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RESUMO,

Iidentificou-se atividade catalitica da enzima asparaginase no
género Crotalaria. De oito espécies testadas, cinco espécies
apresentaram enzima do tipo independente de poté&ssio, enquanto
outras tré&s apresentaram enzima do tipo dependente. No género
Crotalaria as espécies com enzima dependente de potéassio
apresentaram caracteristica unifoliolada, enquanto as espécies
independentes de potassio apresentaram caracteristica txifoliclada.

Trabalhou-se na purificagdo e caracterizagdo de asparaginase de
duas espécies dependentes e uma independente de potdssio. Para a
purificagdo wutilizou-se precipitag¢do com sulfato de amdnio,
precipitagdo etandlica, cromatografia de troca idnica,
cromatografia de interag8o hidrofdbica e eletroforese de gel de
poliacrilamida de alta eficiéncia (HPEC, equipamento da Applied
Biosystems) . Para caracterizagdo do peso molecular da enzima nativa
utilizou-se filtragdo em gel (Sephacryl-200).

Purificou-se asparaginase dependente de potdssio a partir das
espécies C. juncea e C. paulina que apresentam duas iscenzimas em
ambas as espécies: uma de peso molecular de 100 kDa e cutra de 600
kDa. Para C. Jjuncea produziu-se anticorpos policlonais para a
enzima de 100 kDa que ndo identifica a enzima egquivalente de C.

paulina. Purificou-se asparaginase independente de potéssio a



partir de C. zanzibarica que possui uma g6 enzima de peso molecular
de 100 kDa para a qual fol produzido anticorpos policlonais. Estes
reagem tanto com asparaginase de C. juncea como de C. paulina.

Para a produgdoc de anticorpos policlonais utilizou-se coelhos.
Asg imunoglcbulinas foram purificadas por precipitacdo com sulfato
de amdnio e cromatografia de imuncafinidade e posteriormente
utilizados nos testes de Western Blot.

A isoenzima de 600 kDa de C. juncea em SDS-PAGE apresenta duas
subunidades, 37 e 20 kDa, enquaﬁto gue a de 100 kDa apresenta uma
Gnica subunidade de 25 kDa. Esta composta, portanto, composta de 4
subunidades. Utilizando-se anticorpos no teste de Western Blot
conseguiu-se identificar o peso molecular da subunidade da
asparaginase de C. zanzibarica, 25 kDa, igqual a C. juncea, sendo a
enzima nativa composta de guatro subunidades. Nio foe possivel
caracterizar a enzima de C. paulina ao nivel de subunidade com a

mesma metodologia utilizada para C. juncea.



SUMMARY
Asparaginase activity was identified in the genus Crotalaria. Of
eight species tested, five possess the potassium independent enzyme
whereas the other three contain the potassium dependent enzyme.
Species o©Ff the C(Crotalaria genus that contain the potassium
dependent enzyme were also characterized as unifoliate whereas the
potassium independent species were trifoliate.

The purification and characterization of asparaginase was
carried out on two species containing the potassium dependent
enzyme and one species with the independent enzyme. The
purification procedure involved ammonium sulfate precipitation,
ethanol fractionation, ion-exchange and hydrophobic column
chromatography and high performance gel electrophoresis (HPEC).
Molecular weight of the native enzyme wag estimated by gel
filtration on Sephacryl S-200.

Potassium dependent asparaginase was purified from the species
C. juncea and C. paulinma . Two isoenzymes, one with a molecular
weight of 100 kDa and the other of 600 kDa, was found in both
species. Polyclonal antibodies were obtained for the 100 XDa enzyme
of C. juncea which did not recognize the equivalent enzyme of C.
paulina The potassium independent asparaginase was purified from C.
zanzibarica and found contain only a single enzyme with a molecular

weight of 100 kDa. The polyclonal antibodies obtained for this



enzyme cross reacted both with the ésparaginase of C. juncea and C.
paulina.

Polycleonal antibodies were produced in rabbits. The
immunoglobulin fraction was ©purified by ammonium sulfate
precipitation and immuncaffinity chromatography and used in Western
Blot analyses.

The 600 kDa enzyme of C. Jjuncea, presented 2 subunits by SDS-
PAGE, with molecular weight of 20 and 37 kDa, whereas the 100 kDa
enzyme presented a 25 kDa subunit, suggesting that the native
enzyme 1s composed of 4 subunits. Through Western Blot analysis, it
was possible to identify the asparaginase subunit of €. zanzibarica
as being the same in the molecular weight as that of C. juncea (25
kDa), again suggesting that this enzyme is also made up of 4
subunits. It was not possible to identify the subunits of C.

paulina using the same methods as for C. juncea.



Abreviaturas Utilizadas:

Asn- Asparagina

Agp- Agpartato

BSA- Albumina de soro bovino

BCIP- 5-bromo,4-cloro,3-indoltylfosfato

DTT- Ditiotreitol

ELISA- Enzyme linked immunosorbent assay

HPEC- Cromatdgrafo de eletroforese de alta eficiéncia
NBT- Nitroblue tetrazolium

OPD- Fenileno diamino dihidrocloreto

PAGE~ Gel de poliacrilamida em sistema nativo

PBS- Tampdao fosfato sgalino

SDS- Dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE- Gel de poliacrilamida em sistema desnaturante
TRS- Tampa@o Tris fosfato salino

Tris- Tris (hidroximetil)-aminometano

GS/GOGAT- Glutamina sintetase e glutamina oxo-glutarato

tansferase

amida



I. INTRODUGAO

A preducdo de alimentos com alto teor protéico estd intimamente
relacionada & capacidade de simbiose das leguminosas, seja pela
produgdo de sementes com alto teor protéico utilizadas diretamente
na alimentag¢do humana, seja como alimento forrageiro para
ruminantes. Hstas plantas conseguem associar-se simbioticamente com
bactérias <do género Rhizobium, gue possuem a enzima nitrogenase.
Nesta associacdo a planta fornece substéncias orglnicas necessarias
ao desenvolvimento bacteriano e, por outro lado, a bactéria fixa
nitrogénio qgue & convertido em ureideos ou aminodcidos, dependendo
da espécie, e transportado até os drenos da planta, isto &, locais
de sintese protéica.

Os compostos nitrogenados transportados, aminocdcidos e ureideos,
sdo conduzidos pelo xilema e pelo floema. Quando estes compostos
gsdo dirigidos &s folhas, através da corrente transpiratdéria o
principal elemento condutor & o xilema. A conducdo &, portanto,
restrita poxtanto restrito ao periodo diurno e dependente da
transpiragdo. No caso dos frutos este fator n3o tem a mesma
importdncia, dada a pequena capacidade de transpiracdo do orgdo
guando relacionado a& necessidade de nitrogénio para a sintese de
proteinas de reserva. Neste caso & o floema o principal meio de
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transporte para os frutos. Depois que os sitios de produgdo,
asgsociag@0© sistema radicular e bactérias s&c carregados com
compostos nitrogenados, estes s8o ativamente translocados para o
floema e tCransportados por fluxc de pressic decorrente de um
diferencial de potencial osmdtico.

Dos compostos que chegam ao fruto imaturo por fluxo de pressdo,
quais sejam glutamina, asparagina e ureideos, a asparagina & o
composto preponderante para o suprimento de nitrogénio para a
sintese de proteinas de reserva da semente. Ao chegar ao tegumento
da semente imatura a asparagina é& catabolizada em aspartato e
ambnia pela enzima asparaginase e a ambnia € incorporada em
compostos orgdnicos através do sistema enzimdtico GS/GOGAT.

Desta maneira a enzima asparaginase desempenha um papel chave no
metabolismo da sintese de proteinas de reserva em sementes imaturas
de leguminosas. SODEK et al. (1980) identificaram duas formas desta
enzima, uma gue exige potassio como co-fator, presente em ervilha
(Pisum sativum), e outra independente de co-fator, do tipo presente
em lupinus de jardim (Lupinus polyphyllusg).

Apesar da importincia deste passo metabdlico poucos estudos tém
sido feitos com esta enzima e os dados existentes recaem
principalmente sobre as espécies tipicas de clima temperado. Por um
lado, isto talvez seja decorrente da falta de um método ripido para
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a andlise da atividade catalitica da asparaginase, associado 3 sua
instabilidade, e por outro, do fato de existir um ndmero muito
menor de pesquisadores em biogquimica vegetal nos paises tropicais.

A importéncia de se conhecer © metabolismo de sintese de
proteinas de reserva em gue a asparaginase desempenha um papel
chave, bem como o desenvolvimento de metodologla que permite uma
andlise rapida da atividade enzimdtica da asparaginase (SODEK & LEA
1593), levou a gue se passasse a trabalhar com esta enzima.

Apdés um trabalho inicial a partir do qual identificou-se que as
espécies de Crotalaria s3o boas fontes para o estudo desta enzima
definiu-se como objetivo estudar a sua presenga no género,
avaliando a necessidade ou ndo do co-fator potéssio. Uma vez feita
uma analise exploratdria dentro do género, escolheu-se espécies de
Crotalaria com enzima dependente e independente de potdssio para
serem utilizadas como fonte desta enzima em purificagdo,

caracterizag¢do molecular e na prcodugdo de anticorpos para estudos

imunoquimicos.



II. REVISAO DE LITERATURA

0 nitrogénio & o nutriente mails limitante para o crescimento das
plantas, especialmente em sistemas agricolas (DATE 1973; HARDY &
HAVELKA 1975). As plantas normalmente adquirem nitrogénioc do solo
na forma inorgdnica (nitrato ou ambdnio). Na auséneia de um
suprimento de nitrogénio adequado por parte do solo, durante o
processo evolutivo certas leguminosas e espécies actinomizicas
foram capazes de formar uma associacdo simbidtica em gue os
microorganismos fixam nitrogénio atmosférico, para o suprimento da
planta em troca de fotossintetizados para o seu metabolismo
(SCHUBERT, 1986).

No processo simbidtico com leguminosas, bactérias do grupo do
Rhyzobium associam-se ao tecido radicular, ocorrendo uma alteracgdo
fisio-morfoldgica (nddulo). Nesta associagdo a planta fornece
fotossintetizados e prote¢do para a bactéria, criando-se condigdes
bioguimicas para que ocorra a redugdo do nitrogénio atmosférico
para formas aproveitaveis pelo vegetal. No nédulo, além do controle
do nivel de oxigénio pelo hospedeiro, através da legmoglobina, ha
disponibilidade de substrato (78% do ar atmosférico, em volume, &

N,} e de redutores bioguimicos. Além disso o bacteridide possui a

enzima nitrogenase, somente encontrada em procariotos,



proporcionando-se as condigbfes necessirias para a redugdo do N,
(SALISBURRY & ROSS, 1992). BERGERSEN, (1965) demonstrou que NH,* &
o primeiro produto estdvel da fixag¢8o de N, nos nddulos de
leguminosas. O ion amdénia produzido & excretado pelos bacteridides
para o citoplasma das células do tecido do hospedeiro, onde &
assimilado e utilizado na sintese de compostos orgdnicos (BERGERSEN
& TURNER, 1967). O ion amdnia tem que ser rapidamente removido por
ser téxico ao tecido vegetal (GIVAN, 1979).

