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E entdo o que quereis...?

Fiz ranger as folhas de jornal
Abrindo-lhes a pdlpebras piscantes,
E logo
De cada fronteira distante
Subiu um cheiro de pélvora
Perseguindo-me até em casa
Nestes Gltimos vinte anos
Nada de novo hé
No rugir das tempestades
Ndo estamos alegres,

é certo
Mas por que razdo?
Haveriamos de ficar tristes?

O mar da histdria € agitado
As ameagas
E as guerras
Havemos de atravessd-las ao meio
Cortando-as
Como uma quitha corta
As ondas.

Maiakévski (1927)
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RESUMO

Xiloglucanos (xgs) sé@o polissacarideos que ocorrem em parede celulares
principalmente de dicotileddneas. Possuem uma cadeia principal idéntica a da
celulose p(1-—4) glucano e ramificacdes com xilose, galactose efou arabinose. Sua
principal fung&o nas paredes celulares €& orientar as microfibrilas de celulose e
consequentemente 0s xgs tém papel fundamental na forma e desenvolvimento
celulares. Xiloglucanos também acumulam-se em grandes quantidades em
sementes, onde servem como reserva para o crescimento inicial da plantuia. Sua
hidrélise in vivo tem se mostrado altamente complexa e apesar de razoavelmente
conhecido, o sistema de hidrdlise dos xgs em plantas ainda n&o esta completamente
elucidado. O presente trabalho mostra que proteinas exiraidas de cotilédones de
Tropaeolum majus L. interagem in vitro com celulose {cel) e com o complexo
celulose-xg (cel-xg). A concentragao otima de proteinas para essa interagéo esta por
volta de 80ug.mL™ (nas condicdes experimentais determinadas no nosso taboratério).
A andlise por SDS-PAGE das proteinas eluidas a partir da cel e do complexo cel-xg
revelou uma diferenca no perfil de bandas detectadas. A interacdo dos polipeptideos
com o complexo cel-xg mostrou uma proporgado maior de uma proteina de 43kDa,
sugerindo que a presenga do Xxiloglucano poderia estar aumentando o namero de
sitios para esses polipeptideos. Uma diferenga entre os perfis de polipeptideos
eluidos a partir de celulose e do compiexo cel-xg foi o desaparecimento de uma
banda de 63kDa que apareceu somente no primeiro (cel). Isto sugere que o
xiloglucano, ao interagir com a celulose, poderia “esconder” sitios especificos de
ligacéo da proteina 63kDa a celulose. Nenhuma atividade enzimatica das hidrolases
do xiloglucano foi detectada nas amostras de proteinas eluidas da cel e do complexo
cel-xg e também as massas moleculares das proteinas detectadas nas interagGes
com cel e com complexo cel-xg n&o coincidem com as das enzimas ja reportadas
para o sistema de mobilizagao do xiloglucano. Nossos resultados sugerem que os
polipeptideos que interagem com a cel e com o complexo cel-xg poderiam estar
atuando principaimente na ligacdo entre celulose e xiloglucano, interferindo no

acesso das enzimas responsaveis pela mobilizacdo do xiloglucano.
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ABSTRACT

Xyloglucans (xgs) are polysaccharides that occur mainly in the plant cell walls
of dicots. They are composed of a main chain identical to celiulose (B-1,4 linked
glucoses) branched with xylose galactose and/or arabinose. Its main function in the
walls is the orientation of cellulose microfibrils, being therefore important for cell
shape determination. Xyloglucans also accumulate in great amounts in seeds, where
they serve as a reserve for plantlet initial growth. Although seed Xgs are reserve
polymers, their hydrolysis in vivo have been demonstrated to be extremely complex
and although many enzymes have been isolated, the system is not completely
elucidated. The present work showed that proteins present in the cotyledons of
Tropaeolum majus L. are able to interact in vitro with microcrystalline cellulose (cel) or
microcrystalline cellulose covered with xyloglucan (cei+xg). The optimal concentration
of proteins for interaction with cel or cel+xg are around 80pg.mL". Analysis by SDS-
PAGE of the proteins eluted from cel or cel+xg with sodium chloride revealed a
different polypeptide profile. The interaction of cotyledon extracts with cel+xg showed
a higher proportion of a 43kDa protein, suggesting that xyloglucan could be
increasing the number of sites of interaction for this polypeptide. Alternatively, when
cel alone was used, a 63kDa protein appeared together with the 43kDa protein
observed in interaction with cel+xg. This suggests that when xyloglucan interacts with
cel it possibly “hides” binding sites which are specific for the 63kDa protein binding.
No enzymatic activily of any of the xyloglucan hydrolases was observed in the
solution of polypeptides eluted from cel or cel+xg. Also, none of the bands found in
SDS-PAGE coincide with any of the molecular weights already known for xyloglucan
hydrolases of T. majus L. Our results suggest that the cel and cel+xg interactive
polypeptides found in the cotyledons of 7. majus L. might be related to storage

mobilisation, possibly interfering with the access of the hydrolases to xyloglucan.
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INTRODUCAO

Todas as células vegetais s&o envolvidas por uma parede celular e esta tem
como fung&o manter a forma da célula, conferir resisténcia mecénica aos tecidos,
controlar a expans&o celular, participar dos mecanismos de protecao contra
microorganismos, armazenar reservas e participar da sinalizagio e reconhecimento
entre as células, além de atuar sobre o transporte intercelular (Waldron & Brett,
1990). A manutencao de presséo hidrostatica sobre o citoplasma influenciando o
potencial hidrico intracelular, € também, outra funcéo exercida pela parede celular
(Reid,1997).

A celulose € um polimero nao ramificado de glucoses ligadas B{1—4) tendo
como fungdo principal conferir resisténcia a parede. A celulose & um dos poucos
polimeros sintetizados na membrana plasmatica, sendo produzida por um complexo
multienzimatico transmembrénico (Robinson, 1996) e, na parede, varios destes
complexos se associam e se deslocam juntos na membrana plasmatica (Delmer e
Amor, 1985). Com isso, as moléculas recém sintetizadas formam feixes compostos
de varias moléculas chamadas de microfibrilas.

Ao microscopio eletrénico, a parede celular ndo se mostra completamente
homogénea. Em geral observa-se entre as células uma camada meédia rica em
pectinas, mais espessa nas regides onde mais de duas células estdo em contato.
Circundando a membrana plasmatica encontra-se a parede primaria e, em muitos
casos, pode ocorrer ainda uma outra camada denominada parede secundaria.

As parede celulares de uma planta constituem coletivamente a sua forma
(Varner e Lin, 1989). Dois tipos de parede s&o encontrados em plantas superiores:
paredes primarias e paredes secundarias.

As paredes priméarias sdo compostas de microfibrilas de celulose que estéo
embebidas numa matriz enriquecida de hemiceluloses, pectinas e uma quantidade
muito pequena de proteinas estruturais (Cosgrove, 1999). Em funcéo deste arranjo
tridimensional de celulose, hemiceluloses e pectinas, ocorre o desenvolvimento pelas

plantas de propriedades conhecidas como viscoelasticas (Nishitani,1997). Entre
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monocotiledéneas e dicotiledéneas existe uma diferenga na composicdo da parede
primaria, sendo  arabinoxilanos as  hemiceluloses predominantes em
monocotiledbneas, enquanto xiloglucano é a hemicelulose mais abundante em
dicotiledéneas.

A parede secundaria, a qual sera enfocada neste trabalho, corresponde ao
material que se deposita na parede apés o término do crescimento da célula,
independente de sua natureza. A deposicdo de parede secundaria ocorre,
principaimente, nos elementos traqueais dos tecidos vasculares e nas ceélulas do
esclerénquima. Nos tecidos dermicos a parede secundaria & encontrada em tricomas
e células—guardas. Como reserva, paredes secundarias aparecem em O6rgaos
subterraneos e em endospermas e cotilédones de sementes.

Polissacarideos de reserva de sementes

Muitas sementes de varias espécies de leguminosas e de outras familias
como Tropaeolaceae utilizam polissacarideos como fonte de reserva para o periodo
de estabelecimento da plantula. Este periodo é crucial para que o ciclo de vida dos
individuos seja completo.

