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RESUMO

O objetivo central do presente trabalho foi avaliar 2 estabilidade
conformacional da fosfalase 4cida de sementes quiescentes de soja.

Afravés de estudos de desnaturacéio térmica, verificou-se uma temperatura
de transicde (Tw) de 85 °C, o que mosira uma resisténcia incomum frente 3
temperatura. Observaram-se efeitos da concanavalina A (lectina) e de molibdato
(inibidor) no perfil de desnaturagéo enzimatica com alteractes na Tw.

A desnaturagdo enzimética por dodecilsulfato de sédio (SDS) foi muito
pouce significativa em presenca do fosfoenolpiruvaio (PEP) como substrato. Esta
insensibilidade ao agente desnaturante pode ser explicada pela alta afinidade
apresentada pela fosfatase em relacdc ao substrato em questdio. A desnaturacéo
térmica da enzima em presenca do PEP revelou que este substrato produz uma
mudanga significativa no perfii de desnaturagio, induzindo uma diminuicdo na
temperatura de fransicdo (Tw), © que representa um efeito antagbnico aquele
observado na desnaturacio por SDS.

A analise de aminodcidos revelou informagbes valiosas que explicam
propriedades como o pl relativamente baixo (5,0), e 0 nimero expressivo de
residuos acidos pode estar relacionado com a estabilidade conformacional da
enzima.

Os estudos sistematicos da desnaturacio reversivel por uréia e cloreto de
guanidinic {GuaCl) foram realizados utilizando-se a fluorescéncia como técnica de
monitoramento. O calculo da Estabilidade Conformacional (AGH.°) foi feito
tomando-se os deslocamento nos comprimenios de onda de maxima emissao de
fluorescéncia como pardmetro e o valor obtide foi de 2,48 kcal.mol™. Os calculos
de Centro de Massa foram tomados em funcdo da concentrago do agente
desnaturante em ambos 0s casos.

A analise de carboidratos, realizada por HPLC, revelou a presenca de
manose, glicosamina e galactosamina e a remocéo da frag&o de carboidratos n3o

foi possivel, mesmo apos tratamento com 300 mU das endoglicosidases Endo-H,
Endo-F e Endo-F1.



The central aim of the present work was to evaluaie the conformational
stability of a soybean seeds acid phosphatase.

Through thermal denaturation studies, the transition temperature (Tw) vaiue
determined, 65 °C, has shown an ununsual resistance of the enzyme under high
temperatures. The effects of strong binding compounds, such as concanavalin A
(lectin) and molybdate (inhibitor) on the denaturation profile and transition
temperature values were also observed.

Enzymatic denaturation by sodium dodecy! sulfate (SDS) was insignificant in
presence of phosphoenoipyruvate {PEP), which might be explained by the high
affinity of the enzyme for the substrate in question. Thermal denaturation studies in
presence of PEP have shown both a significant change on denaturation profile and
a reduction on the fransition temperature value.

Amincacid analysis contribuled to valuable informations that are in
accordance to some properties of the enzyme, such as a relatively low isoelectric
point {pl), equal to 5.0. Furthermore, the expressive number of acid residues may
be related to the conformational stability of the polypeptidic chain.

Systematic studies of reversible denaturation by urea and guanidinium
chioride (GuaCl) were carried out using fluorescence as a monitoring technique.
Conformational Stability calculations were made by faking the wavelengths
corresponding to the maximum fluorescence emission as a parameter, and the
obtained value was equal to 2.48 kcal.mol”. Calculus of Centre of Mass was taken
as a function of the denaturating agent concentration in both cases.

Carbohydrate analysis was carried out by using High Performance Liquid
Chromatography {(HPLC) and the presence of mannose, glucosamine and
galactosamine was detected as the main carbohydrates in the glycoprotein
structure. Carbohydrate removal was not succeeded, even after treatment with
300 mU/ml of the Endo-B-N-acetyigiucosaminidasesH, F and F.



1. INTRODUCAQ

Atualmente, grande atencfio tem sido dedicada aocs estudos de desnaturagfio
protéica. Como um exemplo, a desnaturacfio térmica de proteinas tem sido
intensivamente estudada (LYUBAREV et al., 1999) por diferentes técnicas como a
calorimetria diferencial de varredura (DSC), espectroscopia na regido ultravioleta,
fluorescéncia e dicroismo circular (CD) entre outras (CHEN et al.,1997). Além dos
estudos de desnaturagfo térmica, vérios trabalhos recentes na literatura tém
reforcado a importéncia de estudos de desnaturagfio enzimética e especialmente de
fosfatases 4cidas por solvente orgénico (CHEN et al., 1999), uréia (OSTROWSK] et
al., 1996), SDS e cloreto de guanidinio (CHEN et al.,1997).

Estudos de enovelamento, desenovelamento e estabilidade de proteinas sfo de
grande relevncia tanto no campo académico como em biotecnologia (FERSHT et
al., 1994). O equilibrio entre os estados nativo e desnaturado geralmente envolve
dois estados (PRIVALOV, 1979), mas a estabilidade da proteina no estado nativo é
da ordem de apenas 20 a 60 kJ.mol™ maior que no estado desnaturado. Esse valor,
relativamente baixo, resulta do balango entre valores altos tanto para a entalpia
como para a entropia. Aiém disso, a funcfo biolégica de proteinas depende
sensivelmente do balango enire a rigidez e a flexibilidade de sua estrutura, fatores
que sdio intimamente dependentes de interagBes de van der Waals e pontes de
hidrogénio intramoleculares, além de pontes de dissuifeto (PRIVALOV &
MAXHATADZE, 1992).

Fosfatases acidas de plantas
As fosfatases acidas (ortofosforico monoéster fosfohidrolases - E.C. 3.1.3.2)

pertencem a classe das hidrolases que utilizam fosfatomonoésteres e fosfoanidridos

como substratos.



Recentemente, SCHENK et al. (2000) clonaram e sequenciaram os cDNAs de
fosfatases acidas parpuras de uma ampla variedade de plantas, verificando bastante
similaridade das enzimas vegetais com as enzimas de mamiferos.

Em plantas, essas enzimas podem ser encontradas tanto na parte extracelular
como intracelular. Na primeira, podem estar localizadas na parte externa da parede
celular e/ou serem secretadas pela raiz ¢ por células em cultura (DUFF et al., 1991
LEBANSKY et al., 1992; MIERNYK, 1992).

As enzimas da parede celular tém sido associadas 3 hidrélise de determinados
substratos oferecidos externamente 2 célula em tecidos nfio danificados. As
fosfatases acidas extracelulares de raiz poderiam tomar acessivel para a absorgio
uma quantidade adicional de fosfato inorgénico, a partir de sua liberagfo da matéria
organica do solo (NINOMIYA et al,, 1977; LEE, 1988). J4 a enzima intracelular
parece ser ubiqua, uma vez que tem sido largamente encontrada. Tais enzimas
poderiam, portanto, participar de importantes vias metabélicas da planta. Em
situacBes de “stress” a que a planta poderia estar sujeita, algumas fosfatases sio
importantes na economia celular de compostos como os nucleotideos trifosfato, pois
os teores de fosfato intracelulares seriam garantidos (PLAXTON, 1996).

Embora o papel fisiolégico dessas enzimas ainda nfo esteja totalmente
elucidado, no caso especifico de plantas, as fosfatases acidas parecem ter um
importante papel, uma vez que ja tem sido relatada a participaciio das mesmas
durante o desenvolvimento da planta e também em resposta a alteragSes ambientais
a que as mesmas possam ser submetidas. Dentre os fatores de desenvolvimento
pode-se citar a germinagdo, que talvez seja o processo em que as fosfatases acidas
tenham uma grande importancia pois sua atividade estd sempre aumentada, além de
ocorrer ¢ surgimento de outras isoformas ativas (BISWAS & CUNDIFF, 1991).

A atividade da enzima pode ser aumentada também por fatores ambientais
como cultivo da planta em altas concentracdes de sal, baixa concentraciio de fosfato
¢ agua ¢ também apés ferimentos causados & planta (DEWALD et al, 1992;
TADANO, et al., 1993; THEODOROU & PLAXTON, 1993).



Propriedades fisico-guimicas das fosfatases dcidas

Em plantas, as fosfatases dcidas nommalmente apresentam-se em multiplas
formas, as quais podemn ter algumas diferengas nas propriedades fisico-quimicas
(DE-KUNDU & BANERIJEE, 1990; DUFF et al,, 1994, FERREIRA, 1995).

