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Resumo

O presente trabalho contém dados sobre estudos cinéticos, fisico-quimicos e

conformacional da fosfatase dcida de sementes de mamona,

Através do enfoque cinético foram estudados efeitos de inibidores e
determinados os aminodcidos presentes no sitio ativo ou importantes para a catdlise.
Para fosfato, molibdate e o-vanadate as inibicBes foram do tipe competitiva, com
valores de Ki 0,14 mM, 10 x 10° mM e 1,6 x 10° mM, respectivamente. Por outro
lade, na presenca de fluoreto a inibiclio foi do tipo mista, com valores de Ki. e K, de
091 mM e 0,42 mM, respectivamente. Nos estudos sobre estabilidade térmica
observou-se que a enzima perdey 80% de sua atividade quando incubada a 60°C por
15 min. Na presenga de 10 mM de p-nitrofenol e fosfato inorgéinico, a perda foi de
40%. Na determinagdo dos aminodcidos presentes no sitic ativo da enzima
utilizando-se agentes modificadores, observou-se que a fosfatase dcida de
sementes de mamona era inativada em 50% por dcido iodoacético (TAA), que atua
em grupos SH, sendo esta inativagdo tempo e concentragdo dependente. Observou-

se a presenca de duas cisteinas no sitio ativo, com valor de constante bimelecular

igual 2,9 X 10* M* s,
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Do ponto de vista fisico-quimico e conformacional, determinou-se o ponto
isoelétrico da enzima, o seu conteddo em carboidrate e realizou-se um estude de
desnaturagdo da enzima, por temperatura e por agentes caotrdpicos. A fosfatase
dcida de sementes de mamona apresentou um ponto isoelétrico de 4,6 e um conteddo
de carboidratos de 40%, sendoe glicose o dnico monossacarides detectads. A
desnaturagio da enzima na presenca de agentes caotrdpicos, coms uréia e cloreto
de guanidina, mostrou ser reversivel. Foram determinados os pardmetros
termodindmicos come variacdo de energia livre {AG(H.0}}, concentractic do
composto que causa 50% de desnaturagio (Duyz) e o infercepto da *ransicdo
desnaturante (m), cujos valores foram 4,9 Kcal mol™, 4,95 M 2 0,991 Kcal moi™* M
em presenca de uréic, e 4,98 Keal mol™, 2,35 M e 2,118 Kcal mol™ M™ em presenca
de &ndHCI, respectivamente. Na desnaturacdio térmica o desnovelamento da enzima
resultou em aumento da absorbdncia, com formacdo de agregados quando a
temperatura foi superior a 90°C. Porém, este efeito ndo foi observado quando a
desnaturago da enzima ocorreu na presenca de 10 mM de PNP e Pi. Porém, o
processo de desnaturaglio térmica da enzima apresentou ser irreversivel em ambas
as situagdes. Por fim foram estudadas algumas propriedades da enzima apés
remogdo da por¢do de carboidrato pela endoglicosidase H. Observou-se o

aparacimento de um pH dtimo adicional em 3.5, ume diminuictio de duas vezes na
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constante de especificidade para o substrate p-nitrofeniifosfate, um aumento do
ponto isoeléirice pera 4,75 e uma diminuicBio da heterogeneidade da banda de

proteina em eletroforese de gel de poliacrilamida.

Nos estudos de germinagdio foram determinadas as atividades fosfatdsicas dos
extratos de plintulas germinadas durante um periodo. A enzima apresentou picos de
atividade fosfatdsica nos 7¢, 5° e 92 dias utilizando pNPP, PEP, PPi ¢ Tyr-P como
substratos, respectivamente. Porém, durante este perfodo néio foi observada
atividade fosfatdsica na presenca de dcido fitico. A quantidade de preteinas

aumentou durante a germinacdo ao passo que a quantidade de fosfato diminui.
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Abstract

This work contains results about kinetic, physico-chemical and conformational

studies of castor bean seed acid phosphatase.

About kinetic approaches we studied the effect of inhibitors and determined
the amino acids present in the active site. Inorganic phosphate, molybidate and o-
vanadate were competitive inhibitors, with K values of 0,14 mM, 10 x 10 mM e 1.6
x 107 mM, respectively. On the other hand, fluoride inhibition was of the mixed-
type, with K and K values of 0.91 mM and 0.42 mM, respectively. The thermal
stability studies showed that the enzyme lost 80% of activity when incubated at
60°C for 15 min. But, in the presence of 10 mM of p-nitrophenol and Pi the enzyme
lost 40% of activity. Studying the amino acids present in the active site by using
modifying reagenfs, we observed that castor bean seed acid phesphatase was
inactivated 50% in the presence of IAA, that acted sulfhydryl groups, in an
inactivation time- and concentration-dependent. The acid phosphatase has two

cysteines in ifs active site, with bimolecular constant value of 2.9 X 10 M5,

In the physico-chemical and conformational approaches, we determined the
isoeletric point, the carbohydrate composition and denaturation studies in the
presence of caotropic agents and temperature. The acid phosphatase has a pI value

of 4.6 and contained 40% of carbohydrate in its structure, and glucose was the only

xvii



monossacharide found in the composition. The enzyme denaturation in the presence
of caotropic agents, as urea and &GndHCI, showed to be reversible. The thermal
parameters such as AG (H20), Dyz and m were determined to be 4.9 Keal mol™, 495
M and 0.991 Keal mol™, in the presence of urea, and 4.98 Kcal mol®, 2.35 M and
2.118 Keal mol®, in the presence of 6dnHCi, respectively. In the thermal
denaturation, the enzyme unfolded as aggregate when the temperature was ligher
than 90°C. This aggregation was not observed when the enzyme was incubated in
the presence of 10 mM pNP and Pi. In both cases the process of denaturation was
irreversible. Finally, we studied some properties of the enzyme after carbohydrate
remotion by endoglicosidase H. We observed an additional optimum pH of 3.5, a
decrease in the specificity constant using pNPP as substrate, a increasing in the pI

value and a decrease in the carbohydrate heterogeneity migration in SDS-PAGE.

This work contains also some germination studies of castor bean seeds, with
determination of acid phosphates activity using pNPP, Tyr-P and PPi as substrates.
The peaks of acid phosphatase activity using pNPP, PEP, PPi and Tyr-P as substrates
were 7™, 5™ and 9™, respectively. The protein concentration increase during

germination while phosphate concentration decrease.
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Introducdo wd
Estudos cinéticos, fisico-quimicos e conformacional da fosfatase

dcida de sementes de mamona (Ricinus communis)

@Duggﬁ

A fosfatase dcida (FAc) ou ortofosfato monoéster fosfohidrolase [F.C.
3.1.3.2.] catalisa a hidrélise de uma grande variedade de ésteres ortofosfato e
também reagbes de fransfosforilagle, tendo dicoois como aceptores. Foi
inicialmente observada em eritrécitos (ROCHE, 1931), sendo capaz de hidrolisar a
ligaglo éster do fosfato do monofenilfosfato e monoalquilfosfato, com pH étime
entre 5,0 e 6,0, ao contrdric da fosfatase de glébulos brancos que catalisa esta

reacde com um pH 6timo de 882 9.0,

Diferentemente do que ocorre em animais, os estudos de fosfatases dcidas em
plantas ainda sdo insuficientes para permitir qualquer tipo de generdiizagdo, por
exemplo, quanto & classificagtio por massa molecular relativa, por sensibilidade o

diferentes inibidores e por localizac8o celular.
Distribuicdo das FAc em plantas

As FAc foram detectadas em plantas superiores (BOROUGHS, 1954), folhas

de trigo (ROBERTS, 1956), milho (SLACK et al, 1969), tabaco (SHAW, 1966),
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tubérculos de batata doce (UEHARA et al, 1974), nddulo de raizes de soja

(PENHEITER et al,1997) no latex da Hevea brasiliensis (JACOB & SONTAG, 1974),
na membrana tilacdide de Sorghum vulgare (RENGASAMY et al, 1981).em gérmen
de trige (KAWARASAKI et ol, 1996), em escutela de semente de milho em
germinactio (ROSSI et al, 1981), nos pélens de Brassica campestris e Lilium fegaie
(STROTHER et al, 1985), em sementes de amendoim (BASHA, 1984), de girassol
(PARK & VAN ETTEN, 1986), de clgoddo (BHARGAVA & SACHAR, 1987), de soja
{ULLAH & GIBSON, 1988; FERREIRA et ql, 19984), na camada aleurdnica (GABARD
& JONES, 1986} e coledptilos da cevada (PASQUALINI et al, 1992), em culturas

de endosperma de milho (MIERNYK, 1992).
Localizagdo ceiular

A localizag@o desta enzima no citoplasma e na parede celular de plantas tem
sido confirmada por métodos citoquimicos sendo que diversas formas isoenzimdticas
foram observadas (GABARD & RUSSEL, 1986, LEE, 1988). STROTHER et al (1985)
analisaram a composigdo da fosfatase dcida em duas variedades distintas de pélen.
Tdentificaram uma isoenzima ligada & parede celular e duas soliiveis em cada um dos
pélens estudados. Miltiplas formas da FAc foram isoladas ainda de outros tecidos
como caule de Vigna radiata em germinacdo (DE-KUNDU & BANERJEE, 1990), raiz

de cevada (PANARA et al, 1990), semente em germinacdo de Vigna sinensis
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(BISWAS & CUNDIFF, 1991), folhas (STASWICK et al,1994), gérmen de trige

(KAWARASAKI et al, 1996), sementes de soja (FERREIRA, 1998q) e de mamona
(GRANJEIRGC et al, 1999). As massas moleculares relativas das FAc variam de 30 ¢
200 kDa e, normalmente, estas enzimas apresentam mais de uma cadeia
polipeptidica, além da presenga de carboidratos em suas estruturas (ROSSI et al,
1981; KRUZEL & MORAWTECKA, 1982; PARK & VAN ETTEN, 1986; LEBANSK,
1992). Em funcdo da natureza glicoproteica das FAc de plantas, ndo ¢ surpresa sua

ligagdo com lectinas, ¢ que pode levar & alteracdes de seus pardmetros cinétices

(CONRAD & RUDIGER, 1994; GRANJIEIRO, 1997: FERREIRA, 1999).
Caracteristicas fisico-quimicas e cinéticas

Da mesma maneira que as FAc de mamiferos, as de plantas apresentam um pH
étime ao redor de 5,0. A temperatura étima varia de tecido para tecido, porém,
comumente enconfra-se entre 50-60°C, com excecio as FAc de sementes
quiescentes de soja que apresentaram temperatura Stima de 80°C com p-
nitrofenilfosfate como substrato (FERREIRA, 1998b). As propriedades cinéticas
também variam conforme a fonte e a isoenzima isolada. Parece comum a inibigdo por
metais e fluoretos, a independéncia por cétions ¢ a inespecificidade para
substratos, muite embora haja predilecdio por aclicares fosfatados, nucleotideos e

pirofosfate (RENGASAMY et al, 1981; BASHA, 1984; PASQUALINT et al, 1992,



Introducdo e
FERREIRA et al, 1999). IZUMI et al (1996) reiataram que a fosfatase dcida de

% o a8z o

por tartarato, FUJISAWA et ol (1993) compararam a afividade residual da
fosfatase deida do fluido seminal com a de fosfatases de tecidos de védrias plantas,
incluindo vegetais e frutas. Observaram gque aproximadamente metade das
fosfatases de tecidos de plantas superiores testadas ndo foi inibida pelo tartarate,
exceto a fosfatase do cogumelo, a qual apresentou uma inibicdo significante quando
comparada com a exibida pela FAc do fluido seminal.
Importancia fisiologica

A grande importancia referida a FAc se deve a sua participagdic no processo de
germinagdo e maturagdo. Neste periodo, provavelmente por agdo de hormdnios come
dcido giberélico, e em condigdes de auséncia de fosfato (FERNANDEZ &
ASCENCIO, 1994; BOSSE & KOCK, 1998) sua atividade estd sempre aumentada e,
algumas vezes, surge outra isoforma ativa (FABARD & JONES, 1986; BISWAS &
CUNDIFF, 1991). Estas enzimas estdo intimamente relacionadas com o metabolismo
do fésforo nas plantas (DUFF et al, 1994; TARAFDAR & MARSCHNER, 1994).
Relata-se ainda que a excrecdo da FAc estd associada aos niveis de fosfato
inorgdnico, sendo possivelmente regulada pelo nivel deste fon ne meio de cultura

(GOLDSTEIN et al, 1988; MIERNYK, 1992). Em 1992, DEWALD e colaboradores
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demonstraram ainda a existéncia de duas glicoproteinas de estocagem na soja com

atividade fosfatdsica e que podem liberar fosfato inergénico (Pi) de vdrios
substratos como p-naftilfosfate, carboxifenil-fosfato, aclcares fosfatados,
gliceraldeido-3-fosfato, di-hidroxiacetona fosfato, fosfoenolpiruvato, ATP, ADP,
pirofosfato inorgdnico e polifosfatos de cadeia curta. Essas glicoproteinas seriam
importantes no periode de desenvolvimento e em resposta a estimulos externos

como deficiéncia de dgua e ferimentos.

