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RESUMO

A enzima oxido nitrico sintase (NOS) é responsavel pela sintese de éxido nitrico (NO)
através da oxidag&o da L-arginina a L-citrulina. Esta enzima € encontrada amplamente
distribuida na natureza. No reinc animal, as isoformas de NOS constitutivamente
expressas séo frequentemente Ca®’-dependentes e envolvidas em processos fisiologicos
enquanto que isoformas de NOS Ca”*-independentes sdo normalmente induzidas a
produzir grandes quantidades de NO em situagbes patoldgicas. Evidéncias da existéncia
de uma via endogena para a sintese de NO no reino vegetal tem surgido nos anos
recentes. No presente trabalho investigou-se a presenca da NOS em algumas espécies
vegetais, avaliando-se a reacdo cruzada de anticorpos produzidos contra NOS de
macréfagos de camundongos e de cérebro de rato com extratos de diferentes tecidos
vegetais, € também medindo-se a atividade NOS pela producdo de L-[U-"“C)-citrulina a
partir de L-[U-'*C]-arginina. Anticorpos contra NOS de macréfagés e NOS de cérebro
detectaram uma proteina de aproximadamente166 kDa em ensaios de Westem blot com
extratos citossélicos de apices radiculares e folhas jovens de plantulas de mitho. A
tmunoiocahzagao usando antacorpos contra NOS cie macrofagos conjugados com
.Isotlomanato de ﬂuorescema revelou esta protema no mtosol das celulas na zona de..
divisdo bem como no nlcleo das células da zona de elongagdo de apices radiculares de
milho. Os extratos citossolicos de apices radiculares e folhas jovens de mitho
apresentaram atividade NOS Ca?-dependente, medida pela sensibilidade aos inibidores
da NOS, como L-NAME, L-NMMA, L-NNA e aminoguanidina. Estes resultados sugerem a
existéncia de uma enzima NOS constitutiva nestes tecidos de milho e que a localizacao

subcelular desta proteina depende da fase de crescimento celular. Extratos citossdlicos



derivados de cultura de células de laranja também apresentaram reaco cruzada com
anticorpos produzidos contra NOS de macrofagos e cérebro. Os extratos citossolicos
derivados da regi&o dos pélos absorventes de raizes de milho apresentaram atividade
NOS muito maior, comparada com os apices radiculares e as folhas jovens. Esta atividade
se mostrou Ca?’-independente, sugerindo a existéncia de uma iscforma induzida nesta
zona da raiz. Uma atividade NOS Ca**-independente também foi detectada em células
méae de graos-de-poélen de café em diferentes estagios de divisdo meidtica sugerindo um
papel para esta enzima no processo de microsporogénese de café. O conjunto de
resultados indica a existéncia, em vegetais, de diferentes isoformas de uma enzima do tipo

NOS que pode ter um importante papel no controle do crescimento e na diferenciacéo

celular.



ABSTRACT

The enzyme nitric oxide synthase (NOS) is responsible for the synthesis of nitric oxide
(NO), from the oxidation of L-arginine to L-citrulline. This enzyme has been found largely
distributed in nature. In the animal kingdom, the NOS isoforms constitutively expressed are
frequently Ca®"-dependent and involved in physiological processes while Ca®*-independent
NOS isoforms are normally induced to produce large amounts of NO under pathological
situations. Evidences for the existence of an endogenous pathway for NO synthesis in the
plant kingdom has emerged in recent years. In the present work we investigate the
presence of NOS in some plant species, by checking the ability of antibodies raised against
mouse macrophage NOS and rabbit brain NOS cross-react with lysates prepared from
different plant tissues and also measured NOS activity, by L-[U-"*C]-citrulline production
from L-[U-'*C}-arginine. Antibodies against macrophage NOS and brain NOS detected a
protein of about 166 kDa in Western blot assays of cytosolic fractions of root tips and
young leaves of maize seedlings. Immunochemical localization, using antibodies against

macrophage NOS, conjugated with fluorescein isothiocyanate, revealed this protein in the

—gytosot of the celis-at-division zone as well-as-in the nucleus of the-celis =t the elongation

zone of maize root tips. Cytosolic fractions of maize root tips and young leaves presented
Ca?'-dependent NOS activity, as measured by the sensitivity to NOS inhibitors, such as, L-
NAME, L-NMMA, L-NNA and aminoguanidine. These results suggest the existence of a
constitutive NOS enzyme in these maize tissues with the subcellular localization of this
protein depending on the phase of celi growth. Cytosolic fraction derived from orange cells

in culture also presented cross-immunoreactivity with antibodies raised against



macrophage and brain NOS. Cytosolic fraction derived from the maize root hair zone
presented a much higher NOS activity compared to root tips and young leaves and this
activity was shown to be Ca®-independent, suggesting the existence of an inducible
isoform in this root zone. A Ca®’-independent NOS activity was also detected in coffee
pollen mother cells in different stages of meiotic division suggesting a role for this enzyme
in the process of microsporogenesis of coffee. The overall results indicate the existence, in
plants, of different NOS-like enzyme isoforms, that may have important role in the control

of cell growth and differentiation.



1.INTRODUGAO
“1.1. O éxido nitrico e seus alvos biolégicos

Nos meados da década de 80, o éxido nitrico (NO) era apenas mais uma molécula
dentre uma longa lista de poiuentes ambientais que estava relacionado a chuva acida e a
processos de destruicdo da camada de ozbnio e carcinogénese. No entanto, cinco anos
se passaram e diversas evidéncias mostraram que esta molécula tem um papel importante
no funcionamento do corpo humano. Em 1992, varios pesquisadores provaram a sintese
de NO no cérebro, artérias, sistema imune, figado, pancreas, (tero, nervos periféricos e
puimdes (Culotta and Koshland Jr, 1892). Ainda nesse ano, devido as indmeras
publicagbes relevantes nesta area, a revista Science elegeu o NO como “a molécula do
ano”. Desde entao, uma enorme variedade de acgdes fisiologicas e patofisiolégicas em
células animais tem sido atribuidas ao NO. A importancia destas descobertas levou Louis
J. lgnarro, Robert F. Furchgott e Ferid Murad, a receberem o Prémio Nobel em Fisiologia e
Medicina em 1998, pelas suas descobertas a respeito do “6xido nitrico como uma

molécula sinalizadora no sistema cardiovascular”.

O NO é uma espécie reativa de nitrogénio, relativamente instavel e, por apresentar
propriedades lipofilicas, pode se difundir com facilidade através das membranas celulares
sem o auxilio de transportadores especificos (Mayer and Hemmens, 1997). Estas
caracteristicas tornam o NO uma moiécula potencialmente téxica.

O NO é capaz de formar complexos com proteinas que contém grupamentos heme,
como hemoglobina, mioglobina, citocromo C e guanilato ciclase (Christopherson and

Bredt, 1997). Muitas das acbes fisiolégicas do NO (vasodilatagao, inibicio da agregacéo
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plaquetaria, neurotransmisséo) sdo mediadas por alteragdes nos niveis de cGMP, devido
a ativagdo da guanilato ciclase, provocada pela ligacdo do NO ao grupo heme desta
- enzima (Moncada ef al., 1991; Griffith and Stuehr, 1995). Em altas concentracées o NO &
tambem capaz de estimular as ciclooxigenases (ligando-se ao grupo heme destas
enzimas) com subseqlente aumento na sintese de prostaglandinas (Stadler ef al., 1993,
Salvemini et al., 1993). Por outro lado, o NO é capaz de inibir o crescimento de células
tumorais inibindo a atividade da NADH:ubiquinona oxidoredutase, da NADH:succinato
oxidoredutase e da cis-aconitase ao interagir com estas enzimas (Christopherson and
Bredt, 1997).

O NO pode também reagir com o &nion superdxido (O;™) formando o peroxinitrito
(ONOQ’) que é altamente toxico (Beckman et al, 1990), sendo produzido em varias
condigbes patoldgicas como inflamagdo crénica e aguda, reperfusdo de orgaos
isquémicos, entre outras (Moro ef al., 1994). O ONOOQO™ é uma espécie altamente reativa
que causa rapida oxida¢dc de grupos sulfidrilas e tioésteres ne também nitracao e
hidroxilagao de compostos aromaticos como tirosina e triptofano (Beckman and Koppenol,
1996). Também causa injirias ao DNA provocando a quebra de fitas Unicas com
mand Oshima, 1997). A ativagédo desta enzima rapidamente reduz a concentracio celular de
seu substréto, o NAD*, diminuindo a velocidade da glicélise, o transporte de elétrons pela
cadeia respiratdria e, como consequéncia, a formagédo de ATP, resultando na disfuncao e
morte celular. Além disto, o dano persistente ao DNA (que ocorre por exempio na
inflamagao cronica) pode aumentar a taxa de mutagénese e o risco de cancer (Kroncke ef

al., 1997). Assim, © mecanismo chave que regula a multipla atividade do NO é o controle



il

de sua sintese.
1.2. As isoformas da 6xido nitrico sintase e suas fungées

O NO é sintetizado em tecidos animais por uma familia de enzimas denominada
oxido nitrico sintase (NOS), composta de pelo menos trés isoformas geneticamente
distintas (Férstermann ef al., 1995). Estas, foram identificadas inicialmente como bNOS,
macNOS e ecNOS por terem sido isoladas originalmente de cérebro, macréfagos e
endotélio, respectivamente. Entretanto, verificou-se posteriormente que estas isoformas
sd0 expressas em muitos outros tipos de tecidos e que, um determinado tecido pode
expressar mais de uma isoforma de NOS. Com o objetivo de evitar confusdo na
nomenclatura, Forstermann ef al. (1991) propuseram uma classificacdo numérica para as
diferentes isoformas de NOS, baseada na ordem historica de purificacéo e isolamento dos
cDNAs das diferentes isoformas. “

A isoforma | (NOS 1) é Ca®-dependente, constitutivamente expressa no sistema
nervoso central e periférico, tendo sido iniciaimente purificada de cerebelo de rato e porco

(Bredt and Snyder 1990 Mayer et al 1990 Schm!dt et al 1991) A NOS I cerebrai

normalmente soiuvef € sua migracgao corresponde a uma massa moiecular de 150-160
kDa em SDS-PAGE - eletroforese em gel de SDS-poliiacrilamida (Bredt and Snyder, 1990;
Schimidt et al,, 1991). O NO produzido por esta isoforma tem um importante papel
fisiologico como neurotransmissor, participando na génese da memédria e na regulacdo do
fluxo sangliineo no cérebro (Moncada ef al., 1991; Christopherson and Bredt, 1997). Por
outro lado, a excessiva producéo de NO pela NOS | pode provocar injaria neuronal

durante o derrame, a neurodegeneragao aguda e cronica e o ataque epiléptico (Bredt and
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Snyder, 1994, Garthwaite and Boulton, 1995).

