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Resumo

A asparaginase (ASNase-EC 3.5.1.1.) de semente imatura de ervilha (Pisum
sativum L.) var. Bolero foi purificada e caracterizada. :

A ASNase foi dependente de K* para sua ativacio e a presenga de ions Ca“
nos tampoes de extragio e purificagcio permitiu uma major recuperacao da ativida-
de da enzima. O Ca®?* pode auxiliar na manutencio da estrutura ativa da enzima.
A ASNase apresentou duas isoformas, eluidas separadamente em cromatografia de
exclusdo. A primeira de 200.000 g/mol com atividade mais baixa e a segunda, cbm

69.000 g/mol, com a maior atividade, sendo portanto, a principal forma da enzima.

A ASNase apresentou p/de 4,5 a 5 e K, de 2,4 mM para Asn. A enzima foi ini-
bida competitivamente por Gly e Asp, e os resultados indicaram que o Asp seria
liberado na reagéo apds o NH,*. Através das reagdes imunoldgicas, foi observado
que anticorpo produzido contra a ASNase de semente de ervilha reconheceu ban-
das na mesma posigio que a ASNase de ervilha em extratos de sementes de outras
espécies: Crotalaria juncea, C. paulina (ambas dependentes de K+) e C. zanzibarica
(independente). A ASNase de ervilha também apresentou reacio cruzada com anti-
corpos produzidos contra ASNase de C. juncea e Lupinus polyphyllus (indeper;dehte
de K*), sugerindo alguma homologia entre as moléculas, e também que a parte da
molécula que determina dependéncia ao K* nao coincide com aquela reconhecida

pelo anticorpo.



Summary

Asparaginase (ASNase-EC 3.5.1.1) from immature seed of Pisum sativum L. cv.
Bolero was characterized and purified. _

ASNase from pea seed was dependent upon the presence of K+ for activity and
the presence of Ca’* in the extraction buffers pertmitted a higher recovery of activ-
ity. The Ca®* ions could assist the active ASNase structure. The enzyme showed
two active isoforms, eluted separately from exclusion chromatography. The first iso-
form (200.000 g/mol) presented lower activity and the second (69.000 g/mol) with
the highest activity, was the main form. This enzyme showed a pl near to 4,5-5

and 2 K, of 2,4 mM for Asn. Gly and Asp were competitive inhibitors of the en-
zyme. Asp would appear to be released from the enzyme after NH,t. Western blot
analysis demonstrated the presence of bands coinciding with the ASNase from pea
seed in seed extract from other species: Crotalaria juncea, Crotalaria paulina (K*-
dependent) and Crotalaria zanzibarica (K*-independent). ASNase from pea seed
showed a cross-reaction with antibodies against ASNase from Crotalaria juncea and
Lupinus polyphyllus (K*-independent), suggesting a similarity between the enzymes,
and that the part of the molecule involved in the K+ dependency is not coincident
with that recognized by the antibody.
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Introducao

A familia Leguminosae (Papilionoideae) compreende mais de 600 géneros que

- retinem mais de 13.000 espécies espalhadas em todo mundo, especialmente nas

regides tropicais e subtropicais. Sao bastante utilizadas sob diferentes aspectos:
madeiras, forrageiras, resinas, substincias farmacolégicas e principalmente na ali-
mentagdo, ja que sdo ricas em proteinas, dleos e carbohidratos [JOLY, 1991}.

As leguminosas sdo bastante estudadas quanto ao metabolismo de N (nitrogénio),
principalmente, devido & capacidade que apresentam de fixar N, atmosférico. O N é
o nutriente mais limitante para o crescimento vegetal, principalmente na agricultura
[MENGEL & KIRKBY, 1979]. _

As plantas absorvem N do solo na forma inorginica, como NOj ou NHY. Na
auséncia de uma provisdo adequada de N no solo, algumas leguminosas podem formar
associagdes simbibticas com organismos procariotos especializados (Rhizobium) que
fixam o N, atmosférico e podem fornecé-lo & planta sob forma de NH,*. Através
desta simbiose, quando ocorre a formagio de um nédulo, a planta pode obter qua:,se
todo o N utilizado no seu desenvolvimento. Em troca, a planta fornece ao micror-
ganismo fotoassimilados que vio garantir seu crescimento e o funcionamento do.
nédulo formado. Todo o metabolismo do N na planta é separado espacialmente den-
tro da célula e, desta forma, pode-se controlar o sistema de utilizacio de reser@
[SCHUBERT, 1986, ANDERSON & BEARDALL, 1991].

O NHY é o primeiro produto estavel da fixagdo de N,. O NH} é excretado

pela bactéria no citoplasma da célula hospedeira, onde é assimilado pelas atividades

combinadas das enzimas GS e GOGAT. O NHJ é primeiro incorporado como amina



pelo Glu, que se transforma em Gin e depois, é transferido para o carbono-2 do
oxoglutarato (um cetodcido, produto da fragmentagio de carboidratos). Através
destas reégées, 530 produzidas duas moléculas de Glu, que podem ser utilizadas na
formagao de amirodcidos (via transaminago), na sintese de protefnas ou na formagio
de outras moléculas que carregam N na sua estrutura [SCHUBERT, 1986].

Uma vez que o N é um nutriente mével, ele é translocado das raizes via xilema
simultineamente como NO3~ e N organico para diversas partes da planta, inclusi-

ve pode mover-se a partir de 6rgaos senescentes para regides em desenvolvimento

[ATKINS et al, 1983, HUPPE & TURPIN, 1994].

A maioria dos aminoédcidos que chega do xilema (principalmente as amidas
Asn e Gln) proveniente da raiz, pode ser transferida diretamente para o floema
ou entdo, atingem folhas maduras sendo reexportados pelo floema. Desse modo,
-estes compostos contribuirdo com o requerimento de N de folhas em desenvolvi-
mento, dpices vegetativos, estruturas em frutificacio, sementes imaturas e outros
drenos de N. Porém, como estes drenos representam 4reas de superficies pequenas,
ainda com baixas taxas de transpiragio, dependerio principalmente do N trams-
portado via floema, sendo a Asn responsavel por 40-50% de todos os aminoécidos
que chegam nestes locais. Assim sendo, o floema é a principal via de fornecimento
de N [ATKINS et al, 1975, URQUHART & JOY, 1982].

Ao atingir o dreno, o N é metabolizado pela agio de vérias enzimas e os produtos
utilizados na sintese de outros compostos, ou podem ser ainda armazenados por um
tempo mais longo, geralmente na forma de protefnas. Apds este periodo mais longo,
o N tem que ser mobilizado para ser novamente reutilizado [MIFLIN & LEA, 1977,
SCHUBERT, 1986]. No caso da semente ainda imatura, os solutos sio transportados
através do tegumento da semente para alimentar o embrido. Conforme ocorre o
amadurecimento da semente, o embriio adquire a capacidade de metabolizar certos
compostos [SCHUBERT, 1986).

As plantas utilizam um nimero limitado de compostos transportadores de N, e

dependendo da espécie, este transporte do N orginico pode ser feito na forma de

ureideos (alantoina e dcido alantéico), na forma de amidas (Asn, Arg, Gln), citru-



lina e, mais raramente, 4-metilenoglutamina, ou seja, substancias que praticameﬁte
nao sofrem interconversio metabélica nos vasos condutores. Urefdeos ou amidas
fornecem todos os requerimentos de N aos drenos para sintese de todos os outﬁ:os
compostos aminados [TA et af, 1985, PEOPLES et al, 1985). _

Os ureideos estdo presentes principalmente em leguminosas tropicais, especifica-
mente na tribo Phaseolae. Sao compostos derivados de purinas e menos soliveis
em agua que as aminas. Porém, temperaturas mais altas aumentam a solubilidade
dos ureideos. Sendo assim, como nos trépicos hi temperatura mais elevada e oco;rre
maior taxa de transpiracdo pelas plantas, o transporte dos ureideos ¢ facilitado em
relagao & locais onde a disponibilidade de dgua ¢ a temperatura sao baixas, como em
paises de clima tempféirado. Os ureideos sdo compostos mais eficientes na forma de
transporte de N, j& que podemn carregar mais N em relacio & C que as moléculas de
amidas [SCHUBERT, 1986]. As enzimas do metabolismo de ureideos estio primeira-
mente presentes na casca da semente e mais tarde ocorrem no embrifo. Contudo, a
capacidade do embriao em utilizar ureideos para seu crescimento é limitada devi%do
a exportagdo restrita de ureideos do tegumento e as diferentes atividades apresenta-
das pelas enzimas degradadoras destes compostos no embrido, em diferentes fases de
desenvolvimento da semente. Os ureideos sio catabolizados em amidas no tegumento
e entao estas sdo repassadas ao embriao [PEOPLES et al, 1985].

O transporte de ureideos é mais intenso quando a planta esta dependendo da
fixagdo simbidtica como fonte de N. Quando hi N externo como suprimento na
forma de NO3~, os aminoicidos passam a ser a principal forma de t;:anspoz:te
[McCLURE et al, 1980].

As amidas transportam menos N em relacio & C em sua molécula em relacio aos
ureideos e sio transportadas principalmente na forma de Asn e Gln. [SPRENT, 1980,
SCHUBERT, 1986]. Entretanto, o transporte de N na forma de amidas é mais
vantajoso para plantas de ambientes temperados ou aridos, pols Sa0 mals estave;s
e mais soliveis em dgua. Além disso, o custo de sintese deste aminoacido para o

transporte € um dos mais econdmicos em termos energéticos (ATP) para a planta

[SCHUBERT, 1986, HUPPE & TURPIN, 1994]. O catabolismo de amidas (prin-



cipalmente Asn) é restrito ao tegumento da semente quando a mesma estd imatura,
mas conforme a semente vai se desenvolvendo, o embrido adquire a capacidade de
degradé-las [SCHUBERT, 1986].

As leguminosas das Tribos Trifolicae, Geﬁisteae e Viciae transportam preferen-
cialmente amidas e no caso da ervilha (tribo Viciae), o transporte é feito princi-
palmente na forma de Asn [BAUER et al, 19772, BAUER et al, 1977b , PEOPLES
et al, 1985]. A Asn foi o primeiro aminoacido a ser detectado em plantas {espe-
cificamente em Aspargus sativus) [VAUQUELIN & ROBIQUET, 1806]. Em muitas
leguminosas, ¢ o principal composto nitrogenado exportado pelo xilema e um im-

portante constituinte do grupo de N solivel acumulado em estruturas vegetativas

durante estgios de pré-florescimento do ciclo de crescimento [PATE, 1971, citado
por ATKINS et al, 1975]. Em Lupinus (tremogo), por exemplo, cerca de 60-
70% do N no xilema, 92% no floema e 56% no nddulo, estio sob a forma de
Asn, apesar de somente 7 a 10% dos residuos das proteinas serem este aminodcido
[ATKINS et al, 1975, MIFLIN & LEA, 1977, PATE et al, 1951].

Em ervilha, até cerca de 90% de N pode se apresentar sob a forma de Asn no
xilema, e em folhas maduras, 98% do N foi recuperado na forma de Asn e 88%
na forma de Gln, em experimentos com aplicacio de Asn e Gln como tragadores,
marcados com L-[U-**C] [URQUHART & JOY, 1982]. A Asn é o principal con-
tribuinte nitrogenado da seiva do xilema também em Vicia, Trifolium, Medicago,
Lotus, Vigna, Phaseolus, Casuarina, Myrica e Aspargus [SIECIECHOWICZ et al,
1988a, SELLTEDT & ATKINS, 1991, DAVIES & KING, 1993, HURST & CLARK,
1993] e também nos tecidos de Sphagnum fallaz, uma espécie de bridfita [HEESCHEN
et al, 1996]. Estudos tém demonstrado que a sintese de proteinas de reserva em cul-
tura de cotilédones de leguminosas in vitro pode ser suportada se Asn é fornecida
como tnica fonte de N. O tecido é capaz de sintetizar todos os outros aminoacidos
a partir de Asn [LEA et al, 1979, HAGA & SODEK, 1987].

O N requerido para a sintese desse aminoécido pode ser obtido a partir da redugio
do NO3™, da fixagio do N ou do catabolismo de proteinas [LEA & FOWDEN, 1975].

Foram sugeridas trés rotas possiveis para a sintese de Asn [SIECIECHOWICZ et



al, 1988a]. A primeira envolve a sintese de Asn a partir de acido 2-oxosuccindmico
(B-amida do 4cido oxaloacético) e um doador de grupo amino adequado (icido
a-aminobutirico, alantoina, glutamina ou norvalina) na reagio reversa da enzima
asparagina oxoacido transaminase. Esta enzima foi encontrada em concentragdes
muito baixas em folhas de ervilha e é de importéancia fisiolégica questionavel em
plantas [IRELAND & JOY, 1983b]. A segunda envolve a incorporagao de cianeto
e Cys em ,B»-cianoaianina. através da (-cianoalanina siniase, cujo produto ¢ entao
hidrolisado pela B-cianoalanina hidrolase, formando Asn. Entretanto, as maiores

fontes de cianeto sio os glicosideos cianogénicos que ocorrem em um nuimero limi-

tado de espécies e esta enzima é considerada importante somente no mecanismo de
detoxificagio de cianeto [SIECIECHOWICZ et al, 1988a]. A terceira via e a mais

provavel é a da produgio direta de Asn a partir de Asp. Lsta reagéo ¢ mediada pela
Asn-sintetase e envolve uma transferéncia dependente de ATP do grupo amida da
Gln (em alguns casos NH,*) para Asp, em presenga de Mg**, produzindo Asn, Glu,
AMP e PPi [SIECIECHOWICZ et al, 1988a].

A Asn, todavia, é rapida..e extensivamente catabolizada, em drgios em desenvolvi-
mento, no caule e em érgaos reprodutivos [ATKINS et al, 1975, SCHUBERT, 1986].
Até o presente momento, foram propostas quatro vias possiveis de transformagéao da
Asn [SIECIECHOWICZ et al, 1988a)].

A primeira envolve a transferéncia do grupo amida da Asn para Glu, formando

Gln, numa reagio inversa & da Asn sintetase:

glutamato glutamina

asparagina » aspartato ?



A segunda implica na transamidagio redutiva da Asn com 2-oxoglutarato, anéxu
logamente 4 GOGAT, com oxidagio de NAD(P)H:

oxoglﬁtarato glutamato
asparagina aspartato ?

NAD(P)H NAD(P)"

Contudo, as enzimas destas duas primeiras propostas néo foram isoladas.

A terceira, envolve a asparagina aminotransferase (Asn:piruvato transaminase,
Asn aminotransferase (GOT)), presente em vagens e principalmente em folhas, de-
tectada em soja [STREETER, 1977], ervilha [IRELAND & JOY, 1983a] e tremogo
[ATKINS et al, 1983]. Essa enzima transfere o N a-amino da Asn para um 2-
oxoacido, numa fransaminacio, formando 2-oxosuccinamato que por sua vez é redu-
zido a 4cido hidroxisuccindmico [BAUER ef al, 1977b, LLOYD & JOY, 1978], IRE-
LAND & JOY,.1983a:

oxoacido aminoacido

ASN transaminase :
» 2-0X0ssuccinamato

asparagina

Esta enzima também ¢ denominada serina:glioxilato aminotransferase e tem um

importante papel nas folhas, na medida em que torna possivel a entrada do N

amino da Asn no ciclo fotorrespiratério, através da transaminagao do giioxila%o



no peroxissomo, onde a enzima estd localizada, permitindo a formacio de Gly e
Ser [REHFIELD & TOLBERT, 1972, STREETER, 1977, TA et al, 1985]. A en-
zima apresenta baixo K, para Asn na folha e sua atividade se mantém ao lorfgo
do desenvolvimento neste érgio [IRELAND & JOY, 1981]. Sua atividade também
sofre influéncia de alguns compostos como ATP e certos fons como Ca?t e Cl-, e
também da luz, dado que apresenta atividade maxima nas primeiras horas do dia
[SIECIECHOWICZ et al, 1988a).

A quarta e a mais bem caracterizada até o momento, é a via da asparaginase
(L-asparaginase-amido-hidrolase, E.C. 3.5.1.1., ASNase). Fsta é uma enzima a.mpia—

mente distribuida em animais, microrganismos e em tecidos vegetais. Além disso,

tem recebido ha bastante tempo uma consideravel atencio devido 4 sua atividade an-
tineopldstica [COONEY & HANDSCHUMACHER, 1970 , KOIZUMI & FUJIMO-
TO, 1994].

Em plantas, esta enzima foi inicialmente encontrada em sementes em desenvol-
vimento de Lupinus albus [ATKINS et al, 1975]. |

A ASNase ja foi detectada em rafzes, nddulos, folhas, flores e principalmente
em sementes em desenvolvimento [STREETER, 1977 , LEA et af, 1978, CHANG &
FARNDEN, 1981, SIECIECHOWICZ & IRELAND, 1989a).

A ASNase, localizada no citosol da célula, remove o N amida da Asn, for-
mando Asp e NHY e liberando N requerido para a sintese de outros ammoaczdos
[SIECIECHOWICZ et al. 1985, como mostra o esquema seguinte:

ASPARAGINA
2-oxoglu 2-oxoacido

asparagina NADH ' asparaging
amidotransferase ASPARAGINASE aminotransferase
aminoacido

aspattato oxossuccinamato -—\

\
y deaminase

I [ reassimilagido l

2-oxodcido N A ¥
\ hidroxis-

aspaitato succinamato
i
amr‘notransfera:/ oxalacetato /‘:
. _pa/ H
aminoacido e » T l e v
malato NH,*




O Asp ¢ extensivamente metabolizado para produzir uma variedade de compostos
que podem ser retidos ou exportados no floema na forma de outros aminodcidos, j4
que nao é trocado entre o xilema e o floema [ATKINS et al, 1975 , FARNDEN , 1981].

O NH4t* formado pela agio da ASNase pode ser parcialmente assimilado de
novo pelo tegumento da semente pela GDH. Parte deste NH,* pode ser passado
para o endosperma. Contudo, no endosperma e no embrido, a principal via de as-
similagdo de NHy*" é a da GS/GOGAT, separada espacialmente da via da GDH
[MIFLIN & LEA, 1976, RATAJCZAK, 1986]. A atividade da ASNase nos tecidos

da casca da semente parece ser ainda altamente responsavel pela geragio de NHy*

que ¢ liberado para o liquido do saco embriondrio IMURRAY & KENNEDY, 1980,

HOSTALACIO et al, 1985]. A ASNase parece sofrer um certo grau de inibicdo
quando ha excesso de NHy™ no meio [IRELAND & JOY, 1983a, SIECIECHOWICZ
et al, 1985]. Com a senescéncia, pode haver um aumento da concentragio de NH,*
dentro da planta, como se houvesse uma inibigdo da GS. A volatilizacio de NH,
ocorre entdo, quando a concentragdo deste composto nas cavidades estomaticas ul-
trapassa a concentragic no ambiente atmosférico [FARQUHAR et al, 1980, OLSEN
et al, 1995].

