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Apresentação

A descoberta e o conhecimento de proteínas que possam funcionar como
inseticidas é um ponto importante para obtenção de plantas resistentes a pragas.
Este documento vem dar luz no potencial emprego de inibidores de proteases no
melhoramento genético vegetal, uma vez que tenta esclarecer o que são
inibidores de proteases, sua função e exemplos na obtenção de plantas
resistentes a doenças e pragas.

Robério Ferreira dos Santos
Chefe Geral da Embrapa Algodão
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Potencial Biotecnológico das

Cistatinas

Márcia Soares Vida

1. Cistatinas: superfamília dos inibidores de protease à

cisteína

Os inibidores de protease são importantes ferramentas utilizadas pela natureza
para o controle da atividade de suas proteases-alvo. Os inibidores conhecidos e
caracterizados são, na sua maioria, inibidores de protease serínica, porém nos
últimos anos um grande número de inibidores de protease cisteínica tem sido
isolados e caracterizados (BODE e HUBER, 1992).

Cistatina é o nome dado às proteínas inibidoras de proteases cisteínicas. O nome
cistatina foi originalmente dado por Barrett (1987) a um inibidor de proteases
cisteínicas do tipo papaína, isolado da clara do ovo de galinha. Desde então,
esta tem sido a nomenclatura usada para as proteínas relacionadas a tal inibidor.
Os inibidores de protease cisteínicas foram agrupados numa superfamília
denominada cistatina, uma vez que a determinação da seqüência de aminoácidos
e das propriedades bioquímicas desses inibidores tem mostrado relações, a
níveis de estrutura e função, com o inibidor isolado da clara de ovo de galinha
(BARRETT, 1987).

De acordo com o grau de homologia entre as proteínas, os membros da
superfamília das cistatinas foram agrupados em três famílias: famílias 1, 2 e 3,
conhecidas como estefinas, cistatinas e quininogênio, respectivamente ( TURK e
BODE, 1991; BARRETT, 1987). Todos os membros dessas três famílias são
potentes inibidores de protease cisteínicas de caráter competitivo e reversível. As
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estefinas são proteínas constituídas de uma única cadeia polipeptídica de baixo
peso molecular e não apresentam pontes de enxofre. Os inibidores da família das
cistatinas também são proteínas de baixo peso molecular, porém apresentam
pontes de enxofre em sua cadeia polipeptídica. Os quininogênios mostram uma
organização estrutural mais complexa, pois são compostos de três cadeias
polipeptídicas, são glicosilados e apresentam pontes de enxofre.

2. Mecanismo de interação das cistatinas com proteases

cisteínicas

A maioria das proteases que são alvo de inibição por cistatinas pertencem à
superfamília da papaína (BARRET, 1987). Essas proteases apresentam um peso
molecular de aproximadamente 25-kDa e grande homologia com a papaína.

A cinética de interação entre as cistatinas e as proteases proteases-alvo
caracteriza-se por uma reação bimolecular reversível e competitiva. No entanto,
sua afinidade às enzimas alvo é tão alta que se torna difícil demonstrar o caráter
reversível da interação desses inibidores ou a competição direta com os
substratos (NICKLIN e BARRET, 1984; LINDAHL et al., 1988; BJÖRK et al.,
1989).

