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RESUMO

Toxinas citoliticas sdo produzidas por uma grande variedade de organismos,
particularmente bactérias, alguns insetos, répteis e alguns vertebrados marinhos.
Muitas dessas toxinas formam poros nas membranas das células, aumentando a sua
permeabilidade e levando a morte celular. Entretanto, poucos exemplos tém sido
estudados em plantas. Enterolobina foi a primeira proteina citolitica vegetal descrita na
literatura. E uma proteina formadora de poros em membranas extraida de sementes de
Enterolobium contortisiliquum. Este trabalho tem como objetivo verificar se calos de
E.contortisiliquum s&o uma possivel fonte para purificacdo da enterolobina, e comparar
a expressado de proteinas em calos e sementes de E. contortisiliquum. Para produgéo
de calos, sementes foram aleatoriamente selecionadas e escarificadas com lixa d’agua
em uma das faces e embebidas em &gua destilada overnight. Procedeu-se a
desinfeccdo das sementes utilizando solugdo de hipoclorito de sddio a 30% e &gua
destilada estéril. Inoculou-se uma semente para cada tubo de ensaio, contendo 20 mL
de meio MS-61. Aguardou-se a germinacao e desenvolvimento das plantas para seguir
com os experimentos (aproximadamente 20 dias). Apés esse periodo, foram realizados
experimentos utilizando-se explantes de cotilédones, parte final dos cotilédones,
hipocétilo e epicotilo, submetidos a 6 tipos de tratamentos em meio bésico MS-61.
Todas as culturas foram mantidas na luz (fotoperiodo: 16 horas luz/8horas escuro) a 27
+ °C. Nos tratamentos com 2,4-diclorofenoxiacético (1mg/mL) e com &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (1mg/mL) e acido abscisico (0.2 mg/mL) observou-se a formagéo
de duas linhagens (verde e amarela, respectivamente) as quais foram utilizadas na
preparacdo dos extratos de proteinas. Calos e sementes foram macerados em N,
liquido e p6 de vidro e precipitadas com solugéo de TCA/acetona seguida pela extragcédo
e solubilizagdo em tampdo 2-DE. A concentracdo de proteina foi determinada
utilizando-se Plus One 2D QuantKit (GE Healthcare). As amostras foram submetidas a
focalizag&o isoelétrica utilizando-se géis de gradiente imobilizados de pH (IPG) na faixa
de 3-10. Para confirmar a presenca de enterolobina, foi realizado immnublotting
utilizando anticorpos de enterolobina produzidos em coelho. A analise comparativa dos
mapas de 2-DE mostrou expressdes diferenciadas entre sementes e calos. SDS-PAGE
seguido de immnunoblotting n&o indicou a presenca de enterolobina nos extratos de
calos. Em sementes, cinco isoformas de enterolobina foram encontradas com pl

aproximado na faixa entre 5 e 6.
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ABSTRACT

Cytolytic toxins are produced by a variety of living organisms, particularly bacteria,
certain insects, poisonous reptiles and stinging marine invertebrates. Many of these
toxins appear to function simply by forming pores in cell membranes, disrupting the
permeability barrier and leading eventually to cell death. However, few examples have
been studied in plants. Enterolobin was the first plant cytolytic protein described in the
literature. It is a membrane pore-forming protein extracted from Enterolobium
contortisiliquum seeds. The current work aimed at assaying E. contortisiliquum callus as
possible source material for enterolobin purification, and comparing protein expression
in callus and seeds of E. contortisiliguum. For callus production, seeds were randomly
selected and scarified, and then overnight incubated in distilled water. A solution of 30
% sodium hipochloride was used for seed decontamination. Each seed was placed into
a tube containing 20 mL of MS-61 medium. Seed germination and development was
allowed for twenty days. After this period, explants of cotyledons and hypocotyles were
subjected to six different treatments containing MS-61 basic medium. The cultures were
incubated at 27°C (16h light / 8h dark). Media with 2-4-diclorofenoxiacetic acid
(Img/mL) and with 2-4-diclorofenoxiacetic acid (Img/mL) plus abscisic acid (0.2 mg/mL)
provided two callus lines (yellow and green, respectively) which were used for
preparation of protein extracts. Callus and seeds were ground in liquid N, and glass
powder, and the proteins precipitated with TCA/acetone solution followed by extraction
and solubilization in 2-DE buffer. Protein concentrations were measured by using Plus
One 2D QuantKit. The samples were submitted to 2-DE using immobilized pH gradient
gels in the 3-10 pH range during isoelectric focusing. To confirm the presence of the
cytolisin in callus and seeds 2-DE gels, immunoblotting was made using enterolobin
antibodies raised in rabbit. Comparative analysis of 2-DE maps showed different
expression between seeds and callus. SDS-PAGE followed by immunoblotting did not
indicate the presence of enterolobin in callus extracts. In seeds, enterolobin five

isoforms were found within the 5 to 6 pl zone.
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ABA &cido abscisico
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AlA acido indol acético
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EST fragmentos de sequéncias expressas
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IPG gradiente imobilizado de pH immobilized pH gradient
KDa kilodalton

LC-MS cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa liquid
chromatography mass spectrometry

MALDI-TOF espectrometria de massa por desor¢do e ionizagdo a laser assistida por
matriz matrix-assisted laser desorption / ionization-time of flight

MS-61 meio de cultura desenvolvido por Murashige; Skoog (1962)

MS/MS espectrometria de massa em sequéncia tandem mass spectrometry
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PMF impresséao digital da massa peptidica peptide mass fingerprinting
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TLCK N-a-p-tosil-L lisina cloro metal cetona

TOF “time-of-flight”, tempo de véo

Tris  tris-hidroximetilaminoetano

WPM meio de cultura desenvolvido por Lloyd; McCown (1981)

X1l



1. INTRODUCAO

1.1. Enterolobium contortisiliguum (Vell) Morong

Entorolobium, cujo nome € de origem grega, onde enter significa intestino e
lobion, I6bulo, aludindo a forma dos seus frutos, pertence a familia Leguminoseae, sub-
familia Mimosoidae(Lewis, 1987; Pereira, 1992).

Seus representantes sdo arvores de pequeno, médio e grande porte, com tronco
apresentando até dois metros de didmetro, com folhas penadas, flores pequenas com
glomérulos esverdeados e legume enrolado como alca intestinal e achatada (Lewis,
1987; Pereira, 1992). Podem ser encontradas na india, América Central e América do
Sul (Lewis, 1987).

As espécies E. contortisiiguum, E.gummiferim, E. cyclocarpum e E.
schomburgkki sdo as mais citadas na literatura. Os textos que tratam destas espécies
falam sobre as suas propriedades toxicas, bem como, seu uso na pecuaria como
forrageira em pequenas quantidades (Rosales et al.,, 1989; Navas et al., 1992), na
indUstria madeireira e no reflorestamento de espécies nativas (Carvalho, 1994),
marcando a regeneragdo de vegetacdo secundaria da Mata Atlantica (Resolucdo n°5
de 4 de Maio de 1994, Conselho Nacional do Meio Ambiente- CONAMA). E.
contortisiliguum € uma arvore de tronco curto e grosso, copa ampla e ramificada,
florescendo e frutificando na seca, largamente distribuida no Brasil. Identificada nos
estados do Amazonas, Ceara, Parana, Rio Grande do Sul e Mato Grosso (Purisco e
col., 1998; Pereira, 1992; Carvalho, 1994). E vulgarmente conhecido como orelha-de-
macaco, timbé, tamboril, entre ouros nomes. Apresenta legumes com formato que
assemelham-se ao de algas intestinais e sementes, também um pouco achatadas.
Com cores que variam em tons do marrom (Lorenzi, 1992).

Além do continente Americano, esta espécie de Enterolobium também ja foi
descrita no continente indiano (Oliveira, 2001). Sua madeira possui um alto valor
econdmico, sendo utilizada na fabricacdo de barcos, canoas, na construgao civil e
serralheria em geral (Lorenzi, 1992; Lédo, 1977; Carvalho, 1994). A exploracéo
intensiva dessa espécie tem contribuido para a redugcédo de suas popula¢cdes naturais
(Alcalay e Amaral, 1982) chegando a colocar a planta na lista das espécies que correm
perigo de extingdo (Carvalho, 1994). Seu rapido crescimento torna-a potencialmente

interessante para o uso no reflorestamento de areas degradadas (Heringer, 1978).



£

"ﬁ""

NPT

Figura 1 . Enterolobium contotirsiliquum. A) Arvore; B) Folhas e flores;C) Tronco; D)Legumes.

1.2. Sementes

A semente é um conjunto formado pelo embrido e as estruturas que o rodeiam.
E a unidade de propagacio das fanerégamas (Haper, Lovel e Moore, 1970; Guimaraes
e col., 2002) ou ainda pode ser considerada o évulo desenvolvido apds a fecundacao,
contendo o embrido, com ou sem reserva nutritiva, protegido pelo tegumento (Vidal e
Vidal, 2000). Portanto, a semente contém o embrido da nova planta e todos os
mecanismos fisiol6gicos e estruturais a fim de torna-la independente e funcional
durante o processo da atividade agricola e, também, é reservatério genético que pode
ser preservado de maneira segura, econdmica e por periodos longos de tempo
(Guimaraes e col, 2002).

A estrutura das sementes de angiospermas € tipicamente constituida por
embrido, endosperma, perisperma, cotilédone e a testa ou tegumento. Na semente
madura, as quantidades de perisperma e endosperma sao variaveis para as diferentes
espécies. O perisperma, o endosperma e o cotilédone sdo os tecidos de reserva da

semente. A especializagdo destes € na biossintese e no acimulo de componentes de



reserva, que representam alguns dos principais eventos durante o desenvolvimento
das sementes (Bewley and Black, 1978).

Podem-se definir funcionalmente trés fases no desenvolvimento da semente: a
primeira € a divisdo celular, logo apés a fecundacdo, que dard origem aos tecidos
vegetativos que formardo a semente; a segunda fase prepara a semente para a
germinacdo levando ao estoque de material organico e inorganico nos tecidos de
reserva, uma vez que a captacdo de nitrogénio, sais minerais e outros nutrientes é
guase nula na semente madura; a terceira fase apresenta uma dramética reducéo na
atividade metabdlica, seguida de desidratacdo da semente, inclusive do tegumento.
Posteriormente, a semente totalmente desenvolvida passa pela dispersdo, que
antecede a germinagdo. O metabolismo permanece inativo e isso é favorecido pelo
baixo conteddo de agua, pela impermeabilidade do tegumento e pela possivel acédo de
inibidores, embora a contribuigédo efetiva de cada fator seja variavel (Bouter, 1981).

O embrido maduro das angiospermas consiste em um eixo contendo um ou dois
cotilédones. Nas extremidades opostas do eixo embrionario estdo os meristemas
apicais do caule e da raiz. Em alguns embrides, somente o meristema apical ocorre
acima do(s) cotilédone(s). Em outros, como ocorre no E.contortisiliquum, had um
sistema caulinar embrionario, consistindo em um eixo semelhante ao caule, chamado
epicotilo, que se localiza acima do(s) cotilédone(s). O eixo semelhante ao caule, abaixo
do(s) cotilédone(s), € denominado hipocétilo (Raven, 2001).

Assim, no embrido totalmente desenvolvido tem-se as seguintes zonas:
-Radicula — raiz do embriéo;

-Hipocoétilo — parte do cauliculo acima da raiz e abaixo da insercdo dos
cotilédones;

-Epicétilo — parte do cauliculo acima da inser¢do dos cotilédones;
-Esbocgos foliares — primeiras folhas, também designados plumula.