A ASNase mostrou ser especifica para seu substrato, nio atuando sobre Gln, por
exemplo [STREETER, 1977, IRELAND & JOY, 1981, TONIN & SODEK, 1990].
A enzima apresenta um K, para Asn em fothas (~ 8 - 10 mM) mais elevado
em relagao ao encontrado em tecidos de semente (~ 3,2 mM) [LEA et al, 1978,
SODEK et al, 1980].

A ASNase apresenta-se basicamente em duas formas: uma dependente de K* e
outra independente deste fon [SODEK et af, 1980]. SODEK et al (1980) isolaram a
segunda forma da enzima que requeria fons K+ para sua atividade, sendo encontrados
altos niveis de atividade da enzima na testa de cotilédones em amadurecimento de
ervilha. Até entdo, a ASNase vinha sendo estudada sem adi¢do de Kt durante o
processo de extragdo, e portanto, sé se conhecia a forma independente deste jon.

Com isso, a ASNase deixou de ser detectada em muitas especies.

Esta forma da enzima, dependente de K*, também foi encontrada em espécies
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como Vicia faba, Phaseolus vulgaris, Phaseolus Thztliiﬂor'us, Zea mays, Hordeum vul-
gare [MISRA & OAKS, 1980, SODEK et al, 1980], Lupinus sp. [LEA et al, 1984],
Crotalaria sp. [VITORIA, 1994], Triticum aestivum [PEETERS & LAERE, 1992],
Psophocarpus tetragonolobus [CHAPLEO & HALL, 1989], e ainda em Arabidopsis
thaliana [CASADO et al, 1995], e parece ser menos estavel que a forma, independente
de K+,

As duas formas de ASNase podem ocorrer dentro de um mesmo genéro [LEA
et al, 1978, SODEK et al, 1980]. Trabalhando com Lupinus arboreus e Lupinus
angustifolivs, CHANG & FARNDEN (1981) encontraram ainda, as duas formas da

enzima dentro da mesma espécie, porém em orgaos diferentes. A proporcio entre as

2 formas depende da espécie deplanta, dos orgaos e do estagio de desenvolvimento
[SODEK & LEA, 1993].

Outros fons como Rb*, Na* e NH4* séo capazes de promover atividade a um nivel
significativo ao substituirem o K* [SUELTER. 1970, LEA et al, 1978 , SODEK et
al, 1980]. O ion Ca ** também influenciou na atividade da enzima quando a ASNase
de folhas de ervilha foi extraida na presenca de C'a*, nio houve efeito sobre o K.,
mas a V., e a atividade da enzima dobraram [SIECIECHOWICZ & IRELAND,
1989a] .

Outros fons ou compostos podem inibir a atividade da ASNase como Gln, em
cultura de cotilédones [TONIN & SODEK, 1990] e metionina sulfoximina, que inibe
GS e interfere no transporte de elétrons da fotossintese, que por sua vez pode afetar
a atividade da enzima [SIECIECHOWICZ et al, 1989)].

A ASNase pode estar sujeita & regulagio por fatores externos ou internos da
planta, ji que sua atividade varia nas folhas e na semente durante o desenvol-
vimento das mesmas [HOSTALACIO et al, 1935, SIECIECHOWICZ & JOY, 1989,
LOUGH et al, 1992a].

ATKINS et al (1983) verificaram que a atividade in vitro da ASNase foj superior
aquela da Asn aminotransferase durante o inicio da expansao foliar, mas, quando

a folha ja estd completamente expandida, a atividade da Asn aminotransferase foi

extremamente superior aquela da ASNase. Isto indicou que a Asn aminotransferase,
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neste caso, € a principal via de utilizacio da Asn [IRELAND & JOY, 1981].

‘ Desse modo, Asn em folhas é metabolizada em dois compartimentos subcelulares
distintos: quando a folha é jovem e as enzimas ativas, a ASNase produzird Asp e
NH4* no citosol, enquanto a transaminagdo no peroxissomo pela Asn aminotrans-
ferase produzira 2-oxo-succinamato e Gly ou Ala. Em folhas maduras, o metabolismo
da Asn se restringe ao peroxissomo [IRELAND & JOY, 1983al.

A energia luminosa também interfere na atividade da ASNase, uma vez que a
enzima de folhas jovens de ervilha apresentou um aumento de atividade durante
um periodo de luz, seguido de um decréscimo na atividade enzimatica durante um

petiodo de escuro [SIECIECHOWICZ et al, 1988b]. Este fenomeno também foi ob-
servado em bridfitas (Sphagnum Jallaz) [HEESCHEN et af, 1996]. Isso indica ue

estes processos sao dependentes de luz porém, nio sioc mediados por fitocromo
[SIECIECHOWICZ et al, 1988b]. Calmodulina, fatores soldveis presentes em ex-
tratos de folhas, fotoperiddo, diferentes concentragdes ou auséncia de K+ subcelular,
modificagdes pés-traducionais como fosforilagbes e desfosforilagdes e mecanismos de
associagao a membrana também ndo foram responsiveis pelas variagbes na ativi-
dade da enzima [SIECIECHOWICZ et al, 1988b, SIECIECHOWICZ et al, 1988c,
SIECIECHOWICZ & IRELAND, 1989a].

Estudos usando inibidores de transcri¢io e traducdo indicaram que ARNm e
sintese protéica foram necessarios para que houvesse um aumento na atividade
da ASNase, assim como a degradagio proteolitica dessa enzima decorreria num
decréscimo de sua atividade [SIECIECHOWICZ et al, 1985 , SIECIECHOWICYZ et
al, 1988b, SIECIECHOWICZ et al, 1988c]. |

Desse modo, em presenca de luz, a ASNase de folha de ervilha é sintetizada e
Juntamente com o aumento de sua estabilidade na atividade, proporcionado pelos
produtos do transporte de elétrons da fotossintese, hd um aumento liquido de sua,
atividade. No escuro, a sintese e a estabilidade da enzima declinam, e acoplado
com a degradagdo da mesma por protedlise, hé o decréscimo da atividade enzimatica

[SIECIECHOWICZ et al, 1983, SIECIECHOWICZ & IRELAND, 1989b].
Na semente em desenvolvimento, a ASNase apresenta atividade maxima durante
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a fase de mais intenso actimulo de reservas, quando o cotilédone necessita de grande
quantidade de aminodcidos para sintese de proteinas de reserva [HOSTALACIO et
al, 1985]. A atividade da ASNase decresce conforme se d4 o amadurecimento. dos
6rgdos [ATKINS et al, 1983, LEA et al, 1984, SIECIECHOWICY, et al, 1985].

Entretanto, apesar de um considerdvel nimero de trabalhos, a regulacio da
atividade da ASNase ndo est4 bem esclarecida. |

A ASNase de outros organismos também apresentou variacbes na sua atividade,
promovidas por autofosforilagdo e sintese protéica por exemplo em Leptosphaeria
michotti [JEREBZOF & JEREBZOF-QUINTIN, 1983, JEREBZOF- QUINTIN &
JEREBZOF, 1986] e cinética alostérica em Saccharomyces cerevisae [DUNLOP et
al, 1978]. Fungos, leveduras e bactérias também mostram awmento da atividade
enzimatica resultante da sintese de novo de ASNase, em resposta & uma depiegao de

N [WIAME et al, 1985) e também dependente de processos que envolvem luz [PAUL
& COOKSEY, 1981]. _

A atividade da ASNase em cotilédones em desenvolvimento ¢ muito supefior
aquelas de raizes e folhas e por isso tem sido um orgao bastante utilizado na caracteri-
zagdo desta enzima [SODEK et al, 1980, CHANG & FARNDEN, 1981 , IRELAND
& JOY, 1981, LEA et al, 1984, SODEK & LEA, 1993]. Muitos métodos sdo utili-
zados para extrair, separar, isolar e purificar proteinas. Basicamente, tern-se u§i1i~
zado os mesmos processos para extracao e purificagdo da enzima ASNase: técnicas
cromatograficas, eletroforéticas, reacdes enzimaticas e imunoquimicas e producio de
anticorpos, e recentemente técnicas de biologia molecular [LEA et al, 1978, SIECIE-
CHOWICZ et al, 1985, SODEK & LEA, 1993, CASADO et al, 1995].

A purificagio de proteinas é importante para que se possa compreender meihor
como e onde s3o formadas, suas fun¢des, estruturas e caracteristicas, tanio 3 mvel
celular como molecular, auxiliando ainda em estudos taxondémicos e evolutivos e em
estudos de caracterizagdo, produgao de anticorpos e o desenvolvimento de sondas de
oligonucleotideos para serem empregados no isolamento de genes.

A ASNase independente de K+ foi bastante caracterizada em diferentes espécies

de tremogo. Entretanto, parece haver uma variabil idade em certas caracteristicas da
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molécula mesmo dentro do mesmo genéro, ou mesmo se tratando da mesma isoforma
[LEA et al, 1978, CHANG & FARNDEN, 1981, LEA et al, 1984 , DICKSON ¢t al,
1992, SODEK & LEA, 1993, VINCZE et al, 1994, AGUIAR, 1995].

Esta variabilidade também tem ocorrido na forma dependente de K+ [SODEK &
LEA, 1993, AGUIAR, 1995), que ainda encerra aspectos desconhecidos, e outros a
serem melhor caracterizados e definidos.

Devido a importéncia da ASNase como uma enzima chave no metabolismo do
N, resolveu-se estudar alguns aspectos ainda nio muito bem esclarecidos na forma
dependente de K* em plantas de ervitha Pisum safivam L., uma das principais
culturas agricolas de zonas temperadas do mundo [SMART, 1990]. O material esco-

Ihido foi a semente imatura desta planta que € um sistema ideal para avaliar possiveis
diferengas existentes na molécula da ASNase, que podem influenciar diretamente no

metabolismo dos tecidos da semente.



Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

o caracterizar e purificar a ASNase dependente de K+ de semente imatura de

erviltha Pisum sativum L. e

e realizar estudos imunolégicos comparativos entre a enzima. desta espécie ¢ as -

enzimas dependentes ou nio de K+ de outras espécies vegetais.

13



Material e Métodos

Material

A leguminosa utilizada neste estudo foi a variedade Bolero de ervilha Pisum
sativumn L., que foi cultivada em canteiros durante os invernos de 1993, 1994 e 1995,
a partir de sementes fornecidas pela Secio de Leguminosas do Instituto Agronémico
de Campinas (IAC). Frutos com sementes imaturas foram colhidos por volta de 15
dias apds o inicio da antese, antes do crescimento dos cotilédones, e quando ainda
na fase de "endosperma liquido” [SODEK et al, 1980, HOSTALACIO et al, 1985].
Este liquido foi retirado da semente e o tegumento foi congelado para ser utilizado em
todas as investigagdes. O mesmo procedimento foi adotado quando foram utilizadas

sernentes imaturas de Crotalaria juncea, C. zanzibarica, C. paulina e C. anagiroides.

Métodos

Extracao da ASNase

A extragao da ASNase foi feita em almofariz previamente gelado (4 °C) com
tampao Tris-HC1 50 mM pH=8, contendo 50 mM de KCl, 10% de glicerol, 160 uM de
CaCl; 1 mM de DTT e PMSF !, na proporgao de 5 mL de tampio para cada grama

de massa fresca. O extrato foi centrifugado a 12.000 x g por 20 min em centrifuga

'PMSF somente foi utilizado durante a extragdo para proteger a enzima da atuagdo de
proteinases

14
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refrigerada (4 °C). O sobrenadante desta fragdo foi denominado extrato bruto (EB)
e duas aliquotas do mesmo foram retiradas: uma para dosagem de proteinas e a
outra para dessalinizagio em coluna de Sephadex G-25 (1 x § cm}, equilibr;acia
anteriormente com tampdo de extracio [SODEK & LEA, 1993]. A atividade da

ASNase foi avaliada a partir desta fracio eluida.

Ensaio Enzimatico

No teste de atividade enzimitica foi utilizada Asn purificada em coluna Dowex-

1 (acetato) [MIFLIN & LEA, 1975] e foi feito em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL
através da determinagio da producio de NH,*, de acordo com SODEK & LEA

(1993). Foram necessarios:
e Tampao Tris-HCl pH=8
e Asn 30 mM em Tris-HCI 50 mM pH=8
e solugdo de (NHy),50, 0.5 mM
e H,S50, 18 M (concentrado)
e K.,CO; 50%

* Solugdo de fenol - 2,5 mL de fenol + 12,5 mg de Nay[Fe(CN)sNOJ.2H;0 (ni-
troprussiato de sédio) em 250 mL de H,0 '

@ Solugdo de hipoclorito de sédio - 1,25 g de NaOH + 5,3 g de Na,HPO, amdro
+ 2,5 mL de NaHOCI 5% em 250 mL de H,0

e NaOH 2 M - deve ser previamente titulado. Coloca-se num Eppendorf, 500 L
de dgua deionizada, uma gota de verde de bromocresol 0,1% em etanol e uma
gota de 5 L de H;50,4 18 M na tampa do Eppendorf. O tubo foi agitado e o

NaOH 2 M foi sendo adicionado. O ponto de viragem deve estar em torno de

75 pLi de NaOH 2 M para cada 5 L. do 4cido.
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O ensaio consistiu de 50 L de Asn 30 mM, 50 gL do tampao Tris-HCI 50 mM
pH=8 e 50 uL do extrato, num volume total de 150 uL. A mistura foi encubada em
banho-maria a 35 °C por 1 h.

Apbs a uma hora de encubacéo. a reacao foi interrompida com 500 ul. de K,CO3
50% e os tubos foram cobertos por uma outra tampa de Eppendorf contendo uma
gota de 5 pL de HySO,.

Foram feitos também dois tipos de controle e um padrao de NH,*. O priméiro
controle foi uma duplicata deste primeiro ensaio que foi denominada de "tempo zero”.

O segundo foi um branco controle, com 50 uL de Asn 30 mM e 100 pL de tampio,

e o padrao de NH, foi feito com 50 uL de Asn 30 mM, 50 4. de tampao e 50 uL
da solu¢ao de {(NH4)250,.

O tempo zero, o branco e o padrao tiveram as rea¢des imediatamente interrompi-
das com 500 uL de K,CO3 50%. Os tubos foram agitados ¢ imediatamente cobertos
com uma outra tampa de Eppendorf, contendo uma gota de 5 ul de H,S04, do
mesmo modo que o anterior. Todos os tubos foram deixados & temperatura ambiente
por uma noite.

A formacao de NHs devido a agio da enzima sobre a Asu foi determinada pelo
método do hipoclorito [McCULLOUGH, 1967], apés difusao da NHj proveniente do
ensaio. Durante esse periodo, a NHj liberada pela solucao passa para a gota de
acido suspensa na tampa do tubo, formando (NH4),50.. Apds a difusio, a tampa
foi removida e fixada num segundo tubo Eppendorf, contendo 500 ul da solucéo
de fenol. Apés misturar os componentes, o tubo foi aberto ¢ adicionado 100 L de
NaOH 2 M tornando o meio alcalino. O tubo foi imediatamente agitado e 500 ulL da
solu¢ao alcalina de hipoclorito foi adicionada e o tubo agitado. Os tubos foram entao,
colocados em banho-maria a 37 °C por 45 min, para desenvolvimento de cor (azul).
As amostras foram monitoradas em espectrofotémetro a 630 nm, utilizando-se o
branco como controle no aparelho. _

A atividade foi calculada a partir da diferenca de leitura entre o ensaio encubado

€ o denominado tempo zero, e transformada em pmol NH,* /(h.anL), através da

leitura da solucio padrio de NH,*.



Ensaio Semi-Quantitativo

Durante o processo de purificagio, principalmente para agilizar a localizagao
da enzima nas fracoes coletadas apds cromatografia, foi utilizado um ensaio semi-

quantitativo, ou seja, sem o controle "tempo zero”.

Teste de Dependéncia ao fon K+

A ASNase foi extraida conforme jé descrito, e 2 mL do extrato {foram passados em
colunas de Sephadex G-25, sendo uma equilibrada com tampao de extragao contendo
KCIl 50 mM e uma outra, com o mesmo tampao, mas sem KCl. Os extratos obtidos

foram utilizados em trés tipos de ensaios, representados como se segue:

A Asn 30 mM 50 pL
Tris-HC1 50 mM pH=8 50 uL
Extrato (G-25 com KCl) 50 uL

B Asn 30 mM 50 pL
Tris-HC1 50 mM pH=8 50 uL
Extrato (G-25 sem KCI) 50 uL

C  Asn 30 mM 50 pL
KCI 150 mM 50 pL
Extrato (G-25 sem KCl) 50 pL

Os ensaios para o teste com o fon foram feitos em duplicata, sendo um deles
colocado em banho-maria a 35 °C' por 1 h e o "tempo zero”, o padrao com NH,* e o
branco foram imediatamente interrompidos com 500 uL de K,CO3 50%, procedendo-

se a partir dai do mesmo modo como ja descrito.



Atividade da ASNase em Presenca de Ca?*

Foram feitas duas extragdes independentes, uma utilizando o tampdo de e
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tracao ja mencionado e uma outra, usando o mesmo tampao, porém contendo CaCl,

160 M. [CHANG & FARNDEN, 1981, SIECIECHOWICZ et al 1088c]. Apbs

. o . Qo
centrifugagao, os extratos com e sem CaCl, foram aplicados em colunas de Se

phadex G-25 previamente equilibradas com tampéo de extracio com e sem CaC

respectivamente. Os extratos obtidos foram utilizados nos seguintes ensaios:

Com Ca?* Asn 30 mM 50 nL
Tris-HC1 50 mM pH=8 50 pL
Extrato (G-25 com CaCl;) 50 pL
Sem Ca?t  Asn 30 mM 50 uL
Tris-HCI 50 mM pH=8 50 pL
Extrato (G-25 sem CaCl;) 50 pL

12v

A solucio de Tris-HC1 50 mM pH=8, colocada no ensaio, também foi substituida

por uma solugdo de CaCl; para uma concentragao final de 160 uM, para verificar

se a enzima recuperava a atividade apés o CaCl, ser eliminado em cromatografia

Sephadex G-25.

de

Estes ensaios foram feitos em duplicata, sendo um deles encubado em banho-

maria a 35 °C por 1 h, e o ”"tempo zero”, o branco e o padrao de NH4* tiveram

a reacio imediatamente interrompida com 500 uL de K,COs3 50%, procedendo-se a

partir dai conforme ja descrito.