O alinhamento de diversas seqüências de inibidores da superfamília das
cistatinas, obtido através do programa Prosite (em http://expasy.hcuge,ch /sprot/
prosite.html), permite localizar as regiões da cadeia de aminoácidos que se
mantém conservadas nessas proteínas. A seqüência mais conservada dentre as
cadeias de aminoácidos das cistatinas, está na região correspondente aos
resíduos: PA - [GSTEQKRV] - Q - [LIVT] - [VAF] - [SAGQ] - G -x- [LIVMNK] -
x(2) - [LIVMFY] - x - LIVMFYA] - PA - [DENQKRHSIV], considerada pelo
programa como sendo a ‘assinatura’ característica das cistatinas. Nesta
‘assinatura’ está localizada a porção da cadeia, Q53L54V55S56G57 (posição de
aminoácidos correspondente à cistatina da clara de ovo de galinha), que forma
uma das alças do inibidor responsáveis pela interação com o sítio catalítico da
protease alvo (BODE & HUBER, 1992). Outra parte da molécula de importância
funcional é a porção N-terminal que, apesar de apresentar uma variabilidade
maior, possui um resíduo de glicina que se mantém altamente conservado entre
as cistatinas (Gly9 na cistatina do ovo de galinha). Essas porções da cadeia
levam à formação de um sítio de ligação equivalente ao substrato que permite
uma forte ligação com a enzima, tornando seu sítio ativo inacessível ao substrato
(BARRETT, 1987). Um resíduo de triptofano (Trp104 na cistatina do ovo de
galinha) foi identificado como sendo uma terceira porção da molécula que se
integra ao sítio de ligação com a papaína (NYCANDER e BJÖRK, 1990).
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A cinética de interação entre a cistatina do ovo de galinha e a papaína foi usada
como modelo para a determinação do mecanismo de ação das cistatinas
(NYCANDER e BJÖRK, 1990; LINDAHL et al., 1988; BJÖRK et al., 1989;
NICKLIN e BARRETT, 1984). Com a determinação da estrutura terciária da
cistatina do ovo de galinha, foi possível sugerir um modelo de interação com a
papaína. Os dados revelaram a existência de duas alças e cinco fitas de folhas b
antiparalelas (BODE e HUBER, 1992). A primeira alça é formada pela seqüência
QLVSG, e a segunda alça compreende os  aminoácidos Pro103 e Trp104. Essas
duas estruturas em alça e o resíduo Gly9 da porção amino terminal, formam uma
estrutura em forma de cunha, extremamente complementar ao sítio ativo da
papaína. Esses resíduos são altamente conservados entre as cistatinas. A
primeira e a segunda alças têm a forma e o tamanho apropriados para uma
perfeita ligação com o sítio ativo da papaína, enquanto o resíduo de glicina, Gly9,
interage com o subsítio S2 da papaína, de forma similar à ligação produzida pelo
substrato (TURK e BODE, 1991; BODE e HUBER, 1992).

A inibição de protease cisteínicas pelas cistatinas não está relacionada a uma
ligação direta entre o inibidor e o sítio tiol da enzima mas, sim, a um bloqueio
físico, e não químico, do acesso ao sítio ativo pelo substrato (KORANT et al.,
1987). Esta afirmativa baseia-se na incapacidade do complexo protease-inibidor
permitir a ligação do 5-IAMF (5-iodoacetamidofluoresceina), um ligante
específico de grupamentos tióis, ao sítio catalítico da protease complexada ao
inibidor; e permitir a ligação de um ligante menor, o iodo acetato (KORANT et
al., 1987).

Recentemente, vários estudos têm destacado a importância da porção amino-
terminal na atividade e especificidade das cistatinas (AUERSWALD et al., 1994;
BJORK et al., 1994; LINDAHL, et al., 1994; SHIBUYA, et al., 1995a e 1995b;
HALL et al., 1995).

Estudos com variantes de cistatina C humana apresentando substituições dos
resíduos Arg8, Leu9 e Val10 por resíduos de Gly, mostraram que a importância
desses aminoácidos na atividade do inibidor varia para cada protease alvo (HALL
et al., 1995). Lindahl et al. (1994), baseando-se em modelagem molecular por
computador, construíram uma cistatina C mutada substituindo a Val10 por uma
Arg e compararam sua atividade com o inibidor selvagem. Esta mutação elevou o
K

i
 em 15 vezes para a catepsina B, e em 12.000 vezes para a papaína,

mostrando que esta única substituição de aminoácidos afeta, de forma diferente,
a especificidade do inibidor para as duas proteases-alvo. Sendo assim, a
especificidade das cistatinas por diferentes proteases cisteínicas é parcialmente
determinada por resíduos de aminoácidos da porção amino-terminal da molécula.
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Hall et al. (1995) destacam que o conhecimento do mecanismo de interação
entre a cistatina e a enzima alvo permitirá desenvolver uma metodologia na
engenharia de proteínas para a produção de inibidores específicos para proteases
fisiologicamente importantes. A obtenção de inibidores específicos permitirá o
estudo individual da função de proteases à cisteína em determinado sistema
biológico, tendo ainda como vantagem sobre os inibidores sintéticos (não
protéicos), a possibilidade de serem utilizados para produção de animais
transgênicos.

