (PRE);
Prosegmento (PRO); Plant Specific Insert (PSI); Local de clivagem ( ).
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No entanto, outros tipos de processamento tém sido sugeridos para outras proteinases,
nomeadamente para a fitepsina, em que o pro-segmento é removido antes do PSI, sendo este
ultimo removido parcialmente (Glathe et al., 1998). Embora o mecanismo de processamento para
a cardosina B ndo esteja completamente elucidado, pensa-se que seja semelhante ao da
cardosina A (Vieira et al., 2001).

Apesar de apresentarem uma elevada similaridade, as cardosinas A e B sdo o produto de
genes diferentes, apresentando diferencas significativas a nivel de localizacdo tecidular e celular.
Localizada sobretudo em estigmas florais, a cardosina A encontra-se nas papilas estigmaticas
enquanto a cardosina B se encontra nas células do tecido de transmissdao (Ramalho Santos et al.,
1997; Vieira et al., 2001; Duarte et al., 2006; Soares da Costa, 2009). E ainda pouco claro qual o
papel que cada uma destas proteinases desempenha, no entanto o seu perfil de expressdo
temporal e espacial, a capacidade de processamento e/ou degradac¢do de substratos putativos in
vitro e a expressao especifica em determinados tecidos e condi¢Ges, leva a uma associa¢do cada
vez maior com funcdes de processamento de proteinas, morte celular associadas com a
senescéncia, resposta a stress, morte celular programada e reproducdo sexuada (Ramalho-Santos
et al., 1998; Vieira et al., 2001; Figueiredo et al., 2006; Pissarra et al., 2007). A presenca de um
motivo Arg-Gly-Asp (RGD), apresentando funcdes de reconhecimento e adesdo celular em
proteinas de mamiferos, assim como a localizacdo da cardosina A ao nivel da papila estigmatica,
sugere que esta possa desempenhar um papel preponderante na interac¢ao pélen-pistilo (Faro et
al., 1999). A presenga da cardosina B especificamente a nivel do tecido de transmissdo parece
sugerir um envolvimento na laxacdo das paredes destes tecidos, facilitando o crescimento e
progressao do tubo polinico. Foi também sugerido o seu envolvimento no desenvolvimento do
pistilo, na interaccdo pdlen-pistilo e na defesa contra agentes patogénicos (Vieira et al., 2001;
Duarte et al., 2006; Soares da Costa, 2009). Mais recentemente a cardosina B tem sido envolvida
em fendmenos de morte celular programada nas camadas de células do nucelo e do tapete,
contribuindo para um fornecimento de nutrientes para o saco embriondrio e graos de pdlen em
desenvolvimento (Figueiredo et al., 2006; Soares da Costa, 2009). Para além do potencial
envolvimento na reproducdo sexuada, as cardosinas foram também implicadas em fenémenos de
germinagao em sementes de cardo, tendo sido sugerido um envolvimento da cardosina A na
degradacdo de proteinas de reserva, na mobilizacdo de solutos e na permeabilizacdo de
membranas (Pereira et al., 2008). Por seu lado, foi sugerido um envolvimento da cardosina B nas
primeiras fases de mobilizacdo de reservas apds quebra de dorméncia (Oliveira, 2009). A nivel

bioquimico as cardosinas A e B apresentam algumas diferencas: embora presente em menores
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qguantidades, a cardosina B parece apresentar uma maior actividade, sendo a sua especificidade
menor do que a cardosina A (Verissimo et al., 1996). E sugerido portanto que a cardosina A
desempenhe fungdes bastante mais especificas e reguladas nas células em questdo, enquanto a
cardosina B se apresenta como uma AP com fungdo mais generalista.

A nivel intracelular, as cardosinas apresentam mais uma vez caracteristicas distintas e
muito interessantes. Apesar da elevada similaridade entre a cardosina A e a cardosina B, a sua
localizagdo intracelular é varidavel. Em sementes de cardo as cardosinas A e B foram detectadas
em corpos proteicos, no entanto a cardosina A foi também detectada na parede celular (Pereira
et al., 2008; Oliveira, 2009). Ao nivel das flores de cardo a sua localizagdo intracelular é bastante
interessante: a cardosina A encontra-se em vaculolos de armazenamento proteico enquanto a
cardosina B é geralmente secretada para o espago extracelular (Ramalho Santos et al., 1997;

Vieira et al., 2001).

1.3.2 PSI (Plant Specific Insert)

Varias proteinases asparticas vegetais foram ja isoladas e caracterizadas, apresentando
um elevado grau de semelhanca estrutural e bioquimica com proteinases asparticas animais e
microbianas. No entanto, uma caracteristica Unica de algumas APs vegetais é a presenca de um
segmento extra, com cerca de 100 aminoacidos, denominado de PSI. Embora este segmento
esteja presente em diversas APs vegetais conhecidas existem excep¢des, nomeadamente a
nucelina (Chen e Foolad, 1997), duas APs da planta carnivora Nephentes alata (Athauda et al.,
2004), a CND41 da planta do tabaco (Kato et al, 2004), assim como a CDR1 de Arabidopsis
thaliana (Xia et al., 2004). As APs vegetais apresentam uma elevada similaridade entre os seus
dominios amino-terminal e carboxi-terminal mas a regido PSI parece reflectir uma maior
diversificacdo ao longo da evolugdo. Apesar disso, o PSI apresenta uma elevada homologia com
uma familia de proteinas de origem animal, a familia das saposinas. Analisando a sua sequéncia
verifica-se uma inversdo dos dominios amino-terminal e carboxi-terminal quando comparada com
as saposinas, razao pela qual se considera o PSI como sendo uma «swaposin» (Simdes e Faro,
2004). Tal como os restantes membros da familia SAPLIP’s (saposin-like protein) o PSI apresenta
seis residuos de cisteina, varios residuos hidrofébicos e um local de glicosilagdo conservado
(excepto na cardosina A). Tal como sugerido pela estrutura cristalografica da profitepsina, o PSI

parece apresentar uma estrutura semelhante a estrutura determinada para a NK-Lisina, uma
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SAPLIP, conservando 3 pontes dissulfito e 5 hélices-a anfipaticas (Sim&es e Faro, 2004). Ramalho-
Santos e colaboradores (1998) demonstraram que a regido do PSI é totalmente removida durante
o processamento da cardosina A, a pH 4cido, sugerindo um auto-processamento. No mesmo
estudo foram também determinadas as sequéncias dos locais de clivagem da regido do PSI, sendo
assim possivel saber de forma precisa quais os aminodcidos que ladeiam a zona de corte (Figura

1.10).

HAIGANlG*V*MNQQ

35kDa + 30kDa

Figura 1.10 Esquema representativo da sequéncia aminoacidica e dos locais de clivagem do PSI na cardosina A; Sinal de
enderecamento reticular (PRE); Prosegmento (PRO); Plant Specific Insert (PSI); Local de clivagem ( §); Outros possiveis
locais de clivagem identificados (*).

A razdo pela qual ocorre a excisdo da regidao PSI e qual o papel funcional desempenhado

pela sua presenca ou auséncia é ainda especulativo.

1.3.3 PSl e as suas fungoes bioldgicas

A elevada similaridade da sequéncia PSI com as saposinas tem vindo a ser o motivo chave
para muita especulagdo em redor da sua fungdo. As saposinas sdo proteinas sollveis actuando
como cofactores necessarios ao funcionamento de glico-hidrolases de esfingolipidos. A sua
capacidade de interaccdo com membranas e um possivel envolvimento com o transporte
intracelular de lipidos estda bem documentada (Munford et al., 1995). Foi também sugerido o
envolvimento de uma saposina, a saposina C, no direccionamento da Catepsina D (uma AP
animal) para o lisossoma (Zhu e Conner, 1994). No seguimento dessa evidéncia tem sido sugerido
gue o PSI possa desempenhar fungGes semelhantes de direccionamento das formas precursoras
das APs vegetais em compartimentos membranares atribuindo-lhe a capacidade de funcionar
como um sinal de enderegamento (Tormakangas et al., 2001; Teurachi et al., 2005). Um ponto

interessante que apoia esse papel é o facto de este ser parcial ou completamente removido na
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maior parte das APs descritas, sugerindo assim um papel passivo na actividade enzimatica. Foi
inclusive demonstrado que a fitepsina mantém actividade enzimatica total apés remocao desta
regido (Tormakangas et al., 2001). A semelhanca do descrito para a fitepsina (Kervinen et al.,
1999) a analise do hipotético modelo tridimensional da procardosina A e B (dados ndo publicados)
permite verificar que o PSI forma uma subunidade independente, externa a superficie da
proteina, ficando assim livre para uma possivel fungdo de reconhecimento e/ou adesio a

membranas (Figura 1.11).

Figura 1.11 Modelo tridimensional hipotético das procardosinas A e B. Procardosina A (azul) com o PSI exposto (azul
claro); Procardosina B (laranja) com o PSI exposto (laranja claro). Modelos realizados pelo software 3D-Jigsaw (dados
nao publicados).

Tormakangas e colaboradores (2001), em ensaios de expressdo transitéria em
protoplastos de tabaco, demonstraram o papel fulcral do PSI no direccionamento vacuolar da
fitepsina, uma vez que na sua auséncia a enzima é secretada, confirmando o PSI como um
possivel sinal de enderecamento vacuolar neste sistema. O mesmo estudo revelou também que a
delec¢do desta regido altera a via de saida do RE, levantando a hipétese do PSI conter ou funcionar
também como um sinal de exporta¢do do reticulo endoplasmatico. Mais recentemente, outros
estudos em APs de soja parecem indicar o PSI como um potencial sinal vacuolar (Terauchi et al.,

2005). Neste estudo, as proteinases AP1 e AP2, ambas direccionadas para o vacuolo, foram
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sujeitas @ uma remocgao da regidao PSI. Embora o trajecto vacuolar da AP1 ndo tenha sido
afectado, a proteina AP2 ficou retida no RE, sugerindo que o PSI, para esta proteina, possa
funcionar como sinal de exportacdo do RE ou como sinal de enderecamento vacuolar. Este estudo
veio ainda levantar a hipdtese de que o PSI possa funcionar como sinal vacuolar dependendo do
tipo de vacuolo alvo, uma vez que as duas APs se localizavam em tipos de vacuolos diferentes.

Para além da sua hipotética fungdo de direccionamento intracelular, tém vindo a ser
propostas outras fungdes para esta regido. Egas e colaboradores (2000) demonstraram que para
além da sua capacidade de interagir com membranas, o PSI da cardosina A funciona também
como um potente indutor da libertacdo do conteudo vesicular, promovendo a destabilizagdo das
membranas lipidicas. Os autores sugerem que os precursores das APs vegetais possam talvez
estar envolvidos em mecanismos de defesa contra agentes patogénicos ou em fendmenos de
morte celular, funcionando assim como molélulas bifuncionais. Estudos mais recentes apoiam a
bifuncionalidade destas moléculas sugerindo um papel preponderante dos precursores de
cardosinas na reorganizacdo membranar durante a absorcdo de dgua e na disponibilizacdo de
solutos aquando da germinacdao de sementes de cardo, desempenhando assim um papel
fundamental na fisiologia da germinacdo de sementes (Pissarra et al., 2007; Pereira et al., 2008).
Através de estudos de imunolocalizacdo, a forma precursora da cardosina A — contendo o PSI — foi
recentemente detectado nos corpos proteicos de sementes de Cynara cardunculus (Pereira et al.,
2008). A presenca da procardosina A em corpos derivados do RE, em contraste com a localizacdo
vacuolar da forma madura, pode ser explicada pela suposta capacidade do PSI em interagir com
membranas a nivel do RE (Tormakangas et al., 2001). No mesmo estudo, a forma precursora da
cardosina A, contendo o PSI, foi também detectada na parede celular, levantando a possibilidade
do PSl intervir no transporte de precursores até a membrana plasmatica. De facto, foi ja sugerido
o envolvimento do PSI no transporte da cardosina A até a membrana plasmatica, através da
interaccdo com membranas (Frazdo et al., 1999).

Para além da hipotética funcao de sinal de enderecamento e da interaccdo membranar,
tem sido atribuido ao segmento PSI um papel importante na aquisicdo e estabilizacdo da

estrutura tridimensional de algumas proteinas (White et al., 1999).
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As cardosinas A e B sdo duas proteinases asparticas (EC 3.4.23) encontradas nos pistilos
de cardo (Cynara cardunculus, L.). Apesar da sua elevada similaridade sdo expressas em diferentes
tecidos, seguindo padrdes temporais préprios e apresentam uma acumulacdo intracelular
bastante diferente: a cardosina A é transportada e acumulada no vacuolo, enquanto que a
cardosina B é secretada. Este facto, aliado a presenga de um segmento especifico (PSI), tipico de
varias proteinases asparticas vegetais, que possui alta identidade com um grupo de proteinas
animais envolvidas no co-transporte lisossomal, revela caracteristicas interessantes para o uso
destas proteinases no estudo do transporte intracelular.

Estudos recentes parecem sugerir um envolvimento da regido PSI no enderegamento
vacuolar da cardosina A, quer pela sua ac¢do como sinal de enderecamento, quer pela sua
capacidade de interagir com membranas funcionando como um pré-requisito para o
enderecamento vacuolar. No entanto, faltam ainda dados que suportem e clarifiqguem a via
seguida pela cardosina A para o vacuolo. Por outro lado a presenca da regido PSI na cardosina B
ndo parece ser suficiente para evitar a sua secre¢do no sistema nativo. Assim, o que determina o
enderecamento da primeira para o vacuolo e da segunda para a parede celular, é ainda uma
guestdo por esclarecer.

O trabalho aqui apresentado teve como principal objectivo a construcdo e manipulacao
de mutantes a nivel da regido do PSI para ambas as cardosinas, numa tentativa de clarificar qual o
papel que este dominio desempenha no enderegcamento intracelular. Foram realizadas
construcdes de cardosina A e de cardosina B com as regides do PSI trocadas entre si (Cardosina
A+PSIB e Cardosina B+PSIA), assim como construcdes destas cardosinas com mutacdes nos
possiveis locais de clivagem do PSI (Cardosina AmutPSl e Cardosina BmutPSl). De forma a
possibilitar uma avaliacdo da expressao, do trajecto e do padrdo de acumulacdo destes mutantes
in vivo, geraram-se proteinas de fusdao com um marcador fluorescente, a proteina mCherry. As
construcGes obtidas neste trabalho foram testadas por expressdo transitéria em folhas de
Nicotiana tabacum, onde a sua expressdo, processamento e acumulagdo intracelular foram

testadas.
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Material e Métodos

O trabalho proposto implicou a construgdo de varios mutantes de cardosina A e cardosina B a
nivel do PSI de modo a clarificar o seu papel na expressao, processamento e direccionamento
destas proteinas no sistema heterélogo Nicotiana tabacum. Para tal, recorreu-se a técnicas de
reaccdo da polimerase em cadeia (PCR) de forma a permitir uma amplificacdo selectiva de alguns
fragmentos das cardosinas, a construcdo de proteinas de fusdo, a introducdo de mutacOes

pontuais e a introducdo de locais de restricdo enzimatica.

3.1 Modificacdo do cDNA das cardosinas A e B

Os cDNAs das cardosinas A e B, sobre as quais se efectuaram as modificacdes aqui detalhadas,
encontravam-se previamente clonados em vectores plasmidicos, fruto de trabalhos anteriores
executados neste laboratdrio. A cardosina A estava inserida no vector pSK (3000 pb) enquanto a

cardosina B estava inserida no vector pCR 2.1 (4000 pb) (Figura 3.1).

Figura 3.1 Esquema representativo das cardosinas A e B inseridas nos respectivos vectores plasmidicos.
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3.1.1 Troca das regides do PSI

Para a obtencgdo das construgdes de cardosina A e cardosina B com as respectivas regides
do PSI trocadas recorreu-se a técnicas de PCR. Para tal foi necessario o uso de oligonucledtidos
especificos para as regides a amplificar (Tabela 3.1 e 3.2). A estratégia adoptada consistiu na
realizacdo de dois PCR distintos para cada construgao, um deles amplificando a sequéncia da
cardosina inserida no vector e excluindo o PSI e outro amplificando somente a regido do PSI.

Os oligonucleétidos usados foram produzidos pela empresa MWG Operon (Eurofins,

Alemanha).

Tabela 3.1 Oligonucleétidos usados para obtengdo dos fragmentos cardosina AAPSI e cardosina BAPSI.

Oligonucledtido Sequéncia nucleotidica (5’ = 3’) Descri¢ao
Oligonucledtido desenhado
A31 Revll ACCCCGTTAGCGCCAATTGCAT para emparelhar com o
final da cadeia de 31 kDa

Oligonucledtido desenhado
A15 Fwd ACTTCATCTGAAGAATTACAAG para emparelhar com o

inicio da cadeia de 15 kDa

Cardosina A

Oligonucledtido desenhado
B31_Revll AACCCCTTTTGCACCAATTG para emparelhar com o

final da cadeia de 34 kDa

Oligonucledtido desenhado
B15_Fwd TCGATAGTAGACTGCAATGG para emparelhar com o

inicio da cadeia de 14 kDa

Cardosina B

s ETRe I ee SRR
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Figura 3.2 Esquema representativo do emparelhamento dos oligonucleétidos nos PCRs realizados para obtengdo dos
fragmentos cardosina AAPSI (a) e cardosina BAPSI (b).
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Tabela 3.2 Oligonucleétidos usados para obtengdo dos fragmentos PSIA e PSIB.

Oligonucleétido Sequéncia nucleotidica (5’ = 3’)

< PSIA_Fwd CATGAACCAGCAATGCAAGA

©

=

(%]

O

©

E PSIA_Rev GGATAAGTGTTCACACAACTC
o

o PSIB_Fwd TTAAACCAACAATGCAAAACATTGG
©

=

(%]

O

©

E PSIB_Rev TTCTGCACTTGAAGTGGGTA

(@)

Descricao

Oligonucledtido desenhado
para emparelhar com o
inicio da regido do PSI

Oligonucleétido desenhado
para emparelhar com o
final da regido do PSI

Oligonucleétido desenhado
para emparelhar com o
inicio da regido do PSI

Oligonucleétido desenhado
para emparelhar com o
final da regido do PSI

Figura 3.3 Esquema representativo do emparelhamento dos oligonucleétidos nos PCRs realizados para obtengdo dos

fragmentos PSIA (a) e PSIB (b).

e Cardosina A + PSIB

Para obter esta construcdo foi necessario remover a regidao do PSI na cardosina A e amplificar

a regido do PSI na cardosina B, conforme referido acima. Foram realizados dois PCRs distintos:

um para amplificacdo da cardosina AAPSI e todo o vector em que esta se insere (pSK) (figura 3.2

a) e outro para amplificagdo da regido PSI da cardosina B (figura 3.3 b). Para isso foram usados

os oligonucledtidos A31 Revll + A15 Fwd e PSIB_Fwd + PSIB_Rev respectivamente. Estes

fragmentos foram posteriormente ligados em blunt para obter a construcdo de interesse.
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e (Cardosina B + PSIA

Tal como descrito para a construgdo cardosina A+PSIB, para a construgao cardosina B+PSIA

foram realizados dois PCRs distintos: um para amplificacdo da cardosina BAPSI e todo o vector

em que estd inserida (pCR2.1) (figura 3.2 b) e outro para amplificacdo da regido do PSI da

cardosina A (figura 3.3 a). Para isso foram usados os oligonucledtidos B31_Rev + B15_Fwd e

PSIA_Fwd + PSIA_Rev respectivamente. Estes fragmentos foram posteriormente ligados em

blunt para obter a construcao de interesse.

e Condigoes de reaccdo da polimerase em cadeia (PCR)

Para a amplificagcdo dos fragmentos cardosina APSI e do PSI recorreu-se a técnica de PCR.