Dentre os polissacarideos de reserva de sementes destaca-se: 1) o amido,
presente por exemplo em sementes de ervitha (Pisum sativum) e lentitha (Lens
esculenta) (Bewley& Black, 1978); 2} os arabinogalactanos, presentes em sementes
de Lupinus angustifolius (Crawshaw & Reid, 1984); 3) o xiloglucano, presente em
sementes de tamarindo (Tamarindus indica), jatobé (Hymenaea courbaril), copaiba
(Copaifera langsdotffi) e chagas (Tropaeolum majus) e 4) o galactomanano, em
sementes de guar (Cyamopsis tefragonolobus), sesbania (Sesbhania marginata), falso
barbatimao (Dimorphandra mollis), entre outras (Reid, 1985; Buckeridge & Dietrich,
1996). Quase todos esses polimeros, com excecdo do xiloglucano de chagas,
apresentam, em diferentes graus, consideravel importancia comercial, seja pelo valor
nutritivo que possuem (amido) ou por sua utilizacdo como espessantes em alimentos

industrializados (galactomananos e xiloglucanos).
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Devido ao grande nimero de estudos realizados com polissacarideos de
reserva de sementes, principaimente durante a segunda metade deste século, ja &
possivel separa-los em grupos distintos. O critério de classificacdo € baseado na
localizacdo celular desses polimeros. Enquanto o amido compreende uma classe
isolada de polissacarideos de reserva que ocorre no interior de células
parenquimatosas de reserva, formando granuios bastante caracteristicos, os demais
polimeros citados, ocorrem nas paredes celulares daqueles tecidos e compreendem,
possivelmente, uma adaptacdo evolutiva das paredes celulares vegetais primarias,
no sentido de armazenar grandes quantidades de carboidratos de reserva. Este
grupo de polissacarideos € denominado Polissacarideos de Reserva de Parede
Celular.

O presente trabalho trata principalmente dos xiloglucanos de sementes de
Tropaeolaceae, Tropaeolum majus L.

Xiloglucanos

Ocorréncia, fungdo e estrutura

Os xilogiucanos s&o polissacarideos que ocorrem principalmente em paredes
celulares de dicotiledbneas. Estes constituem a principal hemicelulose deste grupo
de plantas e alem disso podem ser acumulados em grandes quantidades em
sementes de algumas espécies de Leguminosae-Caesalpinoideae e Tropaeolaceae.

Acredita-se que uma das fungbes principais do xiloglucano nas paredes
celulares seja a orientagdo das microfibrilas de celulose. Sao evidéncias em favor
dessa hipdtese os fatos de que 1) os xiloglucanos interagem especificamente com
celulose in vitro (Hayashi et al., 1989); 2) quando extraidos de paredes intactas
deixam uma rede desorganizada de microfibrilas (McCann & Roberts, 1991) e 3)
quando adicionados a suspensdes de celulose bacteriana promovem o alinhamento
das microfibrilas in vitro. Como conseqiiéncia, o controle da forma celular pode estar

em grande parte relacionado com o dominio celulose-xiloglucano em paredes

celulares de dicotileddneas.
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Os xiloglucanos s&o também denominados amildides por interagirem com
I/Kl (como o amido), fazendo com que o tecido apresente forte coloracéo azul
guando em presenca de lugol (Kooiman,1960).

Estruturailmente, os xiloglucanos s@o polimeros compostos por uma cadeia
principal celuldsica em que residuos de glucose estdo ligados entre si por ligacbes
glicosidicas do tipo B(1—4). A cadeia principal celuldsica pode apresentar 3 tipos de
ramificacdes: 1) residuos de xilose ligados ao carbono 6 da glucose através de
ligagao glicosidica a(1—-6); 2) o dissacarideo xilose p(1-»2) galactose liga-se ao
carbono 6 da glucose através de ligacao glicosidica a(1-+6) e 3) o oligossacarideo
xilose B( 1—2) galactosil a (1-2) fucopiranosil liga-se ao carbono 8 da glucose
através de ligacao glicosidica o(1->8). A nomenclatura para os blocos estruturais do
xiloglucano proposta por Fry e colaboradores (1993) considera a cadeia principal
como o ponto central. Glucoses nao substituidas sdo denominadas G: glucoses
ramificadas com xilose sdo denominadas X e se a galactose esta ligada & xilose o
trissacarideo € denominado L. Por exemplo:

Gal

\
Xil Xil Xil
N
Gle-Gle-Gle-Gle

X L X G

A utilizac&o de celulase purificada de Trichoderma viride possibilitou estudos
mais aprofundados sobre a estrutura fina dos xiloglucanos e hoje se sabe que a
maioria deles & formada por blocos contendo 4 glucoses, 3 xiloses, e 1 ou 2
moléculas de galactose e 1 fucose. Os extratos de xiloglucano normalmente
apresentam uma pequena propor¢ao de arabinose e ja foi demonstrado que este
monossacarideo liga-se aos residuos de galactose (Eda & Kato, 1978; Gidley et al.,
1991). Estruturalmente, os xiloglucanos de parede primaria e os de parede de
reserva de sementes sdo semelhantes, com excec¢do do fato que a fucose néo esta

presente nos xiloglucanos de reserva em sementes.



15

Enzimas do catabolismo dos xiloglucanos

Até o momento, 4 tipos de enzimas que atuam na hidrélise do xiloglucano
foram detectadas:

Endo-f(1—4)-glucanase

Esta enzima pertence a classe das celulases, que sdo endo-enzimas
capazes de hidrolisar moléculas de celulose ou xiloglucano, produzindo fragmentos
de menor massa molecular. Se efetuada hidrolise exaustiva, a celulase de
Trichoderma viride pode produzir uma mistura de oligossacarideos que representam
os blocos constitutivos da maioria dos xiloglucanos.

Em 1986, Edwards e colaboradores isolaram uma endo-8(1—4)glucanase de
sementes de chagas (Tropaeolum majus L) e demonstraram que esta enzima é
extremamente especifica para xiloglucanos. Trabalhos posteriores (Fanutti et
al.,1993 e De Silva ef al., 1993) demonstraram que a estrutura da endoglucanase é
extremamente rara, pois ela contém zero % de alfa hélice e 66% de dobras beta nas
moléculas. Estas caracteristicas tormam o polipeptideo extremamente compacto,
diminuindo a massa molecular aparente (19kDa) em relacdo a massa molecular
baseado na sequéncia de aminoacidos (35kDa). Foi descoberto que além da
atividade hidrolitica, a endoglucanase de chagas é capaz de efetuar
transglicosilagdo, ou seja , a enzima pode transferir blocos resultantes de hidrdlise
para outros blocos, construindo moléculas de maior massa molecuiar.

Acredita-se que a transglicosilacao seja de extrema importancia durante o
crescimento, pois a quebra e consequente reconstrugio de ligagdes da cadeia
principal de xiloglucanos na parede celular poderia afetar grandemente a distribuicao
das microfibrilas de celulose na parede primaria, afetando consequentemente o
crescimento celular (Nishitani & Tominaga, 1991: Fry ef al, 1992 e De Silva et al.,
1993). No entanto, a fungédo de transglicosilacao na degradacio de polissacarideos
de sementes ainda é pouco conhecida. Este fendmeno foi demonstrado ocorrer
tambem em sementes de espécies tropicais. Evidéncias indiretas foram obtidas por

Alcantara (1995) de que a transglicosilagdo de fragmentos de xiloglucano pode
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ocorrer em cotilédones de sementes de Copaifera langsdorffii durante mobilizagéo do
xiloglucano.

Tiné e colaboradores (2000) demostraram a presenca de uma xiloglucano-
endo-transglicosilase (XET) de Hymenaea courbarif L. que sé consegue hidrolizar o
polissacarideo na presenga de oligossacarideos de xiloglucano. Posteriormente,
Alcantara (2000) purificou parcialmente a XET de H. courbaril L. e demonstrou sua
acao de transglicosilagéo através da verificagao de incorporacéo de oligossacarideos

ao polimero.

S~ galactosidase

Beta-galactosidases com alta especificidade sobre xiloglucano foram
isoladas apenas de sementes de Tropaeolum majus L. (Edwards et a/., 1988) e de
Copaifera langsdorffii (Alcantara et a/.,1998). Ambas sao capazes de hidrolisar os
residuos de galactose tanto do polimero como de oligossacarideos produzidos por
hidrdlise prévia com celulase.

a-xylosidase e p-glucosidase

A (nica o-xilosidase isolada e caracterizada como sendo especifica para
xiloglucanos foi a enzima isolada por Fanutti e colaboradores em 1991. Esta enzima
ndao age sobre o polimero, mas somente sobre os oligossacarideos produzidos
através de hidrolise pela XET. A a-xilosidase retira uma xilose apenas do terminal
néo redutor de cada vez dos oligossacarideos e tem que agir em conjunto uma B-
glucosidase (Crombie ef af, 1998), onde xilose e glucose s&o retiradas
alternadamente do final n&o redutor da molécula de cada oligossacarideo.