3. Inibidores de proteases vegetais de origem vegetal

Inibidores de protease serínicas são amplamente encontrados entre os vegetais,
alguns expressos constitutivamente e outros induzidos por lesão foliar (FOSKET,
1994). Diversas plantas, como a batata e o tomate, sintetizam esses inibidores
de protease em resposta ao ataque de insetos. A presença destes inibidores nas
folhas pode levar os insetos herbívoros à morte, por má nutrição, em
conseqüência da inibição de suas proteases digestivas (FOSKET, 1994;
BROADWAY, 1996). Vários desses inibidores de protease serínica já foram
isolados, com o objetivo de elucidar seu papel no mecanismo de proteção das
plantas ao ataque de insetos e outros patógenos (LANDERGREN, 1996). Muitos
estudos têm sido direcionados à elucidação da via de transdução de sinal para a
síntese desses inibidores (FOSKET, 1994); e diferentes indutores da expressão
de inibidores de protease já foram identificados, incluindo hormônios vegetais,
como o ácido abscísico, porém os mais efetivos são: a sistemina, um pequeno
peptídio constituído de dezoito aminoácidos; e oligossacarídeos produzidos pela
degradação da parede celular e derivados da degradação da pectina por enzimas
induzidas em resposta à lesão (FOSKET, 1994). Outro indutor da expressão de
inibidores de protease é o metil-jasmonato, um composto volátil (um metil-éster)
derivado do ácido jasmônico e produzido pelas plantas em resposta a estímulos
externos, como ataque por patógenos ou insetos (FOSKET, 1994; CREELMAN
& MULLET, 1995; BOTELLA et al., 1996).

Diversos cereais, como arroz, soja, milho e cevada, contêrm inibidores de
proteases. O papel desses inibidores, em termos de importância fisiológica
durante o desenvolvimento e a germinação de sementes, ainda não é bem
conhecido (LIANG et al., 1991). O estágio inicial de crescimento após a
germinação das sementes é altamente dependente da eficiência de utilização dos
nutrientes estocados durante o desenvolvimento das sementes. Muitos tipos de
proteases estão envolvidos no processo de degradação protéica nas sementes e
a presença de inibidores de protease estaria relacionada ao controle da atividade
destas enzimas. Em cevada foi observado que, dentre estas, as proteases
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cisteínicas são o grupos mais importantes, sendo responsáveis por 90% do total
da atividade proteolítica (MIKKONEN et al., 1996).

Todos esses dados sugerem a importância dos inibidores de protease produzidos
pelos vegetais, como fatores de defesa da planta ao ataque por insetos e como
responsáveis pelo controle da degradação protéica.

As primeiras cistatinasde origem vegetal a serem clonadas e caracterizadas,
foram a orizacistatina I (ABE et al., 1987) e a orizacistatina II (KONDO et al.,
1990), ambas expressas em semente de arroz. Esses inibidores são diferentes
em dois aspectos: na especificidade em relação a diferentes proteases e no
padrão de expressão de seus mRNAs no estágio de maturação das sementes de
arroz. A orizacistatina I inibe a papaína mais efetivamente (K

i
 3.0 x 10-8 M) que a

catepsina H (K
i
 0.79 x 10-6 M), enquanto a orizacistatina II inibe a catepsina H

(K
i
 1.0 x 10-8 M) melhor que a papaína (K

i
 0.83 x 10-6 M). O mRNA para

orizacistatina I tem seu nível de expressão máxima duas semanas após o
florescimento e não é detectado em sementes já amadurecidas. Por sua vez, o
mRNA para orizacistatina II é constantemente expresso durante os estágios de
maturação e é claramente detectado em sementes já amadurecidas. Acredita-se
que essas duas orizacistatinas estejam envolvidas na regulação da atividade
proteolítica causada por diferentes proteases (KONDO et al., 1990). Foi
demonstrado que as orizacistatinas são capazes de inibir as oryzaínas α, β e γ
(WATANABE et al., 1991).

A análise comparativa da seqüência de aminoácidos dessas cistatinas com as
cistatinas animais, mostrou grande similaridade com os membros da família 2
(cistatinas) (KONDO et al., 1990 e ABE et al., 1987). No entanto, por não
apresentarem pontes de enxofre, foram classificadas como membros da família 1
(estefina) (TURK e BODE, 1991).

Foram encontradas diferenças entre a estrutura dos genes de cistatinas de origem
animal e as orizacistatinas I e II (KONDO et al., 1991). Tanto as cistatinas de
origem animal quanto as orizacistatinas, apresentam dois íntrons e três exons.
Nos genes de origem animal o primeiro íntron está localizado entre a seqüência
nucleotídica correspondente aos aminoácidos Q e V localizados na série QXVXG
(Gln-Xaa-Val-Xaa-Gly), altamente conservada entre os membros da superfamília
das cistatinas; o segundo íntron está localizado próximo à seqüência nucleotídica
correspondente aos aminoácidos da região C-terminal da proteína. No caso das
orizacistatinas I e II o primeiro íntron está localizado antes da seqüência de
nucleotídios correspondente aos aminoácidos QVVAG. Tanto na orizacistatina I
quanto na orizacistatina II este primeiro íntron se encontra entre os aminoácidos
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A e N, enquanto o segundo íntron está na região não codante da proteína. Essas
diferenças levaram à proposição da criação de uma quarta família de cistatinas,
chamada fitocistatina.