Quando dependente da associagdo simbidtica para o suprimento de
nitrogénio, as legumincsas podem ser classificadas em exportadoras
de amidas e exportadoras de ureideos. As exportadoras de amidas
produzem e translocam asparagina (ASN), glutamina (GLN) ou 4-
metilenoglutamina (MeGLN), no caso especifico da planta do amendoim
(Arachis hipogea). As plantas exportadoras de ureideos exportam
alantoina (ALN) e &cido alantdico (ALC), ou ainda citrulina {(CIT)
(SCHUBERT, 1986). A maiorxia das espécies exportadoras de amidas
produz asparagina e/ou glutamina, conforme mostrado na Figura 1.
Neste processo o nitrogénioc & fornecido pelos bacteridides e os
esqueletos  carbdnicos s8o provenientes da fotossintese e
transportados pelo floema. O sistema simbidtico constitui uma fonte
de produtos nitrogenados que serdo aproveitados na sintese dos
diferentes compostos nitrogenados necessdrios ao vegetal. Quando o
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centro de demanda por nitrogénio é as folhas, a principal via de
transporte € o xilema e os compostos sdo conduzidos pela corrente
transpiratoria, sendo dependente da transpiragdoc e ocorrendo
somente durante o dia. No caso de frutos imaturos, o volume de &agua
transpirado & muito pequeno dado & pequena superficie do orgéo.
Neste caso os compostos sdo transportados para o floema através de
transporte ativo, envolvendo bomba de prdtons (ATPase)} (SERVAITES
et al.,1979). O fluxo se da por diferenga de pressdo causada por um
diferencial de potencial osmdtico entre a fonte e o dreno.

0 mesmo processo & encontrado no transporte de ureideos pelo
floema. No caso de plantas exportadoras de ureideos, existe uma
diferenca nos compostos exportados. Quando a planta produz todo o
nitrogénio necessario através da assoclagdo simbidética o produto
exportado & ureideos. Quandoc existe suprimento externo de
nitrogénio na forma de nitrato os produtos exportados sao
aminodcidos. McCLURE et al., (1980) encontraram uma correlacdo
positiva entre o conteddo relativo de ureideos na seiva do xilema
e a fixagdo simbidtica de N, em soja.

No fruto, morfolcgicamente, o tecido embriondrio estd separado
do tecido materno, ndo existindo, para o embrido, uma continuidade
entre os tecidos vasculares do fruto e tegumentco da semente. Sendo
assim, os compostos translocados pelo floema chegam por esta via

6



somente até& o tegumento da semente (THORNE, 1981). Em fung8o das
caracterigticas da composicido da seiva do xilema e floema RAINBIRD
et al. (1984), trabalhando com nutrigdo de embrides imaturos de
soja em cultivo in vitro e testando fontes de nitrogénio,
encontraram gque glutamina e asparagina eram boas fontes de
nitrogénio, engquanto ureideos ndo proporcionaram crescimento
satisfatério. Estes dados foram consistentes com os encontirados in
vivo. Dos compostos nitrogenados a disposigdo do embrido imaturo
59% foi glutamina, 19% asparagina, 7% ambdnia e 29% outros
aminodcidos, ndo se encontrando ureideos. Ao que tudo indica, os
ureideos transportados sdo convertidos em amidas antes do
fornecimento destes compostos ao embrido. Esta conversdo se da
durante o transporte para o fruto imaturo e no tegumento, antes do
seu fornecimento ao embrido. Como o xilema €& o principal
transportador de ureidecs e o floema de aminodcidos, & de se supor
que exista uma conversdo de ureideos para amincacidos quando da
passagem do xilema para o floema.

A importéancia da asparagina no conte@ido de nitrogénio da seiva
do floema had muito registrada. CHIBNAL (1939, «c¢itado por
SIECIECHOWICZ et al., 1988), j& indicava, em sua revisdo sobre
sintese de proteinas, a importéncia da asparagina como composto
transportador de nitrogénio. Segundo LEA & FOWDEN, (1975) a

7



asparagina €& o componente preponderante entre os compostos
nitrogenados ndoc protéicos presentes em leguminosas. Em folhas
jovens de pléntulas ndo noduladas de ervilha, Pisum sativum, do
conteido de compostos orgdnicos nitrogenados presentes, 70%
compreende asparagina e glutamina, sendo que o segundo aminodcido

é encontrado em proporgdc muito menor (URQUHART & JOY 1982). Nos

géneros Lupinus e Spartium a asparagina & o principal composto
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Figura 1.Via metabdlica de sintese de amidas em nddulos.
Abreviaturas do esquema: GLU {(glutamato), GLN (glutamina), oKG
{(Acido o-cetoglutdrico)}, PEP ( fosfoenolpirtvico), OAA (&cido
oxalvac&tico), ASP(&cido aspartico), ATP (adenosina trifosfato),
ADP (adenosina difosfato), AMP (adenosina monofosfato), Pi
(fosfato) e PPi (pirofosfato). A reacdo 1 é catalizada pela
Glutamina sintetase, a 2 pela Glutamato sintetase, a 3 pela

Asparagina sintetase, a 4 por uma transaminase e a 5 pela

fosfoenol -piruvato carboxilase.,



nitrogenado presente na seiva do floema coletada a partir dos
frutos (PATE et al., 1974; 1975). Em Lupinus albus ela representa
50 a 70% do nitrcgénio conduzido para os frutos e sementes (ATKINS
et al., 1975). SIECIECHOWICZ et al., (1988), fazendo uma revisio
sobre o metabolismo de asparagina em plantas concluiram que a
asparagina e, em menor quantidade, a glutamina, sfo os principais
constituintes nitrogenados da seiva do xilema de muitas plantas,
incluindo as leguminosas de clima temperado noduladas e néo
noduladas, tais como Pisum, Lupinus, Vicia, Trifolim, Medicagc e
Lotus, bem como em legumincsas tropicais nZc noduladas, como Vigna
e Phaseolus, além das plantas actinomizicas Casuarina e Myrica.

Os compostos nitrogenados sdo freqlientemente o8 principais
componentes da matéria seca da seiva do xilema, ocupando uma
segunda posicdo, apbds os carboidratos, na seiva do floema (HALL &
BAKER, 1972;DIE & WILLENSE, 1975; ZIEGLER, 1975). 0Os compostos
organicos mnitrogenades do floema s3o representados principalmente
por asparagina e arginina (BOLLARD, 1960; TROMP & OVAA, 1979). Em
Vigna unguiculata, PEOPLES et al., (1983) encontraram que todo ©
nitrecgénio requerido pelo fruto em desenvolvimento era fornecido
por amidas e ureideos, sendc o primeiroc transportado pelo floema e
o sequndo pelo xilema.

0 metabolismo da asparagina & processado por duas enzimas, a
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asparaginase (E.C.3.5.1.1.) e a asparagina-piruvato
aminotransferase (E.C.2.6.1.14.). Em sementes em desenvolvimento
existe uma alta atividade da enzima asparaginase e apenas tracos da
asparagina-piruvato aminotransferase. Issgo indica gue a primeira &
a responsavel pelo metabolismo da asparagina na semente imatura. Em
folhas jovens a asparaginase tem alta atividade na fase inicial de
crescimento, mas esta cai rapidamente com © tempo, enguanto a
asparagina-piruvato aminotransferase permanece com alta atividade
durante todo a wvida da folha (IRELAND & JOY 1981). Este padrio
metabdlico, em gque a asparaginase apresenta alta atividade em
sementes imaturas e a asparagina-piruvatce aminotransferase
prevalece em folhas, parece ser geral entre as leguminosas, dado o
nimero de trabalhos gue relatam este comportamento( ATKINS et al.,
1975; TA et al., 1984; SIECIECHCWICZ et al., 1985;1988). Esta
primeira via de catabolismo de asparagina envolve a transaminagdo
para produzir dcido 2-oxosuccinato. Acredita-se que esta via ocorre
predominantemente em folhas verdes, em que amino grupos sdo
requeridos para a sintese de glicina no processo de fotorespiracgdo
(ATKINS et al.,1983; J0Y,1988). Estes dados sdo coerentes com a
localizagdo subcelular da asparagina-piruvato aminotransferase que
foi encontrada somente em peroxissomas (IRELAND & JOY, 1983).

0O metabolismo da asparagina que chega & semente imatura dé-se
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inicialmente no tegumento da semente. Com o desenvolvimento do
embrido, ocorre um aumento da atividade neste, enquanto naquele ela
diminui. (LEA et al.,1978; MURRAY & KENNEDY, 1980; PEOPLES, et
al.,1985; RATAJCZAK, 1986). Como o tegumento da semente & um tecido
pobre em componentes protéicos, no estddio gue apresenta alta

-

atividade da enzima asparaginase, ele & o tecido mals adequado para
purificagdo.

Para a purificacfo da enzima asparaginase tem-se utilizado
basicamente o protocolo descrito por LEA et al., (1978). Estes
autores foram os primeiros a trabalhar com purificacdo de
asparaginase de vegetais. Eles definiram o pH ideal para a enzima
(8.0-8.2),; temperatura para purificagdo (4 °C), o Km para
asparagina (12,2 mM) e necessidade de protetor de grupos
sulfidriliceos. Para a purificacgdo utilizaram tampdo Tris-HCl pH
8.0, 50 mM, 10% de glicercl, 1mM de PMSF {(flucreto de fenilmetil-
sulfonil) e 12.5 mM de 2-mercaptoetancl. O procedimento de
purificagdo envolveu precipitagdo com sulfato de ambdnio,
cromatografia de troca 1idnica, cromatografia de interacdo
hidrofébica e PAGE. Uma aspecto importante no aperfeig¢oamento do
processo de purificag8o fol a identificacdo de que a asparaginase
€ estavel em solugdes etandlicas de até& 60% (SODEK et al., 1980).
Como sdo poucas as proteinas gue apresentam esta caracteristica,
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consegue-se uma boa purificagdo somente com a precipitacdo
etandlica. Outro avango fol o desenvolvimento de uma técnica rapida
para a andalise da atividade catalitica da enzima (SODEK & LEA
1993). Inicialmente a atividade foi avaliada pela producdo de ion
ambnio, detectado por cromatografia de camada delgada (LEA et al.,
1978) e, posteriormente, utilizou-se asparagina marcada com C**
(SODEK et al., 1580). Ambos os métodos s3o bastante trabalhosos e
demorados . SODEK & LEA (1993} desenvolveram o método de
microdifusdo de amdnia em que esta & capturado com H,SO0,.

A asparaginase presente em sementes imaturas apresenta duas
formas quanto & necessidade de co-fator. A forma presente em
gsementes imaturas de ervilha (Pisum sativum) é dependente de
potédssio qgue, além de ativd-la, também a protege contra a
desnaturagdc pelo calor. J& a forma presente em sementes imaturas
de Lupinus polyphyllus é independente deste co-fator (SODEK et
al., 1980) . Segundo SIECIECHOWICZ et al., (1988), a constatacgdo da
existéncia de forma enzimatica de asparaginase dependente de
potdssio esclareceu em parte a ocorréncia intermitente de atividade
de asparaginase em plantas.