Neste trabalho analisamos o perfil protéico do extrato de sementes de
E.contortisiliquum, assim como de calos vegetais provenientes de seus cotilédones,
epicotilos e hipocotilos. As sementes pertencentes a espécie E. contortisiliquum séo
encontradas encerradas por legume indeiscente, preto quando maduro, recurvado,
carnoso, semilenhoso, com formato caracteristico que lembra a orelha humana ou a
alca intestinal achatada (Lewis, 1987; Carvalho, 1994), contendo duas a doze

sementes, cada fruto pesa de 8 a 15 g. As sementes sdo glabras, elipséide, com

3



tegumento liso e duro, marrom, brilhante, medindo cerca de 10 a 15 cm de

comprimento por 6 cm de diametro (Carvalho, 1994).

1.3. Enterolobina

Citolisinas séo substancias de diferentes naturezas e de distribuicdo ubigia que
causam a perda da integridade da membrana celular, levando ao extravasamento do
conteudo intracelular. O mecanismo geral de agdo das citolisinas envolve a interagédo
entre a citolisina e a membrana plasmatica, promovendo alteracdes na composi¢ao
quimica ou na prOpria estrutura da membrana resultando em modificacdo na

permeabilidade e consequente citdlise (Thelestam & Molby, 1979)

Existe uma vasta literatura descrevendo essas substancias, de naturezas
guimicas bastante diversas, com capacidade citolitica. Tais substancias apresentam
muitas diferencas em suas caracteristicas fisico-quimicas, na capacidade e no
mecanismo de lise. Essas toxinas sdo encontradas em bactérias, fungos,
invertebrados marinhos, artropodes, répteis, anfibios e mamiferos (Sousa et al., 1990).
A natureza quimica das substancias com capacidade citolitica € muito variavel. Dentre
elas podemos citar: saponinas, lisofosfolipidios, proteinas e peptideos (Assa et al.,
1973; Thelestan e Mollby, 1979; Zalavsky et al, 1979).

Thelestan e Mollby (1979) classificaram os agentes citoliticos em cinco grupos:

1. aqueles que atuam como detergente causando solubilizagdo ndo especifica

dos componentes da membrana, como, por exemplo, hemolisinas de Pseudomonas;

2. moléculas que interagem apenas com alguns constituintes da membrana,
causando solubilizagéo ou degradagdo, como, por exemplo, fosfolipase C de Bacillus

cereus e melitina;

3. citolisinas que interagem com receptores especificos na membrana celular,
provocando lesbes de tamanho limitado, como, por exemplo, aerolisinas, cereolisinas,

listeriolisinas e fatores liticos de cobras;

4. agentes que induzem a formacgéo de pequenos canais de tamanho definido,

como, por exemplo, niastina, anfoterecina B e a-toxina;



5. proteinas que produzem apenas um aumento limitado na permeabilidade da
membrana plasmatica, como, por exemplo, fosfolipase D de Corynebacterium ovis,

fosfolipase C de Stafilococcus aureus e streptolisina S.

Uma classificacdo geral e mais atual divide as citolisinas em dois grupos
principais: as formadoras e as ndo-formadoras de poros. As proteinas formadoras de
poros sao classificadas em quarenta familias distintas, entre elas a familia da
aerolisina, onde se encontra a enterolobina. De forma simplificada, as citolisinas
formadoras de poros podem ser classificadas como a-PFTs (pore forming toxins), que
formam poros utilizando grampos de a- hélices, e B- PFTs, as quais usam - barris na
formacéo de poros (Parker, 2003).

B-PFTs séo liberadas como mondmeros sollveis que se oligomerizam formando
poros ativos. O ultimo passo de insercédo requer um “refolding” significativo de parte da
estrutura, de modos que as subunidades formam um 3-barril transmembréanico (Tilley
and Saibil, 2006). Muitas toxinas dessas familias tém sido encontradas em bactérias,
mas homologos estruturais foram descobertos em eucariotos. A enterolobina é um
exemplo, assim como uma toxina encontrada do cogumelo Laetiporus sulphureus e
uma familia de hidralisinas de Cnidarios pertencente a familia “aerolysin-like”
(Bittencourt, 2003; Mancheno, 2005; Sher, 2005).

Poucas proteinas e peptideos com capacidade de lise celular em eritrécitos
foram isolados e purificados de vegetais superiores. Podemos citar quatro ocorréncias:
uma tionina isolada de Pyrularia pubera (Vernon et al., 1985), a crotina isolada de
sementes da Euphorbiacea Croton tiglium (Banerjee e Sem, 1981), a gumeferina
encontrada em sementes de E. gummiferum (Silva et al., 1995) e a enterolobina isolada

das sementes de E. contortisiliguum (Sousa e Morhy, 1989).

A tionina isolada de P.pubera é um peptideo basico com massa molecular de
5.280 Da e 47 residuos de aminoacidos sem atividade fosfolipasica, mas que atua
sinergicamente com a fosfolipase A, de abelhas. E um peptideo citolitico e neurotoxico
com maior atividade contra células vermelhas humanas, seguida pela de coelhos,
cobaias e suinos. Apresenta pouca ou henhuma atividade contra eritrocitos de ovinos,

equinos, bovinos e camundongos (Sousa, 1991; Sousa, Ricart and Morhy, 1990).

A crotina € uma lectina ndo toxica extraida de Croton tiglium (Euphorbiaceae).
Atua causando aglutinacdo em eritrécitos de humanos, equinos e caninos. Causa

aglutinacdo e hemdlise em eritrocitos de coelhos. A crotina foi purificada e



caracterizada por Banerjee e Sem (1981). Possui massa molecular de 55.000 Da e
pode sofrer associa¢des até atingir uma massa de 400.000 Da, com duas isoformas

contendo pls de 5,1 e 5,4.

A enterolobina foi uma das primeiras proteinas citoliticas de origem vegetal
descrita na literatura (Sousa,1988; Sousa & Morhy,1989). A gumeferina extraida de
sementes de E. gummiferum, possui caracteristicas semelhantes a enterolobina (Silva
Jr., 1995). Ambas atuam sobre a membrana de eritrocitos e outros tipos celulares,

formando poros e provocando a perda do conteudo celular.

A enterolobina foi purificada pela primeira vez no Laboratério de Bioquimica e
Quimica de Proteinas da Universidade de Brasilia (Sousa, 1988; Sousa e Morhy,1989)
a partir da farinha obtida de sementes de E. contortisiliquum. A extragéo foi realizada
com NacCl, seguida de precipitagdo com sulfato de amonio, adsor¢do em resina de
DEAE celulose e cromatografia de filtracdo em gel. Posteriormente, Lima (1999),
demonstrou a presenca dessa proteina em todos os estagios do desenvolvimento da
semente que passava pelo amadurecimento, germinacdo e estagios iniciais pos-
germinativos.

A enterolobina possui uma massa de 55 kDa determinada por eletroforese
desnaturante com SDS, de 59,8 kDA por gel filtracdo (Sephadex G-150) e 51,3 kDa por
gel filtragdo em HPLC. Por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF a massa
molecular acurada é de 52,9 kDa(Lima et al, 1999) . Apresenta ponto isoelétrico igual a
7,0. Através da andlise de aminoéacidos, verificou-se que é composta por grandes
quantidades de amino&cidos asparagina, fenilanina, serina e treonina (Sousa e Morhy,
1990).

A caracteristica que destaca essa proteina vegetal é a capacidade de hemolisar
eritrocitos humanos, independente do tipo sangiiineo, e de coelhos. Linfocitos ndo
apresentam suscetibilidade & acéo dessa toxina vegetal, sendo uma exce¢do dentre as
células sanglineas (Sousa et al., 1999)

Fatores colaboram para a diminuigdo ou perda total da atividade citolitica da
enterolobina. Através de ensaios, demonstrou-se uma reducdo consideravel da
capacidade de hemolise em solucdes de pHs basicos extremos, como 10,8 e 11,6, e
uma auséncia completa de atividade hemolitica em casos de pH muito acido. Em
relacéo ao efeito da temperatura sobre essa citolisina observou-se que abaixo de 45°C

a atividade hemolitica permanece inalterada. No entanto, em temperaturas mais



elevadas, ocorre uma reducdo drastica em sua atividade hemolitica (Sousa e Morhy,
1990).

Estudos utilizando microscopia Otica revelaram que a lise de eritrocitos pela
enterolobina ocorre aparentemente em trés estagios (Sousa, 1991). No primeiro, a
enterolobina se liga @ membrana celular. Posteriormente, ocorre aumento do volume
dos eritrocitos, os quais devido a sua elasticidade sao capazes de resistir a esta
deformacgédo durante alguns minutos. O Ultimo estagio é a lise da membrana celular.
ObservagOes feitas através de microscopia eletrbnica evidenciaram a presenca de
poros que variavam de 40 a 300 nm, resultantes do choque osmoético sobre a
membrana da célula desencadeado pela enterolobina (Sousa et al., 1999) Esta
observacdo foi confirmada pelo uso de enterolobina complexada a ouro coloidal

visualizada ao redor dos poros formados.

Diversas caracteristicas evidenciadas para a enterolobina levam a sugestao de
que o modelo de estudo comparativo mais proximo a ela é a aerolisina, citolisina
extraida e purificada a partir do sobrenadante de cultura de bactérias do género
Aeromonas (Fig.2). Embora sejam provenientes de organismos muito distintos, as duas

citolisinas possuem um grande nimero de caracteristicas em comum.

l‘ Dominio 3
B
o N
&

Figura 2. Estrutura tercidria da proaerosilina. Em destaque os 4
dominios, as duas fitas 3 e a tor¢céo de 180 das fitas antiparalelas.



Figura 3. Microscopia de Forca Atdmica. Imagens da molécula de enterolobina colocada na agua (A),
0.01% TFA (B) 300 mM KCI em10 mM Tris-HCI, pH 7.4 (C). A representacdo molecular da estrutura
dimérica da enterolobina (D) e o dimero de proaerolisina (E).



Através de buscas em bancos de dados, verificou-se que apesar de a
enterolobina ser uma proteina vegetal, ela possui 45% de similaridade e 59%
identidade com a aerolisina de Aeromonas hydrophila e outras espécies de Aeromonas
(Sousa et al.,, 1994; Fontes et al., 1997). Além disso, aerolisina e enterolobina
apresentam outras caracteristicas em comum, tais como: massas moleculares
proximas em torno de 52kDa (Fontes et al., 1997), capacidade de oligomerizacao, lise
de células pela formacédo de poros e susceptibilidade das células eucaridticas a agéo
de ambas as proteinas.

A enterolobina demonstrou toxicidade a insetos em ensaios realizados por
Sousa, 1994. Bioensaios realizados com sementes artificiais, as quais continham
enterolobina parcialmente purificada mostraram que esta citolisina é toxica a larva de
Callosobruchus maculatus (coledptero), causando uma reducdo na sobrevivéncia de
95% em relagcdo ao grupo controle na concentracdo de 0,25% (v/v), e com a
concentracdo de 0,5% foi observada mortalidade total. Entretanto, esta citolisina
demonstrou-se indcua a larva de Spodoptera litorallis (lepdéptero), observando-se um
desenvolvimento e sobrevivéncia equivalente ao do grupo controle. Tal fato parece
estar relacionado com a presenca de enzimas proteoliticas no aparelho digestorio da
larva de lepdoptero, capazes de hidrolisar a enterolobina (Sousa e Morhy, 1990).

Apesar dos estudos realizados com a enterolobina, a sua funcdo no vegetal
ainda permanece obscura. Algumas conjecturas foram formuladas, propondo a essa
proteina um papel defensivo (Sousa et al., 1993; Lima, 1999), pois as plantas, em
todas as fases do seu desenvolvimento, estdo expostas ao ataque de vertebrados,
microorganismos patogénicos, insetos predatérios e outros invertebrados. Devido a
essa pressdo ambiental, as plantas desenvolveram mecanismos de protecdo contra

€sSses agentes agressores.