A atividade da ASNase foi verificada em presenca de CaCl, e EGTA (quelante

especifico deste fon). EGTA foi colocado no ensaio final para uma concentragao

final de 1,6 mM. Apds trinta minutos de pré-encubacio do extrato com EGTA, a

atividade da ASNase destes extratos foi verificada como ja descrito.

Outras concentracdes de CaCl, também foram testadas da mesma maneira na

extracio e purificagio da ASNase: 5 e 1 mM, comparando sempre com o processo
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na auséncia deste fon. A enzima foi extraida na concentragio maior de Ca®* (5 mM)
e apds cromatografia de fenil Sepharose, a enzima foi eluida em Sephadex G-25 de
modo que a concentracao do fon fosse dimimuida para aquelas desejadas (1 mM,

160 uM e ausente).

Purificacao da ASNase

Todo o procedimento foi realizado entre 0 e 5 °C, baseado em SODEK & LEA

(1993), de acordo com o esquema seguinte.

1 g de tecido em 5 ml de tampao de extragao
centrifugagao

sobrenadante precipitado com (NH;).S04 75%
centrifugacgao

precipitado solubilizado em tampao de extragao com adigdo de etanol

!

centrifugacgao

l

etanol removido em coluna de Sephadex LH-20

!

cromatografia em DEAE-Sephacel com gradiente de KCI

!

cromatografia em fenil Sepharose

sistema HPEC cromatografia em Sephacryl S 200

|

A\
cromatografia em Mono Q (FPLC)
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Apés a extragdo da enzima, o sobrenadante foi tratado com (NH,4),SO4 para 75%
de saturagdo. O material foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min e as proteinas
precipitadas solubilizadas em tampao de extracdo. Em seguida, foi adicionado etanol
gelado, sob leve agitacio, na proporgéo de 1,5 mL para cada mL de tamp#o (também
para precipitacao de proteinas). Nestas condigdes, a enzima nao sofre desnaturagao
nem precipitagdo [SODEK et al, 1980]. O material foi deixado em freezer por uma
noite e centrifugado a 5.000 x g durante 20 min.

O etanol foi removido através de uma coluna de Sephadex LH-20 (lipohidrofilica,

9 x 2,8 cm) (LH-20), equilibrada com tampéo de extracao. Da fragio eluida foram
retiradas aliquotas para dosagem de proteinas. aplicagédo em gel de eletroforese nao-

desnaturante e determinacdo da atividade da ASNase apds dessaliniza¢io em coluna
de Sephadex G-25.

O restante foi aplicado numa coluna de troca idnica de DEAE-Sephacel (5,3 x
1,3 cm) (DEAE), equilibrada com tampao de extracao. Apés aplicagao da amostra,
as proteinas nao adsorvidas foram eluidas com 15 mL de tampéao de extragiao sob
um fluxo de 1 mL/min. Em seguida, foi feito um gradiente de KCI, empregando
um sistema de dois reservatérios interligados, um contendo 45 mL de tampao de
extragao com KCI 50 mM e o outro, 45 mL de tampao de extragao com KCI 350 mM.
Foram coletadas 60 fracdes de 1,5 mL. As fracdes com maior atividade enzimdtica
foram reunidas e foram retiradas aliquotas para dosagem de proteinas, aplicacao em
eletroforese desnaturante e ndo-desnaturante e determinacao da atividade enzimatica.
Foi adicionado, entdo, para cada mL de amostra restante, 100 mg de KCl, elevando
a concentracao desse sal para 1,55 M.

Esta fragdo foi aplicada em uma coluna de interacio hidrofébica, fenil Sepharose
(4,9 x 1,3 cm) (fenil-S), previamente equilibrada com tampéo de extracio contendo
KCl 1,5 M. O material ndo adsorvido foi lavado com 15 mL deste mesmo tampio
num fluxo de 0,8 mL/min. Em seguida, a coluna foi eluida com tampéo de extracio,
contendo KCl 50 mM e foram coletadas 20 fragdes de 1,5 mL. As fragdes que apre-

sentaram maior atividade enzimatica foram reunidas e aliquotas foram retiradas para

dosagem de proteinas, aplicagio em eletroforese desnaturante e nio-desnaturante e



21

determinacgdo da atividade da enzima.
A fragio com atividade enzimadtica eluida da fenil Sepharose foi aplicada em
sistema de HPEC, em coluna de Sephacryl S-200 e em coluna de Mono-Q), em sistema

de FPLC, conforme o caso.

HPEC - Cromatografia Eletroforética de Alta Eficiéncia

Por esta técnica, o principio de separagdo de proteinas é o mesmo da eletroforese.
Contudo, além de serem separadas, sdo eluidas e coletadas em seguida.

As fragdes com maior atividade enzimatica, provenientes da coluna de fenil Seph-

arose, foram agrupadas e dessalinizadas em coluna de Sephadex G-23, utilizando-se
tampao de extragdo. Na amostra, foi colocado azul de bromofenol como indicador
de corrida eletroforética.

No aparelho de HPEC, modelo 230A (Applied Biosystems), foi utilizado gel de
poliacrilamida 5% né&desnaturante, em coluna de vidro de 2,5 x 50 mm. a 5 °C de
refrigeragao. Todos os reagentes utilizados nesta cromatografia foram preparados de
acordo com as instrugdes no manual do fabricante (User Bulletin, no 7; Dez, 1990).

O tampao de eletrodo superior foi Tris 25 mM + Gly 192 mM pH=88 e o
inferior foi Tris-HCl 25 mM pH=8,3, ambos mantidos em gelo, com fluxo entre 1,5
a 2,5 mL/min. O tampéo de eluigdo foi Tris-HCl 50 mM pH=8,3 com DTT 1 mM,
com fluxo de 18 pL/min.

Antes da aplicacdo da amostra, foi realizada uma pré-corrida para remocao de
material contaminante, detectdvel em UV (substancias derivadas da degradagdo de
poliacrilamida). O detector de UV foi ajustado para 280 nm e a sensibilidade para
1 AUFS. Foi feito um gradiente de corrente, onde nos primeiros trinta minutos, a
variagao foi de 0,2 a 0,8 mA e no restante, permaneceu fixa em 0,8 mA até a obtencao
do pico correspondente & liberagio destes compostos.

Apods a pré-corrida, o volume maximo permitido de amostra, 90 L, foi apli-
cado. Nos primeiros 10 min, foi feito um gradiente de corrente de 0,4 & 0,8 mA e

posteriormente permaneceu a 0,8 mA. Apds a saida do corante, por volta de 60 min,

foram coletadas fragdes de 60 L a cada 4 min. Os Eppendorfs coletores continham



22

100 L de solugao de Asn 30 mM (em tampdo de extragao) para que a reagio
enzimatica pudesse ocorrer de imediato. Neste caso, o tempo de encubagao foi 24 h
a temperatura ambiente.

A partir da mesma fragdo, uma segunda separacao foi feita em seguida, do mesmo
modo. Contudo, as fragdes coletadas foram submetidas & gel de eletroforese nao-
desnaturante 10%, para que se pudesse relacionar a banda protéica com a atividade

da enzima.

Sephacryl S-200

Uma coluna de exclusao de Sephacryl S-200 Pharmacia (83,2 x 2,6 c¢m)(S-200)
foi empacotada e calibrada de acordo com as instrugdes do fabricante.

A coluna foi mantida a 5 °C e os padrdes (Sigma ou Pharmacia) utilizados para
calibragdo foram catalase (232.000 g/mol), B-amilase (200.000 g/mol), 4lcool de-
sidrogenase (150.000 g/mol), albumina de soro bovino (67.000 g/mol), anidrase
carbonica (29.000 g/mol) quimotripsinogénio A (25.000 g/mol), ribonuclease A
(13.700 g/mol) e citocromo C (12.000 g/mol). Azul de dextrano (2.000.000 g/mol-
Sigma) foi usado na determinacéo do volume de vazio. A calibracio foi feita em
duas etapas: primeiro, utilizando-se somente o azul de dextrano e depois, o grupo
das proteinas. Foi mantido um fluxo de 0,7 mL/min e foram coletadas fragoes de
3,7 mL.

Foram aplicados 5,5 mL da fragdo proveniente da fenil Sepharose na coluna de
Sephacryl 5-200, previamente equilibrada com tampao de extragio filtrado e desga-
sado. Apés a saida de 110 mL, volume coletado antes da eluicio do azul de dextrano,
foram coletadas 60 fragdes de 3,7 mL, num fluxo de 0,7 mL/min. Foi avaliada a ativi-
dade enzimatica em todas as fragbes. Daquelas que apresentaram maior atividade
enzimatica, aliquotas foram retiradas e analisadas separadamente em gel de polia-
crilamida néo-desnaturante. O restante foi reunido, as proteinas dosadas e entao,

aplicado em coluna de Mono-Q.

Os valores das massas molares (M) das enzimas foram inferidos a partir do volume

de eluigdo das mesmas em relagéo ao volume de vazio, e comparado aos volumes de



23

eluicao dos padroes também em relagio ao volume de vazio, utilizando equagoes

de regressdo linear e plotando-se o logaritimo das massas molares com volume de

elui¢do das amostras.

Sistema de FPLC - Mono-Q

Amostras entre 5 e 10 mL obtidas apés cromatografia em Sephacryl 5-200 com
alividade enzimética foram aplicadas numa coluna de troca idnica, Mono-Q HR-5/5
FPLC (Pharmacia)(Mono-Q), utilizando um sistema de HPLC, com duas bombas
LKB mod. 2150, controladas por um gerador de gradiente mod. 2152 (Pharmacia).

A coluna foi previamente lavada com tampao de extragao e eluida & temperatura
ambiente com fluxo de 1 mL/min, utilizando um gradiente formado por tampao de
extracio com KCl 50 mM (A) e tampdo de extragdo contendo KCI 350 mM (B),
baseado em SODEK & LEA (1993). Ambos foram filtrados através de membrana
de 0,25 pm (Millipore), desgasados e mantidos em gelo. O gradiente foi estabelecido

COomo se€ segue.

Intervalo de tempo % B
min inicial | final
0-5 0 0
5-25 0 100
25 - 30 100 | 100

Foram coletadas trinta fragdes de 1 mL das quais foi testada a atividade en-
ziméatica e retiradas aliquotas que foram analisadas separadamente em gel de ele-
troforese desnaturante e nio-desnaturante. As fragdes com maior atividade foram

reunidas e as proteinas e a atividade da enzima foram dosadas.

Foram determinadas também, as atividades de material eluido durante a aplicagao
da amostra e durante a lavagem de material ndo adsorvido nas colunas de DEAE-

Sephacel, fenil Sepharose e Mono-Q.



24

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Esta técnica permite a separacdo de amostras protéicas de acordo com as dife-
rentes massas e cargas presentes na molécula através de sua migracdo em um gel
submetido a um campo elétrico.

Todas as eletroforeses foram realizadas usando o sistema de mini-gel (83 x 102
x 1,5 mm - Hoefer Sci. Inst.), baseado no método descrito por LAEMMLI (1970),

sob condi¢bes nao-desnaturante e desnaturante.

Nao-desnaturante

A concentragdo de acrilamida utilizada foi de 10% e dois géis foram preparados

COmo se segue:

o A = Tampao do gel de resolugdo: Tris-HCl 3 M pH=8,8 (concentracao final =
0,750 M)

e B = Tampao do gel de empacotamento: Tris HC1 0,5 M pH=6,8 (concentracao
final = 0,139 M)

o C = Solugao de acrilamida 40% = 38,9 g de acrilamida + 1,1 g de bis-acrilamida
em 100 mL H;O dest.

e D = Tampao de corrida: Tris 25 mM + Gly 192 mM pH=8,3

Gel de Resolugao 10% Gel de Empacotamento 4%
Reagente Volume (mL) Reagente Volume (mL)
C 5 C 1
A 5 B 2,5
H,0 dest. 10 H,0 dest. 5,5
TEMED 0,038 TEMED 0,020
(NHy),S,05 10% 0,050 (NH4)2S5,05 10% 0,100
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O gel de resolugao foi desgasado antes de se adicionar o catalisador e o polime-
rizador para auxiliar no processo de polimerizacao.

Quando a atividade da ASNase foi determinada, apés eletroforese nao-desnaturante,
as condigoes neste sistema foram levemente alteradas: foi adicionado KCl para uma
concentragao final de 20 mM, tanto no gel (solugdo de KCl 40 mM em substituicao 3

H,0 dest.) como também no tampao de corrida, porém, somente no eletrodo inferior

(anodo).

Desnaturante

A concentragio de acrilamida utilizada foi de 13% e o gel foi preparado como se

segue:

e A = Solugao de acrilamida: 34 g de acrilamida + 0,3 g de bis-acrilamida em

100 mL de H,0 dest.

e B = Solugdo de acrilamida: 7,5 g de acrilamida + 0,11 g de bis-acrilamida em
25 mL de H,0 dest.

e C = Tampio do gel de resolugao: Tris-HCl 1 M pH=8,8 (concentracio final
0,38 M)

¢ D = Tampdo do gel de empacotamento : Tris HCI 1 M pH=6,8 (concentragio
final 0,126 M)

e E = Tampao de corrida: Tris-Gly 0,025 mM pH=8,3
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Gel de Resolugao 13% Gel de Empacotamento 4%

Reagente Volume (mL) Reagente Volume (mL)

A 9,6 B 2,0

H,0O dest. 5,4 H;0 dest. 6,5

C 9,6 D 1,3

SDS 10% 0,3 SDS 10% 0,1

TEMED 0,1 TEMED 0,1

(NH,);S:05 10% 0,075 (NH,)2S,05 10% 0,1

O gel de resolugdo foi desgasado antes de se adicionar o SDS, o catalisador e o

polimerizador, para auxiliar no processo de polimerizacio.

Preparo das Amostras

As amostras foram provenientes das varias etapas de extragio e purificacio da
ASNase.

No sistema ndo-desnaturante, as amostras e aos padroes, somente foi adicionado
sacarose. No sistema desnaturante, foram adicionados 2% de SDS e 2,5% de §-
mercaptoetanol tanto para as amostras como para os padrdes. Em seguida, foram
submetidos a 100 °C por 10 min e depois, colocado sacarose. Foram aplicados sempre
40 pL de amostra em cada orificio do gel.

Os padrées (Pharmacia) utilizados na determinagéo das massas molares (M)
das proteinas, através de equagio de regressio linear, foram: BSA (67.000 g/mol),
ovoalbumina (43.000 g/mol), quimotripsinogénio A (25.000 g/mol) e ribonuclease A
(13.700 g/mol), preparados em tampio Na;PO4-NaH,PO, 0,01 M pH=7, na con-
centragéo de 0,01 mg proteina/mL de tampéo e sempre aplicados 20 L da mistura
padrao em cada orifido do gel.

Azul de bromofenol 0,001% foi diluido em tampao de corrida a aplicado na parte
superior do gel, sendo usado como frente. A eletroforese foi realizada a 15 °C no

sistema desnaturante e a 10 °C no sistema nao-desnaturante, ambos a 25 mA para

cada gel, até que a frente do corante atingisse a extremidade inferior do gel.
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As proteinas foram reveladas e fixadas no gel através do método de coloracio
com prata de OAKLEY (1980).

No caso de se proceder a uma eletrotransferéncia, foram corridos dois géis idénti-
cos, sendo um revelado com prata e o outro submetido a eletrotransferéncia.

Para a secagem dos géis, estes foram embebidos numa solugio de 50% de metanol
contendo 3% de glicerol, por 15 a 30 min e colocados para secar em placas de vidro,

envoltos em papel celofane.

TLC - Cromatografia de Camada Delgada

Este procedimento permite a determinacao qualitativa da atividade da ASNase
através da formagao de Asp, que se separa da Asn [SODEK & LEA, 1993].

Apés a eletroforese, a placa de vidro frontal foi removida e o gel preso & placa
de aluminio foi mantido em gelo. As duas linhas laterais do gel, onde correram as
proteinas, foram cortadas em forma de pente, em fatias de 2 mm (para teste de
atividade enzimatica), de modo que as fatias pudessem ser marcadas exatamente
com as bandas protéicas e a atividade da enzima. As fatias foram ainda cortadas
em pequenos cubos e imediatamente colocadas em Eppendorfs de 1,5 mL, em gelo,
contendo 100 L de Asn 30 mM em Tris-HCl pH=8 e 100 uL de Tris-HCl pH=8.
Apés 1 h em banho de gelo para difusio da enzima para o meio de reagio, os tubos
foram encubados a temperatura ambiente por uma noite. Em seguida, uma aliquota
de 75 uL de cada tubo foi removida e misturada com 2 pL de uma solucio de
(NH4)2504 20%. Aliquotas de 15 uL foram aplicadas em placas de cromatografia de
celulose-silica na propor¢io massa/massa de 10:4, usando fenol-H,O como solvente
de corrida, na propor¢io massa/volume de 4:1. Os aminoacidos foram revelados
com ninidrina (0,5% em acetona). A presenga de uma mancha de Asp, indicou a
atividade da ASNase. Somente apés o gel ter sido denticulado, ele foi corado com

prata, conforme ja descrito.



Cinética Enzimatica

A enzima foi extraida e purificada até a etapa da coluna de fenil Sepharose.

fragdes com maior atividade foram agrupadas e utilizadas nos ensaios seguintes:

Controle
Volume (pL) Concentragao final
Asn  Tris-HCl Extrato Asn (mM)
30 mM  pH=8

20 o0 90 10

29 (6] il J

12,5 87,5 50 2,5

6,5 93,5 50 1,3

Este ensaio foi realizado para determinagéo do K, da ASNase para Asn, utilizan-

do-se o modelo de Michaelis-Menten e a transformagio de Lineweaver-Burk.
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As

A atividade da ASNase também foi testada em presenca de dois provaveis ini-

bidores, Gly e Asp, ambos na concentracio de 15 mM em Tris-HCl pH=8 em di
rentes concentragoes de substrato (10; 5; 2,5 e 1,3 mM):

Em presenca de inibidor

Volume (uL) Concentragao final
Asn  Gly ou Asp Tris-HCl Extrato Asn (mM)
30 mM 75 mM pH=8

50 30 20 30 10
25 30 45 50 )
12,5 30 97,5 50 2,5
6,5 30 63,5 50 1,3

O tipo de inibigao e o K7 foram determinados pela transformacio de Lineweav

Burk, através das tangentes dos angulos formados pelas retas.

