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RESUMO

Quatro fragdes contendo atividade fosfatasica acida (AP1, AP2, AP3A e
AP3B) foram detectadas e purificadas a partir do extrato solavel de sementes de soja
quiescentes através da precipitacdo com sulfato de amoénio € acetona e
cromatografias de troca ionica, filtragdo em gel e afinidade. Em coluna de SP-
Sephadex a fracio AP1 foi eluida com o tampéo de equilibrio (tampdo acetato 0,01
M, pH 5,0), enquanto as fragdes AP2 e AP3 foram eluidas com 0,05 e 0,3 M de
fosfato, respectivamente. As fragbes AP3A ¢ AP3B foram obtidas da fragio AP3
aplicada em coluna de DEAE-Sephadex. A atividade enzimatica foi determinada
utilizando p-NPP como substrato em tampdo acetato 100 mM, pH 5,0, a 37°C.
Atividades especificas de 50, 10, 0,84 ¢ 2 umol.min" .mg" foram obtidas para AP1
(purificagdo de 910 vezes), AP2 (180 vezes), AP3A (16 vezes), e AP3B (36 vezes),
respectivamente. Massas moleculares relativas de 51.000, 58.000, 52.000 e 30.000
foram determinadas para AP1, AP2, AP3A e AP3B, respectivamente, através de
filtragdo em gel na coluna SW 300 (Waters Protein Glass) acoplada a um sistema de
LC. Das 4 fragdes, somente a AP1 se ligou a coluna de conA-Sepharose, embora
provavelmente as outras fragdes também tenham carboidratos em suas estruturas. O
perfil de eluigdo nas cromatografias de troca ibnica mostrou que as 4 fracdes
apresentavam pl diferentes.

Ap6s a purificagdo, foram realizados estudos cinéticos para as 4 fragdes de
fosfatases acidas. A fragiio AP1 apresentou uma alta atividade em pH 4,5-6,0,
enquanto para as outras fracfes, a faixa de pH o6timo foi 5,0-6,5. APl e AP2
exibiram maior especificidade pelo substrato do que AP3A e AP3B. Os valores de
Km foram determinados para p-NPP, Tyr-P e PPi, em pH 5,0 a 37°C. As fosfatases
acidas apresentaram os seguintes valores de Km: AP1 (p-NPP - 0,49, PPi - 0,51 ¢
Tyr-P - 1,14 mM), AP2 (p-NPP - 0,38, PPi - 1,33 e Tyr-P - 1,14 mM}; AP3A (p-
NPP - 0,20, PP1 - 0,16 e Tyr-P - 0,19 mM) e AP3B (p-NPP - 0,086, PPi - 0,17 ¢
Tyr-P - 0,17 mM). A atividade das 4 fragdes ndo foi afetada na presenca de EDTA,
DTT, GSH e 2-mercaptoetanol. O fosfato, fluoreto, vanadato, molibdato e os cations
Cu** e Zn*', inibiram as 4 fracdes, quando se utilizou 0 p-NPP como substrato. Ao
contrario de outras fosfatases acidas de planta, as 4 fragOes apresentaram alta
atividade em temperatura acima de 80°C, durante 10 minutos de incubacdo. No
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entanto, quando as mesmas foram pré-incubadas a 80 °C houve perda da atividade
apés 5 min., indicando portanfo que a presenga do substrato € importante para a
manuten¢do da atividade nesta temperatura. Nenhuma das fragdes catalizou a reagéo
de transfosforilagdo, uma vez que na presenga de aceptores de fosfato (glicerol,
metanol e etanol) ndo ocorreu aumento da atividade enzimatica. Os resultados
obtidos mostram que as 4 fracdes niio apresentaram diferengas significativas em suas
propriedades cinéticas.
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SUMMARY

Four fractions of acid phosphatase (AP1, AP2, AP3A and AP3B) have been
detected and purified from soybean seeds soluble extract through ammonium sulfate
and acetone precipitations, and ion exchange, gel filtration and concanavalin A-
sepharose chromatographies. AP1 was eluted with equilibrium buffer, while AP2
and AP3 were eluted with 0.05 and 0.3 M inorganic phosphate, respectively, from
SP-Sephadex column. AP3A and AP3B were the enzymatic fractions originated
from AP3 applied on the DEAE-Sephadex column. The enzyme activity was
determined using p-nitrophenylphosphate as substrate in 100 mM acetate buffer, pH
5, at 37°C. Specific activity values of 50, 10, 0.84 and 2 pmol.min” .mg” were
obtained for AP1 (910-fold purification), AP2 (180-fold), AP3A (16-fold), and
AP3B (36-fold), respectively. The relative molecular mass of AP1, AP2, AP3A and
AP3B were deterrnined by 300 SW Waters Protein Glass column, were found to be
51,000, 58,000, 52,000 and 30,000, respectively. The four acid phosphatase forms
purified seemed to be glycoproteins, however, only APl could bind to
concanavalina A Sepharose. Ion exchange chromatography elution patterns showed
that soybean seed acid phosphatases essentially differed in relation to their
isoelectric point.

The kinetic properties of the four fractions of soybean seeds acid
phosphatases were studied. AP1 presented a high activity at pH 4.5-6.0, while for
the other fractions the optimum pH range was 5.0-6.5. AP1 and AP2 exhibited
higher substrate specificity than AP3A and AP3B. The Km values were determined
for p-nitrophenylphosphate, tyrosinephosphate and inorganic pyrophosphate, at pH
5.0 and 37°C. The acid phosphatases presented the following apparent Km values:
AP1 (pNPP - 0.49, PPi - 0.51 and TyrP - 1.14 mM); AP2 (pNPP - 0.38, PPi - 1.33
and TyrP - 1.14 mM); AP3A (pNPP - 0.20, PP1 - 0.16 and TyrP - 0.19 mM) and
AP3B (pNPP - 0.086, PPi - 0.17 and TyrP - 0.17 mM). Using pNPP as substrate, no
effect was observed in the acid phosphatases activity in the presence of EDTA,
dithiothreitol, glutathione and 2-mercaptoethanol. The four fractions were inhibited
by inorganic phosphate, fluoride, vanadate, molybdate, Cu®* and Zn*". In contrast to
other plant acid phosphatases all the soybean seeds enzymatic forms presented high
activities above 80°C, during 10 min incubation. However the enzymes were
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nactivated after 5 min, when pre-incubated at 80 °C in the absence of substrate. The
soybean seeds acid phosphatases did not catalyze the transphosphorylation reaction
since no stimulatton was observed with inorganic phosphate acceptors (glycerol,
methanol and ethanol). Our results showed that no significative differences could be
observed on the kinetic properties for the four soybean seed acid phosphatase
fractions.



1. INTRODUCAO

1.1. Mecanismos de reacio

As fosfatases acidas ou ortofosfato monoéster fosfohidrolases (E.C. 3.1.3.2))
pertencem a uma classe de enzimas que catalizam reagdes de hidrolise de uma
grande variedade de ésteres ortofosfato e reagdes de transfosforilagdo (SAEED et
ali, 1990), como esquematizado a seguir:

Hidrolise
ROPO,H, + H,0—E14Ma , ROH 4+ H,PO,
Transfosforilaciio

ROPO,H_+R,0H® —E4M2, ROH + R,0POH,
® Aceptor de fosfato

A fosfatase acida foi inicialmente observada em eritrécitos (ROCHE, 1931),
sendo capaz de hidrolisar a ligagdo éster do fosfato do monofenilfosfato e
monoalquilfosfato, com pH 6timo entre 5,0 e 6,0, ao contrario da fosfatase de
glébulos brancos que catalisava esta reagdo com um pH 6timo de 8,8 a 9,0.

A distingdo entre as fosfatases acidas e fosfatases alcalinas, inicialmente era
baseada somente no pH oOtimo para atividade enzimatica. Posteriormente, outras
caracteristicas relacionadas com o mecanismo de reago ajudaram a diferenciar estas
duas classes de enzimas. NEUMAN (1968) observou que as fosfatases alcalinas
além da hidrolise dos substratos usuais, catalisavam também a hidrolise de
monoésteres S-substituidos de acido fosforotidico RSPO;Na, do tipo S-P,
produzindo ortofosfato e o tio-alcool correspondente. Ja as fosfatases acidas, por sua
vez, catalisam a hidrolise de monoésteres O-substituidos de acido fosforotidico do
tipc ROPO,SKH, produzindo o alcool e o tiofosfato. Estes fatos nos permitem
visualizar mecanismos de reagio diferentes para as duas enzimas, uma vez que a
fosfatase Acida requer para sua atividade um oxigénio entre o radical e o fosfato.
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CHAIMOVICH & NOME (1970) observaram a insensibilidade das fosfatases acidas
a presenga de cations mono e divalentes no meio de reagdo, ao contrario das
fosfatases alcalinas que requerem metais, principalmente o Mg®", para sua atividade
(REID & WILSON, 1971). VICENT et alu1 (1992) propuseram outra diferenga para
estas duas classes de enzimas, sugerindo suas vias cataliticas:

Fosfatase Alcalina

- ,_ ROH 5 ’ _
E-&-ROPO3 < E.ROPO;  E-PO; < EPi ©E+Pi

Fosfatase Acida

ROH HAO _
E+ROPO3H2 = E.ROPO3E~12 P E—PO3HZ-W—Z-~—~> E+Pi

No caso da fosfatase alcalina, em pH acima de 7, o complexo E.Pi ¢ limitante
da velocidade e a espécie E-PO:* contém um grupo fosfoserina que é l4bil em meio
basico e estavel em meio acido, caracteristica apropriada para esta fosfatase. No
entanto para a fosfatase acida, o complexo E.Pi ndo foi possivel ser observado, mas
provavelmente 0 mesmo possa ser um intermediario, uma vez que o Pi atua como
um inibidor competitivo da reagdo enzimatica. Para a fosfatase acida de alta massa
molecular (vide adiante a classificag@o) da prostata e gérmen de trigo estes autores
sugeriram que o intermediario (E-PO;H,) da reag#io seria a fosfohistidina, que € labil
em meio 4cido. Para a fosfatase 4cida de baixa massa molecular, embora estudos de
modificagdo quimica e dependéncia do pH indiguem que este intermediario também
seria a fosfohistidina, relatos na literatura mostram que os grupos sulfidrilas
apresentam um papel essencial na catdlise, pois estas fosfatases s3o fortemente
imbidas por reagentes que se ligam a estes grupos (LAIDLER et alii, 1982).



1.2, Distribuicio das Fosfatases Acidas

A distribui¢do das fosfatases acidas na natureza € ampla. Varios aspectos
destas enzimas foram estudados em microorganismos (LOVELACE et alii, 1986;
SCHELL et alii, 1990; GONZALEZ et alii, 1993; HAN et alii, 1994).
DIBENEDETTO & COZZANI (1975) purnficaram e estudaram algumas
propriedades da fosfatase acida de Schizosaccharomyces pombe a qual apresentou
uma ampla especificidade pelo substrato, uma massa molecular de 383 kDa, sendo
que 66% desta massa correspondia a carboidrato. As propriedades cinéticas desta
fosfatase foram similares as de outras leveduras. No entanto, a enzima desta
levedura apresentou um pH 6timo menor (3,0), € uma atividade especifica 5 a 6
vezes maior que a fosfatase de Saccharomyces cerevisiae. Esta diferenca na
atividade especifica da mesma enzima de espécies proximamente relacionadas pode
indicar mecanismos de regulagdo diferentes ou a existéncia de multiplas formas
enzimaticas com diferente eficiéncia catalitica. REMALEY et alii (1984)
purificaram uma fosfatase acida resistente ao tartarato, localizada na superficie
externa de promastigotas da Leishmania donovani capaz de impedir a produgdo de
anion superoxido por neutrofilos humano; isto ndo foi observado quando a enzima
era inativada pelo calor ou quando adicionado inibidor ao meio de pré-incubagdo,
mndicando que este efeito ¢ dependente da atividade catalitica da enzima. Estes
resultados sugerem um possivel papel patofisiologico para a fosfatase acida de
promastigotas deste microrganismo e oferece uma possivel explicagdo de como o
parasito mtracelular escapa dos mecanismos de inativagio do mesmo, pela célula
hospedeira. Comumente a expressdo da fosfatase acida em microorganismos €
controlada por fatores ambientais. Dificilmente ¢ sintetizada na fase de crescimento
exponencial mas sim na fase estacionaria, sugerindo que sua sintese ocorreria em
resposta 4 lmmitagdo de algum nutriente. A privagdo do fosfato inorgénico
extracelular ou a anaerobiose geralmente causam a imediata sintese da enzima
(DASSA et aln, 1982).

Os tecidos animais contém ao menos trés tipos de fosfatases acidas com uma
distribuicdo extremamente variada, podendo ser encontrados em secregdes como
saliva, sémen, e em diversos tecidos tais como: préstata, placenta, testiculo, cérebro,
figado, coragdo, bago, glandulas salivares, osso, dente, gengiva, nervos ¢ glinglios
nervosos. No sangue esta enzima pode ser detectada tanto nos eritrécitos, leucocitos
como no plasma, onde algumas vezes ¢ utilizada como meio de diagndstico para
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algumas doengas (para revisdo, TAGA, 1979). As fosfatases acidas de tecidos
animais podem ser distintas quanto 8 massa molecular, localiza¢gdo no interior da
célula, especificidade quanto ao substrato ¢ sensibilidade a inibidores. As fosfatases
dcidas de alta massa molecular relativa, mator que 100.000, estdo geralmente
localizadas na fracdo lisossomal e microssomal das células (DIPIETRO &
ZENGERLE, 1967; BECK et alii, 1986). As fosfatases acidas de baixa massa
molecular, menor que 20.000, juntamente com as de massa molecular mtermediaria,
em tormo de 40.000, s3o encontradas no citossol (De ARAUJO et alii, 1976;
HELWING et alii, 1977; GALKA et alii, 1980; FUIIMOTO et alii, 1984). Além de
diferir quanto a massa molecular, as formas de alta massa molecular séo fortemente
inibidas por tartarato e fluoreto (SHIBKO & TAPEL, 1963; DI PIETRO &
ZENGERLE, 1967), enquanto as de baixa massa sdo relativamente insensiveis a
estes mibidores e sensiveis ao pCMB, composto que se liga especificamente a
grupos -SH livies (TAGA, 1982). As fosfatases acidas de massa intermediaria sdo
pouco sensiveis ao tartarato, pCMB ¢ fons metalicos (HAYMAN, 1989). Quanto a
especificidade pelo substrato, as fosfatases acidas de baixa massa molecular sfo
altamente especificas, enquanto as de massa molecular alta e intermediaria
hidrolisam uma ampla variedade de compostos fosforilados (SAEED, 1990). Estas
duas ultimas podem ainda apresentar ligados a sua estrutura metais como ferro,
magnésio € manganés.

Similarmente, esta ampla distribuigdo também ocorre no reino vegetal onde a
fosfatase acida ¢ detectada em plantas superiores (BOROUGHS, 1954), folhas de
trigo (ROBERTS, 1956), tabaco (SHAW, 1966), milho (SLACK et alii, 1969),
tubérculo de batata doce (UEHARA et alii, 1974), no latex da Hevea brasiliensis -
seringueira (JACOB & SONTAG, 1974), na membrana tilacoide de Sorghum
vulgare - sorgo (RENGASAMY et alii, 1981), em escutela de semente de milho em
germinacdo (ROSSI et alii, 1981), em sementes de amendoim (BASHA, 1984), no
polen de Brassica campestris (mostarda) e Lilium regale (lirio) - (STROTHER et
ali, 1985), na camada aleurdnica de graos de arroz (YAMAGATA et alu, 1980) e de
cevada (GABARD & JONES, 1986), em sementes de girassol (PARK & VAN
ETTEN, 1986), de algodio (BHARGAVA & SACHAR, 1987), de soja (ULLAH &
GIBSON, 1988),) e coleoptiles da cevada (PASQUALINI et alii, 1992) e em culturas
de endosperma de milho (MIERNYK, 1992), A importancia do estudo das fosfatases
acidas em plantas decorre prncipalmente da sua possivel participagio no
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metabolismo do fosforo, o qual € importante para o crescimento normal e para o
desenvolvimento dos 6rgdos das plantas (BASHA, 1984).