Paralelamente, outro aspecto de grande importéncia € o controle de processos
metabélicos nas plantas superiores através de modificagBes pés-traducdo, via
fosforilacto e desfosforilaciic (TREWAVAS, 1976; LIN & KEY, 1980; BUDDE &
CHOLLET, 1988; CHUNG & POLYA, 1992: ARINO et al, 1993, GUO & ROUX, 1995),
da mesma forma como o que ocorre em animais (KREBS & BEAVO, 1979; COHEN,
1989: JIA Z., 1997). MacKINTOSH & COHEN (1989) relataram que as técnicas
para a identificaglo e quantificacdio de proteinas fosfatases em células animais
eram aplicdveis para as plantas superiores. A despeito destes fatos, poucos relatos
existem sobre a atividade Ser/Thr-proteina fosfatase em plantas (YANG et al,
1987 POLYA & HARITOU, 1988; CHENG & TAO, 1989 MacKINTOSH et al, 1991;

YUPSANIS et al, 1993, JIA, 1997).
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Em 1996, SMITH & WALKER publicaram uma revistio sobre proteing fosfatase

em plantas, mostrando que modificagdes pés-tradugdo de proteinas por fosforilacio
séio um mecanismo universal para a regulaclio de diversas fungGes bioldgicas, bem
como discutiram avangos recentes para o entendimento da estrutura, regulagdo e

funcdo de proteinas fosfatases em plantas.

Em plantas, algumas fosfatases dcidas tem demonstrado atividade protfeina
fosfatase; GELLATLY et al (1994) purificaram uma FAc de jubérculos de batata
com caracteristicas de uma proteina tirosina fosfatase. As Fac purificadas de bulbo
de cebola (6UO & PESACRETA, 1997) e nédule de raizes de soja (PENHEITER et al,
1997) reconheciam fambém como substrato firosina-fosfato, além de outros

compostos fosforilados.

Especificamente com relaclio ¢ fosfatese dcida de sementes de mamona,
existem apenas trés artigos publicades sobre a enzima. Dois deles pertencem a um
mesmo grupo de pesquisa, e relatam o aumento do nivel da FAc durante o processo
de germinagdo (DUA et al, 1984 e 1985). O terceiro é de nosse laboratério, sobre

purificaclio e caracterizagdo cinética da FAc de mamona {GRAN JEIRO et al, 1999).

Estudos de desnaturagdo de proteinas

O estudo de desnafuragdo de proteinas por aglic de agentes caotrdpicos, como

uréia e cloreto de guanidina, e temperatura é uma das ferramentas mais
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importantes para se entender como as protfeinas se enovelam. Uma das importantes

aplicagies de tais estudes reside na medicina. O Mal de Alzheimer, doenca da vaca
louca, fibrose cistica e até mesmo algumas formas de clncer sdo doencas que,
através de descobertas recentes e que aparentemente ndo apresentam nenhuma
relagdo entre si, resulfam do enovelamento defeituoso de proteinas dentro das
células (YON, 2001). Portanto estudar como as proteinas se enovelam forna-se um
dos tdpicos de grande importdncia da Bioguimice moderna e a possibilidade de se

combater doencas relacionadas ao mau encvelamento de protelnas.

Dentre os varios métodos espectroscépicos desenvolvidos para estuder ¢
desnaturagdo de proteinas, a fluorescéncia é uma convincente ferramenta para
detectar mudangas conformacionais em proteinas. A simplicidade da transictio do
estade native para o estado desnaturade e suas caracteristicas de reversibilidade
permite uma descricdo detalhada dos aspectos termodindmicos. Assim o modelc de
dois estdgios (native e desnaturade) exprime que o equilibrio das proteinas existe

somente nestas duas formas alternativas. (CHITI et al, 1998).

Apesar de existir inlimeros relatos na literatura sobre a desnaturacdo de
proteinas em geral, poucos sdo os trabalhos que envolvem as FAc. Em 1990, KUCIEL
e colaboradores demonstraram que a FAc da préstata, um enzima dimérica,

necessitava dos dois mondmeros para a total atividade enzimdtica gquando
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submetidos a desnaturagle por cioreto de guanidina. Em 1993, OSTROWISKI e

colaboradores demonstraram para a FAc do préstata que apés a renaturagde da
proteina a natureza do sitio ativo da enzima & restabelecida e que a proteing nas
formas nativa, desnaturada e renaturada os residuos de triptofanc encontravam-se
em ambientes diferentes. Jé em 1996, CASHIKAR & RAO demonstraram que o
fosfato, um ligante fisiolégico, aumentava a estabilidade da fosfatase écida piirpura
de rim, quando desnaturada por cloreto de guanidina.
Importdncic da glicosilaglio para as glicoproteinas

Atualmente pouco se sabe sobre o papel da porglio de carboidrate na
estrutura das profeinas. A importdncia da porglo de carboidrato para a
estabilidade das glicoproteinas merece atengdo uma vez que mudancgas na catdlise,
na estabilidade férmica, na mobilidade eletroforética e na solubilidade das
glicoproteinas ocorrem quando o carboidrato ¢ removido (SZALEWICZ et al, 1997).
Mudancas conformacionais na estrutura tridimensional da RNase B foram
observadas por JOAQ et ai (1997) e que a presenga do carboidrato ndo protegia
somente a regido de residuos de aminodcidos proxima ao sitio de glicosilagdio, mas
também um grande nimero de residuos de aminodcidos da proteina inteira. Para a
FAc de préstata, a remociic da por¢lic de carboidrato contribuiu para a perda da

heterogeneidade nas bandas eletroforéticas destas glicoproteinas (MORRIS et al,
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1989). Em 1997, KWON & YU demonstraram que a porcdo de carboidrate contribuia

para a estabilidade estrutural da or-antitripsing frente & aclo de agentes
desnaturantes, come uréia. O efeito protetor da porgdo de carboidrato também foi
observado para o pircfosfatase e glicose 6-fosfato desidrogenase de levedura de
padeiro na presenga de cloreto de guanidina e que a trealose aparecia como o acticar
mais efetive contra a acdo desnaturante deste agente caotrdpico (SOLA-PENNA et

al, 1997).

Estudos de mapeaments de sitio ativo

O estudo de mapeamento de sitio ative € um dos mais populares métodos para
defermiﬁar a topegrafia dos sitios ativos das enzimas, seja para elucidar os
mecanismos de agdo enzimdticos ou para, também, ser utilizado como base para o
desenvolvimento de novas drogas (PLAPP, 1982). O estude ¢ realizado na presence
de agentes modificadores especificos para determinados aminodcidos, tendo como
censeqiiéncia ¢ perda da atividade enzimdtica. A confirmacdo de gue determinados
aminodcidos fazem parte do sitio ativo da enzima é redlizada na presence de
compostos profetores da atividade enzimdtica, como por exemplo, os produtes da
reagdo na presenga dos quais a enzima ndo é inativada pelos agentes modificadores

especificos para aminodcidos. Caso @ reaglio continue sendo inativada, o aminodcido
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testado pode fambém se encontrar em outro local que ndo seja necessariamente o

sitio ativo, mas que € importante para a atividade da enzima.

Estudos de germinagdo

As sementes cont€m um embrifo dormente e estd estrutural e
fisiologicamente equipada para seu papel como unidades de dispersdc e contém
reservas de alimentos para sustentar o crescimento da pldntula até seu
estabelecimento como auto-suficiente. Ao final do desenvolvimento da semente, ¢
contetido de dgua pode cair de 90% para 5% (BEWLEY & BLACK, 1986; ALBERTS,
1994). Para o embrido reassumir seu crescimento a semente deve germinar, um
processc dependente de fatores externos e internos (dorméncia) e fatores
ambientais incluindo dgua, temperatura e oxigénio (ALBERTS, 1994) e o sucesso do
novo individus é largamente determinado pelas caracteristicas fisiolégicas e
bioguimicas da semente (BEWLEY & BLACK, 1986). Os cotilédones de leguminosas
contém principalmente materiais de reserva que suplementam o embrido durante a

germinacdo (BISWAS et al, 1996).

Intimeros sdo os eventos que ocorrem durante a germinacdo, os quais comecam
com a absorglic de dgua pela semente quiescente seca e completam quando uma
parte do embrido, usualmente a radicula, estende para penetrar as estruturas que a

circundam. Estes eventos, na germinacde, incluem, por exemplo, hidratacdo de
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proteinas, mudancas estruturais  subcelulares, respiragdo, sintese de

macromoléculas e elongacdio celular. O visivel indicio de que a germinacdo estd
completa € a protusdo da radicula ao redor das estruturas do embritio; o resultado é
algumas vezes conhecido como germinagdo visivel. Eventos subseglientes, incluindo a
mobilizaclio dos maiores estoques de reservas, estdo associados com o crescimento

da plantula (BEWLEY & BLACK, 1986; BEWLEY, 1997).

As estruturas e enzimas necessdrias para ¢ retomada inicial do atividade
metabdlica estdo presentes na semente. A atividade de enzimas hidroliticas bem
como sua funcdo metabdlica nos cotilédones das sementes aumentam com a
germinagdo para liberar o material de reserva para o crescimento do embrido
(BISWAS et al, 1996). Estas atividades enzimdticas nos cotilédones sdo
aumentadas por um anexo do embridio, sugerindo que hé alguma comunicaglo entre
os cotilédones e o embrido para regular a hidrélise do material de estoque de acordo

com seu requerimento.

Durante a germinacdo as fosfatases dcidas parecem fer uma grande
importancia, pois neste periodo, sua atividade estd sempre aumentada e algumas
vezes, surge uma outra isoforma ativa. BISWAS & CUNDIFF (1991) purificaram 4
fosfatases dcidas (API, APII, APIII e APIV) das sementes de Vignic sinensis com

96h de germinagdo. As fracBes API e APII sdo proteinas constitutivas, enquanto
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APIII e APIV sdo expressas apés 4 a 15 horas de germinocdo. BHARGAVA &
SACHAR (1987) observaram um aumento de aproximadamente 16 vezes na atividade
da fosfatase dacida durante os estdgios de germinaclio de embrides de algoddo.
Neste ftrabatho, eles mostraram que a FAc durante germinagfio era ativada pela
sintese de novo da enzima. ULLAH & GIBSON (1988) purificaram uma FAc g partir
de cotilédones das sementes de soja em germinagdo, através de fracionamento com
sulfato de ambnio e cromatografias de troca ibnica, afinidade e cromatofocalizacdo.
Com estas técnicas foi possivel obter uma enzima com ampla especificidede pelos

substratos, principalmente por pNPP,

O aparecimento de novas isoformas durante a germinagdc ainda ndo €
entendido; hd a hipétese que hormonios como dcido giberélico (GAs), dcido abscisico
{ABA), auxina (IAA), dcido jasmonico (TJA) e metil jasmonato (MJ), importantes na
germinacdo, estejam envolvidos neste processo. DUA et af (1985) observaram que
sementes de mamona fratadas com GAz em diferentes periodos de embebigdo,
tiveram a atividade fosfatdsica aumentada, durante germinagdo. GABARD & JONES
(1986) mostraram que havia um aumento de cerca de 3 vezes da FAc¢ da camada
aleurdnica de cevada, quando as mesmas eram embebidas e incubadas por 18 horas
em tampdo contendo 50 uM de GAs. Em outre trabalho, PFEIFFER (1996) estudou a

inducdo de atividade fosfatdsica extracelular em coledptilos de milho pelo IAA, o
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gual também observou um aumento (46%) de atividade. SHIH & KAO (1998)

estudaram a indugfo da atividade de FAc em folhas de arroz pelo MJ, e foi
observade que MJ e JA aumentavam a atividade dessa enzima até 5 vezes. Eles
sugeriram que a atividade fosfatdsice metil jasmoncto induzida é devide a sintese

de nove da fostatase dcida.
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2 OBJETIV

Para contribuir com maiores informacdes sobre fosfatases dcidas de plantas, e
em virtude da auséncia de estudos sobre as caracteristicas mais bdsicas de
fosfatases dcidas de sementes da mamona, realizamos este trabalho, cujos

objetivos foram:

Determinacfo da constante de inibigdo (Ki) para o molibdate, o-vanadato,

fluoreto e fosfato, bem como o ponto iscelétrico da enzima.
Mapeamento do Sitio Ativo.
Estudo de desnaturagdo pela uréia, cloreto de guanidina e temperatura.
Determinagdo da composicdo de carboidratos.