Os primeiros registros de atividade de asparaginase em extratos
de plantas foram obtidos com Lupinus albus, em embrides imaturos,
por ATKINS et al., (1975). LEA et al., (1978), trabalhando com
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Lupinus polyphyllus, obtiveram os primeiros pardmetros sobre
cinética enzimdtica e caracteristicas moleculares; obtiveram um Xm
de 12.2 mM para asparagina, definiram pH &6timo de 8.0-8.2. Eles
encontraram um peso molecular de 72 kDa por gradiente de sacarose,
e em SDS-PAGE observaram que desagregava em uma subunidade de 38
kDa. CHANG & FARNDEN (1981), estudando a distribuicdo da atividade
de asparaginase em diversos orgfos de Lupinus arboreus e Lupinus
angustifolius (folhas jovens, extremidades de raizes, gemas
foliares e sementes em desenvolvimento), constataram que em
sementes em desenvolvimento a atividade enzimdtica nas duas
espécies era independente de potdssio, enquanto nos demais orgios
das duas espécies a atividade era dependente de potéssio. Para L.
arboreus e L. angustifolius, apds purificacfo da enzima, obtiveram
um peso molecular da enzima nativa de 75 kDa por filtracio em gel.
Para as duas espécies, em SDS-PAGE, a enzima produziu subunidades
de 11-15.5 kDa. SODEK et al., (1980) obtiveram um pesoc molecular de
68.3 kDa por gradiente de sacarose para ervilha (Pisum sativum) . Em
estudos mais recentes e, utilizando-se técnicas mais refinadas,
constatou-se que a asparaginase em L.arboreus existe na forma de
trés iscenzimas constituidas de polipeptideos que vdo de 14 a 19
kDa (LOUGH et al.,1992). SODEK & LEA (1993), utilizando FPLC e
técnicas imunoquimicas, obtiveram um peso molecular de 71 kDa, por

i4



filtragdo em gel, para a enzima independente de potdssio extraida
de tegumento de sementes imaturas de Lupinus polyphyllus, enquanto
em SDS-PAGE ela mostra duas subunidades, 35 e 36 kDa. Para a enzima
dependente de potéassio extraida de tequmento de semente imatura de
ervilha (Pisum sativum) obtiveram peso molecular de 61 kDa. O
anticorpo produzido para a forma independente de asparaginase,
extraida de L. polyphyllus n#o reconheceu a forma dependente
extraida de ervilha. Desta maneira, esses autores consideraram que
a caracteristica de dependéncia ao co-fator ©potdssio &
preponderante nas propriedades antigenicas da molécula. Estes dados
gdo coerentes com os obtidos por LEA et al., (1984). Estes autores
produziram anticorpos para asparaginase extraida de tegumento de
sementes imaturas de Lupinus polyphyllus que foram testadas contra
outras espécies do mesmo género, havendo reacio somente com as
espécies portadoras de enzima do mesmo tipo, isto &, independente
de potassio.

III. MATERIAL E METODOS

ITI.1. MATERIAL VEGETAL

As primeiras espécies de Crotalaria para as quais obteve-se
resultados positivos foram espécies invasoras crescendo
espontaneamente no campo. A partir dos primeiros resultados
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sementes foram germinadas e cultivadas em canteircs na &rea
experimental do Departamento de Fisiologia Vegetal da Unicamp e
posteriormente indentificadas. Além das espécies coletadas no
campo, oObteve-se outras espécies provenientes da Sec3o de
Leguminosas do Instituto Agrondémico de Campinas e do CENARGEN,
EMBRAPA. As espécies trabalhadas foram: €. zanzibarica, C. incana,

C. mucronata, C. lanceolata, C. anagiroides, C. estipularia, C.

paulina e C. juncea.

III.2 ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A an&dlise de atividade da asparaginase foi feita através do
método de microdifusdo de aménia (SODEK & LEA,1993). Por este
método 50 pl de uma solucdo 50 mM de asparagina, em tampdo de
extragdo (Tris 50 mM, 10% de glicerol, 1 mM de DTT, pH 8,0 e 50 mM
de KCl) s&o incubados & 35 °C por uma hora em tubo Eppendorf. A
reagdo &€ interrompida com 500 pl de solucdo 50% de K,CO, que tem
por fungdo, além de interromper a reacfo, fazer com que a amdnia
produzida na reagdo seja liberada. Apés a interrupcdo da reac3o, o
tubo & tampado com uma tampa avulsa contendo uma gota de 5 ul de
dcido sulflirico concentrado em sua face interna. Desta maneira toda
a amdnia gue se volatiliza reage com o &cido formando (NH,).SO,.
Deixa-se de um dia para o outro a temperatura ambiente ou incuba-se
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por tré&s horas a 37 °C para a completa liberaciio de amdnia. A
amdnia capturada & analisada pelo método de McCULLOUGH, (1967),
segundo o qual a gota inicialmente reage com 500 ul de uma solucdo
contendo 2.5 g de fenol, 12.5 mg de nitroprussiato de sédio em 250
ml de dgua. A acidez €& neutralizada por 100 gl de uma solucdio 2 N
de NaOH e, em seguida, adicicna-se 500 pl de uma solugdo composta
de 1.25 g de NaCOH, 5.3 g de Na,HPO, e 2.5 ml de solucdo 5% de NaHOCL
em 250 ml de H,0. Apds incubacdo por 40 minutos a 37 °C, lé-se a

absorbincia em 630 nm.

A curva padrdo & feita com solugdes de (NH,),S0,, procedendo-se

a microdifusdo e a andlise como descrito acima.
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ITI.3 ESCOLHA DO MATERIAL,

Dado a pouca disponibilidade de informacSes sobre a asparaginase
e a sua dispersdo entre as leguminosas tropicais, a primeira fase
da escolha do material censtituiu-se de um levantamento dagqueles
gue potencialmente poderiam ser utilizados para purificacdo da
enzima. Nestes ensalos exploratérios para a identificacdo da
presenga ou ndo de atividade e da dependéncia ou n#io do potdssio
como co-fator, lancou-se mdo do planejamento experimental descrito
a seguir.

Utilizou-se trés repeticgdes em cada ensaio e todos os
procedimentos de purificacfio foram feitos & temperatura préxima de
4°C . As sementes foram trituradas em almofariz previamente gelado
e, para cada grama de sementes imaturas, adicionou-se 4 a 5 ml de
tampdo de extracdo composto de Tris 50 mM, 10% de glicercl, 1 mM de
DIT, pH 8.0 e 50 mM de KCl. Em seguida, o material foi centrifugado
a 10000 RPM (rotor JA-20 da éentrn’.fuga modelo J2-21 da Beckman) por
20 min. Do sobrenadante retirou-se duas aliquotas de 1.0 ml cada,
que foram dessalinizadas em c¢oluna de sephadex G 25, uma |
equilibrada com tampdoc de extracdo com KCl e outra com tampdo sem
KCl. Os extratos assim obtidos foram utilizados nos seguintes
ensaios:
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50 pl do extrato com KC1

50 pl de solugdo de Asn 50 mM

50 pl de tampdo de extragdoc com KC1

50 pl do extrato sem KCI1

50 pl de solugdo de Asn 50 mM

50 pl de tamp@o de extracdo sem KCL

50 ul do extrato sem KC1

50 pl de solugdo de Asn 50 mM

50 pul de tamp8o de extragdo com KCl

50 pl de solugdo de Asn 50 mM

100 ul de tampdo de extracgdo

50 ul de tamplo de extracéo

50 ul de solugdoc 2 mM de NH,*

50 pl de solu¢do de Asn 50 mM
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A, B e C constituem o experimento pelo qual & possivel
identificar a presenca ou ndo de atividade catalitica e se a enzima
e dependente do co-fator potédssio. "D" & o "branco" do experimento
utilizado para zerar o espectrofotdmetro e "E" & o padrdo. Cada um
destes ensaios fol feito no tempo "0"; ou seja, assim que se
adicionou © extrato de semente imatura ao substrato, a reacdo foi
interrompida com 500 ul de solugdo de K,CO, 50% e o ensaio colocado
para incubar tampado com tampa avulsa contendo em seu interior 5 ul
de H,50,. Outro ensaio igual ao anterior foi colocado para incubar
a 35 oC por 60 minutos. Apds a incubagdo adicionou-se 500 ul de

K,CO, 50%. Cada um dos ensaios, tempo zero e incubado, foi repetido

3 vezes.
IIT.4. PURIFICAGAO

I1I.4.1. EXTRACAO INICIAL

Apds a extragdo inicial das proteinas de sementes imaturas em
almofariz, em uma rela¢fo de aproximadamente 1 grama de sementes
imaturas (com o endosperma liquido) para cada 4 a 5 ml de tampdo de
extracio, sempre com temperatura controlada, o material foi
centrifugado em centrifuga refrigerada (4 oC) por 20 min a 10000
RPM. ApSs o descarte do precipitado, retirou-se uma aliquota de 1
ml do sobrenadante para andlise da atividade inicial e proteina. O
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restante do sobrenadante foi processado nas fases sequintes.

ITT.4.2. PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

Ao sobrenadante obtido na extrag8o inicial adicionou-se 0,5 g de
(NH,),50, (78% de saturaglo)para cada ml de sobrenadante e deixou-se
em banho de gelo com agitagfo suave até que todo o sal fosse
dissolvido. Nestas condigles a enzima asparaginase & precipitada
sem que ocorra desnaturacdo, e, como algumas proteinas nio sio
precipitadas nesta condigdo, consegue-~se uma purificacdo parcial e
redugdo do volume. O extrato protéico foli ent8o centrifugado a
10000 RPM por 15 min em centrifuga refrigerada e o precipitado
obtido foi ressuspendido em volume minimo de tampdo de extragdo.

ITI.4.3. PRECIPITACAO COM ETANOL

E importante que o volume de tampao no gual o precipitado é
ressuspendido seja minimo, porgue apds a precipitacdo etandlica o
etanol terd que ser removido para prosseguir-se na purificag¢do. 0O
volume total & limitante gquando se vai remover o etanol.

Ao precipitado ressuspendido em tampfio de extrac3o, adicionou-se
dlcool etilico gelado até a concentracdo final de 60% , sendo que
nestas condigles a enzima ndo se desnatura nem precipita (SODEK et
al., 1980) .A cada 4 ml de extrato adicionou-se 6 ml de etanol
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gelado. A solugdo foi deixada a -20 °C por pelo menos 1 hora. Apds
este periodo, centrifugou-se a 5000 RPM por 20 min, descartando-se
o precipitado.

TIT.4.3.1. REMOCAO DO ETANOL

0 etanol foi removido do extrato utilizando-se wuma coluna de
150 ml de Sephadex LH-20, previamente equilibrada com tampdc de
extracdo. Na calibragdo da coluna obteve-se um volume vazio de &0
ml e o inicio da saida do etanol a 115 ml. Nestas condi¢des a
capacidade méaxima da coluna foi de 50 ml. Utilizou-se um fluxo da
ordem de 0,8 ml por min

III.4.4. CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

0 extrato sem alcool foi aplicado a uma coluna de DEAE-Sephacel
de 10 ml, previamente equilibrada com tampdo de extragdo contendo
50 mM de KCl. A remogdo das proteinas foi feita utilizando-se um
sistema de gradiente linear de 50 a 350 mM de KCl em tampaoc de
extracdo em um volume total de 90 ml. Durante a eluiclo das
proteinas coletou-se frag¢bes de 1,6 ml (36 gotas) com um fluxo de
0,8 ml.min™* regulado por uma bomba peristdltica. Apds a eluicdo das
proteinas procedeu-se a avaliac8o da atividade da enzima e do
contelido de proteinas em cada uma das frag¢des. Aquelas onde
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constatou-se presenga de atividade da enzima foram reunidas para
procedimentos posteriores de purificacdo.