Além das quatro enzimas mencionadas, a presenca de arabinose no
xiloglucano pressupde a existéncia de arabinosidase. Porém, a acao desta enzima

nunca foi demonstrada em sementes que acumulam xiloglucano.
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Ag¢dao conjunta das quatro enzimas durante a mobilizacao de

reservas de xiloglucano de sementes

O modelo de degradagéo de xiloglucano em sementes de T. majus L. é
considerado o mais bem estudado. Edwards e colaboradores (1985) demonstraram
que a mobilizacao de xiloglucano nesta espécie é acompanhada por um aumento e
um decréscimo na atividade das quatro hidrolases: endo-B-glucanase, B-
galactosidase, co-xilosidase e p-glucosidase. Com base nestes dados e também
sobre o modo de agdo da XET (Edwards et al., 1986 e Fanutti et al., 1993) Crombie e
colaboradores (1998) propuseram um modelo de mobilizagéo de xiloglucano em T.
majus L. Neste modelo, as quatro enzimas atacam o polimero de um modo
sincronizado, produzindo galactose, giucose e xilose livres. Em T. majus L., XET e p-
galactosidase s@o as unicas enzimas capazes de atacar o polimero. Em baixas
concentragbes de oligossacarideos predomina a atividade hidrolitica da enzima,
produzindo oligossacarideos que serao imediatamente atacados por o-xilosidases e
B-glucosidases, reduzindo o polimero a monossacarideos.

Em estudos com Tamarindus indica, Reis e colaboradores (1987)
demostraram a presenga de uma parede interna e uma parede externa, que ndo
foram degradadas durante a mobilizagao do xiloglucano. Posteriormente, 0 mesmo
tipo de arranjo de parede foi detectado por imunolocalizagéo em Hymenaea courbaril
L. (Marcia Braga, Henrique P. Santos e Marcos Buckeridge comunicagéo pessoal).

Tine e colaboradores (2000) estudaram a mobilizagdo do xiloglucano de
Hymenaea courbaril L.. O polimero & mobilizado apos 45 dias da embebicao e o
processo continua ate 75 dias apés a embebicao. Porém, alteracdo na estrutura fina
do xiloglucano em periodo anterior a degradacao foi observada. Todas as quatro
enzimas encontradas por Edwards e colaboradores (1985) em T. majus L. foram
detectadas em H. courbaril L.. Como em Copaiferg langsdorffii (Alcantara et af.,
1999), toda atividade de B-galactosidase que pode ser detectada utilizando substrato
sintético teve um pH o6timo em 3,2, enquanto as outras hidrolases foram mais ativas

em pH 4,5. Estes resultados, obtidos para as B-galactosidases de Copaifera e
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Hymenaea, sugerem que esta enzima é um importante ponto de controle do
metabolismo de xiloglucanos em leguminosas, pois em todos os estudos efetuados,
nenhuma p-galactosidase livie de endo-B-glucanase apresentou atividade sobre o
polimero, hidrolisando apenas os oligossacarideos. Tais resultados também sugerem
que o controle de mobilizagéo do xiloglucano pode ser exercido pelas mudancas de
pH da parede, pelo menos em leguminosas, com base na diferenca de pH é6timo das
enzimas (4,0). Hensel e colaboradores (1991) demonstraram que a mobilizacéo do
xiloglucano in vivo em cotilédones de Tropaeolum majus L. é controlada por auxina,
a qual é responsavel pela modificacdo do pH da parede celular. Deste modo este
horménio pode estar atuando de forma indireta no processo de mobilizacéo.

As modificagbes que envolve o processo de mobilizagéo do xiloglucano tanto
em Tropaeolum como em Copaifera € Hymenaea sugere que proteinas néo
enzimaticas poderiam estar atuando sinergisticamente com as hidrolases no
desmonte da parede, como por exemplo os celulossomos ou expansinas, descritos a
seguir.

CBDs- Proteinas que se ligam a celulose e/ou ao Dominio celulose-
xiloglucano

Os xiloglucanos possuem a estrutura da cadeia principal idéntica a celulose
(Buckeridge & Reid, 1996). Carpita e Gibeaut (1993) propéem inclusive que os
sistemas biossinteticos dos B-glucanos sejam “variagGes sobre um mesmo tema’.
Nesse sentido, & também provavel que os sistemas enzimaticos de hidrélise tenham
algumas caracteristicas em comum. A estrutura molecular da endoglucanase
(celulase) de Trichoderma viride, por exemplo, ja foi determinada e esta enzima
possui um sitio catalitico e um CBD (Ceflulose Binding Domain). A estrutura
tridimensional destas proteinas (enzima + CBD) consiste de dois dominios protéicos
ligados por um braco peptidico de grande mobilidade. Acredita-se que os CBDs
sejam responsaveis por mudancgas conformacionais na superficie da microfibrila que

resultam em acessibilidade da cadeia celuldsica ao sitio catalitico.
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Os CBDs apresentam peso molecular entre 4 e 20kDa e ocorrem em
diferentes posicdes nos polipeptideos: N-terminal, C-terminal e em posigdes centrais
(Tomme,1998). Alguns CBDs podem se ligar a celulose reversivelmente, e sao
utilizados na separagao e purificagéio de outros polipeptideos. Os CBDs ligam-se a
celulose atraveés de pontes de hidrogénio e por forcas de Van der Waals.

No modelo de degradagédo de celulose por microorganismos, foi constatada a
existéncia de um complexo macromolecular cujos componentes interagem
sinergisticamente proporcionando uma catalise eficiente na degradacéo da celulose
(Bayer ef al., 1998). Este complexo macromolecular foi denominado celulossomo,
sendo composto por subunidades enziméticas e nao-enzimaticas chamadas de
scaffolding. Os CBDs formam os chamados modulos néoc cataliticos gue s3o
responsaveis pela ligacdo do celulossomo ao substrato. Outras subunidades que
constituem o© celulossomo s@o os dominios de doquerinas e coesinas, que
coordenam a incorporagéo de todas as subunidades ao complexo celulossomal.

Complexos celulase-CBDs ou celulossomo em plantas nunca foram
observados, porém a a¢ao de CBDs em tecidos vegetais j& foi descrita por Sphigel e
colaboradores (1998), em experimentos de expansao celular em tecidos de plantas.
Neste trabalho foi demonstrado que baixas concentracées de CBDs causam um
aumento no comprimento do tubo polinico de pessegueiro quando comparado com o
controle sem CBDs. A concentragdo otima esta por volta de 50ug.mL". Este
alongamento estaria relacionado com o fato de que o CBD estaria competindo com o
xiloglucano pela ligagdo com celulose, causando assim o afrouxamento da parede

que resulta no aumento da pressao de turgor e alongamento (Sphigel ef al., 1998).

Acéo de expansinas no complexo celulose-xiloglucano

Ja se sabe que a auxina estimula as ATPases de membranas e promove o
acesso de protons na matriz extracelular, acidificando o meio, proporcionando assim,
condicdes favoraveis de pH para as expansinas que sé atuam em pH acido. Por essa

razao essas proteinas sdo consideradas mediadores do crescimento acido. Intimeros
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trabalhos vém comprovando a sua atuagéo no processo de afrouxamento da parede,
fendmeno que promove a expansao celular. Em ensaios para medir o potencial de
expansao celular, expansinas purificadas foram adicionadas as paredes previamente
tratadas com alta temperatura e observou-se um rearranjo na parede, seguido de
afrouxamento e consequentemente, expansao celular (Cosgrove, 1998).

Esta fungao, por algum, tempo foi atribuida a XET, enzima que promove a
degradacéo da parede e concomitantemente a reconstituicdo da mesma, através do
processo de transglicosilagdo. No entanto, utilizando XET em ensaios in vifro com
parede tratada com temperatura alta nao se observa expansao celular, e em extratos
purificados de expansinas nunca se detectou atividade de XET (Cosgrove, 1999).

O mecanismo bioquimico de acéo das expansinas é, todavia, desconhecido.
Acredita-se que o processo de expansao celular ocorre apds o rompimento das
ligacbes entre as microfibrilas de celulose e as hemiceluloses. As expansinas
estariam se ligando, neste caso, a interface celulose e xiloglucano.

