UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

HENRIQUE PINHO OLIVEIRA

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA Mm-POX,
UMA PEROXIDASE DO LATEX DE Marsdenia megalantha (GOYDER; MORILLO,
1994).

FORTALEZA
2013



HENRIQUE PINHO OLVEIRA

PURIFICAQAO, CARACTERIZA(;AO E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA Mm-POX,
UMA PEROXIDASE DO LATEX DE Marsdenia megalantha (GOYDER; MORILLO,

1994)

2013

Tese apresentada ao Curso de Doutorado
em Bioquimica do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de

Doutor em Bioquimica.

Orientadora: Profa. Dra. Illka Maria
Vasconcelos

FORTALEZA



Dados Internacionais de Catalogagio na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

0O47p Oliveira, Henrique Pinho.
Purificagéo, caracterizagio e atividade antifungicida da Mm-POX, uma peroxidase do latex de
Marsdenia megalantha (GOYDER; MORILLO, 1994) / Henrique Pinho Oliveira. — 2013.
151 f£. : il., color., enc. ; 30 cm.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncia, Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Programa de Pé6s-Graduagdo em Bioquimica, Fortaleza, 2013.

Area de Concentracio: Bioquimica vegetal.

Orientagdo: Profa. Dra. Ilka Maria Vasconcelos.

1. Peroxidase. 2. Enzimas. 3. Atividade antifingica. I. Titulo.

CDD 574-192




HENRIQUE PINHO OLIVEIRA

PURIFICACAO, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA Mm-POX,
UMA PEROXIDASE DO LATEX DE Marsdenia megalantha (GOYDER; MORILLO,
1994)

Tese apresentada ao Curso de Doutorado
em Bioquimica do Departamento de
Bioguimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de

Doutor em Bioquimica.

Aprovada em: 12 /-1-2 /13

BANCA EXAMINADORA

1‘0\‘.- ~——Qr\u Bzmu-va\'
Profa. Dra. llka Maria VVasconcelos
Universidade Federal do Ceara (UFC)

\Q‘M&L& ﬂ((/zlfﬂ/\ /é/ 14~ //( 'l///L

Profa. Dra. Daniele de Oliveira‘Bezerra de Sousa
Universidade Federal]n Ceara (UFC)

Hhrroa U,
Prof. Dr. Clev%wlmz Te(x ira de Freltas
Universida ederal do-Ceara (UFC)
‘_/.%(//d{ < %/(%g e

Prof. Dr. Renatode Az,évedo Moreira
Universidade de Fortaleza (UNIFOR)

[ /Zw\@/w/, y/wu\/(/,

\_PBr. Cleberson deFreitas Fernandes
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Rondénia




A minha Mae Selene,

Ao meu Pai Régis,

A minha Irma Cristiane,

As minhas Avos Celina e Laura (in memorian),
A minha Sherecuda Linda

A todos os familiares,

Dedico



O Mundo estd mudado.

Eu sinto isto na dqua,

eu sinto isto na terra,

eu farejo isto no ar.

Muito do que jd existiu se perdeu;

pois ndo hd mais ninguém vivo que se lembre.

J. R, R, Tolkien - O Senhor dos Anéis



AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. llka Maria Vasconcelos , que desde muito cedo acreditou no
meu potencial, proporcionou meu crescimento profissional, me apoiou em grandes
decisbes e me desencorajou em algumas idéias furadas, sempre visando extrair o
meu maximo de potencial com a dedicacdo de uma verdadeira méae. Sua

contribuicdo na minha vida & incomensuravel.

Ao Prof. José Tadeu Abreu de Oliveira , sempre disposto a esclarecer
davidas e fornecer valiosas sugestdes para a complementacéo do presente trabalho,
bem como contribuir com meu desenvolvimento intelectual, algumas vezes com o

auxilio do proéprio suor.

A Profa. Dra. Daniele de Oliveira Bezerra de Sousa , que guiou minhas
mMAaos nos primeiros passos de aprendizado laboratorial, sempre aliando ciéncia e
sorrisos, me moldando e ensinando o be-a-ba laboratorial. Espero ter contribuido
com sua jornada ao menos metade do que vocé contribuiu para a minha. Agradeco

também por ter aceitado fazer parte da avaliacdo do presente trabalho.

Ao Prof. Dr. Renato de Azevedo Moreira, pelo aceite em fazer parte da
avaliacdo do presente trabalho, bem como os conselhos recebidos desde os
primordios da minha graduacdo, seja nos corredores do departamento de
bioquimica, congressos da Sbbqg, ou mesmo em seu laboratério na Unifor, onde tive

o privilégio de desfrutar de sua companhia por alguns momentos.

Ao Prof. Dr. Cleverson Diniz Teixeira de Freitas , pelo aceite em fazer parte
da avaliacdo do presente trabalho, juntamente com os conselhos e exemplos
praticos de dedicacéo, trabalho, coleguismo, que permearam toda minha jornada
académica, desde a graduacdo, mestrado e doutorado, como colegas de curso,

técnicos e agora como professor.

Ao Dr. Cleberson de Freitas Fernandes, pelo aceite em fazer parte da
avaliacao do presente trabalho, assim como ter me inspirado na ciéncia, quando eu
apenas iniciava meus passos rumo a vida académica na graduacdo. Seu bom
humor, sabedoria, pasciéncia, dedicacdo e compromisso sempre foram bastante

vivos na minha memoria.



Aos amigos da familia LabTox, que durante varios anos tive o privilégio de
conviver, alguns por mais tempo, outros pelo tempo suficiente para se tornarem
especiais. Adelina Braga, Ana Paula Queiroz, Bella Gyselle, Cl idia Moreira,
Helen Costa, Isabela Lopes, Juliana Gifoni, Lucas P  inheiro, Mariana Reis,
Marina Gabrielle, Mirella Leite, Paulo Carvalho, Ra quel rocha, Vanessa Duarte
presentes nessas etapas finais de doutorado, mas sem NUNCA esquecer alguns
membros honorarios, como Hermogenes David, Janne Keila e outros atualmente
distantes, como Georgia Fernandes, Isabel Cristina, Raquel Coelho, Silvinha e

Andreia Maia , dos quais sempre me lembro com carinho e saudosismo.

Em especial aos estudantes de iniciacdo ciéntifica (ICs), Handerson Mota
(agora mestrando), Yara Dias, entre outros, que contribuiram para esse trabalho,
sem 0s quais meu esforco teria sido triplicado, com grandes possibilidades de falha.