A NOS 11 (originalmente descoberta em macréfagos) € encontrada normaimente em
condigbes patologicas, produzindo altas concentragbes de NO, representando um
componente importante na afividade antimicrobial e antineopiasica. Dependendo da
espécie, a atividade da NOS Il & grandemente ou completamente independente de Ca®".
Sua expressdo € induzida por agentes como lipopolissacarideos bacterianos (LPS) e
citocinas (IFN-y, entre outras), em quase qualquer tipo de célula (Lowenstein et al., 1993;
Xie et al, 1993). Nao se sabe ainda se algumas células podem expressar a NOS i
constitutivamente. Assim como a isoforma |, a NOS-Il é predominantemente uma enzima
soluvel (Stuehr et al, 1991; Hevel ef al., 1991). Em SDS-PAGE, a enzima purificada, a
partir de macréfagos de camundongos induzidos, apresenta uma massa molecular de 125-
135 kDa (Stuehr et al., 1991; Hevel et al., 1991).

A terceira isoforma, NOS lil, ¢ Ca®*-dependente e constitutivamente expressa em
células endoteliais. Esta isoforma purificada a partir de células endéteﬁais de zorta de boi,
nativas ou mantidas em cultura, apresenta uma massa molecular de 135 kDa em SDS-

PAGE (Poliock et al., 1991). Diferentemente das outras isoformas, a NOS-lil é mais do

que 90% particulada (Forsterman et al.,, 1991) sendo que a miristoilagéo__ da glicina N-

terminal é responsavel pela associacdo desta isoforma a membrana (Poilock et al., 1992).
O NO produzido pela NOS endotelial esta envolvido na regulagio da pressédo sangiiinea,
na distribuicdo do fluxo sangiiineo para os orgdos e na inibicdo da agregacdo e adesdo
plaquetaria (Moncada et al., 1997). A producao diminuida de NO pelo endotélio vascular
esta relacionada com a patofisiologia da diabete, a hemorragia subaracnoéide, a injaria que

ocorre na reperfusdo de orgdos isquémicos e também com o derrame (Vane, 1994;
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Harrison, 1997).
 1.3. Estrutura da NOS

Apesar das diferengas quanto ao mecanismo de reguiagio, peso molecular,
seqiiéncia de aminoacidos, distribuigdo tecidual e ativacao por caicio intracelular, as trés
isoformas de NOS ja caracterizadas apresentam uma estrutura comum composta por dois
dominios. O dominio redutase que aparece na extremidade C-terminal e contém os sitios
de ligagdo para NADPH, FAD, FMN e CaM, enquanto que, o dominio oxigenase N-
terminal apresenta sitios de ligag&o para L-arginina, BHs e 0 heme. A NOS ativa apresenta
uma estrutura dimeérica formada pelo alinhamento dos dominios oxigenase, com os
dominios redutase ligados como extensdes independentes (Stuehr, 1997). A ligacdo de
BHs e L-arginina estabilizam de maneira sinergistica a forma dimérica da NOS tornando-a
resistente a dissociacéo na presenga de SDS (Kiatt ef a/., 1995). Todas as isoformas de
NOS sdo estritamente dependentes de CaM, gque parece facilitar a transferéncia de

elétrons dentro do dominio redutase. Uma diferenca importante entre as isoenzimas

entretanto & que nas NOS tipo | e lll, a ligagao de CaM e a ativagio da enzima responde
as .concehtrag,ées ﬁéfoiégiéés de Caz‘*,.en.quant.o que, a NOS |l apresenta CéM ﬁ.rméme.n.te
ligada, sendo por isto totaimente ativa nas mais baixas concentracdes de Ca®
encontradas em condigtes fisiologicas. Por isto a NOS I é sempre referida como Ca®*-
independente em contraposi¢do as outras duas isoformas Ca®*-dependentes (Mayer and

Hemmes, 1997).



14

1.4. A biossintese de NO

A sintese de NO ocorre através de uma reagéo em dois passos onde a L-arginina é
primeiramente oxidada ao intermediario N-hidroxi-L-arginina (NOH-Arg) e, posteriormente,
através da oxidagao deste, sio produzidos NO e L-citrulina (Figura 1). Esta reacdo ocorre
com a participacao de cofatores redox (Leone ef al,, 1991; Mayer ef al., 1991; Marletta,
1993; Stuehr, 1997) que sao necessarios para a atividade da NOS, tais como: (1) NADPH,
que é o verdadeiro doador de elétrons nas duas etapas da reagao; (2) FAD e FMN,
cofatores que canalizam os eleétrons do NADPH para o heme; (3) Heme, onde o ferro
reduzido pela transferéncia de um elétron vindo do NADPH se liga ao oxigénio molecuiar,
que € entdo clivado, liberando um atomo de oxigénio como agua, sendo o outro
incorporado em umn dos nitrogénios guanidinos terminais da arginina para produzir o
intermediario NOH-Arg; em sequida, a ativagdo de oufra molécula de oxigénio facilita a
oxidagdo do NOH-ATrg, produzindo agua, NO e L-citrulina; (4) Caimédulina {CaM}, que tem
o papel de desencadear a transferéncia de elétrons das flavinas para o grupo heme e

finaimente (5) Tetrahidrobiopterina (BH,), com fungéo ainda pouco esclarecida, mas de

grande :mportancla para a catahse da reagao de smtese de NO a partlr da i_-arg:mna Na

auséncia desse cofator aiguns produtos tais como anion nitroxila (NO") e L-citrulina
podem ser formados pela NOS, mas somente com a adigao de substratos como NOH-Arg
e NADPH (Rusche ef al., 1998).

Analogos da L-arginina (Figura 2), com substituicbes no nitrogénio guanidino
terminal, tém-se mostrado altamente seletivos na inibigao de varias isoformas da NOS,
dando suporte para o estudo e classificacdo das isoformas (Whittle, 19985). Neste contexto,

varios analogos da L-arginina tais como N-monometil- L-arginina (L-NMMA), N-nitro-L-
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Figura 1- Participacao da NOS nas reacdes 1 e 2 que levam a conversio da L-

arginina em L-citrulina e NO (Griffith and Stuehr, 1995),
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Figura 2 — Estrutura da L-arginina e dos inibidores da NOS.
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arginina (L-NNA) e N-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME) s@o descritos como potentes
inibidores das isoformas constitutivas e Ca*'-dependentes (Whittle, 1995). Em contra
~ partida, a aminoguanidina (AMG) que nao é simplesmente um analogo da L-arginina, foi
relatado como um importante inibidor da isoforma induzida e Ca**-independente (Misko ef
al, 1993). No entanto, todos estes compostos podem prontamente causar inibicao das

diferentes isoformas da NOS, mas em diferentes niveis (Whittle, 1995).
1.5. NOS em organismos inferiores

A expressao da NOS n&o esta restrita a mamiferos, uma vez que ja foi detectada
em praticamente todas as classes de animais inferiores, sugerindo assim que seu
aparecimento ocorreu no inicio do processo evolutivo. Esta enzima ja foi detectada em
todos os grupos de veriebrados (Schober et al, 1994; Zielinski et al, 1996). Em
invertebrados a NOS foi encontrada inicialmente na Classe Cruétécea (Radomski and
Martin, 1991). Posteriormente, foi observado que esta enzima parece estar presente em

praticamente todo o Filo Invertebrado (Martinez, 1995), inclusive no celenterado Hydra

vulgaris, 0 mais primitivo invertebrado com sistemna nervose, onde a NOS participaria do

mecanismo .de al.i.méhtégéc, pdr provocar a movimentacdo dos tentaculos (Colasanti ef al.,
1995).

A NOS de Drosophila ja foi sequenciada e mostrou possuir 43% de identidade total
com a NOS de rato (Reguiski and Tully, 1995). Em um tipo de percevejo hematéfago, foi
demonstrado que o NO produzido nitrosila uma hemeproteina (nitrosilhemeproteina) da
glanduta salivar deste inseto, que age como um vasodilatador e anti-agregante plaquetario

no momento da succdo do sangue, um efeito comparavel ac da NOS-lil de mamiferos
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(Ribeiro and Nussenzveig, 1993). No bicho da seda, a NOS do tecido lipidico é induzida
por lipopolissacarideos bacterianos, enquantc que, nos tubulos de Malpighi, duas

Em Trypanosoma cruzi, a NOS apresenta-se com atividades similares as descritas
em tecidos endoteliais e nervoso de mamiferos (Paveto ef al., 1995). No reino Fungi, em
Physarum polycephalum, também foi relatada a acorréncia de uma enzima com massa
molecular em tormno de 130 kDa com atividade semelhante 4 da NOS induzida de
macrofago. Esta tem sua atividade aumentada durante a mitose, principalmente na fase
“8” do ciclo celular (Werner-Felmayer et al,, 1994). A atividade da NOS em Neurospora
crassa foi tambemm relatada e a produgdo de NO relacionada ao processo de
fotoconidiacdo deste fungo (Ninnemann and Maier, 1996). Chen e Rosazza (1995)
purificaram e caracterizaram uma enzima de bactéria (Nocardia Species) com atividade
semelhante a da NOS, a qual estaria envolvida no mecanismo de infeccédo e viruléncia

deste microorganismo.
1.6. NO e NOS em vegetais

Evidéncias récerztes suportam a existéncia de um sistema enzimatico para a sintese
de NO no reino vegetal, a semelhanga do encontrado em animais. Atividade éxido nitrico
sintase em ceélulas vegetais, determinada pela formacdo de L-citrulina a partir de L-
arginina foi primeiramente observada em raizes de mucuna (Mucuna hassjoo) (Ninnemann
and Maier, 1996) bem como em raizes e nodulos de tremogo branco (Lupinus albus) onde
atividade NADPH-diaforase foi também localizada (Cueto ef al., 1996). Caro e Puntarulo

(1998) demonstraram a produgdo de NO através da técnica de ressonancia eletrénica
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paramagnética (EPR) em extratos de fragéo citossélica de eixo embrionario de soja. Foi
sugerido que uma fragéo deste NO produzido, poderia ter sido gerada pela nitrato
redutase, a qual converte nitrato a nitrito e esse a NO, em condiges acidas, e a outra
fracao, provalvemente, via uma enzima do tipo NOS. Essa producio poderia atuar como
um sistema antioxidante reduzindo a produgdo de radical superdxido (0.") pelos
Microssomos.

A participag&o de uma enzima do tipo-NOS no mecanismo de defesa de plantas ao
ataque de patégernos foi recentemente demonstrada (Delledonne ef al., 1998; Durner et
al, 1998). Quando piantas s&o atacadas por determinado patdgeno, para o qual
apresentam resisténcia, estas podem desenvolver uma reacéo de hipersensibilidade, que
e caracterizada por uma necrose local do tecido. Esta reagdo impede o estabelecimento
do patogeno na planta e pode também ser induzida por aplicag&o de eliciadores, que séo
compostos sintéticos ou isolados a partir do patoégeno, capazes de induzir a produgao de
fitoalexinas, substancias produzidas pela pianta, consideradas corﬁo protetoras ao ataque
de patégenos (Hammond-Kosack and Jones, 1997; Lamb and Dixon, 1897).