Foi utilizada uma polimerase com actividade

«Proofreading» — Pfu DNA polymerase

(recombinante), Fermentas — para minimizar a incorporagdo de erros na sequéncia nucleotidica

uma vez que, principalmente no caso de Cardosina AAPSI (4200 pb) e Cardosina BAPSI (5200 pb),

o tamanho do produto a amplificar era substancial. As reac¢des foram executadas conforme

descrito na tabela 3.3.

Tabela 3.3 Composi¢do da reacgdo de PCR utilizada na amplificagdo dos fragmentos de cardosina.

Reagentes Concentragdo final Volume
DNA 20 ng 5uL
Tampao Pfu com MgS0O, (10x) 1x 2,5 uL
Oligonucleétido 5’(20 uM) 0,3 uM 0,375 uL
Oligonucleétido 3’ (20 uM) 0,3 uM 0,375 uL
dNTPs (2 mM) 0,2 mM 2,5 pL
Pfu DNA polymerase 06U 0,25 pL
Agua bidestilada e estéril - 14 pL
Total - 25 uL
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As reaccbes de PCR decorreram num termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf).
Realizou-se uma desnaturagao inicial a 95°C durante dois minutos, sendo depois seguido o

seguinte ciclo:

e Desnaturagao a 95 °C durante 30 segundos
e Emparelhamento dos oligonucledtidos a 54 °C durante 30 segundos

e Extensdo a 72 °C a tempo varidvel (2 minutos por cada 1000 pb)

Esta sequéncia foi repetida ao longo de 35 ciclos, terminando com uma extensao final a 72 °C,

durante 7 minutos.

e Ligagao dos fragmentos Cardosina APSI e PSI

Os fragmentos cardosina APSI e PSI amplificados por PCR nao se apresentam fosforilados
a 5’ sendo deste modo impossivel efectuar a ligacdo necessaria para a obtencgdo das construgdes.
Apds recuperacao do DNA do gel de agarose procedeu-se a fosforilagdo das extremidades 5’ dos
fragmentos PSIA e PSIB. Para aumentar a eficicia da reac¢do, o DNA foi previamente aquecido a
70 °C durante 5 minutos (evitando a ocorréncia de estruturas secundarias) tendo sido
posteriormente arrefecido em gelo antes da adicdo da enzima. Seguiu-se a reac¢dao de acordo
com a tabela 3.4. Incubou-se o DNA a 37 °C durante 1 hora e inactivou-se a enzima T4

Polynucleotide Kinase (BIORON) a 70 °C durante 15 minutos.

Tabela 3.4 Composigdo da reacgdo de fosforilagdo dos fragmentos PSIA e PSIB.

Reagentes Concentragdo final Volume
DNA 1,5ug 20 L
Tampado 10x 1x 3puL
ATP 100mM 1mM 0,3 uL
Enzima T4 PNK 10U 1ul
Agua bidestilada e estéril - 5,7 uL
Total - 30 uL
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De seguida, para a obtencdao das construcdes cardosina A+PSIB e cardosina B+PSIA,

efectuou-se a ligagdo entre os fragmentos que os constituem (Figuras 3.4 e 3.5).

ﬁ-ll

Figura 3.4 Esquema representativo da ligagdo entre os fragmentos cardosina AAPSI e PSIB.
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Figura 3.5 Esquema representativo da ligagdo entre os fragmentos cardosina BAPSI e PSIA.
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Para a reaccdo de ligacdo dos fragmentos, recorreu-se a enzima T4 DNA ligase

(Fermentas), sendo a reac¢do preparada de acordo com a tabela 3.5.

Tabela 3.5 Composi¢do da reacgdo de ligagdo dos fragmentos cardosina APSI e PSI

Reagentes Concentragdo final Volume
Vector 50 ng 2 uL
Insert 100 ng 2,7 uL
50% PEG 4000 5% (p/v) 2uL
Tampao 10x 1x 2 uL
Enzima T4 DNA Ligase 1U 1ul
Agua bidestilada e estéril - 10,3 L
Total - 20 uL

A reaccao decorreu a 22 °C durante 1 hora sendo a enzima inactivada a 65 °C durante 10
minutos. A mistura de reaccdo foi posteriormente utilizada para transformacdo de células

competentes de Escherichia coli (ver sec¢do 3.2.1 e seccdo 3.2.2).
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3.1.2 Mutagénese dos locais de corte da regido PSI

Para obtencdo das construgdes de cardosina com os locais de clivagem do PSI mutados
recorreu-se a técnica de mutagénese dirigida. A utilizacdo de oligonucledtidos iniciadores
mutados permite a introdu¢do de mutagdes pontuais na sequéncia nucleotidica a amplificar. Os

oligonucledtidos foram desenhados com base nas sequéncias nucleotidicas das cardosinas e

produzidos pela empresa MWG Operon (Eurofins, Alemanha) (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 Oligonucledtidos usados para obtengdo das sequéncias de cardosina mutadas a nivel dos locais de corte do

PSI.

Oligonucledtido

AmutPSI5’_Fwd

AmutPSI5’_Rev

Cardosina A

AmutPSI3’_Fwd

AmutPSI3’_Rev

BmutPSI5’_Fwd

BmutPSI5’_Rev

BmutPSI3’_Fwd

Cardosina B

BmutPSI3’_Rev

Sequéncia nucleotidica (5’ - 3’)

AATCATGCAATTGGCGCTCAGGGGATCATGCAGCA
GCAATGCAAGA

TCTTGCATTGCTGCTGCATGATCCCCTGAGCGCCAT
TGCATGATT

GCCAACGAGTTGTGTGAACACTTAACCACTACATCT
GAAGAATTACAAG

CTTGTAATTCTTCAGATGTAGTGGTTAAGTGTTCAC
ACAACTCGTTGGC

CAAGCAATTGGTGCAAAAGGGATCTTACAGCAACA
ATGCAAAACATTGGTTGG

CCAACCAATGTTTTGCATTGTTGCTGTAAGATCCCTT
TTGCACCAATTGCTTG

CAGTTACCCACTTCAAGTGCAGACACGATGGTAGA
CTGCAATGGTATTTCC

GGAAATACCATTGCAGTCTACCATCGTGTCTGCACT
TGAAGTGGGTAACTG

Descrigao

Introducdo de nucledtidos
mutados (a vermelho) na
regido 5’ do PSI.

Introducdo de nucledtidos
mutados (a vermelho) na
regidao 5’ do PSI.

Introdugdo de nucledtidos
mutados (a vermelho) na
regido 3’ do PSI.

Introdugdo de nucledtidos
mutados (a vermelho) na
regido 3’ do PSI.

Introdugdo de nucledtidos
mutados (a vermelho) na
regido 5’ do PSI.

Introducdo de nucleédtidos
mutados (a vermelho) na
regido 5’ do PSI.

Introducdo de nucleédtidos
mutados (a vermelho) na
regido 3’ do PSI.

Introducdo de nucledtidos
mutados (a vermelho) na
regido 3’ do PSI.
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e Cardosina AmutPSI

A construcdo deste mutante teve como objectivo a introdu¢do de mutacgGes a nivel dos locais
de clivagem do PSI quer a 5’ quer a 3’. Para tal foi necessario introduzir muta¢des que alterassem
um ou vdrios aminodcidos em questdo. Realizaram-se entdo dois PCRs distintos: Para a
mutagénese a 5’ do PSI foram usados os oligonucledtidos AmutPSI5’_Fwd + AmutPSI5’_Rev. Findo
este PCR, e sobre o seu produto purificado e correctamente sequenciado, foi realizado um
segundo PCR dirigido a 3’ do PSI tendo sido utilizados os oligonucledtidos AmutPSI3’ Fwd +

AmutPSI3’_Rev.

e Cardosina BmutPSI

A estratégia adoptada para esta construcao foi a mesma descrita para a cardosina AmutPSI
embora os aminoacidos mutados sejam diferentes (ver tabela 3.6). Realizaram-se entdo dois PCRs
distintos: Para a mutagénese a 5’ do PSI foram usados os oligonucleétidos BmutPSI5’_Fwd +
BmutPSI5’_Rev. Findo este PCR e sobre o seu produto purificado e devidamente sequenciado, foi
realizado um segundo PCR dirigido a 3’ do PSI tendo sido utilizados os oligonucleétidos

BmutPSI3’_Fwd + BmutPSI3’_Rev.

e Condi¢Oes da reaccao de PCR da mutagénese dirigida

As construgBes foram obtidas através da realizagdo de um PCR curto. Foi utilizada uma
polimerase com actividade «Proofreading» — Pfu DNA polymerase (recombinante) Fermentas —
para minimizar a incorporagao de erros na sequéncia nucleotidica. As reac¢des foram executadas

conforme descrito na tabela 3.7.
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Tabela 3.7 Composicdo da reaccao de PCR utilizada na técnica de mutagénese dirigida.

Reagentes Concentragao final Volume
DNA 500 ng 5 pulL
Tampao Pfu com MgSQO, (10x) 1x 2,5 uL
Oligonucleétido 5'(20 uM) 0,4 uM 0,375 uL
Oligonucledtido 3’ (20 uM) 0,4 uM 0,375 uL
dNTPs (2 mM) 0,3 mM 2,5 uL
Pfu DNA polymerase 2,5U 0,25 uL
Agua bidestilada e estéril - 14 pL
Total - 25 uL

As reaccbes de PCR decorreram num termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf).
Realizou-se uma desnaturagdo inicial a 95 °C durante dois minutos, sendo depois seguido o

seguinte ciclo:

e Desnaturagao a 95 °C durante 30 segundos
e Emparelhamento dos oligonucleétidos a 54 °C durante 30 segundos

e Extensdo a 72 °C durante 9 minutos
Esta sequéncia foi repetida ao longo de 18 ciclos, terminando com uma extensao final a 72 °C

durante 7 minutos. O produto deste PCR foi posteriormente digerido com Dpnl e usado para

transformacao de células competentes de Escherichia coli.

3.2 Estirpes bacterianas

Usaram-se duas estirpes bacterianas para a execucdo do trabalho. A estirpe DH5a de
Escherichia coli (E. coli) é uma das estirpes mais usadas em laboratdrio pois, entre outras
vantagens, permite facilmente uma boa mini preparagdo de DNA plasmidico ja que o gene endA,
gue codifica uma endonuclease intracelular responsavel pela degradacdo de DNA plasmidico, se
encontra inactivo nesta estirpe. A estirpe GV3101:pMP90 de Agrobacterium tumefaciens (A.
tumefaciens) é muito usada como veiculo para introducdo de DNA em sistemas heterdlogos
vegetais. O meio de cultura utilizado para cultivar ambas as estirpes foi o meio de Luria Bertani
(LB) [10 g de Bactotriptona, 5 g de extracto de levedura, 10g de NaCl, para 1 litro de cultura], com

adicdo de micro-agar 1,5% (p/v) para cultura em meio sélido.
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3.2.1 Preparacgao de células competentes — E. coli DH5a

Inoculou-se uma coldnia isolada de células DH5a em 25 mL de meio LB e incubou-se a
cultura a 37 °C com agitacao orbital a 180 rpm durante cerca de 16 horas. Transferiu-se a cultura
para 225 mL de meio LB suplementado com MgCl, 1 M e MgS0O, 1 M e cultivou-se a mesma em
estufa a 37 °C com agitacdo, até atingir um valor de absorvancia DOgy=0,6. Transferiu-se a cultura
para gelo durante 10 minutos e centrifugou-se 5 minutos a 3000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418,
Eppendorf). Ressuspenderam-se as células em 100 mL de tampdo RF1 [RbCl 100 mM, CaCl, 30
mM, glicerol 15 % (v/v ); pH =5,8 com MnCl, 500 mM e KAc 30 mM ] e incubaram-se em gelo
durante 15 minutos. Apds nova centrifugacdo a 3000 rpm durante 5 minutos, ressuspenderam-se
as células em 16 mL de tampao RF2 [RbCl 1 mM, CaCl, 223 mM, MOPS 10 mM e glicerol 15%

(v/v); pH=8] e fizeram-se aliquotas de 100 uL, conservadas a -80%c até posterior utilizacdo.

3.2.2 Transformagao de células competentes de E. coli

Para a transformacdo de células de E. coli recorreu-se ao choque térmico. Apds 30
minutos de incubacdo em gelo, sujeitou-se a mistura de células competentes e o DNA a clonar a
um choque térmico, tendo-se transferido a mistura para 42 °C durante 90 segundos e novamente
para o gelo. De seguida incubou-se a mistura em 300 puL de meio LB, a 37 °C com agitacdo orbital a
180 rpm durante 30 minutos permitindo assim a recuperacdo das células. Apds centrifugacao a
3000 rpm durante 2 minutos (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf), removeu-se cerca de 300
pL de sobrenadante e ressuspendeu-se as células no restante volume. Por fim, plaguearam-se

cerca de 100 pL de células em meio LB-Agar suplementado com o 100 pg/mL de ampicilina.

3.2.3 Preparagao de células electrocompetentes de A. tumefaciens

Inoculou-se uma coldnia isolada de A. tumefaciens em 10 mL de meio LB e incubou-se a
cultura a 28 °C com agitacdo orbital a 180 rpm até saturacdo da cultura. Transferiu-se a cultura
para 200 mL de meio LB e cultivou-se a mesma em estufa até atingir uma absorvancia DOgy= 0,6.
Transferiu-se a cultura para gelo durante 30 minutos e centrifugou-se durante 10 minutos a 4500
rom (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf). Ressuspendeu-se em 100 mL de tampdo HEPES
1mM previamente arrefecido em gelo. As células foram novamente centrifugadas e
ressupendidas nos mesmos moldes que anteriormente. Fez-se uma nova centrifugacdo e

ressuspenderam-se as células em 20 mL de tampdo HEPES 1mM suplementado com glicerol 10%
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(v/v). Apds nova centrifugacdo, as células foram ressuspendidas e dividas em aliquotas de 50 pL,

conservadas a 80 °C até posterior utilizagdo.

3.2.4 Transformagao de células electrocompetentes de A.tumefaciens

Apds clonagem no vector de expressdo pVKH18-En6 (ver secgdo 3.5) as construgdes de
cardosina foram inseridas em A. tumefaciens por electroporacdo (When-Jun e Forde, 1989).
Adicionaram-se 10 pL de DNA purificado a 50 puL de células electrocompetentes e transferiu-se a
mistura para uma cuvete de electroporacdo previamente arrefecida em gelo. A electroporacao
decorreu a 25 pF, 2,5 kV e 200 Q num electroporador Gene Pulser Electroporation System
(BioRad). Imediatamente apds a electroporagdo adicionou-se 1mL de meio LB na cuvete.
Permitiu-se a recuperacdo das células a 28 °C, sem agitacdo, durante 4 horas. Para finalizar

plaquearam-se as células em meio LB-Agar suplementado com canamicina a 50 pg/mL.

3.3 Manipulacdo e andlise de DNA mutado

3.3.1 Elimina¢dao do DNA molde

Para minimizar a probabilidade de contamina¢gdes com DNA molde ndo modificado, apds
cada PCR procedeu-se a uma restricdao enzimatica com Dpnl (Fermentas) a 37 °C durante 1 hora. A
inactivacdo da enzima decorreu a 65 °C, durante 15 minutos. A Dpnl sé exibe actividade
enzimatica sobre DNA com metilagdo tipo Dam (N6-methyladenine), tipico de DNA proveniente
de expressdao em E. coli. Como o DNA proveniente da reaccdo de PCR ndo exibe este padrdo de
metilacdo é possivel eliminar deste modo todo o DNA molde que poderia contaminar a amostra,
especialmente no caso da mutagénese dirigida em que, para além da quantidade de DNA molde
ser superior, sdo apenas efectuados 18 ciclos originando uma concentracdo de DNA mutado

muito baixa.

3.3.2 Electroforese em gel de agarose

Todos os produtos resultantes de PCR ou das reac¢des de rastreio foram sujeitos a uma
electroforese em gel de agarose [Agarose 0,8% (p/v) em tampdo TAE 1x (Trizma base 40 mM,

acido acético glacial 10% (v/v) e EDTA 10 mM)] contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio (EtBr). A
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electroforese decorreu numa unidade comercial em tampao TAE 0,25x a uma voltagem de 200 V
e amperagem nado limitante. Como marcador de pesos moleculares foi utilizado o «GeneRuler
DNA Ladder Mix» (Fermentas). Para visualizacdo das bandas de DNA foi usado um
transiluminador (Vilber Lourmat) com emissdo a 302-365 nm e as imagens captadas digitalmente
(Kodak EDAS 290, Kodak). Para o processamento de imagem recorreu-se ao software Kodak 1D,

versdo 3.4.5 (Kodak).

3.3.3 Recuperacao de DNA de gel de agarose

Em casos em que foi necessaria a recuperacao do DNA do gel de agarose com o objectivo
de conservar a sua integridade, este foi rapidamente removido dos géis de agarose recorrendo a

um kit comercial «GenElute Extraction Kit» (SIGMA) segundo as instru¢des do fabricante.