Aos estudantes e amigos do Laboratério de Defesa Vegetal, Rodolpho
Guedes, Ana Luiza Paiva, Freddy David, Ana Lidia Va rela, Hudson Fernando,
Pedro Filho, Yara, Alexandra , pela ajuda nos experimentos e empenho para a
realizacdo deste trabalho, assim como alguns bons momentos de alegria e

descontragéo.

Aos Integrantes dos laboratérios de bioquimica da Universidade de
Fortaleza, pelo acolhimento e auxilio nos experimentos, em especial a Professora

Ana Cristina Moreira ao Antonio Frederico (Pepeu) e a Marina Lobo .

Agradeco também meus colegas de pos-graduacdo, em especial Eliane
Araujo, Cristina Lima e Raquel Benevides , pelo carinho e companheirismo

prestados durante esses anos de estudos e por sua amizade.

Aos meus grandes amigos, irmaos da vida Ana Carolina Bezerra, Amora
Matos, Elton Arruda, Ivan Fiuza, Jairo Mota, Julio Alencar, Sany Medeiros,
Suely Medeiros , amigos o0s quais eu devo todos os momentos de alegrias e
realizac6es ao longo da vida, e que me apoiaram incondicionalmente e me deram
estruturas para continuar todo dia a tentar realizar meus sonhos. Essa tese de

fungos brilhantes também é de vocés.

A minha gigantesca familia: Meus Pais, pelo carinho, amor e dedicacéo que

me criaram para a vida; minha Irma , sempre cuidando de mim com muito amor,



agora com o upgrade da minha linda Sobrinha , que com seus olhinhos brilhantes e
seu géniozinho mandao ja reformulou toda uma familia; Meus Tios e Tias,
responsaveis diretos pelo meu crescimento intelectual e humano, e meus Primos e
Primas que, acima de tudo, sGo meus irmaos e me apoiaram sempre em muitos
momentos da minha vida. Em especial as minhas Avos , a quem cultivo eterno amor
e dedicacao, seja em vida ou em lembrancas, saibam que boa parte do caminho que
trilhei até hoje s6 me foi possivel gracas ao auxilio fornecido e amor cultivado pelas

senhoras.

A todos vocés, meu mais sincero MUITO OBRIGADO!



AGRADECIMENTOS INSTITUCIONAIS
Este trabalho foi realizado gracas ao auxilio das seguintes instituicdes:

Universidade Federal do Ceara , Departamento de Bioquimica e Biologia

Molecular, em cujos laboratérios esta pesquisa foi desenvolvida.

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientificoe T ecnolégico (CNPQ),
pela concessdo da bolsa de PoOs-Graduacdo ao autor e, também, através de
convénio com o Programa de Pés-Graduagcdo em Bioquimica, do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Centro de Ciéncias, da Universidade Federal do

Ceara.

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal e do Ensi  no Superior
(CAPES), através de convénio com o Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica,
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Centro de Ciéncias da

Universidade Federal do Ceara.

Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cient ifico e
Tecnologico (FUNCAP), através de convénio com o Programa de Pds-Graduacéo
em Bioquimica, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Centro de
Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

Universidade de Fortaleza , nas pessoas dos professores Ana
Cristina Oliveira Monteiro Moreira e Renatode Azevedo Moreira , que
forneceram condi¢cdes para realizacdo de atividades vinculadas a obtencdo da

sequéncia de aminoacidos.



RESUMO

As peroxidases estéo presentes em todos 0s organismos vivos e constituem
um grupo de enzimas multifuncionais com diversas aplicacdes biotecnoldgicas.
Nesse grupo, as peroxidases de plantas classe Il (POX) (EC 1.11.1.7) s@o enzimas
bem caracterizadas, com participacdo na lignificacdo, suberizacdo, catabolismo de
auxinas, cicatrizacdo e defesa vegetal. Tais enzimas tém sido detectadas em
diferentes partes do vegetal, inclusive no latex. Esse trabalho teve como objetivo a
purificacdo, caracterizagdo e avaliacdo da atividade antifingica de uma peroxidase
presente no latex de Marsdenia megalantha, uma espécie endémica da Caatinga. O
latex foi coletado de plantas nativas da regido do Quixada Ceara, Brasil, diluido (1:2)
em Tris-HCI 0,05 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 8,0 e submetido a centrifugacdo e
dialise contra agua. O sobrenadante foi aplicado em matriz de DEAE-Celulose,
equlibrada com tampéo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, resultando nas proteinas
nao retidas (FNRd) e nas proteinas retidas (FRd), essas ultimas eluidas com a
adicdo de NaCl 0,2 M no tampado inicial. A FnRd foi submetida a cromatografia em
matriz de Superose 12 HR 10/30, originando duas fracdes proteicas (S1 e S2). S1 se
mostrou como uma proteina pura, com atividade peroxidasica, massa molecular
aparente de 60 kDa, pl de 5,2 e identidade com outras POXs, que foi denominado
de peroxidase de M. megalantha (Mm-POX). Mm-POX obedece a cinética de
Michaelis-Menten, apresenta alta afinidade pelo guaiacol e H,O,, estabilidade
térmica elevada (60 °C, 1 hora) e pH 6timo em torno de 6,0. A atividade catalitica da
Mm-POX foi reduzida diante de inibidores classicos de peroxidases, incluindo azida,
DTT, EDTA e Na,S,0s e de concentracdes elevadas Na*, Mn?* e &cido salicilico. Por
outro lado, os fons Ca*" e Mg?*, mesmo em baixas concentracdes, foram capazes de
potencializar a atividade enzimatica da Mm-POX. Testada contra fungos, Mm-POX
(0,2 pg/mL) foi capaz de inibir a germinacdo de conidios de Fusarium oxysporum e
F. solani, acdo que provavelmente decorre de alteracdo na membrana celular e
inducao de estresse oxidativo. Os dados em conjunto demonstram que a Mm-POX é
uma peroxidase classe Ill, se constituindo na primeira proteina isolada de M.
megalantha, com possibilidade de uso no controle de doencas vegetais ocasionadas

por fungos, agregando valor biotecnoldgico a essa enzima.

Palavras-chave : Peroxidase; Latex vegetal; Marsdenia megalantha; Antifingico.