Estudos de germinacdo.
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MATERTIAL E Mér@bﬁs

3.1 Material

As sementes de mamona (Ricinus communis) foram gentilmente cedidas pelo

pesquisador Angelo Savin, Instituto Agrondnico de Campinas-IAC,

A FAc foi purificada de sementes de mamona, como descrito anteriormente

(6GRANJEIROQ et al, 1999)

Todos os reogentes utilizados no presente trabalhe apresentaram grau

analitico.
3.2 Métodos

3.2.1 Determinacdo da atividade enzimdtica

Para a determinaclo da atividade, a amostra foi diluida, imediatamente antes
do ensaio, em tampde acetato 100 mM, pH 5,0, de modo a proporcionar uma
absorbdncia em torno de 0,4, no comprimento de onda de acordo com o método

utilizado.

A atividade enzimdtica foi determinada por dois métodos, dependendo do

produto formado, p-nitrofenol ou fosfatoe:
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a) Dosagem do p-nitrofenol

4 atividade enzimdtica foi determinada a 37 °C, em presencga de pNPP 5 mM,
tampéc acetato 0,1 M (pH 5,0) e enzima, em um volume final de 1 mL. A reaglo foi
paralisada 10 minutos apés a adi¢tio da enzima, com 1 mide hidréxido de sédio 1M, A
absorbincia foi medida a 405 nm como esquematizado abaixo. Uma unidade
enzimdtica (UE) é definida como a quantidade de enzima necessdria para produzir 1
micromol de p-nitrofenol por minuto. O coeficiente de extingde molar do p-
nitrofenclate é 1,83x104 M-lcm-! em meio alcalino. A atividade especifica (AE) é

definida como UE por mg de proteina.

As reacdes estdo descritas a seguir:

p- Nitrofenil Fosfato + H, O fame p - Nitrofenol + Fosfato inorganico

p - Nitrofenol meio 2l > p - Nitrofenolato*

* Absorve em 405 nm

Na purificaclio da enzima, a atividade das fragdes eluidas nas cromatografias
foi determinada utilizando-se um tempo de reacic de 2 minutos e pNPP como

substrato.
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b) Dosagem do fosfato

Este método foi utilizado no caso de substratos diferentes do pNPP, como

Tyr-P e PPi, 0s quais foram utilizados numa concentractio final de 5 mM.

O procedimento foi como descrito em {a), exceto que a paralisacdc da reacdo
ocorreu pela adigio de I mL de molibdato de amédnio 3% (em tampdo acetato 0,2 M,
pH 4,0). A coloragdo do complexo fosfo-molibdico foi desenvolvida pela adicdo de
dcido ascdrbico 1% (em tampdo acetato 0,2 M, pH 4.0), como redutor, de acorde
com o método descrito por LOWRY & LOPEZ (1945). A absorbéncia foi medida a

700 nm, 30 minutos apds a adicio do deido ascérbico. O coeficiente de extingdo

molar para o complexe reduzido é 4.000 M-lcm-! ¢ as reacdes estdc mostradas a

sequir:

ROP +H,0 —Enzima . p oW + Fosfato inorganico

___Molibdato de Amonio

> Fosfomolibdate

Fosfomolibdato Ascorbato . A .11 de Molibdenio*

Fosfato inorganico

* Absorve em 700 nm

3.2.2 Determinagdo de proteina

A proteina foi quantificada pelo métode de Lowry, como descrito por
HARTREE (1972), utilizande & albumina de sore bovino como padrdo. A reacdo foi
iniciada pela adigtio de 2,0 mL do Reagente € a 0,2 mL da amestra. Apés 10 min,

adicionou-se 0,2 mL do Reagente de Folin-Ciocalteau (1:1). A leitura da absorbéncia



Aaterial & Métodes ~18-
foi realizada a 660 nm 30 min apds o adicdo do reagente de Folin-Ciocalteau

fone

temperatura ambiente.

Reagente A - Carbonato sddio 2% em NaOH 0,1 M

Reagente B - CuS04.5.H20 0,5% em Citrato de Sodio 1%

Reagente € - 1 mL Reagente B + 50 mL Reagente A

Reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 em HpO)

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

3.2.3 Estudos Cinéticos
a) Determinacdo das Constantes de Inibicdo

Inicialmente foi calculado a Km e Vne na auséncia e presenga de diferentes
concentracdes de inibidor. Os valores das constantes de inibigdo foram
determinados pelo métode de Dixon (DIXON & WEBB, 1974) para o fosfato,
molibdato e o-vanadato; para o fluoreto as constantes de inibicdo foram

determinadas afravés do método de Cornish-Bowden (1990).
b) Mapeamento de sitio ativo

A enzimg foi pré-incubada na presenca de modificadores quimicos na

concentracdo de 10 mM, tais como, fenilglioxal (PGO), N-etilmaleimida (NEM), dcido
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iodoacético (IAA), N-bromosuccinamida (NBS) e N-acetilimidezol (NAI),

preparados recentemente em 200 plL de tampdo A (300 mM de manitol e 20 mM de
Hepes-Tris pH 7.5), por 30 minutes, & 25 e 37°C, de acords com ¢ método de
BOIVIN et al (1997). Modificadores como dietil-pirocarbonate (DEPC), NN-
diciclochexilcarbodiimida (DCCD) e i-etil-3-(3-dimetilaminopropil} carbodiimida
(EDC) foram utilizados em 200 ul de tampdo B (300 mM de manitol e 20 mM de
MES-NaOH pH 6,0}, por 30 minutos, a 25 & 37°C. Og modificadores DEPC e DEED
continham etanol na concentraglio final de 1,5%. Estudos preliminares mostraram
que o etanol, na concentrago utilizada, ndo apresentava efeito na atividade da FAc
de sementes de mamona. A reaclio foi paralisada apés diluicde de 50 vezes no
préprio meio de reagéic que ndio continha substrato. A reacdio foi iniciada com a
adicdo de pNPP.

¢} Estudos de estabilidade térmica

Neste experimento a enzima (0,15 yg mi™) foi pré-incubada por diferentes
periodos, a 55°C, na presenca de 10 mM de p-nitrofencl e 10 mM de fosfato, em
tampdo acetato de sédic 0,1 M, pH 55. Em seguida, a atividade residual foi
determinada como descrifo em métodos 4.1. O Controle foi obtido determinando-se

a atividade residual, nas mesmas condiges, na auséncia dos compostos no meio de
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pré-incubaglic. A atividade residual no tempo zerc de pré-incubaglo foi tomada

como 100%.

3.24 Estudos fisico-quimicos e conformacional
a} Estudos de desnaturacdo por uréia.

A soluceo estogue de uréia foi preparada numa concentragdo de 9 M em
tampdo acetato de sdédio 0,1 M pH 5,5 ¢ fim de se obter, por diluigdo, concentracdes
de 0 6 8 M. A enzima (10 ug mi™) foi equilibrada por 7 h a 4°C nas diferentes
concentracdes de uréia e mantida em gelo durante o experimente. As infensidades
de fluorescéncia intrinsica da enzima, em cubetas de quartzo de I cm, foram
monitoradas em espectrofiuorimetre Hitachi 2000 com comprimento de onda de

excitagdo de 293 nm e de emisstio de 298 a 450 nm. A largura da fenda foi de 5 nm.

A intensidade de fluorescéncia obtida no especiro de emissdo foi utilizada
para o cdlcule do Centro de Massa de acordo com o método descrito por BONA FE et
al (1998). Os pardmetros termodindmicos da desnaturagdo da enzima foram
determinados através do Amex X [uréial (PACE 1990).

b) Estudos de desnaturagdo por cloreto de guanidina.

A soluclio estoque de cloreto de guanidina foi preparada numa concentragdo de
8 M em fampdo acetato de sédio 0,1 M pH 55 a fim de se obter, por diliigdo,

concentracBes de 0 a 6 M. A enzima (10 pg mi™) foi equilibrada por 55 h a 4°C nas
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diferentes concentracdes de cloreto de guanidina e mantida em gelo durante o

experimente. As intensidades de fluorescéncia intrinsica da enzima foram

monitoradas de acordo com o método 4.2.3.2.

A infensidade de fluorescéncia obtida no espectro de emissdo foi utilizada
para ¢ cdiculo do Centro de Massa, de acordo com o método descrito por BONAFFE
et al (1998). Os parGimetros termodindmicos da desnaturacdio da enzime foram

determinados através do grafico Ame x [6dnHCI] (PACE 1990).

¢) Estudos de desnaturacdo por Temperatura,

A variagdio da absorbéncia em 280 am da enzima (50 yg em tampdo acetato 0,1
M, pH 5,0) em funcdo da temperatura, foi determinada na auséncia e na presenca de
1 mM de DTT. Utilizou-se o espectrofotdmetro de arranjo de diodos UV/Vis da HP
8452Dos, acoplado a um sistema programador/controlador de temperatura e a um
microcomputador. A temperatura variou de 20 a 80°C, com um incrementc de 1°Ce
de 80 a 90°C, com um incremento de 0 5°C. Os pardmetros termodindmicos foram

determinados de acordo com PACE (1990).
d} Determinacdo do ponto isoelétrico
O pI foi determinado por eletroforese por focalizacdio isoelétrica, foi utilizado

gel de poliacrilamida horizontai (90 x 90 x05¢cm, T=5%, € = 5%) com anfélitos

da Sigma em um intervalo de pH de 4,0 até 6,5 na concentracdo final de 2%, de



Material e Mévodos «FF=
acordo com THEDEL et al (1997). O valor mdximo das condicdes eiétricas foi de

2000V, 20 mA e 10W. Blicina (1 M) e dcido glut@mico 0,1 M foram usados como
cdtodo e dnodo, respectivamente. As amostras absorvidas em pequenos pedagos de
papel de filtro (Whatman 3 MM) foram aplicadas no gel e pré-focalizadas por 30
minutos e depois ocorreu a focalizaglo por 30 min. Apds a remogdo dos pequenos
pedagos de papel, o gel correu por mais 1,5 h. A Temperatura do gel foi mantida

baixa por banho circulador de dgua a 4°C.