I1T.4.5. CROMATOGRAFIA DE INTERACAO HIDROFOBICA

As fracSes eluidas da coluna de DEAE-Sephacel em que se constatou
a presenga de atividade foram reunidas e a concentracdo de XCl
elevada para 1,55 M. Em uma coluna de 10 ml de Fenil-sepharose,
previamente equilibrada com tampdo de extracdo com 1,55 M de KCI1,
foi aplicada a amostra. Em seguida, a coluna foi lavada com 10 ml
de tampdo de extragdo 1,55 M e as proteinas foram eluidas em um
dnico passo com tampdo de extragdo 50 mM de KCl. Fracdes de 1;6 ml
foram recolhidas em coletor de fragdes, nas quais analisou-se a
atividade de asparaginase e o contelido de proteinas.

ITI.4.6. CROMATOGRAFIA DE ELETROFORESE DE ALTA EFICIENCIA

As fracgbes da coluna de Fenil-sgepharose em gque detectou-se
atividade catalitica foram reunidas e dessalinizadas em coluna
Sephadex G-25, equilibrada com tamp3o de extracfio com 50 mM de XCl.
Em seguida, a amostra foi aplicada ao HPEC (High Performance
Eletroforetic Chromatography) modelo 230-A, equipamento da Applied
Biosystems. Inicialmente utilizou-se gel com 5% de poliacrilamida
em coluna (50x2,5 mm) sob refrigeracdo a 5°C. O tampdo superior foi
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Tris-Glicina, 25 mM e 192 mM, respectivamente, pH 8,6 e fluxo de
1,5 a 2,5 ml.min?*, e o infexrior foi Tris 25 mM pH 8,3, com fluxo
de 1,5 a 2,5 ml.min?*. O tampdo de eluicdo foi Tris 50 mM, pH 8,3,
com fluxo da ordem de 18 pl .min*, Antes de se proceder a andlise
realizou-se uma pré-corrida, sendo que nos 30 min iniciais a
corrente variocu de 0,4 a 0,8 mA e o restante da pré-corrida
permaneceu constante em 0,8 mA. O monitor de UV foi ajustado para
280 nm e a sensibilidade para 1 AUFS. Apds o registro de um pico
devido & remogdo de substéncias derivadas da degradacio da
poliacrilamida, o gel estava pronto para ser utilizado (dependendo
das condig¢des, um mesmo gel pode ser utilizado para até& 10
analises) . Aplicou-se o volume midximo possivel, ou seja 90 pl. Na
amostra fol colocado azul de bromofenol como indicador de corrida.
Ap6s a saida do azul de bromofenol, coletou-se fracdes a cada 4
min, correspondendo a um volume de 60 pl, gue foram imediatamente
incubadas com o mesmo volume de solugdo de asparagina 50 mM para
avaliagdo da atividade catalitica, de acordo com método Jj&a
descrito. A partir do mesmo extrato fez-se uma segunda separacdo
utilizando o HPEC e, em seguida, as fracdes obtidas foram
utilizadas em andlise eletroforética em gel para proteina nativa
de 10% poliacrilamida, que £foi corado com prata seguindo-se o
método de ORKLEY et al., (1980).
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ITI.5. IDENTIFICACAO DE SUBUNIDADES E PESO MOLECULAR

ApSs a ddentificacgdo molecular da enzima em eletroforese de gel
de poliacrilamida em sistema n3o desnaturante, utilizando-se BSA
como proteina de referéncia, wverificou-se o peso molecular da
subunidade ou subunidades da enzima em sistema desnaturante, com
SDS 12,5%, utilizando-se um padrdo de peso molecular de 14000 a
94000 da Pharmacia constituido pelas seguintes proteinas: [}
lactoalbumina, 14,4 KDA, inibidor de tripsina, 20,1 KDA, anidrase
carbbnica, 30 KDA, ovalbumina, 43 KXDA, albumina, 67 KDA e
fosforilase c com 94 KDA. Os padrfes foram aplicados em paralelo

as amostras purificadas da enzima. Ambos os procedimentcos sdo

descritos em seguida.

III.6. ELETROFORESE DE GEL DE POLIACRILAMIDA EM SISTEMA NATIVO E

DESNATURANTE.

Utilizou-se o sistema descontinuo de gel de poliacrilamida
modificado de LAEMMLI em sistema desnaturante e "nativo". No
sistema desnaturante todos os reagentes tem em sua compesicdo 0,1%
de SDS. Este reagente desagrega possivels subunidades e faz com que

a densidade de carga, ou seja, a relagdo entre peso molecular e
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carga de superficie seja uma constante. Desta maneira as proteinas
separam-se de acordo com o seu peso molecular. No sistema "nativo!
as proteinas ndo sdo desnaturadas. Desta maneira, a separacio se di
pelo peso molecular e também pela carga de superficie.

0 equipamento utilizado foi o minigel da série SE-200 produzido
pela Hoefer Scientific Instruments. Utilizou-se gel com 10% de
acrilamida nos sistemas "nativo" e 12,5% no sistema desnaturante.
Na pagina seguinte & dada uma tabela com ag solugdes estoques e o

respectivos volumes necessidrios para o preparo de 30 ml de gel.
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Tabela 1. Preparo de gel utilizando sistema descontinuo de tampdes

Soclugfes estogques Concentragfo final de Acrilamida no

gel de separagio

Gel de 12,5% com 10% 5%
empacottamente 5DSs "nativo" "nativo®

Acrilamida- 2.5 12,5 10,0 5,0
bisacrilamida
{30:0,8)*
Tampic do gel de 5,0
empacotamento®
Tampi&o do gel de 3,75 3,75 3,75
separagace
Persulfate de aménioc i,0 1,5 1,5 1,5
1,5%
Agua 10,0 11,98 14,75 19,75
sDs 10% a,3
TEMED 0,01b 0,015 0,015 G,015

Ag colunas representam os volumes em ml dos diferentes reagentes para © preparo
de 20 ml
® Tampioc de empacotamento ; 0,125 M de Tris-HCL pH 6,8

® Tamp8o de separa¢do; 0,375 M de Tris-HCL pH 8,3
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II1.6.1. METODO DE COLORAGCAO DE GEL DE POLIACRILAMIDA COM PRATA

Apbs o término da corrida, quando a frente de azul de bromofenol

chega ao f£im do gel, retira-se o gel e, a seguir, ele & submetido

a seguinte sequéncia de procedimentes; conforme OACKLEY et al.,

(1980)

a)

b)

c)

a)

£)

g)

deixa-se o gel em imersdo 3 vezes por 20 minutos cada
uma em solugdo contendo 40% de metanocl e 10% de acido
acético;

deixa-se o gel em imersdo 2 vezes por 10 minuteos cada
uma em solugdo contendo 10% de metanol e 5% de Acido
acético;

deixa-se o gel em imersio por 10 minutos em soluc#o
contendo 3,4 mM de dicromatc de potédssio e 32 mM de
HNO, ;

lava-se em H,0 destilada até que o gel figue claro,
usualmente trés trocas da agua com intervalo de 10
minutos;

deixa-se o gel por 15 minutos em solugdo contendo 0,1%
de AgNO,;

lava-se em H,0 destilada por 2 minutos;

apb6s a remogdo da &gua, adiciona-se sgolugdo aguosa
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degaseificada preparada com 25 g de Na,C0, e 10 ml de
solucdo de formaldeido 30% em 1 1 de &gua;

h) guando as bandas de proteinas tornarem-se visiveis
interrompe-se a reag8o com solugdo contendo 5% de Acido
acético.

III.7. PRODUGAO DE ANTICORPOS

Apbs a ilddentifica¢8o da proteina com atividade catalitica,
passou-se a proceder purificag¢des com o objetivo de se obter
material suficiente para o esquema de inoculacdo dos coelhos para
produgdo de anticorpos policlonais. Para isto, procedeu-se algumas
alteracfes para se ter um maior rendimento durante o processo de
purificagdo. Passou-se a utilizar uma coluna de Sephadex LH-20 de
160 ml com uma rolha, de forma gque a bomba peristdltica pudesse
imprimir uma pressdo interna, melhorando desta maneira o fluxo.
Passou-se também a utilizar um rotor da centrifuga refrigerada com
capacidade de 250 ml por tubo e uma capacidade total de 1,5 1. Com
estas altera¢des conseguiu-se uma maior eficiénecia nas
purificacfes, as quais pudexram ser feitas a partir de 200 g de
sementes imaturas de cada vez. Para C. juncea a purificacio final
foi pelo HPEC, entretanto ndo se conseguiu bons resultados com C.
zanzibarica e C. paulina, tendo-se utilizado a enzima eluida da
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¢coluna de Fenil-sepharose diretamente como antigeno, somente
procedendo a troca de tampdo para PBS.

III.7.1. IMUNIZAQARO

Utilizou-se coelhos de 3 a 4 meses da raga Nova Zeldndia Branco,
fazendo-se uma primeira inoculag¢do intradérmica com adiuvante
completo de Freund em cerca de 15 pontos diferentes no dorso
previamente raspado do animal. Antes da primeira inoculacio fez-se
uma sangria para se ter amostra do soro pré-imune. Apds 30 dias
fez-se uma segunda inoculag8o com adjuvante incompleto de Freund
pela via intramuscular em dois pontos prdéximos aos ganglios
popliteais . Apds uma semana procedeu-se uma nova sangria com o
objetivo de se avaliar a produgdo de anticorpos que foi feito pelo
método ELISA (JOHNSTONE & THORPE, 1987). Apés esta segunda
aplicagdo, tendo dado reagdo positiva, aplicou-se um segundo
reforgo veiculado em PBS, sem adjuvante, via intramuscular.
ITY.8. PURIFICAQKO DE IMUNOGLOBULINAS

II1.8.1, PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

Os procedimentos de purificacfo de imunoglobulinas s3o os
descritos por JOHNSTONE & THORPE, (1987). Apés uma semana da
segunda dose, procedeu-se a uma "sangria branca", isto &, puncio
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cardiaca com remocglo de todo © sangue possivel. Deixou-se o sangue
coagular por uma hora e, apds, este periodo permaneceu a 4 °C por
12 horas para contracdoc do codgulo. Em seguida, centrifugou-se a
5000 RPM por 20 minutos, descartando-se o precipitado. O soro foi
precipitado com 50% de (NH,),SO, (313 mg.ml'), seguindo-se nova
centrifugagdo a 17000 RPM por 15 minutos. O precipitade foi
ressuspendido em um volume minimo de PBS e dializado contra o mesmo
tampdo.