ABSTRACT

The peroxidases are present in all living organisms and constitute a group of
multifunctional enzymes with several biotechnological applications. In this group, the
class Il plant peroxidases (POX) (EC 1.11.1.7) are enzymes well characterized, with
involvement in lignification, suberization, auxin catabolism, wound healing and plant
defense. These enzymes have been detected in different parts of the plant, including
the latex. The aim of this work was the purification, characterization and antifungal
activity evaluation of a peroxidase from Marsdenia megalantha latex, an endemic
species of the Caatinga. The latex was collected from plant grown in Quixada, Ceara,
Brazil, diluted (1:2) in 0.05 M Tris-HCI containing 0.15 M NaCl, pH 8.0, and subjected
to centrifugation and dialysis against water. The supernatant was applied to a DEAE-
Cellulose matrix previously equilibrated with 0.05 M sodium acetate buffer, pH 5.2
and two protein fractions were obtained. Elution of the non retained proteins (FnRd)
was achivied by the equilibrium buffer, whereas the bound proteins (FRd) were
eluted with 0.2 M NacCl in the same buffer. FnRd was subjected to a chromatography
on Superose 12 HR 10/30 column, yielding two protein fractions (S1 and S2). S1 was
shown to be a pure protein with peroxidasic activity, apparent molecular mass of 60
kDa, pl 5.2 and identity with other POXs, being named of M. megalantha peroxidase
(Mm-POX). Mm-POX follows the Michaelis-Menten kinetics, with high affinity for
guaiacol and H,0,, elevated thermal stability (60 °C, 1 hour) and optimum pH around
6.0. The catalytic activity of Mm-POX was reduced in the presence of classic
peroxidases inhibitors, including azide, DTT, EDTA and Na,S,0s and also in high
concentrations of Na*, Mn*" and salicylic acid. On the other hand, Ca** and Mg*,
even at low concentrations, were able to enhance the enzymatic activity of Mm-POX.
In addition, Mm-POX was able to inhibit the Fusarium oxysporum and F. solani
conidia germination. This action is probably due to changes in the cell membrane as
well as induction of oxidative stress. The results reveal that Mm-POX is a class Il
peroxidase, being the first enzyme isolated from M. megalantha species, with
potential use in the control of plant disease caused by fungi, adding biotechnological

value to this enzyme.

Keywords : Peroxidase; Vegetal latex; Marsdenia megalantha; Antifungal.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Peroxidases

Séo classificadas como peroxidases, todas as heme-proteinas com a
capacidade de utilizar moléculas de peroxido de hidrogénio para catalisar a oxidacéo
de uma vasta gama de substratos organicos ou inorganicos (BANCI, 1997). Como
grupo prostético associado as peroxidases, pode ser destacada a presenca de um
grupo protoporfirinico IX (Ferriprotoporfirina IX) Ferro (lll) (HAMID; REHMAN, 2009).
Embora essa questdo catalitica seja uma premissa para a classificacdo dessas
proteinas, alguns parametros sdo extremamente variaveis para 0 grupo das
peroxidases. A massa molecular das peroxidases pode variar de 30 para mais de
150 kDa, algo em torno de 200 a 800 residuos de aminoéacidos (BANCI, 1997;
YOSHIDA et al., 2002; HAMID; REHMAN, 2009). O termo peroxidase (EC 1.11.1.X)
pode representar um grupo de enzimas especificas, como NADH peroxidase (EC
1.11.1.1), glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9), tireoide peroxidase (EC 1.11.1.8),
assim como um vasto grupo de enzimas nao especificas, conhecidas apenas como
peroxidases (HAMID; REHMAN, 2009). Atualmente, existem cerca de 15 diferentes
codigos EC descritos para as peroxidases: De EC 1.11.1.1 até EC 1.11.1.16, com a
remocao do EC 1.11.1.4, como demonstrados na Tabela 1 (PASSARDI et al., 2007).
Algumas peroxidases também podem apresentar dualidade catalitica e, por
conseguinte, foram classificadas com outras nomenclaturas, como EC 1.13.11.44,
EC 1.14.99.1, EC 1.6.3.1 e EC 4.1.1.44 (TABELA 1). No entanto, muitas dessas
enzimas ainda néo receberam descri¢cdes especificas de EC e sdo enquadradas no
grupo das EC 1.11.1.7 (PASSARDI et al., 2007).

Atividade peroxidasica ja foi descrita em plantas, animais e microrganismos e
sdo amplamente relacionadas a diversos processos fisiolégicos (HIRAGA et al.,
2001). Nas plantas, por exemplo, elas desempenham funcdes enddgenas que
incluem a remocado de peroxido, oxidagcdo de compostos fendlicos (HAMID;
REHMAN, 2009), catabolismo de auxinas, biossintese e degradacéo de lignina na
parede celular e respostas de defesa contra diversos patdogenos (MANU; PRASADA,;
RAO, 2009).
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TABELA 1 — Classificagdo das peroxidases pela Unido Internacional de Bioquimica

Numero EC Nome recomendado Abreviacao

EC1.11.1.1 NADH peroxidase NadPrx

EC1.11.1.2 NADPH peroxidase Sem sequencia determinada

EC1.11.1.3 Acido graxo peroxidase Sem sequencia determinada
(aDox?)

EC 1.13.11.11 2,3-Triptofano desoxigenase N&o mais considerada peroxidase

(antigo EC 1.11.1.4)

EC1.11.1.5 Citocromo-c peroxidase CcP, DiHCcP

EC1.11.1.6 Catalase Kat, CP

EC1.11.1.7 Peroxidase Heme peroxidases

EC1.11.1.8 lodo peroxidase TPO

EC1.11.1.9 Glutationa peroxidase GPx

EC 1.11.1.10 Cloreto peroxidase HalPrx, HalNPrx, HalVPrx

EC1.11.1.11 L-ascorbato peroxidase APx

EC1.11.1.12 Fosfolipidio hidroperoxido; glutationa GPx

peroxidase

EC1.11.1.13 Manganés peroxidase MnP

EC1.11.1.14 Lignina peroxidase LiP

EC 1.11.1.15 Peroxiredoxina 1CysPrx, 2CysPrx, PrxIl/VI, PrxGrx,
PrxQ/BCP

EC1.11.1.16 Versatil peroxidase VP

EC 1.13.11.44 Linoleato diol sintase LDS

EC 1.14.99.1 Prostaglandina endoperdxidase sintase PGHS

EC1.6.3.1 NAD(P)H oxidase DuOx

EC4.1.1.44 4-Carboximuconolactona descarboxilase ~ AhpD, CMD, CMDn, HCMD,

Fonte: Adaptado de Passardi et al., 2007.