Massa molecular relativa

A massa molecular relativa de fosfatases 4cidas de plantas varia amplamente
de 30.000 a 300.000: 51.000 para a isoforma AP1 de sementes quiescentes de soja
(FERREIRA et al, 1998); 144.000 para a de células de tabaco em cultura

(KANEKO et al., 1990); 200.000 para a de embrides de algodio (BHARGAVA &
SACHAR, 1987).

Pornto isoelétrico
Geralmente © pl destas fosfatases enconira-se entre 4,3 ¢ 6,7: 4,7 para de
proteina de reserva de hipocotilédones de soja (DEWALD et al., 1992); 5,0 para a

isoforma AP1 de sementes quiescentes de soja (FERREIRA et al., 1999); 6,7 para a
de cotilédones de soja (ULLAH & GIBSON, 1988).

Presenca de carboidrato na estrutura

A fosfatase 4cida dos tubérculos de batata purificada por KRUZEL &
MORAWIECKA (1982) apresentou cerca de 17% do peso total da enzima (66.000)
de carboidratos tais como: manose (5,6%), ramnose (3,4%), glicose (2,5%),
galactose (1,5%) e glicosamina (3,6%). Para a fosfatase 4acida de soja, a

porcentagem de carboidratos chega a 30 %.



Presenca de mais de wma cadeia polipeptidica
{(CHUNG & POLYA, 1992) comprovaram que a fosfatase das sementes de
papoula fratava de um dimero. BASHA (1984) purificou das sementes de amendoim

uma fosfatase 4cida com massa molecular relativa de 240.000, composta de 6
subunidades de 42.500.

Presenca de centro metdlico

SUGIURA et al. (1981) purificaram uma fosfatase acida de cor violeta de
tubérculos da batata doce que apresentou manganés ligado a sua estrutura. Muito
recentemente, no entanto, demonsitrou-se que tal enzima trata-se de uma
metaloenzima binuclear com Fe-Mn. Foi isolada também uma fosfatase scida
parpura de soja com centro binuclear metélico de Fe-Zn (SCHENK et al., 1999).

A isoforma AP1 de sementes de soja quiescentes apresenta ferro em sua
estrutura (FERREIRA, 1998 b).

Propriedades cinéticas

Quanto as propriedades cinéticas, as fosfatases dcidas apresentam algumas

caracteristicas comuns:

pH otimo para catdlise

Em geral, apresentam um pH 6timo ao redor de 5,0 (KANEKO et al., 1990;
LEBANSKY et al, 1992). Para as fosfatases 4cidas de Escherichia coli,
Trichoderma resel e Aspergillus niger, no entanto, o pH 6timo de catalise ¢ 2,5

(RODRIGUEZ et al., 1999; NASI et al., 1999; KOSTREWA et al., 1999).

Inibigdo
E muito comum a inibicdo por molibdato, fosfato, alguns metais pesados e

fluoreto € a independéncia de cétion, bem como a insensibilidade pelo tartarato



(ROSSI et al, 1981; PASQUALINI et al, 1992; GRANJEIRO et al., 1999
FERREIRA et al.,2000).

Temperatura otima para catdlise

Comumente enconira-se entre 50 e 60 °C. Excec8o foi observada para a
fosfatase 4cida purificada de sementes de algodfio que foi de 37 °C (BHARGAVA
& SACHAR, 1987) ¢ para as fosfatases dcidas purificadas de sementes de soja
quiescentes que foi de 80 °C, utilizando-se o p-nitrofenilfosfatc (p-NPP) como
substrato (FERREIRA et al., 1998 a). A fosfatase acida de Aspergillus niger, além
de apresentar um pH &timo incomum, conforme mencionado, também mostrou uma
consideravel estabilidade térmica, sofrendo desnaturacfio térmica e inativagfic em

temperaturas superiores a 86 °C.

Especificidade

Em geral, as fosfatases acidas demonstram inespecificidade para substratos,
muito embora haja predilecfio por ésteres fosfato, agiicares fosfatados, nucleotideos
e pirofosfato (RENGASAMY et al.; 1981; BASHA, 1984; PASQUALINI et al,,
1992). A isoforma APl de fosfatase 4cida de sementes de soja mostrou uma

constante de especificidade maior para ¢ fosfoenolpiruvato que para o p-NPP
(FERREIRA etal, 1999},

Fosfatase dcida de Soja

Recentemente nosso grupo desenvolveu um extense estudo sobre as
propriedades de quatro isoformas da fosfatase 4cida purificada de sementes de soja
(FERREIRA, 1995, 1999). Dentre os diversos resultados interessantes e inéditos
obtidos podemos destacar dois em especial: a inespecificidade destas enzimas que
atuam sobre diversos substratos como aminodcidos fosforilados, bem como sobre
compostos do metabolisme intermedidrio de plantas como, por exemplo,

fosfoenolpiruvaio, glicose-6-fosfatc e pirofosfate inorginico (FERREIRA et al,,



1999) e a capacidade destas enzimas de catalisar a hidrolise do p-NPP em
temperaturas da ordem de 80 °C (FERREIRA et al,, 1998 a).

2. OBIETIVOS

A fim de se conhecer mais a respeito da estabilidade conformacional da
fosfatase 4cida de sementes de soja, foram tracadas as seguintes metas a serem

cumpridas ao longo do desenvolvimento do trabalho:

1. Purificar a isoforma APl da fosfatase dcida de sementes

quiescentes de soja;

2. Avaliar a desnaturagiic térmica da fosfatase em presenca de
compostos que apresentam forte tendéncia de ligagdo a enzima ¢

em presenca de potenciais compostos protetores;

3. Realizar estudos sisteméticos de desnaturacio da fosfatase por

uréis e cloreto de guanidinio;

4. Proceder a remog8o da fragdio de carboidratos a fim de analisar a

importéncia dos aglicares na atividade enzimética



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fosfatase Acida de Soja

=3

A isoforma APl da fosfatase 4cida foi purificada a partir de sementes

quiescentes de soja, utilizando-se cromatografias de troca idnica, exclusio molecular

=

FERREIRA et al. (1998 a) e mostrado, de forma completa, no esquema a seguir:
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Os reagentes utilizados foram adquiridos junto 4 SIGMA e MERCK, sendo

que todos apresentam grau analitico.

e afinidade, além de métodos classicos de separaco, conforme padronizado por



3.2 Miétodos

3.2.1 Determinacdo da atividade enzimdtica
Dosagem do p-nitrofenol

Nos ensaios cinéticos em que foi utilizado o p-nitrofenilfosfate como
substrato, 4 atividade enzimdtica foi determinada a 37 °C com 5,0 mmolVL do
substrato em tampdo acetato 0,1 mol/L (pH 5,0) em um volume final de 1 mL. A
reagéo foi paralisada 10 minutos apds a adicio da enzima, com 1 mL de hidréxido
de sodio 1 molVL. Uma unidade enzimatica € definida como a quantidade de enzima
necesséria para produzir 1 micromol de p-nitrofenol por minuto. O coeficiente de
extingio molar do p-nitrofenolato, em meio alcalino, € 1,83.104 (mol/L) lem-1, o
qual absorve em 405 nm.

Dosagem do fosfato

Este método foi utilizado no caso de substratos diferentes do p-NPP.
A reagHo procedeu conforme descrito anteriormente, exceto que a paralisacio foi
feita pela adicdio de 1 mL de molibdato de aménio 3% (em tampdo acetato 0,2
mol/L, pH 4,0). A coloragio do complexo fosfo-molibdico foi adquirida pela adigfo
de 4cido ascorbico 1% (em tampdo acetato 0,2 mol/L, pH 4,0) como redutor, de
acordo com o meétodo descrito por LOWRY & LOPEZ (1945). A absorbancia foi

medida a 700 nm, 30 minutos apés a adigio do 4cido ascérbico. O coeficiente de

extingdo molar para o complexo reduzido € 4.000 (mol/Ly . cm-1.