As expansinas apresentam uma série altamente conservada de residuocs de
triptofano, também encontrada em CBDs, embora nao apresentem dominios
cataliticos similares as celulases. Provaveimente este motivo estrutural se conservou
ao longo da evolugdo entre expansinas e CDBs, o que ja foi visto em glucanases de
fungos (Rose & Bennett, 1999).

Apesar da origem evolutiva do sistema de hidrdlise de xiloglucano estar,
provavelmente, no sistema de hidrolise da celulose, os CBDs nunca foram
observados. Do mesmo modo nunca foi relatada a atuagdo de expansinas no
desmonte da parede secundaria durante a mobilizacdo.

Apesar de pouco ser conhecido sobre as modificacbes que ocorrem no
complexo cel-xg durante o desmonte da parede em células que ja cessaram seu
crescimento, a despolimerizagado estd certamente associada aos eventos
enzimaticos gue ocorrem sobre xiloglucano e sobre celulose. Como no caso
especifico das endoglucanases, que contribuem em processos como florescimento e
absciséo foliar, as expansinas estao, sem duvida, envolvidas no processo de

degradacdo dos polimeros da parede. Além disso, tem sido demonstrada a
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participac@o das expansinas no processo de desmonte da parede, principaimente em
amadurecimento de frutos (Rose & Bennett, 1999),

Em estudos de degradacgdo de parede em frutos de tomates, varios trabalhos
ja reportaram a acao de expansinas durante o amadurecimento e amolecimento do
fruto, onde muitas questdes ja foram levantadas sobre o real papel das expansinas.
Foi observada uma série de mudangas na parede envolvendo duas subclasses de
expansinas, LeExp1, agindo primeiro no inicio do processo de expansao, e a
LeExp2, atuando especificamente no afrouxamento, promovendo o amadurecimento
e culminando no amolecimento do fruto, sendo que a expansina LeFxp7 estaria
sendo ativada por auxina e a LeExp2 por etileno [Rose & Bennett; 1999 para uma
revisdo ver Cosgrove, 2000].

A despolimerizagdo das hemiceluloses é uma caracteristica comum em frutos
durante o amadurecimento, embora a razéo de despolimerizacdo varie entre
diferentes espécies. O gene LeExp7 € encontrado em tomate e expresso no inicio do
amadurecimento. Este gene apresenta similaridades com outros genes que s&o
expressos somente no processo de expansdo. Apesar do alto grau de homologia
existente entre expansinas associadas ao amadurecimento e expansinas associadas
a expansao celular, as diferencas de funcbes destas proteinas na expansao celular e
amadurecimento devem ser avaliadas. A analise filogenética e as diferencas nas
reacbes com anticorpos, sugerem que estas subclasses de proteinas expansinas sio
muito divergentes em nivel de estrutura tercidria e quaternaria. As subclasses
poderiam atuar de formas diferentes nos eventos diversos, uma forma durante a
expans&o e outra durante o amadurecimento. Isto talvez possa reforcar a hipotese
que, de fato, expansinas ou proteinas analogas a elas, poderiam estar atuando no
processo de mobilizacdo de reserva em cotilédones, uma vez que se trata de um
processo tambem de desmonte de parede, orquestrado por um grupo de enzimas
atuando conjuntamente, e neste caso as expansinas ou proteinas analogas, estariam
entdo, afastando as microfibrilas ja no fim do processo de degradacao da parede.
Isto provavelmente estaria acontecendo em nivel de parede primaria considerando o
cotiédone uma folha modificada. Além disso, modificacdes na estrutura do

xiloglucano durante o periodo de pré mobilizagdo observadas por Tiné e
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colaboradores (2000) poderiam estar sendo promovidas por proteinas nao
enzimaticas. Nesses experimentos observou-se um aumento significativo na
propor¢ao de xiloglucano passivel de extragdo em agua quente em um momento em
que foi detectada apenas atividade de p-galactosidase e a-xilosidase e ndo de todas
as hidrolases que compbdem © modelo de degradacgdo do xiloglucano. Esta
modificacdo estrutural poderia ocorrer também em fungdo da presenca de
expansinas atuando sobre o dominio celulose- xiloglucano nas paredes primarias

que envolvem a parede de reserva.

Lectinas — proteinas com alta especificidade para carboidrato

Um outro grupo de proteinas que se liga aos carboidratos € o das lectinas.
Independentemente do pouco conhecimento sobre as funces das lectinas em
plantas, estas proteinas tém sido muito utilizadas em estudos de imunologia devido a
alta especificidade para carboidratos complexos, e também por estarem relacionadas
ao potencial de agiutinar células sanguineas e precipitar carboidratos multivalentes
(Loris et al., 1997).

A maior parte das lectinas € encontrada no citoplasma ou em corpos
protéicos de células dos cotilédones, embora tenham sido também encontradas em
caules e folhas.

As lectinas, com poucas excecdes, sao glicoproteinas que necessitam de
ions divalentes, como Ca*® e Mn*?, para se ligarem aos carboidratos e, em geral,
possuem estrutura quarternaria formando dimeros e tetrdmeros (Lis & Sharon, 1998).

Embora muitos estudos tenham sido realizados sobre estas proteinas, sua
funcao ainda ndo esta clara. Elas poderiam desempenhar fungdes importantes na
defesa contra patogenos, atuar no reconhecimento microorganismo-planta durante o
processo de fixagao de nitrogénio atmosférico, na organizagéo celular, em processos

de fagocitose e em extenséo celular, e etc (Moreira ef al., 1991).
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OBJETIVOS

Tendo em vista as sugestdes existentes sobre a interacao de proteinas sem
atividade enzimatica com celulose facilitando a hidrdlise do xiloglucano de parede
primaria, uma hipdtese que poderia ser levantada seria de que estas proteinas
poderiam tambem alterar a conformacéo do xiloglucano de reserva tornando a
hidrolise mais (ou menos) eficaz.

A detecgdo de proteinas outras que aguelas conhecidas como enzimas
hidroliticas do xiloglucano, as quais foram descritas, € uma nova forma de abordar o
problema de como o xiloglucano é modificado ou degradado durante processos
biolégicos de mobilizag&o de reservas, crescimento e desenvolvimento vegetal. Com
a estratégia adotada de detecc@o de proteinas que se ligam a cadeia de B(1-»4)
glucanos, tentamos demonstrar a possibilidade destas proteinas ndo enzimaticas
estarem atuando na modificacao da conformac&o do xiloglucano para o controle fino
da interagdes intermoleculares (xg-xg) e também com celulose (cel-xg).

Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo a extracao e
caracterizag@o de proteinas de cotilédones de Tropaeolum majus L. (enzimaticas ou
ndo) que se ligam a B(1-—4) glucanos durante o periodo de mobilizagdo e

estabelecimento da plantula.
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MATERIAL E METODOS

1. Estabelecimento das condi¢ées 6timas do experimento

1.1 Material vegetal

As sementes de Tropaeolum majus L. utllizadas foram importadas da
Dinamarca, pela Feltrin Importadora de sementes Ltda.

1.2. Obtengéo do extrato protéico

Sementes de Tropaeolum majus L. foram embebidas em agua destilada por
12 horas, semeadas em vermiculita, e mantidas em sala de crescimento com
temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Para a obtencao do
extrato protéico, cotilédones foram coletados a partir do 8% até o 18° dia apds o inicio
da embebicdo (nos diferentes experimentos, procurou-se manter a proporcionalidade
entre o0 nimero de cotiledones e o volume de extragio). Em seguida, foram pesados
e homogeneizados em tampéao acetato de sédio 50mM pH 5.0 com 0,5M de NaCl,
utilizando ultraturrax T-25. O homogeneizado foi filtrado a vacuo em peneira de nylon
e em seguida centrifugado a 13200g por 15 minutos a 5°C. O sobrenadante coletado
foi dialisado contra tampao acetato de sédio 50mM pH 5,0 a 5°C durante 8 horas. O
material dialisado foi novamente centrifugado, medido o volume e congelado a —
20°C.

1.3. Extracéo de xilogiucano

Sementes foram pesadas, secas em estufa a 80°C e moidas em moinho de
bola. Um grama do pé seco foi homogeneizado em 100mL de agua destilada a 80°C
com agitacao constante.

Apds a extrag&o por 3 horas em agua o material foi filtrado a vacuo em uma

peneira de nylon, precipitado com etanol comercial (3x o volume) € mantido em
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repouso durante 12 horas a 5°C.