HCMDn, DCMD, DCMDn, AlkyPrx,
AlkyPrxn
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O processo catalitico das peroxidases ocorre através de passos
multireacionais, 0s quais envolvem, primeiramente, a reacdo do sitio ativo com o
peréxido de hidrogénio. Nessa etapa, ocorre a reducao do H,O, para agua, assim
como a oxidacdo da proteina através de transferéncia de dois elétrons. Nesse
momento, o0 estado da proteina é denominado de “Composto 1I”, onde é possivel
observar um centro oxiférrico (Fe(IV)=0) e um radical cation orgénico, localizado ou
no grupo heme, ou no residuo da proteina, dependendo da forma da isoenzima.
Posteriormente, o “Composto I’ oxida uma molécula de substrato (S), formando um
radical do substrato especifico, e o “Composto II”, que é a forma do radical cation
organico reduzido ao estado de repouso. Por fim, o “Composto II” é reduzido por
uma segunda molécula de substrato para a forma de repouso do ferro (ll)
(POULOS, 1993; BANCI, 1997).

Fe(lll) + H,O, 2 Fe(IV)=0 Re + H,O (1)

Fe(IV)=0 Re + Substrato - Fe(IV)=0 R + Substrato oxidado (2)
Composto | Composto Il

Fe(IV)=0 R + Substrato - Fe(lll) + H,O + Substrato oxidado 3)
Composto Il

1.1.1 Classificacdo das peroxidases

Por serem um grupo de enzimas bastante abrangente e estarem presentes
nas mais variadas formas de organismos vivos, as peroxidases foram classificadas
com base na sua estrutura e nas propriedades cataliticas (HIRAGA et al., 2001).
Inicialmente, esse grupo € dividido em trés superfamilias, consistindo das

peroxidases de animais, catalases e peroxidases de plantas (TABELA 2).

A primeira superfamilia, as peroxidases de animais, consiste de enzimas
como a glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9), mieloperoxidase (EC 1.11.2.2), tireoide
peroxidase (EC 1.11.1.8), eosindfilo peroxidase (EC 1.11.1.7), lactoperoxidase (EC
1.11.1.7) e uma regido parcial da prostaglandina endoperoxidase sintase (EC
1.14.99.1). Embora a glutationa peroxidase esteja aqui classificada como animal,
sua atividade pode ser também detectada em plantas, bem como cDNAs codificando
para essa enzima (HIRAGA et al., 2001).
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TABELA 2 — Classificagao das peroxidases

Superfamilia Classe Exemplo (humero EC) Origem
Peroxidase de Eosindfilo peroxidase Animal
animais (EC 1.11.1.7)
Lactoperoxidase Animal
(EC 1.11.1.7)
Mieloperoxidase Animal
(EC 1.11.1.7)
Tireoide peroxidase Animal
(EC 1.11.1.7)
Glutationa peroxidase Animal e planta
(EC 1.11.1.9)
Prostaglandina endoperéxido Animal

sintase (EC 1.14.99.1, partial)

Catalase Catalase (EC 1.11.1.6) Animal, planta e fungo
Peroxidase de | Citocromo c peroxidase Levedura e bactéria
plantas (EC 1.11.1.5)

Catalase peroxidase Bactéria e fungo

(EC 1.11.1.6)

Ascorbato peroxidase Planta

(EC 1.11.1.11)
Il Manganés peroxidase Fungo
(EC 1.11.1.13)

Ligninase (EC 1.11.1.14) Fungo

Il Peroxidase (EC 1.11.1.7) POX Planta

Fonte: Adaptado de Hiraga et al., 2001.

Massa (kDa)
50-75

78-85

79-150

90-110

6-22; 75-112

115-140

140-530

32-63

150-240

30-58

43-49

40-43

28-60
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Ja a segunda superfamilia das peroxidases consiste das enzimas chamadas
Catalases (EC 1.11.1.6) ou hidroperoxidases, que estdo presentes em animais,
plantas, fungos e bactérias. Estas enzimas sdo comumente encontradas
Nnos peroxissomas em animais e plantas e, também, nos glioxissomas (apenas em
plantas) e no citoplasma de procariontes (HIRAGA et al., 2001; SCIBIOR;
CZECZOT, 2006).

Entretanto, o foco do presente estudo est4d mais relacionado a terceira
superfamilia das peroxidases, ou peroxidases de plantas. Essa superfamilia consiste
de peroxidases presentes em plantas, fungos filamentosos, leveduras e bactérias
(HIRAGA et al., 2001). Essa superfamilia de peroxidases pode ser subdividida em
trés classes distintas, agrupadas assim devido a similaridades nas sequencias de
aminoacidos (TABELA 2). Essa divisdo se faz necessaria devido a grande gama de
variacbes presentes nesse grupo, entre enzimas que nhao guardam muita
semelhanca genética, mesmo que em muitos casos as atividades cataliticas sejam
parecidas. A sequencia de aminoacidos dos membros dessa superfamilia mostrou
ser extremamente variavel, com menos de 20% de similaridade nos casos mais
divergentes, além de n&o serem necessariamente encontradas em plantas
(O'BRIEN, 2000; HIRAGA et al., 2001; HAMID; REHMAN, 2009).

Dessa forma, sédo definidas como peroxidases de planta classe | algumas
enzimas especificas, incluindo as peroxidases de varios procariotos, citocromos ¢
peroxidase (EC 1.11.1.5) de leveduras e as ascorbato peroxidases (EC 1.11.1.11),
normalmente consideradas as menores peroxidases encontradas, com cerca de 250
residuos de aminoacidos (O’BRIEN, 2000). Enzimas, como as peroxidases de
lignina extracelular e as fungicas manganés (Mn) dependentes, constituem outro
grupo de peroxidases, as de classe Il. Na classe lll, estdo principalmente as
peroxidases extracelulares e vacuolares de plantas (O'BRIEN, 2000; HIRAGA et al.,
2001; JOHRI et al., 2005; PASSARDI et al., 2007).

Quando comparados os sitios ativos de peroxidases, como mieloperoxidases
e citocromo c peroxidase (superfamilia de peroxidases de animais e plantas,
respectivamente), pode ser constatado que embora ambas possuam uma

arquitetura estrutural bastante similar, as sequencias primarias, bem como as
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estruturas tridimensionais dessas proteinas sao bastante diferentes, implicando que
0s genes dessas superfamilias evoluiram de ancestrais genéticos distintos
(TAUROG, 1999; O'BRIEN, 2000).