O tratamento da FAc na presenga de endoglicosidase H (EndoH) foi realizado
de acorde com o método descrite por TRIMBLE & MALEY (1984). A EndoH foi
diluida duas vezes no tampdo de reagéio fosfato de sédio 0,1 M pH 55 e pré-
incubada com a enzima por 24 h a 37°C.

e) Determinacéo de carboidratos totais

A determinacdo de carboidratos totais foi realizada de acordo com o método
de DISHE (1954), utilizando-se 10 pg de enzima, fenol 80% e dcido sulfirico
concentrado. Esta mistura foi deixada em temperatura ambiente e logo apds lida a

absorbdncia a 480 e 490 nm.
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f) Composicde de carboidratos
f.) Hidrélise

De acordo com FU & ONEILL (1995) g FAc de sementes de mamona foi
tratada com 1 mL de dcido trifluoroacético (TFA) 4 M em tubos de hidrélise { 13 X
100 mm). Os tubos de hidrélise foram selados e incubades a 120°C por 2 h em
aquecimento seco (bloce de aqueciments). Os padrdes de monossacarideos, 10 nmol
de manose, glicosaming, glicose, galactose e xilose, foram submetidos a Tratamento
idéntico as amostras. Depois de resfriados & temperatura ambiente, os tubos de
hidrélise foram abertos, e transferida para ependorffs, depois foram evaporados

até secagem por concentracdo sob presséo reduzida.

f2) Tratamento com Fenilmetilpirazolona (PMP)

As ameostra de glicoprofeinas hidrolizadas e secas e padrdes de
monossacarideos sdo diretamente tratados com PMP por adicdo de 20 ul de solugdo
de PMP (0.5 M em metanol) e 20 ul de solugdic de NaOH 0,3 M, seguide de agitagdo
vigorosa e incubado a 7°C por 2 h. A mistura foi entdo neutralizada por adicto de 20
ul. de solugdo de HCl 0,3 M. Em seguida 0,5 mL de éterbutilico foi adicionado e
misturado sob agitacdo vigorosa por 5 s. A fase de separagdo foi infensificada por

breve cenfrifugagto. A fase orgdnica (camada superior) foi cuidadosamente
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removida e descartada. Este processo de extracdio foi repetido duas vezes mais. A

fase aquosa restante foi misturada com 150 ul dgua para andlise em HPLC.

f3) Andlise em HPLC

A andlise de monossacarideos fratades com PMP foi realizada em HPLC
Shimadzu L.C - 10 AD vp equipado com sistema de detecclio UV/VIS SPD - MICA vp
V. Foi usada uma coluna Brownlee € 18 220 X 2,1 mm, otimizada para separagdc de
carboidratos tratados com PMP. O fluxo foi de 0,2 mL/min. O comprimento de onda
para detecglo de UV foi de 245 nm. Para a separacdc de aglcares neutros ou
aminos foram utilizados, tampdes A e B contendo 100 mM de acetato de aménio, pH
5,5, com 10 e 25% de acetonitrila, respectivamente. Um gradiente de 45 o 100% de

tampdo B, em 55 min, foi utilizado para separagdo.

f4) Andlise dos dados

Para se determinar a quantidade de monossacarideo da amostra, o valor da
integral de um particular monossacarideo encontrado na amostra foi dividido pelo
valor da integral do correspondente monossacarideo determinado no padrdo, de

acordo com o método descrito por FU & O'NEILL (1995).

3.2.5 Determinagdo dos pardmetros cinéticos na auséncia da porgdo de carboidrato

Antes que os ensaios enzimdticos da enzima deglicosilada foram realizados, a

enzima foi pré-incubada durante 24 h a 37°C na presenca da endo-H.
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a) Determinagdo do pH

O efeito do pH no meio de ensaic foi realizade em meios de incubacéo
preparados com diferentes valores de pH (2,5-90). A atividade foi determinada
como descrito em 4.2.1.1 utilizando 0,03 pg de enzima por tubo, com um controle

para cada pH na presenca e auséncia de 12 mUnidades de Endo H.

b) Estudo de Especificidade

A atividade enzimdtica da fragio sobre alguns compostos fosforilados foi
determinada dosando o fosfato liberado no meio de reaclie, como descrito no
métode 3.2.1.1, utilizando-se 0,03 pg de enzima por tubo na presenca e auséncia de

12 mUnidades de Endo H. A atividade sobre o pNPP foi considerada como 100%.

3.2.6 Estudos de germinacdo

Primeiramente as sementes de mamona foram embebidas em dgua durante um
periodo de & h. Em seguida foram transferidas para bandejas com vermiculita,
levadas a uma cdmara de germina¢do de temperatura controiada (28°C), em escuro.

A cada 24 h de germinacdo num periodo fotal de 10 dias, 10 plantulas foram
retiradas da c@mara e lavadas em dgua destilada. Entéo foram pesadas e medidos os

comprimentos da raiz (ou redicula nos 2 primeiros dias de germinagdo) e da parte
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aérea das plantulas, com o auxilio de uma régua. As medidas foram Tomadas em

centimetro.
Obtencdo do extrato

Foram utilizadas 10 plantulas de mamona, embebidas em tampdo acetato de
sédic O,1M, pH 5,0 (1:6) gelado. Em seguida, as planfulas foram frituradas em
Waring Blendor {com ¢ regulador de voltagem em 55), velocidade mdxima, durante
30-60 segundos. O homogeneizado obtids foi centrifugadoe a 10.000 x g por 20 min
em centrifuga refrigerads Beckman J2-21. O sobrenadante foi filirado em gaze,
desta forma retirando-se particulas grosseiras e materiais insoidveis, resultando no
homogenato. Em seguida foram dosadas atividades enzimdticas para os seguinfes

substratos: pNPP, Tyr-Pi e PPi.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos Cinéticos

Alguns estudos cinéticos para a FAc de sementes de mamona, tais como
condicSes 6timas de reagdo, especificidede por substrate e par@metros cinéticos
para pNPP, Tyr-P e PPi, como substratos, foram previomente descritos
(GRANJEIRO et al, 1999). No presente trabalho, estudamos, do ponto de vista

cinético, efeitos de inibidores, estabilidade térmica e mapeamento de sitio ative.

411 Determinagdo das Constantes de Inibicdo

O estudo de inibidores € de extrema importdncia para se elucidar a natureza
da estrutura quimica das enzimas, uma vez que nos frds informacdes de como as
enzimas se ligam em seus substratos, qual o possivel mecanismo de catdlise e a
possibilidade de se desenvolver compostes gue possam inibir determinadas enzimas,
fato este que ocorre na indlstria farmacButica, uma vez que muitos dos
medicamentos sintetizados atuam na prevencdo de doencas, inibinde determinados

tipos de proteinas que estdo relacionadas com estas doencas.

O tipo de inibigdo para o fosfato foi classificado de competitive come
demonstrado pelo grafico de Lineweaver-Burk {Figura 1). Este fato tem permitide o
uso deste ion como protetor da enzima nos tampdes de estocagem e também para

eluicdo da enzima em coluna SP-Sephadex (GRANJEIRO, 1994). A regressde linear
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dos pontos obtides no gréfice da inclinaglie destas retas contra as concentrages do

inibidor propercionou, na intersecgtio com o eixo da concentragdo do inibidor, o valor
da constante, Ki, de 0,14 mM (Figura 1, interno). A inibicdo competitiva da FAc de
mamona pelo fosfate € considerada cldssica para as FAc em geral. Isso se deve ao
fato deste inibidor ser um dos produtos da reacdio nos processos de desfosforilagdo.
A inibicio foi da mesma ordem de grandeza que o relatade para outras FAc de
plantas, come pare células de soja em cultura, 0,7 mM (SHAW, 1966} e para nédulos
de roizes (PENHEITER et al, 1997) e para seringueira, 0,18 mM (JACOB &
SONTAG, 1974). ?am FAc animal, como cérebro bovino, a Ki foi de 0,7 mM
(CHAIMOVICH & NOME, 1970), ao passo que para a de leite bovino o valor da Ki foi
da ordem de grandeza dez vezes maior, 1,52 mM (ANDREWS & PALLAVICINI,

1973).

Para o molibdate, o grafico dos duple-reciprocos mostrou tratar-se de uma
inibiglo do tipo competitivo (Figura 2), semelhante & inibigdo por fosfato inorgénico.
A constante de inibigdio obtida por meio do gréfico da inclinagdo das retas contra as
concenfragdes do molibdato (Método de Dixon) corresponde a 10 X 10° mM (Figura
2, internc). A inibicdo competitiva da FAc por molibdato (Tabela 1) foi a mesma
descrita para outras fosfatases e da mesma ordem de grandeza que a observada

para FAc de mostarda, 28 X 10° mM (DUFF, 1991), porém cerca de 100 vezes
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maior que a Ki para cevada, 0,09 X 10° mM (PANARA, 1990) e trés vezes maior que

para a enzima de folhas de tabaco, 0,27 X 108 mM (SHAW, 1966).

As inibigles do tipo competitivas para os inibidores fosfato, molibdato e o
vanadato demonstram que ¢ mesmo local de agdo do substrato € o mesmo local de
agdo do inibidor na enzima, ou seja, ambos competem pelo mesmo sitio de ligagdo,
sugerindo assim que fanfo o substrato quanto o inibidor utilizado apresentam
estruturas Tridimensionais parecidas, Além do mais, podemos afirmar gue existem
cargas negativas, provenientes de grupes R de aminodcidos, no sitio ative da enzima,
uma vez que o5 inibidores testados apresentam carga positiva. O menor valor de K
para melibdato indica que este inibidor interage mais facilmente com g enzima do

que outros inibidores testados.
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Figura 1. Inibi¢o da Fosfatase dcida por fosfate. Gréfico de Dixon para
determinacdo da constante de inibigdo para o fosfate (interno). A atividade

enzimética foi determinada de acordo com o método 3.2.1,
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Figura 2. Inibigdo da fosfatase dcida por molibdate. Gréfico de Dixon para
determinagdo da constante de inibicdo para o molibdato {interno). A atividade

enzimatica foi determinada de acordo com o método 3.2.1.
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A inibigdio por o-vanadato foi classificada como competitiva como mestrade na
figura 3. A consfante de inibicdo, de 1,6 X 10”° mM, foi obtida por meic do gréfico
da inclinac8io das refas contra as concentragBes do inibidor. A inibiglo competitiva
para s-vanadato era esperada uma vez que sua estrutura £ parecida com a estrutura
do fosfato (tabela 1). Assim, pode se adaptar come uma estrutura similar, no estado
de transiclio, para reacbes de transferéncias de alguns grupos fosforilas (ZHANG
et al, 1993). A Ki foi cerca de dez vezes menor quando comparada com a fragfo APL
da FAc de sementes quiescentes de soja, 12,8 X 107 mM (FERREIRA, 1997) e cerca
de vinte vezes menor que o observado para a FAc com atividade fosfotirosil-
proteina fosfatdsica, de coraglio bovino, cujo valor da Ki foi de 29 X 107 mM
(ZHANG & VAN ETTEN, 1990). E interessante mencionar que o o-vanadatc €
reconhecidamente um inibidor de fosfatases envolvidas no processo de proliferacdo

celular, em especial as fosfotirosina-proteinas fosfatases (LAU et al, 1989).

O estudo de inibicdc por fluoreto apresentou um perfil diferente com relago
aos outros inibidores estudados (Figura 4). Quando se fentou determinar o valor da
Ki por meic do gréfico da inclinagdo das retas contra as concentracdes do inibidor
observamos um fendmeno diferente do observado para outros inibidores (Figura 4
interno); a interseccdio das retas ndo ocorreu em um ponfo em comum no gixo de

1/Vnex € nem no eixo de -1/[S].
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Figura 3. Inibigdo da Fosfatase dcida por o-vanadato. Gréfico de Dixon para
determinagde da constante de inibigdo para o-vanadato (interno). A atividade

enzimatica foi determinada de acordo com o método 3.2.1.
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Figura 4. Tnibico da fosfatase dcida por fluoreto. Grdfico de Dixon para
determinacio da constante de inibicdo para o fluoreto (interno). A atividade

enzimdtica foi determinada de acorde com o métode 3.2.1.
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Um outro fato inferessante foi que pelo grdfice do Dixen ndo observamos uma
reta e sim uma curva parabdlica. Portanto estes dois resultades em conjunto
sugeriram uma inibico do tipo mista. Para confirmar este tipe de inibigdo e
determinar os valores de Ki usamos o Método de Cornish-Bowlden para
determinarmos as constanfes de inibiclo do tipo mista, que € expresso por dois
grdaficos secunddrios, 1/V X [fluoreto], para determinagdo da constante de inibicdo
compefitiva (Kic}, e grdfico 5/V X [fluoreto], para determinacio da constante de
inibiclio acompetitiva (Kiu) (Figura 5. O valor de Kic foi de 0,91 mM, e o valor de Kiu
foi de 0,46 mM (Tabela 1}. Desta maneira a inibi¢do mista pelo fluoreto apresentou
um perfil diferente dos relatados na literatura. Em 1995, REINER e colaboradores
demonstraram que o fluoreto era um inibidor competitivo para FAc de préstata
humana e que ¢ inibigdo por este lon apresentava uma cinética complexa. Para a
fragtio AP1 da fosfatase dcida de soja, estudada em nosso laboratério, a inibigdo foi
competitiva com vaior de Ki de 1,7 X 107 mM (FERREIRA, 1999). Por outro lado,
JACOB & SONTAG (1974) observaram parc a FAc de Hevea brasiliensis, que o

fluoreto era um inibidor nde competitivo, com uma Ki de 0,4 mM.
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Figura 5. 6rdfico de Cornish-Bowlden para determinagdo das constantes de
inibicdo competitiva e acompetitiva para fluoreto. A atividade enzimdtica foi

determinada de acordo com o método 3.2.1.
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Tabela 1. Tipos de inibigio e valores de Ki para o fosfato, molibdato, o-
vanadato e fluoreto para a FAc de mamona. Os valores de K; foram determinadoes

dos grdficos nas figuras 1,2, 3 e 4.