Para o estudo e desenvolvimento de aplicacbes dessa proteina, € necessario
dispor de grande guantidade de material, o que, infelizmente, o0 método em uso nao
permite. O amadurecimento de frutos ocorre a partir de junho no Distrito Federal
(Carvalho, 1994). A coleta de frutos maduros para extragdo de enterolobina de
sementes é feita nos meses de setembro e outubro. Em alguns anos a producao de
frutos € muito baixa, inviabilizando a obtencdo da citolisina. Além de enterolobina,
proteinas como inibidores de proteases (Oliva et al., 1987 e 1988; Batista et al., 1996;
Batista et al., 2001), endopeptidase (Silva et al, 1994), arilamidase (Costa et al., 1991)

tém sido purificadas de sementes de E. contortisiliqguum. Desta forma, fomos



motivados a desenvolver esse projeto com o propoésito de identificar outra fonte para
obtencdo continua da enterolobina, através de culturas de tecidos vegetais. Uma fonte
com menos interferéncia das variagdes climaticas, viabilizando uma obteng&o continua

€ permanente.

1.4. Cultura de tecidos vegetais

Proteinas podem ser obtidas em grandes quantidades utilizando diversas
estratégias ou metodologias. A partir da cultura de microorganismos, de células
animais, de tecidos vegetais, animais transgénicos e plantas transgénicas. A escolha
do método mais apropriado para a producdo requer uma analise de cada caso. Um
grande numero de fatores deve ser considerado, incluindo o custo da producgéo, o
volume, a eficicia, a seguranca e a estabilidade do produto, e, se as proteinas
especificas possuem propriedades bioquimicas e farmacoldgicas comparaveis com o
material das fontes existentes. Os ultimos 15-20 anos foram focalizados na cultura de
células animais e de microorganismos; somente mais recentemente é que as culturas
de tecidos vegetais estdo sendo consideradas como sistemas de expressdes viaveis e
competitivos para producao de proteinas em larga escala (Doran, 2000).

A cultura de tecidos vegetais consiste no crescimento de células, como uma
massa organizada, em um meio de agar (cultura de calos) ou como suspensdo de
células livres em um meio liquido (cultura de suspensdo). As culturas vegetais
combinam o mérito de utilizar as vantagens do sistema celular dos vegetais em relacao
as culturas de microorganismos, além de j& existir um protocolo estabelecido para a
producdo de alguns metabdlitos (Hellwing, 2004).

Culturas vegetais, assim como a de microorganismos, tém baixo custo de
manutencgdo e crescimento, sendo mantidas em meios sintéticos e simples. As células
de culturas vegetais, por serem eucaridticas superiores, permitem mudancas pos-
transducionais. Assim como nas células animais, podem-se sintetizar proteinas
multiméricas complexas e glicoproteinas, como as imunoglobulinas (Fischer, 1999) e
interleucinas (Kwon, 2003). As culturas vegetais possuem outras vantagens, como
serem intrinsicamente seguras, pois ndo sao hospedeiras de patbgenos humanos nem

produzem endotoxinas (Hellwing, 2004).
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As técnicas de cultura de tecidos vegetais sdo essenciais para muitos tipos de
pesquisas, e sdo aplicadas em muitos estudos que utilizam plantas. No passado, as
culturas de tecidos vegetais eram bastante utilizadas em pesquisas sobre totipoténcia e
o papel de horménios na citodiferenciacdo e organogénese. Atualmente, culturas
vegetais tém sido geneticamente modificadas, gerando mais conhecimento em biologia
molecular de plantas e regulacdo de genes. As técnicas também sdo centrais para
novas areas de aplicacdes de estudos em plantas, incluindo a biotecnologia vegetal e
agricultura. Por exemplo, plantas selecionadas podem ser clonadas e cultivadas em
suspensao celular, onde metabdlitos secundérios podem ser produzidos. Em adi¢&o, o
manejo de células geneticamente modificadas para formar plantas transgénicas requer
procedimentos de cultura de tecidos; os métodos de cultura de tecidos vegetais
também sdo importantes na formacdo de embribes somaticos hapldides os quais
podem gerar plantas homozigotas. Portanto, cultura de tecidos tem-se tornado
essencial em pesquisas académicas e aplicagdes nos estudos em plantas.

Técnicas de propagacao de culturas vegetais foram desenvolvidas na década de
1950, quando foi constatado que tais culturas possuiam potencial para sintetizar uma
grande variedade de moléculas de baixo peso molecular (Gamborg, 2002). Embora a
utilizacdo de culturas vegetais com o objetivo de produzir algumas moléculas esteja
sendo estudada extensivamente, somente dois metabolitos secundarios — shikonina e
paclitaxel (Taxol) — vém sendo produzido em escala comercial. Uma das razfes esta
na dificuldade em alcancar uma producéo significativa dos compostos de interesse,
porém a grande variedade de espécies de plantas com propriedades medicinais tem
estimulado o crescente interesse nas técnicas de producdo de culturas (Vesporte,
2000). No cultivo de células de plantas in vitro, podem ser utilizados a derivagédo de
raizes(Hilton, 1990), teratomas (Sharp, 2001), células imobilizadas (Archambault, 1991)
e suspenséo de cultura celulares (Kieran, 1997).

As aplicagbes biotecndlogicas de cultura de plantas sdo vastas, como por
exemplo, na regeneracdo de plantas, por oferecerem uma estratégia pratica na
clonagem de plantas, desde que os regenerantes da cultura sejam geneticamente
idénticos. Técnicas de cultura de tecidos tornaram-se bastantes populares nas
aplicacdes em propagacéo alternativa de plantas, producdo em massa de moléculas de

interesse e para estudos de engenharia genética e vias metabdlicas (Pais, 1988).
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1.5. Calos vegetais

Culturas vegetais sdo geralmente iniciadas de pecas estéries de qualquer
parte da planta. Essas pecas, chamadas de “explantes”, podem consistir de pecas
de 6rgaos, como folhas ou raizes, ou podem ser tipos celulares especificos, como
pélen ou endosperma. Muitas caracteristicas de explantes necessitam ser
conhecidas, pois podem afetar a eficiéncia da iniciacdo da cultura. Geralmente,
guanto mais jovens, mais rapidamente ocorre o crescimento do tecido. Diferentes
tipos de culturas podem ser utilizados na transformacéo no estudo de plantas. Um
dos mais utilizados, calos vegetais, sera tratado aqui.

Os calos vegetais sdo culturas de tecidos vegetais especificos na qual se induz o
crescimento asséptico em meio artificial, através do uso de horménios e condi¢cbes
nutricionais propicias, resultando na formacgdo de uma estrutura celular (Chawla, 2000).
Os calos séo tecidos indiferenciados obtidos pelo cultivo de explantes em meio sélido
contendo uma mistura apropriada de hormdnios vegetais para manter o seu estado
indiferenciado (Murashige, 1962; Gamborg, 1976).

Durante a formacgéo de calos existem graus de dediferenciacdo (as mudancas
gue ocorrem durante o desenvolvimento e especializagbes sdo, em grande parte,
revertidas), tanto em morfologia (calos possuem parénquima celular ndo especializado)
guanto no metabolismo. Uma das maiores consequiéncias dessa dediferenciacdo é a
perda na habilidade de realizar fotossintese. Devido as mudancas no perfil metabdlico
na cultura de calos, provavelmente esse ndo se equivale aos das plantas doadoras
(Torbert, 1998).

A formacédo de calos tem se tornado importante para muitas investigacdes e
aplicacdes em pesquisas cientificas. Calos podem ser multiplicados e depois utilizados
como clones de plantas. Adicionalmente, véarios protocolos com modificagbes genéticas
empregam os procedimentos de iniciagdo de calos depois de organismos terem sido
inseridos em células vegetais; plantas transgénicas s&o regeneradas de calos
transformados. Em outros protocolos os calos sao utilizados em procedimentos
biotecnolégicos na forma de cultura de células em suspens@o das quais produtos
secundarios podem ser produzidos.

Explantes de diversas partes da planta podem ser utilizados para formar calos,

de preferéncia tecidos jovens de um ou poucos tipos celulares (Fig. 4).
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Figura 4. Formacao de calos vegetais utilizando explantes de tabaco (Nicotiana tabacum) (Adaptado de
Bottino, 1981).

Inicialmente, as células se proliferam sem diferenciacdo, mas eventualmente
ocorre a diferenciacdo em uma massa de tecido. A extensdo da diferenciagéao
usualmente depende do balan¢co hormonal no meio de suporte e do estado fisiol6gico
do tecido. O crescimento de calos pode ser iniciado em meio de cultura com um
balanco fisiologico de citocininas e auxinas. Depois que a biomassa de calos aumenta

de 2 a 4 vezes (geralmente com 2-4 semanas de crescimento), calos séo divididos e

13



colocados em um meio para sua multiplicagdo. Esse processo de multiplicacdo pode
ser repetido vérias vezes até atingir o tamanho da cultura desejado (Dodds, 1995).

Nos ultimos anos vimos surgir na literatura trabalhos com culturas vegetais, onde
se utiliza diversas partes da planta para produgcédo de calos. Toker (2003) utilizou a
cultura de raiz, fruto, caule e a semente de Ecballium elaterium a fim de estudar uma
substancia presente nesse vegetal utilizada no tratamento de sinusite.

Sarin (2004), utilizando a cultura de semente de Tagetes erecta como fonte para
cultura de calos, conseguiu mostrar a potencialidade dessa cultura para produzir acido
ascorbico assim como o inseticida piretino. Ribossomos inativantes de proteinas (RIPS)
foram isolados da cultura de calos produzidos dos explantes da semente de Abrus
pulchellus (Silva, 2003).

Analisando estes e outros estudos que vém surgindo, nota-se que tecidos de
plantas e culturas celulares podem ser uma alternativa para uma fonte continua de
material, assim como uma ferramenta importante para estudos de regulacdo e
biossintese de proteinas e outros compostos. Dessa forma, cultura de calos pode
representar um sistema conveniente para obter e purificar quantidades consideraveis

de material para aplicacdes biotecnoldgicas.

1.6. Protedbmica Vegetal

A protedbmica € a expressdo das proteinas de um genoma em um ponto
especifico num determinado tempo (Wasinger et al., 1995). Os ultimos 3 anos do
século 21 tem sido de grande impacto na protedmica de plantas (Agrawal et al., 2005),
porém esta ainda estd em um estagio inicial quando comparada com a andlise de
proteomas de procariotos e humanos. Isto se d& parcialmente pela caréncia na
sequéncia completa do genoma ou cDNA das plantas. No entanto, a protedmica
vegetal vem conquistando espaco, e estad caminhando para se tornar a maior area de
pesquisa e desenvolvimento no campo de biologia de plantas (para revisoes,
Thiellement et al., 1999; Rossignol, 2001; Van Wijk, 2000; Van Wijk, 2001; Kersten,
2002; Mathesius, 2004; Canovas, 2004). Como foi declarado por Watson e
colaboradores “para procurarmos entender melhor a funcdo de genes e para estudar a
biologia holistica dos sistemas, € inevitavel que estudemos o proteoma” (Watson et al.,
2003).
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O progresso feito no sequenciamento do genoma tem aberto novas e excitantes
possibilidades para analisar sistemas bioldégicos e seus complexos funcionais em
diferentes niveis. Em paralelo & acumulacdo de dados de &cidos nucléicos,
desenvolvimentos tecnoldgicos tém permitido o estabelecimento de sistemas para
andlises multiparalelas de transcritos, assim como em niveis protéicos. A
implementacdo de métodos rapidos e sensiveis na identificacdo de proteinas e o seu
continuo aperfeicoamento tém transformado a andlise de resultados nos estudos em
plantas. Juntamente com as limitacbes gerais das tecnologias disponiveis, a
protebmica de plantas aproxima-se agressivamente para desafios especificos
(Cénovas et al., 2004).