3.3.4 Minipreparagao de DNA plasmidico

Para fins de rastreio de colénias com o DNA de interesse foi necessario proceder ao
isolamento do DNA plasmidico de células de E. coli e de A. tumefaciens. Transferiu-se para um
tubo estéril 1,5 mL de cultura obtida por inoculagdo de uma Unica colédnia em meio LB +
antibiético. Apds 30 segundos de centrifugacdo a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418,
Eppendorf) ressuspendeu-se o sedimento em 200 uL de tampdo STET [Sacarose 8% (p/v), Triton X-
100 0,1 % (v/v), EDTA 50 mM, e Tris-HCI 50 mM, pH=8] e adicionados 5 pL de lisozima (50 mg/mL).
Apds 5 minutos de incubacao ferveram-se as amostras durante 45 segundos inactivando assim as
enzimas (DNases e lisozima). Efectuou-se de seguida uma centrifugacdo durante 5 minutos a
14000 rpm. Removeu-se o sedimento com um palito estéril e precipitaram-se os acidos nucleicos
através da adicdao de 200 plL de isopropanol. De seguida misturou-se e centrifugaram-se as
amostras durante 10 minutos a 14000 rpm. Eliminou-se o sobrenadante e adicionou-se 200 mL de
etanol 70% (v/v), sem misturar, para lavagem do DNA. Apds eliminagdo do etanol, secou-se o
sedimento a temperatura ambiente e ressuspendeu-se em 20 pL de agua estéril com adicdo de
RNases.

Para fins de sequenciacdo e utilizagdo nos processos de subclonagem, a extrac¢do de DNA
foi realizada recorrendo a um kit comercial «GenElute Plasmid Miniprep Kit» (SIGMA), segundo as

instrucdes do fabricante.
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3.3.5 Rastreio por «colony PCR»

O rastreio dos clones Cardosina A+PSIB e Cardosina B+PSIA foi efectuado recorrendo a
técnica de «colony PCRy. Esta técnica permitiu confirmar a incorporagdo do fragmento PSl e a sua
posicdo na sequéncia da proteina. Como DNA molde foram usadas as células de E. coli
transformadas com as respectivas construgées, picadas directamente da placa de Petri para um
tubo de PCR com 10 pL de dgua estéril, com o auxilio de um palito estéril. Apds 1 minuto de
incubacdo retirou-se o palito e os restantes componentes foram adicionados. A reac¢ao de PCR
decorreu segundo os parametros descritos em 3.1.1, usando uma temperatura de
emparelhamento de 52 °C durante 30 segundos e 1 minuto de extensdo. A composicdo da
reaccdo e os oligonucledtidos utilizados estdao descritos na tabela 3.8 e 3.9, respectivamente. O

resultado foi analisado em gel de agarose.

Tabela 3.8 Composicdo da reaccao de «colony PCR» para rastreio de clones de cardosina A+PSIB e cardosina B+PSIA.

Reagentes Concentragao final Volume
DNA - -
Tampdo Pfu com MgSO, (10x) 1x 2,5 uL
Oligonucleétido 5’(20 uM) 0,3 uM 0,375 pL
Oligonucleétido 3’ (20 uM) 0,3 uM 0,375 pL
dNTPs (2 mM) 0,2 mM 2,5 pL
Taq DNA polymerase o,6U 0,25 pL
Agua bidestilada e estéril - 10 + 6,95 pL

Tabela 3.9 Oligonucledtidos utilizados na reacgdo de «colony PCR».
Oligonucleétido Sequéncia nucleotidica (5’ - 3’) Descrigao

Oligonucledtido desenhado
PSIB_Fwd TTAAACCAACAATGCAAAACATTGG para emparelhar com o inicio

da regido PSI da cardosina B

Oligonucledtido desenhado
R1515 TCAAGCTGCTTCTGCAAATCC para emparelhar com o final da

cadeia menor da cardosina A

Cardsosina A

Oligonucledtido desenhado
PSIA_Fwd CATGAACCAGCAATGCAAGA para emparelhar com o inicio

da regidao PSI da cardosina A

Oligonucledtido desenhado
R1521 TCAAACTGCTTCTGCAAATCCC para emparelhar com o final da

cadeia menor da cardosina B

Cardsosina B

38



Material e Métodos

3.3.6 Rastreio por restricdo enzimatica

Os rastreios apds clonagem foram realizados utilizando enzimas de restricdo cuja
sequéncia de reconhecimento foi previamente introduzida pelos oligonucledtidos. As restricdes
duplas decorreram conforme as instru¢cdes do fabricante que diferem consoante as enzimas a

utilizar (http.//www.fermentas.com/doubledigest/index.html, FERMENTAS).

3.4 Sequenciacao

As construcGes de cardosina obtidas foram enviadas para sequenciacdo apds rastreio
positivo, como meio de confirmacdo da sequéncia nucleotidica. O DNA foi enviado para a

empresa MWG Operon (Eurofins, Alemanha), segundo as instrugdes do fornecedor.

3.5 Clonagens

Uma vez confirmadas por restricdo e sequenciacdo, as construcdes cardosina A+PSIB,
cardosina B+PSIA, cardosina AmutPSI e cardosina BmutPSI foram sujeitas a clonagem no vector
pCR Blunt e posteriormente subclonadas no vector de expressdao pVKH18-En6 (Batoko et al.,

2000).

3.5.1 Introdug¢ao de adaptadores de enzimas de restricio

Para a realizagdo das subclonagens o primeiro passo foi a introdugdo de locais de
reconhecimento para enzimas de restricdo. Este passo mostra-se fundamental para a
subsequente subclonagem no vector pVKH18-En6. A técnica utilizada para a introducdo de
adaptadores de enzimas foi novamente o PCR. Foram usados oligonucledtidos especificos para o
inicio e para o final da sequéncia de cardosina, contendo adaptadores para enzimas de restricdo

(Tabela 3.10).

39



Material e Métodos

Tabela 3.10 Oligonucledtidos usados na reacgdo de PCR para introdugdo de locais reconhecimento de enzimas de
restricao.

Oligonucleétido Sequéncia nucleotidica (5’ = 3’) Descri¢ao

Introdugdo de um local de
restricdo para a enzima
Xbal antes do nucledtido
iniciador

A_Fwd_Xbal TCTAGAGCCGCCACCATGGGTACCT

Introducdo de um local de
A_Rev_Sacl CTGAGCTCTCAAGCTGCTTCTGCAAATC restricdo para a enzima Sacl

apos o codao stop.

Cardsosina A

Remocdo do coddo stop e
A_Rev_Sall GTCGACGCTGCTTCTGCAAATCCAAC introdu¢do de um local de

restricao para a enzima Sall.
Introducdo de um local de
CATCTAGACTCGAGCCACCATGGGAACCCCAATCA | restrigdo para a enzima
AAGCAAACG Xbal antes do nucledtido
iniciador

B_Fwd_Xbal

Introdugdo de um local de
B_Rev_Sacl CTGAGCTCTCAAACTGCTTCTGCAAATCC restricdo para a enzima Sacl

apos o codao stop.

Cardsosina B

Remog¢do do coddo stop e
B_Rev_Sall GTCGACACTGCTTCTGCAAATCCCAC introdu¢do de um local de

restricdo para a enzima Sall.

O PCR decorreu como descrito em 3.1.1 usando uma temperatura de emparelhamento de 54
°C durante 30 segundos e um tempo de extensdo de 3 minutos. O resultado foi analisado em gel

de agarose e o DNA correspondente foi rapidamente recuperado do gel como descrito em 3.3.3.

3.5.2 Clonagem em vector pCR Blunt

Apds introduzidos os adaptadores de enzimas de restricdo por PCR obtivemos um DNA
com extremidades rombas. Isto impossibilita a sua directa ligacdo ao vector de expressao
pVKH18-En6. Deste modo todas as construcdes de cardosina foram clonadas no vector pCR-Blunt
(Zero Blunt Cloning Kit, Invitrogen) segundo as instru¢des do fabricante. O racio molar entre o
insert e o vector foi de 10:1, tendo sido usada a seguinte formula para cdlculo da quantidade de

insert (ng):

. n? bp insert x ng vector
ng insert = S x 10
n? bp vector
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3.5.3 Subclonagem no vector de expressao pVKH18-En 6

Uma vez clonados em pCR-Blunt procedeu-se a excisdo do DNA correspondente as
construcdes de cardosina, usando as enzimas de restricdo cuja sequéncia de reconhecimento foi
introduzida pelos oligonucledtidos. Deste modo, obtemos um DNA com extremidades coesivas
sendo possivel a subclonagem no vector pVKH18-En6. As restricdes duplas decorreram conforme
as instru¢des do fabricante que diferem consoante as enzimas a utilizar

(http://www.fermentas.com/doubledigest/index.html, FERMENTAS).

A mistura de reacg¢do foi analisada em gel de agarose, tendo sido recuperado o DNA das
bandas correspondentes ao tamanho dos fragmentos excisados (1500 bp), conforme descrito no

ponto 3.3.3.

As construcées de cardosina excisadas do vector pCR Blunt foram clonadas em pVKH18-
En6 previamente digerido com as enzimas de restricdo cuja sequéncia de reconhecimento foi
introduzida pelos oligonucleétidos (Xbal-Sacl e Xbal-BamHl). A reac¢do de ligacdo ao vector

decorreu a temperatura ambiente durante a noite, de acordo com a tabela 3.11.

Tabela 3.11 Composigdo da reacgdo de ligagao das construgdes de cardosina ao vector pVKH18-En6.

Reagentes Volume
Vector 1l
Insert 3ul
Tampao 10x 2 ul
Enzima T4 DNA Ligase 1U
Agua bidestilada e estéril Até 20 pL

3.5.4 Obtencao de proteinas fluorescentes

Para a obtengdo de proteinas acopladas com a proteina fluorescente mCherry procedeu-
se do modo descrito em 3.5.3 com a excepc¢do de que o vector pVKH18-En6 possuia ja o gene
codificante da proteina mCherry e encontrava-se previamente digerido com as enzimas de
restricdo Xbal e Sall. Para clonagem usaram-se as construcées as quais foi retirado o codao STOP

de modo a que a clonagem ocorresse na mesma grelha de leitura da proteina fluorescente.
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3.6 Andlise da expressdo proteica

Com o objectivo de analisar o processamento e direccionamento das construcdes de
cardosina obtidas neste trabalho, recorreu-se ao sistema de expressao transitéria em folhas de
Nicotiana tabacum (N. tabacum) mediada por Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)

(Batoko et al., 2000).

3.6.1 Cultura de Nicotiana tabacumSR1 cv. Petit Havana

A germinacdo de sementes decorreu em placas de Petri revestidas a papel de filtro
previamente humedecido em agua bidestilada e desionizada, a temperatura de 21 °C. Apds
germinacdo, transferiram-se as plantulas para substrato adubado (Substrato Universal — Compo),
em vasos individuais. O desenvolvimento das plantulas decorreu em camara de crescimento com

fotoperiodo de 16h e temperatura de 21 °C.

3.6.2 Infiltracao de folhas de N. tabacum

As culturas de A. tumefaciens transformadas com as construcGes de cardosina cultivaram-
se a 28 °C. Apds saturacgado, transferiu-se 1 mL da cultura para um tubo de 1,5 mL e centrifugou-se
a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf) durante 1 minuto. Ressuspendeu-se o
sedimento em 1 mL de tampao de infiltracdo (MgCl, 10 mM; MES 10 mM; pH=5,6) e centrifugou-
se durante 1 minuto a 14000 rpm. Ressuspendeu-se novamente o sedimento em 1 mL de tampao
de infiltracdo mas desta vez suplementado com acetosseringona 100 uM (para aumentar a
viruléncia do A. tumefaciens). Procedeu-se a nova centrifugacdo a 14000 rpm e ressuspendeu-se
novamente em 1 mL de tampado de infiltragcdo suplementado com 100 uM de acetosseringona. De
seguida efectuou-se uma diluigdo na razdo de 1/5 da suspensdo celular e leu-se a absorvancia a
600 nm, utilizando como branco o tampdo de infiltragdo suplementado com acetosseringona. A

mistura de infiltragdo foi preparada de acordo com a equacgao:

(DOsoo desejada /DOsoo diluicdo) x 1000 = y

Utilizou-se uma densidade dptica de 0,3 para todas as construgdes, sendo y o volume necessdrio
da diluicdo para preparar 1 mL de mistura de infiltracdo. Para infiltracdo recorreu-se a uma

seringa de 1 mL, sem agulha, exercendo-se pressao controlada na epiderme abaxial de uma folha
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de N. tabacum de forma a introduzir a suspensdo celular pelos estomas. Apds infiltradas, as

plantas foram colocadas nas condicdes de cultura descritas em 3.6.1.

3.6.3 Extrac¢do de proteinas totais

De forma a analisar a expressao proteica e o estado de processamento das construcdes
de cardosina, realizou-se a extraccdo de proteinas totais de por¢des de folha de tabaco com
aproximadamente 70 mg de peso fresco, aos 3 dias e 5 dias apds infiltracdo. As porcdes de folha
foram imediatamente armazenadas a -80 °C até posterior extrac¢do de proteinas. Para a
extraccdo das proteinas totais, adicionaram-se 2 volumes de tampao de extrac¢do de proteinas
[Citrato de Sddio 50 mM, pH=5,5; SDS 5% (p/v); BSA 0,01 % (p/v); Cloreto de Sédio 50 mM; B-
mercaptoetanol 2% (v/v) e 10 pL de inibidor de proteases (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma-
Aldrich) por cada 300 mg de tecido] e homogeneizaram-se as amostras com o auxilio de uma
vareta de vidro e areia de quartzo. Apés 10 minutos de fervura, centrifugaram-se as amostras a
14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf), a 6 °C, durante 30 minutos. Recuperou-se o
sobrenadante para um novo tubo. Para a quantificacdo de proteinas recorreu-se ao método de

Bradford (Bradford, 1976).

3.6.4 Separagao de proteinas: SDS-PAGE

Para analise das proteinas extraidas realizou-se uma electroforese vertical em gel de
poliacrilamida, em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE). Apds montagem do aparato de
electroforese vertical (SE 260, Amersham Biosciences) preparou-se o gel separador [3,14 mL de
agua desionizada; 4,16 mL de poliacrilamida (30% Acrylamide, BioRad); 2,5 mL de tampao Tris-HCI
1,5M pH 8,8; 100 pL SDS 10% (p/v); 100 uL APS 10% (p/v) e 9 uL TEMED]. Adicionaram-se 200 uL
de etanol absoluto sobre o gel para permitir a sua polimerizacdo e nivelamento da superficie.
Apds polimerizacdo eliminou-se o etanol e lavou-se a superficie do gel com dgua desionizada.
Preparou-se o gel concentrador [2,1 mL de dgua desionizada; 495 uL de poliacrilamida (30%
Acrylamide, BioRad); 375 uL de tampao Tris-HCl 0,5M pH 6.8; 1,5 uL de vermelho fenol; 30 ulL de
SDS 10% (p/v); 30 pL APS 10% (p/v) e 9 uL TEMED] que se colocou sobre o gel separador ja
polimerizado e introduziu-se o pente. Apds polimerizacdo retirou-se o pente e lavaram-se os
poc¢os com agua desionizada. Prepararam-se as amostras com tampao de amostra [0,225 M Tris-
HCL pH 8; 50% (v/v) Glicerol; 5% (p/v) SDS; 0,05% (p/v) Azul de bromofenol e 0,25 M DTT] na

razao de 1:5, utilizando 15 pg de proteina total em cada amostra. Apds 5 minutos de incubacdo a

43



Material e Métodos

65 °C as amostras foram aplicadas no gel concentrador, no aparato vertical contendo tampao de
corrida SDS-PAGE [Trizma base 165 mM, Glicina 128 mM e SDS 1% (p/v)] tendo a electroforese
decorrido a 100V. Foram executados dois SDS-PAGE, um para as constru¢des de cardosina A e

outro para as construcdes de cardosina B.

3.6.5 Waestern blotting

Para deteccdo das construcdes de cardosina obtidas neste trabalho recorreu-se a técnica
de «Western blotting». Esta técnica foi realizada sobre as proteinas separadas por SDS-PAGE,
recorrendo a dois anticorpos policlonais de coelho que reconhecem a cadeia maior da cardosina A
e da cardosina B, respectivamente (Pereira et al., 2008). Os géis resultantes da electroforese
descrita em 3.6.4 e duas membrana de nitrocelulose (BioTrace™ NT, Pall Corporation) foram
incubados em tamp3o de transferéncia [Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20% (v/v)] durante
5 minutos. A unidade de transferéncia foi montada (Omnipage mini, Cleaver Scientific) conforme
as instrucdes do fabricante, tendo o cuidado de ndo deixar bolhas de ar entre o gel e a
membrana. A transferéncia decorreu durante 1 hora a 100V com agitacdo constante. Apods
transferéncia as membranas foram lavadas com TBS-T [Tris 50 mM; NaCl 200 mM; Tween 20 0,1%
(v/v)] para eliminar vestigios de metanol. As membranas foram bloqueadas durante 30 minutos, a
temperatura ambiente, com solucdo de bloqueio [Leite em pdé magro 5% (p/v); BSA 1% (p/v);
Tween 0,5% (v/v) em TBS-T]. O anticorpo primario foi diluido na solugdo de bloqueio, na razdo de
1:1000 e as membranas incubadas na solucdo durante 1 hora a temperatura ambiente e com
agitacdo constante. Apds incubacdo com anticorpo primdrio as membranas foram lavadas com
TBS-T. Como anticorpo secundario utilizou-se a «Alkaline phosphatase antirabbit» 1gG (H+L). O
anticorpo foi diluido em TBS-T na razdo de 1:1000 e as membranas incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente e com agitacdo constante. Apds lavagem com TBS-T e dgua desionizada as
membranas foram incubadas numa solucdo de «Western blue stabilized substrate for Alkaline
phosphatase» (Promega) até completa revelagcdo das bandas. A reaccdo de revelagdo foi parada
com solucdo STOP (EDTA 20 mM) e as membranas guardadas em ambiente seco e protegido da

luz.
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3.6.6 Microscopia de varrimento confocal a laser

Para avaliacdo da expressdo e enderegcamento intracelular, as constru¢des de cardosina
fundidas com a proteina fluorescente mCherry foram analisadas aos 3 e 5 dias apds infiltracdo de
folhas de Nicotiana tabacum, por microscopia de varrimento confocal a laser. Retiraram-se
porcdes de folhas com aproximadamente 1 cm” e montaram-se as mesmas em agua desionizada
sobre laminas de vidro. Foram obtidas imagens da epiderme abaxial, utilizando um microscépio
confocal Leica SP2 Confocal Microscope, (Leica Microsystems). O comprimento de onda da
radiacdo de excitacdo foi de 561 nm, sendo o comprimento de onda de emissdo de 610 nm. Para
andlise e processamento das imagens obtidas utilizou-se o software «Leica Confocal Software,

2.61 Build 1538 — LCS Lite».
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4.1 Obtencdo das construcoes cardosina A+PSIB e cardosina B+PSIA

4.1.1 Amplificagdo de fragmentos de cardosina

Para a obtengdo das construgdes de Cardosina A+PSIB e Cardosina B+PSIA o primeiro
passo foi a amplificacdo da cardosina AAPSI e cardosina BAPSI inseridas nos respectivos vectores,
e a amplificagdo dos fragmentos PSIA e PSIB. Estes fragmentos amplificados foram separados em

gel de agarose para analise (Figura 4.1).