Os ensaios enzimaticos foram conduzidos como ja descrito.
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Focalizagao Isoelétrica

Para determinagio do pI da ASNase, foi usado o sistema Rotofor Cell (BioRad),
que tem por principio a separagao de compostos de acordo com o plde cada um num
gradiente de pH. O sistema mantém a atividade de uma enzima, ja que as proteinas
estao em solucao na sua conformagao nativa.

Amostras de ASNase provenientes do EB precipitado com (NH4);5O,4 e eluida
em G-25; da coluna de LH-20 e da coluna de fenil Sepharose foram aplicadas neste
sistema. Utilizou-se sempre 11 mL de amostra para volume total de 55 mL de H,0
deionizada contendo 10% de glicerol e 1% de anfolinas 40% (pH 3 a 10 - BioRad).

Desse modo, a concentragdo de KCI passou a ser 10 mM e de Ca’* 32 pM. A
corrida foi feita a 2 °C, durante 2 h, com corrente maxima de 100 mA e tensao
maxima de 15 W. Apés a corrida, amostras de 2 mL foram coletadas de uma sé vez
conforme o sistema coletor do aparelho, sob vacuo, em tubos de ensaio. O pHe
a atividade de cada fragao foram verificados através de fita graduada (Merck) com
quatro indicadores diferentes de pH e do teste enzimatico para ASNase, ja descrito.

As fragoes provenientes da focalizagdo foram aplicadas em eletroforese nao-
desnaturante para identificacao das bandas e para verificar o grau de purificagao

obtido pelo Rotofor. Os géis foram corados com prata.

Dosagem de Proteinas

As proteinas das fragées soliveis provenientes das varias etapas de purificagao
foram quantificadas de acordo com o método de BRADFORD (1976), utilizando-se
BSA (Sigma) como padrao, dentro de um intervalo de 1,5 a 10 pg de proteina padrao,

e 300 4L de amostra para 3 mL do reagente. Os resultados foram obtidos através

de equagio de regressio linear.
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Producao de Anticorpos

Imunizagao de Animais

Apéds a purificagdo da ASNase na coluna de Mono-Q (FPLC), a enzima foi
dialisada contra dgua deionizada e a seguir liofilizada. Este material foi solubi-
lizado em tampao PBS 0,15 M (8 g de NaCl + 0,2 g de KCl + 0,2 g de KH,PO,
1,15 g de Na;HPO, anidro), no momento em que foi feita a imunizagado dos ani-
mais [HAMES & RICKWOOD, 1990]. Foram utilizados trés coelhos de raca Nova

Zelandia.
Um mesmo volume de enzima solubilizada e de adjuvante foi usado para imuni-

zagdo. Um dos animais foi usado como controle e nele foi aplicado somente a solugio
tampao em adjuvante, e foi denominado "nao-imunizado” (NI). O segundo coelho
foi imunizado com o polipeptideo de 85.000 g/mol, verificado em gel de eletroforese
néo-desnaturante corado com prata. No terceiro animal foram aplicadas fracoes
que continham basicamente a enzima principal, todavia, contendo tracos daquela
de 85.000 g/mol. A primeira admininstracio do antigeno foi intramuscular e com
adjuvante completo de Freund (Sigma).

Apds trés semanas foi feito o primeiro refor¢o e na sétima semana, o segundo,
sendo que em ambos os casos, a administracio do antigeno foi subcutinea e foi
utilizado adjuvante incompleto de Freund (Sigma).

Na quarta e oitava semanas, foi coletado sangue das orelhas dos animais. Apés
uma hora, a temperatura ambiente para formar o coagulo, o sangue ficou sob tem-
peratura de 4 °C por uma mnoite e entio, centrifugado a 12.000 x g por 15 min e o
soro retirado com pipeta Pasteur. Este soro foi testado em ELISA para verificar o

nivel de titulagéo de anticorpos.

Reagao de ELISA

Esta técnica consiste numa reacio entre antigeno e anticorpo quando um destes

estd adsorvido & uma placa de poliestireno ou polivinil, sendo bastante sensivel e
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utilizada na detecgdo e quantificagdo de antigenos e anticorpos [VAZ, 1989]. Neste
trabalho foi utilizado 0 método indireto, no qual o antigeno é que est3 adsorvido 2
placa. Acrescenta-se entdo, a solugdo que supostamente contém anticorpos contra
o antigeno (primeiro anticorpo). Um anti-anticorpo ligado & uma enzima (segundo
anticorpo) é adicionado a placa e coloca-se o substrato da enzima. Havera a formacao
de um produto colorido que pode ser lido em espectrofotdmetro. A variacao de cor é
| proporcional a quantidade de anticorpo adsorvido na placa, por sua vez proporcional
a concentragdo na solugdo. No caso da peroxidase, esta reage com seus substratos,

H,0; e OPD, formando um complexo que, na presenca de um doador de elétrons
(revelador), forma um composto colorido.

A reagdo € desenvolvida em placas com uma série de pocinhos onde sio colocados
os reagentes [JOHNSTONE & THORPE, 1987].

Os reagentes utilizados neste ensaio foram:

a- Tampao NaHCO3-Na;CO; 0,2 M pH=9.6 contendo 0,2% de NaN;

b- Tampdo PBS 0,15 M pH=7,2 contendo 0,05% de Tween (v/v)

c- Solugdo de BSA 1% em PBS/Tween

d- H,SO4 2 M

e- Um tablete de 30 mg de OPD dissolvido, antes do uso, em 3 mL de metanol
e, antes de completar para 100 mL de H,0 destilada, deve ser acrescentado 100 ne
de Hy0, 30% para concentragao final de 0,03%.

Foi utilizada como antigeno, ASNase extraida de semente imatura de ervilha
apds a primeira centrifugagdo. A quantidade de proteihas foi determinada e foram
preparados dois extratos, um contendo 1 ug de proteina/mL e outro, com 100 ug de
proteina/mL de extrato.

A placa de ELISA foi montada de acordo com o esquema a seguir.
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112134 5 6 7 8 9 10 11 12 [prot.]
puro | 107! | 107% | 1073 | 10-* | 1075 | 10~° | 107 | (ug/mL)
1
100
1
100
1
i
100
100

TQHEIEIgQIE >

As colunas 1, 2, 3 e 4 sdo controles e as demais contém o primeiro anticorpo nas
dilui¢bes indicadas.

Na coluna 1 nao foram colocados o antigeno, o primeiro e o segundo anticorpos.

Na coluna 2 néo foi colocado o antigeno.

Na coluna 3 néo foi colocado o primeiro anticorpo.

Na coluna 4 néo foi colocado o segundo anticorpo.

Nas linhas A e B foi colocado anticorpo pré-imune.

Nas linhas C e D foi colocado anticorpo contra o polipeptideo de 85.000 g/mol.

Nas linhas E, F, G e H foi colocado anticorpo contra a proteina de 69.000 g/mol.

A placa foi coberta com parafilme e permaneceu a 4 °C por uma noite. Em
seguida, foi lavada com 4gua para remover toda proteina nio ligada & superficie
dos pocinhos e foram colocados 200 L de PBS/Tween/BSA em cada orificio, para
saturar os sitios de ligagdo, durante 1 h & temperatura ambiente. A placa foi lavada
com agua e foram colocados 200 uL do soro dos coelhos, primeiro anticorpo (ndo-
imunizado, anticorpo contra a proteina de 85.000 g/mol € a ASNase), diluido 1:1.000
e encubado durante 1 h.

A placa foi lavada com 4gua e colocados 200 L do segundo anticorpo (anticorpo

anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase - Sigma) em PBS/Tween em 1:2.000
v/v por 90 min. A placa foi lavada com dgua e a seguir, foram colocados 200 uL
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de substrato para peroxidase, OPD/H;0,, em cada pogo e encubado & temperatura
ambiente por 20-30 min para desenvolvimento da cor. A reacio foi interrompida
com 50 uL H,SO4 2 M. A placa foi lida em leitora de placa de ELISA a 492 nm.

Purificagao de Imunoglobulinas

Apés verificar a titulagio no teste de ELISA, as imunoglobulinas do soro foram
purificadas, baseado em HAMES & RICKWOOD (1990). Primeiro, a fracao IgG
do soro foi precipitada com (NH4),SO, para uma saturacao de 50%. Este material

foi centrifugado a 35.000 x g por 15 min e o precipitado ressuspendido com tampao

PBS e dialisado contra este mesmo tampao por 24 h, para retirar o (NH4),S0,.

Em seguida, a fragio IgG foi aplicada numa coluna de afinidade de Proteina-A
Sepharose, que est4 ligada covalentemente numa matriz insolivel. As IgG de coelho
tém alta afinidade por esta proteina e ficam retidas na coluna. Esta afinidade pode
ser afetada por pH, temperatura e forca idnica. A amostra é aplicada num meio
de neutro a levemente alcalino, para efetivar a ligagdo entre o anticorpo e a matriz
através de pontes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas. Forga iénica e pH baixos
rompem estas ligagées [WESELAKE & JAIN, 1992].

Foi utilizada uma coluna de Protefna-A Sepharose (9,7 x 1,2 cm - Pharmacia),
previamente equilibrada com tampao PBS. Foram coletadas fracdes de 3,2 mL num
fluxo constante de 1 mL/min. A amostra foi aplicada com este mesmo tampao e
ap6s a lavagem e a saida do pico de proteinas, monitorado em espectrofotémetro a
280 nm, o tampéao PBS foi trocado por Gly-HCI 0,1 M pH=2,5. Apés a saida de
outro pico em 280 nm, as fracdes contendo as imunoglobulinas, eluidas com Gly,
foram reunidas. Em seguida, a coluna foi novamente equilibrada com tampao PBS
e as fragbes protéicas eluidas com este tampao (primeiro pico a 280 nm) foram
novamente aplicadas na coluna, e o mesmo procedimento foi feito para recuperar
imunoglobulinas possivelmente nio adsorvidas na primeira vez em que foi eluida a
amostra. Todas as fragdes com imunoglobulinas foram reunidas e o pH foi elevado
para 7,3 com Tris 2 M. Foram separadas em aliquotas de 200 pL e congeladas para

serem utilizadas em testes imunoquimicos.
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Eletrotransferéncia de Proteinas

Membrana de Nitrocelulose e Reagao com o Anticorpo

Neste método, as proteinas séo transferidas de um gel de eletroforese para uma
matriz de nitrocelulose, onde sio ligadas e imobilizadas através de ligagées do
tipo ndo-covalentes e interagdes hidrofébicas, e onde estio prontamente acessiveis
[TOWBIN et al, 1979, HAMES & RICKWOOD, 1990].

Ap0s a eletroforese, um dos géis foi corado com prata e o outro, mergulhado em
tampao de corrida contendo 20% de metanol, sem SDS por no minimo 30 min. Nesta
mesma solugdo também foram colocados 18 pedagos de papel de filtro tipo Watman
no 3 e a membrana de celulose, previamente cortados do tamanho do gel. No aparelho
de transferéncia (sistema Multiphor II - Pharmacia), foi montado um ”sanduiche”
com: 9 pedagos de papel + membrana de nitrocelulose + gel + 9 pedacos de papel,
de acordo com as instrugdes do fabricante. A transferéncia procedeu a 0,8 mA/cm
por 3 h. ’

Apés a transferéncia, o gel foi corado com prata e a membrana foi colocada em
TBS (Tris 10 mM + NaCl 0,9% pH=7,5), a 4 °C por uma noite. No outro dia, a

membrana foi tratada como se segue:

o mergulhada em TBS contendo 3% de leite em pé desnatado por 1 h (solugio

bloqueadora).
® lavada com TBS contendo Tween 20 0,1% (3 x 10 min).

e encubada por 2 h com o anticorpo produzido, diluido 1:400 no caso de Crotalaria
Jjuncea e de Crotalaria zanzibarica®, 1:500 para Lupinus polyphyllus 3 e 1:50
para todos os anticorpos produzidos contra as proteinas da semente de ervilha
(NI, contra a banda de 85.000 g/mol e a ASNase).

o lavada com TBS contendo Tween 20 0,1% (3 x 10 min).

2 Ambos produzidos por AGUIAR, 1995
3Produzidos por SODEK & LEA, 1993)
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e encubada por 1 h com anticorpo anti IgG de coelho conjugado com fosfatase
alcalina (Sigma A9915) 1:15.000 em TBS 100 mM contendo Tween 0,1% e
MgCl; 5 mM pH=9,5.

e lavada com o mesmo tampio anterior sem o anticorpo (3 x 10 min).

e encubada com o substrato para fosfatase: para isso, foi preparado 50 mg de
NBT/mL em dimetilformamida 70% (A), 25 mg de BCIP/mL em dimetilfor-
mamida 50% (B) e Tris-HCI 100 mM contendo NaCl 100 mM e MgCl, 5 mM

pH=9,5 (C). A membrana foi encubada numa solugio de 25 mL de C, contendo

165 pL de A e 165 uL de B.

e ap6s a revelagao, foi lavada e armazenada em 4gua a 4 °C no escuro.

Se o anticorpo reconhecer o antigeno, o anticorpo fica retido nas bandas que o contém.
O segundo anticorpo reconhece o anticorpo produzido e forma-se uma banda colorida,
pois a fosfatase converte o substrato soltivel num precipitado roxo que marca o sitio
de ligagao do anticorpo. O sistema com fosfatase é mais sensivel que a peroxidase
quando usada com BCIP e NBT [HAMES & RICKWOOD, 1990].

Nesta técnica, foram utilizados como antigeno o EB de semente imatura, de folhas
e de raizes de ervilha, ASNase parcialmente purificada (fenil Sepharose) de semente
de ervilha, EB de Crotalaria juncea e C. paulina (ambas dependentes de K*) e EB de
Crotalaria anagiroides e C. zanzibarica (ambas independentes de K*) para a reacio

com os anticorpos, de acordo com as combinagdes a seguir (x, indica que foi feita a

reagio).
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Antigeno Anticorpo

Extrato Nlerv. 85.000 ASNaseerv. C.juncea C.zanzibarica L. polyph.
sem. erv. X X X X
folha erv. X

raiz erv. X

DEAE X X

fenil-S X X X X
C. juncea X

C. zanzibarica X

C. anagiroides X

C. paulina X

Imunoensaio com Anticorpo Retirado da Membrana de Nitro-

celulose

Nesta técnica, adaptada de BUCKERIDGE & REID (1994), o anticorpo é puri-
ficado por afinidade na medida em a imunogiobulina da solugio policlonal reconhece
especificamente um tipo de antigeno na membrana de nitrocelulose e daf é retirado.
E entao, colocado para encubar com uma outra parte da membrana, para que ocorra
uma reagao altamente especifica com o antigeno.

Apos a eletrotransferéncia de proteinas, a membrana foi dividida em trés partes:
a primeira parte foi revelada com a solugio de anticorpos policlonais conforme j4
descrito, para visualizagéo e identificagio das bandas. Na segunda parte da mem-
brana, a banda correspondente 3 protefna de interesse foi recortada e tratada com
solugdo bloqueadora por 1 h e em seguida, lavada com tampio TBS/Tween (3 x
10 min) e colocada em solugio de anticorpo cru (sem diluir) por uma noite. Em
seguida, foi lavada com TBS/Tween (3 x 10 min) e colocada em 5 mL de Gly 0,1 M

pH=2,5 para que o anticorpo especifico que foi ligado a protefna de interesse pudesse
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ser desligado da membrana. O pH foi ajustado para 7 com NaOH 0,2 M.

A terceira parte da membrana de nitrocelulose foi entdo tratada com solucio
bloqueadora por 1 h e lavada em seguida com TBS/Tween (3 x 10 min). Esta parte
foi colocada nos 5 mL da solugéo de anticorpo especifico preparada anteriormente por
uma noite. Posteriormente, a terceira parte da membrana foi lavada com TBS/Tween
por (3 x 10 min), tratada com o segundo anticorpo conjugado e revelada como ja

descrito.

Todos os dados apresentados neste trabalho foram resultados de pelo menos trés

repeticoes.



Resultados

Grandes quantidades de semente imatura de ervilha foram colhidas quando ainda
na fase de endosperma liquido, e desse modo, houve alguma variagio no conteiido de
proteinas e na atividade da enzima durante os processos de extragdo e purificacao.
Desse modo, os resultados apresentados sio os mais representativos dentre os obtidos

em cada experimento.

Atividade Enzimadtica da ASNase e a Influéncia dos
Tons K+ e Ca?t

A atividade total do EB foi em torno de 7,0 gmoles NH,* /(h.g de semente)
(6=2,2, n=6) e a atividade especifica por volta de 0,98 pmoles NH4* /(h.mg proteina)
(6=0,34, n=86).

A ASNase somente foi ativa quando na presenca de K*. Quando na auséncia do
mesmo, a atividade da enzima foi bastante reduzida, praticamente perdendo-a por
completo. O efeito do fon K* foi reversivel sobre a atividade da enzima. Quando
este fon foi eliminado em cromatografia de Sephadex G-25, a ASNase, extraida em
presenga deste fon, recuperou sua atividade quando K* foi recolocado (50 mM) no

meio de ensaio (tabela 1).

Durante a extragio e também no ensaio, o fon Ca?t nio teve efeito sobre a

ASNase, apés ter sido eliminado em cromatografia de Sephadex G-25 (tabela 2).
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Tabela 1: Efeito do fon K* na atividade da ASNase. Atividade expressa em

pmoles de NH,* /(h.mL de extrato). Extracio em presenca de K*, com eliminagio

posterior ou nao em cromatografia Sephadex G-25.

Cromatografia com K*

Cromatografia sem K*

 ensaio com K+

ensaio com K+

ensaio sem K+t

0,644

1,028

0,092

Tabela 2: Efeito do fon Ca?* na atividade especifica da ASNase. Atividade

expressa em pmoles de NH4* /(h.mL de extrato). Extracio da enzima em presenca

e auséncia deste ion.