A eletroforese bidimensional (2-DE) é uma técnica quantitativa poderosa e
efetiva, mesmo com suas limitagBes, e é considerada a forma mais adequada para
analisar proteomas de espécies cujos genomas ndo estao sequenciados. Em plantas, a
preparacdo da amostra € um passo critico e essencial para uma boa resolugcao. Muitos
tecidos de plantas ndo provém uma boa fonte de proteinas e entdo requerem
preparacdes especiais. A parede celular e o vactolo sdo responsaveis por grande parte
da massa celular, com o citosol representando 1-2% do volume celular total.
Comparativamente, o0s tecidos vegetais possuem um baixo conteddo de
proteinas/volume em relacdo a bactérias ou tecidos de animais. A parede celular e 0
vacuolo estdo associados com substancias responsaveis por irreprodutibilidade e
resultados inferiores como quebras proteoliticas, cargas elétricas heterogéneas em
proteinas que resulta em listras horizontais nos géis. Substancias interferentes muito
comuns sdo os compostos fendlicos, enzimas proteolicas e oxidativas, terpenos,
pigmentos, acidos organicos, ions inibitorios e carboidratos (Carpentier et al., 2005).
Compostos fendlicos combinam-se reversivelmente com proteinas por pontes de
hidrogénio e irreversivelmente por oxidagdo seguida por condensagdo covalente
(Loomis and Bataille, 1966), levando a heterogeneidade de cargas e linhas horizontais
no gel. Os carboidratos podem bloquear os poros do gel causando precipitacdo e
aumentando o tempo de focalizacdo e também terpenos, pigmentos, lipidios e o
desenvolvimento de polimeros tipo lipidios que produzem linhas e cargas
heterogéneas.

A protebmica de plantas possui limitagbes de analises, mas estd sendo
beneficiada pelo desenvolvimento rapido das metodologias correntes. Proteinas séo

fisica e quimicamente mais diversas que acidos nucléicos, o que atrasa analises
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quantitativas de amostras protéicas complexas. Em adi¢do, devido aos diferentes
splicing e modificagbes pos-transducionais, é esperado que para um dado organismo o
namero de proteinas exceda em sete vezes o numero de genes. O nivel de
complexidade aumenta quando consideramos o numero potencial de interagfes
proteina-proteina que sdo modificadas em um organismo devido aos eventos do
desenvolvimento e limitacdes fisioldgicas (Van Wijk, 2001).

Com o sequienciamento completo dos 25.000 genes do genoma de Arabidopsis
thaliana (Agrawal et al., 2005) e de outras plantas e a obtencdo de dados EST,
acredita-se que em pouco tempo a protedmica vegetal tornar-se-4 um campo bastante
explorado. A analise protedmica em plantas foi iniciada com milho (Zea mays) (Touzet
et al., 1996) e A. thaliana (Sahnoun et al.,1998), mas a primeira revisdo em proteé6mica
vegetal foi publicada somente em 1999 (Thiellement et al.), & qual se seguiram mais
algumas outras. A maioria destes estudos baseava-se na comparacdo dos niveis de
expressdo sem a atual identificacdo das proteinas e tinham como objetivo a
identificacdo de marcadores para diferentes situagdes. Além dessas plantas, estudos
tém sido realizados em outras espécies de dicotiledéneas tais como feijao, uva, linho,
ervilha, papoula, batata, tabaco, tomate, espinafre, etc. Estes estudos tém fornecido um
grande numero de aplicagfes de novas tecnologias para a preparagdo da amostra, e
proteomas de materiais vegetais de diferentes estagios do desenvolvimento passando
por estresses ambientais e interagfes planta-microbio (Agrawal et al., 2005).
Atualmente, com o desenvolvimento e surgimento de novas técnicas, varios estudos
tém sido realizados objetivando-se a determinagdo de proteomas sub-celulares ou
complexos protéicos como proteinas de membrana, ndcleo, mitocéndria e cloroplastos
(Van Wijk, 2001) para se diminuir a complexidade da amostra. Isto é consequéncia do
grande numero de proteinas celulares presentes em niveis varidveis de abundéancia e
diversidade de pl, hidrofobicidade e massa. Além disso, esse tipo de abordagem
fornece a caracterizacdo de organelas individuais e a localizacdo da proteina
relacionando-a a sua funcdo. Espécies florestais também tém sido objetos de estudo
(Canovas, 2004), onde o estabelecimento de bancos de dados de ESTs de espécies
arboreas tem propiciado andlises globais para se avaliar e estudar mudancas na
expressao génica associada a processos importantes nas espécies arboreas como a
diferenciacéo do xilema, embriogénese e o crescimento.

Uma boa preparacdo da amostra - “extragdo do maximo namero de proteinas de

uma dada célula, tecido, 6rgdo ou organismo” (Wilkins et al., 1996) — é o mais
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importante passo para a subsequente separagdo, resolucdo e identificacdo das
proteinas. A preparacdo de amostras de material vegetal € reconhecidamente mais
dificil devido a rigidez das paredes celulares e ao acumulo de uma ampla gama de
metabolitos secundarios no vacuolo central. A prevaléncia destes compostos
possivelmente representa o problema mais significativo associado com a andlise de
proteomas vegetais (Rose et al.,, 2004). A baixa concentragdo de proteina neste
material também representa outro obstaculo. Um protocolo de extracdo ideal
reproduziria a captura e solubilizacdo do total de proteinas em uma dada amostra,
minimizando artefatos pds-extragdo e contaminantes néo protéicos (Rose et al., 2004).

Varios métodos de preparacdo estdo disponiveis para diferentes materiais
vegetais (Rabilloud, 1996). Um dos métodos mais comuns € o que utiliza &cido
tricloroacético (TCA) e acetona (TCA/acetona) para a precipitacdo direta da proteina
(Granier, 1988). Uma vantagem € a precipitacdo imediata das proteinas e a inativagéo
simultdnea de componentes envolvidos na degradagdo protéica, como as proteases.
Entretanto, este método também envolve a precipitacdo de outras substancias (sais,
pigmentos e polifendis) que interferem com a focalizagdo isoelétrica (IEF) das
proteinas.

Este trabalho utiliza uma espécie nativa, E. contortisiliguum, como fonte de
material vegetal. Desde o aparecimento do artigo de revisdo de Céanovas et al. (2004),
ocorreu um aumento significativo do nuamero de artigos focados no estudo de
protebmica vegetal (Rossignol et al., 2006). Entretanto, os trabalhos tem se
concentrado no estudo de espécies vegetais comercias, como o arroz (Oryza sativa) ou
utilizando modelos como Arabidopsis thaliana. A importancia desse trabalho est4 no
fato de ser uma andlise pioneira, a qual utiliza uma espécie sem valor comercial e até o
momento esta ndo havia sido estudada com o enfoque utilizado nos estudos aqui

realizados.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho temos como obijetivos:

- Padronizar as condi¢Oes para separacdo de proteomas de sementes e de calos

vegetais oriundos de sementes de E.contortisiliquum por eletroforese bidimensional;

- Construir e comparar mapas proteémicos de sementes e de calos vegetais;

- Verificar a presenca de enterolobina em calo vegetais;

- Verificar a presenca de isoformas de enterolobina em sementes e calos
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Estratégia de Agéo

A estratégia para a andlise comparativa do proteoma de calos e semente esta
resumida no fluxograma apresentado na figura 3.

Primeiramente é realizada a extracdo das proteinas, seguida pela separagéo
das mesmas com o uso de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE),
sua digitalizacdo e analise. Concomitantemente, sera realizada a deteccdo de
enterolobina em géis unidimensionais da proteina de calos e da semente e, também a
verificacdo da presenca de isoformas de enterolobina em géis bidimensionais. Nos
calos, ndo foi realizada a imunodeteccdo em géis bidimensionais pois a proteina

enterolobina ndo foi encontrada na andlise de géis unidimensionais.

Analise protedmica Analise protedmica
ce Cales e Sementes
Extracd@o de proteinas Extracd@o de proteinas
Gel Gel Gel Gel
Bidimensional Unidimensiona Bidimensional Unidimensiona
| Immunoblotting | |Immunob|otting| | Immunoblotting |
Comparacao

. . 19
Figura 5. Fluxograma das etapas que foram realizadas neste trabalho



3.2. Material Vegetal

Este trabalho foi realizado em colaboragcdo com a equipe dos professores Walter
Handro e Eny Floh do Laboratério de Biologia Celular de Plantas (BIOCEL),
Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo
(USP). Desta forma, a produgéo dos calos vegetais foi realizada por esta equipe e 0s
materiais enviados para andlise no Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas /
Centro Brasileiro de Pesquisas em Proteinas (LBQP/CBSP) da Universidade de
Brasilia (UnB).

Sementes maduras de E.contortisiliguum foram obtidas a partir dos legumes
coletados na sede campestre do Clube do Congresso de Brasilia e estocadas em
camara friaa 8 C.

Os calos foram produzidos pelo Laboratorio de Biologia Celular de Plantas, 1B,
USP a partir de sementes maduras de E. contortisiliquum. Sementes foram
aleatoriamente selecionadas e escarificadas mecanicamente com lixa d’agua em uma
das faces e embebidas em agua destilada overnight. Procedeu-se a desinfec¢édo das
sementes utilizando solugdo de hipoclorito de sédio a 30% e agua destilada estéril.
Inoculou-se uma semente para cada tubo de ensaio, contendo 20 mL de meio MS-61.
Aguardou-se a germinagdo e desenvolvimento das plantas para seguir com 0s
experimentos (aproximadamente 20 dias). Foram realizados experimentos utilizando-se
explantes de cotilédones, parte final dos cotilédones, hipocétilo e epicétilo, submetidos
a 6 tipos de tratamentos em meio bésico MS-61, sendo: 1- 2,4-D (1mg/L), 2- ANA (1
mg/L), 3- 2,4-D (Img/L) + ABA (0,2 mg/L), 4- ANA (Img/L) + ABA (0,2 mg/L), 5- AIA
(Img/L) + BA (0,2 mg/L), 6- AIA (1 mg/L). Para cada tratamento utilizaram-se 4 tubos
com explantes de cotilédones, 2 tubos com explantes de parte final de cotilédones, 2
tubos com explantes de hipocétilo e 2 tubos com explantes de epicatilo, totalizando 10
tubos/tratamento. Todas as culturas foram mantidas na luz (fotoperiodo: 16 horas
luz/8horas escuro) a 27 + °C. ApoOs a obtencdo de calos, estes foram repicados nos

mesmos meios de cultura.
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3.3. Extracdo e quantificacéo de proteinas

Foram utilizados dois procedimentos para a extragdo das proteinas do material
vegetal. O primeiro procedimento foi 0 método descrito por Lima (1999). Este método
consistiu na maceracdo de amostras de tecidos em nitrogénio liquido na proporgéo de
19/8 mL ( tecido vegetal/ tamp&o). A extracao feita por 30 min, a 4 C, sob agitagédo, em
PBS, pH 7.2, contendo EDTA ( 20 mM de NaH,PO,, 0.13 M de NaCl, 1mM de EDTA).
Inibidores de proteases (1 mM de PMSF, 1mM de TLCK), DTT (1mM) foram
acrescentados no momento da extragéo. A seguir, cada extrato foi centrifugado 40.000
X g, porlh,asc°C.