Figura 4.1 Electroforese de 50uL de produto de
PCR correspondente aos fragmentos
amplificados; A) Cardosina AAPSI inserida no
vector pSK; B) Cardosina BAPSI inserida no
vector pCR2.1; C) PSIA; D) PSIB; M) marcador de
pesos moleculares (GeneRuler DNA Ladder Mix —
Fermentas).

O tamanho das bandas observado para cada uma das construcdes foi o esperado. Para a
cardosina AAPSI| inserida no vector pSK (figura 4.1-A) observamos uma banda de
aproximadamente 4200 pb que corresponde ao somatdrio do vector pSK (3000 pb) e da cardosina
AAPSI (1200 pb). Para a cardosina BAPSI inserida no vector pCR2.1 (figura 4.1-B) observamos uma
banda de aproximadamente de 5200 pb que corresponde ao somatério do vector pCR2.1 (4000
pb) e da cardosina BAPSI (1200 pb). No caso do PSIA (figura 4.1-C) e PSIB (figura 4.1-D)
observamos uma banda de aproximadamente 300 pb que corresponde ao tamanho do fragmento
PSI em ambas as cardosinas. Todos os fragmentos foram imediatamente extraidos do gel e

guardados a -20 °C até posterior utilizagdo.
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4.1.2 Ligagao dos fragmentos de DNA: cardosina APSI e PSI

Uma vez que os fragmentos amplificados por PCR ndo se encontravam fosforilados, foi
necessario proceder a sua fosforilagdo de modo a permitir uma posterior ligacdo nucleotidica
entre estes. Os fragmentos PSI A e B foram os escolhidos para serem fosforilados. Optou-se por
nao fosforilar os fragmentos cardosina APSI (contidos no vector respectivo) porque, uma vez
fosforilados, haveria a possibilidade de re-ligacdo do vector, impossibilitando a introdugdo do
fragmento PSI e aumentando o nimero de falsos positivos. Assim os fragmentos cardosina APSI
ndo fosforilados apresentam-se linearizados, estando aptos a introducdo de um «insert». Esta
técnica demonstrou ser bastante eficaz uma vez que se obtiveram inumeras coldnias de E. coli

transformadas.

4.1.3 Rastreio de clones cardosina A+PSIB e cardosina B+PSIA

Como modo de despistagem de falsos positivos as coldénias de E. coli foram rastreadas
recorrendo a técnica de «colony PCR». Esta técnica permite confirmac¢do ndo sé da incorporagdo
do fragmento PSI, como a sua orientacdo na sequéncia da proteina. Usando oligonucledtidos
especificos a 5’ do PSl e a 3’ da cadeia menor da cardosina, o resultado esperado caso o PSI fosse
correctamente inserido seria a amplificacdo de um fragemento de aproximadamente 650 pb
(Figura 4.2). Caso houvesse contaminagdo pelo DNA original, o oligonucleétido a 5 néo

emparelharia, ndo sendo visivel qualquer banda.

65? pb

650 pb
)

Figura 4.2 Esquema representativo do emparelhamento dos oligonucledtidos usados no PCR colony. a) Cardosina A
+PSIB; b) Cardosina B +PSIA
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Foram seleccionadas 7 coldnias de cada construcdo para rastreio. Apds o «colony PCR» o
resultado foi analisado em gel de agarose (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Electroforese de 25 pL de produto do «colony PCR» correspondente aos sete clones rastreados de cada
construgdo; A) Cardosina A+PSIB; B) Cardosina B+PSIA; M) marcador de pesos moleculares (GeneRuler DNA LadderMix
— Fermentas).

O resultado foi o esperado, sendo visivel em ambas as constru¢des uma banda de
aproximadamente 650 pb que corresponde a zona amplificada por «colony PCR». Para a
construcdo cardosina A+PSIB (Figura 4.3-A) os clones rastreados 1,2,3,5 e 7 originaram uma banda
de aproximadamente 650 pb correspondente ao PSIB+cadeia menor da cardosina A, sendo
considerados como positivos. Para a cardosina B+PSIA (Figura 4.3-B) todos os clones rastreados,
excepto o clone 3, apresentaram uma banda de 650 pb correspondente ao PSIA+cadeia menor da
cardosina B, sendo também considerados como positivos. Foi seleccionado um clone positivo de
cada uma das construgdes, tendo sido realizada uma minipreparagdo de DNA plasmidico e
enviado para sequencia¢do para confirmacao da sequéncia nucleotidica. Apds ter sido realizado o
alinhamento das sequéncias obtidas com as sequéncias originais de cardosinas A e B, foi

seleccionado um clone de cada uma das construgdes (ver anexo 1 e 2).

4.2 Obtencao das construcoes de cardosina AmutPSI e cardosina BmutPSlI

Para a obtencdo das construgdes cardosina AmutPSI e cardosina BmutPSI recorreu-se a
técnica de mutagénese dirigida. Esta técnica tem sido amplamente usada no estudo funcional de
proteinas. A utilizacdo de oligonucleétidos modificados promove a introducdo de mutagles

pontuais, no cDNA codificante das proteinas, permitindo assim avaliar qual o impacto de
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pequenas alteragdes. A introducdao de mutagbdes nos locais de clivagem do PSI teve como
objectivo avaliar o impacto da ndo remocdo desta sequéncia (que nas cardosinas é removido ao
longo do seu processamento para aquisicdo da forma matura) no processamento e

direccionamento das cardosinas.

Ramalho Santos e colaboradores (1998) identificaram os possiveis locais de clivagem da
regido do PSI para a cardosina A. Embora o mesmo tipo de estudo ndo tenha sido ainda efectuado
para a cardosina B, admite-se que o tipo de processamento possa ser semelhante, devido
principalmente a elevada similaridade das duas proteinas. A partir das sequéncias de cardosina

procedeu-se ao estudo das regies que ladeiam o PSI (Figura 4.4):

801 caaatcaatc at

1201

1261 gtag A

Figura 4.4 Representacdo do cDNA e respectivos aminoacidos das zonas que ladeiam os potenciais locais de clivagem
do PSI (a vermelho) na cardosina A e na cardosina B; Os aminoacidos a mutar estdo assinalados com uma
circunferéncia. A- Alanina; E- Acido Glutamico; G- Glicina ; L- Leucina; M- Metionina; N- Asparagina; S- Serina; T-
Treonina; V- Valina.

Foram desenhados oligonucleétidos mutados, especificos para as zonas de clivagem do
PSI para que, com o menor numero de alteragbes possiveis, os aminoacidos assinalados (figura
4.4) fossem substituidos. Houve o cuidado de efectuar a mutagdo para um outro aminoacido
pertencente a mesma familia, mantendo portanto as suas propriedades quimicas. Deste modo a
interaccdo com outros aminoacidos aquando da aquisicdo da estrutura tridimensional ndo fica

comprometida.
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O primeiro passo da mutagénese dirigida foi a introducdo de mutag¢des pontuais no local
de clivagem a 5’ do PSI. Para isso recorreu-se a técnica de PCR usando oligonucleétidos mutados
amplificando o cDNA de cada cardosina assim como todo o vector em que esta estava inserida

(Figura 4.5).

- PRO

- ®

BmutS15s_ Fed

Figura 4.5 Esquema de emparelhamento dos oligonucleétidos mutados no local de clivagem a 5’ do fragmento PSI. a)
cardosina A; b) cardosina B.

Todo o volume do produto de PCR foi sujeito a uma restricdo com Dpnl, eliminando o DNA
molde, sendo depois utilizado para transformacdo de células de E. coli competentes. Devido as
alteracdes no cDNA serem pontuais e ndo causarem qualquer alteracdo no padrdo de restricdo
enzimatica, estas construgées ndo puderam ser rastreadas usando enzimas de restricdo. Apds
crescimento bacteriano dos transformantes foi seleccionado um clone aleatoriamente, realizada
uma minipreparacdo de DNA plasmidico e o DNA foi enviado para sequenciac¢do. Foi seleccionado
um clone de cada uma das construgdes como correcto apds ter sido realizado o alinhamento das
sequéncias obtidas com as sequéncias originais de cardosinas A e B (ver anexo 3 e 4) e terem sido

confirmadas as alteracdes pretendidas (Figura 4.6).

Cardosinad CAAATCAATCATGCAATTGGCGCTAACGGGGTCATGAACCAGCAATGCAAGACAGTGGTT 960
ATCAATCATGCAATTGGCGCTCAGGGGATCATGCAGCAGCAATGC

AEEEREXERRERERRERETERE X BXE BEREL X RXRXRRENR:

BERE

TATTATTACTCAAATCAATCAAGCAATTGGTGCAARALGGGGTTTTA
TATTATTACTCAAATCAATCAAGCAATTGGTGCAAALAGGGATCTTA

BT ETXEERERERERLERRETEREREEREREERRRERRREREE X X% .

Figura 4.6 Alinhamento das sequéncias de cardosina A e cardosina B mutadas a 5’ da regido do PSI com as sequéncias
de cardosina originais; As setas indicam os nucleétidos mutados; Alinhamentos efectuados com o software ClustalW2.
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Apds confirmadas, por sequenciacdo, as alteracdes introduzidas a 5’, procedeu-se a
introducdo de mutag¢des pontuais nos locais de clivagem a 3’ do PSI. Esta mutagénese dirigida
utilizou como DNA molde o DNA extraido no passo anterior, ou seja, as cardosinas com o local 5’

previamente mutado (Figura 4.7).

AmMutPSI3" Rev

AmutP5sI3" Fwd

- PRO

Figura 4.7 Esquema de emparelhamento dos oligonucledtidos mutados no local de clivagem a 3’ do fragmento PSI. a)
Cardosina A; b) Cardosina B. Local mutado a 5’ assinalado com estrela.

O resultado do PCR foi igualmente sujeito a restricdo por Dpnl e o volume de reacgdo foi
usado para transformar células de E.coli competentes. Foi seleccionado um clone, extraido o seu
DNA e enviado para sequenciagdo. Apds ter sido realizado o alinhamento das sequéncias obtidas
com as sequéncias originais (ver anexo 3 e 4) e terem sido confirmadas as alteragdes pretendidas

foi seleccionado um clone de cada uma das constru¢des como correcto (Figura 4.8).

Cardosinai TTATCCACTTCATCTGAAGAATTACAAGTAGATTGCAACACTCTITCCTCCATGCCCAAT 1360
CardosinalmtPST TTAACCACTACATCTGAAGAATTACAAGTAGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAAT 1380

FRE AR AT A T T A T T AN T A T T A A A T A AT ANATANTANATANTANNTAS

-

cardosinab GATAACATAATCAACCATGTCAATGAGGTGTGTCATCAGTTACCCACTICAAGTCCAGAA 1260
cardosinaBnutpsi GATAACATAATCAACCATGTCAATGAGCTGTGTCATCAGTTACCCACTTCAAGTGCAGAC 1260

A AT AR T T A A T AR A A A A T AR N A AT T AR A AR AT AT T AANTAATAANAANSTAANAANNTN

cardosinab TCCATGCTAGACTGCAATGGTATTTCCTCCATCCCTAATATTGCCTTCACAATTCGTAGC 1320
cardosinaBnutpsi ACGATGGTAGACTCCAATGCTATTTCCTCCATGCCTAATATTGCCTTCACAATTGGTAGC 1320

Figura 4.8 Alinhamento das sequéncias de cardosina A e cardosina B mutadas a 3’ da regido do PSI com as sequéncias
de cardosina originais; As setas indicam os nucleétidos mutados; Alinhamentos efectuados com o software ClustalW2.

Os resultados obtidos para a mutagénese foram os esperados, tendo sido introduzidas

mutagdes pontuais nos nucledtidos pretendidos em ambas as extremidades do PSI.
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4.3 Clonagens

Apds correcta sequenciacdo e confirmadas as alteragbes no cDNA, as construgdes
Cardosina A+PSIB, Cardosina B+PSIA, Cardosina AmutPSI e Cardosina BmutPSI foram sujeitas a
uma série de modificacdes com o objectivo de facilitar a clonagem no vector de expressdo

plasmidico pVKH18-En6.

4.3.1 Introdugdo de locais de reconhecimento para enzimas de restrigao

O primeiro passo para a clonagem em pVKH18-En6 foi a introdugdo de adaptadores para
enzimas de restri¢cdo. Este passo é fundamental para a posterior ligagdo no vector de expressao,
previamente cortado com as mesmas enzimas. A estratégia encontrada para a introduc¢do dos
adaptadores foi a realizacdo de um PCR em que foram usados oligonucleétidos especificos para o
inicio e para o final de cada uma das construcbes, aos quais se introduziu uma sequéncia de
reconhecimento para as enzimas seleccionadas. A selec¢cdo das enzimas Xbal, Sacl, BamHI e Sall
reflectiu a pré-existéncia desses locais de restricdo no vector de expressdo (ver seccdo 4.3.2 e
4.3.3). A escolha da enzima Sacl para a cardosina A e a BamHI para a cardosina B evita a
ocorréncia de locais de reconhecimento no interior da sequéncia de cada uma das construgdes

(figura 4.9).

. Xbal PSIE

Figura 4.9 Esquema representativo das construgdes de cardosina com a introdugdo dos adaptadores para enzimas de
restri¢do. a) Cardosina A+PSIB; b) Cardosina B+PSIA; c) Cardosina AmutPSI; d) Cardosina BmutPSI.
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Analisou-se o resultado dos PCRs em gel de agarose, sendo de esperar, para cada uma das
construcdes, uma Unica banda de aproximadamente 1500 pb correspondente ao tamanho de

cada construgdo de cardosina com os respectivos adaptadores enzimaticos (Figura 4.10).

3000 ph

1000 pb

3000 ph—s 3000 ph-w
1000 ph

1000 pb

Figura 4.10 Electroforese de 25 pl do produto de PCR para colocagdo dos adaptadores enzimaticos; A) Cardosina A+PSIB
com adaptadores Xbal e Sacl (1) e Xbale Sall (2); B) Cardosina B+PSIA com adaptadores Xbale BamHI (1) e Xbale Sall (2);
C) Cardosina AmutPSI com adaptadores Xbale Sacl (1) e Xbale Sall (2); D) Cardosina BmutPSI com adaptadores Xbale
BamHI (1) e Xbale Sall (2); M) marcador de pesos moleculares (GeneRuler DNA Ladder Mix — Fermentas).

O resultado foi o esperado, sendo bem visivel uma banda de aproximadamente 1500 pb
para cada uma das construcdes. As respectivas bandas foram imediatamente excisadas e o seu
DNA recuperado para posterior clonagem. Devido ao facto do produto do PCR para introducao
dos adaptadores enzimaticos ser um produto de extremidades rombas, a sua introducdo directa
no vector de expressdo pVKH18-En6 ndo é exequivel. Optou-se assim por uma estratégia
diferente: os produtos de PCR foram clonados num vector plasmidico especifico para
extremidades rombas, o pCR-Blunt (Invitrogen Corporation) (Figura 4.11). Este vector oferece um
meio rapido, facil e de elevada eficacia (superior a 95%) na clonagem de produtos de PCR de

extremidades rombas.
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Figura 4.11 Esquema representativo da clonagem das construgdes de cardosina com extremidades rombas no vector
pCR-Blunt; - adaptadores de enzimas de restrigdo; - construgdes de cardosina.

Ap0s ligagdo entre o vector e os varios «inserts» as misturas de reac¢ao foram utilizadas
para transformar células de E. coli competentes. Dos clones obtidos, foram seleccionados dois de
cada construcao para rastreio por restricdo enzimatica, usando as enzimas de restricdo cuja
sequéncia de reconhecimento foi introduzida pelos oligonucledtidos. Seria de esperar, para cada
uma das construgdes, uma banda de aproximadamente 3500 pb correspondente ao vector (pCR-
Blunt) e uma outra de aproximadamente 1500 pb, correspondente a construgcdo de cardosina

inserida. O resultado da restricdo foi analisado em gel de agarose (Figura 4.12)

‘ Figura 4.12 Electroforese do produto de rastreio de 2uL de
DNA plasmidico de 2 clones de cada uma das construgdes
inseridas em pCR-Blunt; A) Digestdo de Cardosina A+PSIB com
Xbal e Sacl; B) Digestdo de Cardosina A+PSIB com Xbal e Sall;
C) Digestdo de Cardosina B+PSIA com Xbal e BamHI; D)
Digestdo de Cardosina B+PSIA com Xbal e Sall; E) Digestdo de
Cardosina AmutPSI com Xbal e Sacl; F) Digestdo de Cardosina
AmutPSI com Xbal e Sall; G) Digestdo de Cardosina BmutPSI
com Xbal e BamHI; H) Digestdo de Cardosina BmutPSI com
Xbal e Sall; M) Marcador de pesos moleculares “GeneRuler
DNA Ladder Mix” — Fermentas.
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Observou-se, para todas as construcdes, uma banda ligeiramente acima dos 3000bp
correspondente ao vector pCR-Blunt (3500 pb) no qual se inseriam as constru¢Ges. No entanto
nem todos os clones testados apresentaram uma banda com aproximadamente 1500 pb, sendo
estes considerados como negativos e imediatamente excluidos. Foi seleccionado um clone
positivo de cada construcdo, extraido o respectivo DNA e enviado para sequencia¢gdo. Uma vez
verificada a correcta sequéncia nucleotidica das construgbes procedeu-se a subclonagem no

vector de expressdao pVKH18-En6.

4.3.2 Subclonagem no vector de expressao pVKH18-En6

Apds confirmada a correcta clonagem no vector pCR-Blunt procedeu-se a subclonagem no
vector de expressdao pVKH18-En6. Este vector bindrio tem sido amplamente utilizado para
expressdo transitdria em sistemas heterdlogos (Batoko et al., 2000). Seis repeticdes do promotor
35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV), para além de outras sequéncias reguladoras,

asseguram a adequada expressio do transgene (Figura 4.13).
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Figura 4.13 Esquema de insercdo das construcdes no vector de expressio pVKH18-En6. LB — Bordo esquerdo; Hyg' —
gene de resisténcia a higromicina; Tnos — gene codificante da nopalina sintetase; RB — Bordo direito. (Adaptado de
Batoko et al., 2000).