I11.8.2, CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

O material dializado foi aplicado a uma coluna de sepharose-
proteina-A (13x1 cm) previamente equilibrada com PBS. Desta maneira
todas as imunoglobulinas se ligam & resina que sendo lavada com
PBS, remove as demais proteinas do material. A eluicdo das
imunoglobulinas é feito com tampfo Glicina-HCl pH 2,5 e os eluatos
monitorados pela absorbincia a 280 nm para se saber em gquais
fracdes encontram-se os anticorpos. Estas frac¢des foram reunidas e
0 pH elevado para 7,3 com uma solugdoc de Tris 2 M. Feita a
purificag¢do, os anticorpos <foram testados pelo método ELISA e
Western Blotting para avaliagdo da especificidade. Fez-se o
armazenamento adicionando-se glicerol até uma concentracio final de

50%, e azida de s&dio. Os anticorpos assim preparados foram
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armazenados a uma temperatura de -20°C.

I1T.9. ELISA

Para o teste ELISA (JOHNSTONE & THORPE, 1987) sdo necessarios os

seguintes reagentes:

a. Tampdo Carbonato:
Prepara-se uma solugfo estoque "A" com 0,2 M de carbonato de
sédio anidro (21,2 g em 1000 ml) mais 0,2 g de NaN, {(azida de
s6dio) . Prepara-se uma solucdo estoque "B" 0,2 M bicarbonato
de sdédio (16,8 g em 1000 ml) mais 0,2 g de NaN, (azida de
s6dio). Adiciona-se a solug@o "B" & solugd3o "A" com continua
agitac¢do até o pH 9,6;

b. Tampdoc PBS/Tween:
Prepara-se o Tampdo PBS dissolvendo em 1000 ml de 4&gua
destilada 8,0 g de NaCl, 0,20 g de KC1, 1,15 g de Na,HPQ, e
0,20 g de KH,PO,. Isto dard uma concentracio final de 0,15 M
de fosfato e pH de 7,2. Adiciona-gse 50 ml de tween-20 ao EBS
(0,05% v/v);

C. Solugdo de BSA 1% em PBS/Tween-20;

d. Substrate para a Peroxidase conjugada ao segundo anticorpo,
fenilene diamina (OPD). Dissolve-se um tablete de 30 mg em 3
ml de metanol e ent3o dilui-se para 100 ml de &gua destilada.
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Imediatamente antes do uso adiciona-se H,0, para obter-se uma
concentracdo final de 0, 03%. Para isto adiciona-se 100 ul de
perdxido de hidrogénio 30% aos 100 ml da solucido;

Solugdo 2 M de H,80, para interromper a reagdo. Completa-se

para 250 ml, com Adgua destilada, 27,3 ml de dcido sdlfurico

concentrado.

Procedimento:

Dilui-se o antigeno, extrato de sementes i1maturas de
Crotalaria, em Tampdoc Carbonato para se ter uma concentracio
de 1 e 100 pg de proteina por ml;

Nas colunas 1 e 2 da placa para ELISA coloca-se nos pogos
somente Tampdo Carbonateo, nas linhas de A a D e colunas de 2
a 10 adiciona-se o antigeno na concentracdo mais baixa (1
pg.mlt} e, nas demais, E a H, concentracdo mais elevada (100
pg.ml ), sempre 200 pl de solucglo por pogo;

Recobre-se a placa com Magipack (filme de PVC transparente)
e deixa-se a 4°C por 16 h;

Lava-se a placa com &gua de torneira, de forma vigorosa, pelo
menos 10 vezes, esvaziando a placa a cada lavagem de modo a
remover-se toda a proteina ndo ligada a superficie;

Os sitios de ligag¢8o de proteina remanescentes devem ser
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10.

11.

12,

13.

saturados. Para isto adiciona-se 200 ul de solucido

PBS /Tween/BSA em cada po¢o e deixa-se incubar por 1h &

temperatura ambiente;

Lava-se a placa como em 4;

Dilui-se o primeiro anticorpo em uma relagdo de 1:1000 em
PBS /Tween/BSA e adiciona-se 200 ul por poco e deixa-se 1h
incubando & temperatura ambiente para garantir uma completa
ligagdo do anticorpo ao antigeno;

Lava~se comoc em 4;

Dilui-se o segunde anticorpo, anti-coelho conjugado com
peroxidase (SIGMA immuno Chemicals), em PBS/Tween em uma
relagdo 1:2000 v/v. Adiciona-se 200 ul em cada pogo e deixa-
se incubar por 90 min & temperatura ambiente.

Lava-se como em 4;

Adiciona-se 200 pl da solucdo de substratc para peroxidase,
OPD/H.,0,, em cada um dos pocos & deixa-se incubar &
temperatura ambiente e no escuro por um periocdo de 20 a 30
minutos para o desenvolvimento de cor;

Interrompe-se a reagdo com 50 ul de solugdc 2 M de &cido

sulflrico;

Lé-se a placa em uma leitora de placas de ELISA a 492 nm.
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IT1.10. WESTERN BLOTTING

Por esta técnica, desenvolvida por TOWBIN et al., (1979), as
proteinas fracionadas no gel durante a eletroforese sdo
transferidas para uma folha de nitrocelulose através de uma
corrente transversal. O gel de poliacrilamida com as proteinas &
posto em contato com uma folha de nitrocelulose e estes sdo
submetidos a uma corrente transversal, em 8ngulo reto, de sentido
do gel para a membrana. Desta maneira as proteinas separadas pela
eletroforese sgdo transferidas para uma membrana mantendo-se a
separagdo e permitindo que se processe as reacgdes imunoquimicas
necessdrias para a identifi¢do do grau de especificidade do
anticorpe produzido.

Para a transferéncia sfo necessirio os seguintes materiais:
a) Tampdo Tris-Glicina (25 mM e 192 wM, respectivamente) pH 8,6 com
20% de metamnol.
Adiciona-se 20% de metanol para evitar que o gel sofra dilatacdo
durante o processo de transferéncia;
b) Tamp@o TBS (Tampdo Tris 10 mM pH 7,5 salino, 0,9% NaCl);
c) Sistema de transferéncia semi-seco que inclui:
i.uma fonte de poténcia reguldvel;
ii.sistema de transfer@ncia semi-seco;
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iii. papel de f£iltro whatman n°l;
iv.folha de nitrocelulose.

Procedimento:

1. Deixa-se o gel, PAGE ou SDS-PAGE, contendo as proteinas
fracionadas no tampdo Tris-Glicina com 20% de Metanol pox 30
min para equilibrar. Simultaneamente coloca-se 18 (dezoito)
pedagos de papel de filtro e um de nitrocelulose, do mesmo
tamanho do gel, para equilibrar junto ao gel, no tampdo Tris-
Glicina-Metanol;

2. Monta-se o sanduiche na seguinte ordem : coloca-se 9 (nove)
pedacos de papel de filtro tomando-se cuidado para gue ndo
fique bolhas entre eles. Sobre os papéis coloca-se a folha de
nitrocelulose, sobre ela o gel de eletroforese e gobre este

mais 9 (nove) pedagos de papel;

3. Sobre o sanduiche coloca-se a placa corespondente ao catodo;

4. Regula-se a fonte para uma amperagem fixa de 0,8 mA.cm® de
gel;

5. Ap6s o periodo de 2 hs remove-se o sanduiche imergindo a

folha de nitrocelulose em TBS e corando com prata o gel.E
importante corar o gel para verificar se todas as proteinas
foram transferidas ou serd necessdrio um tempo maior nas
préximas andlises para uma total transferéncia. Pode ocorrer
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10.

11.

12.

também o contrdric, disto &, as proteinas pagsarem pela
membrana e serem perdidas. Neste caso & necessario reduzir o
tempo de transferéncia. A folha de nitrocelulose pode ficar
de um dia para o outro imersa em TBS & 4 °C, se necessario;
Delixa-se a membrana imexrsa em TBS com 3% de leite desnatado,
preparado no momento, por 1 h d temperatura ambiente;
Lava-se com TBS com 0,1% de Tween-20 3 vezes por 10 min;
bilui-se o anticorpo em TBS/Tween em uma relagdo de 1:500 a
1:1000 e deixa-se a folha de nitrocelulose imersa nesta
solugdo por 2 h;
Lava-se como em 7;
Dilui-se o segundo anticorpo, anti-coelho conjugado com
fosfatase (SIGMA Immunio Chemicals), com TBS/Tween em uma
relacgdo de 1:1000 cu mais e deixe a folha de nitrocelulose
imersa nesta soluc¢do por uma hora;
Lava-se como em 7;
Incuba-se com o substrato para fosfatase. Para isto prepara-
se as seguintes solugdes estoques:
a. NBT, 50 mg/ml em solugdc 70% de dimetilformamida;
b. BCIP, 50 mg/ml em solucdo 50% de dimetilformamida;
c. Tampdo Tris 100 mM, pH 9,5 com 100 mM de NaCl e 5

mM de MgCl,;
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Em 25 ml do tampdo adiciona-se 165 pl da solugdo estogque de NBT e
82,5 pl da solu¢do estoque de BCIP.

Ira desenvolver-se uma colora¢dc parda onde ocorreu a ligacdo do
primeirc anticorpo. Pelo nimero de bandas formadas tém-se o grau de
especificidade do anticorpo produzido.

IIr.11. FILTRACAO EM GEL (SEPHACRYL 200).

Montou-se uma coluna (83,2x2,6 c¢m) de sephacryl 200 da
Pharmacia para avaliacdo do peso molecular da enzima "in natura".
Para a avaliacgdo utilizou-se o extrato purificado até a etapa da
cromatografia Fenil-sepharose. Aplicou-se 5 ml deste extrato &
coluna previamente equilibrada com tampdoc de extracdo degaseificado
utilizando-se um fluxo de 40 ml.hr' . Apds a eluicdo do volume
vazio, 164 ml, coletou-se fragdes de 3,7 ml (85 gotas). Montou-se
ensaio para avaliagdo da atividade da enzima em todas as fracdes
coletadas. Para o ensalo utilizou-se de algumas alteracdes no
ensaio anteriormente descrito, que, nesta condicgdo, tem uma
importéncia mails pelas caracteristicas qualitativas do que
quantitativas. Utilizou-se 150 pl de solug8o de asparagina 50 mM e
200 pl do extrato eluido em cada uma das fracdes e deixou-se
incubando de um dia para o outro & temperatura ambiente.

A calibragdo fol feita com os padrdes da Pharmacia composto
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pelas seguintes proteinas de peso molecular conhecido: [Familase,
200 KDa, alcool desidrogenase, 150 KDA, BSA, 66 KDA, anidrase
carbbnica, 29 KDA, e citocromo ¢ com 12,4 XDA. Além das proteinas
adicionou-se também dextrano azul com peso molecular de 2000 KDA,
que funciona como indicador da eluicfo do volume vazio. Os valores
do peso molecular das enzimas foram obtidos pela inferéncia do
volume de eluigfdo da enzima em relacdo aos dos valores de eluicédo
dos padrbes. A partir da calibracdo obteve-se a seguinte equacio de
ajuste: ¥y = -1,7574x + 7,3680, em que x & a relacio entre o volume
de eluicdo do azul de dextrano (164 ml, volume vazio) pelc volume

de eluicdo da proteina e y representa o logaritimo do peso
molecular na base decimal.