Ja esta bem estabelecido que a reagdo de hipersensibilidade em plantas resistentes

é desencadeada por uma rapida produc&o de espécies reativas de oxigénio, como o

radical superdxido (O.") e o peréxido de hidrogénio (H20,), como resultado da ativacéo de
uma NADPH oxidase de membrana plasrnatica (Lamb and Dixon, 1997). Este disparo
oxidativo afeta a estrutura da parede celular (Bradley ef al., 1992) e induz a expressao de
varios genes da planta envolvidos na protecao e defesa celular (Levine et al,, 1994 Jabs
ef al., 1997), bem como € necessario para iniciar o processo de morte celular do

hospedeiro (Lamb and Dixon, 1997; Levine et al., 1994). Entretanto, este disparo oxidativo
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nao é suficiente para explicar a reacdo de hipersensibilidade que confere forte resisténcia
da planta ao patogeno (Jabs ef al, 1997; Glazener et al, 1996). Recentemente, foi
demonstrado que © NO, aplicado ou produzido endogenamente por uma enzima do tipo
NOS, e capaz de potencializar a ag&o de intermediarios reativos de oxigénio, na indugao
de morte celular por hipersensibilidade, em células de soja em cultura (Delledonne et al.,
1988). O NO foi também capaz de induzir, independentemente das espécies reativas de
oxigénio, a expressao de genes envolvidos na sintese de fitoalexinas. Inibidores da
sintese de NO comprometeram a resposta de folhas de Arabidopsis ao ataque de
Pseudomonas syringae, permitindo o crescimento da bactéria e o desenvolvimento da
doenca. A inoculacéo de folhas de fumo com o virus do mosaico do fumo, induziu uma
atividade NOS no material resisténte, mas nao no suscetivel. Ainda, a administracdo de
substancias doadoras de NO ou a introducédo de NOS de mamiferos em folhas ou células
em suspensao de fumo induziram a sintese de proteinas relacionadas com mecanismos
de defesa da planta (Durner ef al., 1998). Estes resultados demonstféram que uma enzima
do tipo NOS constitui um componente importante para a reacéo de hipersensibilidade das

plantas resistentes.

Embora ex:stam poucos reglstros sobre a fungao do NO em vegetals alguns

t;;ba!hos tem mostrado que o metabohsmo vegetal pode ser influenciado por este radical.
A exposi¢éo de Picea abies ao NO foi capaz de provocar um rapido e alto incremento na
concentragdo de cGMP (Pfeiffer ef al, 1994), provavelmente através da ativagdo da
guanilato ciclase, um conhecido alvo do NO em células animais (Schmidt and Walter,
1994). A ativagéo da guanilato ciclase poderia, também, explicar a observacdo de que
substancias liberadoras de NO s&o capazes de estimular a germinagéo e as alteragbes no

requerimento de luz para a quebra de dorméncia, mediada por fitocromos, em sementes
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de Paulownia tormentosa (Giba et al, 1994). isto porque, é conhecido que o cGMP,
produto da guanilato ciclase, participa do mecansimo de fototransdugdo mediado por
fitocromos (Bowler et al, 1994). Substancias doadoras de NO, quando aplicadas em
baixas concentracdes provocaram a expansao em folhas de ervilha (Leshem and
Hamaraty, 1996) enquanto que, em altas concentragbes, estes compostos foram capazes
de induzir a producgao de fitoalexinas em tubérculos de batata (Noritake ef al, 1996) e de
reduzir a velocidade de amadurecimento ou senescéncia de frutos e flores de diversas
espécies de plantas, provaveimente devido a inibicdo da sintese ou acdo do etileno
(Leshem ef al., 1998).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Gouvéa ef al., 1897) mostraram
que a aplicagio exodgena de NO ¢ capaz de induzir o crescimento de raizes de milho (Zea
mays L.). A elongacao de pontas de raizes de milho foi estimulada quando estas foram
expostas a concentragdes nanomolares de substancias capazes de liberar NO, tais como,
nitrosoglutationa, nitrosocisteina e nitroprussiato de sédio. Esta ind&géo de crescimento foi

previnida por azul de metileno, conhecido antagonista da acdo do NO. Esses resultados

sugeriram a possibilidade desse radical participar da via de sinaliza¢do envolvida com o



22

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material vegetal

Os materiais vegetais, citados abaixo, foram selecionados para a realizacdo dos
ensaios experimentais por representarem diferentes modelos de crescimento e
diferenciacéo celular, pela facilidade de obtencao de material e/ou pela vantagem de
existirem estudos anteriores mostrando respostas de crescimento destes tecidos ao NO.

Sementes de mitho (Zea mays L., cv. Maia Normal) foram esterilizadas e colocadas
para germinar em condigcGes assépticas, no escuro, em cdmara incubadora B. O. D. (mod.
347 CD, FANEM, Brasil), a 30 °C. Como suporte para germinagao, foi utilizado papel de
filtro embebido em agua bidestilada na presenca ou auséncia de EGTA 1 mM. Depois de 3
dias de germinagao, segmentos apicais de raizes primarias (com aproximadamente 5 mm
de comprimento), segmentos da regido dos pélos absorventes e das folhas jovens foram
utilizados como amostras. As sementes foram cedidas pela Dra. Maria FElisa A. G. Z
Paterniani do Centro de Plantas Graniferas do Instituto Agronémico de Campinas.

Culturas de celulas de laranja doce (Citrus sinenses (L) Osbeck cv. Pera),

nrovenientes de.cuitura de calos esial

e

mantidas em meio liquido de Murashige & Skoog (1962) com vitaminas de Murashige &
Tucker (1969), acrescido de sacarose 50 g/L, myo-inositol 0,1 g/L, extrato de malte 0,5
g/L, 6-benzil aminopurina (6BA) 10 mg/L, sob agitacao constante de 150 rpm em agitador
rotatorio (série 25, New Brunswick Scientific Co., Inc.) a 26°C, no escuro. Estas células
foram peneiradas em peneiras de 45 pm, lavadas em meio contendo Tris-HCI 50 mM (pH

7.4) contendo EDTA 1 mM, sedimentadas a 1000 x g por 2 min e utilizadas para a



extracdo de proteinas. Os calos e células de laranja doce em suspensdo foram
gentiimente cedidos pela Dra. Beatriz M..J. Mendes do CENA-USP.

 Botdes florais de café (Coffea arabica |.., c.v. Bourbon amarelo) foram coletados do
banco de germopiasma do Instituto Agrondmico de Campinas de acordo com técnicas
descritas por Pinto-Maglio (1987).

Os ramos de cafe foram coletados no més de setembro, num estagio de
desenvolvimento contendo botbes florais em fase de dorméncia. Estes ramos foram
colocados em vasos contendo agua para a inducdo da divisdo meidtica das células mae
do péien (microsporogénese). Posteriormente, foram aspergidos abundantemente com
agua e cobertos com plastico para deixa-los numa temperatura levemente superior &
temperatura ambiente. Apos 24 horas iniciaram-se exames citologicos periédicos, ao
microscopio, para detectar o inicio da microsporogénese. Logo que se constatou o inicio
da divisAo meidtica, prosseguiram-se os exames periddicos, com freqliéncia de duas
horas, afim de determinar as diferentes fases da divisdo celular.

As células que se encontravam nas fases de paquiteno ou diacinese, metafase | e
tétrade da microsporogenese foram coletadas separadamente e processadas para a
determinacgao da atividade da NOS como descrito adiante.

Para os exames citolégicos, os botdes florais foram fixados em Carnoy (dicool
etilico:acido acético glacial na proporcdo 3:1 (viv)) e corados com carmim acético. As
observagoes e registro das fases da microsporogénese destes botdes foram realizadas no

Instituto Agronémico de Campinas utilizando-se microscépio de contraste de fase.
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3.2. Animais

- Foram utilizaados camundongos, machos e fémeas, da linhagem BALB/ccom 8 a 9
semanas de idade, para o preparo de lisados de tecido cerebral e de macréfagos
peritoniais. Os amnimais foram obtidos do Centro Multiinstitucional de Bioterismo
(CEMIB/UNICAMP) e mantidos em ambiente com temperatura controlada, com agua e

racdo ad libitum até& a sua utilizacdo nos experimentos.
3.3. Extracdo de proteinas
3.3.1. Extratos vegetais

As proteinas dos tecidos de milho ou células de laranja (0,5 g/mL) foram extraidas
em tampao contendo Tris-HCl 100 mM (pH 7,4); 4cido etilenodiamiﬁotetracético (EDTA) 1
mM; sacarose 250 mM; KCI 20 mM; ditiotreitol (DTT) 10 mM; fenil-metitfluoridosulféxido
(PMSF) 50 ug/mL; benzamidina 100 uM e antipaina 50 uM. As amostras foram maceradas
gramulos. Os macerados, com pH abaixo de 6,5 foram ajustados com NaOH 0,8 M para
pH 7.2 e a seguir foram centrifugados em duas etapas (Figura 3), primeiro a 3.000 x g por
20 min (extrato bruto) e finalmente a 12.000 x g por 15 min (extrato citossélico) a 4 °C.
Uma parte do sobrenadante resultante foi concentrado (extrato citossélico concentrato)
utilizando-se membrana Centricon-10 {(Amicon, Beverly, MA, USA). Ao sobrenadante foi

adicionado o tamp&c de amostra para eletroforese (Sigma, 2x concentrado), contendo
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SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,004% e Tris-HCI 125
mM pH 8,8, na proporcao de 1:1 (v/v). Esta suspenséo foi fervida por 5 min e centrifugada
por 2 min em microcentrifuga Eppendorf a temperatura ambiente. O sobrenadante
resultante foi dividido em aliquotas, que foi armazenado em Biofreezer a -70 °C, para ser

utilizado nos ensaios de Western blot.

Macerado

centrifugacao 3.000 x ¢/20 min

sobrenadante (extrato bruto)

centrifugagao 12.000 x g/15 min

Sobrenadante Sobrenadante

(extrato citossolico)
Centricon-10

Concentrado
(extrato citossélico concentrado)

ngura 5T Esquemadopreparo deextratosvegetaisparaa uu[;zagao om ensaios de

Western blot.

3.3.2. Lisado de macréfagos

Os camundongos foram estimulados para o elicitamento de macréfagos, com

injecdo intra peritonial (3 mL) de meio de tioglicolato a 3% (GIBCO). Apés 4 dias, as
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células foram coletadas da cavidade peritonial com 3,0 mL de meio de cultura RPM{ 1640
(Sigma). Essas foram sedimentadas por centrifugagdo a 1200 rpm por 10 min em
centrifuga (REVAN) refrigerada a 4° C, ressuspensas em meio RPMi e a concentracao da
suspensao celular ajustada para 2,0x10° células/mL, com o auxilio de uma cadmara de
Neubauer. Esta suspenséao celular foi empregada para a preparacéo de monocamadas de
células em placas de Petri descartaveis de 100x20 mm (CORNING). Nestas, foram
semeadas 1x107 células/5,0 mL de meio RPMI com SFB a 10% (Nutricel) e 50 ug/mL de
gentamicina (Sigma), que foram incubadas por 2 horas a 37°C, em estufa umidificada com
CO; a 5%. Apos a remocgao das celulas nado aderidas (lavagem com PBS pH 7,2), as
monocamadas (80% de macrofagos) foram incubadas em meio RPMi com SFB a 10%,
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) 20 ng/mL e interferon gama (IFN-y) 56 Ul/mL para a
indugdo da NOS tipo Il (Ding et al., 1988). Os procedimentos até esta etapa foram
realizados em condicbes assépficas.