Ap0s ligacdo ao vector pVKH18-En6, a mistura de reacgdo foi utilizada para transformar
células de E. coli competentes. Os clones obtidos foram rastreados por restricdo enzimatica,
usando enzimas cuja sequéncia de reconhecimento foi introduzida pelos oligonucleétidos. O

resultado da restri¢do foi analisado em gel de agarose (Figura 4.14).
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Figura 4.14 Electroforese do produto de rastreio de
2 pL de DNA plasmidico de cada uma das
construces em pVKH18-En6; A) Digestdo de
cardosina A+PSIB com Xbal Sacl; B) Digestdo de
cardosina B+PSIA com Xbal BamHlI; C) Digestdo de
cardosina AmutPSI com Xbal Sacl; D) Digestdo de
cardosina BmutPSI com Xbal BamHI; M) Marcador
de pesos moleculares “GeneRuler DNA Ladder
Mix” — Fermentas.

Foram considerados positivos aqueles que apresentavam duas bandas bem visiveis, uma
de aproximadamente 12000 pb correspondente ao vector pVKH18-En6, e outra de
aproximadamente 1500 pb correspondente a construcao de cardosina. Observou-se para todas as
constru¢des uma banda ligeiramente acima dos 10000 pb correspondente ao vector. Foi também
observada uma banda de aproximadamente 1500 pb em todos os clones testados,
correspondente ao fragmento excisado, ou seja, a constru¢ao de cardosina mutada. O DNA dos
clones positivos de cada uma das construgdes foi utilizado para transformacao de Agrobacterium

tumefaciens.

4.3.3 Obtencdo de proteinas fluorescentes

A proteina mCherry é uma proteina fluorescente cujo pico de emissdo se situa nos 610
nm. A utilizacdo de uma proteina fluorescente prende-se com a possibilidade de analisar in vivo e
em tempo real o direccionamento e o padrao de acumulagdo das nossas constru¢des num sistema
heterdlogo, bastando para isso recorrer a técnicas de microscopia confocal de fluorescéncia. Esta
proteina foi colocada a 3’ das construgdes de cardosina as quais foi removido o cod3do stop. Para a
subclonagem utilizou-se o vector pVKH18-En6, onde ja havia sido previamente clonada a mCherry

(Figura 4.15).
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Figura 4.15 Esquema representativo do vector pVKH18-En6 previamente clonado com a proteina fluorescente mCherry;
LB — Bordo esquerdo; Hyg' — gene de resisténcia & higromicina; Tnos — gene codificante da nopalina sintetase; RB —
Bordo direito.

Apds a ligagdo ao vector pVKH18-En6—mCherry, usou-se a mistura de reac¢do para
transformar células de E. coli competentes. Os clones resultantes da subclonagem foram
rastreados por restricdo enzimatica usando as enzimas Xbal e Sacl. O uso destas enzimas permite
a excisdo simultanea das construcdes de cardosina e da proteina fluorescente mCherry. O
resultado foi analisado em gel de agarose, sendo de esperar uma banda de aproximadamente
12000 pb correspondente ao vector pVKH18-En6 e uma outra de 2250 pb correspondente a

construgdo de cardosina (1500 pb) acoplada a proteina mCherry (750 pb) (Figura 4.16).

Figura 4.16 Electroforese do produto de rastreio de 2uL
_ de DNA plasmidico de cada uma das construgdes
inseridas em pVKH18-En6 — mCherry com as enzimas
Xbal e Sacl; A) Cardosina A+PSIB; B) Cardosina B+PSIA; C)
Cardosina AmutPSI; D) Cardosina BmutPSI; M) Marcador

<= 3000 pb de pesos moleculares “GeneRuler DNA Ladder Mix” —
— <— 2000 pb Fermentas.

Para todas as construcGes é bem visivel uma banda de aproximadamente 12000 pb
correspondente ao vector de expressdo. Todas as construgdes apresentaram também uma banda
de aproximadamente 2250 pb correspondente ao fragmento excisado pela restricdo, ou seja, a
construcdo de cardosina (1500 pb) acoplada a proteina mCherry (750 pb). Todos os clones
rastreados foram entdo considerados positivos. De modo a confirmar a correcta insercao da
construcdo de cardosina na mesma grelha de leitura da proteina fluorescente, o DNA dos clones

positivos de cada construcdo foi enviado para sequenciacdo. Uma vez confirmada a correcta
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insercdo da construcdo, o DNA dos clones positivos foi utilizado para transformacgdo de

Agrobacterium tumefaciens.

4.4 Insercdo das construcoes em Agrobacterium tumefaciens

4.4.1 Rastreio de clones positivos

Obtidas as construcdes de cardosinas e uma vez clonadas em pVKH18-En6 e em pVKH18-
En6—mCherry, procedeu-se a transformacado de células de A. tumefaciens electrocompetentes. O
baixo grau de pureza que o DNA dos transformantes de A. tumefaciens apresenta impossibilita a
sua manipulagdo directa nos ensaios de rastreio por restricdo enzimatica. Deste modo, o DNA
extraido das células de A. tumefaciens transformadas foi utilizado para transformar células de E.
coli competentes sendo o ensaio de rastreio efectuado sobre o DNA extraido de E. coli. As
subclonagens no vector pVKH18-En6 foram rastreadas usando enzimas de restricdo cuja

sequéncia de reconhecimento foi introduzida pelos oligonucleétidos (Figura 4.17).

Figura 4.17 Electroforese do produto de rastreio
de 2 puL de DNA plasmidico de cada uma das
construgcbes em pVKH18-En6; A) Digestdo de
cardosina A+PSIB com Xbal Sacl; B) Digestdo de
cardosina B+PSIA com Xbal BamHlI; C) Digestdo de
cardosina AmutPSI com Xbal Sacl; D) Digestdo de
cardosina BmutPSI com Xbal BamHI; M) Marcador
de pesos moleculares “GeneRuler DNA Ladder
Mix” — Fermentas.
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Observou-se, para todos as construcdes, uma banda de aproximadamente 12000 pb
correspondente ao vector pVKH18-En6, assim como uma banda de aproximadamente 1500 pb
correspondente a construgdo de cardosina excisada pela restricdo. As constru¢des foram assim

consideradas positivas.

As subclonagens no vector pVKH18-En6—mCherry foram rastreadas recorrendo as

enzimas Xbal e Sacl (Figura 4.18).
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Figura 4.18 Electroforese do produto de rastreio
de 2uL de DNA plasmidico de cada uma das
construgGes inseridas em pVKH18-En6 — mCherry
com as enzimas Xbal e Sacl; A) Cardosina A+PSIB;
B) Cardosina B+PSIA; C) Cardosina AmutPSI; D)
Cardosina BmutPSI; M) Marcador de pesos
moleculares “GeneRuler DNA Ladder Mix” -
3000 pb — Fermentas.

2000 nh —»

Observou-se uma banda de aproximadamente 12000 pb, em todas as construcdes,
correspondente ao vector pVKH18-En6. Foi também identificada uma banda de
aproximadamente 2250 pb que corresponde a construgdo de cardosina (1500 pb) acoplada a

proteina mCherry (750 pb). As construgdes foram consideradas positivas.

Os transformantes de A. tumefaciens correspondentes a cada uma das construgdes
rastreadas positivamente foram seleccionados e guardados a -80 °C para posterior utilizagdo no

estudo de expressao, processamento e direccionamento em Nicotiana tabacum.
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4.5 Estudo da expressdo em Nicotiana tabacum SR1 cv. Petit Havana

A avaliacdao da expressao, estado de processamento e direccionamento das construgdes
obtidas ao longo deste trabalho foi feita recorrendo a um sistema de expressao transitdrio em
folhas de Nicotiana tabacum, mediado por Agrobacterium tumefaciens. Durante o ciclo de vida de
Nicotiana tabacum (figura 4.19) as condig¢es de crescimento foram mantidas estdveis, de forma a

minimizar os impactos nos niveis de expressao.

Figura 4.19 Diferentes fases do ciclo de vida de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana. a) Plantulas com cerca de 3 dias de
germinacgdo; b) Plantas com 3 semanas; c) Plantas com 5 semanas; d) Plantas com 8 semanas apds germinagao.

Para os ensaios de infiltracdo utilizaram-se plantas com cerca de 8 semanas apds
germinacao (figura 4.19 d), correspondendo a uma fase de desenvolvimento em que os niveis de

expressao sdo optimos.

Para a extraccdo de proteinas, assim como para a analise por microscopia confocal de
varrimento, usaram-se as constru¢des de cardosina fundidas com a proteina fluorescente

mCherry, tendo sido recolhidas amostras aos 3 e 5 dias apds infiltracao.
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Como controlo de expressdo infiltrou-se uma folha de cada planta utilizada com
Agrobacterium tumefaciens transformado com pVKH18-En6 — 35S-GFP,um marcador que é

expresso no citoplasma e que é normalmente utilizado no nosso laboratério (figura 4.20).

Figura 4.20 Imagem de microscopia confocal de células de epiderme foliar de Nicotiana tabacum transformadas com a
construgdo 35s-GFP. A imagem foi obtida 3 dias apds infiltracdo das folhas. E visivel expressdo ao nivel do citoplasma
das células.

Nas células da epiderme de Nicotiana tabacum o vacuolo apresenta grandes dimensoes,
empurrando todo o conteldo citoplasmatico em direccdo a membrana citoplasmatica. Desta
forma a expressao citosdlica é apenas visivel a periferia da célula. Observa-se, em todas as plantas
utilizadas, a expressao ao nivel do citosol uma vez que a construcao 355-GFP ndo possui nenhum

sinal de enderecamento para a via secretora.

Os ensaios utilizando as construgdes cardosina A+PSIB e cardosina AmutPSI ndo revelaram

qgualquer tipo de expressao em Nicotiana tabacum pelo que os resultados serdo omissos.

4.5.1 Analise da expressao de cardosina B+PSIA:mCherry

A expressdao da construcdo cardosina B+PSIA fundida com a proteina fluorescente
mCherry foi bem sucedida, obtendo-se bons niveis de expressdo para o clone utilizado. Aos 3 dias
apos infiltracdo observa-se expressdo da construcdo principalmente no vacuolo das células da

epiderme de Nicotiana tabacum (figura 4.21). Pelo facto do vacuolo apresentar grandes
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dimensdes, ocupando a quase totalidade do volume da célula, a expressdo neste organelo traduz-
se numa fluorescéncia vermelha em praticamente toda a célula. Ndo se detecta expressdo no
citoplasma, no reticulo endoplasmatico, nem na zona correspondente a parede celular (figura
4.21 a, seta branca). O reticulo perinuclear também ndo apresenta qualquer marcacgdo

fluorescente (figura 4.21 a, seta amarela).
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Figura 4.21 Imagem de microscopia confocal de células de epiderme foliar de Nicotiana tabacum transformadas com
cardosina B+PSIA:mCherry. As imagens foram obtidas 3 dias apds infiltragdo. Detecta-se expressdo evidente no vacuolo
das células. A zona correspondente ao citoplasma e parede celular ndo apresenta marcagdo (seta branca). No reticulo
perinuclear também ndo se detecta expressdo (seta amarela). a) Imagem relativa a excitagdo com o laser 561 nm; b)
imagem correspondente de contraste de interferéncia diferencial (DIC).

Aos 5 dias apés infiltracdo (figura 4.22) os niveis de expressao continuam elevados. Mais uma
vez, a principal expressdao desta construcdo detecta-se ao nivel dos vacuolos, sendo ainda
detectada alguma fluorescéncia no reticulo endoplasmatico em algumas células (figura 4.22 a,
setas brancas). No entanto, a maioria das células ndo apresenta expressdo ao nivel do citoplasma,

do reticulo endoplasmatico e da parede celular.

63



Resultados

Figura 4.22 Imagem de microscopia confocal de células de epiderme foliar de Nicotiana tabacum transformadas com
cardosina B+PSIA:mCherry. As imagens foram obtidas 5 dias apds infiltragdo. Detecta-se expressdo evidente no vacuolo
das células, assim como alguma expressdo a nivel do reticulo endoplasmatico em algumas células (setas brancas). a)
Imagem relativa a excitagdo com o laser 561 nm; b) imagem correspondente de contraste de interferéncia diferencial
(DIC).

O extracto proteico de folha de N. tabacum a expressar cardosina B+PSIA, avaliado por
«Western blotting», revelou a presenca de uma banda de aproximadamente 34 kDa aos 3 e 5 dias
apos infiltracdo, correspondente a cadeia maior da cardosina B, indicando assim que a construcdo

sofreu um correcto processamento.

Figura 4.23 Imunodetec¢do da cardosina B+PSIA:mCherry em
folhas de Nicotiana tabacum aos 3 e 5 dias apos infiltragdo.
Usou-se um anticorpo especifico da cadeia maior da cardosina
B. Ndo se registam alteragdes significativas nos niveis de
expressao nos dois tempos analisados. O tamanho detectado
. q— (34 kDa) corresponde a forma processada da cardosina B; d —
dias; M — Marcador de pesos moleculares “PageRuler™
Prestained Protein Ladder — Fermentas”.

3MkDa —» - -
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4.5.2 Analise da expressdo de cardosina BmutPSI:mCherry

A expressdo da construcdo cardosina BmutPSl fundida com a proteina fluorescente
mCherry foi bem sucedida, obtendo-se niveis de expressdo suficientes para uma correcta
visualizacdo in vivo. Aos 3 dias apods infiltracdo observa-se expressdo da construcdo
principalmente no vacuolo das células da epiderme de Nicotiana tabacum (figura 4.24). Embora a
expressao detectada nos vacuolos seja de intensidade inferior quando comparado com a
construcdo cardosina B+PSIA:mCherry, o que poderia indicar um atraso no enderecamento, a

expressdo a nivel do reticulo endoplasmatico ndo é detectavel (figura 4.24 a, setas brancas),

indicando que houve tempo suficiente para que a proteina chegasse ao vacuolo.

Figura 4.24 Imagem de microscopia confocal de células de epiderme foliar de Nicotiana tabacum transformadas com
cardosina BmutPSl:mCherry. As imagens foram obtidas 3 dias apds infiltragdo. Detecta-se expressdo no vacuolo das
células e auséncia de expressdo ao nivel do reticulo endoplasmatico, citoplasma e parede celular (setas brancas). a)
Imagem relativa a excitagdo com o laser 561 nm; b) imagem correspondente de contraste de interferéncia diferencial
(DIC).

Aos 5 dias apds infiltracdo da construgdo, os niveis de expressdo sdo mais elevados.
Verifica-se novamente uma expressao a nivel do vactolo das células da epiderme foliar de N.
tabacum e a inexisténcia de expressdo ao nivel do reticulo perinuclear (seta amarela), reticulo

endoplasmatico, citoplasma e parede celular (figura4.25 a, seta branca).
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Figura 4.25 Imagem de microscopia confocal de células de epiderme foliar de Nicotiana tabacum transformadas com
cardosina BmutPSI:mCherry. As imagens foram obtidas 5 dias apods infiltragdo. Detecta-se expressdo no vactolo das
células e auséncia de marcagdo ao nivel do reticulo perinuclear (seta amarela), reticulo endoplasmatico, citoplasma e
parede celular (seta branca). a) Imagem relativa a excitagdo com o laser 561 nm; b) imagem correspondente de
contraste de interferéncia diferencial (DIC).

Apds a avaliagdo da extracg¢do proteica por «Western blotting», seria de esperar a
presenga de uma banda de aproximadamente 80 kDa, correspondente a constru¢do de cardosina
nao processada acoplada a proteina fluorescente mCherry. No entanto a analise dos resultados

obtidos ndo revela a presenga de nenhuma banda (Figura 4.26).

Figura 4.26 Imunodeteccdo da cardosina BmutPSI:mCherry em
folha de Nicotiana tabacum aos 3 e 5 dias apds infiltragdo. Usou-

e se um anticorpo especifico da cadeia maior da cardosina B. Ndo
— se regista a presenca de qualquer banda; d — dias; M — Marcador
de pesos moleculares “PageRuler™ Prestained Protein Ladder —
3kDa —» Fermentas”.
.
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Discussao e Conclusdo

As cardosinas A e B sdo duas proteinases asparticas isoladas a partir de flores de Cynara
cardunculus L. (cardo). Embora presentes também em outros tecidos, é principalmente nos
tecidos florais e em sementes em germinacdao que estas duas proteinases se acumulam em
qguantidades aprecidveis (Pissarra et al., 2007; Pereira et al., 2008). Ambas as cardosinas possuem
uma elevada similaridade entre elas, no entanto, estudos anteriores de localizagdo tecidular
revelam uma distribuicdo da cardosina A nas células da papila estigmdtica enquanto que a
cardosina B é detectada no tecido de transmissdo. A caracteristica mais peculiar desta diferenca
na distribuicdo espacial é evidenciada a nivel intracelular, sendo a cardosina A acumulada nos
vaclolos de armazenamento proteico, enquanto a cardosina B é secretada para o exterior da
célula (Ramalho-Santos et al., 1997; Vieira et al., 2001). Esta caracteristica, para além da sua
homologia, torna estas duas proteinases num interessante modelo de estudo para as proteinases

asparticas, com especial evidéncia para o estudo das vias de enderecamento intracelular.

Com este estudo foi possivel a obtengdo de quatro constru¢des mutantes de cardosinas
recombinantes inseridas em vectores binarios para expressdao em plantas e as mesmas fundidas
com a proteina fluorescente mCherry. Estando todas as construcgdes inseridas em Agrobacterium
tumefaciens é possivel o seu uso imediato para estudos de expressdo transitoria ou estavel,
contribuindo assim para o esclarecimento do papel do PSI no processamento, actividade e

enderecamento das cardosinas.

As vias de enderecamento intracelular das proteinases aspdrticas tém sido bastante
estudadas recentemente, contribuindo para uma melhor compreensdo do funcionamento
dindmico e complexo do sistema endomembranar. A via vacuolar tem merecido especial
destaque, uma vez que a maioria dessas proteinases se acumulam no vacuolo. Tormakangas e
colaboradores (2001) conduziram um estudo onde demonstraram o papel fundamental do PSI no
enderecamento vacuolar de uma proteinase aspartica vegetal, a fitepsina. Nesse estudo foram
realizadas construcdes de fitepsina recombinantes, as quais foram removidas a regidao do PSI,
sendo a sua expressao e enderecamento analisados em protoplastos de Nicotiana tabacum. Tal
como a cardosina A, a fitepsina é acumulada em compartimentos vacuolares (Tormakangas et al.,
1994). A remocdo do dominio PSI conduziu a alteraces drasticas no padrdo de acumulagdo da
fitepsina, passando esta a ser secretada. A andlise do hipotético modelo tridimensional da
procardosina A e procardosina B revela grandes semelhancas com a profitepsina a nivel da
posicdo do PSI uma vez que, em ambos os casos, este forma uma subunidade independente,
externa a superficie da proteina (Kervinen et al., 1999; dados n3do publicados). Outros estudos

tém revelado um potencial papel do PSI no que diz respeito ao direccionamento vacuolar.
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Teurachi e colaboradores (2006) demonstraram que a remocdo do segmento PSI de duas APs de
soja, ambas vacuolares, conduziu a retencdo no RE de uma delas enquanto o enderegamento

vacuolar da segunda permaneceu inalterado, em protoplastos de Arabidopsis thaliana.