Etapa 'Extragao com Ca?* Extragao sem Ca?*
ensaio com Ca’?t | ensaio sem Ca?* || ensaio com Ca?* | ensaio sem Ca?t
EB 1,66 2,20

1,75 1,80
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Quando EGTA, um quelante especifico de ion Ca?t, foi adicionado ao meio do
ensaio (concentra¢io final 1,6 mM), nenhuma alteragio na atividade da ASNase foi
verificada (dados ndo mostrados). V

O efeito do jon Ca?* péde ser observado numa etapa mais adiantada de puri-
ficagdo (fenil Sepharose). Uma atividade mais alta pode ser recuperada quando a
purificacdo foi realizada em presenca de Ca2* (160 M), quando comparada com a
purificagao realizada na auséncia deste fon (tabela 3).

Devido & instabilidade da enzima, outras concentragées de Ca?* também foram

testadas. A enzima foi extraida com Ca?* (5 mM) e os extratos foram purificados
até fenil Sepharose, quando entdo, foi feita a troca (coluna Sephadex G-25) para
as outras concentragdes de Ca?t: 1 mM, 160 uM e para o controle (auséncia de
Ca?*). A tabela 4 mostra que a concentracio ideal de Ca?t, onde pbde-se obter
atividade méaxima para ASNase, foi de 160 xM, embora na concentragao de 1 mM,
também a enzima tenha mantido alta atividade, sugerindo que neste intervalo nio
se sucederiam maiores mudancas. Quando este fon estd ausente, a atividade é bem
menor, o que também ocorreu quando havia um "excesso” de Ca2+.

A partir destes resultados, todas as extracoes e purificagdes foram realizadas na
presenca de Ca®* (160 uM).

Néo houve diferenca de mobilidade da ASNase ou outras alteragdes possiveis
de serem detectadas em eletroforese, quando a enzima foi extraida e purificada na

presenca e auséncia de Ca?* (dados ndo mostrados).
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Tabela 3: Efeito da presenca de Ca’* sobre atividade da ASNase de se-
mente de ervilha. Atividade expressa em pmoles de NH,* /(h.mL de extrato). Ex-
tratos eluidos de fenil Sepharose provenientes de purificagdes realizadas na presenca

(160 M) e auséncia deste fon.

Etapa || Atividade especifica da ASNase

fenil S || Ca?t ausente Ca’t presente

84,0 172,6

Tabela 4: Efeito de diferentes concentragoes de Ca’?f na atividade da
ASNase de semente de ervilha. Atividade expressa em pmoles de NH,t/(h.mL
de extrato). Extratos de enzima purificada em presenca de Ca’t (5 mM) até fenil

Sepharose e submetida & cromatografia em Sephadex G-25 para se alterar a con-

centragao do fon.

[Ca’**] | Atividade especifica da ASNase
mM || umoles NH,*/(h.mg de proteina)

0 2,84
0,16 77,46
1,0 68,0

5,0 25,9
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Purificacao da ASNase

A semente de ervilha apresentou pouca quantidade de pigmentos e compostos
fendlicos, eliminados logo no inicio da extragao, facilitando as etapas seguintes de
purificagdo. Com os sistemas utilizados, pode-se determinar a atividade da ASNase
por até 10 dias, ou mesmo quando submetida & congelamento a - 20 °C por um més.
Entretanto, nestas duas situagoes a atividade ji estava abaixo de 20%.

A quantidade adequada de semente para se obter uma purificagio ideal, adaptada
as capacidades das colunas cromatograficas e dos ensaios foi de 20 g. Abaixo deste

valor, a diluigdo do extrato tornava-se muito alta e recuperava-se baixa atividade

enzimética, e acima de 20 g, as colunas usadas nio separavam as proteinas adequa-

damente.

Tabela 5: Purificacio da ASNase dependente de K* de semente de Pisum

sativum.

Etapa Vol. total | Proteina Ativ. esp. Fator de Recupeiagéo

mL mg/mL | pmol/(h.mg prot.) | purificacdao | ativ. x 100
EB 100 1,909 1,0 1 100
LH-20 21 0,262 10,1 10 30
DEAE 20 0,040 65,6 65 27
fenil-S 6 0,031 115,3 115 11
S-200 3,7 0,010 425,0 425 8
Mono-Q 1 0,001 1328,0 1328

Na tabela 5 estdo resumidos os dados referentes is principais etapas de puri-
ficagdo de ASNase. Partindo do EB, pode-se obter um grau de purificagdo de mais

de 1000 vezes. Entre o EB e a passagem pela coluna de LH-20, o extrato foi tratado
com (NH4);S04 e em seguida, com etanol. A precipitagao com este sal permitiu uma,

reducgdo no volume do extrato e uma precipitacio seletiva de proteinas para puri-
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ficagdo da ASNase. O tratamento com etanol resultou na precipitagao de proteinas
sob condigbes que permitiram & enzima permanecer solivel e ativa. Apés remocgao
do etanol em cromatografia de Sephadex LH-20, foi constatada uma purificagao em
torno de 10 vezes.

Durante as etapas seguintes, envolvendo cromatografias de DEAE-Sephacel e fenil
Sepharose, praticamente todas as proteinas contaminantes foram eliminadas. Porém,
o maijor nivel de purificagdo ocorreu nas cromatografias de Sephacryl e Mono-Q. Uma

vez purificada, a enzima tornou-se mais estével, apesar da atividade recuperada, ter

sido bastante reduzida (~ 1% da atividade inicial).

Como uma das etapas finais de purificaco, foi realizada uma cromatografia em
sistema de HPEC. Entretanto, nao foram possiveis de se obter dados de purificacao
devido aos volumes muito baixos procedentes desta. etapa (60 pl), pois era preciso
usar todo o volume do extrato para dosagem da atividade enzimatica.

As figuras 1 a 4 mostram os perfis de elui¢io da ASNase em diferentes etapas
de purificagio. Em cromatografia de DEAE-Sephacel, a ASNase foi eluida por um
gradiente de KCl (50-350 mM) e a figura 1 apresenta a eluicdo da enzima e das
proteinas ndo adsorvidas e eliminadas nesta etapa. A ASNase foi eluida entre uma,
concentragao de KCl de 125 e 225 mM, em um pico. A purificagdo alcancada nesta
etapa foi em torno de 60 vezes (tabela 5). Outros pequenos picos de "atividade
enzimatica” foram desconsiderados e atribuidos ao fato de se ter usado um ensaio
semi-quantitativo, isto é, sem o tempo zero.

Em cromatografia de fenil Sepharose, a ASNase também foi eluida em um pico,
bastante concentrada, e a figura 2 mostra a eluigao da enzima e das proteinas nio
adsorvidas e eliminadas nesta etapa. A maior parte da proteina saiu da coluna antes
da troca do tampao contendo 50 mM de KC1. A purificagao atmgxda foi de mais de
100 vezes (tabela 5).

Em cromatografia eletroforética em HPEC , foram obtidos 2 picos muito pequenos
de atividade enzimatica (dados nio apresentados). Resultado semelhante foi obtido
em cromatografia de Sephacryl S-200, porém, com picos bem mais altos para identi-

ficagdo das fragdes com atividade enzimatica. Em cromatografia de Sephacryl, foram
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Figura 1: Purificagdo da ASNase de semente de Pisum sativum: etapa de cro-
matografia em coluna de DEAE-Sephacel. As proteinas foram eluidas com um
gradiente de KCl entre 50 e 350 mM. A ati’vidade da ASNase (o) € dada pela ah-
sorbancia a 630 nm, apds ensaio semi-quantitativo, e a quantidade de proteinas (0)

pela absorbancia a 595 nm, apés adigio do reagente de Bradford. A linha continua

corresponde ao gradiente de KCL.
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Figura 2: Purificagio da ASNase de semente de Pisum sativum: etapa de croma-
tografia em coluna de fenil Sepharose. A atividade da ASNase (o) é dada pela
absorbancia a 630 nm, apés ensaio semi-quantitativo, e a quantidade de proteinas

(8), pela absorbancia a 595 nm, apés adi¢do do reagente de Bradford. As setas

indicam as concentracdes de KCl usadas nos tampdes de eluicdo. Os valores de
absorbancia a 595 nm foram multiplicados 5 vezes para que a curva pudesse ser

destacada.
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obtidos 2 picos bem definidos de atividade enzimatica (fig. 3). O primeiro corres-
ponde & porgdo com atividade mais baixa, recolhida em duas fraces de 3,7mL,eo
segundo foi o que mostrou a maior atividade de ASNase, sendo portanto, a porgao
onde esta a principal forma da enzima, recolhida em 10 fracdes. Esta etapa permitiu
atingir uma purificagio em torno de 400 vezes (tabela 5).

A figura 4 apresenta o perfil de elui¢do da ASNase em cromatografia em Mono-
Q. A enzima foi eluida em poucas fragdes, num pico bastante estreito. Este sistema

permitiu alcancar uma purificagio de mais de 1.000 vezes (tabela 5).

Caracterizagao Eletroforética

Durante o processo de purificagio, aliquotas foram retiradas em cada etapa e
submetidas & eletroforese em sistema nio-desnaturante. A figura 5 mostra os perfis
de proteinas obtidos desde o EB até a purificacio em fenil Sepharose.

A cromatografia em sistema de HPEC revelou em eletroforese nio-desnaturante
o mesmo perfil obtido que a fragdo da enzima eluida em Sephacryl 5-200 (dados nao
mostrados).

A figura 6 mostra a determinagio da massa molar das proteinas obtidas nos dois
picos de atividade, observados durante a purificagio em coluna Sephacryl §-200. O
primeiro pico correspondeu a 200.000 g/mol e o segundo de 56 a 100.000 g/mol.

A figura 7 mostra a eletroforese nio-desnaturante das fracbes correspondentes
a estes picos. Observa-se que nas fragdes do primeiro pico, com menor atividade,
predominou uma proteina de aproximadamente 200.000 g/mol e naquelas do segundo
pico, duas proteinas, uma de 85.000 g/mol, e outra com 69.000 g/mol.

O principal pico de atividade enzimitica da Sephacryl S-200 correspondeu &
banda de 69.000 g/mol em eletroforese. Este resultado também foi obtido em cro-

matografia de camada delgada cuja atividade foi verificada com a eluigdo desta banda

do gel (fig. 8). Esta cromatografia também indicou que a banda de 85.000 g/mol
nao exibia atividade enzimatica de ASNase.

A cromatografia em Mono-Q permitiu a separacio entre as bandas de 85.000 e
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Figura 3: Purificagdo da ASNase de semente de Pisum sativum: etapa de croma-
tografia em coluna de Sephacryl S-200. A atividade da enzima (o) é dada pela
absorbancia a 630 nm, apds ensaio semi-quantitativo. As setas indicam os picos

de atividade de ASNase. A fragao zero corresponde a 110,0 mL, o volume de cada

Numero da fragdo

fragdo a 3,70 mL e o volume de vazio a 167,35 mL.
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Figura 4: Purificacio da ASNase de semente de Pisum sativum: etapa de cromato-
grafia em coluna de Mono-Q HR 5/5. A enzima foi eluida utilizando um gradiente
de KCl entre 50 e 350 mM. A atividade da ASNase (o) é dada pela absorbancia a

630 nm, apés ensaio semi-quantitativo. A linha continua representa o gradiente de
KCL
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Figura 5: Eletroforese nio-desnaturante de extratos apés diversas fases de puri-
ficagdo da ASNase de semente de Pisum sativum. Gel corado com prata. 1- BSA
(0,01 mg/mL), monémero (67 kg/mol) e dimero (134 kg/mol), 2- EB de semente,
3- Fracdo da LH-20, 4- Proteinas néo adsorvidas em DEAE-Sephacel, 5 e 8- Fracdes
com maior atividade elux’das da DEAE-Sephacel, 6- Proteinas nao adsorvidas em

fenil Sepharose e 7- Fragdes com maior atividade eluidas da fenil Sepharose.
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Figura 6: Determinagio da massa molar da ASNase de semente de Pisum sativum
através de cromatografia em Sephadex S-200. A massa molar das proteinas de
200.000 g/mol e de 85.000 g/mol, eluidas em fenil Sepharose, também foram deter-
minadas desse modo. (o) Padrées: B-amilase (200.000 g/mol), Alcool desidrogenase
(150.000 g/mol), Anidrase carbénica (29.000 g/mol) e Citocromo C (12.000 g/mol).

(e) Posicio da ASNase e das outras duas proteinas.



kg/mol
kg/mol gimo

134—

67—
45-

Figura 7: Caracterizagao eletroforética de ASNase de semente de Pisum sativum,
ap6s cromatografia em S-200. Eletroforese nao-desnaturante das fracdes contidas
nos dois picos com atividade de ASNase. 1,2 e 3- Primeiro pico, com atividade
enzimatica baixa, apresentando a banda de 200.000 g/mol: corresponde s fracoes 19
a 21 da fig.3. 4- BSA, dimero (134 kg/mol) e monomero (67 kg/mol) e ovoalbumina
(45 kg/mol). 5 a 13- Segundo pico, com a principal atividade enzimdtica, onde se
encontraram as bandas de 85.000 e 69.000 g/mol que eluem juntas. Corresponde as

fragdes 29 & 38 da fig.3. A fragao 33 nao foi introduzida no gel,
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lFigura 8: Caracterizagdo da mobilidade eletroforética de ASNase de semente
de Pisum sativum. A= Eletroforese nio-desnaturante do material eluido em fenil
Sepharose (II). I - BSA, dimero (134 kg/mol) e monomero (67 kg/mol). Proteinas
coradas com prata apés o gel ter sido denticulado. Os pedagos de gel cortados foram
submetidos ao ensaio de determinagao de atividade da enzima. Os nimeros de cada
dente correspondem as fragdes na placa de cromatografia de camada delgada (B).
Placa revelada com ninidrina. Manchas superiores mais intensas- Asu e manchas

inferiores em forma de arco - Asp formado pela acdo da enzima.
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69.000 g/mol (fig. 9) que eluiram no mesmo pico de atividade em Sephacryl (segundo
pico - fig. 7).

As fragbes provenientes das algumas etapas de purificagdo (DEAE-Sephacel e
fenil Sepharose) e da etapa que apresentou as bandas puras de 85.000 e 69.000 g/mol
separadas (Mono-Q), foram submetidas & eletroforese desnaturante. No gel contendo
SDS, a principal banda da ASNase, de 69.000 g/mol, ndo pareceu se dissociar em

subunidades menores permanecendo apenas com uma subunidade. Porém, a banda

de 85.000 g/mol dissociou-se em subunidades menores em torno de 18.000 g/mol

(fig. 10).

Focalizacao Isoelétrica

O sistema de Rotofor formou um gradiente de pH e separou isoeletricamente
as proteinas aplicadas. Entretanto, quando foi utilizado o EB, muitas proteinas
correram junto com a ASNase e, na anilise eletroforética das fragdes provenientes
do Rotofor ndo houve boa definicdo das bandas. No Rotofor, a concentragio de K+
foi diminuida para 10 mM e a atividade da ASNase foi reduzida, porém, pode ser
determinada.

Quando foram utilizadas fragdes provenientes de cromatografia de LH-20, a de-
terminagao da atividade ficou bastante reduzida. Contudo, o perfil eletroforético das
bandas tornou-se definido (dados ndo mostrados). Quando foram usadas fragdes
provenientes da cromatografia de fenil Sepharose, nao foi possivel observar as ban-
das protéicas em gel, nem dosar a atividade da ASNase devido & baixa concentracio
de K* no sistema Rotofor. A enzima mais purificada, com a falta deste fon, perdeu
sua capacidade de ativagao e se desestabilizou durante a focalizagao.

Desse modo, a determinagdo do pl da enzima foi feita utilizando o EB e cada
fragdo foi submetida a eletroforese nio-desnaturante. A figura 11 mostra a relagio
entre o perfil eletroforético de cada fragdo do Rotofor obtida com aplicagao do EB (B)
e a atividade da ASNase encontrada em cada uma ao longo do gradiente de pH (A - 1o

pico). O pIdeterminado para a enzima foi em torno de 4,5 a 5. A presenca de grande
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kg/mol

134—

67— «—ASNase

Figura 9: Caracterizagao eletroforética de ASNase de semente de Pisum sativum,
ap6s purificagio por cromatografia em Mono-Q. 2 a 8- Fragdes do pico com ativi-
dade enzimitica da coluna de Mono-Q, correspondente as fragdes 22 a 23 da fig.
4. As maiores atividades foram obtidas nas fragdes de 5 a 8. As proteinas foram

coradas com prata. 1- BSA, dimero (134 kg/mol) € mondmero (67 kg/mol).
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67—
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25—
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Figura 10: Caracterizagio de subunidades de ASNase de semente de Pisum sa-
tivum, através de eletroforese desnaturante. As fragoes de ASNase analisadas
sao provenientes de algumas etapas de purificagdo. 1- Padroes: BSA- 67 kg/mol,
Ovoalbumina - 45 kg/mol, Quimotripsinogénio A - 25 kg/mol, Ribonuclease A -
13,7 kg/mol. 2 a 7- Fragoes separadas do pico eluido em Mono-Q com alta atividade
enzimatica. 2 e 3- Banda isolada de 85 kg/mol (fracdes 3 e 4 da fig. 9). 4 a 7-
Banda isolada de 69 kg/mol (fragées 5 e 6 da fig. 9). 8-Fracio de DEAE-Sephacel.

9- Fracao de fenil Sepharose. A seta na foto indica a subunidade da ASNase.
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Figura 11: A= Focalizagao isoelétrica em sistema Rotofor de ASNase de semente

de Pisum sativum. A atividade da ASNase (o) de cada fragdo é dada pela absorbancia

a 630 nm, apds ensaio semi-quantitativo em funcdo do gradiente de pH formado. A

seta indica a fragdo onde foi encontrada a maior atividade da enzima. B= Analise

eletroforética das fragdes provenientes da focalizagfio isoelétrica. | e 20- BSA,

dimero (134 kg/mol) e mondmero (67 kg/mol) e Ovoalbumina (45 kg/mol). 2 a 19-

Sequéncia de fragdes protéicas obtidas ao longo do gradiente de pH (2 a 12). 8-

Fragao onde foi encontrada a maior atividade enzimatica correspondente ao pH de

4.5 a 5.
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quantidade de proteina nesta regiso impossibilitou uma melhor defini¢io das bandas

de proteina obtidas nesta fragso. A figura 11-A também apresenta um segundo pico

que corresponde aos ions NH,* provenientes do EB que foram separados no sistema

Rotofor.