3.2.2 Eletroforese
Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em condi¢bes ndo desnaturantes

A modalidade eletroforética em condiges nfio desnaturantes foi determinada
por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% de acordo com a técnica de WEBER
& OSBORNE (1969). Os géis de corrida (15%, pH 8,8) e de empacotamento (5%,
pH 6,8) foram preparados em tampdo tris-HCl 0,3 mol/L, e colocados para

polimerizar em uma placa. Os dois compartimentos da cuba foram preenchidos com



tampéo de corrida (0,2 mol/L de glicina e 25 mmol/L de Tris pH 8,3). Realizou-se
uma pré-corrida de 2 h (60 mA). As amostras para a corrida foram preparadas
tomando-se 200 jul ¢ 20 pl de tampfo dz amostra (10% de glicerol, 0,08% do
tamnpdo Tris-HCI 1 moVL, pH 6,8 ¢ 2 gotas do azul de bromofenol 0,2%). Entfo, as
amostras (50 pL) foram aplicadas ao gel por 5 h a 4°C. Foi feita uma pré-corrida,
mantendo-se por Zh uma corrente de 60 mA e, em seguida, foi realizada a corrida
com uma corrente constanie de 100 mA, sendo o azul de bromofenol utilizado como
marcador. Ao término da corrida, o gel foi retirado do tampdo e levado para ser
corado para detecgfo de proteina e atividade enzimética.
Coloracdo para detecgdo de proteina

O gel foi corado em solugfic “Coomassie Brilliant Blue” {C. Blue) em uma
mistura de 400 mL de metanol, 100 mL de 4cido acético glacial, 500 mg de C. Blue
e 500mL de agua Milli Q por 12 horas. A descoloragio foi realizada apés lavagens
sucessivas em solugdo contendo 400 mL de metanol, 100 mi. de acido acético
glacial e 500 mL de 4dgua Milli Q. Posteriormente, o gel foi fixado com 4cido acético
7%.
Coloracdo para detecgdo de atividade enzimdtica

O gel foi incubade a 37 °C em tampéo bis-tris 100 mmoV/L, pH 6,0, contendo
50 mmoV/L de p-naftil-fosfato ¢ 1,0 mg de Fast Blue BB/mL, até o aparecimento da
coloragdo. Em seguida, ¢ gel foi descorado em lavagens com solugfio contendo 125

mL de acido acético ¢ 40 mL de etanol, ¢ a coloragfio mantida em acido acético 7%.

3.2.3 Estudos fisico-guimicos
Estudos de desnaturagéo térmica

A variac8o da absorbincia em 280 nm da enzima em tampéo acetato 0,1
mol/L, pH 5,0 com 10 % de DTT em fungiic da temperatura foi determinada na

auséncia e na presenca de diferentes compostos. Nos experimentos de desnaturacio

térmica foi utilizado o espectrofotdmetro de arranjo de diodos UV/Vis HP 8452D0s,
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acoplado a um sistema programador/controlador de temperatura e a2 um
microcomputador. A temperatura foi aumentada de 30 a 85 °C, com um incremento
de 1,0 °C entre 30 ¢ 60 °C, com um incremento de 0,5 °C entre 60 e 70 °C & com
um incremento de 1,0 °C entre 70 e 85 °C.

Estudos de desnaturacdo por wréia.

A solug@o estoque de uréia foi preparada numa concentracio de 10 mol/L em
tampdo acetato de sédio 0,1 mol/L pH 5,0 afim de se obter, por dilnicso,
concentragdes de 0 2 8 mol/L. A enzima (10 pg mi™) foi incubada por 30 h a 4 °C
nas diferentes concentragfes de uréia ¢ mantida em gelo durante o experimento. A
intensidade de fluorescéncia intrinsica da enzima, em cubetas de quartzo de 1 cm,
foi monitorada em espectrofluorimetre Hitachi 2000 com comprimento de onda de
excitagdo de 293 nm ¢ de emissdo entre 298 ¢ 450 nm. A largura de fenda utilizada
foi de 5 nm.

A intensidade de fluorescéncia obtida no espectro de emissdo foi utilizada
para o calculo do Centro de Massa de acordo com o método descrito por BONAFE
et al. (1998). Os pardmetros termodinimicos da desnaturacdo da enzima foram
determinados através do Ay, versus [uréia] (PACE 1986).

Estudos de desnoturagdo por cloreto de guanidinio.

A solug8o estoque de cloreto de guanidinio foi preparada numa concentragéo
de 8 mol/L. em tampdo acetato de s6dio 0,1 mol/L pH 5,0 a fim de se obter, por
diluicio, concentragdes de 0 2 6 mol/L. A enzima (10 pg mI™) foi incubada por 24 h
a 4 °C nas diferentes concentragbes de cloreto de guanidinio e mantida em gelo
durante o experimento. As intensidades de fluorescéncia intrinsica da enzima foram
monitoradas de acordo com o método anteriormente citado.

A intensidade de fluorescéncia obtida no espectro de emissfio foi utilizada
para o calculo do Centro de Massa e os parimetros termodinimicos da desnaturagio

da enzima foram determinados através do Ap,, versus [GuaCl] (PACE 1986).
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Reversibilidade da desnaturagdo enzimdtica por uréia e cloreto de guanidinio
Os testes de reversibilidade foram feitos monitorando-se & atividade relativa

da enzima apos a dilui¢io do agente desnaturante 10, 100 e 1000 vezes, partindo da

maxima concentracio utilizada,

3.2.4 Composicio de aminodcidos

A proteina foi submetida a hidrdlise 4cida com HCl 6 mol/L, em presenca de
fenol cristalizado e sob atmosfera de nitrogénio a 110 °C por 24 horas em uma
estagfo de trabalho Pico Tag da Waters. A composicfio molar dos aminodcidos
presentes na proteina foi determinada em analisador automdtico da Beckman
Instruments, Inc. (modelo 7300). Este sistema emprega o método de derivagio p6s-
coluna, no qual os aminoacidos provenientes da hidrolise 4cida sdo separados por
cromatografia de troca ifnica e detectados como produtos de uma reagio com
ninidrina a 440 ou 570 nm. A proporgio molar de cada residuo de aminoscido foi

determinada em relagfio & concentragdio molar total dos residuos de aminodcidos

detectados por este método.

3.2.5 Deferminacdo de carboidratos totais

A determinac@o de carboidratos totais foi realizada de acordo com o métedo
de DISHE (1954), utilizando-se 10 pg de enzima, fenol 80% e icido sulftrico

concentrado. Esta mistura foi deixada em temperatura ambiente e, logo apés, lida a

absorbéancia a 480 e 490 nm.
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3.2.6 Composicdo de carboidratos
O esquema abaixo mosira as etapas de preparagio da amosira para a

determinac@o da composi¢io de monossacarideos na FAc de sementes de soja.

GLICOPROTEINA

4 mollL TFA

121°C por 2h
Monossacarideos
{Meutros e aminos)

|
v

PMP + NaQH
70°C por 2h
HCI

Extrac&o com éter butilico

Monossacarideos
tratados com PMP

l Andlise em HPLC

Composigio fotal dos
monossacarideos
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Hidrdlise

De acordo com FU & O'NEILL (1995), a fosfatase acida de sementes de soja
foi tratada com 1 mL de 4cido trifluoroacético (TFA) 4 mol/L em tubos de hidrolise
(13 X 100 mm). Os tubos de hidrélise foram selados e incubados a 120°C por 2 h
em aquecimento seco (bloco de aguecimento). Os padrdes de monossacarideos, 10
nmol de manose, glicosamina, glicose, galactose e xilose, foram submetidos a
tratamento idéntico &s amostras. Apos resfriados 4 temperatura ambiente, os tubos
de hidrolise foram abertos e o contetido transferido para "Ependorffs” sendo que

depois foram evaporados até secagem por concentraco 3 pressio reduzida.

Tratamento com PMP (Fenilmetilpirazolona)

As amostras de glicoproteinas hidrolisadas e secas e padroes de
monossacarideos foram diretamente tratados com PMP por adigio de 20 pL de
soluglio deste reagente (0,5 mol/L em metanol) e 20 uL de solugfio de NaOH 0,3
mol/L, seguido de agitacBo vigorosa e incubagic a 70 °C por 2 h. A mistura foi
entdio neutralizada por adi¢dio de 20 pL solugfio de HCI 0,3 mol/L. Em seguida 0,5
mL de éter butilico foi adicionado e misturado sob agitaggio vigorosa por 5 s. A fase
de separacdo foi intensificada por breve centrifugacfio. A fase orgénica (camada
superior) foi cuidadosamente removida e descartada. Este processo de extragdo foi

repetido duas vezes mais. A fase aquosa restante foi misturada com 150 uL 4gua

para analise em HPLC.

Andlise em HPLC

A andlise de monossacarideos tratados com PMP foi realizada em HPLC
Shimadzu L.C — 10 AD vp equipado com sistema de deteccio UV/VIS SPD — M10A
vp V. Foi usada uma coluna Brownlee C 18 220 X 2,1 mm, otimizada para
separacdo de carboidratos tratados com PMP. O fluxo foi de 0,2 mL/min. O

comprimento de onda para deteccio de UV foi de 245 nm. Para a separagio de
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aglicares neutros ou aminos foram utilizados tampdes A e B contendo 100 mM de
acetato de amdnio, pH 5,5, com 10 e 25% de acetonitrila, respectivamente. Um

gradiente de 45 a 100% de tampdo B, em 55 min, foi utilizado para separacdo.