1.1.1.1 Peroxidases de plantas classe Ill (POX)

As peroxidases classe Il (POX) sdo um grupo de enzimas relacionadas a
secrecdo celular que catalisam a reducdo do H,O, em H,O, tal qual as outras
peroxidases, com a utilizacdo de diversos substratos (compostos fendlicos,
alcaloides, auxinas, guaiacol etc). Essas enzimas sdo comumente secretadas para o
apoplasto, parede celular ou mesmo vacuolos, onde estdo envolvidas em varios
processos fisiologicos durante o ciclo de vida das plantas, incluindo respostas a
estresses bidticos ou abidticos, catabolismo das auxinas, lignificacdo, metabolismo
da parede celular, deplecdo do excesso ou producdo de EROs (espécies reativas de
oxigénio), oxidacdo de dejetos toxicos, entre outros (FIGURA 1) (BAKALOVIC et al.,
2006; COSIO; DUNAND, 2009; ZIPOR; SHAMIR, 2013). Sua importancia nas
plantas é bastante evidente, pois praticamente todas as espécies apresentam algum
tipo de POX em seu arsenal enzimatico, sendo particularmente numerosa a
guantidade de genes codificantes para essas enzimas em angiospermas
(BAKALOVIC et al., 2006; ZIPOR; SHAMIR, 2013).

Geralmente as POX apresentam fons Ca** estruturantes (essenciais para sua
atividade catalitica), pontes dissulfetos, com alguns residuos de cisteinas bem
conservados, e sdo amplamente descritas por apresentarem muitas glicosilagdes
(BANCI, 1997; O'BRIEN, 2000; HIRAGA et al.,, 2001). O direcionamento dessas
proteinas para seus destinos finais (parede celular, apoplasto ou vacuolo) ocorre via
reticulo endoplasmatico onde, durante esse processo, acontecem também as etapas
de glicosilacédo, essenciais para o funcionamento dessas proteinas. Ao chegarem ao
seu destino final, especialmente nos vacuolos, essas enzimas irdo atuar de acordo
com suas mais variadas fungdes (ZIPOR; SHAMIR, 2013). A Figura 2 destaca as

possiveis atuacoes das POX, apds a secrecdo ou vacuolizacao.
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FIGURA 1 - Rotas metabdlicas e processos fisioldégicos envolvendo a participacao

das peroxidases.
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FIGURA 2 — Enderecamento funcional das POXs (PRX) via reticulo endoplasmatico
(2). O destino final dessas enzimas é a parede celular (2) ou o vacuolo (3), onde
suas atividades estdo envolvidas na deplecdo de excessos de H,O,, oxidagdo de
compostos fendlicos, antocianinas ou precursores de alcaloides para formar

compostos envolvidos na resisténcia a patégenos.
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Ja foi descrito anteriormente que uma mesma espécie vegetal pode
apresentar diversos genes codificando para diferentes tipos de POX. Além disso,
mesmo para uma determinada peroxidase especifica, a quantidade de isoformas
presentes no mesmo organismo pode ser bastante elevada, podendo ocasionar
diferencas de pontos isoelétricos e/ou massa molecular expressivas. Com excecao
das POXs, nenhum outro grupo de peroxidases (oriundas de plantas ou nao)
apresentam tantas isoformas (HIRAGA et al.,, 2001). Outro aspecto importante é
que, quando comparadas POXs diferentes de um mesmo organismo, o percentual
de identidade na sequencia de aminoacidos pode ficar abaixo de 40%. Entretanto,
essa similaridade pode ser bem mais elevada, podendo chegar até 90%, quando
comparadas POXs similares de espécies vegetais proximas (HIRAGA et al., 2001).

Nas peroxidases de planta classe lll, € possivel constatar a presenca de
trés dominios proteicos bastante conservados, sendo um na porcao distal ao sitio de
ligacdo heme (I), outro numa porcao central (II) com funcbes ainda ndo bem
compreendidas e, por ultimo, um na porgdo proximal ao sitio de ligagdo heme (lll)
(FIGURA 3). Além dos trés dominios citados, existe uma regido poés-sitio de ligacédo
proximal ao grupamento heme (Ill) que também merece destaque, por estar
relacionada ao sitio catalitico em diversas POXs e a especificidade enzimatica
(HIRAGA et al., 2001; COSIO; DUNAND, 2009). No entanto, apesar das informacdes
significativas sobre sua estrutura catalitica in vitro, pouco se sabe como essas
enzimas, de fato, participam dos processos fisiolégicos in vivo, requerendo estudos
mais aprofundados nesse contexto (VEITCH, 2004; ZIPOR; SHAMIR, 2013).

1.2 Latex Vegetal

O termo latex € amplamente usado para descrever o liquido de aspecto
leitoso, presente em determinados grupos taxondmicos de plantas.
Aproximadamente, 20 mil espécies pertencentes a mais de 40 familias possuem
laticiferos, isto é, 8,9% de todas as angiospermas conhecidas (EVERT, 2006;
KONNO, 2011). Este fluido é liberado apos algum tipo de injaria fisica (KEKWICK,
2001).
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FIGURA 3 — Estruturacdo dos dominios proteicos das POXs em geral. O peptideo
sinal N-terminal (SP) e a extensédo C-terminal (CE) estdo indicados nas porcdes em
cinza. Apenas as peroxidases vacuolares contém a por¢cdo CE. As marcacdes
numeradas indicam a porcao distal e proximal ao sitio de ligagdo heme (I e llI,
respectivamente) e uma porcéo central conservada de funcéo ainda nao definida (lI).
Em hachurado, destaca-se uma regido de extrema importancia relacionada a
especificadade das POXs. Os residos de cisteina conservados estdo representados

de forma numerada, de acordo com a proximidade a porcdo N-terminal.

Hd Hp

O [ L7
C1 C2C3 C4C5 C6 Cc7 Cc8
_— [ L— I

100 residues

Fonte: Hiraga et al. (2001)
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Essa mistura leitosa é composta de uma suspensdo e/ou solucdo de vérias
substancias de diferentes composi¢cées quimicas, bem como de “restos” celulares
(SOEDJANAATMADJA; SUBROTO; BEINTEMA, 1995). Dentre os constituintes
celulares presentes na maioria dos latex, destacam-se as mitocéndrias, particulas
ribossdmicas, nucleos e analogos lisoss6micos. Aglomerados de baixa densidade,
compostos por diversas enzimas, terpenos, alcaldides, vitaminas, carboidratos,
lipidios e aminoacidos livres estdo entre 0s componentes quimicos presentes no
latex, variando seu teor de acordo com a espécie estudada (MORCELLE; CAFFINI;
PRIOLO, 2004; EVERT, 2006; WITITSUWANNAKUL et al., 2008 a,b). Geralmente,
metabdlitos especificos presentes no latex sdo compostos bioquimicos derivados do
metabolismo primario, que néo sao reaproveitados pelas células (HAGEL; YEUNG;
FACCHINI, 2008). Por vezes, muitos desses produtos sao citotéxicos, sugerindo a
participacdo dos laticiferos no sequestro desses compostos, independentemente dos
tecidos vasculares (McKEY, 1979).