O precipitado foi coletado por filtracdo a vacuo e lavado com etanol e
acetona comercial. Apdés a evaporagao da acetona o precipitado foi novamente
solubilizado em agua destilada a 80°C e em seguida centrifugado a 132009 por 15
minutos a 5° C. O sobrenadante foi coletado em placa de Petri e liofilizado. A partir
do material seco foi preparada uma solugdo de xiloglucano 0,1% (p/v) em tampéo
acetato de sddio 25mM pH 5.8.

1.4. Obteng&o do precipitado de celulose microcristalina

Foram preparadas suspensdes de celulose microcristalina Avicel 4% (p/v)
em agua destilada e retiradas uma aliquotas de 400pl em microtubos de 1,5mL,
centrifugadas a 13200g por 3 minutos, descartando o sobrenadante. Em seguida o
precipitado foi iavado 5 vezes com agua destilada, homogeneizado e centrifugado a

132009 por 3 minutos para retirada de oligossacarideos.

1.5. Interagdo celulose e xiloglucano

Para os ensaios de interagdo celulose e xiloglucano, 600ul de xiloglucano
0,1% (p/v) em tampao acefato de sbédio 26mM pH 5,8 foram adicionados ao
precipitado de celulose e o volume foi completado para 1mL com tampéo acetato de
sodio 25mM pH 5,8. O material foi homogeneizado e incubado por 15 minutos a
30°C. Apds a incubagao o material foi centrifugado e uma aliquota de 10wl foi retirada
do sobrenadante para quantificacdo de xiloglucano pelo método lodo-lodeto de
potassio (Kooiman, 1960). A quantidade de xiloglucano adsorvido a celulose foi
calculada por diferenca entre o total de xiloglucano adicionado e a guantidade
encontrada no sobrenadante, sendo os dados expressos em porcentagem de
interacdo (Lima & Buckeridge,2000).
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1.6. Microscopia eletronica de varredura

Para o exame microscopico da celulose microcristalina e de seu complexo
com xiloglucano, os materiais em suspensdo em agua destilada foram liofilizados,
montados em suportes apropriados (stubs) e cobertos com ouro (Baltec SCD 050).
As amostras foram examinadas e fotografadas em um microscopio de varredura da
marca Philips XL20.

1.7 Interag&o proteinas—celulose e proteinas complexo celulose-xiloglucano

Para os ensaios de interacdo com proteinas foi realizada, preliminarmente,
uma curva de interacdo proteinas-celulose e proteinas-complexo cel-xg, utilizando
exiratos de cotilédones de diferentes dias de coleta como descrito acima. Ao
precipitado de celulose ou complexo cel-xg acrescentaram-se 500p! de extrato
protéico nao fervido (e extrato fervido como controle), incubando em diferentes
temperaturas (30°C, 45°C e 60°C) em triplicatas. Posteriormente o material foi
centrifugando a 13200g por 3 minutos. Uma aliquota foi coletada de cada
sobrenadante para dosagem de proteinas e em seguida os sobrenadantes das
triplicatas foram reunidos em um so volume e congelados a -20°C. Os precipitados
foram lavados com NaCl 0,5M em tampao acetato de sodio 50mM e centrifugado em
13200g por 3 minutos. O resumo das etapas do experimento de interaggo proteinas-

celulose e proteinas-complexo celulose-xilogiucano estao na figura 1.
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Figura 1. Resumo das etapas do experimento de interacdo das proteinas com
celulose e com 0 complexo cel-xg.
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1.8 Agéo das proteinas 43 e 63 kDa sobre o complexo cel-xg

Para este experimento foram utilizados complexos de celulose-xiloglucano
de copaiba de 25 e 80 kDa, e complexo cel-xg , como ja descrito acima. As proteinas
eluidas com NaCl 0,5M a partir de celulose foram aplicadas aocs complexos, seguido
de incubagao durante 30 minutos a 30°C, e centrifugados a 132009 por 2 minutos.
Uma aliquota do sobrenadante foi coletada para dosagem de xiloglucano pelo

método colorimétrico de ledo-lodeto de potassio (Kooiman, 1960; ver item 2.2).

1.9 Curva de pH para interagéo de proteinas com o complexo cei-xg

Para os ensaios de interacdo de proteinas com cel e complexo cel-xg foi
feita uma curva de pH variando de 2,5 a 6,5, onde o pH do extrato foi corrigido com
tampao citrato fosfato 250mM. A interacdo de proteina com celulose e com
complexo cel-xg foi realizada como descrito no 1.7, onde foi considerado o pH 3,0

como melhor para interagdo em ensaios subsequentes.



29

2. Analises Bioquimicas

2.1 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi feita através do método de Bradford (1976). A
concentrac&o de proteina foi determinada utilizando uma curva padréo de albumina

de soro bovino e a leitura feita em 595nm.
2.2 Dosagem de xiloglucano

Para a dosagem de xiloglucano foi utilizado o método colorimétrico
(modificado de Kooiman,1960). Em pogo de placa de Elisa foram adicionados: 20p
de amostra, 40ul de [/K! (5%), 40l de tampao acetato de sodio 50mM pH 5,0 e
200ul de NazS04. A concentragdo de xiloglucano foi calculada utilizando uma curva

padrao de solugao de xiloglucano de chagas de 100 a 600ug e a leitura feita em leitor
de microplacas (3550-UV BIORAD).

2.3 Determinagéo da atividade enzimatica de p-glucosidase

As condigbes do ensaio para atividade de B-glucosidase foram 10ul de
tampéc acetato de sddio 50mM pH 5,0, 10ul de eluato em NaCl (proteinas eluidas
em NaCl) e 10uf de substrato sintético (p-nitrofenil B-glucopiranosideo 40mM - pNP-
Bgic). Apds 15 minutos de incubagdo a 40°C a reagao foi interrompida com a adicao
de 1,0mL de carbonato de sodio 0,1N e a absorbancia determinada em 405nm. A

atividade da enzima foi expressa em pmol de pNP-Bglc.mL'min™

2.4 Determinagéo da atividade de a-xilosidase

A o-xilosidase atua apenas sobre oligossacarideos de xiloglucano, e nao
sobre substratos sinteticos ou polissacarideos (Fanutti ef a/., 1991). Neste ensaio foi
utilizada como substrato uma solugdo de oligossacarideos de xiloglucano de

Copaifera langsdorffii,obtida por hidrélise exaustiva com celulase microbiana. Estes
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blocos de oligossacarideos sao idénticos ao de 7. majus L. (Buckeridge et al., 1992).

A atividade de ua-xilosidase foi determinada pela liberacdo de pentoses livres,
de acordo com Roe & Rice {1948). Em um microtubo com 25ul de tampao acetato de
aménio 1M pH 5,0 foram adicionados 20ul da solugdo de oligossacarideos de
xiloglucano de copaiba (7,6mg.ml'") e 20yl de eluatos em NaCl {proteinas eluidas em
NaCl) incubando-se por 24 horas a 30°C. O conteldo do tubo foi separado em 2
aliquotas de 30ul em tubos de vidro contendo 970ul de agua destilada. A cada um
desses dois tubos foram adicionados 5mlL de uma solugéo de p-Bromoanilina (2%
em acido acetico saturado com tiouréia). Um dos tubos foi aquecido a 70°C por 10
minutos enquanto o outro foi mantido a temperatura ambiente no escuro. Estes
meios de reagdo foram incubados a 30°C por 1 hora e foi feita a leitura da
absorbancia em 520nm, sendo utilizado como branco o tubo que néo foi incubado a

70°C. Foi utilizada xilose como padrao.

2.5 Determinagéo de atividade de f-galactosidase

A determinacao da atividade da B-galactosidase nos eluatos com NaCl foi
feita de forma semelhante & atividade de B-glucosidase. A Unica diferenca foi o uso

de pNP-B-galactopiranosideo (Sigma Chem. Co) como substrato.

2.6 Determinagéo da atividade de xiloglucano endo-fransglicosilase (XET)

Para os ensaios da XET foi utilizado o método colorimétrico (Sulova et al,
1995). Em um tubo de ensaio com 20ul de solugdo 0,1% de xiloglucano de T. majus
foram adicionados 10ul de eluatos em NaCl (dialisados contra agua) e 10ul de
tampdo acetato de sdédio 50mM pH 5,0 incubando-se por 20 minutos a 45°C. A
reacado foi interrompida com adicdo de 0,1mL de HCI 1M. Posteriormente. adicionou-
se 1mL de solugao 20% (m/v) de Na,SO, e 0,2mL de solugéo de iodo-iodeto de
potassio (5%) em cada tubo, deixando-os em repouso por uma hora no escuro.
Utilizou-se como controle a reagdo sem extrato enzimatico. A leitura da absorbéncia
das amostras foi feita em 620nm.
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3.0 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

A analise gualitativa das proteinas sollveis foi feita através de eletroforese em
gel de poliacrilamida em dodecil suifato de sédio (SDS) e empregando um sistema
de tampao descontinuo (Laemmli, 1970).