Posteriormente, foram caracterizadas duas novas fitocistatinas que merecem
destaque por apresentarem características peculiares, a cistatina do mamoeiro
(SONG et al., 1995) e a ‘multicistatina’ da batata (WALSH e STRICKLAND,
1993). A cistatina do mamoeiro apresenta um resíduo de cisteína em sua cadeia
de aminoácidos, que não é encontrado em outras cistatinas vegetais. A cistatina-
B humana e a de rato também apresentam um resíduo de cisteína que permite a
formação de pontes de sulfeto entre duas moléculas do inibidor. As formas
diméricas da cistatina-B são inativas e podem ser convertidas em monômeros
ativos, em condições redutoras. No mamoeiro, esta dimerização reversível pode
ser um mecanismo de controle da atividade desta cistatina uma vez que no látex
o inibidor encontra um meio oxidante e se torna inativo. A ”multicistatina”
encontrada na batata possui peso molecular de 85-kDa e é expressa em altos
níveis,, tanto na folha quanto no tubérculo. Esta ”multicistatina” pode  ligar-se a
oito moléculas de papaína simultaneamente. O tratamento com tripsina leva à
formação de cinco fragmentos com 10-kDa de peso molecular e  a um fragmento
com 32-kDa. Todos esses fragmentos mantêm a atividade de inibidores de
protease cisteínica e apresentam alguma similaridade na seqüência de
aminoácidos.

4. Mecanismo de interação das cistatinas de origem

vegetal com proteases à cisteína

Como já mencionado, as cistatinas de origem vegetal (fitocistatinas) apresentam
alto grau de homologia com a cistatina da clara do ovo de galinha e mantêm
conservados: a seqüência QXVXG (Gln-Xaa-Val-Xaa-Gly) na porção central da
cadeia, o resíduo Gly na porção N-terminal e o resíduo Trp na porção C-terminal.
Sendo assim, a interação desses inibidores com a papaína deve seguir o modelo
proposto para a cistatina do ovo de galinha (ABE et al., 1988).

Foi demonstrado que a deleção de 21 resíduos de aminoácidos da porção N-
terminal, incluindo o resíduo de Gly5, da molécula de orizacistatina I, não
interfere na atividade de inibição da papaína (ABE et al., 1988). A deleção, em
particular do resíduo de Gly5, também não alterou a atividade do inibidor. Tais
resultados sugerem que no caso das fitocistatinas o resíduo de glicina na porção
N-terminal da molécula é desnecessário para a atividade desses inibidores, apesar
de ter sido postulado como peptídio envolvido, diretamente na interação entre a
cistatina do ovo de galinha e a papaína. Neste mesmo trabalho foi também
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demonstrado que uma deleção maior envolvendo  38 resíduos de aminoácidos
da porção N-terminal causou uma perda total na atividade do inibidor. A
comparação entre seqüências de diversas fitocistatinas indica que esta deleção
de 38 resíduos de aminoácidos leva à perda uma seqüência altamente
conservada entre as fitocistatinas, representada pelos aminoácidos Leu-Ala-Arg-
Fen-Ala-Val (LARFAV). A importância de tal consenso de aminoácidos para a
atividade das fitocistatinas ainda não foi mencionada nem questionada.

Apesar de ter sido demonstrado que os aminoácidos da porção N-terminal da
molécula não são essenciais para a atividade do inibidor, observa-se que entre as
fitocistatinas esta região se mantém conservada. Arai et al. (1991) sugerem que
a conservação dos resíduos Gln5 , Pro83 - Trp84 e Gln53 - X - Val55 - X - Gly57

(numeração relativa a orizacistatina) entre as fitocistatinas possibilita um espectro
maior de ação como inibidores de protease à cisteína, ou seja, se a Gly5 não é
essencial para a inibição da papaína, a mesma pode permitir a ação sobre outras
proteases à cisteína atuando como um co-fator e favorecendo a ligação ao sítio
ativo dessas enzimas. Outra possibilidade é que essas três regiões estejam
envolvidas na manutenção de uma estrutura conformacional estável e que resista
à ação de outras proteases, que não as enzimas-alvo.