Embora o latex, na maioria das vezes, apresente aspecto leitoso, este
também pode apresentar uma coloracdo amarelada ou alaranjada como em plantas
pertencentes a familia Papaveraceae, marrom-amarelado em plantas do género
Cannabis, esverdeado ou ciano na espécie Sebertia acuminata ou pode ser limpido
como em Nerium oleander (KEKWICK, 2001; CALLAHAN et al., 2008; KONNO,
2011). O latex é secretado por estruturas especializadas, que sdo compostas por
uma unica célula ou um enfileirado de células, chamadas de laticiferos. A disposicao
estrutural, dos laticiferos pode muito bem explicar a dificuldade de extracdo de latex
em algumas plantas, enquanto que em outras, a liberagdo do latex é copiosa. A
presenca de laticiferos pode ocorrer em todos os 0rgaos da planta ou apenas estar
restrita a alguns deles. Caule (Hevea brasiliensis), tubérculos (Manihot glaziovii),
folhas (Calotropis procera), galhos (Plumeria rubra) ou fruto (Achras sapota, Carica
papaya) podem ser bons provedores de tal fluido (ARAUJO, 2013). A extracédo de
latex de H. brasiliensis (a seringueira) ocorre através de incisdes realizadas em seu

tronco, porém esse processo de coleta ndo é igual para todas as espécies.

Devido ao armazenamento sob alta pressdo, os laticiferos ao sofrerem
qualquer tipo de injaria jorram todo o seu conteudo citoplasmatico (BERNAYS;
CHAPMAN, 1994), que apresenta agao tanto “cicatrizante” quanto de defesa para o
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vegetal (KEKWICK, 2001; KONNO 2011). Dentro dessa ultima proposta, o latex
pode funcionar como barreira fisica, impedindo a entrada de bactérias e fungos
fitopatogénicos pelos locais que sofrem injarias, bem como exercer uma acao
quimica, com efeitos antimicrobianos devido a determinados compostos presentes
em sua constituicdo (KEKWICK, 2001). Outro ponto relevante esta relacionado a
acao coagulante seladora desse fluido que, em alguns casos, pode funcionar como
um aprisionador de insetos ou pequenos invertebrados, impedindo a predacao
(MOURSY, 1997; KONNO, 2011).

O latex de H. brasiliensis, sem duvida, € o mais estudado, principalmente
devido a sua grande importancia econdmica na producdo de borracha e seus
derivados. Os fatores alergénicos de proteinas presentes no latex de H. brasiliensis
também sdo impulsores de estudos acerca desse material bioldégico, conduzindo a
identificacéo e purificacdo, bem como a caracterizacdo bioquimica destas moléculas
(D'AMATO et al.,, 2010). Entretanto, é importante destacar o grande interesse
cientifico nas proteinas do latex de C. procera, devido, principalmente, as suas
inUmeras atividades biolégicas, podendo ser destacados os efeitos relacionados
com a protecdo gastrica a Ulceras em ratos (BHARTI; WAHANE; KUMAR, 2010) e a
prevencdo de choque séptico decorrente de infeccdbes com Salmonella sp. em
condicbes laboratoriais (LIMA-FILHO et al., 2010). Existem ainda relatos de
inlmeras outras atividades biologicas associadas ao latex de diferentes grupos

taxondmicos.

Dentre os diferentes componentes quimicos presentes nos laticiferos,
sobressaem-se as proteinas, algumas delas constituindo-se em macromoléculas
especificas (HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008; WASANO et al., 2009; KONNO,
2011). Apesar da grande maioria desses componentes proteicos ainda nao ter sua
funcdo ou mesmo identidade descoberta, proteinas com atividades enzimaticas
foram descritas em diversos latex, compreendendo glicosidases, proteases,
fosfatases acidas, amilases, quitinases, inibidores de proteases, B-1,3-glucanases
etc (PEREIRA et al.,, 1999; VAN DER HOORN; JONES, 2004; DOMSALLA,;
MELZING, 2008).
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Quanto a sua atuacdo na defesa de plantas, a participagdo de proteinas
laticiferas € bastante evidente. CpOsm, uma osmotina purificada do latex de C.
procera, se mostrou bastante estavel e ativa contra fungos fitopatogénicos,
causando uma desestabilizacdo da membrana celular (FREITAS et al., 2011). Nesse
mesmo contexto, mulatexina (MLX56), obitida do latex da amoreira (Morus spp.), foi
caracterizada como uma proteina do tipo heveina, exibindo excelente atividade
toxica frente a lagartas do bicho-da-seda (Bombyx mori) (WASANO et al., 2009).
Outras proteinas, como a Ca®'/peroxidase ligante & calmodulina, do latex de
Euphorbia charicas (MURA et al., 2005), e a aleno oxido sintase de H. brasiliensis
(NORTON et al.,, 2007), parecem estar relacionadas a cascata de sinalizacao
estresse-induzido nas plantas, revelando o carater participativo dessas estruturas na

fisiologia e homeostase vegetal.

A Tabela 3 exemplifica os diversos tipos de compostos quimicos presentes

nos mais variados tipos de latex.

1.3 Marsdenia megalantha

Marsdenia megalantha (GOYDER; MORILLO, 1994) (FIGURA 4) pertence a
familia Apocynaceae, sendo um subarbusto perene, semisuculento, que produz um
latex leitoso em varios de seus Orgaos. Essa planta pode atingir cerca de 60 cm de
altura e apresenta raizes espessas e carnosas, que se espalham lateralmente sobre
a superficie de rochas em pequenas porc¢des de terras (GOYDER; MORILLO, 1994).
Essa espécie, foi primeiramente descrita como vivendo sobre rochas graniticas, a
cerca de 425 m de altitude, no interior do estado da Bahia, Brasil. Porém, essa
planta é caracteristica de ambientes com estacionalidade de chuvas e, também, foi
encontrada em outros pontos do bioma da caatinga, como por exemplo no municipio
de Caico-RN (OLIVEIRA, 2011) e sobre os mondlitos da regido de Quixada,
municipio do estado do Ceara, Brasil (OLIVEIRA, 2002). Essa ultima regido é
caracterizada por apresentar chuvas concentradas nos periodos de novembro ou

dezembro até o final de marco.

Oliveira, H. P. Purificagdo e caracterizacdo bioguimica de Mm-Pox,..



Capitulo 1. Funfamentagdo Tedrica... 36

Tabela 3 — Compostos quimicos presentes no latex de vegetais.