Inibidor Tipe de inibigdo Ki
Fosfato Competitiva 0,14 mM
Molibdato Competitiva 10 X 10° mM
o-vanadato Competitiva 1,6 X107° mM
Fluoreto Mista Kic 0,91 mi
K 0,42 mM
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4 1.2 Estabilidade Térmica

O estude de estabilidade térmica da FAc foi realizade pré-incubande a enzima
em diferentes temperaturas. Apés diferentes tempos, aliguotas eram retiradas e
deixadas em banho de gelo para posterior determinaglio da atividade residual ¢ 37
°C.

Os resuitados mostram gue a FAc de mamona apresenta cerca de 80% de
atividade qu&.nde pré-incubada por 30 min a 45 °C e 50 °C. Contudo, apds 30 min de
pré-incubagfio a 55 e 60 °C houve uma perda de 50 e 90 %, respectivamente, de sua
atividade (Figura &).

Na figura 7 verificamos o efeito do pNP e Pi (produtos da hidrélise do pNPP)
como possiveis protetores da inativagdo térmica. Dentre os compostos testados, o
methor efeito protetor foi observado quando a enzima foi pré-incubada com pNP ¢
Pi juntos, 40% de inativagdio, quande comparado com a pré-incubagdo da enzima, na
auséncia destes compostos (80% de inativaglic). Istc sugere que os produtos de
reacto contribuem para manter o conformagdo adequada para a cafdlise enzimdtica
através da ligaglio dos mesmos no sitio ativo da enzima. Este efeito ndo foi
observado quando os produtos da reagdo foram usados separadamente. Assim,
existem dois locais distintos para a ligagdo de pNP e Pi no sitio ativo da enzima, e

estes locais estdio em regides proximas uma das outras.
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Quando testados separadamente ndo se observou efeito protetor. FERRREIRA

et al (1998b}, demonstraram que o pNP e Pi também protegiom a FAc de sementes
quiescentes de soja contra a inativaglio térmica, de maneira mais efetiva para a de

Mamoeng,

O comportamento da FAc de mamona frente ao efeito da temperatura quando
as mesmas foram pré incubadas, mostra que esta fosfatase é mais estdvel do que a
maioria de outras fosfatases de plantas relatadas na literatura. NINOMIYVA et al
(1977} purificaram de células de tabaco em culture uma fosfatase dcida que nos
estudes de inativagdo a 55°C permaneceu com cerca de 10% da atividade apds 30
minutos. Duas fragbes contendo atividade fosfatdsica foram purificadas também de
células de tabaco cultivadas na auséncia de fosfato por UEKI & SATO (1977) os
quais mostraram que a fragdo denominada S-1 foi razoavelmente estdvel e a fragdo
5-2 foi inativada cerca de 90% quando pré-incubadas a 55°C. A fosfatase dcida de
raizes de cevada perdeu 50% da atividade apés B minutos de pré-incubacdo a 50°C
{PANARA et al, 1990). GELLATLY et al (1994) reiataram que uma FAc de
tubérculos de batata apresentou 100% da atividade apés 4 minutos de pré-
incubagdo a 65°C. Por outro lado FERREIRA et al (1998b) mostraram gue as quatro

fragdes das fosfatases dcidas de sementes quiescentes de soja apresentaram cerca
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de 100% de atividade enzimdtica & temperatura de 80°C, quande pNPP foi utilizado

como substrato.
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Figura 6. Estabilidade térmica da fosfatase dcide de mameona em diferentes
temperaturas. O ensaic foi realizado come descrito em métodos; a enzima foi pré-
incubada nas temperaturas e tempos indicados. A atividade enzimdtica
remanescenie foi determinada de acordo com método 3.2.1. Os experimentos foram

realizados em friplicatas.
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Figura 7. Efeito de protetores na estabilidade térmica da fosfatase deida de
mamona. A enzima foi pré-incubada a 60°C, nos tempos indicados, na auséncia e
presence de fosfato inorgdnico e/ou pnitrofencl. A atividade remanescente foi
determinada de acordo com o métode 3.2.1. Os experimentos foram realizados em

triplicatas.
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41.3 Mopeamento de sftio ativo

As informages sobre a identidade dos residuos de aminodcides que podem ser
essenciais para a atividode da FAc¢ de sementes de mamona foram obtidas através
do uso de compostos que reagem especificamente com algum grupo particular de

eminodcido funcional, na concentracdo de 10 mM final (BULONE et al, 1999),

Primeiramente, ¢ efeito dos reagentes modificadores mostrou ser temperatura
dependente uma vez que a inibigdo foi maior na temperatura de pré-incubacdic de
37°C (Tabela 2). Nenhuma inibiglo significativa ccorréﬂ com fenilglioxal (PGO),
dietil-pirocarbonato (DEPC) e N-acefilimidazol (NAI) modificadores quimicos
especificos para argining, histidina e tirosina, respectivamente, mosirande que

possivelmente estes aminodcidos ndo sdo importantes para a atividade enzimdtica.
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Tabela 2. Efeito de reagentes modificadores de aminodcido na atividade da

fosfatase dcida de sementes de mamona.

Atividade Relativa (%)

Reagente modificador 25 °C 37°C
Dietil-pirocarbonato (DEPC) 100 100
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) Carbodiimide (EDC) 85 70
N N'-diciciohexicarbodiimida (DCCD) 80 50
dcido iodoacetico (TIAA) 100 50
N-bromosuccinamida (NBS) 100 40
N-acetilimidazol (NAI) 100 100

Fenilglioxal (PGO) 100 90
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Embora N-bromosuccinamide (NBS) tenha apresentade inibicie de 60 %,

indicande que ¢ tripfofano € essencial para a atividede da enzima, ¢ estudo de
protecde feito na presenca de p-nitrofencl e fosfato 10 mM, que atuam ro sftio
ativo, ndo mostrou a reversdo da atividade da enzima na presenca destes compostos
protetores (resultados ndio apresentados), indicando que este aminodcido &
importante para a atividade da enzima, mas que pode estar @re.sen?e em uma regido

que ndo seja o sftio ativo da enzima,

Similarmente o mesmo ocorreu para os compostos que atuam em grupos
carboxilas de aminodcides como, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
e N,N'-diciclohexycarbodiimida (DCCD), que promoveram inibigtio de 30 e 40%,
respectivamente, mostrando que dcidos glutdmico e aspdrtico sdo importantes para
a atividade da enzima, mas que ndo foi possivel afirmar a presencas destes no sitio
ative da enzima uma vez que a reversdo da atividade ndo ocorreu na presenca de

compostos protetores da atividade enzimdtica.

Por outro lado, a inibigdo de 50% pelo dcido iodoacético (TAA) mostrou gue os
grupos SH de cisteina sdo importantes para a atividade da enzima e que se
encontram no sitio ativo da enzima uma vez que na presenca de compostos
protetores como, o p-nitrofencl e fosfate 10 mM, a atividade da enzima foi

revertida para 70%.
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Portanto escolhemos o reagente modificador TAA para detalharmos os estudos

referentes a sug atuacdo em residuos de cisteina,
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Figura 8. Inativaglio da Fosfatase dcida de sementes de mamona por TAA. A
enzima foi pré-incubada em diferentes tempos e a reagdo enzimdtica iniciou-se com
a adigdo de pNPP. A atividade residual foi expressa como porcentagem do controle

na auséncia de TAA.
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Cinética de inativacdo da FAc de sementes de mamona por IAA

De acordo com a figura 8 observamos que a inativacde da enzima foi do tipo
concentragdo e tempo dependente. Em 1998, PRAKASH & BHUSAN demonstraram
que a urecse de melancia (Citrullus vulgaris) era concentragto e Tempe dependente
quando inativada por TAA. Fato observado, também, para a (1-3)-B-glicano sintase
de centeio (BULONE et al, 1999). A razdo/faxc de inativagdo em funglo da
concentraclo de TAA foi linear, sugerindo forfemente que um complexo ndo
reversivel foi formado entre a enzima e o reagente (Figura 9). Através da inclinagdo
da reta do gréfico da figura 9 obtivemos o valor de 2,9 . 107 M™ 57 como sendo da
constante bimolecular aparente da enzima na presenga do reagente medificador, ou
seja, é o valor da reatividade do agente modificador. A ordem da reagdo de
inativaco foi determinada de acordo com LEVY et al (1963) através do grdfico
logarftmo de Ky, versus logarftmo da concentragdo de TAA (Figura 10). Este grdfico
ginda nos forneceu uma inclinaglio para a reta de 2,09, indicando que a ordem da
reacdo de inativacdo foi 2 e que cada molécula de enzima inativada contém duas
moléculas de TAA ligada por sitic ativo, ou melhor, cada sitic ativo contém dois

grupos de cisteina que reagem com duas moléculas de TAA.

Estudos prévios mostraram a importdncic de grupos SH para a atividade

enzimdtica da fosfatase écida de sementes de mamona {GRANJEIRO ef al, 1899) e



Resultedos e Discussio -4
que o bloqueio destes grupes com inibidores de SH favoreciam intensamente a perda

da atividade enzimdtica, mostrande que estes grupos sdo importantes para a
catdlise enzimdtica. Apesar de ser pouco comum em fosfatases dcidas de plantas a
sensibilidade por inibidores de grupos SH, as fosfatases dcidas de baixa massa
molecular relativa de fonte animal s8o extremamente sensiveis & inibigdo por tais
reagentes (BITTENCOURT & CHAIMOVIC, 1976; GRANJIEIRC et al, 1997b),
indicando gue os grupos SH podem estar envolvidos na catdlise de fosfatases dcidas
sensiveis ¢ estes recgentes. Em 2000, SRIVASTASA & KAYASTA demonstrarom
que a afividade catalitica da urease de sementes de Cgjanus cajan L. era inativadas
por pCMB, sendo assim, os grupos SH essenciais para a atividade catalitica, e que

esta inibigto era revertida guando um excesso de cisteina era adicionado.
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Figura 9. Grdfico de dependéncia do constante aparente (Kp) de inativagdo
em funglio da concentraglo de TAA. Os valores de Ky foram determinados através

da inclinaclio das retas de cada concentraglc de TAA pré-incubada em diferentes

tempos.



Resuftades & Discussdo B

H
050 i
=
T i
Z Som
x” .
5
Y,
15 L i
_,/
s ‘/‘//"
re
204 -
i P i
2.0 25
log [IAA]

Figura 10. Determinagc da ordem aparente da reacdo de inativagde. A
inclinagdio da curva foi de 2,05. A inclinagdo da reta obtida indica que 2 aminodcidos

cisteina estdo presentes no sitio ative da enzime.
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4.2 Estudos Fisico-quimico e conformacional

4.2.1 Desnaturacfio por Uréia

Tniciaimente procuramos deferminar o tempe necessdrio para a complefa
desnaturacdo da enzima pela uréia. O espectro de emissdo foi deferminado apds
diversos intervalos de tempo até 24 horas. Assim pudemos verificar que a
desnaturaciio se completou apds 7 horas e que foi reversivel por diluigdo,

imediatamente apds o equilibrio da solugdo. {nfio mostrado].

Através do grdfico da intensidade de fluorescéncio em funglo do comprimento
de onda de emissdo podemos observar uma alteraglio da infensidade de
fluorescéncia em funcdo do concentracdo de uréia e um concomitante deslocamento
dos picos de emisséo para o vermelho (Figura 11), provavelmente devido d exposicdo

dos grupamentos de tirosina, hidrofébicos, pela agdo da uréia.