1.3. Localizacdo celular das Fosfatases Acidas de plantas

As fosfatases acidas de plantas podem ser encontradas na parte intracelular e
extracelular. Na segunda, podem estar localizadas na parte externa da parede celular
e/ou ser secretadas pela raiz e por células em cultura (UEKI & SATO, 1977,
KANEKO et alii, 1990 LEFEBVRE et ahi., 1990; DUFF et alu., 1991;
LEBANSKY et alii., 1992; MIERNYK, 1992). As enzimas da parede celular tém
sido associadas a hidrolise de determinados substratos oferecidos externamente a
célula em tecidos ndo danificados. As fosfatases acidas extracelulares de raiz
poderiam tornar acessivel para a absor¢do uma quantidade adicional de fosfato
inorgdnico, a partir de sua liberagdo da matéria organica do solo. Neste caso,
identificou-se em laboratorio, que certos ésteres fosfatos (inositol hexafosfato,
inosina monofosfato e glicerofosfato) seriam fontes efetivas de fosfato para o
crescimento do trigo, arroz, rabanete (LEE, 1988). NINOMIYA et alu (1977)
isolaram a partir da cultura de célula do tabaco uma fosfatase acida extracelular que
teve sua atividade aumentada quando cultivada em meio sem fosfato. Uma fosfatase
acida de cultura de células da folha de Brassica nigra (couve-flor) foi purificada por
DUFF et ali1 (1989), a qual apresentou uma alta atividade para o p-NPP, ADP, ATP,
PEP e attvidade moderada para varios outros fosfatos orginicos; devido a alta
afinidade pelo PEP, estes autores a classificaram como uma fosfoenolpiruvato
fosfatase. Este resultado fez com que estes autores sugerissem uma possivel
participagdo desta enzima em via de desvio da reagdo catalisada pela piruvato
quinase dependente de ADP em periodo extenso de privagdo do fosfato. Ja a enzima
mntracelular parece ser ubiqua, uma vez que tem sido encontrada em sementes
dormentes (CHING et alii., 1987; CHUNG & POLYA, 1992) e em germinagdo
(NISHIMURA & BEEVERS, 1978; HARAGUCHI, 1990), folhas (DEO LEO &
SACHER, 1970; RANDALL & TOLBERT, 1971), caules, raizes (PANARA,
PASQUALINI & ANTONIELLIL 1990), tubérculos de estocagem (SUGIURA et
alii, 1981; GELLATLY et ali1., 1993), flores, frutos (HSU et ahi, 1966; KANELLIS
et ali., 1989) e culturas de células (PAUL & WILLIAMSON, 1987, VOGELI-
LANGE et alii., 1989; DUFF et alii., 1994). Das raizes de trigo HASEGAWA et aln.
(1976) conseguiram isolar e caracterizar parcialmente trés fosfatases citoplasmaticas
(AP-1 - 64.000; AP-2 - 52.000; AP-3 - 28.000) ¢ duas hgadas a parede celular (AP-4
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- 62.000; AP-5 - 30.000). As fosfatases ligadas & membrana somente foram
extraidas, em parte, apds a incubagdo com NaCl. Estas fosfatases foram separadas
por filtragdo em gel e cromatografia de troca-i0nica; as quais apresentaram atividade
maxima numa faixa de pH 4,7-5,0 e tiveram ampla especificidade pelo substrato, as
quais apresentaram maior atividade para o ADP e ATP. Esta ampla especificidade
poderia sugenr que possivelmente estas fosfatases seriam importantes para fornecer
fosfato para a planta a partir de fosfatos organicos presentes no solo. Inibi¢do da
atividade enzimatica foi observada para metais como: Hg®', Cu®’, Zn*', Co*'e Fe*',
A alta extratibilidade pelo NaCl e sensibilidade por alguns cations, sugere também
que a atividade e liberagdo destas fosfatases poderiam ser reguladas pelos niveis de
alguns cations no solo.

A localizagdo citoquimica da fosfatase acida em tecidos vegetais mostrou a
presencga da enzima na parede celular, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi,
mitocondrnia e vaciolo (para revisio, GABARD & RUSSEL, 1986 e LEE, 1988).

1.4. Caracteristicas gerais das Fosfatases Acidas de plantas

As fosfatases acidas em plantas tém sido detectadas em formas moleculares
multiplas. PANARA et ali (1990) relataram que das raizes de cevada foi possivel
separar por uma coluna de filtragdo em gel 5 picos com atividade fosfatasica; trés
destas enzimas estavam ligadas a parede celular e as outras duas na por¢do solivel.
STROTHER et alii (1985) analisaram a composi¢do da fosfatase acida em duas
variedades distintas de poélen. Identificaram uma isoenzima ligada a parede celular e
duas soldveis, em cada um dos polens estudados. Independentemente da fonte
verificaram propriedades similares entre as enzimas localizadas na parede celular e
as soluveis. HARAGUCHI et alii (1990) verificaram por uma combinagdo de
colunas de cromatografias e géis de eletroforese que cotilédones de Vigna mungo
apresentavam pelo menos 6 formas de fosfatases acidas.

As fosfatases acidas podem também apresentar diferengas nas propriedades
fisico-quimicas (DUFF et alii, 1994), tais como:

-Massa molecular relativa . a massa molecular relativa de fosfatases acidas
de plantas varia amplamente de 30.000 a 300.000: 53.000 para a fosfatase acida de
cotilédones de soja (ULLAH & GIBSON, 1988); 144.000 para a de células de
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tabaco em cultura (KANEKO et alii, 1990); 200.000 para a de embrides de algodio
(BHARGAVA & SACHAR, 1987).

-Ponto isoelétrico . geralmente o pl destas fosfatases encontra-se entre 4,3 a
6,7: 4,7 para de proteina de estocagem de hipocotilédones de soja (DEWALD et alii,
1993); 5.8 para a de sementes de tngo em germinagdo (CHENG & TAO, 1989); 6,7
para a de cotilédones de soja (ULLAH & GIBSON, 1988).

~Presenca de carboidrato na estrutura . a fosfatase acida 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%). Em fungdo
da natureza glicoprotéica das fosfatases acidas de plantas, ndo é surpresa sua ligagdo
com lectinas (proteinas que se ligam reversivelmente e especificamente 2
carboidratos), particulamente abundantes no gérmen de sementes de gramineas. Esta
ligagdo normalmente altera a atividade hidrolitica da enzima. FERENS &
MORAWIECKA (1985) purificaram de gérmens de centeio uma fosfatase acida que
for ativada cerca de 15 a 55% por varias lectinas de plantas, como aglutinina de
gérmen de arroz, de soja, de trigo € concanavalina A. Estes autores relataram o
decréscimo da Km e aumento da Vmax, bem como o aumento da estabilidade
térmica das fosfatases acidas quando em presenca de lectinas. Alteragio da atividade
enzimética também foi relatada por CONRAD & RUDIGER (1994) para a fosfatase
acida do cogumelo comestivel, Pleurotus ostreatus. Neste caso praticamente ndo
houve alteragdo significativa da Km, mas verificou-se um aumento de cerca de 36%
da atividade enzimatica. Estes resultados sugerem que as lectinas podem ter um
papel regulador na atividade destas enzimas.

-Presenca de mais de uma cadeia polipeptidica . wma fosfatase das sementes
de papoula apresentou uma massa molecular relativa de 106.000 por filtragiio em
gel; na eletroforese em condigdes desnaturantes foram observadas duas bandas de
proteinas, de massas moleculares relativas 57.000 e 63.000, respectivamente,
mostrando que esta enzima se tratava de um dimero (CHUNG & POLYA, 1992).
BASHA (1984) purificou das sementes de amendoim uma fosfatase com massa
molecular relativa de 240.000, sendo que a mesma, era composta de 6 subunidades
de 42.500. Estes autores ndo discutiram a diferenca das massas moleculares obtidas
em condigdes nativa ¢ na eletroforese SDS-PAGE.
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-Presen¢a de um centro metdlico . SUGIURA et alii (1981) purificaram de
tubérculos da batata doce uma fosfatase acida de cor violeta que apresentou
manganés ligado a sua estrutura.

Da mesma maneira que as fosfatases dcidas de mamiferos, as de plantas
apresentam um pH 6timo ao redor de 5,0. A temperatura 6tima varia de tecido para
tecido porém, comumente encontra-se entre 50-60°C. As propriedades cinéticas
também variam conforme a fonte e a isoenzima isolada. Parece comum a inibigio
por metais e fluoretos, a independéncia de cations ¢ a mespecificidade para
substratos, muito embora haja predilegdo por ésteres fosfato, agucares fosfatados,
nucleotideos ¢ pirofosfato (RENGASAMY et alii; 1981; BASHA, 1984;
PASQUALINI et ali, 1992). Quanto a inibigo por tartarato, FUIISAWA et alii
(1993), compararam a muibigdo da fosfatase acida do fluido seminal pelo tartarato
com fosfatases de tecidos de varias plantas, ¢ observaram que aproximadamente
metade das fosfatases de tecidos de plantas superiores incluindo vegetais e frutas
testadas, ndo foi inibida pelo tartarato, ao contrario da fosfatase do cogumelo que
apresentou uma inibigdo significativa quando comparada com a inibigéo da fosfatase
acida do fluido seminal.

Em comum com muitas outras proteinas de plantas, a regulacdo dessas
enzimas (sintese e atividade) € modulada por uma variedade de fatores de
desenvolvimento e ambientais. Dentre os fatores de desenvolvimento pode-se citar a
germinagio, que talvez seja o processo em que as fosfatases acidas tenham uma
grande importancia, pois neste periodo, sua atividade estda sempre aumentada e,
algumas vezes, surge outra isoforrna ativa. BISWAS & CUNDIFF (1991),
purificaram 4 fosfatases acidas (API, APII, APlll e APIV) das sementes de Vigna
sinensis com 96 h de germinagdo. As fragdes API e APII sio proteinas constitutivas,
34 as fracbes APIIl e APIV, s6 apareceram depois de 4 a 15 horas de germinagéio. O
aparecimento de novas isoformas durante a germinagéo, ainda no € entendido; ha a
hipétese que hormdnios como acido giberélico, acido abeisico e auxina, importantes
na germinacgdo, estejam envolvidos neste processo. GABARD & JONES (1986)
mostraram que havia um aumento da atividade de cerca de 3 vezes da fosfatase acida
da camada aleuronica da cevada, quando as mesmas eram embebidas e incubadas
por 18 h em tampdo contendo 50 uM de acido giberélico. Outros processos como
florescimento, frutificagdo, senescéncia também levam a um aumento da atividade
fosfatasica (DE LEO & SACHER, 1970; KANELLIS et ahii., 1989 ). A atividade da
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enzima pode ser aumentada também por fatores ambientais como cultivo da planta
em altas concentragdes de sal, baixa concentragdo de fosfato ¢ agua e também em
ferimentos causados a planta (DEWALD et alu, 1992; TADANO, et alu, 1993;
THEODOROU & PLAXTON, 1993). PAN (1987) isolou e purificou parcialmente 3
fosfatases das folhas do espinafre, o qual foi cultivado em condigdes de aumento
gradual da forga 10nica até 300 mM. Das 3 fragdes, somente uma apresentou um
aumento da atividade, quando comparada com as folhas do espinafre cultivado em
condigdes normais. BARRET-LENNARD et alii (1982) mostraram que fosfatases
soliveis das folhas de tngo tiveram suas atividades aumentadas, cerca de 6 vezes,
quando o trigo foi cultivado em condigdes de baixas concentragdes de fosfato e

agua.

Paralelamente, outro aspecto de grande importancia € o controle de processos
metabolicos nas plantas superiores através de modificacdes pos-tradugdo, via
fosforilagdo e desfosforilagdo (TREWAVAS, 1976; LIN & KEY, 1980; BUDDE &
CHOLLET, 1988; MacKINTOSH & COHEN, 1989; MacKINTOSH et alii, 1991;
CHUNG & POLYA, 1992; ARINO et alii, 1993; YUPSANIS et alii, 1993), da
mesma forma como o que ocorre em animais (KREBS & BEAVO, 1979; COHEN,
1989).

MacKINTOSH & COHEN (1989) relataram ainda que as técnicas para a
identificacdo e quantificagdo de proteinas fosfatases em células amimais sfo
aplicaveis para as plantas superiores. A despeito destes fatos, poucos relatos existem
sobre a atividade Ser/Thr proteina fosfatase em plantas. POLYA & HARITOU
(1988), purficaram duas proteinas fosfatases do embrido do trigo, as quais
hidrolisaram fosfocaseina e a histona, mas ndo atuaram sobre a I-Senna-P, L-
Treomna-P e L-Tirosina-P. CHENG & TAO, 1989, purificaram até homogeneidade
uma fosfatase neutra (fosfotirosil proteina fosfatase) das sementes de trigo em
germinagdo, que catalisou a hidréhise do p-NPP. Esta enzima (glicoproteina)
apresentou uma massa molecular relativa de 35.000 e sua attvidade ndo for afetada
por metais e altas concentragdes de agentes quelantes. Estes autores relataram que
esta enzima ¢ distinta da fosfatase acida dos gérmens de trigo, uma vez que esta
fosfatase neutra ndo hidrolisou grupos fosfoseril e fosfotreonil em proteinas. Outro
fato importante, é que a enzima apresentou grande similaridade em suas
propriedades com fosfotirosil proteinas fosfatases isoladas de varias fontes. A
atividade desta fosfotirosil proteina fosfatase foi somente observada na germinagio
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das sementes do trigo, o que levou estes autores a sugerir que esta enzima seria
importante para o crescimento ¢ desenvolvimento do trigo.

Em cé¢lulas de mamiferos, algumas fosfatases acidas purificadas apresentaram
atividade de proteina fosfatase, mais especificamente, fosfotirosina proteina
fosfatase (LAU et ali1, 1987). A importancia das proteinas fosfatases se deve a sua
participag@o nos processos de crescimento, diferenciagio e proliferacdo celular, uma
vez que as mesmas podem regular a atividade de outras enzimas por desfosforilagio
(BUDDE & CHOLLET, 1988). Em plantas algumas fosfatases acidas tém
apresentado atividade proteina fosfatase. YANG et alii (1987) identificaram
multiplas fosfatases acidas na membrana tilacoide de folhas do trigo ¢ GELLATLY
et alu (1993) purificaram uma fosfatase 4acida de tubérculos da batata com
caracteristicas de uma proteina tirosina fosfatase.

No que diz respeito a soja, MAYER et alii. (1961) purificaram da farinha de
soja uma fosfatase acida ndo especifica, envolvendo precipitacdo com sulfato de
amonio € cromatografias de troca idnica. Esta enzima hidrolisou preferencialmente
pirofosfato, B-ghicerofosfato e fenilfosfato. Apresentou um pH 6timo de 4,5-6,5 e foi
fortemente inibida por fluoreto e zinco. Estes autores sugeriram a presenga de pelo
menos mais duas fosfatases na farinha de soja, uma fosfoproteina fosfatase que
desfosforilou a caseina, e uma fitase que atuou sobre o fitato.

ULLAH & GIBSON (1988) purificaram até a homogeneidade uma fosfatase
acida a partir de cotilédones das sementes da soja em germinagdo, por uma técnica
que envolvia fracionamento com sulfato de aménio e cromatografias de troca i6nica,
afimdade e cromatofocalizaco. A enzima exibiu uma ampla especificidade pelos
substratos, apresentando uma alta afinidade pelo p-NPP (Km= 70 uM). O pl (6,7) da
proteina foi demonstrado por cromatofocalizagio; a mesma apresentou um pH étimo
de 5,0 ¢ massa molecular relativa de 53.000. Embora a enzima tenha exibido
atividade catalitica maxima a 60 °C, estudos de inativagdo térmica indicaram perda
de 100 % da atividade, depois do tratamento a 68 °C por 10 min.

LEBANSK et alii (1992) purnificaram e sequenciaram parcialmente uma
fosfatase acida secretada por células da soja em cultura. A enzima era uma
metaloproteina, que utilizava como cofator o manganés, apresentou carboidrato na
sua estrutura € massa molecular de aproximadamente 130.000 na forma nativa, e
58.000 em condigdes desnaturantes, tratando-se portanto de um dimero. A enzima
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apresentou um pl de cerca de 5,0, um pH 6timo proximo a 5,5, atividade especifica
de 512 UE/ mg de proteina ¢ Km de 0,3 mM para o p-NPP.