Cinética Enzimatica

ASNase de EB e parcialmente purificada (fenil Sepharose) de semente imatura

de ervilha foram utilizadas para determinagio do K,, e para testes com possiv

eis

inibidores (Gly e Asp). A ASNase apresentou cinética do tipo Michaelis-Menten

que foi transformada no modelo de Lineweaver-Burk, mostrando um K., aparente

de 2,4 mM para Asn (fig. 12).

A ASNase foi inibida competitivamente por Gly e Asp, presentes na concentrag

de 15 mM (fig. 12). Através das tangentes dos angulos formados pelas retas obtic
pela transformacdo de Lineweaver-Burk, foram determinados o K; de 7,7 para C
15 mM e de 11,0 mM para Asp 15 mM.

a0

las

sly




o8

Giy 16 mM

Asp 15 mM

Controle

i1v

1.2

Figura 12: Estudo cinético da ASNase de semente de Pisum sativum. Gréfico tipo
Lineweaver-Burk, na presenga e auséncia dos inibidores competitivos Gly e Asp. e-
controle, AA- em presenca de Asp 15 mM, o- em presenca de Gly 15 mM. O eixo Y
esta deslocado a esquerda. V= velocidade da reacio, S= concentracio do substrato

(mM).
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Reacoes Imunoquimicas

Ensaios imunoquimicos foram realizados para se determinar especificidade do
anticorpo e posteriormente, o grau de homogeneidade entre ASNases de semente de
diferentes espécies.

Os anticorpos foram obtidos a partir de extratos purificados contendo ASNase.
Através de analises eletroforéticas, verificou-se que o melhor grau de purificagao da
enzima foi obtido apés cromatografia em Mono-Q (tabela 5). Estas fragoes foram
reunidas para a obtencdo de anticorpo. Entretanto, tais fragoes apresentavam du-

rante a eletroforese, além da prépria ASNase, uma outra banda, de 85.000 g /mol, que

poderia inviabilizar a obtengdo de um anticorpo especifico para ASNase. Tendo em
vista que algumas fragdes provenientes da cromatografia em Mono-Q apresentavam
a banda de 85.000 g/mol pura, elas foram usadas para a obtencao de anticorpo
especifico desta proteina, para servir como ”controle” do anticorpo para ASNase.

Desta forma foram usados trés soros para a obtengdo de anticorpos neste tra-
balho: soro do animal nio-imunizado, imunizado com a proteina de 85.000 g/mol e
imunizado com a fracdo da ASNase.

Inicialmente, através do teste de ELISA, utilizando EB de semente de ervilha
como fonte de antigenos e os soros dos trés animais, foi verificado que o sistema
imunoldgico dos mesmos estava produzindo anticorpos contra os antigenos adminis-
trados. Apds este teste, os anticorpos foram purificados para uso nas analises de

eletrotransferéncia de proteinas e reagdes imunologicas.

Eletrotransferéncia de Proteinas e Reagoes com An-

ticorpo

Para verificar a especificidade dos anticorpos purificados foi realizada a eletro-
transferéncia, apés eletroforese nao-desnaturante, de extratos brutos e extratos par-
cialmente purificados (até fenil Sepharose), seguido por testes imunoquimicos com

os anticorpos.
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O anticorpo controle (ndo-imunizado) reconheceu fracamente no EB, uma banda
na posigio da banda de 200.000 g/mol e duas superiores a esta (fig. 13-A) e ainda
outras duas bandas, uma correndo paralelamente ao dimero de BSA (134.000 g/mol)
o a outra abaixo deste em torno de 100.000 g/mol e muito fracamente uma banda
na posicao da ASNase (69.000 g/mol)(fig. 13-A). Nenhuma reagao ocorreu quando
foi usada ASNase parcialmente purificada (fenil Sepharose) (fig. 13-B).

O anticorpo obtido contra a banda de 85.000 g/mol reconheceu principalmente
cinco bandas quando foi usado EB e uma quando foi utilizado extrato de ASNase
parcialmente purificada (fenil Sepharose) (fig. 14). Dentre as cinco bandas identi-

ficadas no EB, trés foram as mesmas vistas no controle (200.000 g/mol e as duas

superiores a esta), e portanto consideradas nao especificas. As demais foram uma
nio bem definida e bastante fraca de aproximadamente 85.000 g/mol e a ASNase
(69.000 g/mol), que foi a que apresentou reagao mais forte. A unica banda iden-
tificada quando o antigeno foi o extrato da fenil Sepharose foi a ASNase, porém a
reacao foi bastante fraca (fig. 14-B).

O anticorpo produzido contra ASNase reconheceu basicamente seis bandas quando
o antigeno foi o EB e duas, quando foi extrato de ASNase de ervilha parcialmente
purificado (fenil Sepharose) (fig. 15). Deatre as seis bandas identificadas pelo anti-
corpo, estao a de 200.000 g/mol, duas em torno de 85.000 g/mol, a prépria ASNase,
uma entre 69 e 45.000 g/mol e uma outra em torno de 45.000 g/mol. As duas de
85.000 g/mol, a ASNase e a de 45.000 g/mol foram aquelas que mostraram reagées
mais fortes e definidas (fig. 15-A). Quando foi usado extrato de fenil Sepharose, as
proteinas reconhecidas, foram a de 85.000 g/mol (mais fracamente porém, algumas

vezes mais forte) e a prépria ASNase (fig. 15-B).

Tendo em vista que o anticorpo reagiu com proteinas nao sé na posigao da ASNase
mas, também em trés outras posigdes (duas em torno de 85.000 g/mol e outra com
45.000 g/mol), foram realizados outros ensaios imunolégicos visando determinar se
as bandas adicionais significavam anticorpo pouco especifico (ASNase nao purificada
suficientemente) ou outras formas da ASNase (anticorpo especifico). Para este fim,

o anticorpo foi purificado por afinidade usando a prépria membrana do ensaio imu-
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g/mol A B
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Figura 13: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de gel de eletroforese nao-
desnaturante: anticorpo controle (néo-imunizado) usado como sonda. (A) EB e

(B) ASNase parcialmente purificada (fenil Sepharose) de semente de Pisum sativum.

Figura 14: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de gel de eletroforese nao-
desnaturante: anticorpo produzido contra a proteina de 85.000 g/mol usado
como sonda. (A) ASNase parcialmente purificada (fenil Sepharose) e (B) EB de
semente de Pisum sativum. A fraca reacéo positiva para ASNase em A est4 indicada

com a seta.
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Figura 15: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de eletroforese nio-
desnaturante: anticorpo produzido contra ASNase usado como sonda. (A)EBe

(B) ASNase parcialmente purificada (fenil Sepharose) de semente de Pisum sativum.

A seta indica a ASNase em B.
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noquimico (ja descrito), isolando-se as quatro bandas com os anticorpos ligados as
mesmas. Estas quatro bandas foram reconhecidas pelos anticorpos contra ASNase
e foram recortadas para que o anticorpo ligado a cada uma delas fosse desligado
da membrana e utilizado numa outra reagdo imunoquimica, numa outra parte da
membrana, tendo como antigeno EB de ervilha (fig. 16).

A superior em torno de 85.000 g/mol reagiu basicamente com ela mesma mas,
reconheceu a outra com a massa préxima a ela, com igual intensidade e fracamente
a de 45.000 g/mol . A inferior de 85.000 g/mol também reagiu basicamente com ela

mas, também reconheceu a superior com a massa préxima a ela, a ASNase e a de

45.000 g/mol, todos fracamente. A ASNase apresentou reagio positiva contra ela

mesma mas, também com aquela de 85.000 g/mol (mais fraca) e a de 45.000 g/mol
(intensidade semelhante a da ASNase) (melhor visualizado na fig. 18). Em geral, os
anticorpos especificos de cada banda promoveram reagdes um pouco mais fortes na
poéigéo correspondente a cada uma do que em relagio 4s demais.

Entretanto, o anticorpo especifico contra a 45.000 g/mol foi aquele que reagiu
fortemente s6 com a prépria proteina, mostrando uma sé banda. Interessante res-
saltar que este polipeptideo ndo foi visualizado em gel de eletroforese corado com
prata, quando o material foi analisado para produgio de anticorpo.

Os anticorpos policlonais contra ASNase, purificados por afinidade, também
foram testados contra extratos de raiz e folhas de ervilha e algumas espécies de
Crotalaria. Quando o EB de raiz foi usado como antigeno, o anticorpo de ASNase
reconheceu muito fracamente (relativo ao controle com EB de semente de ervilha)
uma banda em torno de 69.000 g/mol (fig. 17). Quando o EB foi de folhas, houve
uma identificagdo fraca, porém mais nitida em relacio & raiz, com a proteina de
69.000 g/mol e também com a de 85.000 g/mol, reconhecendo ainda uma outra
proteina com menor mobilidade eletroforética (maior massa molar).

Quando foi usado extrato de semente de espécies de Crotalaria como antigeno
e anticorpo contra ASNase de semente de ervilha, houve reagao com algumas ban-

das (fig. 18). C. juncea (dependente de K*) apresentou uma banda com a mesma,

mobilidade eletroforética que a ervilha (69.000 g/mol) ¢ uma bastante fraca em
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Figura 16: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de gel de eletroforese nio-
desnaturante de EB de semente de Pisum sativum. A= Perfil do EB de semente
de ervilha revelado com anticorpo contra ASNase. B= Parte da membrana de onde
foram recortadas as bandas correspondentes assinaladas em A. As faixas foram re-
cortadas apés eletrotransferéncia e tratamento com anticorpo contra a ASNase. As
outras partes da membrana foram reveladas normalmente, enquanto que os anticor-
pos ligados as faixas recortadas foram dissociados para reutilizagdo na parte C da
membrana. C= Rea¢des do EB de semente de ervilha com (1)- Anticorpo ligado a
banda de 85.000 g/mol (superior), (2)- Anticorpo ligado a banda de 85.000 g/mol
(inferior). (3)- Anticorpo ligado & banda de 69.000 g/mol (ASNase) e (4)- Anticorpo
ligado & banda de 45.000 g/mol.




Figura 17: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de gel de eletroforese nao-
desnaturante de EB em C, de semente (1), de raiz (2), de folha (3) de Pisum
sativurn. Membrana revelada por reagao imunoquimica, usando como sonda o anti-
corpo produzido contra ASNase de semente de ervilha. A= Perfil do EB de semerte
de ervilha. O anticorpo foi purificado por afinidade conforme mostra a parte B. B=
EB de semente de ervilha de onde foi cortado o pedaco de membrana de nitrocelulose
com bandas de 69.000 g/mol e os anticorpos ligados especificamente & ela. A seta
indica a posicdo da ASNase de ervilha, reconhecida na mesma posi¢do em folha e

raiz, porém nesta com menor intensidade.
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Figura 18: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de gel de eletroforese nao-
desnaturante de EB em C, de semente de Pisum sativum (1), C. juncea (2), C.
zanzibarica (8), C. paulina (4) e C. anagiroides (5). Membrana revelada por reagao
imunoquimica, usando como sonda o anticorpo produzido contra ASNase de semente
de ervilha. A= Perfil do EB de semente de ervilha. O anticorpo foi purificado por
afinidade conforme mostra a parte B. B= EB de semente de ervilha de onde foi
cortado o pedago de membrana de nitrocelulose com bandas de 69.000 g/mol e os
anticorpos ligados especificamente a ela. A seta na foto indica a posigio da banda
de 69.000 g/mol identificada em C. juncea, C. zanzibarica e C. pauling, ausente em

C. anagiroides, e da banda de 35.000 g/mol, em C. juncea.
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torno de 85.000 g/mol. Crotalaria zanzibarica (independente) e C. paulina (de-
pendente) também mostraram fracamente uma banda nio definida na posicao de
69.000 g/mol mas, outras também foram reconhecidas, com mobilidade entre o
dimero e o monbémero de BSA. C. anagiroides (independente de K*) apresentou
uma reagao muito fraca com uma banda entre 69.000 e 45.000 g/mol, mas nio com
a banda na mesma posigao que a ASNase de ervilha.

Teste com anticorpo especifico retirado da membrana também foi feito, utilizando

EB de C. juncea como antigeno (fig. 19). As quatro principais bandas do EB

de semente de ervilha reconhecidas pelo anticorpo de ASNase dessa espécie foram
recortadas e os anticorpos ligados & cada uma reagiram separadamente com EB de

semente de C. juncea, transferido para membrana de nitrocelulose. Os anticorpos
especificos para as duas proteinas de 85.000 g/mol reagiram com bandas na mesma
posicao em C. juncea e os anticorpos ligados especificamente 3 de 85.000 g/mol
(inferior) reconheceram ainda, uma banda na posicio da ASNase. Os anticorpos
especificos para ASNase reconheceram uma banda na mesma posicio da enzima
(69.000 g/mol). Somente os anticorpos ligados & Gltima banda (45.000 g/mol) nio
identificaram qualquer proteina em C. juncea (reagio negativa).

Quando o antigeno foi ASNase de semente de ervilha parcialmente purificada
(DEAE-Sephacel) e o anticorpo foi contra a ASNase de C. Juncea, a mesma banda
de 69.000 g/mol também foi identificada. Quando o anticorpo foi contra a ASNase de
C. zanzibarica, nenhuma banda foi visualizada, talvez porque o anticorpo estivesse
mais diluido e houvesse menor concentragio de proteinas para que ocorresse a reagao
(dados ndo mostrados).

Quando o anticorpo foi contra a ASNase de L. polyphyllus e o antigeno, EB de
semente de ervilha, houve reacio com duas bandas, uma com mobilidade préxima ao
dimero de BSA e a outra, abaixo do mondmero, entre 69.000 e 45.000 g/mol. Uma
reagao bastante fraca ocorreu em torno de 85.000 g/mol. Quando o antigeno foi
extrato de semente de ervilha proveniente da fenil Sepharose, houve reagao com uma

s6 banda que mostrou a mesma mobilidade da ASNase de ervilha (69.000 g/mol)

(fig. 20).




85 000

68

g/mol

superior
inferior=
69 000 —

o

1 2
Figura 19: Eletrotransferéncia de proteina:: a p4artir de gel de eletroforese nao-
desnaturante de EB de ASNase de semente de Pisum sativum (A e B) e de semente
de C. juncea (C). A= Perfil do EB de semente de ervilha revelado usando anticorpo
contra ASNase como sonda. B= Parte da membrana tratada com anticorpo contra
ASNase e cujos anticorpos especificos de cada banda, assinaladas em A, foram disso-
ciados da membrana para reutilizagao em C. C= Reacdes com (1)- Anticorpo ligado
a banda de 85.000 g/mol (superior), (2)- Anticorpo ligado 2 banda de 85.000 g/mol
(inferior), (3)- Anticorpo ligado & banda de 69.000 g/mol (ASNase), (4)- Anticorpo
ligado a banda de 45.000 g/mol.
85 000 g/mol

69000 g/mol

Figura 20: Eletrotransferéncia de proteinas a partir de eletroforese nao-
desnaturante: anticorpo contra ASNase de Lupinus polyphyllus usado como sonda.
(A) EB e (B) ASNase parcialmente purificada (fenil Sepharose) de semente de Pisum
sativum. As setas indicam as duas bandas melhor identificadas no EB, aquela de

85.000 g/mol e a ASNase (69.000 g/mol), em B.

a




Discussao

‘ /
Dependéncia ao Ion K*

A interagdo de citions monovalentes com enzimas forma um complexo ternario
consistente com a mudanca conformacional da proteina e a saturagio hiperbélica
para ativagao catibnica, exercendo um papel importante na manutencdo de uma
conformagdo protéica especifica, necessiria para a eficiéncia catalitica 6tima. Além
disso, a ativacdo por citions monovalertes é também conservada no seu sentido
evolutivo. O padrao de ativacio de uma enzima em que a fosforilagdo de um grupo
carbonil ou anion enolato, as eliminagdes, resultando num tautémero ceto-enol e
outras reagoes em que o tautomero ou o tautdmero em potencial podem ser conside-
rados como um intermedidrio na sequenma hipotética de eventos entre reagentes e
produtos, torna-a candidata 3 ativacdo por cations monovalentes [SUELTER, 1970].
E este tipo de reagdo pode vir a ser estimulado por K*.

A hidrdlise da Asn promovida pela ASNase é um exemplo deste modelo [SUEL-
TER, 1970, SODEK, 1980].

O fon K* tem uma participacio especial numa ampla gama de processos, in-
cluindo a sintese de protefnas e amido [SUELTER, 1970]. E o principal constituinte
inorgénico do citosol, e o contrabalanceador dominante para o excesso de cargas

negativas de 4cidos nucléicos e protefnas [MAATHUIS & SANDERS, 1996]. A de-
ficiéncia de K* nos organismos pode provocar acimulo de aminodcidos, proteinas,

carboidratos soldveis e redutores; impede-se a sintese de glicogénio, amido e proteinas,

processos de importancia econdmica primaria na produgdo de alimentos; retarda-se

69
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a utilizagdo de substratos respiratérios e diminui-se a fosforilagio oxidativa e fo-
tofosforilagdo e acoplamento ribossémicos. Existem trés tipos de mecanismos nos
quais o K* é responsivel pela ativacio das enzimas. Pode contribuir para o per-
feito funcionamento das enzimas, integrando suas subunidades e estabilizando a
estrutura da apoenzima, facilitando a formacio da enzima ativa a partir de sua
ligacdo com o cofator [EVANS & WILDES, 1971] e induzir uma mudanca confor-
macional na enzima, necessaria para sua atividade catalitica, formando uma ponte

entre a mesma e o intermedidrio ceto-endlico da reagio [EVANS & WILDES, 1971,

SODEK et al, 1980]. Na presenca de K*, a enzima podera existir uma mistura
equilibrada de monémeros, dimeros e trimeros [EVANS & WILDES, 1971].

Quando o jon se liga & enzima, ele perde a esfera de hidratagio que fica ao seu
redor, podendo alterar a conformagio da mesma. Entretanto, estas alteracdes nio
sao detectadas através de ultracentrifugacio ou pela mobilidade eletroforética. A
especifidade do fon para ativacio é determinada pela energia de interaco sitio-fon e
a energia livre de hidratagdo de cations univalentes [EVANS & WILDES, 1971].