Andlise dos dados
Para se determinar a quantidade de monossacarideo da amostra, o valor da integral
de um particular monossacarideo encontrado na amostra foi dividido pelo valor da

integral do correspondente monossacarideo determinado no padrio, de acordo com o

método descrito por FU & O’'NEILL (1995).

3.2.7 Remogdo da fracdo carboidrato

O tratamento da FAc foi realizado a 37 °C durante 24 horas com a Endo-8-N-
acetilglicosaminidase H nas concentracdes de 100, 200 e 300 mU/ml. O mesmo
procedimento foi adotado no tratamento com as outras glicosaminidases (F e F1).
Estudos eletroforéticos foram realizados concomitantemente a fim de se avaliar a

remogo dos oligossacarideos.



4, RESULTADOS E DISCUSSAQD

4.1 Purificacfo Enzimdtica

A Tabela 1 mostra os dados de cada etapa da purificagfio. A isoforma AP1 da
fosfatase foi purificada cerca de 720 vezes e obtida no final com um rendimento de
7% e uma atividade especifica de 39 UE.mg™". Os niimeros em verde mostram o

rendimento relativo 2 primeira coluna cromatografica.

Tabela 1 - Tabela de purificacdo da fosfatase dcida de sementes de soja

Etapa Volume /ml.  UE Totals Proteina  AE/UE.mg  Purificacic/ Rendimento

Total / mg vezes [ %
Exirato 10.060 6.377,98 116.703,04 0,0347 H 104
Bruto
Precipitacio 2.510 49196 34.309,19 0,1434 2.6 77
{NH 80,
9095
Precipitacio 3480 870 10.845,36 0,0802 1.5 13,6
{etbnica
SP-Sephadex 338 655 2.796,40 0,2342 4.3 10,3 rion
Con-A 17.0 759 115,64 86,9094 126,3 12,5¢120
Sephaross
Sephacryl 17,0 581 27,82 20,88 381.8 9,1 8%
5200
DEAE- 2.2 450 11,46 39,26 720 7,0 (6%
Sephadex

O procedimento para obtengiio da fosfatase 4acida de soja envolve
cromatografias de troca idnica, afinidade e exclusio molecular. A Figura 1 mostra o
perfil de elui¢do para a coluna ConA-Sepharose. A fosfatase 4cida de soja liga-se 2
coluna de ConA-Sepharose por se tratar de uma glicoproteina e apresentar na
extremidade da porcfio de carboidrato, manose e/ou glicose, uma vez que a

concanavalina se liga especificamente a estas unidades monossacaridicas, de forma
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que a cromatografia de afinidade ¢ bastante eficaz na purificacdo da enzima. E
interessante se observar, no perfil cromatografico, que uma grande quantidade de

proteina contaminante foi descartada no tampio de lavagem.
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Figura 1 - Cromatografia de afinidade em ConA-Sepharose. A eluicfo foi realizada
a partir da frag8o 53 com tampdo acetato 0,1 mol/L, pH 5,0 contendo 1 mol/L de
NaCl, T mol/L de glicose ¢ 0,2 mol/L de a-metilmanopiranosideo. A absorbancia

em 405 nm foi lida apos o desenvolvimento da coloracdo para atividade.
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4.2 Eletroforese em Condicio Nativa

A cletroforese em condigBes ndo desnaturantes foi realizada apds a
concentragio por ultrafiltragBo da enzima obtida no final, conforme descrito em
métodos 3.2.2. A Figura 2 mostra o perfil eletroforético obtido. Os géis foram

corados para atividade enzimaética (a) ¢ proteina (b e ¢).

(+)

Figura 2. Eletroforese em condiges ndo desnaturantes em pH 8,3 para a isoforma

AP1 purificada (géis a, b e ). Os géis foram corados para atividade enzimética (gel
a) e proteina (géis b e ¢). Aplicaram-se as seguintes guantidades de amostra: gel a -

50 pg; gel 5-50 ugegel ¢ - 25 ug.

A banda difusa observada nos géis é devido ao fato de esta enzima ser
glicosilada, o que provoca uma heterogeneidade de migracio ao longo do gel
(FERREIRA et al., 1998 b) e as bandas adicionais observadas no gel de proteina
correspondem a glicoformas (meléculas em diferentes estigios de glicosilacdo) da

propria fosfatase com atividades nfo evidentes no gel da esquerda.
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Obtida a enzima, realizaram-se alguns experimentos comoc a desnaturacio
térmica ¢ a desnaturaglo quimica, com a finalidade de se conhecer um pouco a

respetto de sua conformacio.

4.3 Desnaturacio térmica

O perfil de desnaturacio foi obtido, conforme podemnos observar na figura 3,

abaixo:

08 v ; . : i s
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Figura 3 - Desnaturagfo térmica da fosfatase 4cida de soja. A variacio da
absorbéncia em 280 nm da enzima em tampdo acetato 0,1 mol/L, pH 5,0 com 10 %

de DTT foi monitorada em funco da temperatura.
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Ao longo dos ensaios, verificou-se que o melhor perfil de desnaturacio era
obtido em presenga de 10 % de ditiotreitol (DTT), que atua preservando
grupamentos ~SH da oxidago. Em temperaturas acima de 70 °C, mesmo antes de
se atingir o “platd”, ocorre uma aglomeracfo e precipitaciio enzimética, o que pode
ser confirmado pela queda na absorbancia em 280 nm para temperaturas superiores
a 75 °C. Essa precipitacio certamente é devida ao rompimento de interacles
intramoleculares e & formacdo de ligagdes intercadeias, possivelmente envolvendo
pontes dissulfeto. Essa idéia ¢ sustentada pelo fato de a fosfatase ser insensivel ac
p-CMB na concentragio de 100 pM e ser inibida por ele em concentracdes
majores, indicando que nfio hd grupamentos —SH no sitic ativo, mas que esses
grupamentos estdo presentes em outros pontos periféricos da macromolécula.

A Ty foi calculada em 65 °C, sendo este valor concordante com dados
cin€ticos anteriores a partir dos quais ficou evidente que a fosfatase acida de soja
apresenta uma resisténcia incomum frente a temperatura quando comparada com
outras enzimas (FERREIRA et al., 1998 a).

Num passo seguinte, a desnaturagfo enzimética foi feita em presenca de p-
nitrofenol (p-NP) e fosfato, ambos nas concentracbes de 10 mmol/L. Estes
compostos séo produtos de reacfio e inibidores competitivos, podendo se ligar &
enzima no sitio ativo, sendo que dados cinéticos demonstraram que a combinacio
citada apresentava grande efeito protetor da inativacio térmica da enzima
(FERREIRA et al.,, 1998 a). No entanto, na Concentr&géo de 10 mmol/L ha uma
intensa absor¢do do p-NP no comprimento de onda de 280 nm, o que tornou
impossivel a observagdo do perfil de desnaturagdo. Todavia, é importante frisar
que, mesmo apds o aquecimento a 85 °C, foi detectada uma atividade enzimética
residual de cerca de 20 %, confirmando que a combinag@o de p-NP ¢ fosfato nas
concentragdes citadas exercem um efeito protetor significative da desnaturacdo
térmica.

Foram também testados outros compostos que apresentam forte tendéncia de

ligagdo 2 enzima a fim de se avaliar se o grau de interacfo entre a enzima ¢ o
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composto poderia induzir mudangas conformacionais na macromoiécula que

alterariam o comportamento catalitico de alguma forma. A escolha dos compostos

foi feita também com base em conhecimentos prévios de influéneia na atividade

enzimatica.

4.3.1 Experimentos com a concanavalinag A

A Figura 4 mostra o grafico de inativag8o térmica da enzima em funcdo do

tempo de pré-incubagdo a 70 °C em presenca de 50 ug de concanavalina A (ConA) a

partir do qual podemos observar o efeito ativador.
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Figura 4 — Inativa¢fo térmica da fosfatase 4cida de soja a 70 °C.



Ensaios realizados a 37 °C (FERREIRA, 1995) também mostraram que a
ativagdo percentual pela ConA € concentragdc dependente, atingindo valores
maximos da ordem de 35 % para a concentracdo de 100 ug/mL do composto.

Com base na ativagho observada, foi realizada a desnaturacfo enzimética em
presenca da ConA em duas diferentes concentracBes: 50 e 100 ug/mL. A
desnaturagdo enzimdtica em presenca de 50 pg/mL de ConA é mostrada na Figura 3,
na qual encontra-se também o perfil da desnaturacfo enzimdtica sem a adicdo de

composto. Como controle, temos a desnaturagfio térmica da prépria ConA.