Apds 12 horas, a 37°C, em estufa com atmosfera de 5% de CO,, as células foram
lavadas 3 vezes com PBS pH 7,2 para a remogdo dos indutores e excesso de proteinas

do meio. Posteriormente, 1mL de tamp&o de amostra para eletroforese foi adicionado a

cada placa de Petri e com o auxilio de espatulas, as células lisadas foram coletadas. Os
lisados celulares foram fervidos por 5 mim, em banho-maria e centrifugados por 5 min a
12.000xg (Centrifuga Eppendorf 5415C) para a remogdo dos restos celulares. Os
sobrenadantes resulitantes foram separados em aliquotas e armazenados em Biofreezer a

-70 °C. Estes foram utilizados como controle da NOS tipo Il nos ensaios de Western blot.
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3.3.3. Lisado de cérebro

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical para a retirada do
tecido cerebral. Esse foi rapidamente homogeneizado, com auxilio do Potter-Elvehjem, em
5 volumes do tampaéo de lise (SDS 1%, vanadato de sdodio 1,0 mM e Tris-HCI 10 mM pH
7,4) e fervido por 15 segundos em forno microondas. O lisado resuitante foi centrifugado
por 5 min a 12.000xg (centrifuga Eppendorf 5415 C), a temperatura ambiente, para a
remogao do material insoltvel. Ao sobrenadante foi adicionado tampao de amostra para
eletroforese (Sigma, 2x concentrado) na proporcao de 1:1 (v/v). Esta suspensao foi fervida
por § min e centrifugada por 2 min em microcentrifuga Eppendorf a temperatura ambiente.
O sobrenadante resultante foi dividido em aliquotas e armazenado em Biofreezer a -70 °C

para ser utilizado como controle positivo da NOS tipo | nos ensaios de Westem blot.

3.4. Dosagem de proteina

As concentragbes de proteinas das amostras utilizadas para os ensaios de Westemn

BSA 1 mg/mL como padréo.

3.5. Western blot

Os extratos de proteinas totais (150 ug para extratos vegetais, 10 ug para lisado de

macrofago e 50 pg para lisado de cérebro) preparados como descrito acima, foram
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submetidos juntamente com o padrio de massa molecular (LMW eletrophoresis,
Pharmacia Biotech), a eletroforese em SDS-PAGE (Laemmli, 1970) utilizando Mini-
Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), com gel de empilhamento a 3%,
gel de separacdo a 7% e corrente elétrica de 25 mA por gel durante 2 h. Apds a separacéo
eletroforetica, as proteinas foram transferidas (Mini Trans Biot Eletrophoresis Transfer
Cell, Bio-Rad) eletroforeticamente (Towbin ef al., 1979, com modifica¢ées) para membrana
de nitrocelulose 0,45 um (Schleicher & Schiill, Keene, NH, USA) durante 2:00 h a 180 mA
em tampé&o Tris base 25 mM (Sigma), glicina 192 mM, SDS 1% (Sigma) e etanol 18,4%
(Merck). Para checar a eficiéncia de transferéncia, o gel foi corado por 30 min em
metanol:acido acético:agua 5:1:15 (v/v/v) e Comassie Brilliant Blue R (Bio-Rad) 0,25% e
descorado em acido acetico.metanol:agua 3:2:35 (viviv).

As proteinas na membrana de nitrocelulose foram visualizadas por coloragéo
reversivel com Ponceau (0,2%), acido acético (0,1%), &cido tricloacético (3,0%) e acido
sulfosalicilico (3,0%). Posteriormente, a membrana foi lavada corﬁ agua destilada para
retirada do corante e bloqueada por 1 h a temperatura ambiente em tampao Tris salino
[TBS - 20 mM Tris (pH 7,6), NaCl 137 mM] contendo 0,05% Tween 20 (TBS-Tween) e 5%

de leite em pd desnatado. Apds trés lavagens em TBS-Tween, a membrana foi incubada

overnight a 4 °C com anticorpo IgGza anti-macNOS de camundongo 0,5 pg/mL ou com
imunoglobulina policlonal de coelho anti-bNOS de pituitaria de rato 2 pg/mL (Transduction
Laboratories, Lexington, KY, USA).

Apoés a incubagao, a membrana foi lavada seis vezes durante 1 h com TBS-Tween
e tratada com uma solugdo contendo 2 pg/mL do anticorpo secundario (IgG de coelho

anti-lg de camundongo para revelar anti-macNOS ou IgG de carneiro anti-ig de coelho
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para revelar o anti-bNOS, ambos conjugados com peroxidase (HRPO), preparados e
cedidos gentiimente pela Dra. Wirla M. S. C. Tamashiro, Laboratério de Inflamacgao do
Departamento de Microbiologia e Imunologia-UNICAMP). Para a revelacao, a nitrocelulose
~ foi lavada seis vezes, durante uma hora, com TBS-Tween e exposta a uma solug¢éo de 3,
3’-diaminobenzidina 0,6 mg/mL, Tris-HC! 50 mM pH 7,4 e H,0, 0,003%.

O peso molecular medio da proteina de interesse, reconhecida pelos anticorpos
anti-NOS, foi calculado com base na curva de migracao (Rf vs. log) das proteinas, miosina
(212 kDa), a-macroglobulina (170 kDa), B-galactosidase (116 kDa), transferina (76 kDa) e
desidrogenase glutamica (53 kDa), do padrao de massa molecular (LMW electrophoresis,

Pharmacia Biotech).
3.6. Preparo de material para imunofluorescéncia

Apices radiculares de milho foram segmentados rlongitudinaimente ou
transversalmente, mantendo as regifes da coifa, meristema apical e regido mais distai
contendo tecidos meristeméaticos. Estes foram imersos em solugdo contendo Tris-HCI 20
em solucdo contendo formol e TMK na proporgéo 1:6 (viv). O material foi lavado em TMK
trés vezes durante 15 minutos, permeabilizados em TMK contendo TritonX-100 0,2% (30
min) e lavados trés vezes durante 15 minutos com TMK.

Para reduzir as ligagbes inespecificas, os segmentos foram pré-incubados durante

1 hora em TMK-BSA 3% e posteriomente incubados overnight a 18 °C com IgG,. anti-

macNOS conjugado com isoticianate de fluoresceina (FITC) 10 pg/ml (Transduction
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Laboratories) ou com uma IgG;; irrelevante (mAb anti-proteinase do Trypanosoma cruzi
conjugado com FITC, 250 pg/mL, preparado e cedido gentiimente pela Dra. Wirla M. S. C.
Tamashiro), ambos diluidos em TMK-BSA 3%. O excesso do anticorpo foi removido por
quatro lavagens com TMK-BSA 3% durante duas horas. Apos estes tratamentos, os

segmentos foram montados entre lAminas e laminulas e imersos em solucdo TMK

contendo glicerol 50% e examinados sob ¢ sistema de laser confocal (MRC 10240V, Bio-
Rad), equipado com laser Argbnio-Kripténio (Ar-Kr), laser UV e acoplado ao microscopio
invertido Axiovert 100 (Zeiss). O comprimento de onda utilizado para a excitacdo do FITC
foi de 488 nm (laser Ar-Kr) e para aquisicéo e processamento das imagens foi empregado

um microcomputador Pentium 150 MHz (Compagq) equipado com o programa OS/2.

3.7. Atividade da NOS

A atividade total da NOS em tecidos vegetais (milho, café e laranja) foi determinada
pelo método da producéo de L-[U-'*C] citrulina a partir da L-{U-*C] arginina (Rees et al.,

1895).

O teczdo vegetal (500 mg) f01 homogenezzado durante 1 “min com aux:ho de um

ptStEiO (Aggregat PT-DA 3007/2) acoplado a um politron (PT 3100, Kinematica AG
Dispersing and Mixing Technology, Switzerland) em 200-300 pulL do tampdo de
homogeneizacdo gelado [Tris-HCl 50 mM pH 7.4; sacarose 320 mM; DTT 5 mM;
leupeptina (Sigma) 10 ug/mL,; inibidor de tripsina de soja 10 ug/mi (Sigma); aprotinina 2
pug/mL (Sigma) e PMSF 1 mM (Sigma)]. Para os extratos de café, que se oxidam com

maior intensidade, utilizou-se 10 mM de DTT no tampzo de homogeneizacio, além de 10



mM de glutationa reduzida.

O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. Quarenta
microlitros do sobrenadante resultante foi misturado em 100 uL do tampéo de ensaio para
atividade da NOS [KHzPO4 50 mM pH 7,2; MgCl; 1 mM; CaCl; 0,2 mM; valina 50 mM; L-
citrulina 20 uM; L-[U-"*C] arginina 60 uM (0,05 uCi); DTT 1 mM; B-NADPH 100 uM, (6R)-5,
6, 7, 8-tetrahidrobiopterina (H4B) 50 uM; FAD 3 uM; FMN 4 uM; CaM (CaM) 3,5 ug/mL].

Apds a incubagio, a reagdo foi interrompida com a adicdo de 1mL de uma
suspenséo de Dowex- Ag 50W (200-400, 8% carregada com Na' em agua destilada) pH
5.5 na proporggo de 1:1 (v/v). Posteriormente, a resina foi removida por centrifugacao a
5000 x g por 10 min e o sobrenadante coletado. Quatrocentos microlitros deste
sobrenadante foi homogeneizado em 3 mL de liquido de cintilagio para a determinagdo da
radioatividade em contador de cintilagdo (Beckman, LS 6000). A eficiéncia da resina na
adsorsdo da L-[U-"*C] arginina foi conferida em reacao conduzida na auséncia de
amostras e também em reagdo sem a adicdo de Dowex.

A atividade da NOS nas amostras foi avaliada pela conversao da L-{U-"C] arginina
a L-[U-"*C] citrulina na auséncia (controle) ou na presenca de inibidores especificos da

NOS, sendo que a atividade da NOS consiste na diferenca entre estes tratamentos. Como

controles internos foram utilizados lisados cerebrais e de macréfagos de camundongos
para verificar a presenca de atividade NOS constitutiva/Caz"«-dependente e induzida/ Ca**-
independente, respectivamente. A possibilidade de conversao néo enzimatica da L-[U-"*C]
arginina foi eliminada uma vez que n3o se observou formagao de L-{U-'*C] citrulina,
quando os extratos de proteinas foram fervidos.

Como inibidores, foram usadas solugdes de L-NAME, AMG, L-NNA, L-NMMA a 3
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mM que foram adicionadas independentemente ou em combinagéo no tampao de ensaio
para NOS. Para a determinacdo da atividade dependente ou independente de calcio
(Ca®*y as amostras foram também incubadas na presenca de EGTA 2 mM.

A concentracgao de proteina para estes ensaios foi determinada pelo método de
ligagdo com o Coomassie blue, utilizando o reagente de determinagdo de proteina (Bio-

Rad) e BSA como padrao.



4, RESULTADOS E DISCUSSAQ
4.1. Imunoreatividade de tecidos vegetais com anti-NOS de mamiferos

Com o objetivo de detectar a presenca de uma enzima tipo NOS em plantas,
extratos celulares de alguns vegetais foram testados em ensaios de Western biot com
anticorpos produzidos contra isoformas de NOS de origem animal. A alta conservacio
filogenética que tem sido cbservada entre as diferentes isoformas da NOS (Férstermann
et al., 1995) deram suporte a realizagdo deste tipo de investigacao. Ja foi mostrado que a
seqliéncia total de aminoacidos, deduzida a partir do ¢cDNA das trés isoenzimas humanas,
apresenta cerca de 59% de identidade. Entre as espécies, as seqiiéncias dos aminoacidos
s@o mais que 90% idénticas para as NOSs | e (Il e maior que 80% para a NOS i
(Forstermann et a/., 1995).