Com relação às fitocistatinas, a manutenção da atividade da orizacistatina I após
a deleção de 21 aminoácidos da porção aminoterminal, e a ausência total de
atividade quando esta deleção se estendeu a 38 aminoácidos, incluindo o
consenso LARFAV (ABE et al., 1988); sugerem a importância da conservação
desses resíduos de aminoácidos para a interação do inibidor ao sítio ativo da
papaína.

5. Potencial biotecnológico das cistatinas

A expressão de inibidores de proteases em vegetais representa um mecanismo
de defesa contra o ataque de diversos patógenos, como fungos, vírus e insetos
herbívoros (FOSKET, 1994). Lorito et al. (1994) mostraram que inibidores de
protease vegetais suprimem a germinação de esporos de duas espécies de
fungos fitopatogênicos (Fusarium solani e Botrytis cinerea). A razão desta
atividade anti-fungica é desconhecida. Os autores sugerem a inibição de enzimas
essenciais ao desenvolvimento do fungo.

A inibição de proteases digestivas de insetos herbívoros tem sido o principal
foco dos trabalhos recentes. Uma grande evidência do papel de inibidores de
protease na defesa ao ataque por insetos foi a redução da resistência a larvas de
Manduca sexta em plantas transgênicas de tomate expressando o gene da
sistemina em orientação antisenso (CARDENA et al., 1993). Nas plantas
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transgênicas a taxa de crescimento das larvas foi superior à do obtido nas
plantas selvagens.

Em geral, as classes de proteases encontradas no sistema digestivo desses
insetos são do tipo serina, predominante em lepidópteros, e do tipo cisteína,
predominante em coleópteros e hemípteros (BRODWAY, 1996; WOLFSON e
MURDOCK, 1990). O sucesso evolutivo dos coleópteros e dos hemípteros
talvez seja, em parte, devido à evolução para uma protease digestiva alternativa,
permitindo-lhes viver em ambientes ricos em inibidores de proteases à serina
(MASOUD et al., 1993). Sendo assim, a produção de plantas transgênicas
expressando inibidores de protease cisteínica foi sugerida como estratégia para
obtenção de resistência ao ataque desses insetos (MASOUD et al., 1993). Liang
et al. (1991) mostraram que a orizacistatina é capaz de inibir proteases
digestivas de coleópteros. Em batata, a multicistatina (formada por oito cadeias
de cistatinas) inibe o desenvolvimento de larvas de Diabrotica (ORR et al.,
1994). Plantas transgênicas de tabaco expressando a orizacistatina I,
constitutivamente, sob controle do promotor 35S do CaMV, não apresentaram
nenhuma anormalidade no desenvolvimento (MASOUD et al., 1993).

A transformação de plantas com genes de inibidores de protease à cisteína é uma
boa estratégia para obtenção de plantas resistentes ao ataque de insetos, uma
vez que outros animais não utilizam proteases à cisteína para a digestão (LIANG
et al., 1991).

Muitas espécies virais expressam suas proteínas funcionais sob a forma de uma
poliproteína. A maturação dessas proteínas ocorre após a clivagem específica
desta poliproteína estando este processo diretamente relacionado com a
replicação viral. Enquanto alguns vírus utilizam proteases do hospedeiro, outros
expressam suas próprias proteases. Desta forma, os inibidores de protease
representam potentes agentes antivirais (KORANT et al., 1987). Vários
trabalhos usando inibidores de proteases como agente antiviral, têm sido
realizados. Ebina e Tsukada (1991) mostraram que o E64 diminui a replicação
dos rotavírus, causadores de uma diarréia severa em crianças. Bjork et al. (1990)
mostraram que a cistatina C humana bloqueia a replicação do vírus da herpes in
vitro; e McQuade et al. (1990) mostraram que um inibidor de protease sintético
impede a maturação da partícula in vitro. A atividade antiviral da orizacistatina
também já foi demonstrada (KONDO et al., 1992). O poliovírus, um membro da
família picornaviridae, teve sua replicação inibida em células Vero crescidas em
meio contendo a orizacistatina. Aoki et al. (1995) mostraram que a orizacistatina
I é um potente antiviral contra o vírus da herpes (Herpes Simplex Virus), tanto in
vitro quanto in vivo (em ratos infectados com o HSV) e não apresenta toxicidade
em dosagens terapêuticas.
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