DEWALD et alii. (1992) demonstraram que proteinas de reserva das
sementes de soja (VSPa e VSPR) seriam fosfatases acidas que poderiam atuar sobre
diferentes substratos como B-naftil-fosfato, carboxifenil-fosfato, aghicares
fosfatados, gliceraldeido 3-fosfato, dihidroxiacetona-fosfato, fosfoenolpiruvato ATP,
ADP, PPi e polifosfatos de cadeia curta. Essas fosfatases exibiram pH 6timo em 5,0-
5,5, ndo dependeram de metal para a atividade e foram inibidas por fluoreto e
molibdato. Essas glicoproteinas seriam importantes no periodo de desenvolvimento
da soja e em respostas a estimulos externos como deficiéncia de agua e ferimentos.

STASWICK et ali1 (1994) punificaram uma fosfatase acida das folhas de soja,
que teve sua atividade 10 vezes aumentada depois da remogdo das vagens 5 semanas
apos o florescimento, quando comparada com a atividade da mesma enzima em
folhas da soja que tiveram as vagens retiradas na época normal. A enzima foi
purificada 2.700 vezes por fracionamento com sulfato de amdnio, cromatografias de
troca 16nica e adsorgdo, apresentando uma massa molecular relativa de 51.000 ¢ pH
otimo para atividade em torno de 6.

1.5. Importincia do estudo das Fosfatases Acidas de plantas

Apesar de ja conhecido que as fosfatases acidas de plantas tém participagio
no metabolismo de fosforo, elemento essencial para o desenvolvimento e
crescimento normal dos 6rgdos da planta, ndo se sabe realmente a funcio fisioldgica
dessas enzimas. A determinagdo precisa da(s) fungdo(s) in vivo para fosfatases de
plantas ¢ dificultada pelos seguintes fatores:

- a heterogeneidade das fosfatases acidas dentro de um dado tipo celular
raramente permite a purificagio de todas as fragdes contendo atividade fosfatasica.

- falta de dados cinéticos para substratos nfo sintéticos para a maioria das
fosfatases estudadas.

- muitas fosfatases sfo induzidas e as condigbes € mecanismos para esta
mdugdo precisam ser completamente entendidos.
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Além do citado acima, quando comparado com mamiferos, existem poucos
trabalhos na literatura sobre fosfatases acidas de plantas, o que torna clara a
necessidade de purificar e caracterizar as maltiplas formas de fosfatases a partir de
diferentes fontes e tecidos de plantas. Desta forma talvez essas fosfatases possam ser
agrupadas de acordo com determinadas caracteristicas (especificidade pelo
substrato, inibi¢do, ativagdo, efeito de cations) como acontece com as fosfatases de
origem animal, o que facilitaria o entendimento da(s) fungdo(s) celular(es) dessa
importante classe de enzimas de plantas.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho escolhemos a semente de soja para trabatharmos, pois havia
um interesse de purificar e realizar estudos cinéticos em nosso laboratério de
fosfatase acida de outra fonte que ndo animal, e além disto, na literatura ndo existe
nenhum trabatho descrevendo a purificagdo de diferentes fragdes de fosfatases
acidas nas sementes quiescentes de soja, sendo que quando foram utilizados outros
tecidos da soja, foi realizada a purificagdo de somente uma das fragdes contendo
atividade enzimatica.

Em vista disto, nos propusemos a realizar a identificacdio e purificagdo das
fosfatases acidas das sementes de soja quiescentes ¢ em seguida, determinar algumas
das suas caracteristicas cinéticas como:

- Vmax

-Km |

- Especificidade pelo substrato
- Efeito da temperatura

- Efeito do pH

- Efeito de potenciais inibidores € outros compostos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

As sementes de soja quiescentes (Glycine max L. Merr.var 1AS-5) foram
adquiridas no Comercial Agricola Takaki Ltda, Sdo Paulo.

Reagentes

Resinas para cromatografia: SP-Sephadex (C50-120, DEAE-Sephadex, e
ConA Sepharose 4B (Sigma Chemical Co.); Sephacryl-S200 (Pharmacia).

Reagentes para eletroforese: acrilamida, N'-N'-metilenebisacrilamida,
TEMED, persulfato de aménio, azul de bromofenol, fucsina bdsica, coomassie
brilliant blue, fast blue BB, B-naftil fosfato (Sigma Chemical Co.), acido pertédico
(Merck).

Substratos: p-nitrofenil fosfato, B-naftil fosfato, flavina mononucleotideo,
tirosina fosfato, serina fosfato, B-glicerofosfato, a-glicerofosfato, AMP, D-glicose-
1-fosfato, glicose-6-fosfato, acido-6-fosfoglicuronico, pirofosfato, acido fitico,
frutose-6-fosfato, frutose-1,6 di-fosfato (Sigma Chemical Co.).

Inibidores; molibdato de amdnio, fluoreto de sodio, (E. Merck Darmstadt), o-
vanadato, m-vanadato, pCMB, piridoxal-5-fosfato,  piridoxina-5-fosfato,
piridoxamina, fluoreto de sédio, tartarato, fosfato inorganico (Sigma Chemical Co.).

Reagentes para preparo dos tampdes: acido acético, glicma (E. Merck
Darmstadt); imidazol, bis-tris, citrato (Sigma Chemical Co.).

Reagentes redutores de ti6is; ditiotreitol, glutationa reduzida, 2-
mercaptoetanol (Sigma Chemical Co.).

Padrdes para determinagdo da massa molecular; para filtragdio em gel
(Pharmacia) e SDS-PAGE (Sigma Chemical Co.).

Os demais reagentes utilizados possuiam grau analitico. Em todos os
experimentos foi utilizada agua destilada e deionizada.

{ ynig A MmF g
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3.2. Meétodos

3.2.1. Determinacio da atividade enzimatica

Para a determinacao da atividade, a enzima foi diluida em tampdao acetato 100
mM, pH 5,0, a fim de se obter nos dois métodos de ensaio utilizados para a dosagem
da atividade enzimatica uma absorbancia em torno de 0,4. Esta dilui¢do foi realizada
imediatamente antes do ensaio, ¢ mantida em gelo.

A atividade enzimatica foi determinada por dois métodos, dependendo do
substrato utilizado:

a-Dosagem do p-nitrofenol

A atividade enzimatica foi determinada a 37 °C usando p-nitrofenilfosfato 5,0
mM em tampéo acetato 0,1 M (pH 5,0) em um volume final de 1 mL. A reagio foi
paralisada 10 munutos apds a adi¢do da enzima (cerca de 0,08 pmol/min), com 1 ml
de hidréxido de sodio IN. A absorbancia foi mensurada a 405 nm. Uma unidade
enzimatica ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1
micromol de p-nitrofenol por minuto. O coeficiente de extingdo molar do p-
nitrofenolato € 1,83x104M-lem-1 em meio alcalino, o qual absorve em 405 nm.

Na purtficacdo enzimatica, a atividade das fragdes eluidas nas cromatografias
for determinada utilizando-se um tempo de reagdo de 2 minutos ¢ p-NPP como
substrato.

p - Nitrofenil Fosfato + H2 o Lnama , p - Nitrofenol + Fosfato inorgénico

p - Nitrofenol — 22> alcalino _, p - Nitrofenolatox

* Absorve em 405 nm

b-Dosagem do fosfato

Este método foi utilizado no caso de substratos diferentes do p-NPP, os quais
foram utihizados numa concentragio final de 5 mM.



16

A reagdo procedeu como descrito em (a), exceto que a paralisagdo da mesma
fo1 feita pela adigdo de 1 ml de molibdato de aménio 3% (em tampdo acetato 0,2 M,
pH 4,0). A coloragiio do complexo fosfo-molibdico foi adquinda pela adigo de
acido ascorbico 1% (em tampdo acetato 0.2 M, pH 4,0), como redutor, de acordo
com o método descrito por LOWRY & LOPES (1945). A absorbancia foi medida a
700 nm, 30 munutos apds a adigdo do acido ascérbico. O coeficiente de extingfo
molar para o complexo reduzido é 4.000 M-1.cm-1.

ROP+H,0 —Enzima_, pOY + Fosfato inorganico

Molibdato de Am&nio

» Fosfomolibdato
Fosfomolibdato —2860rbato . A1 4o Molibdénio*

Fosfato inorganico

* Absorve em 700 nm

3.2.2. Determinacio de proteina

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry, como descrito por
HARTREE (1972), utilizando a albumina de soro bovino como padrao. A reagio foi
iniciada pela adigdo de 2,0 mL do Reagente C a 0,2 mL da amostra. Apés 10 min,
adicionou-se 0,2 mL do Reagente de Folin-Ciocalteau (1:1). A leitura da
absorbéncia foi realizada a 660 nm apés 30 min da adigdo do reagente de Folin-
Ciocalteau & temperatura ambiente.

. Reagente A - Carbonato s6dio 2% em NaOH 0,1 N

. Reagente B - CuS0O4.5H70 0,5% em Citrato de Sodio 1%
. Reagente C - 1 mL Reagente B + 50 mL Reagente A

. Reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 em H>QO)

O perfil protéico das amostras eluidas nas colunas foi estabelecido através da
leitura direta da absorbancia a 280 nm, de acordo com LAYNE (1957).
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3.2.3. Concentracio da soluciio protéica

A concentragdo de solugdes contendo mais de 1 mg de proteina por mililitro
de solugdo foi realizada por precipitagio com sulfato de amoénio a 90% de saturagio.
A concentragdo de solugdes diluidas das etapas finais da purificagio foi realizada
por ultrafiltracdo a pressio positiva de Nitrogénio, em um aparelho AMICON R-
402, usando-se membrana do tipo PM-10.

3.2.4. Tratamento das resinas

As resinas de troca idnica (SP-Sephadex e DEAE-Sephadex) e filtragdo em
gel (Sephacryl S-200) foram hidratadas em agua, de acordo com FISHER (1969) e,
posteriormente, no tampao de equilibrio.

A resina ConA Sepharose 4B foi equilibrada com tampéo acetato 0,1 M pH
5,0.

Antes da montagem das colunas as resinas foram deaeradas.
3.2.5. Purificacio

A metodologia utilizada para a purificagdo das fosfatases acidas das sementes
de soja foi realizada 4 vezes. A metodologia descrita abaixo, trata-se da udltima
preparagao realizada.

Todas as etapas que se seguem foram realizadas a 4 °C.

3.2.5.1.0btencdo do extrato

2.000g das sementes de soja foram deixadas cerca de 12h em
aproximadamente 6.000 m! de tampéo acetato 0,1M, pH 5,0, em camara fria. Apds
o entumecimento das sementes, as mesmas foram trituradas em Waring Blendor,
utilizando-se o mesmo tampdo na proporgio de 1:6 (6 mL de tampdo/por grama da
semente), durante 2 minutos a velocidade méaxima; este material foi passado em uma
centrifuga doméstica para retirada de material insolivel. O homogeneizado obtido
foi centrifugado por 20 minutos a 10.000 x g em uma centrifuga refrigerada Sorval
RC 2B com rotor GSA. O sobrenadante (porgéo solavel) foi coletado por filtragio
através de 4 camadas de gaze. Este procedimento teve a finahidade de retirar
particulas grosseiras e material insoliivel remanescente.
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3.2.5.2.Precipitacio com sulfato de amonio (90%)

Ao extrato obtido, foi adicionado com agitagio sulfato de amonio sohdo até
90% de saturagdo (662g/1.). Esta mistura permaneceu em agitagdo por 12 h. Logo
apos foi centrifugada a 10.000 x g por 20 minutos. O precipitado foi dissolvido em
tampdao acetato 0,1 M, pH 5,0 ¢ dialisado contra agua deiomzada. A dialise foi
realizada com trocas sucessivas da agua até que nio fosse detectado o ion amdnio
pelo reagente de Nessler na mesma. Apos a dialise foi feita uma nova centrifugagio
a 10.000 x g por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado na etapa posterior.

3.2.5.3.Precipitaciio cetonica (1:1)

Aos 1.940 mL do sobrenadante obtido na etapa anterior, foram adicionados
com agitagdo e aos poucos 1.940 mL de acetona a -20 °C; agitagdo foi mantida por 5
minutos. Logo apos centrifugou-se por 20 minutos a 10.000 x g. O precipitado
obtido foi ressuspenso em tampdo acetato 0,1 M pH 5,0 e dialisado contra tampo
acetato 0,01 M, pH 5,0. Apos a dialise foi feita uma centrifugacio a 10.000 x g por
20 minutos. O precipitado foi descartado ¢ o sobrenadante wutilizado na etapa
posterior.

3.2.5.4.Cromatografia em SP-sephadex

A amostra da etapa anterior (285 mlL) foi aplicada a uma coluna de SP-
Sephadex (4,5 x 16,5 cm) previamente equilibrada com tampéo acetato 0,01 M, pH
5,0. O fluxo da coluna for mantido em 165 mL/h e foram coletados 10 mL/tubo. O
pico contendo atividade eluido com o tampdo de equilibrio foi denominado fragdo
AP1 e os outros dois, eluidos com tampéo fosfato 0,05 M e 0,3 M (gradiente linear
descontinuo) foram denominados fragdo AP2 e fragdo AP3, respectivamente. Estas 3
fragdes foram concentradas: APl e AP3 por ultrafiltracdo e AP2 por saturagido com
sulfato de amdnio (método 3.2.3). Entre a saida de um pico de atividade e outro, a
coluna foi exaustivamente lavada com o tampdo correspondente, até que a
absorbéncia a 280 nm fosse proxima de zero.

A partir desta etapa foram utilizadas as terminologias fragdo AP1, fragdo AP2
e fracio AP3 para os picos contendo atividade fosfatasica obtidos nos
cromatogramas.
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3.2.5.5. Purificacio da fracdo AP1

a- Cromatografia em ConA Sepharose

A fragdo contendo atividade obtida da cromatografia em SP-Sephadex foi
concentrada (método 3.2.3) até 13 mL e aplicada a uma coluna de ConA Sepharose
4B (1,8 x 5,6 cm) previamente equilibrada com tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0. A
coluna foi entdo exaustivamente lavada com tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0,
contendo 1 M de NaCl. O fluxo da coluna foi de 60 mL/h, coletando-se 12 mL/tubo.
O pico de atividade foi eluido com tampio acetato 0,1 M, pH 5,0 contendo 1 M de
NaCl, 1 M de ghicose e 0,2 M de a-Metilmanopiranosideo. As amostras coletadas
que apresentaram atividade foram reunidas e concentradas por ultrafiltragdo (método
3.2.3).

b- Cromatografia em Sephacryl S-200

A fragdo (13 ml) proveniente da cromatografia de ConA-Sepharose foi
cuidadosamente aplicada a uma coluna de Sephacry! S$-200 (3,0 x 110 cm)
previamente equilibrada com tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0 contendo 0,25 M de
NaCl. Apos a penetraciio da amostra no gel a cromatografia for desenvolvida pela
passagem do tampio de equilibrio com fluxo de 60 mL/h, coletando-se 12 mL/tubo.
As amostras eluidas contendo atividade foram reunidas, dialisadas contra tampdo
Tris-HC1 0,01 M, pH 7.5 e concentradas por ultrafiltragdo (método 3.2.3).

c- Cromatografia em DEAE-Sephadex

A fragdo (10 mL) obtida na cromatografia de Sephacryl, foi aplicada a uma
coluna de DEAE-Sephadex (2.4 x 6,0 cm) equilibrada com tampédo Tris-HCl 0,01
M, pH 7.,5. O fluxo da coluna foi de 165 mL/h e foram coletados 10 mL/tubo. A
eluigdo foi reahizada aplicando-se um gradiente linear constituido de 100 ml. do
tampdo de equilibrio e 100 mL do tampdo em questio contendo NaCl 0,3 M. A
fragdo contendo atividade foi dialisada contra tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0 e
concentrada por ultrafiltracdo.
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3.2.5.6.Purificacio da fragio AP2

a- Cromatografia em DEAE-Sephadex

A fragdo (140 mL) obtida da cromatografia em SP-Sephadex, apos ser
concentrada com sulfato de amonio e dialisada contra tampio Tnis-HCl 0,01 M, pH
7,5 foi aplicada a uma coluna de cromatografia em DEAE-Sephadex (3,1 x 14,0
cm), equilibrada com o mesmo tampéo da dialise. A atividade foi eluida com tampéo
Tris-HC1 0,01 M, pH 7,5 contendo 0,15 M de NaCl. O fluxo durante a corrida foi de
165 mL/h e foram coletados 10 mi/tubo.