As eletroforeses foram feitas com mini-géis de 0,75mm de espessura (9,0 x
8,0cm) contendo 15% de acrilamida na concentracéo final, montados em cuba
vertical de eletroforese.

As amostras de proteinas eluidas em NaCl 0,5M foram dialisadas contra agua,
liofilizadas e retomadas em 10ul de tamp&ao de amostra, em seguida fervidas por 5
minutos. Foram aplicados no gel 10pL do tampao de amostra contendo 50pg de
proteinas de cada amostra. O gel foi submetido a corrente constante de 20mA por
aproximadamente 90 minutos. Posteriormente revelado por imerséo em solugao de
azul de Comassie R 250 0,1% (p/v) dissolvido em agua, metanol, acido acético
glacial (5:5:2 - viviv) durante 30 minutos, a temperatura ambiente e agitacdo
continua. Em seguida, o gel foi descorado com agua destilada em forno de
microondas (SHARP RB-5H66) por 2 minutos. O gel descorado foi novamente
corado com prata (BIORAD, de acordo com as instrucdes do fabricante), e mantido
em solugao descolorante contendo metanol 10% (p/v) e acido acético glacial 7,5%

(p/v), sob agitagao e com trocas freglientes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Interagao proteinas-celulose e proteinas-complexo cel-xg

Para o primeiro ensaio de interaco entre proteinas obtidas dos cotilédones de
T. majus com cel e cel-xg foram utilizadas sementes de um primeiro lote, onde os
cotilédones foram coletados no 18° dia apds embebicao, periodo em que observa-se
maxima atividade de B-galactosidase (Edwards ef al., 1988). Como controle foi
testada a desnaturacao de proteinas por fervura e os ensaios foram realizados em
temperatura ambiente. Quando uma solugdo a 0,1% de albumina de soro bovino, foi
utilizada nos ensaios de interacdo com cel e cel-xg, somente cerca de 10% de
interacao foi observado. Por isso, optou-se por usar como controle somente o extrato
de T. majus desnaturado por temperatura.Com relacéo ao estudo de interacao de
proteinas e polissacarideos, ndo foram observadas diferencas na quantidade de
proteinas adsorvidas para os extratos desnaturados e ndo desnaturados. Isso
ocorreu , tanto em celulose (cel) quanto no complexo celulose-xiloglucano (cel-xg)
(tabela 1). No entanto, observou-se que a quantidade de proteinas eluidas de cel ou
cel-xg foi maior quando a interagdo foi realizada a partir de extratos nio fervidos
(valores em negrito na tabela 1). Provavelmente, no processo de desnaturacéo sitios
hidrofébicos se tornariam expostos facilitando uma interagcdo mais forte entre estas
proteinas e o©s g1:303issau:au‘idueaos., dificultando desta maneira a eluicdo mesmo
utilizando NaCl 0,5M.

Durante os ensaios de otimizacdo das condicdes de interacdo entre as
proteinas obtidas dos cotiledones de T. majus L.com os polissacarideos (cel ou cel-

xg), foram ensaiadas pH e temperatura de incubagéo.
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Tabela 1. Interagao de proteinas com celulose e com o complexo cel- -xg. Extrato
obtido no 18° dia apos a embebigdo. Eluicao de proteinas a partir dos tratamentos
cel e cel-xg.

Tratamentos % Proteinas % Proteinas
adsorvidas * eluidas **
ceil-xg + Extrato fervido 70,7 27,0
cel-xg + Extrato ndo-fervido 68,7 63,0
cel + Extrato fervido 74,9 18.0
cel + Extrato ndo-fervido 69,5 27,7

* % de proteinas adsorvidas a cel ou cel-xg do total de proteinas adicionadas no
ensaio (47,94 ng)
** % de proteinas eluidas com NaCl em relag&o ao total de proteinas adsorvidas

2. Efeito de pH e temperatura na interacgdo e eluigdo das proteinas

Analisando a interagdo de proteinas com os polissacarideos em diferentes
pHs, observa-se que as interacbes realizadas a 30°C foram maiores em pH 4.0
(figura 2A). As interagdes realizadas a 45°C apresentam um étimo de pH 2 e 4 tanto
para o tratamento com celulose como para o tratamento cel-xg as maiores interacoes
(figura 2B). Apesar dos diferentes comportamentos relacionados aos pHs nas duas
temperaturas, o maximo de interagdo entre proteinas e cel ou cel-xg foram similares

(aproximadamente 160ug.mL™").
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Figura 2. Efeito do pH e da temperatura na interagdo de proteinas com celulose
microcristalina e celulose-xiloglucano em cotiledones de Tropaeolum majus com 12
dias. Concentracao de proteinas adsorvidas a cel e ao complexo cel-xg (A e B); (C e
D) — Percentual de proteinas eluidas(com NaCl 0,5M em tamp&o acetato de sédio
50mM pH 5,0) da celulose e do complexo cel-xg. Em (A,C) a temperatura utilizada foi
de 30°C e em (B,D) 45°C.

(M) proteinas adsorvidas ou eluidas de celulose microcristaling;

() proteinas adsorvidas ou eluidas do complexo cel-xg;

(*) ug de proteina interagida.mL™ = protmL” no sobrenadante antes e depois da
interacao.
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Observa-se na figura 2C que com excegdo do pH 5,0, a eluigdo das proteinas
adsorvidas a celulose nos ensaios a 30°C foi maior, comparado com a eluicao das
proteinas adsorvidas ao complexo cel-xg. Além disso, um maior percentual de
eluigao destas proteinas (em torno de 80% do total de proteinas adsorvidas) ocorreu
nos ensaios de interagao nos pHs 2 e 3.

Com excegéo do pH 5,0, a eluicdo das proteinas interagidas com o complexo
cel-xg nos ensaios de interagdo a 45°C foi maior que a eluicdo das proteinas
interagidas com celulose. A maior eluicdo destas proteinas foi observada nos
ensaios de interagdo em pH 3,0. A proporcdo de proteinas eluidas foi de
aproximadamente 70% do total de proteinas interagidas com o complexo cel-xg.
Como eram as proteinas do complexo cel-xg as de principal interesse, as condicdes
de ensaios de interagdo nos experimentos posteriores foram estabelecidas em pH
3.0 e temperatura 45°C.

Esta maior eluicdo de proteinas adsorvidas ao complexo cel-xg poderia ter
sido facilitada por' modifica¢bes estruturais ocorridas no xiloglucano durante a
incubacao a 45°C. Tais modificagdes na estrutura do xiloglucano tém sido
observadas em ensaios de interacdo com iodo-iodeto de potassio utilizando
diferentes temperaturas (Miguel Minhoto, Marco Tiné e Marcos Buckeridge,
comunicagdo pessoal). Qutro evento que poderia estar ocorrendo seriam
modificacées na conformacdo da propria proteina liberando com mais facilidade o

sitio de ligacao ao xiloglucano a 45°C.
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3. Interac@o das proteinas com celulose e com o complexo cel-xg e

atividade de p-galactosidase durante o periodo de germinag¢éao

Para este ensaio um novo lote de sementes foi utilizado, uma vez que o lote
anterior ndc apresentava mais neste periodo germinacdo uniforme.