Categoria Composto quimico

Nome especifico/abrangéncia

Metabdlitos  Alcaloides
secundarios
Terpenoides

Cardenolideos

Borracha

Fenois

Furanocumarinos

Morfina (Papaver somniferum); Chelidonina, Sanguinarina, Copticina
(Chelidonium majus); Lobelina (Lobelia cardinalis); Alcaloides doces, D-AB1, DNJ, entre outros  (Morus spp.);
Alcaloides fenantrolizidinos  (Ficus spp.)

Lacticina, Lactucopricrina, Letucina A (Lactuca spp.); Forbol (Euphorbia spp.)

Voruscharina, Ushcharidina, Usharina, Calotropageni na (Apocynaceae); Toxicariosideos (Antiaris toxicaria)

Isopreno (polimero cis-1,4-isopreno)  (euphorbiaceae; Moraceae; Apocynaceae; Asteraceae)
Acido p-cumarico — Hexadecil, octadecil, Esteres ei  cosils (Convovulaceae); Urushiol (Rhus spp.)

Bergapetno, Xantotoxina, Angelina  (Apiaceae)

Proteinas Proteases

Inibidores de proteases

Oxidase

Lectinas, Proteinas ligantes

a quitina (PLQ) e quitinases

Outras

Cisteinicas (Caricacea, Moraceae, Apocynaceae, Anacardiaceae); Serinica (Moraceae, Euphorbiaceae,
Apocynaceae, Convolvulaceae, Anacardiaceae)

Inibidores: Cisteinicos (Apocynaceae, Curcubitaceae); Serinicos (Moraceae, Caricaceae, Euphorbiaceae,
Curcubitaceae); Asparticos (Curcubitaceae)

Polifenol oxidase (Euphorbiaceae, Asteraceae, Anacardiaceae); Peroxidase (Moraceae, Convolvulaceae,
Asreraceae, Anacardiaceae); Lipoxigenase (Curcubita maxima)

Lectinas (Euphorbiaceae); PLQ (Euphorbiaceae, Moraceae, Curcubitaceae); Quitinase s (Apocynaceae, Moraceae)
Lipases (Euphorbiaceae, Apocynaceae, Caricaceae); Glutamina ciclase (Caricaceae); Glicoproteina de goma

arabica (Fabaceae); Fenil alanina aménia liase (Asteraceae); Fosfatases (Euphorbiaceae); Glicosidases
(Euphorbiaceae)

Fonte: Adaptado de Konno, 2011.
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FIGURA 4 - Exsicata de M. megalantha.
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Fonte: Missouri Botanical Garden, 2006.
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Apesar dos diversos relatos, pela populacdo local onde a M. megalantha é
encontrada, da alta toxicidade dessa espécie para bovinos e caprinos, apenas mais

recentemente é que registros cientificos a esse respeito foram disponibilizados.

Pessoa et al. (2011) destacaram os efeitos clinicos oriundos da intoxicacao
por essa espécie, 0s quais incluem ataxia, tremores musculares, colicas e,
eventualmente, a morte em algumas horas de evolugéo clinica. Uma avaliacdo mais
recente dos efeitos da M. megalantha, envolvendo cabras, bezerros, ovelhas e
porcos, mostrou a ocorréncia de edema cerebral, hérnia tentorial e morte neuronal
nas regides frontal, temporal, parietal e nos lobos occipitais, tanto cerebral como
cerebelal (GERALDO NETO et al, 2013). O fato é que, o(s) composto(s)
responsavel(is) pela toxicidade de M. megalantha ainda n&o é(sdo) conhecido(s),
mesmo sendo bastante especulada a participacdo de esteroides glicosidicos
similares a cinancosideos, como efetores reais das patologias apresentadas pelos
animais envenenados (PESSOA et al., 2011). Contudo, Geraldo Neto et al. (2013)
ndo identificaram a presenca de tais compostos nessa espécie vegetal, concluindo
que a M. megalantha ndo deve ser classificada como exemplo de planta

cianogénica.

Outras atividades detectadas no extrato aquoso de M. megalantha vém sendo
investigadas. Oliveira (2011) avaliou as propriedades anticoagulante, antioxidante e
antiproliferativa de extratos aquosos de folhas, caules e raizes de M. megalantha,
tendo observado o potencial desses materiais na obtencdo de farmacos
antioxidantes e antitumorais. O latex de M. megalantha também vem sendo
estudado como repositorio de proteinas relacionadas a defesa vegetal. Oliveira
(2006) observou no latex de M. megalantha atividades enzimaticas vinculadas a
proteinas envolvidas na defesa vegetal. Posteriormente, foi detectada atividade
antifingica, associada a diversas atividades enzimaticas, em fracbes proteicas
desse latex (OLIVEIRA, 2009). Ha, também, estudos sobre a anatomia dessa planta,
relacionados a formacgdo e estruturacdo do seu floema e xilema, bem como ao
modelo anatémico de seus laticiferos (LOPES, 2004). Sem duavida, um dos grandes
destaques dessa espécie é a presenca de laticiferos. Essas estruturas estdo ligadas

a adaptacOes ecoldgicas dessa espécie, pois mesmo em ambientes de extrema
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escassez hidrica, ainda perpetua a producdo de latex e a sua distribuicdo por toda a
planta que, muitas vezes, permanece verde e suculenta, promovendo a atracao de
ruminantes nos periodos de estiagem (GOYDER; MORILLO, 1994; PESSOA et al.,
2011).

Outro enfoque de maior evidéncia no estudo dessa espécie esta centrado na
sistematica e biogeografia, visando a compreensdo da relacdo dessa espécie com
seus pares (OLIVEIRA, 2011).

2. HIPOTESE DE TRABALHO

E creditado ao latex de plantas, a funcdo de defesa  contra herbivoros e
patogenos, tendo as proteinas uma participacdo impo rtante nesse papel.
Assim, é provavel que peroxidases integrantes do ar  senal proteico do latex de
M. megalantha tenham uma atuacao relevante nesse processo, apres entando,

inclusive, potencial uso na defesa contra fitopatog enos de relevancia agricola.