IV. RESULTADOS.

Iv.1. ESCOLHA DO MATERIAL.

A Tabela 2 mostra o0s materiais testados quanto & presenga ou ndo
de atividade enzimitica e se esta & dependente ou ndo de potdssio
como co~-fator. 83o apresentados somente os resultados positivos,

isto &, os materiais que nas condi¢Bes experimentais manifestaram

atividade catalitica.
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TABELA 2.

Leguminosas que apresentaram atividade enzimdtica e

caracteristica quanto a co-fator e morfologia foliar. Sinal n"+"

cotilédone

dependente

indica presenga de atividade e o ginal *-" auséncia.
Espé&cie Atividade Atividade Atividade Caracteristica
com KCL sem KCI adicionando- morfoldgica da
se KC1 folha e
caracteristica
enzimatica
C. zanzibarica + + + trifoliolada
independente
C. dincana + + + trifoliolada
independente
C. mucronata + + + trifeliclada
independente
¢. lanceolata + + + . trifoliclada
independente ﬁ
C. anagirocides + + + trifoliolada
independente
C. estipularia + - + unifeliolada u
dependente
C. paulina + - + unifecliclada
dependente
C. juncea + - + unifoliclada
dependente
Cajanus cajans + + + unifoliclada
tegumento independente
Gliaeyne max (scja + + + trifoliclada
perens} independente
tegumento
Cajanus cajans + - + unifoliclada “

Dentro do

apresentaram

Dentre as 8

género
atividade

espécies

Crotalaria

testadas,
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independente de potédssio e 3 do tipo dependente. N3o se verificou
presenca de tipos diferentes da enzima, dependente e ndo
dependente, quando se fez a andlisge de atividade no tegumento ou em
cotilédones de Crotalaria. Uma vez identificado estes materiais
como potencialmente adegquados como fonte de enzima para
purificagao, optou-se pelo género Crotalaria por ser ele
tipicamente tropical e existirem espécies com enzima dependente e
outras independentes de potdssio. Os dados existentes na literatura
recaem basicamente sobre plantas de clima temperado e somente no
género Lupinus existe registro de espécies com um ou cutro tipo de
enzima. Dentrc do género Crotalaria elegeu-se €. Jjuncea e C.
paulina como fontes de enzima dependente de potdssio e a C.
zanzibarica como fonte da enzima independente deste co-fator. Tal
escolha deveu-se 3s caracteristicas de facilidade de cultivo e no
processo de purificagdo.

IV.2. PURIFICAGRO.

IV.2.3, CROMATOGRAFIA DE TROCA IONTCA.

Nas Figuras 2-4 temos os resultados da eluicfo dos extratos das
diferentes espécies de Crotalaria estudadas. 0O eluidor foi o
gradiente linear de KCl1 (50-350 mM) e os graficos apresentam a
atividade em cada frag@o com base no volume do extrato. A proteina
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apresentada & o total de proteina na fragdo de 1,6 ml, calculado
pelo método de BRADFORD, (1976). O total de proteina eluido antes
do inicico do gradiente nfo & apresentado.

IvV.2.5. CROMATOGRAFIA DE INTERACAC HIDROFOBICA.

Nas figuras 5, 6 e 7 encontram-se os perfis de eluicdo de
asparaginase da coluna de Fenil-sepharose para as espécies
estudadas. Os dados de proteina ndo sdo apresentados, nem o total
eluido com a lavagem da coluna com tampdo Tris 1,55 M de KCL e o
total correspondente & proteina deslocado durante a eluicio da
enzima. Podemos observar gue o padrdo de eluicdo da atividade
enzimdtica das diferentes espécies estudadas & bastante uniforme.
A eluicdo se da em um Gnico pico, entretanto a eluicdo de C. juncea
e C. paulina, dependentes de potéssio, se dd em um volume maior
quando comparado com C. zanzibarica. As duas primeiras tem toda a
atividade eluida em 10 e 11 frag¢des, respectivamente, enquanto que

a C. zanzibarica tem toda a sua atividade eluida em 5 fracdes.
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FIGURA 2. Cromatografia em DEAE-sephaceel do extrato de C. juncea.
As fragbes correspondentes ao segmento "A", eluidas por um
gradiente idnico de 125 a 255 mM de KCl, foram reunidas e
utilizadas na cromatografia de interac8o hidrofébica. As demais
fragdes foram descartadas.
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FIGURA 3. Cromatografia em DEAE-sephacel do extrato de C. paulina.
As fragles correspondentes ao segmento "A", eluidas pelo gradiente
idnico de 143 a 230 mM de KCl, foram reunidas e utilizadas na

cromatografia de intera¢8o hidrofdbica. As demais frac¢des foram

descartadas.
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FIGURA 4. Cromatografia em DEAE-sephacel do extrato de C.
zanzibarica. As fragles correspondentes ao segmento "A", eluidas
pelo gradiente idnico de 106 a 236 mM de KCl, foram reunidas e
utilizados na cromatografia de interacg8io hidrofébica. As demais

fragdes foram descartadas.
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FIGURA 5. Cromatografia em Fenil-sepharose das fracdes de C.
juncea. As fragfes com atividade de asparaginase na cromatografia
de troca i®nica foram reunidas, a concentracdo de KCl foi elevada
para 1,55 M e aplicada a coluna. Apds lavagem com 10 ml de tampdo
de extragdo com 1,55 M de KCl, as proteinas foram eluidas em passo

Gnico com tampdo de extracio com 50 mM.
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FIGURA 6. C(Cromatografia em Fenil-gepharose de fracdes de C.
paulina. As fragdes com atividade de asparaginase eluidas da
cromatografia de troca idnica foram reunidas, elevada a
concentragdo de KCl foi elevada para 1,55 M, e aplicadas 3 coluna.
ApGs a lavagem com 10 ml de tampdo de extracdo 1,55M, as proteinas
foram eluidas em passo UGnico com tampdo de extracio 50 mM.
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FIGURA 7. Cromatografia em Fenil-sepharose de fracgBes de C.
zanzibarica. As fragdes com atividade de asparaginase na
cromatografia de troca idnica foram reunidas, a concentracdo de KC1
foi elevada para 1,55 M e, em seguida, elas foram aplicadas &
coluna. Apds lavagem com 10 ml de tampdo de extracdo com 1,55 M de
KCl, as proteinas foram eluidas em passo (nico com tampdo de

extracdo 50 mM.
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IV.2.6. CROMATOGRAFIA DE ELETROFORESE DE ALTA EFICIENCIA.

0 principio de separacfo de proteinas pelo HPEC & o mesmo do gel
de poliacrilamida. Alids, trata-se de um sistema onde as bandas
protéicas sdo eluidas de um gel de poliacrilamida montado em uma
coluna de vidro. Apds a eluicdo, as proteinas s3o recolhidas,
passam por um sensor de UV e vio para o coletor de fracgdes.

Utilizando-se extrato eluido da coluna de Fenil-sepharose, apods
dessalinizacgdo, procedeu-ge a duas separagdes. Na primeira, as
fracdes eluidas foram imediatamente incubadas com o substrato,
solugdo de asparagina, ficando de um dia para o outro. Na segunda
separa¢do com o mesmoe gel, as fracdes foram utilizadas em PAGE.
Para C. Jjuncea este procedimento de purificagdo proporcionou
resultados Dbastante satisfatdrios. Obteve-se doils picos de
atividade de asparaginase com as correspondentes bandas em PAGE. Na
Figura 8 & 9 & mostrado o perfil de atividade das fracgdes eluidas
do HPEC de C. juncea e C. paulina. Na Figura 10 temos o registro da
absorbincia em 280 nm das proteinas eluidas do gel
(eletroferograma) de C. juncea, na Figura 11 a separagdo das
proteinas em PAGE e na Figura 12 em SDS-PAGE. Por estes dados pode-
se dizer gque existem duas isocenzimas de asparaginase em sementes
imaturas de C. juncea . A primeira , designada E, migra no gel
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NATIVO prdximo & frente de azul de bromofenol, e em SDS-PAGE
apresenta duas subunidades (20 e 37 kPba). A segunda E,, migra entre
o mondmero e o dimero de BSA e apresenta-se em gel Nativo como
varias proteinas, até seis bandas, bem préximas, e gque SDS-PAGE
mostra serem agrega¢des de uma mesma subunidade de peso 25 kba.
Para €. paulina obteve-se um padrfo de eluic3o de atividade
catalitica de asparaginase semelhante a C.juncea. Em HPEC
entretanto, ndao foi possivel estabelecer uma correlagdo com bandas
protéicas. O resultade da eluicdo de atividade & mostrado na Figura
9. Na Figura 13 temos o PAGE do material purificado de C. juncea.
Realizou-se varias separagdes no HPEC e as fracgldes com atividade
catalitica foram reunidas e liofilizadas para concentracdo. Este

material foi utilizado para imunizagdo e caracterizagdo.
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FIGURA 8. Cromatografia de alta eficiéncia de fragdes de C. juncea.
O extrato obtido da cromatografia de interac3o hidrofébica foi
dessalinizado em coluna de sephadex G-25 antes de ser usado no
HPEC. Cada fragdo tem volume igual a 60 ul, correspondente a 4 min
de eluicdo. Estas fracdes foram incubadas com asparagina de um dia
para o outro, & temperatura ambiente, para determinacdo de

atividade enzimatica.
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FIGURA 9. Cromatografia de eletroforese de alta eficiéncia de
fracBes de C. paulina. O extrato obtido da cromatografia de
interacio hidrofdbica fol dessalinilizado em coluna de sephadex G-
25. Cada fracfo tem volume igual a 60 ul, correspondente a 4 min de
eluicdo. Estas fragdes Fforam incubadas com asparagina de um dia

para o outro, & temperatura ambiente, para determinag¢do da

atividade enzimética.
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Figura 10 Eletroferograma de extrato de C.

juncea. O extrato de

C. juncea apds purificacdo em Fenil-sepharose, concentrado por

liofilizagd3o, apds ser dessalinizado foi aplicado ao HPEC. C pico

nan corresponde a E; enquanto os {dltimos, segmento "b",

correspondem a E2.
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Figura 12. SDS-PAGE, das fragdes de C. juncea eluidas do gel do
HPEC. Obserwva-se que E, dissocia-se em duas subunidades nas fracgdes
4 e 5. E,, £ragdes 12 a 19, dissocia-se em uma dnica subunidade. A
esquerda encontram-se padr8es de peso molecular da Pharmacia,
através dos guais estimou-se os valores das subunidades, para E, de
37 e 20 kDa e para E, de 25 kDa.
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Figura 13. PAGE da E,, a esquexda, e E,, a direita, de C. juncea,
purificadas pelo HPEC. Ao centro encontra-se BSA como proteina de

referéncia.
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FIGURA 14. SDS-PAGE da E,, & esquerda, e E,, & direita, de C.
juncea, purificadas pelo HPEC. Ao centro encontram-se proteinas de
referéncia da Pharmacia. Valores indicados em kDa.
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IV.3. CARACTERIZACAO MOLECULAR

IV.3.1. PESO MOLECULAR DAS SUBUNIDADES.