0.7 I T 7 ¥ 1 7

0.8 - 2 Enzima+ ConA
. 2 ConA

0.5 - @ Enzima

0.4 -

Absorbancia (280 nm)

30 4G 50 50 70 a0 80
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Figura 5 - Desnaturacfo térmica da fosfatase Acida de sementes de soja em

presenga de concanavalina A na concentracfo de 50 ug/mL.
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Analisando o gréfico, podemos observar comportamentos diferentes de
desnaturacio térmica em cada caso, com diferentes temperaturas de transicio (Ty).
E interessante observar que, entre 30 € 45 °C, hd um aumento no valor da
absorbéncia o gue sugere que, nesia faixa de temperatuwra hdé uma mudanca
conformacional na molécula da enzima, promovendo uma maior exposigio dos
grupos hidrofobicos aromaéticos. Esses dados, confrontados com os experimentos
cinéticos sugerem que a ativagfio enzimatica em presenca da ConA ocorre devido a
uma mudanca conformacional na enzima gque acaba por aumentar a eficiéncia
catalitica. Um comportamento similar fol observado para a desnaturagio em

presenga de ConA 100 pg/mL.

4.3.2 Efeito de inibidores na desnaturacdio térmica

Em geral, inibidores competitivos se ligam 4 enzima, protegendo-a da
desnaturac@io térmica. Foram testados dois inibidores: o fosfato, que € um inibidor
competitivo, e ¢ molibdato, que se liga de maneira praticamente irreversivel a
enzima. Podemos avaliar, observando a Figura 6, que o fosfato, na concentragio de
Immol/L, nfo apresenta efeito de protecic da desnaturagdo térmica. Porém,
observa-se claramente que houve uma diminuicio na temperatura de transicio de 1 a
2 °C quando a desnaturacdo foi realizada em presenca de molibdato 1 pumol/L,
indicando que o molibdato n&o possui efeito protetor, apesar de ligar-se fortemente 2
enzima. Um outro fato importante a ser salientado € que a precipitagdio enzimdtica,
mesmo acima de 70 °C, nfo ocorre em presenca de molibdato. Esses dados,
juntamente com aqueles relacionados com o efeito do DTT, sustentam a idéia de que
grupos -SH periféricos desempenham importante papel na manutengfio da estrutura
tercidria através de pontes dissulfeto intramoleculares. A precipitagio enzimdtica
ndo ocorre em presenga de molibdato, mesmo em temperaturas maiores,
provavelmente porque parte do molibdato complexa com os grupos -SH impedindo

a formag#o de pontes dissulfeto intercadeias. Observa-se também pelo grafico da
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Figura 6 que, em presenga de molibdato, a enzima apresenta dois estigios de

desnaturagfo, indicados pelas duas inclinagdes verificadas no perfil.

0.9 —

0.8 — @ Moiibdato 1umol L’ S
] @ Fosfato 1 mmol.l” 3 ]
@ Inibidor ausente @

0,7 -

0.6 -

Absorbancia (280 nm)

30 40 50 80 70 80 g0

Temperatura/ °C

Figura 6 — Efeito de inibidores na desnaturagio térmica da fosfatase acida de

sementes de soja.
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4.4 Desnaturacio enzimética por compostos guimicos

Na desnaturagiio por compostos quimicos, selecionamos um surfactante,
dodecilsulfato de sédio (SDS) e dois conhecidos agentes desnaturantes: uréia ¢

cloreto de guanidinio (GuaCl).

4.4.1 Desnaturacio por dodecilsulfato de sédio (SDS)

Os estudos de desnaturagiio por dodecilsulfato de sédio (SDS) foram
realizados utilizando-se trés diferentes substratos, para-nitrofenilfosfate (p-NPP),
tirosina-fosfato (Tyr-P) e fosfoenolpiruvato (PEP), sendo medida a atividade
residual relativa (Figura 7).

Pelo grafico mostrado na Figura 7, podemos ver claramente que a enzima €
completamente desnaturada pelo SDS quando a concentracio deste no meio
reacional € da ordem de 1,8 mmol/L. No entanto, em presenca de PEP, para a
concentragfo de SDS mencionada, a atividade enzimatica é mantida em quase 90

%, mostrando que o PEP pode apresentar efeito protetor da desnaturagdo pelo SDS.

Realizou-se também um experimento para se avaliar o efeito da concentragdo
de SDS na desnaturagio enzimatica na auséncia ¢ em presenca de PEP (F igura 8).
Em ambos os casos, observa-se um acréscimo nos valores de absorbancia relativa a
280 nm, demonstrando a desnaturacBo enzimdtica em presenca do surfactante.
Quando chegamos a uma situagSo em que praticamente 100 % das moléculas
encontram-se na forma desnaturada, observamos que o valor da absorbancia relativa

atinge 0 Maximo.
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Figura 8 — Efeito da concentracio de SDS na desnaturagio da fosfatase dcida de

sementes de soja a 25 °C.

Podemos atribuir o acréscimo nos valores de absorbancia relativa como sendo
devidos a exposi¢io dos grupos hidrofobicos aromaticos que ocorre quando o
agente desnaturante estd presente. Os diferentes perfis obtidos sugerem que a
desnaturagdo enzimatica se da por mecanismos diferentes em ambos 0s casos e gue
o PEP desempenha realmente um papel protetor da desnaturaciio por SDIS, uma vez

que estaria ocorrendo menor exposicdo dos grupamentos aromaticos.
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Concomitantemente a esses experimentos, foram feitas medidas de atividade
sendo que esta foi reduzida a praticamente zero para concentracdes acima de 4
mmol/L de SDS.

Também foram feitos experimentos para se analisar o efeito protetor da
desnaturagéio por SDS exercido pelo PEP na pré-incubacfio. Neste caso, a enzims foi
pré-incubada por 10 minutos com SDS na concentraciio de 2 mmol/L a 25 °C na
auséncia ¢ na presenga de PEP 5 mmol/L ¢ em seguida realizada dialise por 8 horas
contra tamp&o acetato 0,01 mol/L. (pH 5,0) para remocdo tantc do fosfato como do
surfactante. Observou-se que 90 % de atividade enzimatica foi restabelecida apss a
dialise no caso em que o PEP encontrava-se presente mas nfo foi observada
atividade no caso em que o PEP ndo havia sido adicionado, mostrando gue o PEP
apresenta igual efeito protetor quando pré-incubado com a enzima.

Esses resultados sdo coerentes com a idéia de que a fosfatase 4cida de
sementes de soja venha a ser uma fosfoenolpiruvatofosfatase, apoiando fortemente
dados cinéticos observados anteriormente pelos quais verificou-se que o PEP era
um melhor substrato que o p-NPP e representando um forte candidato a substrato
fisiolégico da enzima (FERREIRA et al., 1999). No entanto, faz-se necessarios

estudos mais aprofundados para se poder inferir com certeza a respeito desse fato.

4.4.2 Desnaturacdio térmica em presenca de fosfoenolpiruvaio (PEP)

Conforme os resultados obtidos, pdde-se constatar de forma clara que o PEP
apresenta efeito significativo na estabilidade conformacional da enzima e exerce
protecdo da desnaturacfio pelo SDS.

Uma vez que o PEP confere protegfio & enzima contra a désnaturaciio pelo
SDS, procuramos verificar se o PEP também apresentaria efeito na desnaturacfio
térmica. Os perfis dessa desnaturagio térmica sfc mostrados na Figura 9 na qual
observa-se uma diminui¢fo na temperatura de transicfio (Ty,) em presenca do PEP o
que mostra que esta molécula favorece o desenovelamento da proteina. O mesmo

ndo ocorre quando se uiilizam os produtos de hidrélise do PEP na mesma
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concentragdo (que sdo piruvato ¢ fosfato inorgénico), deixando claro que o efejto na
desnaturac8o se da exclusivamente pela interagdo do PEP com a proteina.