Os resultados mostraram que na auséncia de K*, a ASNase ndo apresentou
atividade, o que indica que o cition é necessario para a manutengao da enzima no
que diz respeito & sua atividade catalitica, o que ocorreu também com outras espécies
vegetais [SODEK et al, 1980, RATAJCZAK, 1986, CHAPLEO & HALL, 1989]. O
efeito do K* estd associado & um efeito ativador e estabilizador, desde que na
auséncia deste fon, a enzima teve sua atividade diminuida, indicando uma mudanca
estrutural, que pode ser revertida ao se adicionar K* novamente ao meio de en-
saio. Este efeito de recuperacio da atividade quando recoloca-se K*, observado
em semente, também ocorreu com ASNase de folha de ervilha [SIECIECHOWICZ
& IRELAND, 1989a). Em feijao alado, a auséncia deste fon reduziu a atividade
da ASNase de folhas, raizes primadrias e tecidos do fruto em 95% em 15 minutos
a 30 °C e nao foi recuperada apés adigio de KCl [CHAPLEO & HALL, 1989].
O K* nio necessariamente ests relacionado com o sitio ativo [SUELTER, 1970,
EVANS & WILDES, 1971].

Outros ions, como o Rb* e o NH,*, geralmente, podem substituir o fon K+
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[SUELTER, 1970]. Geralmente, enzimas ativadas por K* ndo o sio por Lit ou
Na* [SUELTER, 1970, SODEK et al, 1980]. Porém, no caso da ASNase dependente
de K* de semente de ervilha, Na* e Rb * foram capazes de produzir atividade 3
nivel significativo (~ 30%). Numa menor extensio, o Na* pode substituir o K* na
capacidade de evitar desnaturagio com o calor, jé que este fon protege a enzima da
inativagao térmica [EVANS & WILDES, 1971, SODEK et al, 1980].

A forma da enzima pode variar em espécies e variedades dentro de um mesmo

género. LEA ef ol (1984) analisaram 29 variedades de Lupinus albus e destas, apenas

uma, Lupini Bean, apresentou enzima independente de K+, enquanto que das 30
variedades analisadas de Lupinus mutabilis, metade mostrou ser dependente e a
outra metade independente do fon. _

Ainda é desconhecido o mecanismo de ativacio da ASNase pelo K*. Uma com-
paracao a nivel molecular entre as duas formas dependentes e independentes do K+

pode ajudar a esclarecer esta questio.

V4
Influéncia do Ion Ca?’t

O fon Ca’* também é fundamental em muitas atividades celulares em tecidos ve-
getais. Ele pode atuar como segundo mensageiro na sintese de celulose, na atividade
de vérias enzimas e regulando compostos em diferentes vias metabélicas [ANDER-
SON & BEARDALL, 1991].

O nivel de fons Ca?t livres no citoplasma é normalmente mantido em torno
de 1077 M. As ATPases bombeiam o fon através da membrana plasmética para
o exterior da célula ou para o interior do limem do reticulo endoplasmatico ou
outras organelas que armazenam Ca?*. Pequenas mudangas quantitativas causam

um aumento de 10 a 100 vezes na concentragao, desencadeando muitas respostas
celulares [MUTO, 1992, BUSH, 1993].

Uma pequena proteina de 148 aminoacidos, a calmodulina, presente em todas
as células de eucariotos, media muitos efeitos celulares promovidos pelo Ca?*, for-

mando um complexo que envolve quatro fons. Este complexo também ativa varias
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proteinas quinases, que fosforilam proteinas alvo e assim alteram suas atividades, e
também atua sobre ATPases e niveis celulares de NAD* e NADP* [MUTO, 1992,
SNEDDEN et al, 1995].

Entretanto, sio poucas as enzimas cujas atividades sao conhecidas ser influen-
ciadas diretamente por Ca?*. Alguns exemplos sio: GDH, NADH-desidrogenase
mitocondrial externa, 1-3-8-D-glucano sintase, frutose 1-6-bifosfatase, glutamato-
decarboxilase e sedoheptulose 1,6-bifosfatase de cloroplasto [MUTO, 1992, SNED-
DEN et al, 1995].

Os resultados mostraram que no EB e nos extratos apés a etapa em cromatografia
em LH-20 de ASNase de semente de ervilha extraidos na presenca de Ca?* néo foram
verificados aumento de atividade da enzima, quando comparados com a extracao
realizada na auséncia deste fon. Provavelmente, isto se deve ao Ca®* proveniente
das células do tecido, suficiente para manutengio da atividade da enzima ou para
que alteracdes na mesma nao pudessem ser notadas nestas fases.

Entretanto, foi na etapa mais adiantada de purificagdo (fenil Sepharose) que o
efeito deste fon pode ser observado sobre a atividade da enzima. Pode-se recuperar
maior atividade enzimatica, quando a purificagao até esta etapa foi feita na presenga
de Ca?* (160 uM) (tabela 3).

No outro experimento, com extratos provenientes também da etapa de fenil
Sepharose, quando foi feita a troca da concentragio de Ca?* (foram mantidas con-
centragées de 5 mM, 1 mM, 160 gM e zero) dos extratos de ASNase parcialmente
purificados através de cromatografia em G-25, a atividade da enzima foi reduzida,
apés extragio com Ca?t 5 mM (tabela 4). Das diferentes concentragdes de Ca?*
testadas, aquela em que foi possivel recuperar maior atividade foi 160 M e desse
modo, foi a concentragido adotada para todas as purificagoes.

Entretanto, esta concentragdo varia para outras enzimas. Por exemplo, para
obtencdo de atividade méxima de GDH, é preciso somente 1 uM [SODEK et al, 1980]
e se satura entre 50 e 100 yM [SNEDDEN et al,-1995]. A partir de 160 uM, a
atividade da enzima se mantem a mesma até 1 mM, quando entao comeca a declinar.

Possivelmente, isto pode ser devido & concentracio de Ca?* elevada, visto o nivel
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deste ifon mantido na célula. O Ca?* passaria entao, a nio mais a auxiliar na
estabilidade da ASNase mas, a interferir, como um ”inibidor” na atividade da enzima,
saturando-a, como ocorre com GAD [SNEDDEN et af, 1995].

SIECIECHOWICZ et al (1988c) e SIECIECHOWICZ & IRELAND (1989a) ob-
servaram que quando a ASNase de folha de ervilha foi extraida na presenca de Ca?+
1 mM, houve um aumento na atividade, a V,,,, dobrou, mas seu K,, aparente nio

foi alterado. Estes efeitos sugeriram que a calmodulina poderia estar envolvida na
modificagdo da atividade da ASNase. No entanto, inibidores da agio da calmodulina

nao diminuiram a atividade da enzima, indicando que essa proteina nio estava mo-
dulando a atividade da ASNase [SIECIECHOWICZ et al, 1988c]. A estimulagio por
Ca’" mesmo na auséncia de calmodulina pode ser interpretada também como um
processo independente desta protefna. A calmodulina poderia estar ligada a enzima
e nao ser removida durante o processo de purificagio [SNEDDEN et al, 1995].

No entanto, isso parece pouco provivel no caso da ASNase de semente imatura
de ervilha ja que a atividade nio foi recuperada quando Ca?* foi recolocado no meio
de ensaio com EB e na etapa de fenil Sepharose sem este fon (neste dltimo caso, apds
extracao e purificagdo com Ca ?+ 160 uM, dados nio mostrados), e EGTA também
nao teve efeito sobre a atividade da enzima quando Ca?+ estava presente no meio de
ensaio. LEA et al (1978) também observaram que Ca?*+ 35 mM, quando recolocado
nos ensaios, nao promoveu aumento de atividade de ASNase em semente de Lupinus
polyphyllus.

Entretanto, os resultados sugerem que este fon influencia na atividade enzimatica
da ASNase durante a purificagio. Como o K* ¢ o fon majs importante para a
atividade da enzima e com o Ca?*, pdde-se recuperar uma atividade maior durante
a purificagdo, sugere-se que o Ca’* esteja envolvido na estabilidade molecular, e
desse modo, auxiliando mais indiretamente na manutengao da atividade durante um

processo em que a enzima tende a sofrer alteragdes moleculares e deixar de ser ativa.
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Atividade Enzimatica e Purificacao da ASNase

Na testa da semente imatura de ervilha, a ASNase apresenta atividade maxima
antes do aumento de proteinas. No cotilédone, a enzima apresenta atividade maxima
quando ha méxima produgio de proteinas, em torno de 15 a 20 dias depois da antese
[SODEK et al, 1980]. Tendo em vista a quantidade menor de proteinas e atividade
enzimatica maior na testa da semente, este material foi escolhido para realizar a

purificagdo da ASNase. Desta forma, este material estaria de um certo modo mais

concentrado -com esta proteina. |

A ASNase de semente de ervilha foi purificada mais de 1.000 vezes e mostrou uma
atividade especifica de aproximadamente 22 pmoles/(min.mg de proteina), um pouco
maior que & encontrada por SODEK & LEA (1993) (~ 18 pmoles/(min.mg prot.)),
utilizando o mesmo processo e a mesma espécie vegetal, provavelmente devido &
melhores condicdes de purificac3o.

A ASNase de ervilha apresentou atividade especifica no EB maior que a de en-
zimas independente de K* de semente de Lupinus arboreus [LOUGH et al, 1992a],
Lupinus polyphyllus [LEA et al, 1978] e Crotalaria zanzibarica [AGUIAR, 1995] e
também superior as dependentes de K*, C. juncea e C. paulina [AGUIAR, 1995].
Quando purificada, também foi superior a todas estas espécies.

A ASNase de ervilha foi mais instavel que a enzima de L. polyphyllus, indepen-
dente de K* [LEA et al, 1978, SODEK & LEA, 1993] e mais estavel que Crotalaria
juncea e C. paulina, dependentes de K* e C. zanzibarica, independente de K+
[AGUIAR, 1995]. |

Entretanto, parece que as enzimas dependentes de K* tendem a ser mais instaveis
e apresentarem atividade enzimitica especifica maior que aquelas independentes de
K* [LEA et al, 1984, SODEK & LEA, 1993].

A ASNase de ervilha foi eluida em um sé pico em cromatografia de DEAE-
Sephacel e fenil Sepharose como também ocorreu com C. Juncea, C. paulina e C.
zanzibarica [AGUIAR, 1995)]. |

Entretanto, quando a enzima foi cromatografada em Sephacryl S-200, mostrou
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dois picos com atividade enzimadtica (fig. 3), sugerindo duas isoformas de ASNase.
Isto também foi observado em C. juncea e C. paulina (dependentes de K*) diferente
de C. zanzibarica que apresentou um sé pico neste mesmo tipo de cromatografia
[AGUIAR, 1995]. Confirmacéao das duas isoenzimas foi obtida ap6s eletroforese em
gel de poliacrilamida, onde duas bandas com atividade de ASNase foram encontradas
(fig. 7).

LOUGH et al (1992a) também identificaram mais de uma forma enzimética para

ASNase de semente de L. arboreus. Apés cromatografia em fenil-Superose FPLC,

esses autores observaram trés isoformas da enzima que foram denominadas A, B e
C. No entanto, nada comparavel a estas isoformas foi encontrado em ervilha.

A cromatografia em Sephacryl passou a ser uma alternativa para o sistema de
HPEC (dados nao aprésentados), quando exatamente os mesmos resultados foram
obtidos na purificagio de ASNase de semente de ervilha. Além disso, a cromatografia
em Sephacryl S5-200 foi melhor para purificagio da ASNase de semente de ervilha em
relagéo ao sistema de HPEC, na medida em que pdde-se aplicar um volume muito
maior na coluna de S-200 e coletar uma fracio também maior, permitindo dosagem

de proteinas e da atividade enzimitica.

Caracterizagao Eletroforética

A massa molar da principal forma da ASNase de semente imatura de ervilha
(69.000 g/mol) foi a mesma encontrada por SODEK et al (1980) e foi maior em
relagao a encontrada em folhas (58.000 g/mol). Contudo, foi menor que aquelas
encontradas em Lupinus sp (72.000 - 75.000 g/mol), independente de K+ [CHANG
& FARNDEN, 1981, SODEK & LEA, 1993]. SODEK et al (1993) determinaram a
massa molar da enzima de semente imatura de ervilha em 61.000 g/mol em Sephacryl
5-200, menor que a previamente encontrada anteriormente pelos mesmos autores
através de gradiente de sacarose (68.300 g/ mol) [SODEK et al, 1980].

A ASNase de ervilha também mostrou uma outra isoforma com atividade en-

zimatica com massa em torno de 200.000 g/mol, eluida no primeiro pico da croma-
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tografia da coluna de Sephacryl 5-200.

Segundo AGUIAR (1995), as ASNases de C. juncea e C. paulina, ambas depen-
dentes de K*, também apresentaram duas isoformas ativas, eluidas em dois picos
em cromatografia de Sephacryl, sendo uma com massa em torno de 600.000 g/mol
e a principal isoforma com massa de 100.000 g/mol, diferindo de C. zanzibarica
(independente), que mostrou uma isoforma também de 100.000 g /mol. HEESCHEN
et al (1996) também identificou duas isoformas de ASNase em Sphagnum fallaz, com

massa em torno de 126.000 g/mol.

Em eletroforese nio-desnaturante, a principal isoforma da ASNase de ervilha
também foi verificada na banda de 69.000 g/mol. Entretanto, para C. juncea, a
principal isoforma foi uma banda de 85.000 g/mol [AGUIAR, 1995].

Parece que as formas da ASNase na sua estrutura nativa tendem a variar entre
60.000 e 100.000 g/mol, independentemente da ligagdo com o jon K*.

Em eletroforese nao-desnaturante, a ASNase de semente de ervilha nao apre-
sentou agregacao da estrutura da molécula, nem a enzima encontrada em folha dessa
espécie [SIECIECHOWCZ & IRELAND, 1989a], ou nas outras espécies de Lupinus
[CHANG & FARNDEN, 1981, LOUGH et al, 1992a, SODEK & LEZ, 1993] e com
C. zanzibarica [AGUIAR, 1995]. Entretanto, estudos preliminares realizados por
LEA et al (1978), utilizando ”Ultrogel 34”, foi verificado que a enzima pode sofrer
agregacao na sua estrutura molecular, o que foi observado em C. juncea em até seis
niveis [AGUIAR, 1995).

A ASNase de ervilha, quando submetida & desnaturacio e eletroforese denatu-
rante, apresentou uma iinica banda de 69.000 g/mol, sendo constituida desse modo,
de uma subunidade. LEA et al (1978) sugerem que a incapacidade de sais de Hg e
p-cloromercuribenzoato de inibirem a enzima indica que residuos de Cys ndo estao
presentes e nem préximos do sitio ativo da ASNase e portanto, ndo ha pontes dis-
sulfeto.

A enzima de Lupinus polyphyllus, que apresenta massa de 71.000 g/mol em
Sephacryl S-200, é constituida por duas subunidades de 35-36.000 g/mol mais um po-
lipeptideo de 21.000 g/mol [LEA et al, 1978, SODEK & LEA, 1993]. Em espécies de
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Lupinus, bandas presentes em géis desnaturantes em torno de 14-19.000 g/mol foram
derivadas da enzima por protedlise [LOUGH et al, 1992a, SODEK & LEA, 1993].
Estas bandas seriam decorrentes das subunidades de 35-36.000 g/mol, formadoras
“da proteina de 71.000 g/mol [LOUGH et al, 1992b].

- Em semente imatura de L. arboreus e L. angustifolius, duas bandas de inten-
sidade igual coincidentes com a atividade enzimitica, nio se separaram no pico

obtido por filtragdo em gel (75.000 g/mol). Este pico quando analisado em eletro-
forese desnaturante mostrou ser constituido de subunidades com massa de 14.000 e
de 15.500 g/mol [CHANG & FARNDEN, 1981]. Em eletroforese desnaturante, C.

Juncea e C. zanzibarica também se dissociaram em subunidades menores em torno de
25.000 g/mol [AGUIAR, 1995]. A ASNase de Sphagnum fallaz (126.000 g/mol), em
eletroforese desnaturante, também mostrou ser formada por subunidades em torno
de 34.500 g/mol, sendo portanto tetramérica [HEESCHEN et al, 1996]. Desse modo,
as ASNases dessas espécies também seriam formadas por mais de uma subunidade.

A massa molar da aminotransferase, enzima que também utiliza Asn como subs-
trato, esta em torno de 100.000 g/mol, podendo também apresentar variagdes,
dependentes da espécie [[RELAND & JOY, 1983b]. Animais e microrganismos a-
presentam ASNase com massa ao redor de 130.000 + 20.000 g/mol, portanto, su-
perior a enzima de vegetais [WRISTON & YELLIN, 1973 citado por CHANG &
FARNDEN, 1981].

Focalizagao Isoelétrica

O sistema de Rotofor nio pdde ser aproveitado para purificar a enzima ou

mesmo separar bandas protéicas que nio puderam ser separadas nas colunas croma-

tograficas.
Usando extrato bruto, foi possivel dosar a atividade da, enzima, apés focalizagio
no sistema Rotofor, pois apesar da concentragao de Kt ser de 10 mM, havia ainda

fons NH4* que auxiliam parcialmente a manutencao da atividade da ASNase subs-
tituindo o K+ [SUELTER, 1970, SODEK et al, 1980], durante a focalizacio.
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Entretanto, foi preciso ser feita uma alta diluicio da amostra para que esta
pudesse ser aplicada no Rotofor (o aparelho nio permite uma concentracdo de sal
acima de 10 mM), e mesmo concentrando a enzima isoeletricamente, nio foi possivel
detectar atividade ou bandas protéicas no gel em fracées mais purificadas. Nestas,
praticamente ndo hé mais fons NH4* (eliminado em cromatografia) e como a con-
centragdo de K* foi bastante reduzida, a atividade que poderia ser parcialmente

mantida por estes fons, é perdida.

O pI determinado para ASNase em torno de 4,5-5 é préximo do valor estimado
por CASADO et al (1995), ~ 5,2, calculado através da clonagem do gene da ASNase

de Arabidopsis thaliana e também as duas isoformas encontradas em L. arboreus (4,4

a 4,6), determinado através de focalizagio isoelétrica em gel [LOUGH et al (1992a)].

Cinética Enzimatica

O K., aparente da ASNase obtido para Asn de semente imatura de ervilha foi
de 2,4 mM, semelhante ao encontrado por SIECIECHOWICZ & IRELAND (1989)
para a ASNase de folha em presenca de glicerol, e por CHAPLEO & HALL (1989)
em semente de feijdo alado (Psophocarpus tetragonolobus). Porém, foi um pouco
inferior aos encontrados por SODEK et al (1980) (3,2 e 3,7 mM para cotilédone
e testa, respectivamente) e por IRELAND & JOY (1981) (3 mM) em semente de
ervilha.