Plotando-se os valores de comprimento de onda de emissdo mdximo em fungdo
da concentracdio de uréia (Figura 12), obtemos uma curva de desnaturagdo simples,
sugerindo que o mecanismo de desnaturagdo da FAc de mamona por uréia envolve
dois estdgios. Esta observagdo é reforgada pelo deslocamento do centro de massa
| (Figura 12, interna). Os dois resultados demonstram que em concentracdes acima de
4 M de urédia o processo de desnaturagdio se inicia. Uma observagdo inferessante é

que a inclinaclio da reta na fase de transigde € muito mais acentuada quando se
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monitorou o comprimento méxime de absor¢dio (Ame) do gue o cenfro de masse

(Figura 14, interna).
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Figura 12. Curva de desnaturagde da FAc de mamona por uréia. Efeito da
uréia no cenfro de massa da enzima {interno). Os valores de comprimento de onda
mdximo foram obtidos da fig. 11. Os valores de centre de massa foram obtidos de

acordo com o valor médio de cada drea da curva de intensidade de fluorescéncia.
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Na figura 13 temos o grdfice da atividade da FAc em funclo da concentragde
de uréia, a perda de atividade enzimdtica aumenta com o aumento da concentragdo
de uréia, sendo mdxima na concentragfic de & M. Na concentraglo de 4 M o
atividade residual & de 60%; nesta concentragdo tanto o A.e como o centro de
massa estdo apenas comegando a variar (Figura 12 e interno). Isto demonstra que o
infcio do processo de desnatura¢do da proteina garante uma conformagdo adequada

para a suc afividade enzimdtica.

Uma vez que o processo de desnaturagdo € reversivel e parece envolver apenas
dois estdgios, nativo e desnaturado, podemes utilizar o método de PACE (1990) para

calcular os pardmetros termodindmicos da desnaturagdo por uréic.

Assim, a fragdo de proteina desnaturada, Fq, pode ser calculada de acordo com

a seguinte férmula:

Fa = (Yo~ Yoos)/ (o - Ya)
onde yobs € a intensidade de fluorescéncia observada, e y. e ys representam os
valores de y caracteristicos & conformagio nativa e desnaturada, obtidos de acordo
com PACE (1990} (Figura 14). A diferenca de energia livre entre os estados nativos

e desnaturados, AG, pode ser calculado através da seguinte férmula:

AG = R Tin[F/(1-Fa)]
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onde R € a constante dos gases (1,987 cal mole Ta temperatura em Kelvin.

Em geral, a variagio de energia livre é linear em relacio & concentragdo do
desnaturante (Figura 14, interno). O métedo de andlise dos minimos quadrados é

usade para demonstrar os valores da regidic de transiclo pela equaco:
AL = AG (H0) - m [D]
onde AG {H:0} € o valor de AG na auséncia do desnaturante, m é o intercepto
da fransicde desnaturante, ou seja, a medida da dependéncic do AG em relaciio &
concentragdo do desnaturante, e [D] € a concentraglc do desncturante. Assim os

valores de m para a FAc de mamona foi de 0,991 kcal mol™ M e o de AG (H.0) foi

de 4,91 kcal mol™ (tabela 3).

O mecanismo de desnaturagde do tipo dois-estdgios encontrado pela Fac de
mamena na presenca de uréia, também jd foi observado em outras fosfatases deidas
(BORNADATA et dl, 1996 e POKALSKY et al, 1995) e na Ribonuclease A (PACE,
1990). O deslocamento do centre de massa da enzima jé foi observado na proteina
do virus do mosaico do tabaco (BONAFE et al, 1998). A perda da atividade
enzimdtica na presenga de compostos desnaturantes evidencia que a integridade
conformacional € extremamente importante para a atividade cataiitica (CHEN et al,

1997).
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Figura 13. Efeito da variagdo da uréia na atividade enzimética. A atividade
enzimdtica foi determinada de acorde com o métedo 3.2.1. Os experimentos foram

realizados em triplicatas.
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Figura 14. Grdfico do efeito da uréia na fraclio desnaturada da enzima.

Determinagdo da variagde de energia livre na auséncia do agente desnaturante, AG

(H.O) (interno).
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Tabela 3. Par@metros caracteristicos da desnaturagde da FAc de mamona por

uréia. Os valores de m, Dyz e AG (H20) foram obtides do grafico 14.

Desnaturante Pardmetros de desnaturacdo
uréia m (keal mol™ A5 Dz (M) AG {H:0) (Keal mol™)
0,991 4,95 491

O valor de AG {H:0) da enzima desnaturada por uréia estd de acordo com os
relatados na literatura para maioria das proteinas globulares, ou seja, na faixa de

5-15 keal mol™ (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de AG {H:0) para diferentes proteinas na presenca de

uréia.

Proteina AG (H:0) (Keal mol™) Referéncias

Recombinate Humane FK 5,9 EGAN et al, 1993

Ribonuclease Ti 794 PACE & LAURENTS, 1989
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4.2.2 Desnaturagdo por Cloreto de guanidina

Da mesma forma que com ¢ uréig, inicialmente procuramos determinar o fempo
necesséric para a completa desnaturaclic da enzima pele cloreto de guanidina. O
espectro de emissdo foi determinade apds diverses intervalos de tempo até 80
horas. Assim pudemos verificar que a desnaturagdic se completou apds 55 horas e
que foi reversivel por diluigdo, imediatamente apds o equilibrio da solugdio (ndo
mostrado].

Através do gréfico da intensidade de fluorescéncia em funcéio do comprimento
de onda de emissdo podemos observar o mesmo efeifo que ocorreu com o
desnaturacdo por uréia, ou seja, uma alteragdo da intensidade de fluorescéncia em
funcdo da concentracdo do cloreto de guanidina e um concomitante deslocamento
dos picos de emissdo para o vermelho (Figura 15), que provavelmente é devido &
exposi¢do dos grupamentos de tirosina, hidrofdbicos, por agdo do cloreto de

guanidina.

Plotando-se os valores de comprimento de onda de emisstio mdxime em funcéio
da concentracdo de cloreto de guanidina (Figura 16), também obtemos uma curva de
desnaturacdo simples, sugerinde que o mecanismo de desnaturagdo da FAc por
cloreto de guanidina envolve dois estdgios. Esta observagdo ¢ reforcada pelo

deslocamento do centro de massa (Figura 16, interna). Os resultados demonstram
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que em concenfragdes acima de 2 M de cloreto de guenidina ¢ processs de

desnaturacto se inicia.
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Figura 16. Curva de desnaturaglio da FAc de mamona por cloreto de guanidina.
Efeito do cloreto de guanidina no centro de massa da enzima (interno). Os valores
de comprimento de onda mdximo foram obtidos da fig. 15. Os valores de centro de

massa foram obtidos de acordo com o valor médio de cada drea da curva de

intensidade de flucrescéncia.
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Na figura 17 temos o grdfico de atividade da FAc em funcdo da concentragdo

de clorets de guaniding, o perde de atividade enzimdtica aumenta com o aumento da
concentragdo de cloreto de guanidina. Diferentemente do que ocorreu com o uréia,
em concentracdes acima de 2 M a afividade enzimédtica residual é praticamente nula,
Por outro iade na concentracdo de 2 M, tanto o comprimento de onda mdxime come o

centro de massa estde apenas comegando a variar (Figura 16, interna).

Como no estudo do efeite da uréia, uma vez que o processo de desnaturacio é
reversivel e provavelmente envolve apencs dois estdgios, native e desnaturado,
podemos utilizar o métode de PACE (1990) para calcular os narémetros
termodindmicos da desnaturaco por cloreto de guanidina (Figura 18). Assim,
determinamos o valor de 2,12 kcal mol” M e 4,98 keal mol® para o m e AG (H:0),

respectivamente, para a desnaturagdo por cloreto de guanidina.

Tabela 5. Pardmetros caracteristicos da desnaturacdo da FAc de mamona por

cloreto de guanidina. Os valores de m, Dyze AG (H,0) foram obtidos da figura 18.

Desnaturante Pardmetros de desnaturacdo

GdnHC! m (keal mol™ M) Dz (M) AG (H:0) (Keal mol™)

2,118 2,35 4,98
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Figura 17. Efeito do cloreto de guanidina na atividade enzimdtica. A atividade
enzimdtica foi determinada de acordo com o método 3.2.1. Os experimentos foram

realizados em triplicatas.
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Figura 18. Grdfico do efeito do cloreto de guanidina na fragdo desnaturada da
enzima. Determinagdo da variagdo de energia livre na auséncic do agente

desnaturante, AG {(H,0) (interne).
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O valor de AG (H0) da enzima desnaturada por cloreto de guaniding, assim
como na presenga de uréia, também estd de acordo com os relatados na literatura
pela maioria das proteinas globulares, ou seja, na faixa de 5-15 keal mol™ (Tabela é).
Andlises das curvas de desﬁa?mmg&a por estes dois solventes na enzima indicam que,
embora o cloreto de guanidina seja cerca de duas vezes mais potente gque a uréia, o
valor de AG (H:0) obtido dos dois desnaturantes estéio em excelente concord@ncia
(Tabela 3 e 5), demonstrando que o valor de variagio de energia livre do processo de
desnoturaclio esté relacionade com a protzina em si e ndo com os agenfes
desnaturantes utilizados. Valores préximos de A& (H.0) (5,8 kcal mol”) também
foram observados para lisozima utilizando como desnaturantes uréia e cloreto de

guanidina (GREENE & PACE, 1974, PACE, 1986).

Tabela 6. Valores de AG (H:0) de diferentes proteinas na presenca de cloreto

de guanidina.
Proteina A6 (H:0) (Keal mol™) Referéncias
Mioglobina egliina Q.7 PACE & VANDERBURG, 1978

FAc pdrpura de feijdo 5.2 CASHIKAR & RAQ, 1996
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4.2.3 Desnaturagdo Térmica

Utilizande a absorbdncia em 280 nm como um parémetro conformacional,
verificamos o efeito do pNP e Pi na desnaturagio térmica da enzima (Figura 19),
Podemos observar que a conformacglo nativa mantem-se estdvel até cerca de 60°C
na auséncia de compostos; na presenga de NP e Pi a Az comeca a aumenta préximo
aos 70°C. Na auséncia dos compostos o desnovelamento da enzima resulta em um
significante aumento da Az que parece desenvolver-se em duas etapas distintas: i)
aumento ligeiramente menos pronunciade entre 60 e 80°C e, ii) mais pronunciade
entre 80 e 90°C. Acima dests temperatura inicia-se um processo de agregacdo com
conseqiiente precipita¢do da proteina, como verificado pela diminuigdio da Azse. Uma
vez iniciado o resfriamento, hd uma mudanga conformacional que resulta em menor
exposicdo dos residues de aminodcidos aromdticos, mas que se estabiliza em torne
de 0,45. Na presenca dos protetores, o perfil foi similar embora néio tenha sido
detectada a agregagdo. Nota-se ainda que apds ¢ resfriamento também ndo ocorreu

uma diminuicdio da Az até os niveis iniciais, mantende-se estdvel em torno de 0 52.

O estudo de desnaturagto térmica aponta ainda para a possive! existéncia de
um estado infermedidrio durante o desnovelamento causado pelo aumento da
temperatura (Figura 19), diferentemente do observado na presenca de uréia ou

cloreto de guanidina. Isto pode ser verificade pelas distintas taxes de aumento da
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Azge entre 60-80°C e entre B80-90°C. Estudos mais detalhados, provavelmente

envolvendo o uso de um micre DSC {calorimetria diferencial de varredura), serdo

necessdrios para a elucidagdo desta evidéncia.

Estas observagfes slo reforgadas pelo fato da enzime ser um dimero
(EGRANTEIRO et al, 1999). Assim, entre 60-B0°C poderiamos estar observarde a
separagdo do dimero e, acima desta temperatura (entre 80-90°C), o desnovelamento
dos mondmeros. Acima de 90°C os mondmeros desenovelades poderiam interagir
formando agregados e precipitar.

Observando a figura 19, notamos que o platd apds o resfriamento coincide com
o ponto onde ocorre a mudanga na taxa de aumento da Azso durante o aquecimento.
Ou seja, o resfriamento permite o enovelamento do mondmero, mas ndo a formagdo
do dimero. Poderiomos supor a seguinte relagdo:

Dimero nativo > Az = 0,2

Mondmero enovelado (T=80°C) > Az =05

Mordmero desenovelado {T=90°C) > Azgp = 1,05

Platd apés resfriamento > Az = 0,45

Certomente estudos mais detalhados serdio recessdrios para desvendar esse
resuitado instigante. Contudo, entendemos que esta enzima pode resultar em uma

ferramenta extremamente interessante para o estudo conformacional de proteinas.
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presenca de pNP e Pi.
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4.2 4 Determinacdo do ponto isoeglétrico (pI)

O ponto isoelétrico da fosfatase dcida de sementes de mamona pdde ser
previomente estabelecido numa faixa de pH de acordo com o comportamento desta
enzima durante as etapas de purificacdo em que foram utilizadas resinas de troce
idnica, uma vez que esta enzime ndo se ligava 4 resing de SP-Sephadex {catidnica)
pH 5,0 e se ligava & resina de DEAE-Sephadex {anidnica) em pH 7,5, sugerindo um

oI menor ou igual a 5 (GRANJEIRO et al, 1999).