A priori, poderiamos imaginar que este resultado é contraditério com o papel
protetor que o PEP demonstra na desnaturagfo por SDS, mas devemos considerar
que um protetor de desnaturacdo quimica nfio necessariamente sera um bom protetor
de desnaturag8o térmica e vice-versa, tendo em vista que os mecanismos pelos quais
o desenovelamento da proteina ocorre nas duas situacBes podem ser completamente
diferentes. Tomando o nosso caso como exemplo vemos que, sem divida alguma, a
interagio enzima-PEP € muito forte ¢ essa interagfo intermolecular pode prejudicar
pontes de hidrogénio e ligacBes de Van der Waals intramoleculares gue
desempenhariam papéis importantes na estabilidade térmica da estrutura terciaria.
Em contrapartida, a presenga das moléculas de PEP dificultariam o acesso ao sitio
ativo e, conseqlientemente, a agfio desnaturante do SDS. Como fatores estéricos sio
essenciais em mecanismos quimicos, os nossos resuitados sugerem que, muito
provavelmente, esta € a razio pela qual observa-se efeito protetor do PEP na
desnaturacdo quimica, haja vista que os resultados obtidos frente a temperatura

sugerem que as ligacBes intramoleculares sdo prejudicadas quando o PEP ests ligado

a proteina.
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Figura 9 - Desnaturagdo térmica da fosfatase 4cida de soja em presenca de PEP. A
variagdo da absorbdncia em 280 nm da enzima na auséncia ¢ na presenga dos

compostos mencionados foi monitorada em fungfo da temperatura.
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Estudamos também a desnaturagfio da fosfatase scida por uréia e cloreto de

guanidinio, dois agentes desnaturantes bastante utilizados em estudos

conformacionais de proteinas.

4.5 Despaturacfo por Uréia

Inicialmente, buscou-se determinar o fempo necessdrio para a completa
desnaturagiio da enzima pela uréia. O espectro de emissdo foi determinado apos
diversos intervalos de tempo até 50 horas. Assim, foi possivel verificar que a
desnaturagfo se completou apos 30 horas (nfio mostrado).

Atraves do grafico da intensidade de fluorescéncia em fungdo do
comprimento de onda de emissfo pode-se observar uma alteragio da intensidade de
fluorescéncia em fungfo da concentracfio de uréia ¢ um concomitante deslocamento
dos picos de emisséo para o vermelho (Figura 10).

O deslocamento para o vermelho ocorre devido 2 tranferéncia de energia dos
anéis aromaticos dos residuos de tirosina para os residuos de triptofano.
Obviamente, a abertura conformacional leva a uma maior proximidade desses
grupos e induz um aumento na taxa de transferéncia. Por isso, além de mudancas na
intensidade, verifica-se um aumento no Amax de emissfo, sendo que o deslocamento
neste caso foide 11,7 nm.

Através dos valores de méximo comprimento de onda de emissfio (Améx), é
possivel fazer o calculo da fragBio desnaturada de proteina para cada concentragdo do
agente desnaturante (Figura 11), obtendo-se uma curva de desnaturagdo simples, o

que sugere que o mecanismo de desnaturacdo da FAc de soja por uréia envolve dois

estagios.
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Podemos analisar os resultados mais claramente através da Figura 11, onde
observamos a fragdo desnaturada em fungfo da concentracdo de uréia. Foi feito o
ajuste dos espectros de emissdo obtidos as funcdes de Lorentz correspondentes. Essa
funcdo proporcionou um methor ajuste que outras fungdes como a Gaussiana g,
desta maneira, os valores de Amdx para cada concentracio de uréia foram

determinados considerando-se o ceniro da curva em cada caso.
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A frag8o desnaturada foi determinada, entfo, pela relaco:

F& = (}kn - }wobs)/ ( }vn - }‘w!i}

onde Aqps 380 08 comprimentos de onda de maxima emissfio observados, e A, e Ay
representam oS valores de A caracteristicos 4 conformacfio nativa e desnaturada. Na
verdade, qualquer outro parimetro mensurdvel como a intensidade de flucreséncia
poderia ser tomado, desde que apresentasse uma tendéncia uniformemente clara ao
longo da desnaturacdo, o que nfo foi verificado no nosso caso para a intensidade.
Desta maneira, preferiu-se trabalhar com os comprimentos de onda de méxima
emissZo como parimetre de monitoramento.

O grafico interno mostra a variac8o da Energia Livre de desnaturacfio em
funcdo da concentragdo do agente desnaturante. A metodologia de calculo dos
parfmetros termodindmicos para a desnaturacio sers melhor detalhada adiante.

Através do grafico, verifica-se que a desnaturacio por uréia se d4 de maneira
bastante gradual ¢ ndio € visivelmente completa mesmo para a maxima concentragio
de uréia (8 mol/L). Esta conclusfio ¢ reforgada pelo deslocamento do Centro de
Massa observado na Figura 12.

O Centro de Massa pode ser calculado, para cada concentragio do agente

desnaturante, pela relacgo:

ngiViFg/ ZgF{

Onde F; representa a fluorescéncia emitida em cada comprimento de onda
v; € a soma realizada com base na faixa apreciavel de valores de F, conforme
descrito por BONAFE et al. (1998).

Na figura 13, temos o gréfico da atividade da FAc em funcéio da concentracio

de uréia. £ interessante notar que a perda de atividade enzimética aumenta



sensivelmente com ¢ aumento da concentragfio de wréia, sendo maxima jd na
concentragdo de 3 mol/L. Na concentracfo de 2 mol/L a atividade residual € inferior
a 40 %. No entanto, nesta concentracdo tanto o Amax como o Centro de Massa estfo
apenas come¢ando a variar {Figura 12). Isto ocorre porque a atividade enzimética

nfo depende apenas da conformacdoc da proteina mas também da integridade do sitio

ativo.
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Figura 11. Perfil de desnaturag@o da FAc de soja por uréia (curva maior, em azul).
O grafico interne mostra a dependéncia da variacfo de energia livre (AG) de

desnaturaclo em funcdo da concentragiio da uréia.
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Figura 12. Grafico do efeito da concentragfio de uréia no Centro de Massa da

proteina.
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4.6 Desnaturacio por Cloreto de Guanidinio

Da mesma forma que com a uréia, inicialmente procurou-se determinar o
tempo necessaric para a completa desnaturaciio da enzima pelo cloreto de
guanidinio. O espectro de emissfio foi determinado apés diversos intervalos de
tempo até 30 horas. Assim, foi possivel verificar que a desnaturagio se completou
apos 24 horas (ndo mostrado).

Através do grafico da intensidade de fluorescéneia em funcdo do
comprimento de onda de emissio podemos observar o mesmo efeito que ocorreu na
a desnaturag8o por urdia, ou seja, uma alteracfio da intensidade de fluorescéncia em
funcdo da concentragfo do cloreto de guanidinio e um concomitante deslocamento
dos picos de emissdo para o vermelho (Figura 14), que também & devido &
tranferéncia de energia dos anéis arométicos de residuos de tirosina para os residuos
de triptofano. No entanto, o deslocamento observado neste caso (17,9 nm) foi maior
que no caso anterior. Plotando-se os valores de comprimento de onda de emissio
maximo em fungdo da concentragio do cloreto de guanidinio (Figura 15), também
se obtém uma curva de desnaturacfio simples, sugerindo que ¢ mecanismo de
desnaturacdo da FAc de soja por cloreto de guanidinio envolve dois estdgios, isto €,
Nativo-Desnaturado. Esta observagdo ¢ reforgada pelo deslocamento do Centro de
Massa (Figura 16). Os resultados demonstram que em concentracGes acima de 1
mol/L de cloreto de guanidinio o processo de desnaturagio se inicia.

Na figura 17, temos o grafico da atividade da FAc em fungfio da concentracio
de cloreto de guanidinio.
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Figura 17. Efeito da concentracfio de cloreto de guanidinio na atividade enzimatica.

I importante lembrar que a determinacdo dos pardmetros termodindmicos de
desnaturagdo 56 tem sentido quando se tem certeza de que o processo de
desnaturagdo ¢ reversivel. A desnaturagfio térmica da fosfatase de soja é um
processo irreversivel, haja vista que a atividade enzimética ndo foi restabelecida
apos resfriamento gradual o que comprovaria que a proteina reassumira o estado
conformacional nativo. Desta forma, os parfmetros termodinidmicos nio foram

calculados para a desnaturagio térmica. A desnaturagio por SDS também se



mostrou irreversivel. Nos estudos envolvendo desnaturagio por agente quimico, o
teste de reversibilidade foi realizado por diluigfo & medida da atividade enzimatica
relativa ao controle (auséncia do agente desnaturante). Podemos observar claramente
que a desnaturag@o fol reversivel em ambos 0s casos. No entanto, a reversio da
desnaturagdio por uréia ocorre prontamente diluindo-se 10 vezes a amostra pré-
incubada com uréia 8M enguanto que a renaturacfo aprecidvel, no caso do cloreto

de guanidinio, 36 acontece com difui¢Ges maiores do agente desnaturante.