O K., da ASNase para Asn de ponta de raiz, de nédulo em desenvolvimento e
de extrato de semente variou entre 6 e 8§ mM em Lupinus angustifolivs [CHANG &
FARNDEN, 1981] e foi 12,2 mM para L. polyphyllus [ATKINS et al, 1975], ambas
independentes de K*. Para L. albus, foi de 10 mM (dependente de K*). Porém,
neste ultimo caso, os autores nio deixaram claro se utilizaram K+ nos tampoes de

extracao. Neste caso, a enzima é dependente de K™ e talvez a auséncia do fon possa

ter interferido na medida do K, pois os dados sugerem que as enzimas dependentes

de K* tendem a apresentar valores de K,, para a Asn inferiores aqueles de enzimas

independentes.
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O K, de ASNase para Asn foi estimado em 4,9 M em nédulos de soja, no bac-
teridide, semelhante ao K, encontrado para a enzima de virias espécies de bactérias
[STREETER, 1977].

As ASNases de animais e microrganismos apresentam A, bem inferiores dquelas
de vegetais, variando entre 10~2 e 10~2, ou seja, possuem uma afinidade para Asn
bem superior que a enzima de vegetais. Dai, o insucesso destas dltimas nas atividades
de controle de células tumorais [WRISTON & YELLIN, 1973 citado por CHANG &
FARNDEN, 1981]. CHANG & FARNDEN (1981) estimaram um valor de 30 mM de

Asn presentes nas células de semente'de Lupinus albus, o que permitiria a ASNase,
com alto K, trabalhar eficientemente.

Os produtos da reacio catalisada pela ASNase, Asp e NH4*, podem promover
uma pequena redugdo na utilizagdo de Asn, indicando um efeito de retroinibicao
pelos produtos. Asp e NH,* inibiram a ASNase em 33% da atividade a 6 mM e 6%
a 10 mM, respectivamente [SODEK et al, 1980].

Foi observado que a ASNase foi inibida competitivamente por Gly e Asp, ou
seja, esses dois aminodcidos competem com o substrato pelo mesmo sitio ativo da
enzima. Como o Asp é um dos produtos de acio da enzima, sugere-se que este
aminodcido seja provavelmente liberado por tltimo, ou seja, seria o produto formado
apés o NH4*. Isto pode ser refor¢ado pelos resultados obtidos por BAUER et al
(1977a), em experimentos com NQOs~ marcado com N, utilizando folhas de ervilha,
observaram que NH,* era o composto mais rapidamente marcado em periodos de
luz, e que poderia ser proveniente da reducao do NO3™ ou da quebra da Asn, ji
que néo fora encontrado no xilema. A a¢io do NH,* sobre a enzima nio pode ser
verificada devido ao método utilizado para determinagdo da atividade enzimaitica.

Gly também foi um inibidor competitivo de ASNase em semente de L. arboreus,
apresentando K de 5,2 mM [CHANG & FARNDEN, 1981]. Em sementes de 39
dias de L. arboreus, apés a antese, estes mesmos autores estimaram a concentracao
de Gly como sendo em torno de 3 mM e de Asn ao redor de 21 mM, e valendo-se
também da localizacio da ASNase e das enzimas envolvidas na assimilagdo do NH,*

produzido pela ASNase, concluiram que a inibicdo (competitiva) promovida pela
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Gly, provavelmente nio interfere em nenhum efeito fenolégico.

Reac¢oes Imunoquimicas

Nos testes imunoquimicos realizados, usando ASNase parcialmente purificada
foi verificado que é dificil, quando nao impossivel a visualizagao ou identificacio de

reagGes com o anticorpo, o que fez com que fosse utilizado preferencialmente o EB.
O anticorpo produzido contra a protefna de 85.000 g/mol reagiu, no EB, muito

fracamente com a prépria banda e apresentou uma reagio mais forte com a banda
da ASNase (69.000 g/mol). A tnica banda identificada quando o antigeno foi o
extrato de ASNase proveniente da fenil Sepharose foi a ASNase. A banda com
massa molar de 85.000 g/mol parece estar relacionada com ASN ase, pois apresentou
alguma homologia, j4 que anticorpos produzidos contra ela reconheceram a enzima
de 69.000 g/mol, mesmo muito fracamente quando a ASNase estava parcialmente
purificada. Neste caso, pode ser que a ASNase seja mais antigénica que a proteina
de 85.000 g/mol, provocando uma reacic "mais intensa” que com a prépria banda
de 85.000 g/mol.

Dentre os anticorpos produzidos, somente aquele contra ASNase de semente de
ervilha reconheceu a enzima parcialmente purificada numa reagao mais pronunciada.
Entretanto, os anticorpos poderiam estar numa concentragao baixa, visto a necessi-
dade de se dilui-los muito pouco para se obter uma reacao visivel, aliado também 3
baixa concentragao de protefnas no extrato parcialmente purificado, ficando abaixo
ou muito préximo do limite de sensibilidade deste método.

Além disso, anticorpos policlonais podem variar sua reatividade com o antigeno.
Diferencas em reatividade podem ocorrer a partir de um animal imunizado para
outro e variagdes podem ocorrer entre diferentes sangrias no mesmo animal [EISEN

& SISKIND, 1964]. Anticorpos policlonais produzidos em dois animais diferentes,
usando o mesmo antigeno, podem variar consideravelmente sua afinidade e espe-
cificidade para diferentes partes do antigeno [MURPHY et al, 1976].

Os resultados obtidos com os anticorpos produzidos contra a ASNase e utilizando
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EB de semente de ervilha como antigeno, sugerem que as bandas identificadas pelos

anticorpos apresentam certo grau de homologia com a prépria ASN ase, dado que o
anticorpo contra ASNase purificado por afinidade apresentou reagao cruzada com
as duas bandas em torno de 85.000 g/mol, a prépria ASNase e aquela em torno de
45.000 g/mol (fig. 17 e 18). Essas bandas poderiam ser fragmentos da enzima que
sofre alguma degradagao durante os processos de extragao e purificagdo ou durante
o processo de amadurecimento da semente, ou mesmo, fragmentos precursores da

ASNase; ou poderiam ser ainda formas inativas da enzima.

Quando anticorpos especificos "purificados por afinidade” contra a proteina de
45.000 g/mol foram retirados da membrana, eles somente reagiram com a propria
proteina. Ela poderia ser um fator ”contaminante” nio visivel em gel de eletroforese
corado com prata mas, que teria relacao com a enzima de ervilha. Porém os re-
sultados sugerem que esta protefna seria antigénica o suficiente para que o sistema
imunolégico do animal pudesse ser sensibilizado para produzir anticorpo contra a
mesma. Assim sendo, quando foi feita a reagio com anticorpos especificos para
esta proteina retirados da membrana, a reacio de identificacdo com ela mesma seria
tao forte e com as demais tdo fraca que nao seria possivel visualizar estas dltimas.
A ASNase nio sendo tdo antigénica como esta proteina, reage do mesmo modo.
Entretanto, como a reagio dos anticorpos contra a enzima reconhecendo ela propria
nao foi tdo forte, pdde-se visualizar outras reagoes de identificagdo. Modificaces
quimicas no anticorpo imobilizado também podem promover uma reducio de sua
atividade pelo antigeno [WESELAKE & JAIN, 1992].

Oa anticorpos purificados por afinidade ligados a banda de 45.000 g/mol também
poderiam néo ter reconhecido a ASNase devido & uma mudanga estrutural da enzima.
A ASNase ao ser "cortada”, liberaria o fragmento de 45.000 g/mol. Este sofreria
uma mudanga estrutural, permitindo que epitopos que estavam antes inacessiveis ao
anticorpo, pudessem ficar agora expostos, o que resultaria numa reagio mais intensa

com o préprio fragmento.

Os anticorpos produzidos contra ASNase purificada de semente imatura de ervi-

lha reconheceram bandas na mesma posicao (69.000 g/mol) em folhas e rajzes de
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ervilha. Nas folhas houve uma reagdo bem mais evidente do que nas raizes, o que seria
esperado ja que a presenca da enzima j4 foi bastante documentada neste orgdo. A
banda néo ficou bem definida (difusa) porém, se localiza numa regiao onde se encon-
traria a de folhas (58.000 g/mol) [SIECIECHOWICZ et al, 1985, SIECIECHOWICZ
et al, 1988b, SIECIECHOWICZ & IRELAND, 1989a). A banda de 85.000 g/mol
também foi identificada, sugerindo novamente que ela tem alguma relagdo com a

ASNase. Entretanto, a reagio de identificagio com EB de raizes foi mais fraca,
muito provavelmente porque neste 6rgio em ervilha ha pouca atividade de ASNase
[IRELAND & JOY, 1981]. Reago fraca também ocorreu com anticorpos produ-

zidos contra ASNase de testa de semente de Lupinus polyphyllus, quando houve
identificagdo com enzimas de folhas e cotilédones e nao houve com raizes e nédulos
[SODEK & LEA, 1993].

LEA et al (1978) também néo obtiveram reagio cruzada em raizes, caules ou fo-
lhas de L. polyphyllus com anticorpo produzido contra semente desta mesma espécie.
LOUGH et al (1992b) também nio identificaram ASNase em raizes ou nédulos de L.
angustifolius, o que foi confirmado pela incapacidade de detectar ARNm codificado
da enzima nestes 6rgaos.

Comparando as caracteristicas da ASNase de semente de ervilha, dependente
de K*, com C. juncea, C. zanzibarica ¢ C. paulina, foi observado que somente
C. juncea apresentou ”agregacdo” na molécula da enzima [AGUIAR, 1995]. O
EB de C. paulina apresentou uma reacio de identificagdo com anticorpo contra
ASNase de ervilha, na mesma posi¢do que a enzima de ervilha (69.000 g/mol)
[AGUIAR, 1995}, o mesmo ocorrendo quando anticorpo de L. polyphyllus foi usado
em presenca da enzima parcialmente purificada de ervilha, coerente com dados de
literatura [SODEK & LEA, 1993]. Esta banda na posigao da ASNase de ervilha
também foi identificada em EB de C. juncea com anticorpo contra ASNase de ervilha,

diferente do observado por AGUIAR (1995), onde a posigio mais intensa foi na banda,
de 85.000 g/mol. Contudo, esta dltima protefna também foi identificada por anti-

corpo contra ASNase de semente de ervilha, ainda que numa reagao menos intensa

tanto em EB de C. juncea como em C. zanzibarica.
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Desse modo, os resultados mostraram que o anticorpo para a enzima dependente
de K* reconheceu a outra forma da enzima, a independente de K+, o que também foi
observado por AGUIAR (1995). Isto sugere que a parte relacionada & dependéncia
ao K*, ndo seria o determinante antigénico essencial para produgao de anticorpo,
mas outros fragmentos da molécula com um certo grau de homologia ”conservada”
apresentariam antigenicidade suficiente para producao de imunoglobulina. Ou seja,
a porgao da molécula que determina a dependéncia ao K+ n#o coincidiria com aquela

reconhecida pelo anticorpo.

Portanto, em diferentes espécies ou géneros, quando a reagao cruzada pode ser
visualizada somente com o extrato bruto e provavelmente, neste caso, a homologia é
menor entre as moléculas, a parte da enzima que seria responsavel pela dependéncia
ao K* poderia estar localizada numa outra parte da molécula, para a qual foi produ-
zido anticorpo e este pode reconhecé-la.

Além disso, é bem conhecido que existe uma conservagao da sequéncia homéloga
numa arvore filogenética. Sendo assim, uma preparagao de um anticorpo policlonal
particular pode ser capaz de reconhecer um niimero de epitopos de vdrias espécies.
Ademais, as forgas de interagio nos complexos antigeno-anticorpo dessas reacdes
cruzadas podem ser consideravelmente mais fracas que para o complexo envolvendo
o antigeno original [WESELAKE & JAIN, 1992].

Entretanto, se as duas regides séo coincidentes, entéo as isoformas dependente e a
independente sdo imunologicamente distintas. Esta situagao foi verificada por outros
autores CHANG & FARNDEN, 1981, LEA et al, 1984, SODEK & LEA, 1993], que
trabalhando dentro do género do tremogo (Lupinus) e com ervilha, sugeriram que
ambas ndo dividiriam os mesmos epitopos e portanto, seriam codificadas por genes
diferentes.

Porém, os resultados obtidos indicam que as duas formas da enzima nao sio
completamente distintas imunologicamente. LOUGH et al (1992b), trabalhando com
eletrotransferéncia de ADN de ASNase de semente de [,. arboreus, verificaram que a
enzima seria um produto de um tinico gene ou de diferentes membros de uma multi-

familia de genes que seriam altamente conservados. Assim, se a ASNase é resultante
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de uma cépia de um tnico gene, entdo, as isoformas seriam provavelmente, vari-
antes resultantes de modificagdes pés-traducio. E desse modo, muitos fragmentos
de molécula seriam homélogos permitindo a identificagio entre as duas isoformas.

Porém, esta situagio complexa ainda nio esta esclarecida, uma vez que estes
ultimos autores ndo conseguiram hibridizar o0 ADNc de ASNase de semente de L.
arboreus com ARN de ASNase das raizes e que o gene para a enzima dependente de
K* ainda nao foi isolado.

ASNases de microrganismos nio mostram reages cruzadas com a enzima de

vegetais, indicando auséncia de homologia entre as mesmas. Alguns autores obser-
varam que ASNases de L. albus, L. polyphyllus e Pisum sativum nio apresentaram
reagoes cruzadas com a enzima de Erwinia carotovora [LEA et al, 1984]. A ASNase
de L. arboreus também nio exibe reaces cruzadas com Erwinia chrysanthemi, Ba-
cillus subtilis ou com Eschericia coli [LOUGH et al, 1992b)].

Porém, a ASNase de semente de L. arboreus apresentou 23% de identidade com
glicoasparaginases humana, determinada através de sequénciamento dos aminodacidos.
Estas enzimas estao presentes nos lisossomos e clivam ligacbes N-acetil glicosamina-
Asn que unem oligossacarideos a peptideos de glicoproteinas ligadas por Asn. As
ASNases vegetais sdo citosélicas e embora haja certa especificidade pelo substrato
dessas enzimas, nio se sabe se elas podem hidrolisar a ligagdo de N-acetil glicosamina-
Asn [LOUGH et al, 1992b). A ASNase vegetal tende a mostrar especificidade de
substrato, diferindo das ASNases de animais e microrganismos que também podem
hidrolisar Gln [LEA et al, 1978 ,\WRISTON & YELLIN, 1973 citado por CHANG &
FARNDEN, 1981]. A enzima vegetal se ligaria somente a compostos com 4 carbonos
[CHANG & FARNDEN, 1981].

Outras enzimas de plantas como Asn sintetase também apresentam grande ho-
mologia com enzimas humanas [DAVIES & KING, 1993].
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Consideracgoes Finais

Sequéncias de aminodcidos que mantém a homologia na enzima, como aquelas
regulatérias 5’ do gene para ASNase em semente de L. angustifolius (independente
de K*), comegam a ser investigadas para se identificar a especificidade de tecidos
e a relagdo com sequéncias de regulagio da enzima durante o desenvolvimento da.
semente [LOUGH et al, 1992b].

A regulagdo da atividade e o controle de sintese e degradagao da ASNase vegetal

ainda nao estd esclarecido. A regulagio da ASNase em L. angustifolius durante a
formagao de nédulos em raizes maduras se d & nivel de transcricao do ARN da
enzima através da formagao de um complexo ADN-proteina (ainda desconhecida),
correlacionada com um declinio da atividade da ASNase. Esta proteina também se
associa com sequéncias especificas préximas ao sitio inicial de transcrigdo do pro-
motor do gene da L-ASNase durante este processo. Nio est4 claro se essa proteina
¢ sintetizada de novo ou é constitutiva e entdo, modificada ou ativada para con-
ferir capacidade de ligacio ao ADN [VINCZE et dl, 1994]. Sequéncias adicionais de
atuagao cis também podem estar envolvidas no controle do nivel de expressao do
gene de ASNase em nédulos [LOUGH et al, 1992b].

Experimentos com cultura de cotilédone de soja mostraram um aumento da
atividade enzimética da ASNase nao decorrente de uma tnica fonte de N. Isto su-
geriu que a enzima néo seria controlada por um influxo de seu substrato especifico
durante o desenvolvimento dos cotilédones, ndo sofrendo indugio pelo seu substrato
[TONIN & SODEK, 1990].

A velocidade e a flexibilidade fornecida pelo mecanismos de controle de pos~
transcrigao, tradugéo, pés-traducio e regulagdo da atividade enzimatica podem ser
particularmente importantes para as plantas, j4 que as mesmas apresentam vida
séssil; elas devem se adaptar rapidamente s condigdes de mudangas as quais nao

podem fugir [SULLIVAN & GREEN, 1993]. Consequentemente, as propriedades

cinéticas das enzimas, os mecanismos regulatérios e a compartimentalizacio em or-

ganelas tém um papel importante no controle de acesso 3 Asn para as enzimas
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apropriadas [IRELAND & JOY, 1981].

A existéncia de uma grande variabilidade no sistema da ASNase vegetal e a
insisténcia em estudé-la pode trazer mais esclarecimentos sobre suas caracteristicas
e sua atuagao dentro da planta para que, futuramente possa ser possivel a concepgao

de um modelo mais genérico para esta enzima.




Conclusoes

1. A ASNase de ervilha é dependente de K+ para exercer sua atividade. O fon

Ca?* parece auxiliar mais indiretamnete na manutencado da estrutura ativa da

ASNase.

2. A testa da semente de ervilha possui duas isoformas da enzima ASN ase, uma
em torno de 200.000 g/mol e a principal de 69.000 g/mol. A isoforma principal

nao se dissociou em subunidades.

3. A ASNase apresentou K, de 2,4 mM para Asn. O Asp, produto da reacio,
agiu como inibidor competitivo, e portanto seria liberado da enzima depois do

NH4* na sequéncia da reacso.
4. A enzima apresentou pl entre 4,5 e 5.

5. Anticorpo produzido contra ASNase de semente de ervilha dependente de K+
apresentou reagoes imunolégicas cruzadas com outras bandas presentes nos
extratos enzimaticos, sugerindo a presenca de isoformas ou de fragmentos da
enzima (ativos ou ndo). Reagbes cruzadas também ocorreram com enzimas
dependentes e independentes de K* de outras espécies vegetais. Estes re-
sultados sugerem um certo grau de homologia entre as isoformas dependente e

independente de K*.
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