Parece evidente que a construcdo de cardosinas recombinantes com mutacgées a nivel do
PSI podera contribuir para elucidar se este dominio é ou ndo determinante para o enderecamento
vacuolar destas proteinases asparticas. A construcdo da cardosina A com delecdo da regido PSI foi
obtida em estudos recentes (Pereira, 2008). Estudos de expressdo para esta construgdo foram
conduzidos em linhas de investigacdao semelhantes as descritas anteriormente e analisados por
expressdo transitéria de folhas de tabaco, onde a cardosina A é tipicamente acumulada no
vacuolo. Comparativamente a cardosina A, a construcao mutada apresenta uma diminuicao dos
niveis de expressdo, sendo no entanto detectada no vacutolo. Apesar da remogdo do PSI ndo ser
suficiente para evitar o seu direccionamento vacuolar, a proteina mutada é parcialmente retida
no RE, sendo visivel uma acumula¢do em vesiculas, que o autor sugere serem vesiculas de
degradacdo proteica, derivadas do controlo de qualidade efectuado neste compartimento. Por
outro lado, a cardosina B com dele¢do da regido PSI, ndo revela qualquer alteragdo na expressdo e
enderecamento vacuolar, nem se observa a formacdo de vesiculas de degradacdo proteica

(Oliveira, dados ndo publicados).

Varios autores tém vindo a salientar a influéncia exercida pelo PSI no modo como as
proteinas abandonam o RE, atribuindo a este dominio um duplo papel de sinalizac3do.
Tormakangas e colaboradores (2001) sugerem que, no caso da fitepsina, o PSI possa funcionar
nao s6 como um sinal vacuolar mas também como um sinal de saida do RE através de vesiculas
COPII. No caso das cardosinas A e B ainda ndo existem dados suficientes para a confirmacdo de tal
hipétese. No entanto, é sugerido que a remocao da regido do PSI possa interferir com o correcto
enrolamento da proteina e por isso influenciar a sua retenc¢ao ou ndo a nivel do RE (Pereira 2008).
Atendendo aos diferentes comportamentos revelados pelas cardosinas com delecdo do PSI, o uso
de cardosinas recombinantes em que os dominios PSI estdo trocados poderd contribuir para uma

melhor compreensao do seu papel.

Estudos recentes (Pereira — Tese de doutoramento em prepara¢do) demonstram que o
PSI da cardosina A (PSIA) fundido com a proteina fluorescente mCherry, tipicamente secretada
em células da epiderme folha de Nicotiana tabacum (N. tabacum), tem a capacidade de a
redireccionar para o vacuolo. Estes resultados parecem sugerir que o PSI da cardosina A funciona
como um sinal vacuolar, tendo a capacidade de redireccionar proteinas tipicamente secretadas. A

anadlise dos dados obtidos neste trabalho para a construgado cardosina B+PSIA:mCherry nao revela
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alteragdes ao nivel da expressdo e do enderecamento desta construcdo, quando comparados com
dados obtidos em N. tabacum para a cardosina B (Soares da Costa, 2009). O facto de ser
detectada uma banda de aproximadamente 34 kDa em «Western blot» revela que esta
construcdo sofre processamento de modo semelhante a proteina nativa, demonstrando a sua
correcta construcdo e a viabilidade do seu uso em estudos de expressdo em sistemas heterélogos.
No entanto, o sistema foliar de N. tabacum ndo se revela o modelo mais adequado para o estudo
da influéncia do PSI no enderecamento intracelular, uma vez que a cardosina B ndo é secretada
como no sistema nativo, mas enderecada para o vacuolo. Seria entdao de todo o interesse obter
um sistema no qual a cardosina B fosse secretada. Tém vindo a ser desenvolvidos esforcos nesse
sentido, através do uso de tecido caloso de cardo, assim como cultura de células em suspensao,
gue estdo ja a ser testados como modelo de estudo para esta proteinase. Estudos desenvolvidos
em Arabidopsis thaliana, transformada estavelmente com cardosina B, revelaram que, em
sementes, a cardosina B é secretada (Oliveira, 2009). Os protoplastos de N. tabacum também se
revelaram ser um bom modelo de estudo para a cardosina B, uma vez que esta é sempre
secretada neste sistema (Soares da Costa, 2009). Se, através da utilizacdo da construcgdo cardosina
B+PSIA, se verificar um redireccionamento para o vacuolo, poderemos concluir que o PSI da
cardosina A, mas ndo o PSI da cardosina B, podera funcionar como um sinal de enderecamento
vacuolar para as cardosinas. No caso de ndo se registar qualquer alteracao no enderecamento da
cardosina B podemos sugerir que muito provavelmente a parede celular estd implicada em

processos de regulacdo da secrecdo, como é sugerido pelo autor no trabalho citado.

A capacidade apresentada pela regido PSI em interagir com membranas vem reforgar o
papel indirecto do PSI no trajecto para o vacuolo. Foi sugerido por vérios autores que o PSI
funcione como pré-requisito para a via vacuolar através da sua capacidade de interaccdo com
membranas ao longo do sistema endomembranar (Kervinen et al., 1999; Tormakangas et al.,
2001). Esta teoria é suportada pela elevada similaridade entre o PSI e as saposinas. De facto,
estudos recentes demonstram que o dominio PSI possui uma actividade semelhante a saposina C,
funcionando como activador enzimatico e demonstrando propriedades de interaccdo lipidica
(Brodelius et al., 2005). A associacdo da saposina C, a mais semelhante ao PSIl, com a catepsina D
em células de mamiferos, é referida como sendo responsavel pelo seu enderecamento para o
lisossoma, onde o complexo se dissocia. Duarte e colaboradores (2008) detectaram, através de
estudos de fraccionamento celular em folhas de N. tabacum a expressar cardosina A, a presenca
da forma intermédia de 35kDa assim como a forma madura de 31kDa na frac¢dao vacuolar,

sugerindo assim que o Ultimo passo do processamento da cardosina A ocorre no vacuolo.
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Recentemente, devido a estudos de localizacdo do PSI da cardosina A, que revelaram uma
associagdo intima deste dominio com o tonoplasto, foi proposto um modelo passivel de explicar o
papel do PSI no enderegcamento vacuolar da cardosina A (Pereira — Tese de doutoramento em
preparacdo). Foi levantada a hipdtese de interac¢do do PSI com o tonoplasto, ficando o restante
zimogénio em contacto com o lumen do vacuolo, onde ocorrem os Ultimos passos do

processamento (Figura 5.1).

Pro Caceia maior PSI Cadeia menor

Figura 5.1 Modelo hipotético da interacgdo do PSI da cardosina A com o tonoplasto.

A utilizagdo da construgdo cardosina AmutPSI neste sistema seria bastante interessante.
Através da mutagdo dos locais de clivagem do PSI impedimos o seu processamento, ficando a
cardosina A retida junto do tonoplasto, sendo possivel detectar, por imunolocalizacdao, a forma
precursora. Deste modo, estes resultados poderao fornecer dados concretos para a validacao da

hipétese proposta de interaccao membranar do PSI no enderegamento vacuolar.

Estudos recentes em N. tabacum parecem indicar que a cardosina B sofre processamento
numa fase bastante inicial do seu trajecto endomembranar, ao contrario do que foi verificado
para a cardosina A. O uso de mutantes dominantes negativos de Rab-D2a (que impedem o
transito entre o RE e o aparelho de Golgi) permitem detectar a forma processada da cardosina B
ainda no RE (Soares da Costa, 2009). A remocgao precoce da regido PSI pode ser a explicacdo para
a secrec¢do da cardosina B em Cynara cardunculus. A construcdo cardosina BmutPSI impedirad o
processamento desta proteinase ao nivel do PSI, podendo contribuir para uma melhor
compreensdo deste dilema se testada em varios sistemas heterdlogos, onde a cardosina B seja
secretada ou vacuolar. A analise dos dados obtidos neste trabalho para a construcdo cardosina

BmutPSl:mCherry ndo revela alteragGes na expressdo e enderecamento da construcao, quando
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comparada com os dados para a cardosina B, no mesmo sistema (Soares da Costa, 2009). No
entanto, em «Western blot» ndo foi possivel a detec¢do de qualquer banda apesar de ser visivel a
expressao fluorescente em células de N. tabacum. Este facto pode ser explicado pela baixa
representatividade da construgdo relativamente as restantes proteinas da amostra. Sera
necessaria a repeticdo dos ensaios de infiltracio e «Western blotting» usando maior

concentracdo de proteinas e/ou uma menor dilui¢do de anticorpo.

Varios estudos referem as proteinases aspdrticas como sendo sintetizadas na forma de
zimogénios inactivos, adquirindo funcdo bioldégica aquando do processamento. Foi ja
demonstrado que a forma precursora da cardosina A, in vitro, apresenta actividade enzimatica
(Ramalho Santos et al., 1998; Castanheira et al., 2005) no entanto ndo é ainda claro se de facto, in
vivo, os precursores das cardosinas se apresentam numa forma activa. A obtencdo de cardosinas
recombinantes com mutagdo a nivel dos locais de clivagem do PSI, ou seja, que ndao sofre
processamento, permitird um estudo mais profundo sobre a sua actividade in vivo, por exemplo,
conjugando substratos putativos com fluoréforos «quenched» (Bodipy) que, ao serem

degradados, emitem um forte sinal fluorescente (Welder et al., 2002).

A construgdo genética de mutantes tem-se revelado uma excelente estratégia para o
estudo das propriedades bioquimicas das proteinas. No entanto a manipulagdo genética
apresenta limitacGes. As alteracdes induzidas nos cDNA das proteinas podem conduzir a formacao
de estruturas defeituosas ou simplesmente a altera¢do da estrutura tridimensional da proteina,
contribuindo para uma perda de actividade enzimatica. Este facto foi tido em consideracdo
durante todo o trabalho de obtencdo das construcdes aqui apresentadas. A troca das regides do
PSI foi realizada usando a totalidade do segmento, de forma a ndo ocorrerem erros na grelha de
leitura da proteina. Devido a elevada similaridade entre as cardosinas a probabilidade de esta
modificagdo conduzir a uma ma formacdo da proteina é baixa. No entanto ndao podemos
descartar as interaccbes que poderdo existir entre aminodcidos especificos e possivelmente
distantes aquando da aquisicdo da forma tridimensional. As mutacdes pontuais realizadas na
obtengdo das construgdes cardosina AmutPSI e cardosina BmutPSI conduzem a substituicao de
alguns aminodcidos na cadeia polipéptidica, numa zona exposta da proteina. A andlise do modelo
tridimensional da procardosina A e da procardosina B (dados ndo publicados), assim como a
analise cristalogréfica da estrutura da profitepsina (Kervinen et al., 1999) revela que a zona que
ladeia a regido PSI provavelmente requer alta flexibilidade, de forma a expor o dominio PSI ao
exterior da superficie proteica. A presenga do aminoacido Glicina a montante do PSI em ambas as

cardosinas parece corroborar esta teoria uma vez que este aminoacido apresenta uma elevada
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flexibilidade quando integrado na sequéncia peptidica. Uma alteracdo deste aminoacido poderia
conduzir a uma incapacidade por parte da proteina em adquirir uma estrutura adequada ao seu
processamento ou mesmo a sua conformacdo tridimensional. Atendendo a esse facto, o
aminodcido Glicina foi mantido para diminuir o impacto que as alteracdes peptidicas possam
desencadear na estrutura tridimensional da proteina. No entanto, como forma de rastrear
possiveis mas conformagdes na aquisicdo tridimensional das proteinas mutantes aqui
apresentadas, e como perspectiva de trabalho futuro, serdo realizados estudos recorrendo a
software informdtico que permitird prever o modelo tridimensional destes mutantes, a

semelhanca do ja efectuado para as procardosinas A e B.

As construgdes cardosina A+PSIB:mCherry e cardosina AmutPSl:mCherry ndo revelaram
qualquer expressao nos ensaios de infiltracdo em N. tabacum. Uma vez que as plantas utilizadas
expressaram a construcdo 35s-GFP, podemos concluir que o problema seja dos clones utilizados
na infiltracdo. O curto periodo para a execucdo dos trabalhos ndo permitiu a repeticdo dos
ensaios, sendo necessario a sua repeticdo usando os mesmos clones mas fazendo variar a
densidade optica da solugdo de infiltracdo e, no caso de se continuar a registar uma expressao
nula, considerar a utilizacdo de outros clones das mesmas constru¢cdes. Uma outra explicacdo
possivel para a ndo deteccdo de expressdo podera advir do facto de estas construgGes estarem a
ser degradadas a medida que a ocorre a sintese. O reticulo endoplasmatico possui mecanismos
que assistem na conformacdo tridimensional das proteinas e, caso as altera¢des introduzidas
resultem na incapacidade de aquisicdo da estrutura tridimensional por parte das construcdes, as
marcam para degradagdo. O recurso a técnicas de RT-PCR para detecgdo de transcritos das

proteinas mutantes nao foi possivel em tempo util, mas serad considerado em trabalhos futuros.

Com a possibilidade de testar e analisar os niveis de expressao, estado de processamento
e o0 padrdo de acumulagcdo destas construcGes e compara-los com os dados obtidos para a
cardosina A e cardosina B, em varios sistemas heterdlogos, estaremos a caminhar no sentido de

descortinar o papel do segmento PSI no enderecamento intracelular.
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Anexos

Anexo 1:

Alinhamento da sequéncia de cardosina B com o resultado das sequenciagées da construgdo
cardosina A+PSIB, inserida no vector pSK, com os oligonucleétidos M13uni e M13rev. A regido
PSI estd destacada a vermelho. O alinhamento foi realizado recorrendo ao programa ClustalWw?2.

Car dosi naB ATGGGAACCOCAAT CAAAGCAAACGT GCTTGCCT TGT TCTTGT TTTTTCTTCTATCTOCC 60
Car dosi naA+PS| B ATGGGTACCTCAATCAAAGCAAACGT GCTTGCCTTGTTCTTGTTTTATCTTCTATCACCT 60
Khkkkk *hkk KhkhkhkhhkhhhhhhkhkhkhkhkhkdAkdAdAdAdAdA kA Ak Ak Ak Ak Ak hAkhkhk*x*x **x*x*x*x*x*x*x*x *%
Car dosi naB ACTGCATTTTOGGT CTCCAACGGOGGAT TGCTTCGGGT TGGACT TAAAAAGAGGAAGGTG 120
Car dosi naA+PS| B ACTGTATTTTCGGTCTCOGAT GACGGAT TGATTCGAATTGGACT TAAAAAGAGGAAGGTG 120
kkhkkk *khkkkhkkhkkhkkkhkkhkhkkhkk *x Kk K*hkkkkkk * k k% khkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhhhkkkkkx
Car dosi naB GACCGACTCGACCAACT TCGT GCACAT GGCGT GCATAT GTTAGGAAATGCTCGAAAAGAT 180
Car dosi naA+PSI B GACCGAAT CGACCAACTTCGT GGACGT OGT GOGT TAATGGAAGGAAATGCTCGAAAAGAT 180
kkkkkk *khkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk kk * * * * * kK kkkkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk
Car dosi naB TTTGGCTTCOGCOGTACGCT CAGGGACT CBGGTAGT GBCATTGT TGCACTAACGAACGAT 240
Car dosi naA+PS| B TTCGGCTTCOGT GGTACAGT TAGBGACT CGGGTAGT GOOGT TGTTGCACTAACGAACGAT 240
*k kkhkkkkkk*k * k k Kk * khkkhkkhkkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkk Kk Fhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkkk
Car dosi naB AGGGATACTGOGTATTATGGT GAGAT TGGTATCGGAACT CCACCTCAAAACTTCGCAGTG 300
Car dosi naA+PS| B AGGGATACTTCGTATTTTGGT GAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAGAAGT TCACAGTG 300
kKhkkhkhkkkkk *hkhkkhkhkd *hkkhkhhkhhkhkhkhkdkhkdkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhrxhkhxhxkkx*x*x **% **x*x **k**x%
Car dosi naB ATTTTTGACACCGGAAGT TCTGATCTATGGGTACCTTCTACAAAGT GOGACACTTCACTA 360
Car dosi naA+PS| B ATTTTCGATACCGGAAGT TCTGTTCTATGGGTGCCTTCTTCAAAGT GCATCAATTCAAAA 360
kkhkkkhkk khk khkkkkhkkhkkhkhkkhkhkkhkk khkkkkkkkk kkkhkkkk k*hkkhkkkkhkk*k * % * k k Kk *
Car dosi naB GCTTGTGTGATTCACCCAAGGTACGACT CGBGOGAT TCAAGT ACCTACAAGGGAAATGGG 420
Car dosi naA+PS| B GCTTGTCGTGOGCACT CAATGT AT GAGT CGAGCGAT TCAAGTACCTACAAGGAAAATGGG 420
* Kk Kk kk Kk kkhkk Khkhkk Khhkk kk KAk FAAXXXXAXAA A Ak Akkkkkkkkk*x*x **kkkkkx*k
Car dosi naB ACAACTGOGAGTATTCAATAT GGGACCGGAGCGATCGT TGGTTTTTATAGCCAAGACTCT 480
Car dosi naA+PSI B ACATCTGGCGCTATTATATATGGAACCGGATCAATCACGGGTTTTTTTAGCCAAGACTCT 480
k% **k%x * k kK kkhkkhkkhkkhkk k kkkkk * **k*%x kkkkkk*k *kkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkh*k
Car dosi naB GTCGAAGT GGGTGATCTTGTTGTTGAACACCAGGAT TTTATAGAGACAACCGAAGAGGAC 540
Car dosi naA+PSI B GTCACGATCGGT GATCTTGT TGTTAAAGAGCAGGAT TTTATAGAGGCAACCGATGAGGCC 540
* k k * kkkkkkkhkkhkkkhkkkkhkhkk *kx X kkkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkkt *hkkkkkk *kkk*k k
Car dosi naB GACACTGTGTTCTTGAAAAGCGAGT TTGATGGTATACTTGGOCT TGGATTTCAAGAGATC 600
Car dosi naA+PS| B GACAATGTTTTCTTGCATGGGT TGTTTGACGGTATACTCGGOCT TTCATTTCAAACGATC 600
*k*k*k **k*k *kkkkkk * * *kkkkkk *hkkkhkkhkkhkkhkk K*hkkhkkkk *kkkkk*k * %k k%
Car dosi naB TOGGCTGGGAAAGOGGT TCCT GTCTGGTACAACATGGT TAATCAAGGGCTTGTTGAAGAA 660
Car dosi naA+PS| B TOCG - ---------- TTCCTGTCTGGTACAACATGGTTAATCAAGGGCTTGTTAAAGAA 648
* % * kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkk*x*x*x ****x%
Car dosi naB GCTGTGTTTTCTTTTTGGCTTAATCGCAAT GTTGAT GAGGAAGAAGGGGEGAGAGCTCGTG 720
Car dosi naA+PS| B CGGAGGTTTTCCTTTTGGT TGAATCGCAAT GTTGAT GAGGAAGAAGGT GGOGAACTCGTG 708
* kkkk Kk khkkhkkkhkk Kk F*hkhkkhkhkkhkhkkhkhkhkkdkhkkdkhkhkdkhkdkhkhkhkhkhkhhkkx K% *kk kkkkkk
Car dosi naB TTTGGTGGGGTTGATCCTAATCATTTTAGGGGTAACCACACTTATGTCCCTGTGACTCGA 780
Car dosi naA+PS| B TTTGGTGGGCTTGACCCTAATCATTTTAGGGGT GACCACACTTATGTCCCTGTGACTTAT 768
R R R Sk S Sk Sk S S S I R R R R T R R S S S S
Car dosi naB AAGGGCTATTGGCAGT TTGAAATGGGTGACGT TCTTATTGGAGATAAAAGT TCCGGATTT 840
Car dosi naA+PS| B CAGTACTATTGGCAGT TTGGAATCGGT GACGT TCTTATTGGAGATAAAAGTACCGGATTT 828
* % kkhkkhkkhkkkhkkhkkhkhkhkhkk *khkk *hkkhkdhkhkkhhkdhhkdhkdkhkhkhkhrdhkhhhkhx*x kkkkkkkk
Car dosi naB TGTGOOGGT GGT TGT GCAGCAAT TGCAGACT CTGGAACCTCTTTCTTTGCAGGTCCAACG 900
Car dosi naA+PS| B TGCGOCOCT GGTTGT CAAGCAT TTGCOGACTCTGGAACCTCTTTGTTGTCAGGTCCAACG 888
**x *k %k *kkkkkk*k kkkk *kkkk *khkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkk k% *kkkkkkkhkkhkkk*k
Car dosi naB GCTATTATTACTCAAATCAAT CAAGCAAT TGGT GCAAAAGGGGT TTTAAACCAACAATGC 960
Car dosi naA+PS| B GCTATTGTTACTCAAATCAATCATGCAATTGGOGCTAACGGG - - TTAAACCAACAATGC 945
khkkhkkk *khkhkhkkhkhkkdkhkhkhkhkdkhkhkhkk *khkkhkkkkk *k *k Kk%x kkhkkkkkkkhkkkkkkk
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Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