Como pode ser observado na Figura 4, anticorpos produz“idos contra a NOS I,
proveniente de macréfagos (anti-macNOS) reconheceram uma proteina de massa
molecular de aproximadamente 166 kDa nos extratos citossélicos de apices radiculares de
mitho. Ccmo esperado uma proteana de aprommadamente 130 ki}a estava presenie no
.ilsado de macrofago dé“ camundongo ..... A reac};o ..... munoiogzca nos tecndos vegetais f{}l
melhor evidenciada nas amostras que foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15
minutos a 4 °C e concentradas utilizando-se membranas Centricon-10 (extrato citossolico
concentrado). Assim, este procedimento foi escolhido para o preparo dos extratos vegetais

a serem utilizados Nos ensaios subsequentes de Western blot.

Além dos apices radiculares, extratos preparados a partir de folhas jovens de mitho




166 kDa

130 kDa

Figura 4- Westernn blot utilizando anticorpo contra a oxido nitrico sintase de
macréfago (NOS tipo ll). M, padrdo de massa molecular, A-C, exiratos de apices
radiculares de milho, sendo A, extrato brufo; B, extrato citossdlico; C, extrato citossdlico

concentrado e D, lisado de macréfago de camundongo induzido.
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também apresentaram reacéo positiva para o anticorpo anti-macNOS, enquanto aqueles
provenientes da regido dos pélos absorventes da raiz de mitho nao foram capazes de
reagir comn este anticorpo (Figura 5). Estes resultados indicaram que a imunoreatividade
dos tecidos de milho, para o anticorpo anti-macNOS, esta restrita aos tecidos que contém
grande propor¢ao de células meristematicas ou que, a proteina com imunoreatividade
para NOS esteja em concentragdes mais baixas em tecidos diferenciados, desta forma
ndo sendo detectada pelo immunobiotting. E provavel também que as proteinas nesses
tecidos possuam um epitopo diferente das demais isoformas da NOS.

O anticorpo anti-macNOS também reconheceu uma proteina de aproximadamente
166 kDa nos extratos citossélicos de laranja indicando que uma proteina com similaridade
a NOS de macrofagos também estd presente nestas células (Figura 8), sugerindo que
esta proteina pode estar presente em diversas espécies vegetais.

Quando se utilizou anticorpos policlonais produzidos contra a NOS | de pituitaria
rato, (anti-bNOS), os extratos de apices radiculares ou folhas joﬁens de milho tambeéem
apresentaram uma proteina de aproximadamente 166 kDa com reagdo imunolégica
positiva (Figura 7), enquanto uma proteina imunoreativa nos extratos de laranja
apresentou massa molecular de aproximadamente155 kDa, o mesmo da NOS de cérebro
(Figuras) e .

As Figuras 5-8 mostram que extratos vegetais apresentam também proteinas de
massas moleculares inferiores a 166 kDa (103-109 kDa, 67 kDa e 54 kDa) com reacgdes
cruzadas tanto para os anticorpos contra NOS induzida quanto para NOS constitutiva,
indicando uma possivel rea¢éo inespecifica com outras proteinas que s@o diferentes da
NOS. No entanto, estas bandas podem ser atribuidas ao processo de degradacgio durante

a extracado de proteinas, que pode ocorrer caso o tampdo de exiragio n&o esteja
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Figura 5- Imunoreatividade de diferentes tecidos de milho contra NOS do tipo il. M,
padrdo de massa molecular; A, lisado de macréfago de camundongo induzido; B-D,
extratos citossélicos concentrados de plantulas de milho sendo B, apice radicular; C,

folha jovem; D, regido dos pélos absorventes.

4— 1686kDa
@~ 130 kDa
% 105kDa

Figura 6- Immunoblotting da NOS do tipc I com tecidos de mitho e laranja. M,
padrao de massa molecular; A, fisado de macrdfago de camundongo induzido; B, apice

radicular de miltho; C, células de faranja; D, folha jovem de milho.
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Figura 7- Western blot utilizando anticorpo contra a éxido nitrico sintase cerebral

(NOS do tipo I). M, padrdo de massa molecular; A, apice radicular de milho; B, folha

jovem de milho; C, lisado cerebral de camundongo.
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Figura 8- Immunoblotting da NOS do tipo | com milho e laranja. M, padrdoc de

massa molecular; A, apice radicular de mitho; B, folha jovem de mitho: C, células de

faranja e D, lisado cerebral de camundongo.
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adequado quanto as concentragbes ou a especificidade das anti-proteases adicionadas.
As bandas de massas moleculares menores também aparecem em lisados animais, sendo
que o aumento dessas & melhor evidenciado com aumento do tempo de preparo e
armazenamento da amostra. Nas figuras 7 e 8, observa-se também que a soma das
massas moleculares de algumas proteinas imunoreativas em extratos vegetais (109 kDa e
54 kDa) apresenta um vaior muito proximo de 166 kDa. Estes fatos sugerem que estas
proteinas podem representar produtos de degradacéo da NOS, visto a baixa estabilidade
dessa enzima que perde rapidamente a atividade durante o armazenamento a -80 °C,
além de ser facilmente degradada, estruturalmente, durante o manuseio (Springall et al.,
1992; Tracey et al., 1994).

A observac&o de que anticorpos produzidos contra duas isoformas de NOS de
mamiferos mostraram reac&o cruzada com extratos de apices radiculares, folhas jovens
de milho e extratos de culiura de células de laranja, sugere a existéncia de uma enzima
similar a NOS nessas espécies. Essa com epitopo antigénico comum as isoformas do tipo
NOS I e Il de mamiferos. Neste estudo € importante ressaltar que os anticorpos utilizados

foram produzidos a parlir de fragmentos da porgdo C-terminal da proteina

recombinantemente expressa (NOS |, residuo 1095-1289 da proteina de rato; NOS Il,

residuo 961-1144 da proteina de camundongo). Esses fragmentos da NOS analisados por
alinhamento comparativo com as seqiéncias de aminoacidos das proteinas disponiveis no
GenBank possuem 30 % de identidade e 45 % de similaridade com a NADPH-citrocromo
P450 redutase de plantas que apresenta massa molecular em torno de 79 kDa e
localizagao subcelular na membrana do reticulo endoplasmatico (Meijer et al.,1993).

Ainda, varias ‘isoformas da NADPH-ferridoxina redutase (40 a 42 kDa) que sao
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encontradas nos cloropiastos de folhas e raizes de diversas espécies de plantas (Newman
and Gray, 1988, Aoki et al.,1994) também apresentam identidades de 21 a 29 % e
similaridade de 44 a 47 % com estes fragmentos da NOS. Nestes casos, embora exista a
possibilidade de ocorrer reacdo cruzada entre anticorpos da NOS com estas
oxidoredutase de plantas, os resultados mostram que as proteinas reconhecidas pelos
anticorpos contra NOS tém massas moleculares que se aproximam mais dos produtos de
degradacdo da NOS do que destas oxidoredutases. Ainda, resultados mais recentes de
nosso laboratorio tém mostrado que um melhor controle na degradacdo de proteinas
durante o preparo do extrato vegetal (como aumento da concentragéo de anti-proteases)

tem eliminado o aparecimento das bandas menores no Western blot.
4.2. Imunolocalizagao da NOS de mitho
Os apices radiculares das plantas apresentam uma zona de divisdo celular gue

contem o meristemna apical e o tecido meristematico subjacente, seguida pela zona de

elongacg&o celular. Entre estas duas principais zonas existe uma regifo caracterizada pela

presenca de uma fase pds-mitdtica, onde a taxa de divisdo celular é cada vez menorea

elongagdo celular € ainda lenta (Baluska et al, 1994). Com o objetivo de localizar a
imunoreatividade para a enzima similar a o6xido nitrico sintase nas diferentes zonas
radiculares, raizes de milho foram incubadas com anticorpo anti-macNOS conjugado com
o fluoréforo FITC e analisadas sob microscopia confocal de fluorescéncia. Essa analise
demonstrou que as células do apice radicular contém consideravel imunoreatividade com

uma proteina similar a NOS, a qual é diferentemente distribuida nas células contidas em

cada zona de crescimento e desenvolvimento da planta. Na regido da raiz que contém o
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meristema apical e o tecido meristematico subjacente, a imunoreatividade estava,
predominantemente, localizada no citoplasma, enguanto nenhuma marcacao foi
observada no nucleo (Figuras 9A e 9B). As células da coifa, que protegem a regiao
meristematica da raiz, ndo apresentaram marcacéo alguma.

A imunomarcagéo citossélica com o anti-macNOS-FITC apresentava-se cada vez
menor & medida que se afastava da zona de divisdo celular. As células presentes na
transicao entre a zona de diviséo celular e elongacdo celular mostraram imunomarcacgao
tanto no citossol quanto em torno do nicleo (Figura 9C). A imunolocalizagdo nas células
da zona de elongacdo foi mais evidente no ndcleo sendo que essas céluias sio
caracterizadas por um proeminente vaclolo e um tamanho maior que as demais células
da extremidade (Figura 9D). Controles realizados com anticorpos fluorescentes
irrelevantes, ou apenas com o tampdo de incubacdo, nao apresentaram nenhuma
fluorescéncia, mostrando que os resultados obtidos com o anti-macNOS-FITC nao eram
inespecificos. |

A observacao de que a imunolocalizacdo da NOS no citosso!l das células da zona
meristematica (meristema apical e subjacente) migra em direcéo ao nticleo & medida que

se aproxima da zona de elongagdo, indica que a localizagio subcelular da proteina
imunoreativa com anti-NOS depende da fase de crescimento e desenvolvimento celular.

Em células animais 0 NO tem sido apontado como um importante mediador da
diferenciagao induzida por fatores de crescimento. Nesses organismos a expressdo da
NOS na fase mittica de crescimento foi descrita como um pré-requisito no processo de
paralisagao do crescimento, que é necessario para favorecer a diferenciacéo das células
neuronais PC12 induzida pelos fatores de crescimento (Peunova and Enikolopov, 1995). A

formacao de NO € também requerida no estagio inicial de diferenciaggo monocitica dos
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Figura 9 — Iimunofiuorescéncia do apice radicular de milho utilizando anticorpo
anti-macNOS conjugado com FITC. A e B: Secao mosirando intensa marcacao no
citoplasma das células do meristema apical e tecido meristematico subjacente. C:
Sec¢ao do tecido de transigdo entre a zona de divisao celular e a zona de elongacéo,
mostrando marcacac em torno do nlcleo. D: Células da zona de elongacdo com

intensa imunomarcacg&o no nicleo. Barra de escala: A, 50 um e B-D, 10 Lwm.
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monoblastos humanos U837 induzidos pela vitamina E-succinato (Kim ef af., 1997). Uma
funcéo semelhante para esta enzima na diferenciacdo celular de raizes de milho poderia
explicar os resultados.