b- Cromatografia em SP-Sephadex

A fragdo obtida na etapa anterior foi concentrada com sulfato de aménio ¢
dialisada contra tampao acetato 0,01 M, pH 5,0. 83 mL da amostra foram colocados
em uma coluna de cromatografia em SP-Sephadex (2,7 x 9,2 cm) equilibrada com o
mesmo tampdo. A eluigdio foi feita aplicando-se um gradiente linear constituido de
250 mlL do tampdo de equilibrio ¢ 250 mL do mesmo tampédo contendo 0,3 M de
NaCl. O fluxo e o volume coletado/tubo foram os mesmos utilizados no item
3254,

c- Cromategrafia em Sephacryl S-200

A fragfio obtida na etapa anterior foi concentrada por ultrafiltragdo até 13 mL
e aplicada cuidadosamente a uma coluna de Sephacryl 5-200. As condigoes foram as
mesmas descritas no item 3.2.5.5.b.

d- Cromatografia em DEAE-Sephadex

A fragdo obtida na cromatografia em Sephacryl §-200 foi concentrada com
sulfato de amdnio e dialisada contra tampdo fosfato 0,01 M, pH 6,0. Logo ap6s, a
mesma (30 mL) foi aplicada a uma coluna de DEAE-Sephadex (2,7 x 9.2 cm); a
maior parte da atividade enzimatica foi eluida com o tampéo de equilibrio € uma
outra pequena parte eluida aplicando-se um gradiente linear constituido de 250 mL
de tampdo fosfato 0,01 M, pH 6,0 e 250 mL de tampao fosfato 0,5 M, pH 6,0. As
condigbes de cromatografia foram as mesmas do item 3.2.5.5.¢.
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3.2.5.7.Purificacdo das fracdes AP3A ¢ AP3B

a- Cromatografia em DEAE-Sephadex

A fragdo AP3 obtida na cromatografia em SP-Sephadex foi concentrada por
ultrafiltragdo (método 3.2.3) e dialisada contra tampdo Tris-HCI 0,01 M, pH 7.5.
Logo ap6s a mesma (132 mi.) fo1 aplicada a uma coluna de DEAE-Sephadex (3,1 x
14,0 cm) e a ehugio foi feita com tampdo Tris-HC1 0,01 M, pH 7.5, contendo 0,15
M de NaCl. Condigdes da cromatografia foram idénticas as do item 3.2.5.5.¢c.

b- Cromatografia em SP-Sephadex

As duas fragdes contendo atividade enzimatica, eluidas na cromatografia em
DEAE-Sephadex, foram concentradas por ultrafiltragdo e dialisadas contra tampio
acetato 0,01 M, pH 5,0. Ambas fragoes (AP3A - 62 mL e AP3B - 65 ml.) foram
aplicadas a colunas de SP-Sephadex 2,7 x 9.2 cm e 2,4 x 6,0 cm, respectivamente. A
eluigio da AP3B foi feita aplicando-se um gradiente constituido de 200 mL do
tampdo de equilibrio ¢ 200 mL do mesmo tampédo contendo 0,3 M de NaCl. A
eluigdo da AP3A fo1 realizada aplicando-se um gradiente constituido de 270 mL do
tampdo de equilibrio € 270 mL de tampao fosfato 0.5 M, pH 6.0.

3.2.6. Armazenamento da enzima

Todas as fragdes apos a filtima cromatografia foram dialisadas contra tamp#o
acetato 0,01 M, pH 5,0, concentradas por ultrafiltracio (método 3.2.3) e
armazenadas a -20°C, com 50% de glicerol e 10 mM de fosfato.

3.2.7. Determinacido da massa molecular
3.2.7.1.Através de filtracdo em gel

A massa molecular das fragdes (AP1, AP2, AP3A e AP3B) foi determinada
por filtragdo em uma coluna SW 300 Waters Protein Glass (8 x 300 mm), acoplada a
um sistema de LC, equilibrada com tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0 contendo 0,25 M
de NaCl. Os seguintes marcadores de massa molecular foram utilizados: Albumina
de Soro Bovino (67.000), Ovalbumina (43.000), Quimotripsinogénio (25.000), e
Azul de Dextrana (2.000.000).
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3.2.7.2.Através de eletroforese em SDS-PAGE

A mobilidade eletroforética em condigdes desnaturantes foi determinada por
eletroforese em gel de poliacrilamida {10%) contendo SDS, de acordo com a
técnica de WEBER & OSBORNE (1969). As seguintes proteinas foram utilizadas
como padrio: Anidrase Carbonica (29.000), Ovalbumina (43.000), Albumina de
Soro Bovino (66.300) e Fosforilase (97.400).

O géis de corrida (10%) e empacotamento (5%) foram preparados em
tampio tris-HCI 300 mM (pH 8,8 ¢ 6,8, respectivamente), contendo 1% de SDS e
colocados para polimerizar em uma placa de 16 x 14 cm. Os dois compartimentos
da cuba foram preenchidos com o tampéo de corrida, o qual continha 200 mM de
glicina, 25 mM de Tris e 0,1% de SDS, pH 8,3. As amostras para a corrida foram
preparadas tomando-se 1 volume de cada amostra (0,5 e 0,25 mg de proteina/ml) e
1 volume do “sample buffer”(2% de SDS, 10% de glicerol, 0,08% do tampao Tris-
HCl 1M, pH 6,8 e 2 gotas do azul de bromofenol a 0,2%) momentos antes do
inicio da corrida foi adicionado DTT numa concentracgio final de 0,1 M, logo apos
esta mistura fo1 fervida por 1 minuto. A comida foi realizada a temperatura
ambiente, por 5 horas. Durante a corrida da amostra no gel de empacotamento
manteve-se uma corrente de 60 mA; no gel de corrida esta corrente fo1 aumentada
para 100 mA. O azul de bromofenol foi utilizado como marcador da corrida.

A coloragdo dos géis foi realizada durante toda noite com uma solugio
contendo 500 mg de "Coomassie Brilliant Blue" em uma mistura de 400 mL de
metanol, 100 mL de acido acético glacial ¢ 500 mL de H,O. A descoloragédo foi
obtida apds lavagens sucessivas em uma solugfo contendo 100 mL de acido acético
glacial, 400 mL de metanol e 500 mL de agua deionizada. Logo apos os géis foram
fixados com acido acético a 7%.

3.2.8. Estudos Eletroforéticos
Eletroforese em pH 3,0 - Condi¢oes Ndo Desnaturantes

Foi realizada conforme descrito por REISFELD et alui (1962), utilizando-se
uma solu¢do de hidroxido de potassio 50 mM pH 4,0 (pH acertado com acido
acético) no gel de separagdo (poliacrilamida - 10%). O gel foi colocado para
polimerizar em uma placa de 16 x 14 cm, os dois compartimentos da cuba foram
preenchidos com tampdo B-alanina 35 mM, pH 5,0. Pnmeiramente fo1 realizada
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uma pré-corrida de 1 hora e logo apds foram aplicadas as amostras. A corrida foi
realizada na camara fria durante 9 horas, aplicando-se uma corrente de 100 mA. A
fucsina foi utilizada como marcador da cornida.

Eletroforese em pH 8,3 - Condigdes Ndo Desnaturantes

Foi realizada conforme descrito no item 3.2.7.2. sem adicionar agentes
desnaturantes.

A coloragéo para proteina e descoloragdo do gel foram realizadas como
descrito no item anterior.

Coloragdo para detecgdo de atividade enzimdtica no gel de eletroforese

A atividade enzimatica foi demonstrada no gel, de acordo com a técnica de
GOMES (1978). Apos a corrida o gel foi incubado a 37°C em tampdo bis- tris (100
mM), pH 6,0, contendo 50 mM de B-naftil fosfato ¢ 1 mg de fast blue BB/mL, até
o aparecimento da coloragdo. Esta variou conforme a concentracdo de enzima
utilizada na corrida. Logo apés a coloragiio o gel foi descorado por lavagens em
solucdo contendo 80 mL de acido acético ¢ 250 mL de etanol por litro e mantido
em acido acético a 7%.

Coloracdo para detecgdo de carboidrato no gel de eletroforese

A eletroforese foi realizada como descrito no item 3.2.7.2.; a natureza
glicoprotéica foi demonstrada de acordo com a técmica descrita por KORN &
WRIGHT (1973). Apds a corrida o gel foi fixado por 1 hora em acido tricloroacético
12,5 %, lavado com agua deionizada, incubado por 1 hora com acido periddico a 1%
em acido acético a 3%, lavado toda a noite com 4gua deionizada, incubado por 1
hora com o reagente de Schiff, lavado repetidamente com metabissulfito a 0,5 % e
mantido nesta solugdo.

3.2.9. Estudos cinéticos

Com as fragdes (AP1, AP2, AP3A e AP3B) purificadas, realizou-se alguns
estudos cinéticos, os quais foram feitos em quadruplicatas, sendo que os resultados
mostrados foram obtidos a partir das suas médias.
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3.2.9.1.Efeite do tempo de incubacio

A atividade enzimaética foi determinada nas condi¢bes de ensaio descritas no
método 3.2.1.a, com excegdo do tempo de paralisagio da reagfio que variou de 0 a
60 minutos. Foram utilizadas concentragdes de 0,12, 1,0, 6,4 ¢ 4,4 ug para as
fragoes AP1, AP2, AP3A e AP3B, respectivamente, 0 que correspondeu a cerca de
0,08 pmol/min. Para cada tempo foi feito um controle, sendo que neste tubo o
hidréoxido de sodio foi adicionado antes da adigdo da enzima.

3.2.9.2.Efeito da concentracio da enzima

As concentragdes das fragdes foram variadas até uma concentragio em que se
obteve uma absorbancia a 405 nm confiavel. A atividade foi determinada como
descrito no método 3.2.1.a.

3.2.9.3.Efeito do pH na atividade das fracoes

O efeito do pH no meio de ensaio fo1 realizado em meios de incubagio
preparados com diferentes valores de pH (2,5-9.0). A atividade foi determinada
como descrito em 3.2.1.a, foi feito um controle para cada pH e as concentragdes das
fracoes utilizadas foram idénticas as do item 3.2.9.1.

3.2.9.4.Estudo da especificidade

A atiidade das fragOes sobre alguns compostos fosforilados fo1 determinada
dosando o fosfato liberado no meio de reacdo como descrito no método 3.2.1.b.
sendo que a concentraciio das fragdes utilizadas fo1 4 vezes maior que a usada no
item 3.2.9.1. A atividade sobre o p-NPP foi considerada como 100%.

3.2.9.5.Determinacido de Km e Vmax

A determinacdo da atividade das 4 fracdes foi realizada variando-se a
concentragdo dos substratos p-NPP, PPi eTyr-P (0,05-20 mM) de acordo com o
método 3.2.1.b. Os valores de Km e Vmax foram calculados pelo grafico de duplos-
reciprocos (LINEWEAVER & BURK, 1934).
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3.2.9.6.Efeito de compostos na atividade das 4 fracbes

A atividade das fragoes foi determinada na presenca de metais, potenciais
inibidores e outros compostos. A atividade das mesmas foi determinada de acordo

com o método 3.2.1.a, e a atividade na auséncia do composto foi considerada como
100%.

3.2.9.7.Efeito da concentragio de NaCl na atividade das
fracoes

O efeito da concentragdo de NaCl foi estudado variando-se a concentragdo do
mesmo de 5-500 mM no meio de reagdo, utilizando-se p-NPP como substrato. A
determinagdo enzimatica foi realizada como descrito no método 3.2.1.a e a
atividade sem NaCl fo1 considerada como 100%.

3.2.9.8.Efeito da temperatura na atividade das fracbes

Antes de realizar o estudo do efeito da temperatura na atividade das 4 fragdes
fo1 venificado o efeito da temperatura sobre o substrato p-NPP. Utilizou-se o p-NPP
numa concentragdo de 5 mM o qual foi incubado em tampao acetato 100 mM, pH
5,0 num volume final de 1 mlL, em diferentes temperaturas (0-90 °C) por 10
minutos, logo apos foi adicionado NaOH e a absorbancia medida a 405 nm.

O estudo do efeito da temperatura na atividade das 4 fra¢oes foi realizado nas
condigdes descritas no método 3.2.1.a com excegdo da temperatura, pois a mesma
foi variada de 0-80 °C. Realizou-se um outro experimento em que as fragdes foram
pré-incubadas no tampao de ensaio (acetato 0,1 M, pH 5,0) em diferentes tempos a
80 °C, logo apos a atividade foi determinada como descrito no método 3.2.1.a, a 37
°C. A atividade em que a enzima néo foi pré-incubada foi considerada como 100%.

* Nos 1tens 3.2.9.6-3.2.9.8 foram utilizadas concentragbes das fragoes
idénticas as usadas no item 3.2.9.1. 2 37 °C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Purificacio

O esquema abaixo mostra as etapas de purificacio das fosfatases acidas das
sementes quiescentes de soja.
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Desde a identificagdio da fosfatase acida por ROCHE, em 1931, um niimero
imenso de trabalhos relatou a purificagio de diversas fontes, porém a grande
variabilidade de formas enzimaticas com caracteristicas proprias, impediu a
utilizagdo de uma tmica técnica para sua purificagdo. Assim, de acordo com a forma
enzimatica de interesse e a fonte de estudo, langou-se mao de procedimentos
especificos. Para a purificagdo das fosfatases acidas das sementes de soja
quiescentes, foram realizadas previamente 4 preparagdes a fim de se estabelecer uma
metodologia que fosse capaz de fornecer uma boa atividade enzimatica, um bom
fator de purificagdo e rendimento. Resinas como fenil-sepharose e hidroxiapatita ndo
deram bons resultados.

A partir destas tentativas, estabelecemos uma metodologia que tornou
possivel isolar e purificar quatro fragoes de fosfatases acidas (AP1, AP2, AP3A e
AP3B) conforme mostra o esquema. As etapas em comum da purificagio dessas 4
fragdes compreende a obtengdo do extrato, precipitagdes com sulfato de amdnio e
acetona e cromatografia em SP-Sephadex (Tabela 1). As fragdes apresentaram no
final da purificagdo atividades especificas de 50, 10, 0,8 ¢ 4 UE/mg de proteina e
fator de purificagdo de 910, 180, 15 e 73 vezes, respectivamente (Tabelas 2, 3 e 4).
Estes valores podem parecer baixos quando comparados com os valores da
purificagfio de fosfatases dcidas de origem animal, mas no caso especifico de planta,
estes resultados foram compativeis com alguns encontrados na literatura, onde foram
utilizadas técnicas convencionais para purificacio (veja tabela abaixo).

Fonte Atividade Purificaciio Referéncia
Especifica (UE/mg) (X)
figado humano 102 2.616 TAGA & VAN ETTEN, 1982
prostata humana 1.298 68 LIN et alui, 1983
rim bovino 100 1.640 GRANIJEIRO, 1994
sementes de amendoin 160 433 BASHA, 1984
endospermas do mitho 3 6 MIERNYK, 1992

coleoptiles de cevada 25 57 PASQUALINI et alii, 1992
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Obteve-se um rendimento final de 7, 3, 2 e 2% para as fragdes AP1, AP2,
AP3A e AP3B, respectivamente, valores determinados a partir das unidades totais
obtidas na primeira etapa da purificagdo. Estes valores foram significantemente
maiores quando determinados a partir da primeira cromatografia em SP-Sephadex,
uma vez que até nesta etapa, praticamente realizou-se a obtenc@o das fragdes para
em seguida purifica-las, pois esta cromatografia nos permitiu uma separagdo nitida
das trés fragdes (AP1, AP2 e AP3 ), sendo assim, os valores de rendimento foram
44, 20, 13 e 17% (Tabelas 2, 3 e 4). Estes resultados foram bastante repetitivos nas 4
preparagdes realizadas.

4.1.1. Obtencio do extrato

As condigbes Otimas para a obtengdo do extrato foram previamente
determinadas no laboratério. O extrato (11.500 mL), contendo a enzima solivel,
apresentou 0,606 UE/mL, o que correspondeu a aproximadamente 3 UE/g de
semente, com uma atividade especifica de 0,054 e uma quantidade de proteina total
que equivaleu a 6,4% do total das sementes utilizadas (Tabela 1). Fosfatases acidas
ligadas a parede celular ndo foram extraidas uma vez que nao foi utilizado nenhum
reagente como NaCl ou detergente durante a obtengdo do extrato.