Apbs obter-se material purificado, este foi desnaturado e
analisado por SDS-PAGE, utilizando-se como referéncia padrdes de
peso meolecular da Pharmacia para a estimativa do peso das
subunidades da enzima. Na Figura 14 sdo mostrados os resultados em
SDS-PAGE, observando-se que E; & formada por duas subunidades de
peso molecular de 20 e 37 kDa, enguanto E, & constituida de uma
inica subunidade de pesgo molecular estimado de 25 kDa.

IvV.3.2. PESO MOLECULAR DA ENZIMA NATIVA.

As atividades das fragfes eluidas da coluna de Sephacril-$-200
das espécies C. juncea, C. paulina e C. zanzibarica s3o mostradas
nas Figuras 15, 16 e 17. Para a estimativa do peso molecular os
volumes de eluicdo foram comparados com agueles obtidos na
calibrag¢d@o com proteinas de peso molecular conhecido. Pelos dados
obtidos identificou-se a presenca de duas isoenzimas para as
espécies C. juncea e C. paulina, uma possuindo peso molecular de
100 kDa e outra de 600 kDa. Estando a estimativa do peso molecular
de 600 kDa no limite da coluna, assume-se que esta & uma estimativa

menocs precisa.

57



80

_.> 100 kDa

~J
=]
]

o
o
i

nia/microlitro)

4]
o
;

o
w E
o =
| l

Atividade (nMol de am

N
=]
]

10

, I B e ' A d :
1 5 g 13 17 21 25 29 33 37 4 48 49 53
Fracses eluidas

FIGURA 15. Cromatografia em Sephacryl S 200 de extrato de C.
juncea. Cada fragdo tem o volume igual a 3,7 ml. O valor do peso
molecular da enzima nativa foi obtido a partir da curva de
calibracdo da coluna, ¥y = -1,7574x + 7,3680, em que x & a relagédo
entre o volume vazio (164 ml) pelo voluﬁe de eluicdo da proteina e
y representa o logaritimo do pesc molecular, em kDa, na base

decimal.
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FIGURA 16. Cromatografia em Sephacryl S§ 200 de extrato de C.
paulina. Cada fracdo tem o wvolume igual a 3,7 ml.0 valor do peso
molecular da enzima nativa foi obtido a partir da curva de
calibrag¢do da coluna, y = -1,7574x + 7,3680, em gque x & a relacdo
entre o volume vazio (164 ml) pelo volume de eluigdo da proteina e

¥y representa o logaritimo do pegso molecular, em kDa, na base

decimal.
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FIGURA 17. Cromatografia em Sephacryl S 200 de extrato de C.
zanzibarica. Cada frag¢do tem o volume igual a 3,7 ml. O valor do
peso melecular da enzima nativa foi cbtido a partir da curva de
calibragdo da coluna, ¥y = -1,7574x + 7,3680, em que x & a relagdo
entre o volume vazio (164 ml) pelo volume de eluicdo da proteina e

¥y representa o logaritimo do peso molecular, em kDa, na base

decimal.
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IV.3.3.TABELAS DE PURIFICACRO.

TABELA 3.

Tabela de purificagdo para C. juncea.
Fage da Volume | Proteina Atividade Atrividade Purificagdo
purificagdoc total total enzimitica egpecifica {(vezes)
{ml) (mg) total (nMel /min. mg)
(nMol/min.ul}
Extrate 250 2880 6,9 00,0023 1
bruto
Precipitagdo 490 5 0,56 0,112 48
alcoolica
DEAE- 288 15 0,38 2,6 113
sephacel
Fenil- le4 1 0,3 3 1304
sepharcose
TABELA 4. Tabela de purificacgfo de C. zanzibarica
Fase da Volume | Proteina Atividade Atividade Purificagido
purificacédoc total total enzimitica especifica (vezes)
(ml} ( mg) total {nMcl/min.mg)
{nMal/min.ul)
Extratoe 244 2300 6,76 0,003 1
bruto
brecipitagio 62 9 0,68 0,076 23
alcoolica
DEAE- 35,2 0,520 0,55% 1,06 352
sephacel
Fenil- 9,6 0,08 0,21 2,66 8§86
sepharose
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TABELA 5. Tabela de purificacd3o de C. paulina.

Fase da Volume | Proteina Atividade Atividade Purificagio
purificagio total total enzimitica especifica {vezes)
{ml) {mg) total (nMol/min.ng)
{(nMol /min.ul}
Extrato 1085 6398 24,1 G,0038 1
bruto
Precipitagio 140 41,4 2,33 0,058 18
alcoolica
DEAE- 38,4 8,1 1,32 0,16 53
sephacel
Pheyl- 17,6 0,23 G,66 2,87 856
sepharose

Pelos dados das tabelas podemos observar gque houve uma
significativa purifica¢do até o nivel da precipitagdo etandlica.
Como trabalhou-se com sementes imaturas em um estddic em que o
endogperma ainda estd liquido e ndo f£oi separado do tegumento, este
alto nivel até esta fase deve estar relacionado a proteinas e
peptideos soliveis no endosperma. Obteve-se uma purificag8o da
ordem de mil vezes até o nivel de Fenil-sepharose. Ndo foli possivel
obter os dados de purificagdo apds HPEC devido ds quantidades muito
pequenas de proteinas obtidas apds esta fase.

No processo de purificac8o a precipitacdo com sulfato de ambnio
teve uma importancia relevante por reduzir o volume do extrato, ao
passo que a precipitacgdo etandlica produziu uma substancial

purificagdo. A maior dificuldade encontrada foi a remo¢do do etanol
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do extrato de C. =zanzibarica apbs a precipitacdo etandlica por
possuir muitos pigmentos lipossoluveis gque reduzem o fluxo,
tornando demorada esta etapa. No caso de €. juncea e C. paulina
esta fase nioc apresentou 05 mesmos problemas.

Og testes quanto 4 metocdologia restringiram-se ac aumento da
capacidade de purificag8o. Conseguiu-se aumentar a capacidade
utilizando-se uma coluna de sephadex LH 20 maior, e uma rolha de
forma que a bomba peristdltica imprimisse uma pressdo interna a
coluna. Os procedimentos utilizados foram os descritos na
literatura.

A coluna de sephacryl S§ 200 proporcionocu uma boa separagdo.
Porém ndo foi mais usada por estar disponivel somente no final do
trabalho. Com isso a sua utilizacdo se deu para a obteng¢do do peso

molecular, mas ndo para a purificacgdo.

IV.4. PRODUGAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS.

Pelo teste de ELISA obteve-se a confirmacdo de que o sistema
imunoldégico dos animais estava produzindo anticorpos contra
proteinas do extrato bruto de sementes imaturas. Testou-se também
0 soro pré-imune, produzindo reagdo negativa. Apds este teste
procedeu-se a anflise da especificidade pelo Western Blot. Nas
pdginas seguintes, Figuras 18 e 19, tem-se as fotografias do
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resultado deste teste para as imunoglobulinas produzidas contra a
E, da C. juncea e para a enzima de C. zanzibarica, utilizando os
respectivos antigenos. Observa-se que os anticorpos produzidos
apresentaram uma alta especificidade para o antigeno. O anticorpo
para a E, de C. juncea identifica todos os niveis de agregagdo que
ela apresenta em PAGE, Fig. 18 "A" e %“B", e o anticorpo de C.
zanzibarica identifica uma banda em posi¢do igual & banda central
de C. juncea, Fig. 18 "C", e que sempre mostra-se mais intensa.
Isto mostra que a enzima de C. zanzibarica apresenta a mesma
mobilidade eletroforética em PAGE que a enzima de C. juncea, além
do fato de os anticorpos apresentarem uma alta especificidade ao
antigeno, isto &, a enzima.

Quando estes anticorpos foram testados contra C. paulina, o
anticorpo de C. juncea ndo reagiu, ao passo gque o de C. zanzibarica
produziu reagdo positiva (dados nfo apresentados). Estes resultados
ndo eram esperades, uma vez que . juncea e C. paulina sdo
dependentes de potdssio, enguanto C. zanzibarica é independente
deste co-fator. €. paulina apresentou a banda em posigdc diferente,
equivalente a posigdo do mondmero de BSA, ao passo que C. juncea e
C. zanzibarica apresentaram reag¢do em posigdo intermediaria entre
o mondmero e o dimero de BSA (Fig. 13 "C" e Fig. 18 "C").

Testando-se o anticorpo de (. =zanzibarica e C. Jjuncea
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utilizando-se o antigeno de uma contra a outra para verificar se
existe reagdo cruzada, obteve-se resultado equivalente aquele
obtido com © anticorpo com o seu préprio antigeno, Figura 18.
Quando testado o anticorpo de C. juncea contra o extrato
desnaturado de C.zanzibarica obteve-se, uma banda em posigéo
equivalente da subunidade de 25 kDa de E, de C.juncea (Fig. 19). No
caso de C. juncea, além da banda equivalente a 25 kDa, apareceu uma
banda larga em posigdo muaito proxima & frente de azul de
bromofenol, provavelmente fragmentos da degradacdo da enzima.
Testou-se também os dois anticorpos produzidos contra varias
espécies de Crotalaria que estdo sumarizados na Tabela 6. Nesta
tabela observa-se gue o anticorpo de C.zanzibarica s6 ndo reagiu
com C. mucronata e C. incana, ambas as espécies independentes de
co-fator potéssio. O anticorpo para E, de C. juncea ndoc reagiu com
C. paulina. Testou-se também os dois anticorpos contra o antigeno
de Lupinus albus (dependente) e Lupinus polyphyllus (independente),
produzindo reac8o positiva dos dois anticorpos com as duas

espécies.
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Figura 18. Western Blot utilizando anticorpos policlonais contra E,
de €. djuncea. "A" extrato purificado até Fenil-sepharose e "B"
extrato inicial de €. Jjuncea. %C" extrato inicial de C.
zanzibarica. O material utilizado foi separado em PAGE nativa.
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Figura 19. Western Blot utilizando anticorpos policlonais contra E;
de C. juncea. A esquerda, "A", extrato inicial de C. zanzibarica,
a direita, "B", extrato inicial de C. juncea. O material utilizado
fol separado em SDS-PAGE.
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Figura 20. Western Blot com anticorpo de €. zanzibarica e C. juncea
para verifica¢do de reag¢do crxuzada. "A", extrato inicial de C.
zanzibarica contra anticorpo de C. juncea. "B" extrato inicial de
C. juncea com anticorpo de C. =zanzibarica.
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TABELA 6.

utilizando-se os anticorpos produzidos,

Resultado positivo

de Crotalaria e de Lupinus.

(+) ou negativo (-) de Western Blot

contra diferentes espécies

Espécie

Anticorpo contra

E, de C.juncea

Anticorpo contra
enzima de

C.zanzibarica

C.anagiroides

C.lanceolata

C.incana

C.ugaramcensis

C.mucronata

C.grantiana

C.zanzibarica

C.mitosa

C.apectabilis

'C.paulina

C.retusa

C.striata

C.juncea

Tupinus albus

Lupinus

polyphylus
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V. DISCUSSAO.