Na eletrofocalizaciio sbtivemos um valor de pI de 4,6 (Figura 20}, sendo este
valer de ponts isoelétrico compativel com o comportamento observade nos perfis de

eluictio da FAc nas cromatografias de troca idnica.

Na determinacBe dos pontos isoelétricos nos géis foi considerada a banda de
maior intensidede. As outraes bandas que aparecem nos géis sdc devide &
heterogeneidade proveniente da porgdio de carboidratos (SZALEWICZ et al, 1997;

FERRETRA et al, 1998a).

O valor de pI encontrado para FAc de sementes de mamona estd na mesmo
faixa dos encontrados para FAc de outras fontes, 4,5 para células de mostarda em
cultura (DUFF et al, 1989), 4,7 para hipocotilédone de soja (DEWALD et ai, 1993),

4.9 para sementes quiescentes de soja (FERREIRA et al, 1999).
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Figura 20. Focalizagdo iscelétrica da fosfatase dcida de sementes de mamona.
As condicBes da corrida foram descritas em métodos 4.4.d. Foram aplicados 25 ug
de proteina e utilizados anfdlitos de pH de 4,0 g 6,5. As setas indicam os valores de

pL. Em A temos a enzima na auséncia de EndoH, enguanto que em B e € temos S 2 30

miJnidades de EndoH, respectivamente.
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425 Determinacdo do Carboidrato Total

Comumente as fosfatases dcidas de plantas sdo glicoproteinas (DUFF et dl,
1994), Como mostrado anteriormente (GRANJEIRO ef al, 1999) a fracio AP € uma
glicoproteina e contém 40% de carboidrato em sua estrutura. O teor de
carboidrate fotal foi determinado de acorde com o métode de DISHE (1954
Método 4.4.¢). FERREIRA et al {1999), jé haviam mostrado que as isoformas APL,
AP2, AP3A e AP3B de fosfatase deida de sementes de soja quiescentes
apresentaram 30, 28, 18 e 10% de carboidrato em suas esfrufuras,
respectivamente.

A presenca de carboidratos nas enzimas, principaimente em plantas, por um
lado, facilita sua purificagdo, uma vez que séio retidas em resinas de afinidade como
a Concanavalina A-Sepharose (GRANJEIRO et al, 1999), porém, por outro lado,
prejudica o perfil de eletroforese, uma vez que os carboidratos sdo responsdveis
pela heterogeneidade que aparece nes géis (MORRIS et al, 1989).

4.3 Composigdo do Carboidrato

O esquema abgixo mostra as etapas para deferminagdo da composicdo de

monossacarideos na FAc de sementes de mamona.
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GLICOPROTEINA

4 M TFA
l 121°C por 2h

Monossacarideos

{(Neutros e aminos)

i

PMP + NaOH
70°C por 2h
HCl

Extragdo com éterbutilico

l

Monossacarideos

tratados com PMP

l Andlise em HPLC

Composigdo total dos

mohossacarideos

A mistura equimolar dos cinco monossacarideos (Manose, glicosamina, glicose,
golactose e xilose) foi tratada com PMP e separada por HPLC de fase-reversa
(Figura 21). Todos os cinco monossacarideos PMP-tratados foram resolvidos com

linhe de base de pelos menos dois minutes de separagfic de tempo de retengdo. Apds
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vérias aplicagdes dos padrées, pudemos cbservar uma excelente reprodutibilidade

do experimente. Os picos para todos os monossacarideos foram bem definidos e
simétricos. Os cinco menossocarideos utilizados como padrdc representam oS
aciicares comumente encontrados em glicoproteinas provenientes de mamiferos,

plantas e fungos (FU & O'NEILL, 1995).

A andlise por HPLC do componente de aglicar da fosfatase dcida de sementes
de mamona € mostrada na Figura 22. O tinico pico observado foi bem resolvido e seu
tempo de retencde de aproximadamente 67 min foi similar ac tempo de retencdo
observado para glicose quandc foram passados os padrdes de monossacarideos
(Figura 21). Juntamente com o resultado de carboidratos totais podemos concluir
que a quantidade de glicose foi de 40%. Este resuitado foi diferente do ebservado
para ¢ composicie de carboidratos da fosfatase dcida de sementes de soja
quiescentes, o qual apresentou manese e glicosamina em sua estrutura (resultados
ndo mostrados). Na tabela 7 podemos observar que ndo ha uma composigdo similar
entre as diferentes glicoproteinas jé previamente descritas, porém glicosamina e
manese os aglcares comumente encontrados nas diferentes glicoproteinas. Por
outro lado ndo hd relatos na literatura quanto G composigdo de carboidratos de

fosfatases dcidas de plantas.
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Figura 21. Separagdo por HPLC dos padries de monossacarideos PAAP-
tratados. A mistura de monossacarideos, 10 nmol para cada manose, glicosaming,
glicose, galactose e xilose, foi fratada com PMP e dissolvida em 200 ul de dgua
como descritc em métodos 4.4.f. O fluxo de corrida foi de 0,2 mL/min 2 o volume de
amostra aplicado foi de 20 ul. Os Picos A, B, £, D, E 2 F sdo PMP, manose,

glicosamina, glicose, galactose e xilose, respectivamente.
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Figura 22. Separaglio por HPLC dos monossacarideos neutros e aminos PMP-
+ratados da fosfatase dcide de sementes de mamona. A enzima (100 ug) fol
hidrolisada cem 4 M de TFA a 121°C por 2h. Depois foi secada, PMP tratada e
analisada por HPLC como descrito em métodos 4.4.f. O fluxo de corrida foi de 0,2
mL/min e o volume de amostra aplicado foi de 20 ul. Os picos A e B sdo PMP e

glicose, respectivamente.
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Tabela 7. Andlise da composigte total de monossacarideos de glicoproteinas

relatadas na literatura.

Glicoproteing Monossacarideos
RNase B péncreas bovino Manose e glicosamina.
Fetuina bovina Manose, glicosamina, galactose e galactosamina,
Tiroglobulina de porco Manose, glicosamina, galactose e fucose.
Serotransfering humana Manose, glicosamina e galactose.

OBS: FU & O'NEILL (1995).
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4.3.1 Pardmetros cinéticos na auséncia da porgdio de Carboidrato.

Sdo inexistentes no literatura trabalhes relacionoades a cinética enzimdtica
com a enzima desprovida de sua porcdo de carboidrato. Assim, os resultados aqui
apresentados ndo puderam ser comparados a outros, como no decorrer desta tese.
Na presenca de 12 mU de Ende-H realizamos o determinagtio do pH dtime da enzima
bem como e determinaglic da curva de Michaelis Menten afim de obtermos os
valores de Kn, Vani € constante de especificidade. Embore estudos prévies
determinaram o pH dtime da enzima come sendo de 55, um pH étimo adicional

apareceu na faixa de 3,5 na enzima tratada com Endo-H (Figura 23).

Quante ao comportamento da enzima frente ac substrato sintético p-
nitrofeniifosfato, ocorreu um aumento na Ves € aumento da K. (Figura 24) com
diminuicdo de 2 vezes da constante de especificidade. Estes resultados sugerem a
import@ncia da porgdo de carboidrato ndo somente na atividede da enzima, mas

também em sua estrutura conformacional.

A importdncia da porgdo de carboidrato para a estrutura e conseqiienfemente
a atividade enzimdtica estd em sua contribuicdo para a diminuigdo da flutuagdo
dindmica da molécula de proteina. Além do mais, a glicosilagto de proteinas aumenta

a estabilidade conformacional das proteinas por diminuicdo do nivel energético do
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estado native (JOAO & DWEK, 1993; HIETTER & LEF§VRE, 19%6; KWON & YU,

1997)
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Figura 23. Efeito do pH na atividade da erzima. O ensaio foi realizado

conforme descrito em método 4.6, utilizando o pNPP (B mM) como substrato e

tempo de reacdo de 40 min na presenca e auséncia de 12 mUnidades de Endo H . Os

tampdes utilizades na concentraglo de 100 mM, foram: Glicina {pH 2,5 e 9,0),

Acetato (pH 3,0 a 5,5), Bis-Tris (pH 6,0) e Imidazol (pH 7,0 ¢ 8,0).
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Figura 24. Determinagdo dos pardmetros cinéticos K., e Vue. O ensaio foi
realizado como descrito em métodos 4.6, utilizando-se diferentes concentracdes de
PNPP. A reagdo foi iniciada pela adigdo de 0,03 ug de enzima. A K, e a Vs foram
calculadas pelo ajuste da curva (Hipérbole retangular) na auséncia {A) e presenca

(B) de 12 mUnidades de Endo H.
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Quando utilizames a enzima Endo-H, responsdvel pela deglicosilagio da porgdo
de carboidrate da enzima, observamos dois fendmenos importantes (Figura 20).
Primeiro ocorreu um aumento no valor de pI para 4,75, provavelmente devido a um
aumento no nimero de cargas livres da enzima que anteriormente eram ocupadas
pela porglio de carboidrato. Segundo, que ocorreu uma diminuicdo na
heterogeneidade da porgle de carboidrato, o que ndo se observa na enzima ndo
trotada com Endo-H No entanto, é mostrade que nas condigbes de remogfo
completa da porgtio de carboidrate, a micreheterogeneidade ndo ¢ abolida, embora a
multiplicidade de bandas sobre a focalizacdo isoelétrica pode ser, no enfanto,

reduzida {MORRIS et al, 1989).

A remocdo total de carboidratos das glicoproteinas em geral depende da
natureza do oligossacarideo presente na proteina. A porgdo de carboidrato da
RNase B bovina e DNase A sdo rdpida e totaimente removidas em baixas
concentracbes de EndoH ao passo que a ovalbumina necessita ser desnaturada
anteriormente por rigorosos tratamentos, como por digestdo com pronases;
tratamento com SDS também pode potencializar o efeito removedor de
carbeidrates da EndeH. Uma outra classe de glicoproteinas, come Tirogiobulina e

IgM necessitam de uma grande quantidade de EndoH ou inclusdo de reaces de
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hidrdlise para a remocio de carboidratos das glicoproteinas (TRTMBLE & MALEY

1984).
4.4 Estudos de germinagiio

Finaimente, realizamos alguns estudos sobre a germinagdio de sementes de
mamona. O passo inicial do estudo de germinaglic de sementes de mamona foi
padronizar as condigbes do experimento. Assim como demonstrado por LAGOA
(1983}, as sementes de mamona foram previemente embebidas em dgua Milli Q por

um perfodo de 6 horas, a fim de se quebrar o periodo de doerméncia das sementes.

A figura 25 A mostra o crescimento das pldntulas em relacdio ao tempo de
germinac@o de 10 dias em cdmare de germinaclio com temperatura controlada de
28°C, no escuro. Assim pode-se observar que o crescimento foi bastante acentuado
e sem desaceleractio a partir do terceiro e quarto dia, para raiz e caule,
respectivamente. O aumento da raiz proporcional ac aumento do caule era esperado,
pois as raizes s8o importantes para a mobilizagdo de fésforo proveniente do solo
{SCHACHTMAN et al, 1998). Por outro lado, o crescimento da folha ocorreu

somente a partir do sétime dia e tornou-se constante a partir do oitave dia.
O peso da plantula apresentou um crescimento acentuade de acorde com o
aumento dos dias de germinagde, como demonstrade pela figura 25 B. Um fato

curioso € que a partir do sexto dia o peso secoe das pléntulas duplicou, em uma
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proporgdo que ndo ocorreu com os tamanhos de raiz e caule das plantulas. Isto pode

ser devido a expresstio de n ovas proteinas ou a biossintese de reservas energéticas

para a planta, come o amido.
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Figura 25. Crescimento e peso das plantulas. As sementes de mamona foram
germinadas de acordo com métodos 4.6. Para uma quantidade de 10 plantulas foram
mensuradas, durante a germinagdo, os comprimentos do caule, raiz e folha (Aj e o

peso total fresco (B).
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Apés a determinago das condi¢fes ideais de germinagdo das sementes de
mamona, procuramos determinar o perfil de atividade fosfatdsica utilizando

diferentes substratos, tais como, PNPP, PPi, Tyr-P, PEP e dcido fitico.