4.1.2. Precipitacio com sulfato de amonio (90%)

O extrato bruto foi tratado com sulfato de amoénio com 90% de saturagfio para
garantir que as fracdes contendo atividade enzimatica pudessem ser precipitadas.
Isto foi conseguido, pois, apds a centrifugagdo, somente cerca de 3% da atividade
presente no extrato foi detectada no sobrenadante. Nesta etapa houve uma pequena
perda da atividade enzimatica (cerca de 12%), mas foi possivel concentrar a amostra,
obtendo-se um volume mais facil para se trabalhar. Conseguimos eliminar nesta
etapa 74% da proteina existente no extrato e a atividade especifica passou de 0,054
para 0,183 UE/mg de proteina. Parte desta proteina, sem atividade enzimatica,
precipitou apds dialise contra agua deionizada, e foi removida por centrifugagio. O
fator de purificagdo nesta fase foi de aproximadamente 3 vezes (Tabela i1). Em
preparagdes anteriores tentou-se realizar fracionamento com sulfato de amoénio, mas
isto ndo foi viavel pois em todos os casos, grande parte da atividade (cerca de 30%)
era perdida.
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Tabela 1

Etapas iniciais da purificacio das Fosfatases Acidas das sementes de soja

quiescentes
Etapa Volume UE Totais Proteina A.E. Purificacio Rendimento
(mL) Total (mg) UE/mg (X) (%)

Extrato Bruto 11.500 6.969 128.108 0,054 I 100
Precipitagio 1.940 6.111 33.297 0,183 3 88
(NH4),50,(90%)
Precipitagio 285 5.386 12.626 0,426 8 77
Cetomca (1:1)
SP-Sephadex AP1 124 1.i28 3.831 0,294 5.4 16

AP2 140 1.015 6.692 0,151 3 15

AP3 132 818 1.496 0,542 10 12
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4.1.3. Precipitacio cetonica (1:1)

A precipitagio cetonica foi de fundamental importancia, pois além de ter sido
possivel concentrar a amostra para que a mesma pudesse ser utilizada em colunas de
cromatografias, sem uma grande perda da atividade enzimética, uma grande parte de
lipidios presente na amostra foi retirada. A amostra foi purificada 8 vezes, 62% da
proteina da fase anterior foi eliminada e a atividade especifica passou de 0,183 para
0,426 UE/mg de proteina (Tabela 1). Parte desta proteina contaminante foi
eliminada apos dialise contra tampédo acetato 0,01 M, pH 5,0 e centrifugacéo.
Quando se utilizou etanol em vez da acetona 50% da atividade era perdida.

4.1.4. Cromatografia em SP-Sephadex

Através da cromatografia em SP-Sephadex foi possivel separar nitidamente
trés fragdes contendo atividade (AP1, AP2 e AP3), coincidentes com trés picos de
proteina. A fragdo AP1 foi eluida com o tampéo de equilibrio (tampao acetato 0,01
M, pH 5,0), sugerindo portanto, que o pl desta enzima ¢ menor ou igual a 5,0. As
fracdes AP2 e AP3, foram eluidas com tampao fosfato 0,05 € 0,3 M, pH 6,0 (Fig. 1).
Normalmente, a eluigdo de proteinas da coluna de troca i6nica € feita pela mudanga
do pH ou da forga i6nica. Neste caso, a eluigdo foi realizada pelo fosfato de acordo
com o método descrito por LAWRENCE & VAN ETTEN, 1981, aproveitando-se a
afinidade que o mesmo tem pela enzima, pois o mesmo ¢ um inibidor competitivo
classico das fosfatases acidas. Isto fez com que as fosfatases presenfes na amostra
fossem eluidas, possivelmente por alteragdo da suas cargas liquidas, e
consequentemente das suas estruturas conformacionais. Este tipo de eluigio ¢
importante pois muitas outras proteinas contaminantes ficaram retidas na coluna.
ApoOs esta cromatografia, as fragdes AP1, AP2 e AP3 apresentaram uma atividade
especifica de 0,294, 0,151 e 0,542 UE/mg de proteina (Tabela 1).

A partir desta etapa a purificagfo das fragoes foi realizada separadamente.

* Para a leitura da absorbancia a 280G nm, as amostras foram diluidas quando a
absorbéncia foi maior que 1, sendo assim, os valores expressos nos cromatogramas nas fases
de purificagio das fracdes foram obtidos apos multiplicagdo pela dilui¢do. Este tipo de
procedimento € utilizado nos trabathos encontrados na literatura de purificagio de fosfatases
acidas (CHAIMOVICH & NOME, 1970; UEHARA et alii, 1974; BASHA, 1984).
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A amostra dialisada e centrifugada apos a precipitagdo cetdnica
contendo cerca de 12.600 mg de proteina foi aplicada a uma coluna de SP-
Sephadex (4,5 x 16,5 cm) equilibrada com tampdo acetato 0,01 M, pH 5,0. O
primeiro pico foi eluido com o tampdo de equilibrio e os outros dois com
gradiente linear descontinuo (tampdo fosfato 0,05 e 0,3 M, pH 6,0), a partir
do tubo 87 e 174, respectivamente. Foram coletados 10 mL/tubo e o fluxo

durante a cromatografia foi mantido em 165 mL/h.



32
4.1.5. Purificacio da fracdo AP1

a- Cromatografia em ConA-Sepharose

Para a fragao AP1, diferentemente das fragbes AP2 ¢ AP3A (veja adiante)
ndo foi realizada cromatografia em DEAE-Sephadex, logo apds a primeira
cromatografia em SP-Sephadex, pois em preparagdes anteriores ficou constatado que
seria mais vidvel fazer primeiramente uma cromatografia em ConA-Sepharose, pois
conseguiamos obter maior atividade da enzima no final da purificagio. Como a
fragio AP1 se ligou a coluna de ConA-Sepharose, pode-se dizer que esta fosfatase ¢
uma glicoproteina ¢ tem na sua por¢do de carboidrato, manose ou glicose, uma vez
que a concanavalina se liga especificamente a estes agiicares. Esta cromatografia foi
muito eficaz pois o fator de purificagdo passou de 5 para 302 vezes e a atividade
especifica de 0,294 para 16,424 UE/mg de proteina, nesta etapa (Tabela 2). Pode-se
ver no perfil cromatografico que uma grande quantidade de proteina foi eluida com
tampdo acetato 0,1 M, pH 5,0, contendo 1 M de NaCl. A alta for¢a i6nica utilizada,
foi para que proteinas ligadas fracamente & coluna fossem eluidas; estas foram
eluidas juntamente com um pico de atividade. O pico contendo atividade foi
descartado pois provavelmente seria contaminagiio de uma das outras fragdes. A
fragfio contendo atividade foi eluida juntamente com uma pequena quantidade de
proteina; esta eluigio foi realizada com o o-metiimanopiranosideo, reagente
amplamente utilizado neste tipo de coluna (Fig. 2). A resina de Concanavalina A
Sepharose tem sido largamente utilizada na purificagiio de fosfatases acidas em
geral, pois quando a enzima que estd sendo purificada se liga 4 esta resina
normalmente se consegue uma aumento significativo no fator de purificagéo e da
atividade especifica (KRUZEL & MORAWIECKA, 1982; PARK & VAN ETTEN,
1986; HEFLER & AVERILL, 1987, BHARGAVA & SACHAR, 1987, DUFFet
ali, 1989)
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Tabela 2

Purificacdo da fracio AP1

Etapa Volume UE Totais Proteina ALE. Purificacio Rendimento
{mL) Total (mg) UE/mg (X) (%)
ConA-Sepharose 13 675 41,09 16,424 302 10(60)
Sephacryl $-200 10 650 2447 26,563 488 9(58)
DEAE-Sephadex 2 500 10,10 49,504 910 7(44)

Os valores entre parénteses nas tabelas de purificacdo das fra¢oes foram
calculados a partir das unidades totais (consideradas como 100% de rendimento)
obtidas na cromatografia em SP-Sephadex, etapa em que houve a separagdo das
fracoes API, AP2 e AP3.
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Figura 2. Cromatografia em ConA-Sepharose 4B (AP1)

A amostra contendo cerca de 3.800 mg de proteina obtida da
cromatografia em SP-Sephadex foi aplicada em uma coluna de ConA-
Sepharose (1,8 x 5,6 cm) equilibrada com tampao acetato 0,1 M, pH 5,0.
Logo apos foi passado na coluna o mesmo tampéo contendo 1 M de NaCl. A
eluigio foi realizada a partir do tubo 45 com tampao acetato 0,1 M, pH 5,0,
contendo 1 M de NaCl, 1 M de glicose ¢ 0.2 M de a-Metilmanopiranosideo.
Foram coletados 12 mL/tubo e o fluxo durante a cromatografia foi mantido

em 60 mL/h.
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b- Cromatografia em Sephacryl-S200

Pelo perfil cromatografico (Fig. 3) péde-se ver que um pico de proteina sem
atividade enzimatica foi eluido logo apos a eluigdo do pico contendo atividade Nesta
etapa, conseguimos eliminar cerca de 40% das proteinas contaminantes da etapa
anterior e também compostos coloridos, possivelmente fendis. O fator de purificagfio
passou de 302 para 488 vezes e praticamente nio houve perda da atividade
enzimatica {(Tabela 2).

c- Cromatografia em DEAE-Sephadex

Esta fo1 a ultima etapa de purificaco da fragio AP1, e obtivemos 10,1 mg de
proteina com fator de purificagao de 910 vezes, uma atividade especifica de 50
UE/mg de proteina e pequena perda da atividade enzimatica (14%) em relagdo a
etapa anterior (Tabela 2). A fracdo contendo atividade foi eluida com
aproximadamente 0,23 M de NaCl (Fig. 4).
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Figura 3. Cromatografia em Sephacryl 5-200

A amostra contendo 41,09 mg de proteina foi aplicada em uma coluna
de Sephacryl §-200 (3.0 x 110 cm), equilibrada com tampao acetato 0,1 M,
pH 5,0 contendo 0,25 M de NaCl. A eluigdo foi realizada com o tampéo de
equilibrio, coletando-se 12 mL/tubo. Durante a cromatografia o fluxo da
corrida foi mantido em 65 mL/h.
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Figura 4.Cromatografia em DEAE-Sephadex

A coluna de DEAE-Sephadex (2,4 x 6,0 cm) foi equilibrada com tampdo tris-
HC10,01 M, pH 7,5. A amostra aplicada nesta coluna continha cerca de 24,0 mg de
proteina. A eluigdo foi realizada aplicando-se gradiente linear de NaCl (0-0,3 M), a
partir do tubo 25. Foram coletados 10 mL/tubo e durante a cromatografia o fluxo da
corrida foi mantido em 165 mL/h.
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4.1.6. Purificacido da fracao AP2

a- Cromatografia em DEAE-Sephadex

Pelo perfil cromatografico obtido, pdde-se constatar que proteinas
contaminantes foram eluidas junto com a fra¢io contendo atividade (Fig. 5). No
entanto, quando a amostra eluida da coluna foi concentrada com sunlfato de amdnio e
dialisada contra tampao acetato 0,01 M, pH 5,0, houve uma perda de cerca de 40%
das proteinas contaminantes em relagdo a etapa anterior, sem nenhuma perda da
atividade enzimatica (Tabela 3).

b- Cromatografia em SP-Sephadex

De acordo com o perfil cromatografico (Fig. 6), pode-se ver que esta etapa foi
eficaz, pois uma quantidade de proteina contaminante juntamente com um pequeno
pico contendo atividade enzimatica foram eluidos com o tampio de equilibrio.
Provavelmente este pico seja contaminacdo da fragdo AP1, uma vez que a mesma
ndo se ligou a esta coluna nas mesmas condigdes em -que foi realizada esta
cromatografia. A eluigdo com gradiente de NaCl também nos permitiu eliminar uma
boa parte da proteina contaminante uma vez que esta foi eluida com uma maior
concentracio de NaCl (Fig. 6). Esta etapa apesar da perda de aproximadamente 40%
da atividade em relag@o a etapa anterior, eliminou cerca de 80% da proteina presente
na amostra aplicada nesta coluna (Tabela 3). A perda da atividade provavelmente
corresponde a atividade do primeiro pico eluido e a parte da atividade do segundo
pico que coinctdiu com o maior pico de proteina, pois os mesmos foram descartados;
¢ a amostra eluida apresentou as mesmas unidades enzimaticas antes e apds de ser
concentrada por ultrafiltracdo.

c- Cromatografia em Sephacryl S-200

A etapa de cromatografia nesta coluna (Fig. 7) foi indispensével pois, apesar
de ter havido perda da atividade enzimatica e uma diminuwigdo do fator de
punificagdo (Tabela 3) conseguimos retirar compostos coloridos, provavelmente
fenois, da amostra.
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Figura 5. Cromatografia em DEAE-Sephadex
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A coluna de DEAE-Sephadex (3,1 x 14,0 cm) foi equilibrada com
tampéo Tris-HClI 0,01 M, pH 7,5. A amostra aplicada nesta coluna continha
cerca de 6.690 mg de proteina. A fragdo contendo atividade foi eluida com o
mesmo tampdo de equilibrio contendo 0,15 M de NaCl, a partir do tubo 64.

Foram coletados 10 mL/tubo e o fluxo da corrida foi mantido em 165 mL/h.
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Tabela 3

Purificacio da fracio AP2

Etapa Volume UE Proteina AE. Purificacio Rendimento
(mL) Totais Total (mg) (UE/mg) {X) (%)
DEAE-Sephadex 83 1.044 3.780 0,276 5 15(100)
SP-Sephadex 13 620 659 0,940 17 9(61)
Sephacryl §-200 30 314 581 0,540 10 5(31)

DEAE-Sephadex 24 240 24.5 9,803 180 3(20)
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Figura 6. Cromatografia em SP-Sephadex

A coluna de SP-Sephadex (2,7 x 9,2 cm) foi equilibrada com tampéo
acetato 0,01 M, pH 5,0. A amostra utilizada nesta cromatografia continha
cerca de 3.780 mg de proteina. A eluigdo foi feita aplicando-se um gradiente
linear de NaCl (0-0,3 M) a partir do tubo 47. Foram coletados 10 mL/tubo ¢
durante a cromatografia o fluxo da corrida mantido em 165 mL/h.
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Figura 7. Cromatografia em Sephacryl $-200

A coluna de Sephacryl §-200 (3 x 110 cm) foi equilibrada com tampéo
acetato 0,1 M, pH 5,0, contendo 0,25 M de NaCl. Aplicou-se nesta coluna
uma amostra contendo cerca de 650 mg de proteina. A eluig#o foi realizada
com o tampio de equilibrio, foram coletados 12 mL/tubo € o fluxo durante a

cromatografia mantido em 65 mL/h.
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d- Cromatografia em DEAE-Sephadex

O equilibrio da coluna, foi feito com tampéo fosfato 0,01 M, pH 6,0, com o
objetivo de que a fosfatase ndio se ligasse a coluna, diferentemente das proteinas
contaminantes. Este objetivo foi alcangado, pois pelo perfil cromatografico (Fig. 8),
um pico de atividade foi eluido durante a lavagem (pelo efeito da afinidade da
enzima pelo fosfato e possivelmente também pelo efeito do pH, pois em pH 6,0, a
enzima apresentaria carga liquida com um carater menos negativo). As proteinas
contaminantes s6 foram eluidas com uma concentragio de fosfato de cerca de 0,2 M
(Fig. 8). A eficacia desta cromatografia, pdde ser vista pelo aumento expressivo do
fator de purificagdo, que aumentou de 10 para 180 vezes (Tabela 3). Obteve-se nesta
etapa final, 24,5 mg de enzima contendo 240 unidades totais, com atividade
especifica de 10 (Tabela 3).
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Figura 8. Cromatografia em DEAE-Sephadex

A colima de DEAE-Sephadex (2,7 x 9,2 cm) foi equilibrada com tampdo
fosfato 0,01 M, pH 6,0. Foi aplicada nesta cromatografia uma amostra contendo
cerca de 580 mg de proteina. O pico contendo maior atividade foi eluido com o
tampio de equilibrio e o outro pico com gradiente de fosfato (0,01-0,5 M) a partir do
tubo 58. Foram coletados 10 mL/tubo e um fluxo de 165 mL/h foi mantido durante a

cromatografia.
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4.1.7. Purificacao das fracbes AP3A e AP3B

a- Cromatografia em DEAE-Sephadex

Esta cromatografia permitiu-nos separar a fragio AP3 em duas fragdes (AP3A
¢ AP3B), a primeira foi eluida com o tamp&o de equilibrio ¢ a segunda, com tampdo
Tns-HCl 0,01 M, pH 7,5, contendo 0,15 M de NaCl (Fig. 9). A fragdo AP3A
apresentou 261 unidades totais € a AP3B 127 e em relagfio a UE totais da amostra
aplicada nesta coluna, houve uma perda de cerca de 50% (Tabela 4). Parte da
atividade foi perdida quando as fragdes AP3A e AP3B foram concentradas por
ultrafiltragfio, pois antes de serem concentradas as duas fragbes apresentaram cerca
de 350 e 230 UE totais, respectivamente. A outra parte da atividade provavelmente
foi perdida durante a cromatografia.