Guall 10x

Urdia 10x

Controle 10x -

GuaCl 100x

Urédia 100x

Controle 100x

GuaCl 1000k

Lréia 1000 x

Controle 1000x -

Atividade Recuperada {%)

Figura 18 - Reversibilidade da desnaturagdio por uréia e cloreto de guanidinio da
fosfatase de soja. A atividade residual relativa foi determinada apds a diluicio do

agente desnaturante.
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4.7 Célculo da Estabilidade Conformacional (AG™,%)

Uma vez que ¢ processo de desnaturacfic é reversivel e parece envolver
apenas dois estagios, nativo e desnaturado, em ambos os casos, podemos utilizar o
método de PACE (1986) para calcular os pardmetros termodinémicos do Processo,

A diferenca de energia livre entre os estados nativos e desnaturados, AG,
pode ser calculado através da seguinte formula;

AG=-RTIn [F/(1 -Fyl
onde R ¢ a constante dos gases (1,987 cal mol™) e T a temperatura em Kelvin. O
método de andlise dos minimos quadrados é usado para demonstrar os valores da
regific de transigio pela equacio:
AG = AGY,% — m [D]

onde AG"," é o valor de AG na auséncia do desnaturante e representa a Estabilidade
Conformacional da molécula, isto &, quiio mais estivel a proteina é na conformacéo
nativa (globular) do que nas conformacdes desnaturadas. Em média, ¢ valor de
AGRC ¢ de 5,0 keal.mol™, mas nio deve ser tomado isoladamente a fim de avaliar a
estabilidade da macromolécula. O par@metro m representa o coeficiente angular da
transi¢do desnaturante, ou seja, a medida da dependéncia do AG em relacdo &
concentragdo do desnaturante ¢ [D] € a prépria concentracio do desnaturante,

Desta forma, os valores de m obtidos foram de 0,47 keal.mol™ (mol/L)"! e
0,89 keal.mol™ .(moV/L)" para as desnaturagbes por uréia e cloreto de guanidinio,
respectivamente. O valor de AG™,° calculado de 2,48 keal.mol™ foi concordante nos
dois experimentos com um desvio inferior a 0,05%, mostrando que o método de
PACE ¢ extremamente adequado para o célculo dos pardmetros termodinimicos
envolvidos na desnaturacio reversivel. E importante salientar, no entanto, que a
determinag@o dos pardmetros termodinémicos sé € vélida para processos reversiveis
como neste caso. A reversibilidade pode ser comprovada pela restauracio de

atividade mediante dilui¢fio ou didlise, conforme apresentado nos resultados.
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4.8 Composicio de aminoacidos

A determinag@io de aminodcidos foi feita no laboratério de Quimica de
Peptideos do Instituto de Quimica da Universidade de Sso Paulo {USP), conforme
descrito em Métodos 3.2.4. A Tabela 2 mostra os dados obtidos. Podemos observar
que a enzima apresenta um maior mimero de residuos (35) de dcido aspértico ou
asparagina (interconvertiveis) € o menor nimero de residuos detectados (2) de
metionina. Importante salientar que triptofano e cisteina nio sfio detectados através

do método empregado.

Tabela 2 — Composigio de aminodcidos para a fosfatase 4cida de soja

. % % média em
Aminoacido Namero €M massa proteinas *
de Residuos
Asn ou Asp 35 12,9 9.9
Thr 19 6.3 6,0
Ser 23 6,8 7,1
Glu ou Gin 24 9.9 9,7
Pro 13 4,9 4,6
Gly 24 4.9 7.5
Ala 20 5,0 9,0
Cys - - 2,8
Val 21 6,7 6,9
Met 02 0,9 1,7
Ile 16 58 4,6
Leu 25 0,2 7.5
Tyr 14 6,9 3,5
Phe i4 6,7 3.5
His 08 3,5 2,1
Lys 13 52 7,0
Arg 0% 4,5 4,7
Trp - - 1,1

* KLAPPER, M.H. (1977)
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Um dado importante também revelado na andlise de aminodcidos foi que a
isoforma AP apresenta uma quantidade expressiva de residuos com cardter acido, o
gue confirma resultados obtidos anteriormente que demonstraram que o ponto
ispelétrico desta enzima € relativamente baixo (5,0). Além desse fator, sabe-se que
residuos 4cidos podem contribuir de forma significativa para a estabilidade
conformacional de uma enzima, mesmo se esses residuos ndo estiverem
relacionados diretamente com a catélise enzimética. Isso é comprovado pelo fato de
que mutagbes nos residuos localizados na superficie da proteina podem levar a

distorges que se propagam até o sitio ativo (RAMPONI et al., 1999),

O nimero elevado de residuos de aminodcidos Asn, Thr e Ser pode indicar que
a glicosilagfio ocorreria em diferentes regides da cadeia polipeptidica. Em relac8o
aos demais aminodcidos analisados, podemos constatar que a composicio obtida

para a fosfatase acida de soja ndo difere significativamente da composicdc média

encontrada nas proteinas em geral,

4.9 Estudos envolvendo a fracfio de carboidratos

Comumente, as fosfatases dcidas de plantas sfio glicoproteinas (DUFF et al,
1994). A seguir, descrevemos os resultados sobre teor/composicdo de carboidratos
da fosfatase acida de sementes de soja ¢ remogdo dos aglicares, que sfo

componentes importantes para a estabilidade conformacional da enzima.

4.9.1 Determinacio do carboidrato iotal

A isoforma APl de sementes quiescentes de soja € uma glicoproteina e
contém 30 % de carboidrato em sua estrutura (FERREIRA et al., 1999). O teor de
carboidrato total foi determinado de acordo com o métods de DISHE, 1954
(Métodos 3.2.5). FERREIRA et al. (1999) j4 haviam mostrado também que as outras
isoformas: AP2, AP3A e AP3B de fosfatase 4cida de sementes de soja guiescentes
apresentaram 28, 18 e 10% de carboidrato em suas estruturas, respectivamente.
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A presenga de carboidratos nas enzimas, principalmente em plantas, por um
lado facilita sua purificag8o uma vez que essa caracteristica permite que as mesmas
sgjam retidas em resinas de afinidade como a Concanavalina A-Sepharose. No
entanto, a presenga de carboidrato na estrutura da proteina prejudica o perfil de
eletroforese, wma vez que os carboidratos s8o responsaveis pela heterogeneidade de

migrac@o que aparece nos geis (MORRIS ef af, 1989).

4.9.2 Composicde dos carboidratos

A mistura de monossacarideos, 10 nmol para cada: manose, glicosamina,
glicose, galactose e xilose, foi tratada com PMP e dissolvida em 200 uL de dgua
como descrito detalhadamente em métodos 3.2.6. Em seguida, foi feita a separacfio
por HPLC de fase reversa (Figura 19). Todos os cinco monossacarideos PMP-
tratados foram resolvidos com linha de base de pelos menos dois minutos de
separacio de tempo de retencdio. Apds vérias aplicagbes dos padrdes, foi possivel
observar uma excelente reprodutibilidade do experimento. Os picos para todos os
monossacarideos foram bem definidos ¢ simétricos. Os cinco monossacarideos
utilizados comoc padr@o representam os aglicares comumente encontrados em
glicoproteinas provenientes de mamiferos, plantas e fungos (FU & O'NEILL, 1995).

A analise por HPLC do componente de aglcar da fosfatase 4cida de sementes
de soja € mostrada na Figura 20. Verifica-se um pico em 37 minutos (A) que é
referente 4 manose (8,3%) ¢, em 43 e 45 minutos, observam-se dois picos
sobrepostos (B/C), um dos quais atribui-se 2 glicosamina (32,1%) e o outro a
galactosamina (50,3%). Apesar de ndo ter sido passado o padrio para este Gltimo,
pode-se constatar na literatura que a galactosamina apresenta um tempo de retencdo
um pouco maior ¢ bem préximo do tempo de retencéio da glicosamina. Além disso,
estudos com lectinas especificas demonstraram que a fosfatase 4cida de sementes de

s0ja certamente apresenta galactosamina em sua estrutura. Os picos menores em 69
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¢ 70 minutos correspondem a glicose (5,1%) e galactose (4,2%). As porcentagens
foram calculadas com base nas integrais dos picos atribuidos em cada caso.