A migracdo da proteina NOS-imunoreativa citossélica, sintetizada durante a fase
mitotica de crescimento, em direcdo ao ntcleo na regido de elongagio, poderia implicar a
participagdo desta proteina na ativacdo de fatores de transcrigdo, necessarios para
suportar a rapida taxa de crescimento, caracteristica da zona de elongacéo (Erickson and
Sax, 1956). Estes resultados apoiam as observagdes anteriores, em nosso laboratoério, de
inducéo de crescimento de raizes de miho por NO, (Gouvéa ef al., 1997).

Embora altas concentracées de NO possam causar danos no DNA e afetar a
transcricBo celular, o controle da dimerizagdo da NOS, que é necesséria para sua
atividade (Mayer and Hemmens, 1997), pode previnir as propriedades citotoxicas do NO
(Kronche ef al., 1997). Em células neuronais, a atividade NOS ¢ inibida por uma proteina
de baixo peso molecular, que previne a dimerizacio da enzima- (Jaffrey and Snyder,
1996). Esta proteina, denominada PIN, parece ser altamente conservada na natureza,
tendo sido tambem encontrada em Arabidopsis Thaliana (Jaffrey and Snyder, 1996). A
presenca de tal proteina nas raizes de milho poderia regular a produgéo de NO neste
tecido. Alternativamente, a expressdo controlada de diferentes isoformas de NOS pode
diferenciar o papel do NO como molécula mensageira no processo de crescimento vegetal
das propriedades citotdxicas deste radical no mecanismo de defesa de plantas ao ataque

de patégenos (Delledonne ef al., 1998; Durner ef al., 1898).
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4.3. Atividade NOS em tecidos vegetais

A atividade enzimatica da NOS nos tecidos vegetais foi determinada pelo método
da produgdo de L-[U-'*C] citrulina a partir da L-{U-"*C] arginina. Como foram utilizados
extratos brutos para a realizagéo dos ensaios de atividade, é importante considerar outras
vias metabdlicas que podem utilizar a L-arginina ou os cofatores do ensaio ou ainda
metabolizar a L-citrulina produzida (Wu and Morris, 1998).

Durante o ciclo da uréia, a arginase produz L-ornitina a partir da L-arginina que
posteriormente € catabolizada pela ornitina-carbamoil-transferase a L-citrulina. Bactérias,
fungos e algas verdes nédo possuem arginase, no entanto, essa enzima é amplamente
distribuida em animais, alguns fungos e plantas (Wu and Morris, 1998; Gruhn and Boyle
1991; Schubert and Boland, 1990). Esta interferéncia foi previnida pela adigdo em excesso
de valina (50 mM), um inibidor da arginase. Além disto, caso a arginase ainda produzisse
alguma ornitina no ensaio, essa seria removida pela resina Dowex do mesmo modo que a
L-arginina, bem como outros produtos que estivessem positivamente carregados a pH 5,5.
Outra interferéncia poderia ser promovida pela via de biossintese das poliaminas. Esta é
—iniciada pela agac -da-arginina ou-ormiting descarboxilase gue convertem a Laarginina efou
L-ornitina em L-agmatina ou L-putrescina. Entretanto, estes produtos primarios da via das
poliaminas, sendo positivamente carregados, sdo removidos pelo Dowex. A L-citrulina
pode ainda ser produzida a partir da L-arginina pela arginina deiminase. Entretanto, esta
via até agora s¢ foi encontrada em procarictos (Choi ef al., 1998)

A L-citrulina pode ser metabolizada pelas enzimas argininosuccinato sintetase ATP-

dependente, omitina transcarbomoilase fosfato-dependente ou citrulina hidrolase, as quais
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produzem ornitina. A possibilidade de ocorréncia da primeira via pode ser excluida porque
concentracéo no extrato bruto utilizado seja suficiente para sua atividade. A atividade da
citrulina hidrolase, pode ser suprimida pelo excesso de L-citrulina (20 uM) presente no
meio de reacdo. Ainda, a atividade destas enzimas, principalmente da ornitina
transcarbomoilase fosfato-dependente que n&o é bem controlada, poderia produzir a
ornitina que também seria adsorvida pelo Dowex, o que subestimaria o valor de L-{U-"%C]
citrulina produzida no ensaio. Assim, a possibilidade de interferéncia de outras vias
metabdlicas, na determinacgéo da atividade NOS, foi minimizada. Outro recurso importante
utilizado para certificar que a L-[U-"*C] citrulina produzida seria proveniente da oxidacéo
da L-{U-"*C] arginina catalizada por uma enzima do tipo NOS, foi a utilizacdo de analogos
da L-arginina com substituicdes no nitrogénio guanidino terminal (Figura 2) que, em
mamiferos, tém-se mostrado seletivos na inibicdo das diferentes- isoformas da NOS
(Whittle, 1995). Assim, os analogos L-NNA e L-NAME inibem mais eficientemente as
NOSs constitutivas enquanto que o L-NMMA nac apresenta preferéncia para uma
utilizado foi a AMG que ¢ capaz de inibir com maior eficiéncia a NOS do tipo induzivel
(Holstad ef al., 1997).

Partindo-se destas consideragdes, a atividade NOS nos extratos de mitho foi
avaliada pela producao de L-[U-”’C] citrulina sensivel aos inibidores da NOS. Nestes
experimentos, apices radiculares (Figura 10A) e folhas jovens (Figura 10B) ndo
apresentaram diferencas significativas de sensibilidade aos inibidores utilizados. Estes

resultados sugeriram que nos fecidos utilizados possam existir isoformas com afinidade
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Figura 10 — ;Produgéo de L-[U-“Clcitrulina sensivel aos inibidores da NOS.
Atividade da NOS foi conduzida a 25°C durante 60 min. (A) Apices radiculares; (B)
Folhas jovens. Cada valor representa a diferenca entre o total de L-[U-"*Cjcitrulina
produzida na auséncia e na presenca dos inibidores indicados, na concentracio de 3

mM. Os valores representam a média + erro padrao de trés repeticées com duplicata.
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diferenciada pelos inibidores ou que a NOS existente seja inibida por todos analogos da -
arginina na mesma proporgdo. Para verificar esta suposicdo, os inibidores, L-NAME e
AMG (3 mM) foram adicionados independente ou concomitantemente no tampao de
ensaio. A produgao total de L-{U-"C] citrulina no controle e na presenca dos inibidores foi
determinada (Figura 11A) e a partir destes resultados a atividade NOS foi calculada
(Figura 11B). Os dois analogos reduziram a produgdo de L-[U-'C] citrulina a valores
proximos, ndo sendo observado nenhum efeito aditivo dos inibidores considerados
preferencias da NOS constitutiva (L-NAME) e induzida (AMG). Provavelmente esses
inibidores possuem especificidade semelhante pela NOS, os quais estariam competindo
pelo sitio da enzima quando adicionados a0 mesmo tempo. Estes resultados sugeriram
que as propriedades e 0s mecanismos cataliticos da NOS de plantas parecem ser
distintos dos observados em NOS de origem animal.

Embora nao tenham ocorride diferencas, a aminoguanidina e o L-NAME foram
escolhidos para prosseguir os ensaios, visto serem considerados inibidores preferenciais

da NOS induzida/Ca®-independente e da constitutiva/ Ca®*-dependente, respectivamente.

Os ensaios segumtes foram reailzados com o objetlvo de se caractenza;' a dependenc;a

“cie Cza2+ da enzima presente nos tec:dos cie mﬁho A Flgura 12A apresenta a formacao
total de L-[U-'*C] citrulina nos extratos de folhas de milho tanto na auséncia quanto na
presenca dos inibidores da NOS (L-NAME e AMG) ou ainda na presenga de EGTA que
remove o Ca** do meio. Visto que as propriedades da NOS de planta ndo sao conhecidas,
nestes ensaios procurou-se testar também o efeito do tempo de incubagéo na produgso
de L-citrulina. A determinag&o da L-[U-"“C] citrulina s6 foi possivel a partir de 15 minutos
de incubagdo. Na presenga de EGTA a formagéio de L-[U-'“C] citrulina foi reduzida na

mesma proporgéo do observado na presenca dos inibidores da NOS. Estes resultados
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mostraram que a atividade da NOS nas folhas jovens de milho é Ca**-dependente. Como
mostra a Figura 12B, a adicdo de EGTA 2 mM, foi responsavel pela inibicio total da
atividade da NOS calculada para extratos de folhas jovens. Comportamento semelhante é
observado em extratos de cerebro de camundongos, que possuem em abundancia a
isoforma da NOS constitutiva dependente de Ca®'(Bredt and Snyder, 1990).

A atividade da NOS nos apices radiculares e nas folhas jovens de milho foi também
comparada com a da regido dos pélos absorventes das raizes de milho, obtendo-se os
valores de 4,64; 3,37 e 7,84 pmol L{U-"C] citrulina .h"".mg”", respectivamente (Figura 13).
Estes resultados mostraram que a regido dos pélos absorventes apresenta uma maior
atividade NOS em relacdo aos outros tecidos analisados. Ainda nesta regido, a atividade
NOS mostrou ser Caz*’-independente (Figura 13). A partir destes resultados é sugerido
que os pélos absorventes possuem uma isoforma do tipo induzida e Ca®*-independente
que e diferente da observada nos outros tecidos de mitho. O resuitado da Figura 5, onde
ndo se observou reagdo imunolégica dos pélos absorventes com o anticorpo anti-
macNOS, apoia a idéia de que estes tecidos teriam uma isoforma diferente. Entretanto,

deve-se COHSidel’at‘ O fato de que 0 preparo de extratos a partlr de tecudos da regiao dos

peios absorventes é d!f cultado uma vez gue, esta regido & bastante ﬁbrosa Assim, nao
se pode também descartar a possibilidade de que o resultado negativo para este tipo de
tecido nos ensaios de Westemn biot néo seja devido a dificuldade de extracdo de proteinas.

Nas células animais, as isoformas de NOS Ca*'-dependentes s&o constitutivas e
envolvidas em processos fisiologicos. A dependéncia de Ca®* e a baixa atividade da
enzima presente nos apices radiculares, quando comparada a atividade encontrada na
regi&o dos pélos absorventes (Figura 13) sugerem que a isoforma presente neste tecido

seria do tipo constitutiva. Estes resultados vao de encontro aos obtidos nos ensaios de
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imunolocalizacao (Figura 9) onde, a distribuigdo da proteina NOS-imunoreativa sugere a
participacao desta enzima na diferenciagdo celular.

As determinacoées de atividade da NOS dos pélos absorventes mostraram que esta
regiao apresenta alta atividade, quando comparada a outras regides da planta, e que esta
atividade é do tipo Ca2+-independente. Interessantemente esta regido da raiz de milho
apresenta alta atividade NAD(P)H oxidase (Valle et al., 1994). Esse sistema redox é
também encontrado em neutrdfilos (Clark et al, 1987), em células endoteliais e na
musculatura lisa vascular (Pagano et al., 1995). Acredita-se que o radical superoxido
produzido por estas oxigenases interaja com o NO, contribuindo para a atividade
bactericida dos neutrofilos e modulando a atividade do NO na musculatura lisa.(Harrison,
1997).