naB
naA+PSI B

AAAACATTGGT TGGT CAGTATGGAAAGAATATGGT TCAGATGCTCACATCTGAGGT GCAA
AAAACATTGGT TGGT CAGTATGGAAAGAATATGGT TCAGATGCT CACATCTGAGGT GCAA

R R R R R R

CCTGATAAAATCTGT TCTCATATGAAGCTCTGCACTTTTGATGGT GCTCACGATGT TAGA
CCTGATAAAATCTGT TCTCATATGAAGCTCTGCACTTTTGATGGT GCTCACGATGT TAGA

ER R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

TCAATGATTGAGAGCGT GGT TGACAAGAACAACGACAAGT CTTCTGGTGGCGAGATTTGT
TCAATGATTGAGAGCGT GGT TGACAAGAACAACGACAAGT CTTCTGGTGGCGAGATTTGT

khkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhdhrhhhhhrhx*x*k

ACCTTTTGTI GAGATGGCCCT CGT TAGGATGCAGAAT GAAATCAAACGAAACGAGACT GAA
ACCTTTTGTGAGATGGCCCT CGT TAGGATGCAGAATGAAATCAAACGAAACGAGACT GAA

khkhkkhkhkhhkhkhhkhhk kA hkhhkhhkhhkhhkhkhhkhkhkhhkhk kA hkhhkhhk ok hhkhkhkhkhkkkkkkk k%

GATAACATAATCAACCATGT CAAT GAGGT GT GTGATCAGT TACCCACTTCAAGT GCAGAA
GATAACATAATCAACCATGT CAAT GAGGT GT GTGATCAGT TACCCACTTCAAGT GCAGAA

R R R Sk R S Sk S S kR S R R R R R kS ko

--------------- TCGATGGTAGACTGCAATGGTATTTCCTCCATGCCTAATATTGCC
ACTTCATCT GAAGAATI'ACAAGT AGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAATGITTCC

kkkkk Kkkkkk Kk Kkkkkkkkkhkkkhkkkk kkk K*k k*

TTCACAATTGGTAGCAAACT TTTTGAGGT CACCCCAGAACAGTACATCTATAAAGT GGGT
TTTACAATTGGT GGCAAAAAAT T TGGEGECT CACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGT CGGT

X%k *kkkkkkkkk *kkk*k *kkk Kk kkkkkkhkkhkkhkkhkk K*hkhkhkkkkkkk *kkkkk K*k*k

GAGGGAGAAGCAGCAACATGCATCAGTGGATTCACTGCTCTCGATATTATGI CTCCTCAA
AAGGGAGAAGCAACACAAT GCATCAGT GGATTCACTGCGATGGATGEC- - - GACTCTTCTT

khkkhkkkhkkhkkhkkk ** kkhkkhkhhkhkhkkhhhhkhhkhx *  kkk * kkk Kk

GGACCTATATGGATCTTGGGAGATATGT TTATGGGT CCATACCACACAGTGI TCGATTAT
GGACCTCTGTGGATCCTCGGAGATGT TTTCATGCGT CCATATCACACAGTGTTTGATTAT

kkkkkk *k *khkkkhkkhkk Kk k*khkkhkkhkkhkk k*k *k *kkk *khkkkkkk *kkkkkkkkkkk *khkkhkkhkk*k

GGCAAGT TACGAGT GGGATTTGCAGAAGCAGT TTGAGAGATGA- - - - - AAAACCATCCTA
GGCAATTTACTAGT TGGATTTGCAGAAGCAGCT TGAGAGCTCAGCCTGAATTCCAGCACA

kkhkkk Khhkkhkk khhkk Khhkhkhkhhkhkhkhkkhhkhhdhhkk *khkkhkdk * * * % *kk Kk *

CCAGCTCCAATAAAAGCCGAAT TCCAGCACACTGECGECCGT TACTAGT GGATCCGAGCT
CT GGCIBG(XI—?-T TACTAGT GGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGT. AT

* % * * *x% *x **x%x % * * * x % * * %

(o 1601
TCTAACGOGTCA 1614

1020
1005

1080
1065

1140
1125

1200
1185

1260
1245

1305
1305

1365
1365

1425
1422

1485
1482

1540
1542

1600
1602
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Anexo 2:

Alinhamento da sequéncia de cardosina A com o resultado das sequenciagées da construgdo
cardosina B+PSIA, inserida no vector pCR2.1, com os oligonucleétidos M13uni e M13rev. A
regido PSI| estd destacada a vermelho. O alinhamento foi realizado recorrendo ao programa
Clustalw2.

Car dosi naA ATGGGCACCT CAATCAAAGCAAACGT GCTTGCCT TGT TCTTGT TTTATCTTCTATCACCT 60

Car dosi naB+PSI A ATGGGAACCOCAAT CAAAGCAAACGT GCTTGCCTTGTTCTTGT TTTTTCTTCTATCTCCC 60

Car dosi naA ACTGTATTTTCGGTCTCOGAT GACGGAT TGATTCGAATTGGACT TAAAAAGAGGAAGGTG 120

Car dosi naB+PS| A ACTGCATTTTCOGGT CTCCAACGGOGGAT TGCTTCGGGT TGGACT TAAAAAGAGGAAGGTG 120
Xhkkk khkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkk ¥ * *hkkkkkk *kkx R R R R R R R R R I

Car dosi naA GACCGAATCGACCAACT TCGT GGACGT OGT GOGT TAATGGAAGGAAAT GCTCGAAAAGAT 180

Car dosi naB+PSI A GACCGACT CGACCAACT TCOGT GCACAT GGCGT GCATATGT TAGGAAATGCTCGAAAAGAT 180
kkkkkk *kkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkk kk * * * * * k% kkkkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhk

Car dosi naA TTOGGCTTCOGT GGTACAGT TAGGGACT CGGGTAGT GOOGT TGTTGCACTAACGAACGAT 240

Car dosi naB+PS| A TTTGGCTTCOGCOGT ACGCT CAGBGACT CGGGTAGT GBCATTGTTGCACTAACGAACGAT 240

Car dosi naA AGGGATACTTCGTATTTTGGT GAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAGAAGT TCACAGTG 300

Car dosi naB+PSI A AGGGATACTGOGTATTATGGT GAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAAAACTTCGCAGTG 300
Khkkhkhkhkhkkk *hkhkkhkhkd FhkhkhkhkhkhkhkhkdkdkdkdkdkdkhkhArkrkrxrkhkrkhkkhxkx*x*x *x*% **x*x **k**x*%

Car dosi naA ATTTTCGATACCGGAAGT TCTGT TCTATGGGT GCCTTCTTCAAAGT GCATCAATTCAAAA 360

Car dosi naB+PSI A ATTTTTGACACCGGAAGT TCTGATCTATGGGTACCTTCTACAAAGT GOGACACTTCACTA 360
*khkkkk kk kkhkkkkhkkkhkkhkhkkhkhkkhkk *hkkhkkkkkkkx kkkhkkkk K*hkkhkkkkk*k * % * k k k *

Car dosi naA GCTTGTOGT GOGCACT CAAT GTATGAGT CGAGCGAT TCAAGTACCTACAAGGAAAATGGG 420

Car dosi naB+PS| A GCTTGT GTGATTCACCCAAGGTACGACT CGBGOGAT TCAAGT ACCTACAAGGGAAATGEG 420
*kkk kK kkk Kkkhkk khkhkk kk kkk khkkkkkkkkkkkkkkkkkkkikk kkhkkhkkhkkhkkhk

Car dosi naA ACATCTGGOGCTATTATATAT GGAACCGGATCAATCACGGGT TTTTTTAGCCAAGACTCT 480

Car dosi naB+PSI A ACAACTGOGAGT ATTCAATAT GGGACCGGAGCGATCGT TGGTTTTTATAGCCAAGACTCT 480

Car dosi naA GTCACGATCGGTGATCTTGTTGTTAAAGAGCAGGAT TTTATAGAGGCAACCGATGAGGCC 540

Car dosi naB+PS| A GTCGAAGTGGGT GATCTTGT TGTTGAACACCAGGATTTTATAGAGACAACCGAAGAGGAC 540
* % % * kkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhkk *k * Fhkkkkkkkkkkkk*x*x **k*x*x*x*x*x **k*kx*x *

Car dosi naA GACAATGTTTTCTTGCATGGGT TGTTTGACGGTATACTCGGOCT TTCATTTCAAACGATC 600

Car dosi naB+PS| A GACACTGTGTTCTTGAAAAGCGAGT TTGATGGTATACTTGGOCTTGGATTTCAAGAGATC 600
kkhkkk *kkhkk kkkkkk * * * kkkkk kkkkkhkkkk K*kkkkk *kkkkk*k * k kK

Car dosi naA TOCG - ---------- TTCCTGTCTGGTACAACATGGTTAATCAAGGGCTTGTTAAAGAA 648

Car dosi naB+PSI A TOGGCTGGGAAAGOGGT TCCT GTCTGGTACAACAT GGT TAATCAAGGGCTTGTTGAAGAA 660

Car dosi naA CGGAGGTTTTCCTTTTGGT TGAATCGCAAT GT TGATGAGGAAGAAGGT GBOGAACTCGTG 708

Car dosi naB+PS| A GCTGTGTTTTCTTTTTGGCTTAATCGCAAT GTTGAT GAGGAAGAAGGGGEGAGAGCTCGTG 720
kkkkkhkk K*khkkhkkhkkhkk Kk khhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkkkkkk*x*x **% **k *k*kkkk*%

Car dosi naA TTTGGTGGGCTTGACCCT AATCATTTTAGGBGGT GACCACACTTATGTCCCTGTGACTTAT 768

Car dosi naB+PS| A TTTGGTGGGGT TGATCCTAATCATTTTAGEGGTAACCACACTTATGTCOCTGTGACTCGA 780

Car dosi naA CAGTACTATTGGCAGT TTGGAATCGGT GACGT TCTTATTGGAGATAAAAGTACCGGATTT 828

Car dosi naB+PS| A AAGGGCTATTGGCAGTTTGAAATGGGTGACGT TCTTATTGGAGATAAAAGT TCCGGATTT 840
* % khkkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhhkd *hkdk FAAAAXA XXX XXX A XA A A Ak Ak Ak hk*****x **k*khk*x*x*

Car dosi naA TGCBOCOCTGGTTGT CAAGCAT T TGCOGACT CTGGAACCTCTTTGT TGTCAGGTCCAACG 888

Car dosi naB+PSI A TGTGOCGGT GGTTGT GCAGCAAT TGCAGACTCTGGAACCTCTTTCTTTGCAGGTCCAACG 900
**x *k %k *kkkkkk*k kkkk *kkkk *khkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkh k% *kkkkkkhkkhkkkk*k

Car dosi naA GCTATTGTTACTCAAAT CAAT CATGCAATTGGOGCTAACGGGGT - - - CATGAACCAGCAA 945

Car dosi naB+PS| A GCTATTATTACTCAAATCAAT CAAGCAAT TGGT GCAAAAGGGGT TGTCATGAACCAGCAA 960
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Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

Car dosi
Car dosi

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

naA
naB+PSI A

TGCAAGACAGT GGTTAGT CGT TATGGAAGGGATATAAT TGAGATGCTCCGATCTAAGATA
TGCAAGACAGT GGT TAGT CGT TATGGAAGGGATATAAT TGAGAT GCTCCGATCTAAGATA

R R R R R R

CAACCTGATAAAATATGI TCGCACATGAAGT TATGCACTTTTGATGGTGCTCGCGATGT T
CAACCTGATAAAATATGT TCGCACATGAAGI TATGCACT TTTGATGGTGCTCGCGATGTI T

ER R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AGTTCAATCATTGAGAGCGT GGT TGACAAGAATAACGACAAGT CTTCTGGT GGCATACAT
AGTTCAATCATTGAGAGCGT GGT TGACAAGAATAACGACAAGT CTTCTGGT GGCATACAT

khkkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhdhrhhhhhrhx*x*k

GATGAGATGTGCACCTTCTGT GAGAT GGCGGT CGT TTGGATGCAAAACGAAAT CAAACAA
GATGAGATGT GCACCTTCTGT GAGATGGECGGT CGT TTGGATGCAAAACGAAAT CAAACAA

khkhkkhkhkhhkhkhhkhhk kA hkhhkhhkhhkhhkhkhhkhkhkhhkhk kA hkhhkhhk ok hhkhkhkhkhkkkkkkk k%

AGCGAGACTGAAGATAACATAATCAACTATGCCAACGAGT TGTGTGAACACT TATCCACT
AGCGAGACTGAAGATAACATAATCAACTATGCCAACGAGT TGTGTGAACACTTATCC- - -

R R R Sk S S kR S S R R R R S S

TCATCTGAAGAATTACAAGTAGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAATGTTTCCTTT
------------ TCGATAGT AGACTGCAATGGTATTTCCTCCATGCCTAATATTGCCTTC

kkkhkkkhkk kkkkk *k kkkkkkkhkkkkkkk *kk kk K*hkkk

ACAATTGGT GGCAAAAAATTTGGGECTCACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGT CGGTAAG
ACAATTGGTAGCAAACTTTTTGAGGT CACCCCAGAACAGTACATCTATAAAGTGGGTGAG

Xk kkkkkk*k *kkk*k XKkkk *k kkkkkkkkhkkk K*hkkhkkhkkhkkhkkhkkkk *kkkk*k *kk K%

GGAGAAGCAACACAATGCATCAGTGGATTCACTGCGATGGATGCGA- - - CTCTTCTTGGA
GGAGAAGCAGCAACATGCATCAGT GGATTCACTGCTCTCGATATTATGT CTCCTCAAGGA

khkkkkhkhkkkk K**k kkhkkhhkhhkhhkhkhhhhkhkhkxx *  kkk * *kk kK * kK

CCTCTGTGGATCCTCGGAGATGTI TTTCATGCGT CCATATCACACAGTGTTTGATTATGGEC
CCTATATGGATCTTGGGAGATATGT TTATGGGTCCATACCACACAGT GTTCGATTATGGEC

*kk*k Kk *kkkkkk Kk K*khkkhkkhkkhkk Kk kk *kk *khkkkkkk *kkkkkkkkkkk khkkhkkhkkhkkhkkhkk*k

AATTTACTAGI TGGATTTGCAGAAGCAG: - - - - - - CTTGAAT- CAAGCTTATCGATA- CC
AAGT TACGAGT GGGAT TTGCAGAAGCAGT GTCGACCCTGAATTCCAGCACACTGECGECC

GT CGACCT CGAGGGGEGEEECCCEGTACCCAGCTTT- TGTTCCCTTTAGT GAGGGTAATG: -
GI' TACTAGT! GGATCCGAGCT CGGTACCAAGCTTGATGCATAGCTTGAGTATTCTAACGCG

* kk kkkkkkk *kkk*k * % * % * *k*k *

TCACCW 1611

1005
1020

1065
1080

1125
1140

1185
1200

1245
1257

1305
1305

1365
1365

1422
1425

1482
1485

1533
1545

1590
1605
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Anexo 3:

Alinhamento da sequéncia de cardosina A com o resultado das sequenciagées da construgdo
cardosina AmutPSI, inserida no vector pSK, com os oligonucleétidos M13uni e M13rev. As
mutacOes introduzidas pelos oligonucledtidos mutados estdo destacadas a vermelho. O
alinhamento foi realizado recorrendo ao programa ClustalW2.