E interessante citar que a fosfatase 4cida de sementes de soja apresenta uma
composi¢io bem diferente da observada para a enzima de mamona em que se
observa a presenca apenas de glicose como carboidrato (nfio mostrado). Na tabela 3,
podemos observar ue ndc hd uma composicdo similar entre as diferentes

glicoproteinas j& previamente descritas, porém sendo glicosamina ¢ manose 0s

aclcares mais comumente encontrados.
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Figura 19. Separaco por HPLC dos padrBes de monossacarideos PMP-tratados. O
fluxo de corrida foi de 0,2 ml/min e o volume de amostra aplicado foi de 20 pL. Os

Picos 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 sdo PMP, manose, glicosamina, glicose, galactose ¢ xilose,

respectivamente.
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Figura 20. Separagdo por HPLC dos monossacarideos neutros ¢ aminos PMP-

tratados da fosfatase acida de sementes de soja. A enzima (100 pg) foi hidrolisada

com 4 moVL de TFA a 121°C por Zh. Apds secagem, tratada com PMP e analisada

por HPLC como descrito em métodos 3.2.6. O fluxo de corrida e ¢ volume aplicado

de amostra foram 08 mesmos que aqueles utilizados no caso dos padrées.

Tabela 3. Analise da composigfo total de monossacarideos de glicoproteinas*

Glicoproteina

Momnossacarideos

RNase B de pancreas bovino Manose ¢ glicosamina.

Fetuina bovina
Tiroglobulina de porco

Serotransferina humana

Manose, glicosamina, galactose e galactosamina.
Manose, glicosamina, galactose e fucose

Manose, glicosamina e galactose

* FU & O’NEILL (1995)
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4.9.3 Remogcdo da fracio de carboidratos

Os estudos desta nltima etapa do projeto foram realizados no Departamento
de Quimica da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras da Universidade de Sao
Paulo (USP), em Ribeirfio Preto.

A remogio da fracgo de carboidratos de uma proteina pode ser feita a partir
do tratamento da proteina em questdo com uma endoglicosidase especifica, sendo
que uma das mais wtilizadas € a Endo-B-N-acetylglucosaminidase H (Endo-H). No
entanto, € importante salientar que a capacidade da Fndo-H hidrolisar os
oligossacarideos de uma determinada proteina depende de numerosos fatores, tais
como a estrutura tercidria da glicoproteina, a quantidade de Endo-H utilizada, o
tempo de incubagfio e a presenga ou auséncia de reagentes que afetam a
conformagdo da glicoproteina. Em geral, a remogiio da fracfio de carboidratos ¢
acompanhada por alteragcles no ponto isoelétrico que levam a alteracdes de
migrag8o no perfil eletroforético (TRIMBLE & MALEY, 1984). Desta maneira,
ap6s a digestdo da glicoproteina com a endoglicosidase, a melhor evidéncia de
remocéo € a alteragdo de migragdo no gel. Dependendo da acessibilidade da por¢do
de carboidrato, resultados j4 sfo observados apés 22 horas de digestdo com a Endo-
H numa concentracdo de 50 mU/ml

A fim de se avaliar o grau de acessibilidade da porgio de carboidratos da
fosfatase dcida de sementes quiescentes de soja, a enzima foi tratada com Endo-H
numa concentragfo de, inicialmente, 100 mU/m} por 24 horas a 37 °C. Em seguida,

foi feita a coloraclio do gel para proteina, mostrado na figura 21.
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Figura 21 ~ Eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes para a fosfatase acida de
sementes quiescentes de soja. Em &, temos a enzima sem tratamento ¢ em B, temos

a enzima tratada com Endo-H na concentracio de 100 mU/mi.

Conforme podemos observar, ndo houve diferenca significativa na migragdo da
enzima ao longo do gel Foi feita também a coloragfio dos géis para atividade
enzimatica, ndo sendo também observada nenhuma alteracdo na atividade da enzima
apds a digestdo com a Endo-H. Numa etapa seguinte, decidiu-se proceder 3 digestio
utilizando-se a Endo-H em concentragdes maiores: 200 mU/ml e 300 mU/ml. A
coloragdo dos géis fo1 feita para atividade enzimatica e os perfis eletroforéticos séo

mostrados na Figura 22.
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Figura 22 — Eletroforese em condi¢Bes ndo desnaturantes para a fosfatase acida de
sementes quiescentes de soja. Em A, temos a enzima sem tratamento, em B, a
enzima foi tratada com Endo-H na concentragdo de 200 mU/ml e em C, o

tratamento foi realizado com Endo-H na concentragfio de 300 mU/ml.

Como podemos comprovar claramente nos géis, ndo houve alteracéo no perfil
migratorio da fosfatase 4cida e nem na atividade enzimatica, o que demonstra que
ndo houve remogdo significativa dos oligossacarideos da porgdo de carboidratos.

TRIMBLE & MALEY, apés estudos com um grande nimero de glicoproteinas,
verificaram que hé (rés classes fundamentais de glicoproteinas, conforme a
susceptibilidade da fragdo de carboidratos & Endo-H. Os estudos revelaram que,
dependendo da glicoproteina, os oligossacarideos sfio prontamente susceptiveis a
remocio pela Endo-H, como € o caso, por exemplo, da Ribonuclease B bovina e da
Desoxirribonuclease A, as quais tém os oligossacarideos removidos completamente
com baixos niveis de Endo-H, sem a necessidade de agentes que interfiram na
conformacdo protéica. Uma classe intermedidria, que engloba a Tiroglobulina,
apresenta os oligossacarideos acessiveis apenas com grandes quantidades de Endo-

H. Ha ainda uma terceira classe de glicoproteinas, na qual se enquadra a
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ovoalbumina, cujos oligossacarideos sfio considerados “inacessiveis”, ou seia, que
ngo sBo removidos pela Endo-H a ndo ser que haja desnaturacio por rigOroses
tratamentos.

Foi feita ainda uma nova tentativa de remocdo utilizando-se outras
endoglicosidases como a Endo-F ¢ a Endo-F,. Desta vez, foi realizadz uma
Focalizagdo Isoslétrica (IEF) a fim de se acompanhar com maior exatidio a

migra¢do da glicoproteina. A Figura 23 mostra o perfil de corrida.

5,0

4,0

Figura 23 — Focalizago Isoelétrica (IEF) para a fosfatase 4cida de soja. A enzima
fol tratada com 300 mU/ml das endoglicosidases citadas por 24 h a 37 °C e os géis

foram corados para atividade enzimatica.

Vemos neste caso que hd uma heterogeneidade na migragio, que pode ser
observada mais claramente na eletrofocalizacio pelo fato de ter sido utilizado um
anfélito na faixa de pH entre 4,0 e 6,5. Essa heterogeneidade, como ja citado no
inicio do trabalho, € devida & possibilidade de haver formas da fosfatase em
diferentes estagios de glicosilag3o e € observada inclusive em outras fosfatases
acidas, como a proveniente de fluido seminal (VAN ETTEN et al, 1989}, No

entanto, ndo ocorreu nenhurna mudanga significativa no ponto isoelétrico da



32

glicoproteina, o que demonstra claramente que a porgiio de oligossacarideos da
fosfatase 4cida de soja nfio foi removida. Os ntimeros relativamente elevados de
residuos de asparagina/aspartato, treopina e serina observados na andlise de
aminodcidos representam também um forte indicio de que a glicosilagio ocorre de
forma bastante heterogénea ao longo da macromolécula o que poderia dificultar a

agéo das endoglicosidases sobre os oligossacarideos totais da fosfatase.



53

& CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conforme se pode perceber, este trabaltho de tese trouxe resultados relevantes
que nos permitem conhecer um pouco mais a respeito da estabilidade
conformacional da fosfatase écida de soja. Porém, algumas dificuldades foram
encontradas a0 longo da execugfio do projeto, tais como a padromizacdc dos
experimentos que foi feita com bastante critério e cuidado, o que exigiu bastante
tempo mas foi recompensador pela qualidade e confiabilidade dos resultados
obtidos.

Além disso, o trabalho foi extremamente enriquecedor pois permitiu contato
com varios grupos de pesquisa gue trabaltham com diferentes linhas, além da
participagdo em reunides cientificas que sfo de suma importincia para a formacdo
integral do pesquisador. As diferentes abordagens tomadas ao longe do trabalho que
vdo desde as t€cnicas aprendidas ao longo da purificacdo enzimaética aos cdlculos
fisico-quimicos executados também foram muito interessantes no que tange 3
multidisciplinaridade essencial a formagfo de um profissional critico.

O presente trabalho abre também perspectivas interessantes, principalmente
para o estudo de remocdo da fraciio de carboidratos. Tendo em vista o tempo
relativamente pequenc reservado para este estudo, os resultados obtidos
demonstraram a necessidade de se tentar novas endoglicosidases em diferentes
condi¢bes de tratamento, a fim de se padronizar a remocfo significativa dos
oligossacarideos, ¢ que certamente ird trazer informacgdes muito relevantes com
relacio ao papel da fraco de aclicares na estabilidade conformacional e,

conseqlientemente, na atividade da enzima.
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