Os resultados de imunolocalizacdo (Figura 9) mostraram que a distribuicdo
subcelular da NOS presente em dapices radiculares de milho de;:;ende do estagio de
diferenciacéo celular, sugerindo um papel para esta enzima no controle da divisdo celular.
Com o objetivo de dar suporte a esta idéia, a atividade NOS durante o processo de
microsporogénese de café foi analisada. Botdes florais ou antefas“d_e_ cafe que se
encontravam .na fase intermediaria da divisdo meidtica (metafase 1) apresentaram
atividade da NOS de 19,20 e 9,26 pmol L-[U-"*C] citrulina.h"".mg™, respectivamente, sendo
que estes valores foram calculados pela diferenga de citrulina produzida na auséncia e na
presenca de L-NAME e AMG (Figura 13). As anteras foram obtidas com a remogao das
petaias que as envolvem, formando o botdo floral, procedimento que causou certa
oxidacao do material. Este dano poderia explicar a menor atividade da NOS da antera em
relagdo ao botéo floral. Ainda, & semefhanga do observado em pélos absorventes de

milho, as atividades dos exiratos de café ndo foram bloqueadas por EGTA (Figura 13)
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indicando que estes tecidos apresentam uma enzima do tipo Ca®'-independente. Na
Figura 14 s3o apresentadas as atividades das NOSs de extratos de botdo floral de café
que se encontravam em fases diferentes da microsporogénese, a intermedidria
(paquiteno) e a final (tétrade). Ambas as fases apresentaram uma alta atividade da NOS
do tipo Ca®**-independente. Também foi comparada a eficiéncia dos inibidores L-NAME e
AMG, separadamente, na inibicao destas atividades. Conforme observado na Figura 15, a
atividade da NOS, calculada pela inibiggo por AMG, foi de 11,43 e 9,72 pmol L-{U-C]
citrulina h'mg”, nas fases de paquiteno e tétrade, respectivamente. Por outro lado, a
atividade NOS calculada para estas amostras, através da inibicdo por L-NAME, foi 2 a 2.5
vezes menor. Estes resultados mostram que a enzima presente nos tecidos de café,
durante o processo de microsporogénese, é mais sensivel 8 AMG do que ao L-NAME, o
que n&o € observado nos extratos de folhas jovens e apices radiculares de milho (Figuras
10, 11 e 15). A alta atividade da NOS, a independéncia de Ca** e a maior sensibilidade a
AMG observada nos botbes florais de café, mostram que a NOS destes tecidos apresenta
caracteristicas similares a NOS induzivel de mamiferos (Misko et al., 1993, Nomura and
Kitamura, 1993). __
o m;o;r;cesso mc.ie.ﬂo.ragéé de 6afé oé botées.ﬂorais de espécies e variedades do
género Coffea crescem até um determinado tamanho, quando param de se expandir e
entram em dorméncia, geralmente durante a estagio seca. Essa dorméncia é quebrada
por um estimulo externo, geralmente a agua, causando o florescimento simultaneo de
todos os botbes. Citologicamente, o crescimento dos botdes cessa antes da divisdo
meidtica ter iniciado nas células méaes do grao-de-pélen. No botdoc em dorméncia as
células maes do podlen ja estdo formadas, porém, sé com o repentino aumento da

disponibilidade de agua ocorre o disparo sincronizado na divisdo meiética, cuiminando
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com a formagdo do polen e a floragdo (Chinnappa, 1969; Barros et al., 1978). Uma
hipdtese que poderia ser considerada é gue o estimulo externo que leva ao disparo da
floragdo de cafe provocaria a indugdo da expressdo de uma enzima do tipo NOS, Ca®'-
independente e o NO produzido sinalizaria as células méaes do grao-de-pdlen a entrarem
em meiose. Embora as isoformas induziveis de NOS atuem principaimente em processos
patoldgicos, por produzirem altas quantidades de NO, os efeitos citotoxicos deste radical
tambem dependem de sua produgdo por longos periodos de tempo. A exemplo, nos
processos de neurodegeneragido aguda e cronica e no ataque epiléptico ocorre um
descontrole da produgdo de NO nos tecidos neuronais (Bredt and Snyder, 1994,
Garthwaite and Boulton, 1895). Estas situagdes mostram que, os efeitos citotdxicos deste
radical sdo mais dependentes da sua concentragdo do que do tipo de isoforma
responsavel pela sua produgao. Assim, os efeitos citotoxicos do NO na microsporogénese

de café seriam previnidos devido a rapidez com que este processo ocorre.
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5. CONCLUSOES

Os tecidos de milho apresentam atividade NOS e contém uma proteina de
aproximadamente 166 kDa, que é reconhecida por anticorpos produzidos contra NOS de
origem animal. A imunoreatividade, a distribuicdo subcelular e a dependéncia de Ca*' para
a atividade NOS nestes tecidos varia conforme o estagio de diferenciacdo celular. Uma
proteina imunoreativa para NOS fambém ¢é detectada em células meristematicas de
laranja cultivadas /n vitro. Ainda, atividade NOS do tipo Ca*-independente, é observada
em botbes florais de café, contendo as células maes do gréo-de-péien em processo de
divis&o meidtica.

O conjunto de resultados mostra a existéncia de uma enzima do tipo NOS em
vegetais, com caracteristicas que variam conforme o tecido, a espécie e o estagio de
diferenciagao celular. Adicionalmente, os resultados permitem inferir a participagao do NO
como molécula sinalizadora no processo de crescimento e diferenciagdo de tecidos de

mitho e na microsporogénese de café.
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Abstract A protein band of approximately 166 kDa swas
detected in the soluble fraction of root tips and young leaves of
maize seedlings, based on Western blot analysis using antibodies
raised against mouse macrophage nitric oxide synthase (NOS)
and rabbit brain NOS. NOS activity was present in these soluble
fractions, as determined by L-JU-1CJcitrulline synthesis from 1-
{U-*Clarginine. Imnunefluorescence showed that the maize
NOS protein is present in the cytosol of cells in the division zone
and is transiocated into the nucleus in cells in the elongation zone
of maize root tips, These results indicate the existence of a NOS
enzvme in maize tissues, with the localization of this protein
depending on the phase of cell growth.
© 1999 Federation of European Biochemical Societies.

Key words.: Plant nitric oxide synthase; Root growth:
Immunolocalization; Zea nrays

1. Introduction

Nitric oxide synthase (IN(S) is responsible for the synthesis
of nitric oxide, from the guanidine-nitrogen of L-arginine dur-
ing the five-electron oxidation te t-citruiline [1,2]. Different
isoforms of NOS, originally identified in the nervous, immune
and cardiovascular systems of mammalian tissues [3-5}, have
also been detected in non-rnammalian vertebrate groups, as
well as in a variety of invertebrates [6], including crab [7]. The
widespread presence of NOS in the animal kingdom suggests
an old evolutionary pathway for this enzyme.

The exposure of spruce needles to gaseous NOQ leads 1o a
marked, rapid increase in the intracellular concentration of
cGMP [8], probably through the activation of guanylyl cy-
clase. an imporiant target for the phyvsiclogical effects of
NO in animal cells [9]. Guanylyl cyclase activation could
also account for the stimulation of germmation and the modi-
fied light requirement of the phytochrome-broken dormancy
of Paulownia tomentosa seeds induced by NO donors [1¢]

*Corresponding author, Fax: {35) (159} 289-3124.
E-mail; ionesm@obelix. unicamp.br

Abbreviations: BH;, 6(R)-3.6,7,.8-1etrahydrobiopterin; BSA, bovine
serum albumin; EDTA, (ethylenedinmitrilojtetraacetic acid; EGTA,
ethyiene glycol-bis(B-aminoethyi ether) N NN’ V'-tetraacetic acid;
FITC, fluorescein isothiocyanate; FMN, flavin mononucleotide; LPS,
lipopolysaccharide; NOS, nitric oxide synthase; L-NAME, NC-nitro-
t-arginine methyl ester; PMSF, phenyimethylsuifonyl flueride; SDS,
sodium dodecyl sulfate

since ¢GMP, the product of this enzyme, participates in the
signaling pathway of phytochrome phototransduction [11].
Low concentrations of NO donors promote growth in pea
foliage [12] and maize root tips [13] while higher concentra-
tions are necessary to induce the accumulation of phytoalexin
in potato tuber tissues [14].

The ability of plants to respond to NO is indicative of the
presence of many molecular targe:s for NO or its derivatives
[15.16]. Evidence for the existence of an endogenous pathway
for NO synthesis in the plant kingdem has increased in recent
vears. NOS activity in plant cells, based on the formation of
c-citrulline from r-arginine, was initially observed in extracts
of the legume Mucunag hassjoo {17] and in lupine roots, where
a NADPH-diaphorase activity was also detected [18]. NO
production by a NOS-like enzyme in cultured sovbean ceils
was recently reported, and shown to induce plant defense
responses 1o pathogens [19]. Inducible NOS activity in resist-
ant, but not susceptible, tobacco leaves infected with tobacco
mosaic virus has also been shown fo activate plant defense
responses [20L Inhibitors of NO synthesis potentiated Pseudo-
monas syringae growth in Arabidopsis thaliana leaves [19].
These observations, and the known multifunctional actions
of NO in mammalian cells [15.16], indicate that the participa-
tion of NOS is likely to be demonstrated for many celiuiar
processes in plants. In this study, we present evidence for the
existence of a NOS-like enzyme in maize cells and suggest that
this molecule may be involved in the signal transduction path-
way that controls root growth.

2. Materjals and methods

2.1 Plamt material

Maize seeds (Zza mays L., cv. Maia Normal) were germinated
aseptically at 28°C in the dark, in water supplemented with | mM
EGTA. Young leaves and root segments {5 mm) excised from 3-day-
old seediings were used in all experiments.

2.2. Preparation of soluble Jractions

Maize tissue (0.5 g/ml) was homogenized n 100 mM Tris-HCL, pH
7.4, containing 1 mM EDTA, 250 mM sucrose, 20 mM K, supple-
mented with 16 mM dithiothreitol, 50 pg PMSF/mi, 100 uM benz-
amidine and 30 uM antipain. The homogenate was frozen in liquid N;
and ground in 2 mortar and pestle three times. The pH of the crude
extract was adjusted to 7.2 (with NaOH) and was centrifuged at
3000 g for 20 min and then at 12000 g for 153 min at 4°C. The
resuiting supernatant was concentrated wusing Centricon-10 mem-
branes {Amicon, Beverly, MA, USA). Protein concentrations were
determined by a modified Lowry procedure [21], using BSA as the
standard.

2.3, Western blotting
The polypeptides in solubilized samples were separated by SDS-
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Fig. 1. Western blot analyses of extracis from maize tissues using
antibodies raised against macrophage NOS. Concentrated solubi-
lized proteins extracted from 3-day-old maize seedlings were {rac-
tipnated by SDS-PAGE, blotted to aitrocellulose membranes and
probed with mouse antimacNOS antibedies. Solubilized proteins
{130 ug) from voung ieaves {lane A) and root tips (lane B} Molecu-
lar weight standards as follows: mvosin (212 kDa). o-macroglobulin
(170 kIDa). B-galactosidase (116 kDa) and transferrin (76 kDa).