O segundo procedimento utilizado para a extragdo de proteinas consistiu na
utilizacdo de 1 g de amostra dos calos e da semente. O procedimento para extragéo foi
adaptado de Imin et al. (2001) e consistiu na maceragéo, utilizando-se um cadinho, das
amostras em nitrogénio liquido e na presenca de pdé de vidro. Ap6s a maceracao,
adicionou-se 5 mL de &cido tricloroacético (TCA) a 10% em acetona contendo 0,07%
de ditiotreitol (DTT) (-20°C), seguido de incubagé&o a -20°C durante 1 h e centrifugacao
a 30.000 xg durante 20 min. Cada sedimento foi ressuspenso em 4mLs de acetona
contendo 0,07% de DTT, seguido de incubagéo a -20°C durante 30 min e centrifugagao
a 12.000 xg durante 15 min, procedimento que foi repetido 2 vezes para a lavagem do
sedimento e remogé&o de residuos de TCA. Apés a centrifugacéo, os sedimentos foram
secos em Speed-vac e as suas massas foram estimadas. Para a solubilizacao,
adicionou-se tampéo de reidratacdo para 2-DE (Paba et al., 2004) constituido de 7M
uréia, 2M tiouréia, DTT a 1% (p/v), anfélitos a 5% (v/v) (Pharmalyte), Triton X-100 a 2%
(v/v) e tracos de azul de bromofenol na propor¢cédo de 50 puL de tampé&o para cada
miligrama de pellet. Apos a adi¢cdo do tampéo de reidratacéo, o material foi submetido a
sonificagédo por 20 minutos, com intervalos de 30 segundos de agitacdo a cada 1,5 min
de banho sonicador. Em seguida, realizou-se a centrifugagéo final a 12.000 xg durante
15 min & temperatura ambiente e retirada do sobrenadante, fragdo solivel em tampéao
de reidratacdo. Para a estimativa do conteido de proteina utilizou-se o método Plus
One 2D Quant-Kit (Amersham Pharmacia) usando-se albumina de soro bovino como
padréo.

Durante este estudo, utilizamos o segundo método de extracao, pois este se

mostrou com maior reprodutibilidade.
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Maceragc@o em N2 liquido e p6 de vidro.

g

Precipitacdo em acetona c/ 10% TCA e 0,07%DTT, 1 h ora a -20°C.

!

Centrifugacgéo a 30.000g / 20 min.

Incubacdo em acetona 0,07% DTT por 30 min. a -20°C.

g

Centrifugacgéo a 12.000g / 15 min.

Extracéo/solubilizagdo em tampéao IEF com sonicagéo e vortex.

g

Centrifugacéo 12.000 g / 15 min. 25°C.

g

Dosagem de proteinas da fracao solivel em tampédo IE ~ F (PlusOne 2-D Quant Kit).

g

2-DE

Figura 6. Fluxograma do procedimento de extracdo de proteina dos calos vegetais e sementes de
E.contortisiliguum

3.4. Obtencao da enterolobina pura

A purificacdo da enterolobina foi feita a partir de sementes maduras de E.
contortisiliquum utilizando, basicamente, 0 método previamente descrito por Sousa et
al. (1994). As sementes moidas foram delipidadas com acetona a -20 T por 30 s sob
agitacdo em Omni Mixer, e secas em temperatura ambiente. O material delipidado foi
extraido em solugéo salina 0,15 mol/L, o extrato foi filtrado e em seguida, centrifugado
por 30 min. O sobrenadante foi precipitado com sulfato de aménio nas faixa de 25- 40%
de saturacdo. O precipitado foi submetido a cromatografia de troca ibnica em DEAE-
celulose As fracdes originadas dessa extragdo foram dissolvidas em Tris 50mM, 1
mM EDTA, pH 8,9 e submetidas a cromatografia de troca i6nica, que foram realizadas
em uma coluna Resource Q (Pharmacia Biotech ) acoplada a FPLC. O fluxo foi 6
mL/min e a leitura de absorbancia se deu em 280 nm. As fragbes foram coletadas

manualmente e, em seguida, liofilizadas e submetidas a cromatografia de filtracdo em
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gel, utilizando um FPLC adaptado a uma coluna Superdex 200 HR 10/30 (Pharmacia
Biotech). A coluna foi previamente equilibrada com o tamp&o: 50 mM Na-fosfato, pH
7.0 contendo 0,15 M de NaCl. Ap6s a coleta, as fragbes dos materiais de picos
protéicos foram submetidas a testes de hemdlise, confirmando-se a presenca de

atividade dos mesmos.

3.5. Producgéo do anticorpo

Os anticorpos utilizados foram cedidos pela Dra. Consuelo Medeiros Rodrigues
de Lima. Anticorpos poiliclonais contra a enterolobina foram obtidos por meio da
imunizagdo de um coelho com enterolobina purificada. Foram injetadas,
intraperitonialmente, duas doses de enterolobina (200 pg cada) dissolvidas em
adjuvante completo de Freund, com intervalo de um més entre as aplicacdes. Uma
semana apos a ultima aplicagdo, o sangue do coelho foi drenado por pungéo cardiaca;

o0 anti-soro obtido foi dividido em aliquotas e armazenado a — 20 °C.

3.6. Eletroforese em condi¢fes subdesnaturantes (SD  S-PAGE)

A metodologia eletroforética foi basicamente a descrita por Laemmli (1970). O
gel separador foi preparado a 10% e o gel concentrador a 4%. Amostras de 15,0 uL de
calo e semente extraidos em tampdo desnaturante, foram diluidas em tampao de
eletroforese 2X [Tris 0,125 M, pH 8,8, SDS a 4% (p/v), sacarose a 20% (p/v), DTT a
100mM e azul de bromofenol a 0,01%], aplicadas no gel. A separagéo de proteinas foi
realizada em sistema Hoefer de eletroforese vertical, sob corrente constante (35 mA).
Os padrdes utilizados foram 5uL do padrdo de massa molecular da Pharmacia e 10uL
de enterolobina purificada. O tamp&o de corrida foi preparado 10X (0,25 M de Tris, 1,92
M de glicina, 1% (p/v) de SDS, pH 8,8) e diluido na hora do uso. O gel foi fixado

(metanol a 50% / &cido acético a 10%) e corado com nitrato de prata.
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3.7. Eletroforese Bidimensional em Gel de Poliacrii amida

Os mapas bidimensionais foram feitos de acordo com a metodologia
estabelecida por Gorg et al. (1985 e 1988). Amostras precipitadas em acetona /TCA
(80ug) e extraidas no tampao de reidratacdo composto por uréia 7M, tiouréia 2M, DTT
1% (p/v), anfdlitos 0,5% (v/v), Triton X-100 2% (v/v) foram adicionadas a 370 pL do
mesmo tampdo de reidratacdo contendo tragos de azul de bromofenol. Para a
focalizacéo isoelétrica (IEF), géis de 18 cm com gradiente imobilizado (IPG) de pH 3-10
néo lineares (Immobiline Drystrip, Amersham Biosciences), foram reidratados com as
amostras durante 12 h (Sanchez et al., 1997), e submetidos & IEF em aparelho
IPGphor (Amersham Biosciences) em quatro passos sucesivos: 67 Vh, 500 Vh, 1000
Vhe 36000 Vh. Apos a focalizagéo, os geéis foram submetidos a redugéo/alquilagéo por
incubag&@o durante 20 min em solucéo de equilibrio (3 mL) contendo 50 mM tris pH 8,8,
6M uréia, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS e 125 mM DTT, seguido de 20 min na
mesma solugcdo de equilibrio sem DTT, contendo 125 mM de iodoacetamida. Em
seguida, procedeu-se a lavagem por 3 min em tampé&o Tris-HCI 0,0375 mol/L com
glicina 0,3 mol/L e SDS 0,1 mol/L.

A segunda dimensdo foi realizada por eletroforese desnaturante em
poliacrilamida usando o sistema Bio Rad PROTEAN Il xi Cel. O gel separador foi feito a
10% e o gel concentrador a 5%. A eletroforese foi realizada a 25 mA até 500V a 20 °C.
Utilizou-se tampéo de amostra com Tris-HCI 0,125 mol/L pH 8,8, sacarose 20%, SDS

4%, DTT 100mM e tracos de azul de bromofenol.

3.8. Coloracgédo dos Géis com Nitrato de Prata

As proteinas foram visualizadas utilizando coloragdo de prata (Blum, 1987) ou
Coomassie Blue. Para coloragdo com prata, os géis foram fixados overnight com
metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v), formaldeido 0,05% (v/v) por 20 min, em
seguida foram incubados com &lcool etilico 50% (v/v) por 20 minutos, sensibilizados em
tiossulfato de sédio 0,02% (p/v) por 1 min, seguido de 3 lavagens com agua Milli Q.
Posteriormente os géis foram impregnados com nitrato de prata 0,2% (p/v) e
formaldeido 0,075% (v/v), lavados com agua Milli Q durante 40 s e revelados com
carbonato de sodio 6% (p/v), formaldeido 0,05% (v/v). A reacéo foi parada com metanol

50% (v/v) e acido aceético 10% (v/v). Para coloragdo com Coomassie Blue R 250 (CBB
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R 250) os géis foram incubados em solugéo contendo metanol 40% (v/v), acido acético
10% (v/v) e de CBB R 250 0,1% (p/v) por 18 hs; apGs esse tempo o gel foi descorado
por lavagens com &cido acético 10% (v/v). Terminada a coloragdo os géis foram

armazenados em &cido acético 1% (v/v) a temperatura ambiente.

3.9. Andlise de Imagens

Os géis corados com prata foram digitalizados usando-se um scanner
(ImageScanner — Amershan Biosciences) em modo transparéncia com resolugdo de
300 dpi (dotch per inch) e as imagens geradas em formato tif, foram analisadas
usando-se 0 programa computacional ImageMaster Platinum v.5 (Amershan
Biosciences). A deteccdo de cada spot de proteina foi validada por inspecdo manual e

editada quando necessario. O programa forneceu o nimero de spots.

3.10. Eletrotransferéncia e imunodeteccao

As proteinas dos extratos de semente e calo de E. contortisiliguum previamanete
separadas por 2-DE, foram eletrotransferidas em uma membrana de nitrocelulose
(Towbin et al., 1979) usando o aparelho Trans-Blot Electrophoretic Tranfer Cell (Bio-
Rad). A eletrotrasferéncia foi transcorrida overnight a 100mA.

Apos a transferéncia a membrana de nitrocelulose foi submetida a
imunodeteccéo utilizando-se soro anti-enterolobina, bloqueando-se a membrana com
PBS-Tween (NaCl 0,15M, 0,1% Tween, pH 7.2-7.4) e 5% de leite em p6 desnatado
durante 1 hora. Em seguida, lavou-se a membrana para retirar o excesso de leite.
Adicionou-se anti-soro diluido em PBS-Tween e incubou-se por 1 h sob agitacdo
constante, com 3 lavagens de 5 min cada. Adicionou-se o0 conjugado anti-anticorpo
ligado a peroxidade (1:1000) e incubou-se por 1 h, com 3 lavagens de 5 min cada. Por
fim, adicionou-se a solugdo de revelagdo (10mg de diaminobenzidina, 33mL PBS-
Tween e 333 pL H;O, a 3%). Apos a revelagdo, lavou-se a membrana com agua

destilada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Material vegetal

Observou-se a formacado de duas linhagens caracteristicas em calos resultantes
de explantes de epicétilo, hipocaétilo e cotilédone do tratamento 1 (meio basico MS-61
com 2,4-D (1mg/l). Essas linhagens apresentaram coloragao tipica, sendo uma verde e
outra amarela. Realizou-se novo repique separando-se calos verdes e calos amarelos,
os calos inoculados em meio com tratamento 1, ap6s 3 meses do repique, comegaram
a liberar células, iniciando-se assim uma cultura de suspenséo celular.