b- Cromatografia em SP-Sephadex

As fragdes AP3A e AP3B foram submetidas 4 cromatografia em SP-Sephadex
(Figs. 10 e 11). Esta coluna para a fragdo AP3A n#o apresentou um resultado muito
satisfatorio, uma vez ndo houve aumento da atividade especifica e consequentemente
do fator de punificagio (Tabela 3). Ja para a fracdo AP3B, conseguimos aumentar a
atividade especifica de 0,776 para 3,96, e o fator de purificagdo passou de 14 para
73 vezes (Tabela 4).
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Figura 9. Cromatografia em DEAE-Sephadex

A coluna de DEAE-Sephadex (3,1 x 14 cm) foi equilibrada com
tampdo Tris-HCI 0,01 M, pH 7,5. A amostra aplicada na coluna continha
cerca de 1490 mg de proteina. O primeiro pico contendo atividade
enzimatica (AP3A) foi eluido com o tampdo de equilibrio € o segundo
(AP3B) com o mesmo tampdo contendo 0,15 M de NaCl, a partir do tubo 64.
Foram coletados 10 mL/tubo € o fluxo durante a cromatografia foi mantido
em 165 mL/h.
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Tabela 4

Purificacdo das fracoes AP3A e AP3B

Etapa Volume UE Proteina A.E. Purificacio Rendiment(
{mL) Totais Total (mg) (UE/mg) (X) (%)
DEAE-Sephadex AP3A 62 261 375 0,695 13 4(32)
AP3B 65 127 163 0,776 .14 2(16)
SP-Sephadex AP3A 2 109 129 0,842 15 1,6(13)

AP3B 2 140 35 3,960 73 217)
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Figura 10. Cromatografia em SP-Sephadex

O primeiro pico contendo atividade eluido da coluna de DEAE-
Sephadex apds ser concentrado por ultrafiltragdo, foi aplicado em uma coluna
de SP-Sephadex (2,7 x 9,2 cm) equilibrada com tampéo acetato 0,01 M, pH
5,0. A amostra continha cerca de 370 mg de proteina. A eluigao foi realizada
aplicando-se um gradiente de fosfato (0-0,5 M), a partir do tubo 32, foram
coletados 10 mL/ubo € o fluxo durante a cromatografia foi mantido em 165



UE x mL"

4.5

G4

9,3

0,2

0,4

5,0

H ¥ i 7 i ¢ H i 3
- —&—— A 280 nm % - 3,8
- —o—UExmL! | It AP3B
il
- R 1 0
s_eﬁ\@;@aﬁ%/ 03
B f _,"x{"’@i - 0,3
: R
AN —
o/ i =
. & _"l ;___ 1 i § b 932
- & / / 1 \ =
- ; / ] V@ - 0,1
Muwﬁwmmm”?wﬁﬂ L
B § { : 3 ; - 6,0
O 20 4C &0 80
Tubos

Figura 11. Cromatografiz em SP-Sephadex
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A coluna de SP-Sephadex (2,4 x 6,0 cm) foi equilibrada com tampéo
acetato 0,01 M pH 5,0. Amostra aplicada (proveniente do segundo pico
eluido na cromatografia em DEAE-Sephadex) nesta coluna continha cerca de
160 mg de proteina. A eluigiio foi feita com gradiente linear de NaCl (0-0,3

M), a partir do tubo 26, foram coletados 10 mL/tubo e o fluxo da comda

mantido em 165 mL/h durante a cromatografia.
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Pelas cromatografias de troca idnica pdde-se ver que as 4 fosfatases acidas
das sementes de soja apresentam valores de pl diferentes, uma vez que tiveram
comportamentos de eluigdes diferentes nestas colunas. Das 4 fragdes, a APl
apresentou um menor pl (igual ou menor que 5), uma vez que a mesma ndo se ligou
a coluna de SP-Sephadex (Fig. 1); na literatura ha relato de fosfatases de planta com
valores de pl menores que 5 (DUFF et alii, 1994). As fragdes AP2 ¢ AP3B
apresentaram comportamento semelhante nas colunas de SP-Sephadex e DEAE-
Sephadex, porém é possivel que a fragio AP2 tenha um pl menor que a AP3B, uma
vez que na primeira coluna de SP-Sephadex a mesma foi eluida com uma menor
concentracdo de fosfato indicando que a sua ligagdo na resina foi mais fraca. Ja a
fragio AP3A possivelmente apresenta o pl mais alto das 4 fragdes, pois ndo se ligou
a coluna de DEAE-Sephadex equilibrada com tampdo tris-HCl, pH 7,5, indicando
que nestas condigdes esta fragdo estava com carga liquida positiva. A tabela abaixo
mostra a possivel faixa onde se encontra o pI de cada fragdo, baseando-se no perfil
cromatografico obtidos nas condigdes em que foram realizadas as cromatografias de
de troca idnica.

Tabela 5 - Faixa de pH onde possivelmente se encontra o pl das fragdes
AP1, AP2, AP3A ¢ AP3B

Fracdes SP-Sephadex DEAE-Sephadex Faixa de pH onde se

(pH 5,0) {pH 7,0) encontra o pl
AP1 - + pl £5,0
AP2 + + S<pl<75
AP3A + - pl275
AP3B + + 5<pl<75
(+) - retida

(-) - ndo retida
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4.2. Determinacio da massa molecular
4.2.1. Através de filtracdo em gel

O perfil de eluigio das 4 fragdes na cromatografia em gel, utilizando-se
coluna SW 300 (Waters Protein Glass) nos mostra que as fragdes AP2, AP3A ¢
AP3B apresentaram um pequeno pico de proteina sem atividade enzimética eluido
logo ap6s o pico que apresentou atividade (Figs. 12, 13 e 14), no entanto, todas as 4
fracdes mesta cromatografia apresentaram somente um pico contendo atividade
fosfatasica (Figs. 12, 13, 14 e 15). O calculo da Mr foi obtido através do grafico log
Mr x TR/TRo (fig. 16). A Mr das fragdes AP1, AP2, AP3A e AP3B foi de 51.000,
58.000, 52.000 e 30.000, respectivamente.

4.2.2. Através de eletroforese PAGE-SDS

Através desta eletroforese (Fig. 17) ndo foi possivel determinar a Mr das
fragdes uma vez que foram detectadas varias bandas de proteinas. O aparecimento
de mais de uma banda de proteina no gel ja era esperado para as fragdes AP2 (géis 3
e 4), AP3A (géis 5 e 6) ¢ AP3B (géis 7 e 8), uma vez que na cromatografia de
filtragdio em gel foi constatado a presenga de proteinas contaminantes. A fragio AP1
(géis 1 e 2), também apresentou varias bandas de proteinas; parte destas bandas pode
ser devido ao fato desta fragfo ser uma glicoproteina. Alguns autores ja relataram
que glicoproteinas normalmente apresentam heterogeneidade de migragdo em géis
de eletroforese possivelmente devido a formacio de agregados entre as moléculas de
proteinas, causados por seus residuos de carboidratos (MORRIS et ali1i, 1989;
KANEKO et ahii, 1990).
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Figura 12. Cromatografia em filtraciio em gel - AP2

Uma aliquota da fragio AP2 contendo 50 pg foi aplicada & uma coluna
SW 300 Waters Protein Glass, acoplada a um sistema de LC e equilibrada
com tampio acetato 0,1 M, pH5,0, contendo 0,25 M de NaCl. A eluigo foi
realizada com o mesmo tampdo e foram coletados 0,5 mL/tubo e fluxo
durante a cromatografia foi mantido em 0,1 ml/minuto. A coluna foi pré-
calibrada com os seguintes marcadores de Mr: BSA (67.000), Ovalbumina
(43.000) e Quimotripsinogénio (25.000).
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Figura 13. Cromatografia de filtragiio em gel - AP3A

Uma aliquota da fragio AP3A contendo 50 pg foi aplicada & uma
coluna SW 300 Waters Protein Glass, acoplada a um sistema de ILC e
equilibrada com tampao acetato 0,1 M, pH5,0, contendo 0,25 M de NaCl. A
eluigéo foi realizada com o mesmo tampio e foram coletados 0,5 mL/tubo €
fluxo durante a cromatografia foi mantido em 0,1 mVminuto. A coluna foi
pré-calibrada com os seguintes marcadores de Mr: BSA (67.000),
Ovalbumina (43.000) e Quimotripsinogénio (25.000).
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Figura 14. Cromatografia de filtracio em gel - AP3B

Uma aliquota da frago AP3B contendo 50 pg foi aplicada a uma
coluna SW 300 Waters Protein Glass, acoplada a um sistema de LC e
equilibrada com tamp@o acetato 0,1 M, pH5,0, contendo 0,25 M de NaClL. A
eluigio foi realizada com o mesmo tampio ¢ foram coletados 0,5 mL/tubo e
fluxo durante a cromatografia foi mantido em 0,1 mVminuto. A coluna foi

pré-calibrada com os seguintes marcadores de Mr: BSA (67.000),
_()valbmnina (43.000) e Quimotripsinogénio (25.000).
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Figura 15. Cromatografia de filtraciio em gel - AP1

Uma aliquota da fragdo AP1 contendo 50 pg foi aplicada & uma coluna
SW 300 Waters Protein Glass, acoplada a um sistema de LC e equilibrada
com tampdo acetato 0,1 M, pH5,0, contendo 0,25 M de NaCl. A eluigdo foi
realizada com o mesmo tampdo ¢ foram coletados 0,5 ml/tubo e fluxo
durante a cromatografia foi mantido em 0,1 ml/minuto. A coluna foi pré-
calibrada com os seguintes marcadores de Mr: BSA (67 kDa), Ovalbumina
(43 kDa) e Quimotripsinogénio (25 kDa). :
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Figura 16. Determinacio da massa molecular relativa por

filtracio.
A Mr foi determinada pela filtragiio em gel na coluna SW 300 Waters

Protein Glass, acoplada a um sistema de LC. Foram utilizados os seguintes
marcadores de Mr: BSA  (67.000), Ovalbumina (43.000) e
Quimotripsinogénio (25.000).
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Fig e —agyra 17. Eletroforese em PAGE-SDS das fracoes APY (géis 1 e
2), AP2 (mE=——m—+<¢is 3 ¢ 4), AP3A (géis S ¢ 6) e AP3B (géis 7 ¢ 8)

Ass- <ondigdes de corrida foram descritas em métodos 3.2.7.2. Utilizou-
se 50 e ———==5 pg das 4 fragbes e os seguintes marcadores de Mr (M): a-
fosforilass. eme=— (97.400), b- BSA (66.000), c- Ovalbumina (45.000) e d- anidrase
carbonicemms. = (29.000)
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4.3. Estudos Eletroforétices

4.3.1. Eletroforese em condicdes niio desnaturantes

A Fig. 18 mostra a eletroforese realizada em condigdes ndo desnaturantes em
pH 5,0, das fragoes AP1 e AP2. Nos géis A e C foi aplicada a fragio AP1, a qual
nfo entrou no gel uma vez que ndo houve aparecimento de nenhuma banda tanto no
gel corado para proteina (gel A) como no corado para atividade (gel C).
Provavelmente esta fragdo apresentou carga liquida neutra ou negativa em pH 5,0, o
que impediu a sua migragdo no gel. J4 a fragdo AP2 apresentou uma banda na
coloragdo para proteina (gel B) que coincidin com a outra obtida na coloragéo para
atividade. A outra banda presente no gel B foi1 devido a fucsina, utilizada como
marcador da corrida, pois mesmo antes de ser realizada a coloragdo para proteina
esta banda ja era visivel no gel. A banda referente a fucsina néo apareceu quando a
fragdo AP1 foi aplicada e ndo migrou, e nem quando foi aplicada sozinha no gel
(demais géis ndo marcados com letras).

A fragdo AP3A apresentou mais de uma banda tanto na coloragdo para
proteina como na coloragdo para atividade (géis A e C). Ja a fracio AP3B
apresentou pelo menos 3 bandas de proteina (gel B) ¢ somente uma banda fo1
verificada no gel corado para atividade (gel D) - (Fig. 19).

A Fig. 20 mostra a eletroforese em condi¢des ndo desnaturantes em pH 8,3. A
fragio AP1 foi aplicada nos géis A e C, sendo que o gel A corado para proteina
apresentou uma banda difusa que coincidiu com a banda presente no gel C que foi
corado para atividade. Verificou-se ainda proximo ao topo do gel A uma banda de
proteina contaminante. No gel B onde foi aplicada a fragdo AP2 e feita coloragio
para proteina observou-se duas bandas; a mais nitida coincidiu com a banda de
atividade obtida no gel D.
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Figura 18. Eletroforese em condicdes nio desnaturantes em pH 5,0
das fracdes AP1 (géis Ae C)e AP2 (géis Be D)

As amostras foram coradas para proteina {(géts A e B) ¢ atividade
enzimatica (géis C e D). A quantidade de amostra aplicada foi: gd A 25 ug
AP1, gel B 40 pg AP2, gel C 50 pg AP1 e gel D 100 pg AP2. Ascondi¢les
de corrida foram descritas em métodos 3.2.8.
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Figura 19. Eletroforese em condi¢des niio desnaturantes em pH 5,0
das fracdes AP3A (géis AeC)e AP3B (géisBe D)

As amostras foram coradas para proteina (géis A e B) ¢ atividade
enzimatica (géis C e D). A gquantidade de amostra aplicada foi gel A 50 pg
AP3A, gel B 50 ug AP3B, gel C 100 pg AP3A e gel D 80 pg AP3B. As
condig¢des de corrida foram descritas em métodos 3.2.8.
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Figura 20. Eletroforese em condi¢des nio desnaturantes empH 8,3
das fracoes AP1 (géis A e C)e AP2 (géis Be D)

As As amostras foram coradas para proteina (géis A e B) e atividade
enzimatica (géis C e D). A quantidade de amostra aplicada foi: gel A 25 pg
API1, gel B 50 pg AP2, gel C 100 pug AP1 e gel D 100 pg AP2. As condigdes
de corrida foram descritas em métodos 3.2.8.
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A fragio AP3A foi aplicada nos géis A e C (Fig. 21) os quais foram corados
para proteina e atividade, respectivamente. Verificou-se a presenga de uma banda
em cada um dos géis. Este mesmo resultado foi obtido para os géis B, corado para
proteina e D, corado para atividade, onde foi aplicada a fragdo AP3B.

4.3.2. Eletroforese em condicoes desnaturantes (coloraciio
para carboidrato)

Esta eletroforese foi feita com o objetivo de verificar se as fragdes AP2,
AP3A e AP3B também seriam glicoproteinas, pois durante a purificacfio, constatou-
se que a fragdo AP1 € uma glicoproteina, pelo fato da mesma ter se higado a resina
de Concanavalina A-Sepharose. De acordo com os resultados obtidos (Fig. 22)
provavelmente a exemplo de AP1 (gel A), as outras 3 fragbes sejam glicoproteinas,
pois foi verificado presenga de bandas similares (géis B, C ¢ D). Uma vez que as 4
fracdes ndo foram purificadas até a homogeneidade, ndo se pode descartar o fato de
que parte dos carboidratos presentes possa ser proveniente de alguma proteina
contaminante.
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Figura 21. Eletroforese em condigdes nio desnaturantes em pH 8,3
das fracoes AP3A (géis A e C) e AP3B (géis Be D)

As amostras foram coradas para proteina (géis A e B) e atividade
enzimatica (géis C e D). A quantidade de amostra aplicada foi gel A 50 pg
AP3A, gel B 50 pg AP3B, gel C 150 ug AP3A ¢ gel D 150 ug AP3B. As
condi¢des de corrida foram descritas em métodos 3.2.8.
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Figura 22. Eletroforese em condicies desnaturantes das fracoes
API (gel A), AP2 (gel B), AP3A (gel C) e AP3B (gel D)

As amostras foram coradas para carboidratos. As condigdes de corrida
foram descritas em métodos 3.2.7.2. ¢ a coloragdio 3.2.8. Utilizou-se 50 pg
das 4 fragoes.
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4.4. Estudos Cinéticos

4.4.1. Efeito do tempo de incubacio

O estudo da influéncia do tempo de incubag@o (Fig. 23) nos mostra que a
reagdo ¢ linear até 60 minutos, para todas as fragdes. Este resultado foi importante,
pois mostrou que estas fosfatases mantinham uma atividade proporcional em uma
larga faixa de tempo de incubagio. Nos experimentos cinéticos foi mantido o tempo
de 10 minutos.