De acorde com a figura 26, podemos observar que o pico de atividede
fosfatdsica na presenga do substrato pNPP foi no sétimo dig, enquanto que para PP
e Tyr-P o pico apareceu no nono dia e para PEP apareceu no quinto dia de
germinago. Também podemos notar que a atividade fosfatdsica para o pNPP foi

bastante superior quando comparado com os outros substratos utilizados.

Diferentemente, a atividade da fosfatase decida na presenca do dcido fitico,
uma importante fonte de fosfato por se tratar de um composto hexafosfato,
praticamente ndo ocorre nesta variedade de mamona, fato este também observado
para ¢ germinaglo de sementes de soja realizada em nosso laboratdrio. Por outro
lado, GIBSON & ULLAH (1988) demonstraram que uma outra variedade de soja
apresentou pico de atividade fosfatdsica para o dcido fitico em torno do décimo dia.
Vale ressaltar que fambém ndo foi observada atividade fitdsica nas 4 isoformas de
FAc de sementes quiescentes de soja (FERREIRA et al, 1998a) e para a fragdo AP1

purificada das sementes de mamona (GRANJEIRO et al, 1999},
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Figuro 26. Caracteristicas da fosfatase dcida de sementes de mamona
durante a germinagdo, utilizando diferentes substrates. As sementes foram
germinadas g 28°C, e do exirato brute obtide, foram determinadas as atividades

usando como substratos pNPP, PPi, Tyr-Pi, AcF e PEP,
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No extrato das plantulas determinou-se o teor de proteinas fotais e de
fosfato inorgnico (figura 27). De acorde com ¢ grdfico de dosagem de proteina
pode-se observar que a sua concentraglo aumenta de acorde com o cumento dos
dios de germinacdio, com o seu pico de atividade em torno do citave dia de
germinactio. Este pico de concentracdo de proteina € coincidente com o
aparecimento de maiores atividades fosfatdsicas para os diferentes substrafos
utilizados. Portanto pode-se sugerir que nesta fase ocorre maior expressdo de
proteinas nas plantas. BEWLEY (1997) relatou que durante a germinacdio € comum a
sintese de proteinas, uma vez que todos os componenfes necessdrios para a
retomada da sintese protéica estarem presentes no embrido maduro das sementes.
Além do mais, RNAm pré-formados estdo presentes no embrido sece, sendo os
responsdveis pela mensagem residual associada com o0s processos de
desenvolvimento prévio (COMATL & HARADA, 1990; LANE, 1991} e que podem ser
usades transitoriamente durante o inicio da germinag8o. Todavia, algumas mudangas
em RNAm de embrides e proteinas sintetizadas, essenciais para o suporte do
metabolismo celular normal, ocorrem durante a germinagdo de algumas espécies de
monocotileddneas como o milho (SANCHES & MARTINEZ, 1986), dicotiledneas
come a ervitha (LALONDE & BEWLWY, 1986) e coniferas como os pinheiros

(MULLEN et al, 1996). J& o contetide de fosfate inorgdnico diminui drasticamente



RBesultados e Discussio -Fi-
com o tempo de germinagdo. Esta diminuic8o estd relacionada a sua utilizacdo como

um importante macronutriente para as plentas, sendo fambém um dos constituintes
dos dcidos nucléicos, fosfolipidios e ATP (SCHACHTMAN et al, 1998). Além do
mais, o fosfato estd envolvido no controle de reaces de enzimas chaves e na
regulaglio das vias metabélicas (THEODORU & PLAXTON, 1993). E interessante
observar que € justamente a partir da queda da quantidade de fosfats que a
atividade enzimdtica da fesfatase dcida tende a aumentar. O aumente da atividade
fosfatdsica para o PPi & partir do sétimo dia de germinagdo poderia ser uma forma
de suprir, eficientemente e com menor custo energético, as necessidades de fosfato
para o crescimento e desenvolvimento da mamona, e assim ndo sendo necessdric a

biossintese de uma fitase.

A partir do ferceiro dia do pico de fosfato, ocorre uma queda acentuada de
sua concentracdo, isso porque justamente nesta fase ocorre maior utilizagdo, por
parte da planta, de fesfato para o seu desenvolvimento. Paralelamente, podemos
observar um aumento acentuado de proteinas, e esse aumento pode estar
relacionado com aumente da expressdio de fosfatases dcidas, uma vez que estas
enzimas sdo os componentes intra e extracelulares responsdveis, em plantas, da
deficiéncia de fésforo (GOLDSTEIN et al, 1988). Além do mais, a regulacdio destas

enzimas € critica para que a planta sobreviva em solos que tenham quantidade
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limitante de fésforo (DUFF et al, 1991). Em 1990, KUMMEROVA & BURESOVA

demonstraram um aumento da atividade fosfatdsica em dois gendtipos de raizes de
milho quando os mesmos foram submetidos a uma deficiéncia de fosfato exdgenc. A
deficiéncia de fésfore com o aumento da atividade fosfatdsica em milho foi também
evidenciada por FRIES e colaboradores (1998), demonstrando ¢ pape! chave desta

enzima na mobiliza¢do de fésforo para as plantas.
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Figura 27. Dosagem de proteina total e fosfato inorgdnico (Pi} durante
germinagdo. As sementes foram germinadas como descrito em métodos 4.6. Para um
conteido de 10 plantulas foi obtido o extrato, do qual nos vdrios dias de germinagdo

foram obtidos os contetides de proteing totais (A} e de fosfato inorgénico (B).
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5 CONCLUSAO

As inibigBes por fosfato, molibdate e o-vanadate foram do tipo competitiva
com volores de Ki como sendo, 0,14 mM, 10 X 10° mM e 13 X 107° mM,
respectivamente, Por outre lado a inibiglio por fluoreto foi do tipo mista, com

valores de Ki.e K, come sendo, 0,195 mM e 0,7 mM, respectivamente.

A inibiglio tempo-dependente do dcido iodeacético determinou a presenca de
duas cisteinas no sftio ative da enzima essenciais para a atividade catalitica. Outros
aminodcidos, como dcidos aspartico e glutdmico, sdo importantes para a atividade da

enzima, porém sem confirmaglio de suas presencas no sitio ative da enzima.

O estude de desnaturagdo térmica demonstrou que a FAc perdeu 80% de sua
atividade quando pré-incubade a 60°C. Por oufro lado, sua atividade era
restabelecida até 60% a 60°C quando ¢ mesma era pré-incubada na presenga de
seus produtos da reagdo, pNP e Pi. A ligaglio do fosfato no sitio ativo jd era
esperada uma vez que o mesmo & um inibidor competitive da fosfatase dcida de

sementes de mamona.
A especificidade do substrato pNPP pela enzima foi duas vezes menor, quando

removida a porgdo de carboidrato. A mudanga do valor de pI da FAc para mais

bésico, sugere que a porgdo de carboidrate contribui para a distribuigdo global das
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cargas na proteing em geral. Isso pode ser evidenciado pelo aparecimento de um pH

adicional quando o carboidrato foi retirade da estrutura da enzime.

A desnaturaglo por cloreto de guanidina foi duas vezes maior que a
desnaturacdio por uréia. Na desnaturagée por uréia, a partir da concentractio de 4 M
e enzima apresentou 60% de atividede enzimdtica. Jé na desnaturacdo por cloreto
de guanidina, na concentraclc de 2 M, a enzima apresentou atividade enzimdtica
nula. Os valores de AG{(H:0) para ambos os agentes desnaturantes foram idénticos,

no valor de

O processo de desnaturagdo por temperatura foi irreversivel apés o
resfriamento, na auséncia e na presenga dos compostos protetores. A formagdo de
agregado aconteceu somente quando a enzima foi pré-incubada na auséncia de

compostos protetores.

A atividade fosfatdsica aumentou durante o periodo de germinacdo e
apresentou picos de atividade enzimdtica nos 72, 5% e 92 dias utilizande pNPP, PEP,

PPi e Tyr-P como substratos, respectivamente.
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6 PERSPEC

IVAS

O fato desta tese de doutorade ter sido reclizada por uma gama diversificada
de experimentos e técnicas, amplos siic os caminhos que podem ser seguidos a partir

dos experimentos aqui realizados.

O ponto principal seria um estudo detalhado do estabilidade da preteina sem a
sua porgdo de carboidrate. Como a especificidade da enzima pelo substrato foi duas
vezes menor e ocorreu mudanca no valor de pI na auséncia do porglio de
carboidrato, poderia se determinar as possiveis mudangas conformacionais da
enzima na presenca de compostos protetores e por agio de agentes desnaturantes,
utilizando duas ferramentas importantes: o dicroismo circular, para se avaliar as
mudangas na estrutura secunddria da proteinas e a fluorescéncia, para se avaliar as
mudancas na estrutura tercidria da proteina. Além do mais, por a enzima se tratar
de um dimero, poderia ser realizado um experimento em que a enzima seria
desnaturada por agentes caotrdpicos até o ponto de formago dos mondmeros. A
partir daf poderia se dosar a atividade enzimdtica dos mondmeros separados e
verificar se hd atividade fosfatdsica no nivel estrutural tercidrio de cada cadeia
polipeptidica da enzima. Com estes experimentos poderemos verificar a importéncia
da pergdo de carboidrate e dos niveis estruturais na estrutura tridimensional e na

atividade bicldgica da enzima.
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Para os estudos de germinagdic poderiam ser realizados estudos na presenca de

hormonios, come dcido giberélico, auxina e dcido okadaico e verificar a atividade
fosfatdsica para os potencigis substratos fisioldgicos. Também poderic ser
realizade um acompanhamento da atividade da enzima com a germinacdo da planta
em vermiculita com diferentes concentracdes de fosfato, a fim de se verificar se hd
aumento ou diminuictic da atividade da enzima em situacdes de aumento da

concentracdo de fosfato do meio.
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Trabalhos da teses submetidos 2 na forma de manuscrito
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TRABALHOS SUBMETIDOS

P. A. GRANJEIRC, C. V. FERRIRA, J. M. GRANJEIRO, H. AOYAMA. (2000)

Effect of amino acid medifying reagents on castor bean seed (Ricius

communis) acid phosphatase.

MANUSCRITOS EM ANDAMENTO

P. A. GRANJEIRO, J. M. GRANJEIRQ, E. M. TAGA, H. AOYAMA. (1999)-The
effect of urea and guanidinium chioride on castor bean seeds acid phosphatase.

P.A. GRANJEIRO, A. CAVAGIS, C.V. FERRIRA, J. M. GRANJEIRO, H.

ACOYAMA. (2000) The thermal stability studies of castor bean seeds acid

phosphatase.



Anexps Y -

9 ANEXO 2

Trabalhos da tese apresentados em Congressos cientificos
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Apresentagto do trabalho "Inhibition studies of castor bean seeds acid
phosphatase”, na XXVII Reunifio anual da Sociedade Brasileira de Bisquimica
e Biologia Molecular, realizada no periode de 23 g 26 de maioc de 1998, em

Caxambu-MG.

Apresentagdo do trabalho "Effect of urea and guanidinium chloride on the
stability of the castor bean seeds acid phosphatase”, na XXVITI Reunidio
anual da Sociedade Brasileira de Bioguimica e Biologia Molecular, realizada ne

periodo de 22 a 25 de maio de 1999, em Caxambu-MG.

Apresentacdo do trabalho "The role of carbohydrate on the activity and
structure of castor bean (Ricinus communis) seeds acid phosphatase" na
XXIX Reunio anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular, realizada ne periodo de 27 a 30 de maio de 2000, em Caxambu-

MG.

Apresentacto do trabalho "Effect of amino acid modifying reagents on the
activity of castor bean (Ricinus communis) seed acid phosphatase” no XVIII
International Congress of Biochemistry and Molecular Biology, realizado de

16 a 20 de julho de 2000, em Birmingham, Inglaterra-UK.