Car dosi naA ATGGGCACCT CAATCAAAGCAAACGT GCTTGOCT TGT TCTTGT TTTATCTTCTATCACCT 60

Car dosi naAnut PS| ATGGGECACCT CAATCAAAGCAAACGT GCTTGOCTTGT TCTTGT TTTATCTTCTATCACCT 60
LR SRR S S S S SR SRS EEEEEEEREEE SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESS

Car dosi naA ACTGTATTTTCGGT CTCOGAT GACGGATTGATTCGAATTGGACT TAAAAAGAGGAAGGTG 120

Car dosi naAmut PS| ACTGTATTTTCGGT CTCCGATGACGGATTGATTCGAATTGGACT TAAAAAGAGGAAGGTG 120
EEEEEREEEEEEEEEEE RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEREREREREREEEEEEE

Car dosi naA GACCGAATCGACCAACT TOGT GGACGT CGT GCGT TAATGGAAGGAAATGCTCGAAAAGAT 180

Car dosi naAnut PS| GACCGAATCGACCAACT TOGT GGACGT CGT GCGT TAATGGAAGGAAATGCTCGAAAAGAT 180
khkkkkkhkhkhhkhhhhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhdhdhhhhhhxx*x*%

Car dosi naA TTOGGCTTCCGT GGTACAGT TAGGGACT CGGGTAGT GOCGT TGTTGCACTAACGAACGAT 240

Car dosi naAnut PS| TTOGGCTTCCGT GGTACAGT TAGGGACT CGGGTAGT GOCGT TGTTGCACTAACGAACGAT 240
LR SRR S S S S SR EEESEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESES

Car dosi naA AGGGATACTTCGTATTTTGGTGAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAGAAGTTCACAGTG 300

Car dosi naAmut PS| AGGGATACTTCGTATTTTGGTGAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAGAAGT TCACAGTG 300
EE R R R R R R R R R R kR ok

Car dosi naA ATTTTCGATACCGGAAGT TCTGT TCTATGGGTGOCTTCTTCAAAGTGCATCAATTCAAAA 360

Car dosi naAnut PS| ATTTTCGATACCGGAAGT TCTGTTCTATGGGTGOCTTCTTCAAAGTGCATCAATTCAAAA 360
EE R SRR SRR EEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS EEEEEEEEEEEE]

Car dosi naA GCTTGTOGT GOGCACT CAAT GT AT GAGT CGAGCGATTCAAGTACCTACAAGGAAAATGGG 420

Car dosi naAnut PSI GCTTGTOGT GOGCACT CAAT GT AT GAGT CGAGCGATTCAAGTACCTACAAGGAAAATGGG 420
kkkkkkkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdkdhdhddhrhhhhx*x*%

Car dosi naA ACATCTGGOGCTATTATATAT GGAACCGGAT CAATCACGGGT TTTTTTAGCCAAGACTCT 480

Car dosi naAmut PS| ACATCTGGOGCTATTATATATGGAACCGGAT CAATCACGGGT TTTTTTAGCCAAGACTCT 480
LR SRS S S S S EEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESES

Car dosi naA GTCACGATCGGTGATCTTGT TGTTAAAGAGCAGGAT TTTATAGAGGCAACCGATGAGGECC 540

Car dosi naAnut PS| GTCACGATCGGT GATCTTGT TGTTAAAGAGCAGGATTTTATAGAGGCAACCGATGAGGCC 540
EIE R R R R S R R R R R Sk kR Sk

Car dosi naA GACAATGTTTTCTTGCATGGGT TGTTTGACGGTATACTCGGOCTTTCATTTCAAACGATC 600

Car dosi naAmut PS| GACAATGTTTTCTTGCATGGGT TGTTTGACGGTATACTCGGCCTTTCATTTCAAACGATC 600
EE R SRR SRR EEEEEEEEREEEEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS EEEEEEEEEEESE

Car dosi naA TCOGTTCCTGTCTGGT ACAACAT GGT TAATCAAGGGCT TGTTAAAGAACGGAGGTTTTCC 660

Car dosi naAnut PS| TCOGTTCCTGTCTGGT ACAACAT GGT TAATCAAGGGCT TGT TAAAGAACGGAGGTTTTCC 660
ER R R I I I R I I R I R R I I I R S S I R I I

Car dosi naA TTTTGGTTGAAT CGCAAT GTTGAT GAGGAAGAAGGT GBCGAACTCGTGTTTGGTGGGCTT 720

Car dosi naAnut PS| TTTTGGTTGAATCGCAAT GTTGAT GAGGAAGAAGGT GGCGAACTCGTGTTTGGTGGGCTT 720
Rk Sk Sk Sk Sk kS kS R R R Sk Sk Sk

Car dosi naA GACCCTAATCATTTTAGGGGT GACCACACT TATGTCOCTGTGACTTATCAGTACTATTGG 780

Car dosi naAnut PS| GACCCTAATCATTTTAGGGGT GACCACACT TATGTCCCTGTGACTTATCAGTACTATTGG 780
RS RS S S S SR EEEEEEEEEEEEREEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESS

Car dosi naA CAGTTTGGAATCGGTGACGT TCTTATTGGAGATAAAAGTACCGGATTTTGCGCOCCTGGT 840

Car dosi naAmut PS| CAGTTTGGAATCGGTGACGT TCTTATTGGAGATAAAAGTACCGGATTTTGCGCCCCTGGT 840
EEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEREEREREREREEEEEEEEEEE

Car dosi naA TGTCAAGCATTTGCOGACT CTGGAACCTCTTTGTTGT CAGGT CCAACGGCTATTGTTACT 900

Car dosi naAnut PS| TGTCAAGCATTTGCOGACT CTGGAACCTCTTTGTTGT CAGGT CCAACGGCTATTGTTACT 900
kkkkkkkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhdhhrhrrrh*x*x

Car dosi naA CAAATCAATCAT GCAATTGGOGCT AACGGEGT CATGAACCAGCAATGCAAGACAGTGGTT 960

Car dosi naAnut PSI CAAATCAATCATGCAATTGGOGCT CAGGGGAT CATGCAGCAGCAATGCAAGACAGTGGTT 960

khkhkkhkkhhkhkhhkhhhkhhhhhhhhh * *kk khhkhhkdk * hhkhkhkhdhhhhhhhhhhdhhk
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Car dosi naA AGTCGT TATGGAAGGGATATAAT TGAGATGCTCCGATCTAAGATACAACCTGATAAAATA 1020

Car dosi naAnut PSI AGTCGT TATGGAAGGGATATAAT TGAGATGCTCCGATCTAAGATACAACCTGATAAAATA 1020

Car dosi naA TGTTCGCACATGAAGT TATGCACTTTTGATGGT GCTCGCGATGT TAGT TCAATCATTGAG 1080

Car dosi naAnmut PS| TGTTCGCACATGAAGT TATGCACTTTTGATGGT GCTCGCGATGT TAGT TCAATCATTGAG 1080
hkhkkhkkhkkhkkhkhkhkkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkk k%

Car dosi naA AGCGT GGT TGACAAGAATAACGACAAGT CTTCTGGTGGCATACATGATGAGATGTGCACC 1140

Car dosi naAmut PSI AGCGT GGT TGACAAGAATAACGACAAGT CTTCTGGTGGCATACATGATGAGATGTGCACC 1140
s

Car dosi naA TTCTGTGAGATGGCGGT CGT TTGGATGCAAAACGAAAT CAAACAAAGCGAGACTGAAGAT 1200

Car dosi naAmut PSI TTCTGTGAGATGGECGGT CGT TTGGATGCAAAACGAAAT CAAACAAAGCGAGACTGAAGAT 1200

Car dosi naA AACATAATCAACTATGCCAACGAGT TGTGTGAACACTTATCCACTTCATCTGAAGAATTA 1260

Car dosi naAnut PSI AACATAATCAACTATGCCAACGAGT TGTGTGAACACTTAACCACTACATCTGAAGAATTA 1260
hkkkhkkhkkhkkhkhkhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhk *hhkhk *kkkhkhkhhhkhkkk

Car dosi naA CAAGTAGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAATGTTTCCTTTACAATTGGTGGCAAA 1320

Car dosi naAmut PSI CAAGTAGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAATGT TTCCTTTACAATTGGTGGCAAA 1320

Car dosi naA AAATTTGGEECT CACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGT CGGTAAGGGAGAAGCAACACAA 1380

Car dosi naAnut PS| AAATTTGCCCTCACCCCAGAGCAGTACAT CTTGAAAGT CGGTAAGGGAGAAGCAACACAA 1380
hkkkhkkhkkhkhkhkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkkkkkkk k%

Car dosi naA TGCATCAGTGGATTCACTGCGATGGATGCGACTCTTCTTGGACCTCTGTGGATCCTCGGA 1440

Car dosi naAmut PSI TGCATCAGT GGATTCACTGCGATGGATGCGACTCTTCTTGGACCTCTGTGGATCCTCGGA 1440

Car dosi naA GATGTTTTCATGCGTCCATATCACACAGTGT TTGATTATGGCAATTTACTAGITGGATTT 1500

Car dosi naAnut PSI GATGITTTCATGCGTCCATATCACACAGTGTTTGATTATGCECAATTTACTAGI TGGATTT 1500
R

Car dosi naA GCAGAAGCAGCTTGAATCAAGCTTATCGATACCGT CGACCT CGAGGEEEEECCCGGTACC 1560

Car dosi naAnut PS| GCAGAAGCAGCTTGAATCAAGCT TATCGATACCGT CGACCT CGAGGGEEGEEGECCCGGTACC 1560

Car dosi naA CAGCTTTTGITCCCTTTAGTGAGGGTAATG 1590

Car dosi naAmut PSI CAGCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTAATG 1590

Khkkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhkhhhddddxxx
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Anexo 4:

Alinhamento da sequéncia de cardosina B com o resultado das sequenciagées da construgdo
cardosina BmutPSl, inserida no vector pCR2.1, com os oligonucleétidos M13uni e M13rev. As
mutacgOes introduzidas pelos oligonucledtidos mutados estdo destacadas a vermelho. O

alinhamento foi realizado recorrendo ao programa ClustalWw?2.
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Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

Car dosi naB
Car dosi naBnut PSI

ATGGGAACCCCAATCAAAGCAAACGTGCTTGCCTTGITCTTGITTTTTCTTCTATCTCCC
ATGGGAACCCCAATCAAAGCAAACGTGCTTGCCTTGITCTTGITTTTTCTTCTATCTCCC

R R R R

ACTGCATTTTCGGT CTCCAACGGCGGAT TGCT TCGGGT TGGACT TAAAAAGAGGAAGGT G
ACTGCATTTTCGGT CTCCAACGGCGGAT TGCT TCGGGT TGGACT TAAAAAGAGGAAGGT G

EEEEEREEEEEEEEEEE RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEREREREREREEEEEEE

GACCGACTCGACCAACT TCGT GCACAT GGCGT GCATATGT TAGGAAAT GCTCGAAAAGAT
GACCGACTCGACCAACT TCGT GCACATGGCGT GCATATGT TAGGAAAT GCTCGAAAAGAT

khkkkkkhkhkhhkhhhhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhdhdhhhhhhxx*x*%

TTTGECTTCCGCCGTACGCT CAGGGACT CGGGTAGT GGCATTGT TGCACTAACGAACGAT
TTTGECTTCCGCCGTACGCT CAGGGACT CGGGTAGT GGCATTGT TGCACTAACGAACGAT

R R R R R R R

AGGGATACTGCGTATTATGGT GAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAAAACT TCGCAGT G
AGGGATACTGCGTATTATGGT GAGATTGGTATCGGAACT CCACCTCAAAACTTCGCAGT G

EE R R R R R R R R R R kR ok

ATTTTTGACACCGGAAGT TCTGATCTATGGGTACCT TCTACAAAGIGCGACACTTCACTA
ATTTTTGACACCGGAAGT TCTGATCTATGGGTACCTTCTACAAAGIGCGACACTTCACTA

khkkkkhkhkhkhhkhhkhhhhhhhhhkhhhhhhhkhkhhkhhhhhkhhkhhkhhkhhkhhkhkhkkkkkk*

GCTTGTGTGATTCACCCAAGGT ACGACT CGGECGAT TCAAGT ACCTACAAGGGAAAT GGG
GCTTGTGTGATTCACCCAAGGT ACGACT CGEECGAT TCAAGT ACCTACAAGGGAAAT GGG

kkkkkkkkhkkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkdkdhdhddhrhhhhx*x*%

ACAACT GCGAGTATTCAATATGGGACCGGAGCGATCGT TGGT TTTTATAGCCAAGACTCT
ACAACTGCGAGTATTCAATATGGEGACCGGAGCGATCGT TGGT TTTTATAGCCAAGACTCT

R R R R R R R

GTCGAAGTGGGTGATCTTGT TGT TGAACACCAGCGAT TTTATAGAGACAACCGAAGAGGAC
GTCGAAGTGGGTGATCTTGT TGT TGAACACCAGGATTTTATAGAGACAACCGAAGAGGAC

EIE R R R R S R R R R R Sk kR Sk

GACACTGTGTTCTTGAAAAGCGAGT TTGATGGTATACT TGECCTTGGATTTCAAGAGATC
GACACTGTGI TCTTGAAAAGCGAGT TTGATGGTATACTTGGCCTTGGATTTCAAGAGATC

khkkkkkhkhkhkhhkhhkhhhhhhhkhhkhhhhkhhkhhkhhkhhhkhhhhkhhkhhkhhkhkhkkkkkk*

TCGECTGEGAAAGCGGT TCCTGTCTGGTACAACATGGT TAATCAAGGCCTTGT TGAAGAA
TCGGCTGEGAAAGCGGT TCCTGT CTGGTACAACATGGT TAATCAAGGGECTTGT TGAAGAA

khhkkhkhkhhkhhkhhkhhk kA hkhhkhhkhhkhhkhkhkhkhhkhhk ok hkhhkhhkhhkhhkhkhkkhkhkhhkkkkh k%

GCTGTGITTTCTTTTTGGCTTAATCGCAAT GT TGAT GAGGAAGAAGGGGGAGAGCTCGTG
GCTGTGTTTTCTTTTTGGCTTAATCGCAATGT TGAT GAGGAAGAAGGEEGAGAGCTCGT G

Rk Sk Sk Sk S Sk S kS R R S R Sk Sk Sk

TTTGGTGEGGT TGATCCTAATCATTTTAGGGGTAACCACACT TATGTCCCTGTGACTCGA
TTTGGTGEEGT TGATCCTAATCATTTTAGGGGTAACCACACTTATGTCCCTGTGACTCGA

R R R R R

AAGGGCTATTGECAGT TTGAAATGGGTGACGT TCTTAT TGGAGATAAAAGI TCCGGATTT
AAGGGCTATTGGECAGT TTGAAATGGGTGACGT TCTTAT TGGAGATAAAAGI TCCGGATTT

EEEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEREREREREREEEEEEE ST

TGTGCCGGTGGT TGTGCAGCAAT TGCAGACT CTGGAACCTCTTTCTTTGCAGGTCCAACG
TGTGCCGGTGGT TGTGCAGCAAT TGCAGACT CTGGAACCTCTTTCTTTGCAGGTCCAACG

kkkkkkkkhkkkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhdhhddhhrhhhhx*x*k

GCTATTATTACTCAAATCAATCAAGCAAT TGGT GCAAAAGGEGT TTTAAACCAACAATGC
GCTATTATTACTCAAATCAATCAAGCAAT TGGT GCAAAAGGGATCTTACAGCAACAATGC

khhkkhkhkhhkhhkhhkhhhhhhhhhhhkhhhhhhhkhhhhhkhhkhhhkh * *kkx * *hkhkdhkkhkk
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Car dosi naB AAAACATTGGT TGGT CAGTATGGAAAGAATATGGT TCAGATGCTCACATCTGAGGTGCAA 1020

Car dosi naBmut PS| AAAACATTGGTTGGT CAGTATGGAAAGAATATGGT TCAGATGCTCACATCTGAGGTGCAA 1020

Car dosi naB CCTGATAAAATCTGTTCTCATATGAAGCTCTGCACTTTTGATGGTGCTCACGATGTTAGA 1080

Car dosi naBmut PS| CCTGATAAAATCTGTTCTCATATGAAGCTCTGCACTTTTGATGGTGCTCACGATGTTAGA 1080
ER R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

Car dosi naB TCAATGATTGAGAGOGT GGT TGACAAGAACAACGACAAGT CTTCTGGTGGCGAGATTTGT 1140

Car dosi naBnut PS| TCAATGATTGAGAGOGT GGT TGACAAGAACAACGACAAGT CTTCTGGTGGCGAGATTTGT 1140
kkkkkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhrrrhrrhrh*x*k

Car dosi naB ACCTTTTGT GAGAT GGOCCT CGTTAGGAT GCAGAAT GAAAT CAAACGAAACGAGACTGAA 1200

Car dosi naBnut PS| ACCTTTTGT GAGAT GEOCCT CGT TAGGAT GCAGAAT GAAAT CAAACGAAACGAGACTGAA 1200

Car dosi naB GATAACATAATCAACCAT GT CAAT GAGGT GTGTGATCAGT TACCCACTTCAAGTGCAGAA 1260

Car dosi naBmut PS| GATAACATAATCAACCAT GT CAAT GAGGT GTGT GATCAGT TACCCACTTCAAGTGCAGAC 1260
R R R Sk Sk R S S S R R R R S R Sk

Car dosi naB TCGATGGTAGACT GCAATGGTATTTCCTCCATGOCTAATATTGOCTTCACAATTGGTAGC 1320

Car dosi naBnut PS| ACGATGGTAGACT GCAATGGTATTTCCTCCATGOCTAATATTGOCTTCACAATTGGTAGC 1320

Car dosi naB AAACTTTTTGAGGT CACCCCAGAACAGT ACATCTATAAAGT GGGT GAGGGAGAAGCAGCA 1380

Car dosi naBmut PS| AAACTTTTTGAGGT CACCCCAGAACAGT ACATCTATAAAGT GGGT GAGGGAGAAGCAGCA 1380
EEEEEREEEEEREEEEE SRS SRS EEEEEEEEEEEEEEEEREREREREREEEEEEE

Car dosi naB ACATGCAT CAGT GGATTCACT GCTCTCGATATTATGT CTCCTCAAGGACCTATATGGATC 1440

Car dosi naBmut PS| ACATGCAT CAGT GGATTCACTGCTCTCGATATTATGTCTCCTCAAGGACCTATATGGATC 1440

Car dosi naB TTGGGAGATATGTTTATGGGT CCATACCACACAGT GT TCGATTATGGCAAGTTACGAGTG 1500

Car dosi naBnut PS| TTGGGAGATATGTTTATGGGT CCATACCACACAGT GT TCGATTATGGCAAGTTACGAGTG 1500
R Rk Sk R S Sk S S R R R R R R R Sk Sk Sk

Car dosi naB GGATTTGCAGAAGCAGTTTGAG 1522

Car dosi naBmut PS| GGATTTGCAGAAGCAGTTTGAG 1522

khkkkkhkkkhkhkhhkhkhkhhkhhhhhkhkk
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