4.4.2. Efeito da concentracio da enzima

Para todas as fragdes, houve uma grande proporcionalidade entre a
concentragio da enzima utilizada no experimento e a velocidade da reagdo (Fig. 24).
Nos experimentos cinéticos serdio utilizadas concentragdes de enzima de 0,12, 1,0,
6,4 ¢ 4,4 g o que corresponde a cerca de 0,08 unidades enziméticas, as quais nos
permitiram obter valores de absorbancia em torno de 0,3-0,4.

4.4.3. Efeito do pH

Estudando-se o efeito do pH para as 4 fracdes, pode-se constatar que para a
fragio AP1, a atividade foi otima numa faixa de pH de 4.5-5,0 (Fig. 25);
considerando-se como 100% a atividade neste intervalo de pH, nos valores de pH
4.0, ¢ 5,5, a enzima ainda manteve aproximadamente 60% da atividade. As fragGes
AP2 e AP3A, apresentaram pH 6timo em torno de 6,0. Em pH acima de 6, a fragdo
AP3A mostrou ser mais ativa que a AP2. Assim, no pH 8, onde a fracdo AP2 nfo ¢
mais ativa, a fragio AP3A ainda mostra 48% de atividade. A fragio AP3B, apesar de
ter apresentado um pH o6timo entre 5.1 e 5.5, ainda mantinha cerca de 50% da
atividade nos valores de pH 4,0 e 8,0. Resultados semelhantes foram obtidos para a
fosfatase acida das folhas de tabaco (SHAW, 1966) e fosfatase acida purpura
secretada por células da soja em cultura (LEBANSKY et al., 1992), as quais
mantiveram cerca de 80 % da atividade numa ampla faixa de pH 5,0-7,0. No geral,
as 4 fragdes de soja apresentaram valores de pH 6timo compativeis aos normalmente
encontrados na literatura (STASWICK, 1994; KANEKO et alii,1990; CHING, LIN
& METZGER, 1987).
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Figura 23. Efeito do tempo de incubagiio na atividade das
fosfatases acidas.

O ensaio foi realizado conforme descrito em métodos (3.2.1a),
utilizando o p-NPP (5SmM) como substrato. A reagéio foi iniciada pela adigdo
da enzima (0,08 pmol/min) e o tempo de reagdo foi de 10 minutos.



(405 nmi

sorbancia

Aog

Ahagorbénoia {40% am)

a8

T2

hEY

0.8

a5

U4

02

ksl

67

T T T T T T ¥ F T
-
L - i
" 4
-
yd
T 4 —
- ,// R P .
e =
d g
e =
e -
N e p - E
ol
&
, w
kel
= :
- y - E -
= E
#
/é/é
: : : . . : ;
o 00 200 306 480 S0 &0 T v z 4 [ 2 0 12
e e
{51 ng
¥ T T t T T ] 7 T
] A
c

o
e b ,///
P yd k S ik - E
- - s
A = A
s yd
;/ . ij /'?Z‘
f/ 2 ash §§ E
- B § ?-x'
L i A
’;s&
aob /§' |
- g
) L £ EH i El i . . ) N
i 5 3] 18 o] oS 30 35 G 3 148 15 0 2%

Figura 24. Efeito da concentraciio da enzima.

Q ensaio foi realizado conforme descrito em Métodos (3.2.1a)
utilizando o p-NPP como substrato (SmM) e tempo de reagio de 10 minutos.
A reagdo foi iniciada pela adigdo do substrato. A - AP1, B- AP2, C- AP3A e
D - AP3B.
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Figura.25. Efeito do pH na atividade das enzimas

O ensaio foi realizado conforme descrito em Método (3.2.1.a),
utilizando o p-NPP (5 mM) como substrato € tempo de reagéo de 10 minutos.
Os tampdes utilizados na concentragéo de 100 mM, foram: Glicina (pH 2,5 ¢
9,0), Acetato (pH 4,0-5,5), Bis-Tris ( pH 6,0), Imidazol (pH 7,0 ¢ 8,0).
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4.4.4. Estudo da especificidade por substrato

Neste experimento procurou-s¢ utilizar o maior namero de compostos
fosforilados disponiveis, principalmente os potencialmente fisiologicos. As 4 fragles
de soja apresentaram uma ampla especificidade (Tabela 6), como é comum
acontecer com fosfatases acidas de planta (KAWABE, SUGIURA, TERAUCHI &
TANAKA, 1984; BASHA, 1984; De-KUNDU & BANERIJEE, 1990; BISWAS &
CUNDIFF, 1991). Comparando as 4 fosfatases, as fracoes AP1 ¢ AP2 foram mais
especificas do que a AP3A e AP3B (Tabela 6). Dos compostos fosforilados testados
em relacdo ao p-NPP, as primeiras hidrolisaram 33% dos mesmos com uma
atividade acima de 50%. Ja as outras duas fragdes, hidrolisaram 90% dos compostos
testados, também com atividade acima de 50%. Nenhuma das fragdes hidrolisou o
fitato, eliminando-se assim possiveis contaminagdes das fragbes com fitases,
enzimas normalmente presentes em plantas (GIBSON & ULLAH,1988). Apesar da
alta atividade de todas as fragdes para o PPi, a hipotese de se tratar de pirofosfatases
foi afastada por trés motivos: a presenga de cation, normalmente o Mg®", ¢é
necessaria para a reagdio catalisada pela pirofosfatase, as mesmas sdio bastante
especificas e normalmente ndo sdo inibidas pelo fluoreto (POPLI and SINGH,
1977). Portanto, as 4 fragGes nfio sdo pirofosfatases pois ndo apresentaram nenhuma
das caracteristicas mencionadas acima (veja adiante).

4.4.5. Determinaciio de Km ¢ Vmax,

O efeito da concentragdo do substrato foi verificado para o p-NPP, Tyr-P e
PPi. A escolha destes compostos, baseou-se no fato de que os mesmos foram
altamente hidrolisados pelas 4 fragSes ¢ também pela possibilidade dos dois Gitimos
serem substratos fisiologicos. A determinagiio de Km e Vmax foi determinada
variando-se a concentragdo dos substratos de 0,05 até 20 mM. Todas as fosfatases
apresentaram uma curva tipica de Michaelis-Menten, para esses substratos testados.
Normalmente a velocidade maxima era atingida com concentragdes dos substratos
de cerca de 2 mM. Nos demais ensaios cinéticos as concentragdes dos substratos
foram fixadas em 5 mM. Os pardmetros cinéticos, Km e Vmax, foram calculados
graficamente (LINEWEAVER-BURK, 1934) (Tabela 7).

Em relagdo aos valores de Km, para o p-NPP, que ¢ o substrato comumente
utilizado nos estudos de fosfatases, as 4 fraghes apresentaram valores ndo muito
diferentes entre si e proximos aos citados na literatura ( 0,56 mM - embrnido de
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algoddio - BHARGAVA & SACHAR, 1983; 0,07 mM - cotilédones de soja -
ULLAH & GIBSON, 1988; 0,3 mM - suspensdo de células da soja - LEBANSK et
al, 1992; 0,2 mM - semente de papoula - CHUNG and POLYA, 1992). A fracéo
AP1 apresentou valores de Vmax maiores que as demais fragdes. A fragiio AP3A
parece ter uma maior afinidade pelo substrato p-NPP. Para o PPi, a fragio AP2,
apresentou uma Km maior que as outras fragdes. No caso da Tyr-P, as fragdes APl e
AP2 apresentaram uma Km 10 vezes maior (1,14 mM) do que as outras duas (AP3A
- 0,19 e AP3B - 0,17). Este resultado ¢ interessante, pois o baixos valores de Km
obtidos para as fragGes AP3A e AP3B podem sugerir um papel fisiologico para estas
enzimas uma vez que as mesmas poderiam regular a atividade de outras enzimas por
desfosforilagfio. Além disso os valores de Km para Tyr-P foram diferentes daqueles
obtidos para fosfatases de origem animal, as quais apresentaram baixa afinidade por
este substrato (Km de 14 mM para FAc do coragdo bovino - ZHANG & VAN
ETTEN, 1990; Km de 7,9 mM para FAc do rim bovino - GRANIJEIRO, 1994;),
além disto, as fragdes AP3A e AP3B, apresentaram praticamente a mesma afinidade
para os substratos PPi e Tyr-P. A afinidade da fragdo AP3B pelo PPi e Tyr-P foi
cerca de 2 vezes menor que para o p-NPP

Uma reacio enzimatica é melhor analisada através da chamada eficiéncia
catalitica, que ¢ a razéio entre a Vo, ¢ a Km. Assim, por exemplo, apenas pelos
valores de Vmax, as fragdes AP2 e AP3B sfo aparentemente similares. No entanto,
esta iltima € muito mais eficiente devido aos valores mais baixos de Km para os
substratos estudados. Pela tabela 6 pode-se observar ainda que, das 4 fragdes
enzimaticas, a AP2 ¢ menos eficiente, 0 que ndo se poderia concluir apenas pelos
valores de Vmax ou de Km.

A eficiéncia catalitica das 4 fragdes com relagdo aos trés substratos estudados
pode ser listada da seguinte forma:

AP1 - p-NPP > PPi > Tyr-P
AP2 - p-NPP> Tyr-P = PPi
AP3A - PPi > p-NPP = Tyr-P

AP3B - p-NPP > Tyr-P = PPi



Tabela 6

Especificidade pelo Substrato

Atividade Relativa (%)
Substrato (5 mM)
AP, AP, AP3, AP3y
Tirosina-P 82(+3) 80(xl) 83(%3)  86(%1)
Serina-P 24(+1) 42(x2) 67(x1)  59(x2)
B-Naftil-P 85.(#3) T6(x1) 108(¥2)  92(%1)
FMN 32(12)  14(E2) 41(#2)  49(2)
Pirofosfato 67.(£3) 81(F3) 96(4) 78 (£2)
B-Glicero-P 31(+1)  36(xD)  77(1)  67(X2)
a-Glicero-P 33.¢1)  22(#2) 59(%2) 59 (x1)
Ac. Fitico 10.(x1) 3(+1)  14(k1) 17 (1)
Glicose 1-P 9x1)  T(1) 471 44D
Glicose 6-P 28.(x1)  6(x1) S4(x1)  56(32)
AMP 20(x1)  12(x1)  56(%2) 53 (12)
Frutose 6-P 35(£2) 14(x2) 55(%2) 57 (1)
Frutose 1,6 di-P 31 (1)  22(x1) 58(X3)  62(34)
Ac. P-Glicurdnico 55(#3)  33(x1) 82(%1) 72 (13)
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A atividade enzimatica foi considerada 100% com o p-NPP como substrato. Os

ensaios enzimaticos foram realizados como descrito em métodos 3.2. 1b.0s

valores entre parénteses sio referentes ao desvio padréo.



Tabela 7

Parametros Cinéticos
Fracio  Substrato Vmix Km (mM) Vmix /Km
{(pmol/min)
AP1 p-NPP 114,50 (14) 0,49 (10,02) 233,67 (13)
PPi 72,80 (£5) 0,51 (10,03) 142,74 (14)
Tyr-P 89,88 (12) 1,14 (0,06) 78,84 (12)
AP2 p-NPP 21,82 (1) 0,38 (0,02) 57,52 (12)
PPi 20,09 (+1) 1,33 (10,10) 15,71 (1)
Tyr-P 21,05 (+2) 1,14 (10,11) 18,46 (+2)
AP3A p-NPP 37,04 (x2) 0,20 (10,01) 185,20 (13)
PPi 37,18 (13) 0,16 (10,01) 232,37 (12)
Tyr-P 34,70 (+2) 0,19 (10,02) 182,63 (+2)
AP3B p-NPP 16,37 (1) 0,086 (10,01) 190,13 (+2)
PPi 15,63 (+1) 0,17 (+0,03) 91,94 (+1)
Tyr-P 16,01 (£1) 0,17 (10,02) 94,18 (+2)

Os parametros cinéticos foram determinados através dos graficos dos duplos
reciprocos de LINEWEAVER-BURK de acordo com o método 3.2.1.b.
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4.4.6. Efeito da temperatura na atividade das fosfatases

Neste ensaio foi feito um controle para cada temperatura, sendo portanto que
a hidrolise térmica do p-NPP foi descontada e os resultados obtidos sdo referentes &
hidrolise enzimatica deste substrato. A Fig. 26 mostra o efeito da temperatura na
atividade das fosfatases acidas. Este resultado foi bastante interessante, pois nenhum
trabalho na literatura cita fosfatases com alta atividade em temperatura acima de
60°C: algodio (50 °C) - BHARGAVA & SACHAR, 1987; cotilédone de soja (60
°C) - ULLAH & GIBSON, 1988. As 4 fra¢des apresentaram alta atividade
enzimética numa temperatura em torno de 80°C. Nio foi possivel determinar a
temperatura na qual houvesse queda da atividade, pois realizamos um experimento a
90°C e a atividade ainda foi maior que a 80 °C, s6 que nesta temperatura a hidrélise
espontinea do p-NPP foi grande (Fig. 27). A hidrélise ndo enzimética do substrato a
90 °C, além de poder modificar a sua concentragio inicial (SmM) no meio de ensaio,
teria um problema adicional que seria o alto valor da absorbancia do controle, o que
dificultania o acerto do “zero”no espectrofotdmetro.

Apesar das 4 fragbes terem apresentado alta atividade a 80 °C, os ensaios
cinéticos foram feitos a 37 °C a fim de comparar os nossos resultados com os
descritos na literatura, que geralmente sfo realizados nesta temperatura.

4.4.7. Inativaciio térmica das fosfatases

A Fig 28 mostra a inativagdo térmica das 4 fosfatases quando pré-incubadas
em diferentes tempos em tampio acetato 0,1 M, pH 5,0 a 80 °C. Pode-se observar
que as enzimas sdo praticamente inativadas em menos de 5 min quando pré
incubadas a 80 °C. A presenga do substrato no meio de incubagiio protege as
enzimas desta inativagiio, uma vez que nesta temperatura, as fosfatases apresentaram
alta atividade (Fig. 27). Resultado semelhante foi obtido por ULLAH & GIBSON
(1988) para a fosfatase acida de cotilédones de soja, a qual apresentou atividade
méxima a 60 °C, no entanto, quando pré-incubada & 68 °C foi totalmente inativada.
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Figura 26. Efeito da temperatura na atividades das fosfatases
acidas

O ensaio foi realizado conforme descrito em métodos 3.2.1.a,
utilizando o p-NPP (5 mM) como substrato e a reagfio paralisada apés 10
minutos.
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Figura 27, Efeito da temperatura sobre o p-NPP

O p-NPP foi incubado juntamente com tampéo acetato 0,1 M, pH 5,0,
num volume final de 1 mL a diferentes temperaturas por 10 minutos, logo
apos foi adicionado NaOH 1M e a absorbancia medida a 405 nm.
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Figura 28. Inativaciio térmica das fosfatases dcidas

A enzima foi pré incubada a 80 °C nos tempos indicados e depois
deixada a 0 °C logo apos a atividade foi determinada conforme descrito em
Métodos (3.2.1.a), iniciando-se a reagdo com o subtrato p-NPP (5SmM). A
atividade enzimatica, sem pré-incubagéo, foi considerada 100%.
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4.4.8. Efeito de ions metalicos

Os metais foram testados em 3 concentragdes diferentes (0,1, 1 ¢ 10 mM)
para que s€ OS mesmos tivessem algum efeito, houvesse a possibilidade de
determinar se o efeito seria dose dependente (Tabela 8). Os ions metélicos foram
acrescentados ao meio de ensaio e a atividade residual foi determinada conforme
método 3.2.1.a. A atividade relativa foi calculada como uma percentagem daquela
obtida na auséncia do jon.

A escolha dos metais utilizados neste ensaio foi baseada na literatura, e pode-
se separa-los em dois grupos: 0s que geralme;tte inibem as fosfatases acidas por se
ligarem aos grupos -SH livres (Cu®", Zn”' e Fe’") e os que as vezes tém um efeito
ativador (MORAWIECKA et al, 1992) ou que na maioria das vezes ndo apresentam
efeito nenhum (Mn®",Ca®’, Mg® e K'). A importdncia de se testar o Mg*" por
exemplo, € que o mesmo tem que estar presente no meio de reagiio para que enzimas
como pirofosfatases e fosfatases alcalinas se tornem ativas (KRISHNAN &
GNANAM, 1988; MAYER et alii, 1961), o que torna possivel diferenciar essas
enzimas de fosfatases acidas.