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE] according to [22].
using a 7% acrylamide slab gel with 2 3% acrylamide stacking gel,
in a Mini-Protean I Dual Slab Celi (Bio-Rad, Hercules. CA, USA)L
The current was set at 23 mA and the gels were run for 2 h. After
electrophoresis. the gels were blotited onto 045 um nirocellulose
membranes (Schleicher and Schidll, Keene, NH, USA) for 2 h, at
180 mA [23]. The membranes were then blocked by incubation for
I howith 3% non-fat dry milk in Tris-bulfered saline (TBS: 20 mM
Tris-HCL pH 74, 137 mM NaCly containing 0.03% Tween 20 (TBS-
Tween), and then rinsed three times with TBS-Tween. The protein
blots were probed with I18Gs, mcuse anti-macNOS at 8.3 ug/ml or
polyelonal rabhit anti-brainNOS at 2 pgfml (Transduction Laborato-
;'ies, Lexington, KY, USA). After overnight incubation at 4°C, the
blots were washed six times with TBS5-Tween for 10 min at room
temperature followed by treatment with horseradish peroxidase-con-
jugated rabbit IgG anti-mouse g {(for anti-macNOS; or peroxidase-
conjugated sheep 1gG anti-rabbit g {for anti-brainNOS) at 2 ug/ml in
TBS-Tween, overnight at 4°C. The blots were then washed six times

KDa A B

212 e

170 e . e o
116 = o

76 =

Fig. 2. Immunoreactivity of maize proteins with brain NOS anati-
bodies. Concentrated solubilized proteins extracted from 3-day-old
mnaize seedlings were separated by SIDS-PAGE, transferred to nitro-
sellulose membranes and probed with rabbit anti-brainNOS anti-
sodies. Solubilized proteins (150 pg} from young leaves (Janz A}
and root tips (une By Molecular weight standards as in Fig. 1 in-
siuding glutamic dehydrogenase (53 kDa).
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with TBS for 10 min at room temperature and the color reaction
developed using 0.6 mg 3,3 -diaminobenzidine/ml (Sigma), _in 350
mM Tris-HCI, pH 7.4, and 3% HoOa.

2.4, Imnuinofluorescence

Longitudinal root tip sections from maize sesdlings were immersed
in TME buffer (20 mM Tris-HCL pH 7.2, 50 mM maunitol. 30 mM
KCD and fixed with formol fo TME (16, v/v) After 30 min, the
sections were washed ut least four times with TMK and permeabilized
with 0.2%% Triton X-100 in TMK. for 30 min. Afier washing in TME.
the sections were (reated for 1 h in TMK containing 3% BSA and
incubated overnight with {luorescein isothiocvanate (FITC)-conju-
gated mouse IgGs, anti-macNOS (10 ugmi: Transduction Laborato-
ries) or with irrelevant antibody (FITC-conjugated monoclonal [eGs,
anti-surface protein of Trvpanosoma cruzi prepared in our laboratory)
difuted to 230 ughnl in TMEK containing 3% BSA. Excess antibody
was removed by four washes wisth TMK for 30 min each, The sections
were then mounted in TMK containing 50% glveerol on slides covered
with a coverslip and examined under a dual-channe! (Bio-Rad) laser
confocal system (MRC 1024UV) coupled 1o an Axiovert 100 inverted
microscope (Zeiss) and equipped with Ar-Kr and UV lasers. The 488
nm line of the Ar-Kr laser was used 0 excite the FITC-labeled root
tip. Manufacturer-supplied software (OS/2) running on a Pentium 130
MHz computer (Compaq} was used to control image acgnisirion and
processing.

2.5 NOS activity

The total NOS activity m the root dps and voung leaves of 3-day-
old maize seedlings was determined by the citrulline assav method
[24]. Brietly. 5300 myg of tissue was homogenized in 0.2 mi of cooled
homogemzing bufler {Tris-HCI 30 mM., pH 7.4, 3.2 mM sucrose.
5 mM dithiothreitol. 10 ug leupeptin/ml. 10 ug soybean trypsin inhib-
wor/ml. and 2 ug aprotinin/ml). The homogenate was centrifuged at
10000 g for 20 nun at 4°C. 40 ul of the resulting supernatant was
added 10 100 ul of assay buffer (KH,PO; 30 mM, pH 7.2, 1 mM
MeClh. 0.2 mM CaCly. 50 mM valine, 20 oM -citruiline, 60 uM L-
arginine. 1 mM dithiothreitol, 100 uM NADPH. 30 uM BH,, 4 uM
FMN. 3.5 ug ealmodulin/mi and I gM (0.03 uCi) 1-[U-YClarginine.
Following a 30 min incubation at 23°C, the reaction was terminated
by adding 111 (v/v} suspension of Milli-Q water :Dowex-AgS0W {200-
400, 8% cross-linked. Na™ form). The resin was removed by centrifu-
gation (3000 % g. 10 min) and the supernatant collected. NOS activity
in the supernatant was assayed by the conversion of L-{U-Y Clarginine
1o L{U-HCleitrulline in samples with and without the NOS inhibitors
L-NAME (3 mM) and c-aminoguanidine (3 mM). The protein con-
tent of the supernatants was determined by the Coomassie blue bind-
ing method using Bio-Rad protein reagent with BSA as the standard.
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Fig. NOS activity assaved by £ {U-MCjeitrulline formation in
maize tissues. Extracts derived from young leaves and root tips
werg incubated in the presence of 60 uM o[U-HClarginine as de-
scribed in Section 2. EGTA {2 mM) or NOS inhibitors (3 mM L-
NAME and 3 mM c-aminoguaniding) were present in the reaction
mixture where lndicated. Data are mean values S.E.M. of five in-
dependent experiments,
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3. Results and discussion

To identily a putative INOS enzyme in Zea mavs, we used
antibodies raised against two different mammalian NOS iso-
forms to perform Western blots of the soluble fractions of
maize seedling homogenates. A monoclonal antibody raised
against moeuse macrophage NOS recognized a ~ 166 kDa
protein in homogenates from voung leaves and roor tips
(Fig. 1A.B). As expected. this antibedy recognized the 130
kDa protein of macrophage cell extracts {not shown). Polv-
clonal antibodies raised against rabbit brain NOS also recog-
nized a protein of approximately 166 kDa in seluble fractions
from young maize leaves and root tips (Fig. 2A.B}. This com-
pared favorably with the expected 135 kDa NOS presen: in
brain homogenales {(not shown). Reactive polypeptides of
lower molecular weight (103-109 kDa and 31 kDa) were
present in plant extracts probed with anii-brainNOS (Fig,
2AB). Since the level of these low molecular weight bands
increased us the higher bands decreased, and since such bands
were also seen in brain extracts allowed to age (not shown),
they probably represent degradation products. Such a phe-
nomenon has been reported previeusly for NOS [23].

The observation that antibodies raised against two different
isoforms of mammalian NOS show cross-reactivity with the
same 166 KDa protein band in maize tissues suggests the ex-
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istence of a homologous NOS enzyme in this plant species
with antigenic epitopes common to both mammalian iso-
forms. The antibodies used in the present study were raised
against epitopes from the NADPH binding region of mam-
malian NOS. Although this region is structurally homologous
o the NADPH-cytochrome P430 reductase and other plant
NADPH oxidoreductases [26,27]. the molecular weight of
these proteins is in the range of 36-78 kDa. instead of the
166 kDa observed with maize tissues.

The 1533 kDa NOS is a Ca’"-dependent isoform constitu-
tively expressed in neuronal cells while the 130 kDa NOS of
macrophages is Ca’ -independent. and is induced in infam-
matory responses [28] Maize tissues possessed Ca® -depend-
ent NOS activity. As shown in Fig. 3. in the presence of 60
UM 2{U-Clarginine, extracts derived from young maize
leaves and reot tips produced 11.035 pmol and 10.26 pmot L-
[U-YClelerulline/b/mg. respectively. When the NOS inhibitors
L-NAME and c-aminoguanidine were added to the reaction
mixture. both at 3 mM, these values decreased to 7.69 pmaol
and 6.38 pmol +-[U-"Cleitruliine/n/mg. respectively. Based on
the above data the actual NOS activities estimated for voung
feaves and root tips were 336 pmo! and 3.88 pmol L-[U-
HClcitrulline/himg. respectively. These NOS activities were
compleately blocked by EGTA. suggesting that a constitutive
enzyme is expressed in these tissues, even though it was rec-

Fig. 4. Immunofluorescence of maize root tips labeled with anti-macN
old maize seedlings were immunclabeled with the fluorescent antibody
focal microscope. A and B: Sections showing intense labeling with an

OS conjugated to FITC. Longitudinal sections of root tips from 3-day-
and examined using a Bio-Rad 1024 UV laser scanning fluorescence con-
ti-macNOS autibody in the cytoplasm of the cells in the apical meristem

and subjacent meristematic tissuss. C: Section of tissue in the transition belween the cell division and cell elongaiion zones, showing labeling
with anti-macNOS around the nucieus. D Cell from the elongation zone with intense NOS immunolabeling in the nucleus. Scale bars: 50 wm

for &; 10 um for B-D.
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ognized by antibodies directed against both mammalian iso-
forms (Figs. 1 and 2}

Plant root apices have a zone of cell division that contains
the apical meristem and the subjacent meristematic tissues,
followed by a zone of cell elongation. Between these two
major zones there is a region characterized by the presence
of postrnitotic cells where the rate of eell division is decreased
and rapid cell elongationn has not yet been triggered 291 We
used an antibody raised against macrophage NOS conjugated
with fluorescein isothiocyanate (anti-macNOS-FITC) to locate
the immunoreactive protein in maize root apices. Fig. 4 shows
that the cells of root tips contain considerable amounts of
immunoreactive NOS protein differentially distributed in the
subcellular compartments according 1o cell type. In the aplcal
meristem and subjacent meristematic tissues, the immunocreac-
tive protein was widely distributed in the cell cytoplasm and
absent from the nucleus (Fig. 4A.B). As cells moved away
from the cell division zone, the cytosclic immunolabeling
with anti-macNOS decreasad. The cells present in the transi-
tion between the rzones of cell division and cell elongation
showed immunclabeling to macNOS around the nucleus
{Fig. 4C). The preferential nuclear localization of the immu-
noreactive protein was evident in cells in the elongation zone
{Fig. 412). These cells were characterized by a prominent va-
cuolar compartment and increased length, denoting differen-
tiation. In control experiments where buffer alone or antibody
raised against surface proteins of Tripanosoma cruzi conju-
gated with FITC replaced anti-macNOS-FITC, ao fluores-
cence was observed in the root tip sections {not shown).

The observation that the immunoreactivity to NOS in the
cyiosol of meristematic cells in the division zone was displaced
towards the nucleus in the elongation zone indicated that the
subceliular locatization of the immunoreactive NOS protein in
maize roots depended on the phase of cell growth. In mam-
malian cells, NO has been implicated as an important medi-
ator of the differentiation response to growth factors. NOS
expression in the mitegenic phase of growth is a prerequisite
for growth arrest which is necessary for further differentiation
of PC12 neuronal celis induced by neuronal growth factors
[30]. NO formation is also required in the early stages of the
monocytic differentiation of U937 human monoblasts induced
by vitamin E-succinate {311
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suggesting that NO was the mediator of the observed response
[131 s
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