Assumindo que proteinas que se ligassem especificamente ao xiloglucano
poderiam estar presentes durante o periodo de sua mobilizacdo nos cotilédones de
T. majus, decidiu-se acompanhar esse processo tragando um perfil de atividade de
B-galactosidase, que serve como marcadora da mobilizacdo. O periodo de maior
atividade desta enzima foi seguido paralelamente a ensaios de interagdo de
proteinas com celulose e com o complexo cel-xg. Os perfis de teores de proteinas e
de atividade enzimatica encontrados estdo na figura 3. Foi detectado um platd de
atividade entre os dias 11 e 13 apds o inicio da embebicdo. Nesse periodo, o
xiloglucano esta em processo de degradagdo e ja apresenta um decréscimo
significativo na viscosidade (Edwards ef.al.,1985). Assim, considerou-se a principio
gue o 12° dia seria o dia favoravel para deteccédo de proteinas que se ligam a
celulose e/ou ao complexo cel-xg, pois apesar da degradacao j& estar avancada, a
maioria das proteinas ainda esta presente no tecido (Buckeridge e Reid, 1994) e a
atividade de B-galactosidase, aqui utilizada como pardmetro na degradacdo do
xiloglucano, era maxima (Figura 3). O teor de proteinas no extrato caiu do 9% ao 11°
dia, mantendo-se constante até o 13%e depois caindo a valores extremamente baixos

até o fim do periodo de andlise.
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Figura 3. Teor de proteinas (D)e atividade de f-galactosidase () em cotilédones de

Tropaeolum majus durante o periodo de mobilizagéo do xiloglucano de reserva.
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As proteinas presentes nos extratos obtidos nos diferentes dias apds o inicio
da embebicao interagiram de forma distinta com a celulose ou complexo celulose-
xiloglucano (figura 4). No décimo dia foram detectados altos niveis de interacao,
seguidos de uma diminuicao drastica. Do 11° ao 15° dia os niveis de interagdo
aumentaram linearmente, sendo que nos dias 14 e 15, as diferencas entre celulose e
celulose-xiloglucano foram significativas. Esses dados demonstraram o aparecimento
de proteinas que se ligam a celulose apés o periodo de mobilizagéo do xiloglucano.
Além disso, as proteinas nesses extratos parecem competir com o xilogiucano pela
celulose, uma vez que a presencga de xiloglucano parece diminuir a interacao das
proteinas com a celulose. Nesse experimento as percentagens das proteinas totais
que interagem com a celulose foram muito altas. No 10° dia, 80% das proteinas
haviam interagido, caindo para 20-30% no 11" dia e em média se mantendo ao redor

de 50% nos demais dias, exceto pelos dias 14 e 15 onde a interacéo foi maxima.
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Figura 4. Percentagem de proteinas adsorvidas a celulose (l) e ao complexo cel-xg
(7). Os ensaios de interacdo foram realizados em tampao citrato-fosfato 50mM
pH3,0 e o percentual de proteinas adsorvidas foi calculado através da diferenga entre
a quantidade de proteinas adicionadas e a quantidade de proteinas no sobrenadante
apos a interacao.
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Utilizando as condigcdes Otimas pré estabelecidas para a obtencido das
proteinas que interagem com complexo cel-xg (Figura 2), uma nova interacéo de
proteinas com celulose e com o complexo cel-xg foi realizada utilizando somente o
extrato do 12°dia e observou-se que as quantidades de proteinas que interagem
tanto com celulose como com o complexo cel-xg, ndo foram significativamente
diferentes (figura 5). No entanto, a interag@o destas proteinas ao complexo cel-xg
pareceu ser significativamente mais forte, uma vez que, utilizando as mesmas
condigbes para a eluigdo, a quantidade de proteinas eluidas deste complexo foi
menor que aquela eluida da celulose. Como a porcentagem de interagédo das
proteinas com a celulose e com o complexo cel-xg foi a mesma e a quantidade
eluida diferiu, sugere-se 0 que Xxiloglucano poderia estar proporcionando uma
interagao mais forte destas proteinas, dificultando, portanto, a eluigdo dos

polipeptideos.
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Figura 5. Porcentagens de proteinas adsorvidas (O) e eluidas com NaCl 0,5M (W)
das interagdes com celulose e complexo cel-xg. O extrato obtido no 12° dia apos a
embebigéo apresentava um teor de proteinas de 312ug.mL™", sendo aplicados 500uL.
para os ensaios de interagdo com celulose (20mg) e com complexo cel-xg (20mg de
cel + 600ug xg).
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Num experimento de interagao utilizando proteinas do extrato do 14° dia apés
embebicado porém mais concentrado, observou-se que a quantidade de proteinas
adsorvidas a celulose e ao complexo cel-xg também ndo mostrou diferengas
significativas em relagao as do 12° (figura 5). A quantidade de proteinas eluidas do
complexo cel-xg foi menor do que da celulose, como ocorreu também com as
proteinas do 12° mostradas na figura 5.

Para averiguar o efeito da concentracao de proteinas na interacéo com cel e
com cel-xg, foi feita uma curva de interagdo utilizando 4 concentragdes diferentes
proteinas (figura 6) e, observou-se que a interacdo das proteinas com celulose
saturou em aproximadamente 40ug.mL™" de proteina. Por outro lado, a interagdo com
cel-xg saturou em 80ug.mi_‘1. Tal fendbmeno pode estar relacionado ao fato de o
xiloglucano aumentar a superficie de interagdo do complexo. Quando uma
concentragdo de proteinas ainda maior foi utilizada (140ug.mL™) observou-se uma
diminuicdo na proporcéo de proteinas adsorvidas para um nivel similar a celulose.
Uma possivel explicagéo para este fato é que acima de 80pg.mL™' a XET poderia
estar interferindo na interacdo cel-xq, hidrolisando o xiloglucano, de forma que esse
se desprendesse da celulose, diminuindo assim a éarea de adsorgdo para as
proteinas e igualando as guantidades de proteinas adsorvidas. De fato Lima e
Buckeridge (2000) observaram que todo o xiloglucano interagido com celulose

microscristalina pode ser hidrolizado com celulase fungica.




43

60 -
50 -
" f
E |
o 40 -
"‘;J’ :
m i
gl
5 30
(74}
2
<L
[45]
8 20
zﬁ‘ "
g ;
* 10
0- e

0 20 40 60 8 100 120 140 160

Proteinas adicionadas (ng.mL™)

Figura 6. Efeito da concentragéo de proteinas na capacidade de adsorgéo a celulose
(M) e ao complexo cel-xg (C). Os ensaios de interagéo foram realizados em pH 3,0 a
45°C, e a gquantidade de proteinas adsorvidas foi calculada através da diferenca
entre a quantidade de proteinas adicionadas e a quantidade total de proteinas no
sobrenadante apds a interacao.



44

4. Analise por SDS-PAGE das proteinas que interagem com celulose
e com o complexo celulose-xiloglucano

Alguns polipeptideos interagem com a celulose microcristalina, sendo os
principais com massas moleculares 63, 43, 39 e 36kDa (figura 7). Um dos mais
abundantes foi o de 43kDa, e juntamente com os de 39 e 36kDa, aparecem também
no sobrenadante (nao interagidos). Isso sugere que os sitios de ligagéo na celulose
para esses polipeptideos foram saturados nas concentracdes de proteinas utilizadas.
A interacdo dos mesmos exiratos com o complexo cel-xg mostrou gque uma
proporgdo maior da banda de 43kDa interagiu, sugerindo que a adicdo de
xiloglucano aumentou o numero de sitios de ligagado para esse polipeptideo. Como a
semelhanga molecular entre celulose e xiloglucano esta na cadeia principal, que & de
B(1—4) glucano, € possivel que este polipeptideo tenha afinidade por este motivo
estrutural. Uma diferenca importante entre os perfis de polipeptideos eiuidos de
celulose e do complexo celulose-xiloglucano é o desaparecimento de uma banda de
63kDa, que aparece somente no primeiro. Esse resultado sugere que o xilogiucano
interage com a celulose (figura 8) de forma a “esconder” sitios especificos de ligacao
da proteina de 63kDa a celulose. Isso reforgca a hipétese levantada anteriormente de
gue o xiloglucano controla o acesso aos sitios de ligagio de proteinas a alguns sitios
da celulose.

Apesar de nao terem sido detectadas atividades de B-galactosidase ou de
xiloglucano-endo-transglicosilase nos extratos eluidos de cel e do complexo cel-xg
com NaCl, foi detectada uma proteina de 33kDa (figura7) cuja a massa molecular é
proxima a da XET (30kDa). Esse resultado em conjunto com a observagdo de que a
proteina de 33kDa interage mais fortemente com o complexo cel+xg, sugere que a
XET seja uma das proteinas que se ligam a B(1-»4) glucanos nas condicoes
experimentais utilizadas nesse trabalho. Essa hipotese pode ainda ser reforgada pelo
fato de que em concentragdes elevadas de proteinas, observa-se menos interacéo
de proteinas com cel+xg. Esse fato pode também ser atribuido a ac&o hidrolitica da
XET como mencionado na pagina 40. Em conjunto, esses resultados sugerem que

os polipeptideos que interagem com a celuiocse e com o complexo cel-xg
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provavelmente nao seriam as enzimas de hidrélise do xiloglucano, uma vez que as
massas moleculares ndo coincidem também com os da demais enzimas ja
reportadas para o sistema (B-glucosidase=76 kDa e o-xilosidase=75kDa), com

excecao a de 33kDa.