No caso especifico das 4 fragdes das sementes de soja o Mn?', Ca®>, Mg® e
K™ nio tiveram nenhum efeito. Uma exceglo foi a ativagdo da AP3A ¢ AP3B pelo
potassio, independentemente da concentragdo utilizada. Além disto, houve uma
ativacdo da AP3B, pelo 7Zn”" pa concentragdo de 0,1 mM; concentragOes mamres
deste metal inibiram as 4 fragdes enzimaticas. As fragdes foram inibidas por Cu®,
partir da concentragiio de 1 mM; somente a fragio AP2 foi inibida por Fe*' (imM)
De modo geral, estes resultados foram similares aos relatados na literatura
(SUGIURA et al, 1981; RENGASAMY, A., SELVAM & GNANAM, 1981; DE-
KUNDU & BANERJEE, 1990).

4.4.9. Efeito da concentragio de NaCl

Além dos fons metilicos estudados nas concentragdes citadas anteriormente,
testou-se o efeito de NaCl em concentragdes maiores. Este estudo foi realizado
porque o NaCl tem sido largamente utilizado em processos de extragdo de fosfatases
ligadas a parede celular em concentragdes geralmente em torno de 500 a 800 mM,
dependendo da fonte, sem causar alteragdo na atividade da enzima ou das
propriedades eletroforéticas. HASEGAWA et alii (1976) demonstraram que a
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capacidade do NaCl para liberar fosfatases acidas da parede celular ¢ dependente da
sua concentra¢do. No caso da fosfatase acida das raizes do trigo, uma concentragio
de 0,8 M de NaCl, resultou em um aumento da liberagio da fosfatase ligada a parede
celular, Outros citions como Ca®” e Mg®" nilo tiveram efeito aprecidvel na extragdo
desta enzima.

A variagdo da forga i6nica no meio de reagdo, ndo teve efeito significativo na
atividade das 4 fragdes (Fig. 29). As fosfatases AP3A e AP3B, praticamente ndo
tiveram suas atividades alteradas, pois com 500 mM de NaCl, ainda obteve-se 90%
da atividade das mesmas. A AP1, até 200 mM de NaCl ndo apresentou variago na
sua atividade, mas em concentragdes acima, houve uma perda de aproximadamente
35% da atividade. A AP2, apresentou um leve decaimento da atividade desde a
adigdo de 5 mM de NaCl, mesmo assim, com 500 mM deste sal a enzima amnda
apresentou 60% da sua atividade. Estes resultados mostram que a concentragdo de
NaCl até 500 mM nio interfere de forma significativa na atividade das 4 fragdes.

Quanto ao estudo de inibidores, as 4 fragdes foram inibidas pelo o- € m-
Vanadato (analogos do fosfato), molibdato (potente inibidor), fosfato e fluoreto
(Tabela 9). O tartarato (5mM) nfo apresentou nenhum efeito na atividade
enzimatica. A insensibilidade ao tartarato é comum em fosfatases acidas de plantas
(ROSSI et alii, 1981, PASQUALINI et al, 1992 FUJISAWA et al, 1993).

O p-CMB somente inibiu as 4 fragdes em uma concentragdo de 1 mM ao
contrario das fosfatases 4cidas de baixa massa molecular de animal que sdo
completamente inibidas com uma concentragio de 100 pM (BALDUIJAO, et alii,
1975; BITTENCOURT &CHAIMOVICH, 1976; DAVIS & VAN ETTEN, 1992;
GRANIJEIRQ, 1994). A inibigio das 4 fragdes pelo p-CMB e molibdato se deu pelo
fato de que estes reagentes se ligam especificamente a grupos -SH livres essenciais
para a catalise enzimatica. Entretanto o molibdato apresentou um poder de inibigao
bem maior do que o p-CMB, pois numa concentragio 10 vezes menor imibiu cerca
de 90% da atividade de todas as fragdes, enquanto o p-CMB nesta concentragdo ndo
teve efeito. Provavelmente o tipo de conformagfio estrutural das fragdes permitiu a
interacdo do molibdato com os grupos -SH mais facilmente do que com o p-CMB
pelo fato do mesmo (p-CMB) apresentar em sua molécula um anel.
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A nfo inibi¢dio das enzimas pelo piridoxal 5-P indica que provavelmente as
mesmas n#o apresentam residuo de lisina essencial para a catalise, pois este
composto forma base de schiff com esses residuos impedindo a catilise enzimatica.
Normalmente quando se testa o piridoxal 5-P, testa-se também os seus anélogos
(piridoxamina 5-P ¢ piridoxina 5-P) pois os mesmos ndo apresentam esse mesmo
comportamento sobre fosfatases acidas (SAEED et alii, 1988). A riboflavina foi
testada por ser o produto da hidrélise da FMN, reagdo catalisada por certas
fosfatases acidas, para verificar se o mesmo (produto da reagio) poderia ser um
intbidor assim como o fosfato.
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Tabela 8

Efeito de ions metalicos na atividade das fosfatases dcidas

Ton Metalico (mM) Atividade Relativa (%)

AP, AP, APs, APy
Mn** 0,1 98 (+4) 96 (£2) 112 (£2) 104 (3)
1,0 91 (£5) 89 (+3) 95 (£4) 91 (£2)
10,0 80 (3) 75 (&4) 86 (12) 80 (+3)
Cu” 01 87 (£2) 79 (5) 91 (+4) 100 (+4)
1,0 41 (£2) 33 (£2) 57 (£3) 57 (12)
10,0 19 (2) 14 (£2) 30 (£2) 34 (£1)
Ca” 0.1 102 (+5) 94 (+3) 105 (5) 102 (£2)
1,0 105 (13) 92 (+4) 103 (4) 103 (+2)
10,0 108 (2) 100 (£) 102 (3) 108 (+2)
Fe* 0,1 97 (£5) 91 (+3) 96 (12) 95 (+4)
1,0 97 (14) 47 (£2) 80 (£3) 79 (13)
10,0 78 (£2) 25 (£2) 67 (13) 54 (12)
Mg” 0,1 93 (+3) 100 (£3) 103 (+5) 100 (£3)
1,0 100 (34) 91 (3) 102 (#4) 103 (5)
10,0 91 (£2) 93 (+4) 102 (13) 103 (34)
Zn™ 0,1 88 (1) 98 (3) 112 (14) 121 (2)
1,0 43 (£1) 57 (£5) 82 (+2) 88 (14)
10,0 63 (+2) 13 (£2) 25 (1) 30 (£3)
K 01 104 (14) 111 (£3) 119 (£5) 125 (16)
1,0 96 (+4) 106 (£2) 116 (+4) 130 (£7)
10,0 98 (+2) 104 (3) 120 (3) 127 (£6)

Os metais foram adicionados ao meio de ensaio e atividade enzimatica determinada
como descrita em método 3.2.1.a. A atividade foi considerada como 100% na auséncia do
metal. Os valores entre parénteses mostram os valores dos desvios padrdes.
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O ensaio foi realizado conforme descrito em Métodos (3.2.1a),
utilizando o p-NPP (5SmM) e tempo de reagdo de 10 minutos.
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Tabela 9

Efeito de potenciais inibidores na atividade das fosfatases acidas

Inibidor Atividade Relativa (%)

AP, AP, AP3, AP

o-Vanadato 100 uM 25(12)  47(x2)  S9(3) 63 ()

m-Vanadato 100 pM 28 (21)  43(x2)  ST(¥2)  62(+2)

p-CMB 100 uM 100 (44) 104 (+3) 106 (x2) 102 (+4)
p-CMB 1 mM 31(x2) T7(2)  84(4)  66(:3)
Molibdato 100 M 2 (41) 5 (£2) 6(x1)  13(#3) .
Pi 1 mM 73 (14)  B4(£3)  86(2)  88(x4)
Pi 10 mM 18(£2)  26(x2)  32(x2)  41(#3)
Tartarato 5 mM 98 (43) 101 (x4)  102(x5) 101 (34)

Piridoxal-5P 100 pM 102 (+4)  97(#5)  94(33)  96(x2)
Piridoxina-5P 100 uM 103 (3)  89(+4)  97(33) 100 (4)
Piridoxamnina 100 pM ~ 100(33) 93 (¥3)  97(35)  99(3)
Riboflavina 100 yM ~ 110(34) 107 (x4)  97(36) 101 (34)
NaF 1 mM 72(43)  37(x1)  38(%5)  52(x4)

NaF 5 mM 12(22) 15(x2)  14@4) 22(@33)

A atividade enzimatica sobre o p-NPP (SmM) foi considerada 100% na
auséncia do composto e determinada como descrito em método 3.2.1.a. Os valores
dos desvios padrdes estdo indicados entre parénteses.
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4.4.11.Efeito de compostos na atividade das fosfatases.

Os trabalhos encontrados na literatura mostranto estudos cinéticos de
fosfatases acidas de vanas fontes, relatam que alguns compostos podem alterar a
atividade destas enzimas, seja ativando ou inibindo. Neste experimento foram
testados alguns destes compostos verificando o efeito dos mesmos na atividade das 4
fragdes (tabela 10).

Reagentes redutores de grupos sulfidrilas como DTT, GSH e B-
mercaptoetanol, ndo apresentaram efeito sobre a atividade das fragdes. Estes
reagentes as vezes podem causar um aumento da atividade enzimatica por poderem
proteger da oxidagfio os seus grupos -SH essenciais para a catihse.

A guanosina ao contrario da adenina, normalmente ¢ um ativador das
fosfatases de baixo peso molecular (GRANJEIRO, 1994; TANIZAKI,
BITTENCOURT & CHAIMOVICH, 1977: DISSING, RANGAARD &
CHRISTENSEN, 1993), mas néio apresentou este efeito para as 4 fracSes. Estas
enzimas ndo foram inibidas pelo EDTA o que mostra que essas fragdes ndo
dependem de metal para catalisar a reagio.

As 4 fragbes também ndo catalisaramn reagdo de transfosforilagdo, uma vez
que nenhuma ativagdo e sim inibigio foi observada na presen¢a de aceptores de
fosfato (metanol, etanol e glicerol); sacarose, glicose e lactose foram testadas para
verificar se esses aglcares serviriam como aceptores de fosfato nesta reagfio. SDS
inibiu completamente as 4 fragdes; esta inibigdo ¢ devido a alteragio da estrutura
terciaria das proteinas, pois este detergente faz com que seus residuos hidrofobicos
fiquem expostos. Excegdo para este tipo de mibigdo foi vista para a fosfatase acida
do feijdo, que na concentragdo de 0,1% deste detergente, apresentou ainda 72% da
atividade (DE-KANDU & BANERJEE, 1990). Ja o triton ndo teve efeito na
atividade das fragBes AP2, AP3A e AP3B. Entretanto causou uma ativagdo de 42%
na fracdo AP1, ativagdo esta, comumente encontrada em fosfatases de origem animal
e algumas vezes em plantas (GRANJEIRO, 1994; PANARA et ali1, 1992).
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Tabela 10

Efeito de varios compostos na atividade das fosfatases dcidas,

Composto Atividade Relativa (%)
AP1 AP2 AP3A AP3B
DTT | mM 92 (£3) 99 (+4) 93 (+4) 96 (+3)
GSH | mM 110 (2) 97 (4) 92 (£3) 99 (+4)
f-Mercaptoetanol 1 mM 71 (£3) 95 (+4) 90 (£5) 100 (£2)
Guanosina | mM 103 (3) 108 (£2) 94 (+3) 105 (£2)
Adenina 1 mM 113 (24) 103 (+2) 91 (14) 97 (3)
EDTA 5 mM *103 (+2) 100 (£1) 94 (12) 98 (+3)
Sacarose 15 mM 110 (+3) 103 (£2) 88 (+4) 101 (£2)
Glicose 15 mM 106 (+2) 83 (1) 81 (4) 89 (+3)
Lactose 15 mM 111 (£5) 88 (+2) 88 (+3) 94 (+4)
Metanol 10% 73 (+3) 86 (3) 74 (+4) 87 (6)
Etanol 10% 92 (43) 92 (£5) 81 (12) 90 (+4)
Glicerol 2 M 96 (+4) 78 (+4) 74 (14) 75 (£5)
BSA 0,1 mg/mL 146 (+5) 108 (+3) 97 (£5) 106 (+4)
SDS 0,05% 3 (+2) 5 (1) 7 (3) 10 (34)
Triton X-100 0,2% 142 (£5) 110 (x2) 99 (+4) 110 (£2)

O composto foi adicionado ao meio de ensaio e atividade determmada
como descrito em método 3.2.1.a, sendo que na auséncia do mesmo a atividade
sobre o p-NPP (5mM) foi considerada como 100%. Os valores entre parénteses
mostram o0s valores dos desvios padrdes.
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De acordo com os resultados cinéticos ficou constatado que as 4 fragdes
purificadas a partir das sementes de soja quiescentes ndo apresentaram diferengas
significativas em suas propriedades cinéticas nas condigdes que foram utilizadas nos
ensaios. Resultados semelhantes foram obtidos por HASEGAWA et alii (1976) que
observaram que as 5 fragdes contendo atividade fosfatasica obtidas das raizes do
trigo apresentaram o mesmo comportamento frente aos substratos e compostos
testados por eles. Ja as duas fragdes (AP1 ¢ AP2) purificadas por DE-KUNDU &
BANERIJEE (1990), a partir das sementes de feijdo, apresentaram diferenga na
estabilidade térmica; a fragio AP2 manteve cerca de 80% da sua atividade quando
pré incubada por 30 minutos a 55°C, no entanto a fragdo AP1 cerca de 20% da sua
atividade nas mesmas condigdes. Nos outros estudos realizados por estes autores as
2 fragdes apresentaram praticamente o mesmo comportamento.
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5. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabatho, sdo estimulantes no sentido de realizar
estudos cinéticos mais detalhados das fragdes AP1, AP2, AP3A ¢ AP3B. Estes
estudos s3o de fundamental importancia, pois como foi mencionado no inicio, pouco
se sabe sobre o mecanismo de reacdio e papel fisiologico desta classe de enzimas
(fosfatases écidas), o que torna indispensével estudos minuciosos com enzimas
purificadas de varias fontes, a fim de se obter o maior nimero de dados possivel
visando-se entender mais o mecanismo de reago destas enzimas.

Primeiramente, serd interessante estudar com detalhes a estabilidade térmica
das 4 fragdes, pois como foi mostrado, as mesmas a 80 °C, apresentaram alta
atividade, comportamento atipico para outras fosfatases acidas de planta. Outro
ponto, ¢ realizar estudos de eletroforese em condigdes ndo desnaturantes € corar o
gel para detecgdo de carboidrados, proteina e atividade enzimatica, pois assim
podera ser confirmado se as fragdes AP2, AP3A e AP3B sio glicoproteinas. Outro
experimento que podera ser feito com a fragio AP1 e com as outras 3 fragdes, caso
as mesmas sejam glicoproteinas, é determinar a porgdo de carboidrato ¢ em seguida
realizar alguns estudos cinéticos e eletroforéticos ap6s deglicosilagio das 4 fragdes,
no sentido de verificar possiveis influéncias da presenga de carboidratos. Como foi
relatado na introdugdo, lectinas podem ter efeito ativador em fosfatases que
apresentam porgdo de carboidrato. Assim, um estudo interessante sera verificar o
efeito de algumas lectinas na atividade das mesmas.

Ainda com relagdo a estudos cinéticos pode-se investigar o efeito dos
compostos testados neste trabalho que causaram inibi¢fio das enzimas, fazendo a
pré-incubagdo dos mesmos com as fragdes, verificando-se assim se o substrato
poderia proteger estas enzimas desta inibi¢do, como ocorreu com a protecdo destas
fractes da inativagdo térmica pelo p-NPP. Além disto os trabalhos de fosfatases
dcidas de plantas encontrados na literatura, normalmente ndo mostram estudos
detathados de inibigio. A determinacio de Ki dos inibidores descritos nesta tese e de
outros compostos que possam atuar como inibidores, assim como o tipo de mibigdo
sdo importantes nos estudos do mecanismo de reagdo enzimatica. Podera ser feito
também estudos cinéticos com substratos fisiologicos, tais como PPi, tirosina
fosfato, etc..
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