Neste trabalho utilizamos a linhagem verde dos calos vegetais devido a maior
guantidade de material produzida em relagdo a linhagem amarela. Desta, também,
possuiamos o0s calos provenientes do epicotilo, hipocétilo e cotilédone da semente

produzidos no mesmo dia.

Figura 7 . Calos vegetais de E. contortisiliquum

4.2. Adequacao do protocolo de extracdo de material vege  tal.

Inicialmente o método de extragcdo foi 0 mesmo utilizado por Lima (1999) para
extracdo de enterolobina em sementes. As amostras foram maceradas em nitrogénio
liguido e entdo liofilizadas. Seguiu-se com extracdo PBS pH 7.2, contendo coquetel de
inibidores de proteases na concentracdo de 1mM (PMSF, TLCK, TPCK, pepstatina e
EDTA), a 4°C durante 30 minutos. Os extratos foram centrifugados a 10.000 xg durante
10 min e o sobrenadante, armazenado a -20°C. Utilizando essa extragéo, observou-se

no perfil eletroforético, principalmente em calos vegetais, a presenca de uma grande
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quantidade de proteinas de baixa massa molecular, indicando uma intensa acéo de
proteases (Fig. 9A).

Em plantas, sabe-se que a preparagcdo de amostras € um passo critico e
absolutamente essencial para um bom resultado. Entdo, avaliamos outro método de
extracdo. Este utiliva, anterior a extracdo com tampéao de reidratacdo, um passo de
precipitacdo com acetona e TCA. Com esse método observou-se maior
reprodutibilidade e diminuicdo na perda de proteinas como observado na Fig.9B. O
TCA/acetona é precipitante efetivo (Damerval,1986), eliminando proteases e outras
enzimas modificantes. Além disso, a precipitacdo é importante para concentrar as
proteinas e separar compostos interferentes, como carboidratos, lipidios e outros

compostos presentes em plantas.

4.3. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas dos extratos de sementes e calos de E. contortisiliquum
foi realizada utilizando-se o Plus One 2D QuantKit (Amersham Pharmacia) tendo a
albumina sérica bovina como padrdo. A concentracdo de proteinas da semente se
apresentou maior do que nos calos vegetais, conquanto amostras provenientes do
hipocétilo e do epicétilo ndo apresentaram concentragdes protéicas significativamente
diferentes, maiores por sua vez que aquela de calo cotiledonar. Uma vez que foi
utiizada a mesma relagdo tecido/volume na extracdo, estes valores podem ser
explicados pelo maior grau de hidratagdo dos calos, principalmente no estagio

cotiledonar.

Tabela 1. Concentragfes de proteinas dos extratos de calos vegetais e sementes de
E.contortisiliquum.

Semente / Calos* Concg hiragéo de Desvio Padrao Coefici%nte de
proteina (mg/mL) variacéo (%)
semente 1,13 0,001 0,12
epicétilo 0,94 0,009 1,52
hipocétilo 0,86 0,004 0,59
cotilédone 0,56 0,020 511
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4.4 Perfil  Unidimensional dos extratos de calos e s emente de
E.contortisiliquum

Foram realizadas eletroforeses desnaturantes (SDS-PAGE) para a analise inicial
dos perfis protéicos. A quantidade de proteinas foi de 15 pg. Os géis posssuiam
espessura de 0,75 mm e concentracdo de 10% de poliacrilamida. Utilizou-se o sistema
Hoeffer SE-600 (Pharmacia Biotech) conectado ao resfriador Multitempll (Amersham).
A separacéo eletroforética foi realizada a 20°C e corrente constante de 35 mA.

Primeiramente, realizou-se um teste para avaliar se uma segunda precipitagdo
com TCA/acetona da amostra ja extraida de acordo com Imin et al. (2001) iria auxiliar
ainda mais na retirada de interferentes presentes na amostra. Vimos que houve
diminuicdo significativa da quantidade de proteinas (dados n&o mostrados),
principalmente as de baixa massa, e perda de algumas bandas. Com esse resultado,
preferiu-se aplicar as amostras diretamente do tampéo de reidratagdo, o mesmo
utilizado para eletroforese bidimensional.

Nas analises iniciais utilizando-se a eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)
observaram-se diferencas nos perfis dos extratos de semente e calo de E.
contortisiliqguum (Fig.8). O extrato da semente apresentou uma quantidade maior de
proteinas, evidenciada pelo grande niumero de bandas de proteinas na regido de alta
massa molecular diferentemente do que ocorre nos calos. Nota-se que existem
diferencas sutis entre os calos de hipocotilo e epicotilo e uma baixa quantidade de
proteinas nos calos provenientes de cotilédones.

Ja nessa andlise inicial podemos notar a auséncia de proteinas nos calos
vegetais na regido onde, normalmente, a enterolobina é encontrada. Porém, para um
maior aprofundamento da andlise dos extratos foi realizada 2-DE, a qual tem o poder

de resolver de forma mais eficiente cada proteina.
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Figura 8. Perfil Unidimensional dos extratos de semente e calos vegetais de E.contortisiliquum. Volumes
de 10 ul de amostras de semente e calo respectivamente, dissolvidas em tampao Ureia/tiuréia foram
submetidas a eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (10%). E: enterolobina pura; S: extrato
de semente; EP: epicotilo; HP: hipocotilo; C: cotiledone.

4.3. Padronizacao das condi¢Bes da 2D-PAGE

As condicbes para a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-
PAGE) das amostras provenientes de calos e de sementes foram padronizadas
inicialmente utilizando-se géis de gradientes imobilizados de pH (IPG) na faixa de pH
de 3-10 ndo lineares. Posteriormente, optou-se pelo uso de géis de gradientes
imobilizadores de pH (IPG) na faixa de pH 3-10 linear, o qual nos deu um melhor perfil
bidimensional para a amostra analisada.

Para a focalizacao isoelétrica foram utilizados dois equipamentos, o Multiphor
e o IPGPhor (Amersham Blosciences), os quais forneceram resultados similares
(dados ndo mostrados). Entdo, o IPGPhor foi o mais utilizado devido a sua maior

praticidade. Foram testadas algumas concentracdes dos géis de poliacrilamida sendo
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que a concentragdo de 10% foi a que permitiu uma resolugdo satisfatoria para as
proteinas de alta massa molecular encontradas no extrato de semente. Utilizou-se a

coloragdo com nitrato de prata de acordo com Blum et al. (1987).
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Figura 9. Efeito da preparacdo da amostra no perfil bidimensional dos extratos de calo. A) Perfil protéico
de calos vegetais de E.contortisiliquum extraido com PBS; B) Perfil proteico de calos vegetais
precipitados com TCA/acetona e extraidos no tampéo de reidratagdo composto por uréia 7M/ tiouréia
2M.
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4.4. Perfil Bidimensional do Extrato de calos e sem  ente de E.contortisiliguum

Os mapas bidimensionais produzidos com amostras do extrato de sementes e
de calos de E. contortisiliquum sdo mostrados na Fig.10 e 11, respectivamente. Essas
amostras foram submetidas a focalizacdo isoelétrica com strips de 18 cm e pl de 3-10
lineares e géis de concentracdo 10%T na segunda dimens&o.

O mapa bidimensional obtido com amostra do extrato de semente de
E.contortisiliquum € mostrado na Fig.10. A analise visual do gel mostra uma resolucao
satisfatoria de spots, exceto na faixa de alta massa molecular, onde encontramos um
bloco de proteinas nao resolvidas. Pode-se notar que o perfil protéico da semente de E.
contortisiliqguum mostra uma grande quantidade de proteinas de alta massa molecular,
com distribuicho ampla e um grande numero de spots. No entanto, os perfis
protedmicos de calos de E. contortisiliquum diferem bastante do perfil de semente. Nos
calos, ha uma predominancia de proteinas de média e baixa massa molecular, uma
distribuicdo de proteinas mais concentrada na faixa basica de pH, além de um ndmero

menor de spots (Fig.11)

31



kDa 3

97

66

=

45

. T

30(

20.1P

14.4‘

Fig 10 . Mapa protedmico bidimensionais da semente de E.contortisiliquum. A focalizag&o isoelétrica foi

realizada com IPGs de pH 3 a 10 e para a segunda dimensao os géis foram feitos a 10% T, utilizou-se

150 pg de amostra. Coloragdo com nitrato de prata.
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foram feitos a 10%T, e 150 yg de amostra. Coloracdo com nitrato de prata. A: epicotilo; B: hipocétilo; C: cotilédone.




Os mapas protedmicos de calos e sementes de E.contorsliguum foram obtidos
sob as mesmas condi¢des (primeira dimensao, focalizagdo IPG pH 3-10 L, 18 cm;
segunda dimenséo SDS-PAGE 10%, corrente constante).

O objetivo inicial desse trabalho era a analise comparativa de extratos de calos e
sementes, porém ao longo dos experimentos percebemos que essa comparacdo nao
seria possivel devido a grande diferenga existente entre os extratos de calos e das
sementes, 0 que ndo nos permitiria comparar perfis protéicos tédo distintos, pois em tal
situacgado, seria infrutifera essa prética.

Os perfis protedmicos de calos vegetais de E. contortisiliquum provenientes do
hipocétilo, epicotilo e cotilédone mostraram-se bem diferentes daquele da semente, o
orgdo doador. Essa diferenca gritante tornou impossivel a comparacéo entre os perfis
da semente e dos calos, j& que mesmo que uma proteina tenha a mesma massa e o
mesmo pl, ndo poderiamos afirmar que se tratava da mesma proteina. O que se pode
notar € a diferenca na expressao de proteinas e a distribuicdo destas no gel.

A comparacgéo dos perfis bidimensionais de calos vegetais de E.contorsiiquum
mostra mapas protéicos bastante semelhantes (Fig.11). Nos trés casos, na regiao de
massa de 30-35 KDa apresenta-se como a mais importante. No mapa proteémico de
calos vegetais provenientes de epicotilo e hipocatilo (Fig.11A e 11B, respectivamente),
as proteinas dessa faixa de massa encontram-se distribuidas na faixa de pl de mais
acido (3-7), enquanto que o perfil protedbmico de calos provenientes de cotilédone
indica proteinas deslocadas para a regido mais béasica do gel (pl 6-10). Nos trés perfis,
a regido de alta massa molecular € muito semelhante, onde poucas proteinas séo
encontradas. Para os trés perfis encontramos um grupo semelhante de proteinas na
faixa de baixa massa molecular (abaixo de 30KDa).

A analise visual dos géis unidimensionais apresentou pequenas diferencas
qualitativas entre os calos, principalmente entre hipocoétilo e epicoétilo. Essa andlise
revelou que a maioria das proteinas detectadas apresentou expressdo conservativa
sugerindo que as caracteristicas que diferenciam cada explante sdo provavelmente
conseqliéncias da expressao diferencial de um ndmero limitado de proteinas, talvez
ndo detectavel utilizando-se géis bidimensionais, ou devido a caracteristica de
dediferenciacdo que existe entre as amostras. Utilizamos um programa computacional
especifico para a analise dos géis, Image Master 2D v.5 (GE Healthcare), que nos deu
0 numero total de spots para os calos como 125 para hipocotilo, 103 para epicétilo e 77

para cotilédone.