Entre as leguminosas tropicais estudadas conseguiu-se detectar
atividade de asparaginase em oito espécies do género Crotalaria, em
C. cajans (feijdo guandu) e em G. max (soja perene). Em Crotalaria
houve uma ampla distribuicdo das duas formas da enzima; cinco
egpécies apresentaram enzima independente de potéssio como co-fator
e trés apresentaram enzima dependente. Segundo a literatura,
somente o género Lupinus apresenta espécies com os dois tipos de
enzima, com duas egpécies dependentesg de potéssio, L. angustifolius
e L., albus e duas independentes, L. polyphylus e L. arboreus (SODEK
et al.,1980; CHANG & FARNDEN 1%8l1). Em Crotalaria um £ato
interessante foi a correlagdo entre a morfologia foliar e a
atividade enzimitica. Todas as espécies unifoliocladas apresentam
enzima dependente de potdssio, engquanto aquelas trifolioladas
apresentam enzima do tipo independente deste co-fator. Esta
correlacdo ndo existe em Lupinus, e, talvez, geja uma
caracterigtica adguirida no processo evolutive do género por uma
inversdo génica, o que levaria a uma segregag¢do conjunta, e nao
mais aleatdria,destas duas caracteristicas, funcionando como um
super-gene . B dificil imaginar que uma caracteristica morfoldgica
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deste tipo tenha alguma correlacdo funcional com as caracteristicas
de regulagdo enzimatica. Em C. cajans observou-se dque as
caracteristicas enziméticas da asparaginase presente no tegumento
da semente imatura sdo diferentes daquelas presente no cotilédone
(Tabela 2) . No tegumentc a enzima & independente de potassio
enquanto agquela presente no cotilédone & dependente. CHANG &
FARNDEN, (1981) encontraram gue a enzima presente em raizes,
nédulos e f£olhas jovens de espé&cies do género Lupinus & dependente
de potéssio, enquanto em gsementes imaturas a asparaginase &
independent e desse co-fator. Ndo se encontra na literatura nenhuma
referéncia como o observado em C. cajans, ou seja, ao fato de em um
mesmo Orgdo serem encontradas as duas formas da enzima. No entanto,
tais dados recebem suporte no trabalho de CHANG & FARNDEN (1981),
que mostra que no genoma de um mesmo individuo existem os dois
tipos de genes codificando para os dois tipos de enzima. Na fase
inicial, qguando o endosperma € liquido, a atividade concentra-se no
tegumento e & independente de potdssio. Com o desenvolvimento do
cotilédone, a atividade concentra-se neste orgdo e é dependente de
potéssio. Em G. max ndo se encontrou nenhuma caracteristica
especial, uma vez que fol testada somente uma espécie deste género
e as caracteristicas da enzima presente na testa e nos cotilédones
ndo apresentam diferencas.
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No génexro Crotalaria encontrou-se a maior dispersio da presenca
da asparaginase, e em suas duas formas. Sendo este um género
tipicamente tropical, optou-se por aprofundar o trabalho dentro de
seus limites. Em decorréncia destas caracteristicas, da facilidade
de cultivo e das caracteristicas do extrato protéico, trabalhou-se
com duas espécies com enzima dependente de potdssio, C. juncea e C.
paulina, e uma independente deste co-fator, C. zanzibarica. Por
cromatografia de filtragdo em gel, com Sephacryl-200, e por
Eletroforese de Alta Eficiéncia, identificou-se a presenga de duas
isocenzimasg em cada uma das espécies dependentes de potdssio. O
perfil de eluicdo das duas isoenzimas & o mesmo nas duas espécies,
uma correspondendo a um peso molecular de 600 kDa e outra a 100
kba. Em C. zanzibaricé encontrou-se somente uma forma da enzima,
com peso molecular de 100 kDa.

Em C. juncea conseguiu-se separar as duas enzimas. A primeira
(E,}, com 600 kDa, em SDS-PAGE apresentaram duas subunidades com
pesos moleculares de 20 e 37 kDa, enguanto a de 100 kDa (E,), em
SDS-PAGE mostra uma Unica subunidade de peso molecular de 25 kDa,
que agrega-se em até 6 niveis diferentes, como pode-se ver na
Fig.13 "C". Dependendo da purificac¢do, apareceram diferentes niveis
de agrega¢&@o, inclusive uma Unica em posicdo equivalente & banda
central que mostra-se sempre mais intensa. Esta banda deve
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corresponder & agregacdo de 4 (quatro) subunidades de 25 kba,
formando uma enzima de 100 kDa. Para C. paulina e C. zanzibarica
embora utilizando-se os mesmos métodos, ndo foi possivel obter a
purificagdo obtida para €. Jjuncea em HPEC. Em estudos mais
recentes, LOUGH et al., (1292), trabalhando com L. arboreus,
identificaram trés isocenzimas constituidas de polipeptideos que véio
de 14 a 19 kDa. SODEK & LEA (1993) obtiveram para L. polyphyllus
peso molecular de 71 kDa para a enzima nativa e duas subunidades de
35 e 36 kDa.

Produziu-se anticorpo policlonal para uma das duas isoenzimas de
C. juncea sz) utilizando-se material purificado até o HPEC e para
C. zanzibarxica material obtido até a purificac3io com coluna de
interagdo hidrofdébica. Os anticorpos para C. juncea reagiram em
posiclo equivalente 3 E, da mesma espécie para a gual fol produzido
anticorpo, mostrando linhas equivalentes aos niveis de agregacio.
Estes niveils ndo sdo percebidos na fotografia ficando com uma
mancha larga Fig. 18 "B", Este anticorpo para C. juncea, guando
testado através de Western Blot contra extrato bruto de C. paulina
e C. zanzibarica reagiu somente com a segunda, em posigioc
equivalente a enzima de mesmo peso molecular da C. juncea; o blot
apresentou uma mancha continua com alargamento lateral nesta
posicdo sem apresentar indicios de que existia agregac@io em varios
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niveis Fig. 18 "C". Repetindo-se o teste com SDS-PAGE e anticorpo
contra B, de C. juncea, o extrato de C. zanzibarica apresentou
reacdo na mesma posigdo que C. juncea, mostrando ser constituida de
uma dnica subunidade de peso molecular 25 kDa Fig. 19 "A". Estas
duas enzimas apresentam bastante similaridade, apesar de uma ser
dependente e a outra independente de potédssio, indicando que ambas
sdo formadas pela agregagdo de quatro subunidades de 25 kDa. C.
zanzibarica apresenta caracteristicas gue ndo possibilitaram a
identificag8o através dos métodos utilizados para C. juncea. Com C.
zanzibarica, em PAGE, as bandas apareceram sempre difusas e em
posicgbes diferentes segundo o lote de purificacgdo. A impressdo & de
gue o material se liga & matrix do gel de poliacrilamida de forma
diferente segundo o lote de purificag¢do, ndo se tendc éxito com
esta espécie quando da utilizacdo do HPEC. Merece observacdo o fato
de que as sementes imaturas desta espécie apresentam grande
quantidade de pigmentos e, pelo esgcurecimento posterior ao inicio
dos procedimentos de purificacio, parecem estar relacionadas com as
substdncias fendlicas. Para C. juncea em sistema desnaturante, com
anticorpo produzido contra ela mesma, O teste apresentou reagdo em
posig¢do ndo esperada; além da mancha que corresponde a subunidade
de 25 kba, foi observada uma mancha larga proxima & frente de azul
de bromofenol, correspondendo a peso molecular igual ou inferior a
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14 kba. Acredita-se que tais fragmentos sejam produto da degradagdo
da subunidade ou peptideos envolvidos na sintese da enzima.

0 anticorpo produzido contra a enzima de C. =zanzibarica foi
testado contra as outras duas espécies. Reagiu com as duas, sendo
que com C. paulina reagiu em posic¢do equivalente ao mondémero de BSA
engquanto que para E, de C. juncea ocorreu reagdo com os Varios
niveis de agregacgdo de uma mesma gubunidade de 25 kDa. Testou-se,
também contra extrato bruto de L. poliphyllus, produzindo reac¢do
positiva na mesma posicgdo da C. paulina, coerente com os dados de
literatura (SODEK & LEA 1993) . C. zanzibarica parece apresentar
caracteristicas intermedidrias no que se refere a determinantes
antigénicos, pols os anticorpos reconhecem tanto C. juncea como C.
paulina. Além disto, analizando-se do ponto de vista de sequéncia
de aminodcidos que definem a dependéncia ao potdssio, esta parece
ndc apresentar uma funcio essencial na antigenicidade, ou talve:z
exista mails de uma conformagdoc que defina as caracteristicas de
dependéncia ao co-fator potdssio, o que explicaria o ndo
reconhecimento de C. paulina pelo anticorpo de C. juncea.

Os dados obtidos indicam a existéncia de uma variabilidade muito
grande no sistema de asparaginase. SODEK & LEA (1993) obtiveram
dados de imunogquimica com L. polyphyllus e ervilha (Pisum sativum)
gue indicam ser a caracteristica de dependéncia ao potéssio
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egsencial mna antigenicidade desta proteina, fato ndo observado
pelos dados obtidos com Crotalaria.
N3o fol possivel realizar alguns experimentos que poderiam gerar

dados complementares que elucidariam algumas hipdteses:

1. fazer a cinética e testar possiveis co-
fatores,

2.em C. .paulina purificar quantidades
maiores utilizando sephcryl 8 200 ac invés do HPEC, caracterizando
a enzima em PAGE e SDS-PAGE e com ¢ anticorpo de C.zanzibarica,

3. testar as diferentes espécies através de
Western Blot em sistema Nativo e desnaturante definindo a
mobilidade relativa em relagdo a padrdes,

4, fazer seqlenciamento do N-terminal.
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VI.CONCLUSOES

No género Crotalaria existe uma ampla distribuicdo da enzima
asparaginase, tanto em sua forma dependente de potdssio como
independente deste co-fator. As espécies estudadas com enzima do
tipo dependente apresentam morfologia foliar unifoliolada, enguanto
as independentes sdo trifolicladas.

As espécies estudadas com enzima dependente de potdssio como co-
fator, C. juncea e C. paulina, apresentam duas isocenzimas, uma com
100 kDa e outra com 600 kDa, engquanto a independente de potéssio,
C. zanzibarica, apresenta somente uma enzima com 100 kDa. As
isoenzimas de €, Jjuncea foram caracterizadag a nivel de
subunidades. A iscenzima de 600 kDa em SDS-PAGE apresenta duas
subunidades, uma de 20 e outra de 37 kDa, enguanto a de 100 XkDa,
gque em sistema nativo apresenta-se em vdrios niveis de agregagdo,
apresenta uma Unica subunidade de 25 kbha.

Os anticorpos produzidos contra a isoenzima de 100 kba de C.
juncea ndo reconhecem a enzima de €. paulina, mas reconhece a de C.
zanzibarica. Os anticorpos produzidos contra €. zanzibarica
reconhecem ambas.

Por Western Blots, utilizando sistemas nativo e desnaturante
caracterizou-se a enzima de C. =zanzibarica como tendo mobilidade
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eletroforética igual & E, de C. juncea e subunidade de 25 kDa,
agregando-se em um Unico nivel.

Pelo mesmo método, utilizando anticorpo contra C. zanzibarica,
constatou-se que a enzima nativa de C. paulina possui mobilidade

eletroforética equivalente ac mondmero de BSA, e igual a de L.

poliphyllus.
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