46

94KDa

67KDa

43KDa

30KDa

Figura 7. SDS-PAGE das amostras de proteinas do extrato bruto em pH 3,0 (B),
sobrenadante apoés interagéo proteina-celulose (C), proteinas eluidas da interagéo
proteina-celulose com NaCl (D), sobrenadante apés interacédo proteina-celulose-
xiloglucano (E) e proteinas eluidas da interagdo com celulose-xiloglucano com
NaCl (F). O perfil (A) mostra os padrdes, e a seta em (D) mostra o aparecimento
da banda de 63KDa somente neste tratamento.
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Figura 8. Anélise do complexo celulose-xiloglucano(A) e celulose microcristalina (B)
por microscopia eletrénica de varredura. O xiloglucano cobre toda a superficie da
celulose microcristalina (Avicel), 20% de xiloglucano de Tropaeolum majus L
aplicado interagem in vitro com a celulose. A seta mostra regides de auto—interagéé
entre as moléculas de xiloglucano que inclusive unem alguns dos fragmentos de
celulose microcristalina.
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5. Comparacao das proteinas de 43 e 63kDa com outras proteinas
conhecidas que interagem com paredes celulares

Nossos resultados mostram que em cotilédones de T. majus L. em
desenvolvimento ha dois tipos de polipeptideos que interagem diferencialmente com
a celulose e com o complexo cel-xg. Uma banda a 63kDa que apresenta competicao
com o xiloglucano em se ligar com a celulose e uma banda de 43kDa que se liga a
ambos, mas principalmente ao complexo cel-xg. Essas proteinas nao apresentam
atividade enzimatica ou identidade com as massas moleculares das hidrolases
conhecidas do sistema. Além disso, os polipeptideos de 43 e 63kDa parecem nio
estar envolvidos na mobilizagéo do xiloglucano, mas com eventos que ocorrem
anterior ou posteriormente. Estes polipeptideos foram observados também em
extratos provenientes do 14° dia apos a embebic&o, repetindo assim 0os mesmos
resultados (dados ndo mostrados).

Em estudos de degradacdo de parede priméaria, as expansinas s3o
consideradas os primeiros agentes atuantes e embora n3o apresentem atividade
catalitica, seu papel e de destaque devido ao fato de que facilitam o acesso das
hidrolases, ao se ligarem a celulose. Tais eventos s@o observados em paredes de
células em crescimento, onde as expansinas estariam sendo ativadas pelo pH acido
do meio. Em hipocttilos de pepino (Cosgrove, 1999), coleoptile de aveia (Li ef al.,
1993) onde a parede foi tratada com altas temperaturas, desnaturando as proteinas,
observou-se um rearranjo na parede promovendo, assim, a expansao celular uma
vez adicionadas essas proteinas. No processo de amadurecimento de frutos também
foi observado que expansinas estariam previamente rompendo as ligacées nao
covalentes entre as hemiceluloses, neste caso o xiloglucano e as microfibrilas de
celulose, facilitando com isto o acesso das poligalacturonases, as quais
posteriormente promovem o amolecimento do fruto (Rose et a/.,1997). Em paredes
secundarias, no processo de mobilizagdo de reserva, expansinas nunca foram
observadas. Uma outra classe de proteinas participando do desmonte da parede via
afrouxamento das hemiceluloses, sdo os CBDs, exclusivos de bactérias e fungos.

Estes se ligam a celulose competindo com o xiloglucano, e com isso promovem o
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afrouxamento da parede € em seguida o acesso das hidrolases. Experimentos com
CBDs isolados de fungos em parede primaria de células de tubos polinicos de
pessegueiro, mostraram um crescimento aceniuado devido ao fato dos CBDs
estaremn atuando como mediadores do processo de afrouxamento, o que & primordial
para o crescimento (Sphigel ef a/., 1998).

Atualmente & se sabe que expansinas e CBDs podem atuar
sinergisticamente na parede em sitios de ligagao diferentes na celulose promovendo,
desta maneira, o acesso das enzimas de degradacdo e de transglicosilacao
(Cosgrove, 1999).

Sabe-se também que expansinas e CBDs, apesar de apresentarem
homologia em alguns dominios, e de possuirem fungbes semelhantes, ndo séo
compostos iguais e agem em organismos diferentes. As expansinas nao competem
com xiloglucano pelo mesmo sitio de ligagao a celulose enguanto os CBDs os fazem
(Cosgrove, 1999).

O fato de o aparecimento das proteinas que interagem com celulose ou
complexo cel-xg em cotilédones de T. majus estar aparentemente desconectado
temporatlmente do sistema bioquimico de mobilizacdo, sugere que estas proteinas
poderiam estar participando de eventos de alteragdo na parede celular primaria,
antes ou apdés a mobilizacdo. Em todos os sistemas em que polissacarideos de
parede celular sao armazenados, modificacdes drasticas na aparéncia e composigao
das paredes celulares tém sido reportadas (Buckeridge ef al., 2000). Por tratar-se de
um cotiledone, em alguns sistemas (Lupinus angustifolius por exemplo), uma
transformacao de fato ocorre e parece estar conduzindo-o a se diferenciar de um
orgao de reserva para um orgao fotossintetizante.

Durante o processo de mobilizacdo de polissacarideos em parede
secundaria detectamos alguns polipeptideos interagindo com celulose e com o©
complexo cel-xg que poderiam talvez estarem participando do processo de desmonte
de parede de uma forma analoga a das expansinas, ou talvez, no caso especifico
dos cotiledones de 7. majus os eventos de pés mobilizagdo poderiam estar
relacionados ou ao processo de desenvolvimento foliar, j& que os cotilédones sdo

folhas modificadas, ou entdo, ao fendmeno de senescéncia foliar, que por sua vez,
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se assemelha em varios aspectos ao processo de amadurecimento de frutos, no qual
a agao das expansinas ja foi detectada.

Devido ao fato dos polipeptideos com 43 e 63kDa serem provenientes de um
extrato protéico dialisado, € grande a probabilidade de que estes polipeptideos nzo
sejam lectinas, uma vez que para a ligacio destas proteinas aos carboidratos é
imprescindivel a presenga de cations divalentes. Apesar dos CBDs também
apresentarem cations divalentes em sua estrutura, ja foi demonstrado que estes
cofatores nao sao necessarios para a ligagdo do CBD ao substrato (Tormo et af.,
1996), o que sugere que os polipeptideos 43 e 63kDa poderiam ter alguma analogia
com estes CBDs .

Levando-se em consideracao que os polipeptideos de 43 e 63kDa foram
provenientes de um extrato protéico constituido por proteinas citoplasmaticas e
extracelulares, nao se pode afirmar que estes sejam especificos da parede celular,
apesar da alta capacidade de interagdo com os polimeros da parede, como
xiloglucano e celulose.

Num experimento para averiguagdo da capacidade dos polipeptideos de 43
63kDa em desfazer o complexo cel-xg, n&o foi observada solubilizacdo do
xiloglucano a partir do complexo cel-xg tratado com uma mistura dos polipeptideos
43 e 63. No entanto, o fato de os extratos protéicos para este experimento nao terem
sido dialisados, nao permite descartar a possibilidade de proteases terem alterado ou
degradado os polipeptideos. Para sabermos se estes polipeptideos s&do de fato
expansinas sugere-se a utilizagdo de técnicas de biologia molecular, como o
sequenciamento do N-terminal destes peptideos para comparacéo da sequéncia de
aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos das expansinas, como as LeExp1
ou LeExp2 de frutos de tomate (Rose & Bennett, 1999)

A utilizacéo destes polipeptideos que se ligam & celulose microcristalina
pode ser uma ferramenta acessivel e nio dispendiosa para separacao de outras
proteinas, a partir da clonagem destas com os polipeptideos 43 e 63kDa de
cotilédones de T. majus.
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CONCLUSOES

Com o trabalho realizado pode-se concluir que:

e Ha proteinas que se ligam a celulose e ac compiexo celulose-xiloglucano.
o Elas interagem melhor em pH 3,0 a 30°C e 45°C. As proteinas que interagiram a

45°C em pH 3.0 foram as que eluiram com facilidade do complexo celulose-
xiloglucano.

o Em cotilédones de Tropaeolum majus L. existem dois polipeptideos (43 e 63kDa)
que se ligam especificamente a pB(1—4) glucanos. A presenca destes
polipeptideos durante e apos o periodo de mobilizagao do xiloglucano de reserva,

sugere que estes polipeptideos poderiam estar envolvidos com controle da agao
das hidrolases do xiloglucano.
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