Os calos vegetais sdo massas de tecidos que crescem em um substrato sélido
(Bottino, 1981). A formacdo dos calos pode ser induzida por niveis elevados de
hormonios. Os meios de cultura utilizados para producdo de calos contém adi¢bes de
citocininas e de auxinas. A formacdo dos calos é central em muitos procedimentos
investigativos e aplicados da cultura de tecido. Os calos podem ser multiplicados e
mais tarde usados para clonar plantas inteiras. Adicionalmente, varios protocolos de
engenharia genética empregam procedimentos da iniciagcdo de calos depois que o DNA
foi introduzido em células; as plantas transgénicas sao regeneradas entdo dos calos
transformados. Em outros protocolos calos sé&o gerados para o uso em procedimentos
biotecnolégicos como a formagdo das culturas da suspensdo de que os produtos
secundarios das planta podem ser conseguidos.

Explantes, quando cultivados em meio apropriado podem gerar uma massa de
células desorganizadas. Pensa-se que todo tecido de planta pode ser usado como
explantes, se as condi¢des corretas forem encontradas. Na cultura, esta proliferagao
pode ser mantida indefinidamente, contanto que a cultura de calos seja colocada em
um meio fresco periodicamente. Durante a formagédo dos calos ocorre dediferenciagéo
(isto é as mudancgas que ocorrem durante o desenvolvimento e a especializacdo, a
alguma extensdo, sdo invertidas), tanto na morfologia (o calo € geralmente composto
de células ndo especializadas) quanto no metabolismo. Uma consequéncia desta
dediferenciacdo € que a maioria das culturas vegetais perde a capacidade de realizar
fotossintese. Isso tem conseqiiéncias importantes para a cultura de calos, como a de
que o perfil metabdlico provavelmente ndo sera igual ao da planta doadora.

A degradacdo de proteinas em células e tecidos vegetais pode reduzir,
significativamente, o nivel de acumulagédo dos produtos (Stevens et al., 2000; Sharp
and Doran, 2001a; Outchkourov et al., 2003). Proteases tém sido apontadas como as
responsaveis pelas degradacgfes intracelulares e intrateciduais (Magnunson et al.,
1996; Sharp and Doran, 2001; Tsoi and Doran, 2002). Entretanto, as razdes para perda
de proteinas em culturas vegetais ainda ndo foram elucidadas (Doran, 2005)

A pequena quantidade de proteina da cultura celular vegetal comparada com
orgaos de estoque de plantas € bastante discutida. Isto reflete parcialmente ao estado
indiferenciado das culturas e a quebra de promotores que sdo pouco ativos sobre
condigbes semelhantes. A produgdo de proteinas também é afetada pela estabilidade

das mesmas, ja que é significante a sua degradacdo no meio de cultura devido a
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proteodlise, agregacdo e outros fatores ndo conhecidos (Know, 2003; LaCount, 1997;
Lee, 2002).

4.5.Imunodetecc¢ao de enterolobina

Inicialmente o método de extracdo para obtencdo de enterolobina foi aquele
utilizado por Lima (1999), empregando extracdo protéica com PBS. Utilizando esse
método ja haviamos observado a presencga da proteina enterolobina, porém como o
procedimento de extragéo foi modificado, utilizando TCA/Acetona como precipitante, foi
necessario verificar a presenca desta no novo método proposto utilizando a técnica de
Immunobloting. As proteinas do gel unidimensional dos extratos de semente de E.
contortisiliqguum foram eletrotransferidas para uma membrana de nitrocelulose e
submetido a imunodeteccao usando um anticorpo policlonal contra enterolobina.

A Fig.12 mostra o resultado da imunodetec¢do no extrato de semente. A forma
monomeérica da enterolobina foi imunodetectada, assim como foi possivel a detecgéo
do dimero e de complexos maiores no extrato de semente. Esse resultado j4 havia sido
encontrado por experimentos de eletroforese unidimensional, cromatografia de gel
filtragdo, espectrometria de massa e microscopia de forga atdmica (AFM)
demonstrando que a enterolobina pode assumir forma dimérica em solugdo, mesmo
em baixas concentragdes (10pg/ml) tal como a proaresilina (Bittencourt et al., 2003).

Diversas caracteristicas obtidas para a enterolobina levam a sugestdo de que o
modelo de estudo comparativo mais proximo a ela € a aerolisina, citolisina extraida e
purificada a partir do sobrenadante de cultura de bactérias do género Aeromonas.
Embora sejam provenientes de organismos muito distintos, as duas citolisinas possuem
um grande numero de caracteristicas em comum. A sequéncia de aminoacidos da
enterolobina mostra 45% de identidade e 59% de similaridade com a sequéncia da
aerolina, toxina citolitica encontrada em Aeromonas hydrophila e em outras espécies
de Aeromonas (Sousa et al., 94; Fontes et al., 97)

A pré-proaerolisina sofre processamentos pdés-traducionaos que permitem sua
exportacdo e oligomerizagdo. O canal formado durante a oligomerizacdo insere-se em
membranas causando lise celular. A pro-proteina pode ser encontrada organizada na
forma de dimero ou monémero em concentra¢cdes muito baixas (Fivas et al., 1999). A

ativacao da pré-proteina depende da retirada de um fragmento C-terminal, que dispara
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um conjunto de modificagfes estruturais que levam ao reconhecimento do receptor na
membrana da célula alvo, com consequente formacgdo de poro na membrana (Buckley,
1991; van der Goor et al., 1993; Cabiaux et al. 1997; Fivas et al, 1999).

No entanto, para a enterolobina ainda néo foi descrita a presenca de qualquer
processamento necessario para a sua ativacao. Os trabalhos desenvolvidos permitiram
a observacao por eletroforese de que sua forma preferencial era a monomeérica. Porém,
em pHs baixos, a proteina tendia a oligomerizacdo e em pH em torno de 10, a forma
monomeérica era preferida (Fontes, 1996; Fontes et al., 1997). Entdo, sugere-se que
dependendo da forma de purificagdo, a enterolobina pode ser encontrada ativa na

forma monomérica ou dimérica.
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Figura 12. Imunodetecc¢do da enterolobina no extrato de semente de E.contortisiliguum. Amostras de 15
Hg de semente dissolvida em tampao Ureia/tiuréia, foram separadas por eletroforese desnaturante em
gel de poliacrilamida (10%), eletrostranferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas a
imunodetecc¢do. Foi utilizado como 1° anticorpo anti-enterolobina produzido em coelho (diligdo 1/1000) e
como 2° anticorpo anti-lgG de coelho produzido em asno, conjugado a peroxidase (diluicdo 1/5000). A
revelacgédo foi realizada com DAB utilizando H,O, como substrato. E: mondmero e dimero de enterolobina

pura indicados pelas setas; S: extrato de semente de E.contortisiliquum.
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Nos calos vegetais, como mostrado na Fig.13 a enterolobina nédo foi
imunodetectada. Este resultado pode ser inferido como uma consequéncia da
dediferenciacdo que ocorre nos calos vegetais. Outra hipdtese seria a inexisténcia de
um fator responsavel pela expressao da proteina.

A possibilidade da enterolobina atuar como proteina de defesa vem sendo
sugerida desde que ela foi associada a capacidade de causar lise de alguns tipos
celulares, de agir como agente pro-inflamatério e de causar a morte de coleGpteros
(Sousa, 1991; Castro-Faria-Neto et al, 1991; Sousa et al., 1993). Essas atividades
relatadas ndo sdo as Unicas a sugerir a sua fungéo de defesa.

Em calos esperava-se encontrar a enterolobina nos cotilédones, pois de acordo
com Lima (1999) e Bittencourt (2003) a proteina foi encontrada em eixo embrionario e
cotilédones de sementes, sendo persistente e ativa nos cotilédones e desaparecendo
apos a germinagdo no eixo embrionario.

Ao longo da evolucéo, as plantas desenvolveram uma série de mecanismos que
as protege contra eventos fisiolégicos proprios das sementes, como a dessecacao
durante o processo de maturagdo da semente (Guimardes e col, 2002), e da acao
externa, como infecgBes causadas por microorganismos. Podemos citar as barreiras
fisicas (parede celular, poros de tamanho limitado, etc) e quimicas (entre estas as
proteinas) (Wojtaszek, 1997). Proteinas de defesa podem ser classificadas em
constitutivas e induzidas. As induzidas dependem do contato e reconhecimento do
agressor, desencadeando posteriormente processos que resultam na ativagdo de vias
metabdlicas de resposta, que usualmente sdo reguladas durante a transcricdo. Uma
grande quantidade de proteinas e peptideos tem sido descritas como de defesa (Ryan,
1990).

Os estresses bidticos ou abidticos podem induzir & producdo de uma grande
variedade de proteinas em plantas. Essas proteinas foram denominadas por Ohashi e
Oshima (1992) como proteinas relacionadas a patogenicidade (PR). Elas séo induzidas
como resultado da reacdo de hipersensibilidade do hospedeiro contra agentes
infecciosos. Além do estresse provocado por infec¢é@o, outros estresses podem induzir
as proteinas PR, tais como cortes, injarias e alta pressao. Além destes, acido salicilico
e etileno também foram relacionados com a indugé&o positiva das proteinas PR.

Nas sementes, a enterolobina comporta-se como sendo uma proteina capaz de
ser induzida ou reprimida nas duas partes da semente submetidas a diversos

estresses. Estresse hidrico leva ao aumento da atividade em amostras de cotilédones,
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assim como observa-se alteracdbes em condigcbes de estresse salino e hidrico
(Bittencourt, 2003).

A permanéncia da enterolobina em cotilédones e seu desaparecimento em eixo
embrionario apdés a germinagdo sugerem uma possivel atividade regulatéria na
germinacado de sementes de E.contortisiliquum. Vale ainda lembrar que a enterolobina
estd presente no ndcleo de células de cotilédones (Lima et al., 1999). Se também
estiver presente em nuacleo de células de eixo embrionério, poderia estar ainda

exercendo uma regulacdo da germinacao a nivel génico.
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Figura 13. Imunodeteccdo da enterolobina no extrato de semente e calos vegetais de E.contortisiliquum.
Amostras de 15 pg de semente e calo de E.contortisiliguum respectivamente, dissolvidas em tampéo
Ureia/tiuréia, foram separadas por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (10%),
eletrostranferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas a imunodeteccéo. Foi utilizado como 1°
anti-corpo anti-enterolobina produzido em coelho (dilicdo 1/1000) e como 2° anticorpo anti-lgG de coelho
produzido em asno, conjugado a peroxidase (diluicdo 1/5000). A revelagdo foi realizada com DAB
utilizando H,O, como substrato. E: representa a enterolobina purificada (10ug), S extrato de semente (10
Hg) , EP- Epicétilo (10 pg), HP- Hipocdtilo (15 pg) , C-cotiledone (15 pg).
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A Fig. 14 mostra o resultado da imunodeteccéo no gel bidimensional do extrato
de semente de E.contortisiliquum. Esse resultado refor¢ca a hipotese da existéncia de
isoformas de enterolobina detectadas por Cunha (2003) através de analise por

espectrometria de massa em ESI-MS, o qual prop6s trés isoformas distintas.
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Figura 14 . Imunodetecgdo da enterolobina no extrato de semente de E.contortisiliquum. Amostra de 150
Mg enterolobina purificada foram dissolvida em tampé&o Ureialtiuréia, separada por eletroforese 2-DE em
gel de poliacrilamida (10%), eletrostranferida para membrana de nitrocelulose e submetida a
imunodetecc¢édo. Foi utilizado como 1° anti-corpo anti-enterolobina produzido em coelho (diluicdo 1/1000)
e como 2° anticorpo anti-lgG de coelho produzido emasno, conjugado a peroxidase (diluicdo 1/5000). A

revelacao foi realizada com DAB utilizando H,0O, como substrato.
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Para verificar se ndo estava ocorrendo reac¢des cruzadas devido a natureza
policlonal do anticorpo, o0 que nos traria um resultado falso positivo, foi feito o perfil
bidimensional utilizando amostra de enterolobina purificada, mostrado na fig.15. Pode-
se observar, assim como no immnunbloting do extrato de semente, a presenca de
cinco provéaveis isoformas. Também podemos observar a detecgéo de proteinas de alta
massa molecular, o que pode ser explicado pela conhecida capacidade de
oligomerizagdo da enterolobina, j& que a presenca de dimeros e outros oligdbmeros em
solucdes dessa proteina ja foram encontrados (Fontes et al., 1997 e Lima et al., 1999).

A enterolobina apresentou-se como sendo incapaz de formar uma Unica espécie
oligomérica. Testes realizados indicaram que essa proteina se oligomeriza na presenca
de DTT, como observado no gel bidimensional. De acordo com Bittenccourt, 2003, o
DTT parece auxiliar na agregacdo da proteina, formando estados organizacionais mais
visiveis, sugerindo que a oligomerizagdo da proteina ndo é dependente de pontes
dissulfeto.

Plantas sdo expostas a diferentes tipos de estresses como seca, alta salinidade,
temperaturas extremas, alagamentos, deficiéncia de minerais, toxicidade do solo,
poluentes e radiagéo ultravioleta B (UV-B) (Smirnoff, 1998). Esses fatores podem ter
agido como pressao evolutiva que resultou na diversificacdo de multiplas isoformas de
algumas proteinas vegetais, as quais podem estar envolvidas na regulacdo e
coordenacgdo de atividades de outras proteinas funcionais (Finnie et al., 2006).

A origem dessas isoformas pode ser o resultado de processos proteoliticos pos-
transducionais no N- como na C- terminal das proteinas. Wilson e Chen (1983)
mostraram que o inibidor de tripsina de Vigia radiata é proteoliticamente processado
tanto nas regides de N- ou C- terminal durante a germinagdo da semente. Entretanto,
para explicar a grande variedade de isoformas em plantas, outra hipétese como a
presenca de multiplos genes ndo deve ser descartada.

Processos incluindo splicing alternativo, edicdo de RNA e modificacdes pos-
transducionais podem levar a diferentes espécies de proteinas de um Unico gene
(Godovac-Zimmermann et al.,2005). O splicing alternativo € um importante mecanismo
celular que aumenta a diversidade dos produtos dos genes (Sunyaev et al., 2000).
Diferentes alternativas de splicing tém sido associadas com diferentes fisiologias e
fendtipos (Hanke et al., 1999).
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Andlises de 2-DE das fracbes de proteinas encontradas nas sementes
demonstram o potencial protedmico para o estudo de mudancas nos perfis protéicos
em sistemas complexos e a correlacdo com propriedades especificas (Gorg,1992).
Desde o desenvolvimento da técnica de espectrometria de massa para identificacéo de
proteinas, a andlise protedmica de sementes inclui Arabidopsis thaliana (Gallardo et al.,
2001; Gallardo et al., 2002), o cereal trigo (Triticum aestivum) (Skylas et al.,2000;
Skylas et al., 2001; Vensel et al., 2005), arroz (Oryza sativa) (Koller et al., 2002), millho
(Zea mays,) (Mechin et al.,2004), entre outros.

Santino et al. (2005) mostrou que diferentes isoformas de Lipoxigenases (LOXs)
sdo expressas e ativadas em diferentes estagios fisiolégicos das sementes. Loxs séo
comumente associadas por possuirem um importante papel em processos
fundamentais como defesa, desenvolvimento e senescéncia em plantas.
Peroxiredoxinas s@o conhecidas por sofrerem modificacdes poés-transduconais em
resposta ao estresse oxidativo (Rabilloud et al., 2002) e como uma parte de outros
mecanismos cataliticos em reacdo com peroxidase (Wood et al.,, 2003). Finnie et
al.(2006), constatou o aparecimento de isoformas nos diferentes meios de cultura em
gréos de cevada, chegando a conclusdo de que a mudanca nos padrées de proteina
também reflete a variacdo nas caracteristicas da cultura. No estudo, isto se tornou
evidente ja que diferentes formas de cultivo podem variar ndo somente a presenca ou
auséncia de alguns spots, mas também o tempo de aparecimento destes.

A razdo para existéncia de isoformas relatadas para uma proteina pode ser
devido a uma adaptacdo evolutiva da planta para obter um maior sucesso da sua
funcdo, como a de defesa. Posteriormente, para verificar se as cinco proteinas
presentes no mapa protéico correspondem a isoformas da enterolobina, sera
necessario determinar as sequéncias destas. As sequéncias serdo analisadas quanto
as suas similaridades a fim de verificar quais os tipos de modificagbes existentes e as
diferengas entre elas. Logo, a purificagdo e caracterizagdo de todas as isoformas de
enterolobina € um passo necessario para entender a sua bioquimica e fisiologia. Outra
hipétese a ser testada é se estes possiveis tipos de enterolobina encontrados ndo sao
devido as amostras terem sido purificadas de lotes diferentes, coletadas de arvores

distintas ou em diferentes datas.
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Figura 15. Mapas bidimensionais da enterolobina purificada de E. contortisiliquum A focalizagdo
isoelétrica foi realizada com IPGs de pH 3 a 10 e para a segunda dimens&o os géis foram feitos
a 10% T, utilizou-se 150 pg de amostra. Coloracdo com nitrato de prata. Seta: possiveis
isoformas
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4. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este trabalho é uma continuacdo da linha de pesquisa desenvolvida no
laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas (LBQP), o qual estuda a proteina
hemolitica enterolobina, que foi pela primeira vez purificada e caracterizada por Sousa,
1988. Os trabalhos desenvolvidos no LBQP incluem a determinagdo da estrutura
secundaria por dicroismo circular, modelagem da estrutura terciaria (Fontes, 1996),
identificacdo e determinacdo da natureza quimica do receptor de enterolobina (Ferreira,
1995; Costa, 2000), entre outros que estdo em desenvolvimento.

Plantas s&do fontes ricas de varios compostos quimicos, largamente
desconhecidos e inexplorados. Embora pequenos, os recentes avancos e o perfil
metabolico oferecem oportunidades para utilizar a capacidade bioguimica de plantas
para produzirem compostos (Oksman-Caldentey et al., 2004) .

A proteina enterolobina apresenta potencial biotecnolégico. Por exemplo, podera
ser utilizada no controle biolégico de coledpteros devido a sua atividade inseticida. Para
o desenvolvimento de aplicacdes, € necessario dispor de grande quantidade de
proteina. Desta forma, métodos de obtencdo de proteina devem buscar alto
rendimento, alto grau de pureza, reprodutibilidade e no menor tempo possivel.

Se bem compreendido o mecanismo de acdo da enterolobina, sera possivel a
proposicdo de novos usos para enterolobina. A compreensdo mais detalhada do
comportamento da aerolisina, por exemplo, permitiu o desenvolvimento de aplicagbes
biotecnoldgicas, culminando em uma empresa de biotecnologia canadense chamada
Protox. Entre as aplicacdes biotecnoldgicas ja patenteadas pela empresa estdo: a
patente 6.532.095, que versa sobre a utilizacdo da proteina para a identificacdo de
doenca relacionada ao seu receptor (GPI) a hemoglobinuria noturna paroxismal (PNH)
(Diep et al., 1998; Brodsky et al., 1999; Bucley and Brodsky, 2003) e a patente
6.495.315, esta patente reclama os direitos do uso da proteina no possivel
desenvolvimento de vacinas contra os virus e retrovirus que contenham envelopes,
como por exemplo o virus da AIDS.

A fim de se ter um suprimento continuo de enterolobina, lancamos méo de
cultura de tecido vegetal de semente de E. contortisiliquum como forma de se garantir
uma possivel fonte de material para producéo ininterrupta de enterolobina. Com este
trabalho averiguamos se a enterolobima é expressa em calos e, se existe diferencas

protedmicas significativas entre calos e semente.
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Observamos que o perfil protéico entre calos e sementes era bastante
diferenciado, o que nos inviabiliza a fazer comparagfes. Através da imunodeteccao
identificou-se possiveis isoformas de enterolobina, as quais necessitam ser mais
profundamente estudadas a fim de verificar quais as modificagbes que as diferenciam.
Nos calos vegetais ndo observamos a presenca de enterolobina, porém a nao
expressao dessa proteina pode estar relacionada ao meio em que os calos foram
cultivados. Pode-se tentar diferentes meios, com diferentes vitaminas, quantidade de
horménios a fim de tentar induzir a sua expressao em calos vegetais.

A andlise de géis bidimensionais dos extratos de calos de E.contortisiliguum
revelou que a maioria das proteinas detectadas apresentou expressdo conservativa
sugerindo que as caracteristicas que diferenciam cada explante sdo provavelmente
conseqliéncias da expressao diferencial de um ndmero limitado de proteinas, talvez
nao detectavel utilizando-se géis bidimensionais. Os resultados obtidos neste trabalho
e suas proximas etapas abrem perspectivas para continuidade e criagdo de novas
linhas de pesquisa em calos vegetais de E.contortisiliquum e em outras espécies de
angiospermas florestais. Estas linhas de pesquisa se baseardo principalmente no
emprego de ferramentas protebmicas e andalise da expressao génica, visando a
identificacdo de marcadores bioquimicos para acompanhar a diferenca de expresséo
nos calos vegetais de acordo com o explante de origem. Dificuldades podem ser
apontadas para cada um dos métodos usados. Na abordagem eletroforética, as
principais dificuldades se relacionaram ao ajuste a amostra de um protocolo de
extracdo que fornecesse um perfil protéico o mais completo possivel. Outro ponto foi
relacionado a reprodutibilidade em termos de intensidade e localizacdo dos spots em
cada mapa protedmico. Na abordagem da espectrometria de massa, a dificuldade da
identificacdo das proteinas por peptide mass fingerprinting (PMF) vem do fato do
organismo em estudo ndo possuir genoma sequenciado.

Inicialmente, os géis 2-DE variaram muito em sua reprodutibilidade devido ao
protocolo de extracdo do tampdo fosfato que ndo removeu grande parte dos
interferentes provenientes do metabolismo secundério vegetal, o uso da coloragéo de
prata como método de deteccdo que também era afetado pelos interferentes citados
anteriormente, e a necessaria intervencdo humana ao longo de todo o processo.

Devido a sua ampla difuséo, a eletroforese bidimensional tem suas vantagens e
deficiéncias bem documentadas. De forma geral, € aceito que algumas classes de

proteina sdo excluidas ou pouco representadas em géis bidimensionais. Essas incluem
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proteinas muito acidas ou basicas; proteinas com massas moleculares maiores que
200 kDa e menores de 5 kDa, assim como proteinas de membrana e/ou muito
hidrofobicas. Também, proteinas totalmente diferentes podem ter valores de ponto
isoelétrico e massa molecular o suficientemente préximos para ndo serem resolvidas
nos mapas bidimensionais ainda que usando IPGs de faixas estreitas de pH (Paba et
al., 2004).

O uso da técnica de 2-DE em nosso trabalho permitiu uma visdo mais geral dos
proteomas dos calos e semente de E.contortisiiguum. De um modo geral o mapa
protedmico dos extratos de semente mostrou uma maior complexidade de spots que do
extrato de calos, destaca-se a necessidade de continuidade desses estudos com a
identificacdo qualitativa de proteinas especificas nos diferentes extratos de calos e a
comparacdo das mesmas. Pode-se também proceder a identificagdo por MS dos spots
diferencialmente expressos. Outra abordagem seria a avaliagdo de mudancas do
proteoma sob a influéncia de mais parametros que influenciem no crescimento dos

calos.
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