Com base na hipo6tese apresentada, nos proximos capitulos, serdo abordadas
a purificacdo, caracterizacdo bioquimica e atividade antifangica de uma nova
peroxidase de plantas classe Ill (POX), obtida do latex de M. megalantha. Esse
estudo ira discorrer sobre a obtencdo dessa molécula a partir de exsudados
laticiferos, alcancando sua purificacdo e posterior caracterizacdo estrutural e
enzimética. A acdo da POX sobre fungos fitopatogénicos também sera descrita,
contribuindo para o conhecimento da participacdo das peroxidases na defesa de
plantas e agregando valor biotecnolégico a enzima em estudo, a0 mesmo tempo,
que trard contribuicbes significativas para o0 conhecimento cientifico da M.

megalantha, uma espécie que € pouco estudada e exclusiva do bioma caatinga.
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Capitulo 2
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1. INTRODUCAO

Estudos prévios, realizados por nosso grupo de pesquisa, mostraram ser 0
latex de M. megalantha um excelente repositorio de proteinas com atividade contra
fungos fitopatogénicos, com potencial de utilizagcdo na agronomia. Oliveira (2006),
com foco na prospeccao de proteinas relacionadas a defesa vegetal, detectou, no
latex, a presenca de quitinases, proteases, peroxidases. Posteriormente, Oliveira
(2009) prosseguiu com a purificagdo parcial de tais enzimas, tendo sugerido a
associacao de varias dessas atividades enzimaticas presentes em fracdes proteicas
a acao contra fungos fitopatogénicos. No presente trabalho, énfase foi dada a

atividade peroxidasica, buscando a purificacdo e caracterizacdo da proteina.

As peroxidases sao amplamente utilizadas em varios contextos
biotecnoldgicos, ecoldgicos, industriais, bem como no ensino. Um bom exemplo é a
utilizacao de peroxidases de plantas ou microrganismos como agente degradante de
uma gama de poluentes organicos, como corantes de tecidos (SONGULASHVILI et
al., 2007; BOUCHERIT; ABOUSEOUD; ADOUR, 2013; SILVA et al.,, 2013). A
utilizacéo dessas enzimas como método de descoloragdo é muito atrativa devido a
impactos minimos no ecossistema (MICHNIEWICZ et al., 2008). Recentemente, na
producao de tecidos, foi acoplada a horseradish peroxidase (HRP) em algoddo, com
vistas a sua atuacdo como filtros, proporcionando o escoamento de residuos
industriais com um prévio tratamento (MOHAMED; DARWISH; EL-SHISHTAWY,
2013). Outra propriedade relevante das peroxidases é a sua alta solubilidade mesmo
em aguas contaminadas (AITKEN, 1993; BOUCHERIT; ABOUSEOUD; ADOUR,
2013). Uma vantagem também € que estas enzimas sdo raramente inibidas por
substancias téxicas presentes nas aguas contaminadas, capazes de debilitar a vida
dos organismos que la habitam (HAMID; REHMAN, 2009). No ramo alimenticio,
também € bastante descrito 0 uso dessas enzimas, as quais podem ser empregadas
no tratamento de residuos organicos nas linhas de producdes, representando uma
forma ecologica de processamento dos materiais fibrosos e lignificados
(SONGULASHVILI et al., 2007). Peroxidases sao ainda utilizadas com diversas
finalidades experimentais, incluindo técnicas de Western blot, ELISA, entre outras
(HAMID; REHMAN, 2009). Adicionalmente, dada a atividade catalitica de
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peroxidases e a sua versatilidade de substratos, peroxidases podem ser utilizadas
na producdo guiada de biomoléculas em geral, compilando ligagdes cruzadas em
modelos homogéneos ou heterogéneos de moléculas (SALVACHUA et al., 2013).

Quando destacadas as propriedades das peroxidases de plantas, pode ser
evidenciado o seu importante papel na homeostase celular, sendo atribuido a essas
enzimas participa¢cdo no metabolismo primario e secundario, seja na eliminacédo do
excesso de peroxidos, na lignificacdo da parede celular de plantas, oxidacdo de
compostos toxicos, sinalizacdo hormonal e celular, catabolismo do IAA (&cido indol
acético), biosintese de etileno ou, até mesmo, envolvimento na defesa vegetal
(JOHRI et al., 2005; ALMAGRO et al., 2009).

E possivel que o amplo espectro de atuacio das peroxidases esteja
relacionado ao elevado numero de isoformas (isoenzimas), associado a sua grande
versatilidade de catalise enzimatica (ALMAGRO et al., 2009). Essa complexidade se
tornou mais evidente apds a elucidacdo e decodificacdo do codigo genético de
Arabidopsis, para o qual foram estimados mais de 100 genes completos de
peroxidases, todos apresentando grandes similaridades de sequéncias e,
aparentemente, codificando enzimas estaveis (TOGNOLLI et al., 2002; WELINDER
et al.,, 2002). Essa informacdo permite inferir que cada espécie vegetal apresenta
uma gama de isoformas de peroxidases, que podem ter diversas funcdes.
Entretanto, para a elucidacdo legitima das fun¢Bes das peroxidases nas plantas,
uma das alternativas mais viaveis é a sua purificacdo, procedida por estudos acerca

de seu papel fisioldgico.

Ja é conhecido, ha bastante tempo, que o latex vegetal é uma fonte de
proteinas com atividade peroxidasica, podendo ser citados, como exemplos, as
peroxidases presentes no latex de Euphorbia characias (FLORIS; MEDDA; RINALDI,
1984) e de Hevea brasiliensis (WITITSUWANNAK et al., 1997). Alias, esses estudos
despontaram como precursores na proposicao de latex vegetal como repositorio de
moléculas bioativas, principalmente no que diz respeito a presenca de peroxidases.
Entretanto, a ocorréncia de peroxidases € verificada em diversos outros latex
vegetais, incluindo diversas espécies das familias Euphorbiaceae, Moraceae e
Anacardiaceae (AGRAWAL; KONNO, 2009), Calotropis procera (FREITAS et al.,
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2007), Carica papaya (CHEN; CHUNG; CHANG et al., 2012), entre outras. Nesse
contexto, a presenca de atividade peroxidasica no latex de M. megalantha ndo deve
ser ignorada. Oliveira (2009) observou a existéncia de peroxidases com
propriedades distintas nesse fluido, porém nenhuma dessas enzimas foi purificada.
Assim, estudos com foco na purificacdo e caracterizacdo de peroxidases sao
importantes de modo a contribuir para o entendimento de seu papel fisioldgico e

potencial biotecnoldgico.
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2. OBJETIVOS

2.1Geral

» Purificar e caracterizar fisico-quimica e estruturalmente uma peroxidase

classe Il presente no latex de M. megalantha.

2.2 Especificos

o [Estabelecer um protocolo de purificagdo para uma peroxidase

previamente detectada no latex de M. megalantha;

* Obter dados da atividade especifica e do rendimento dessa enzima em

relagéo as proteinas totais do latex de M. megalantha,;

» Caracterizar essa enzima, particularmente quanto a sua massa molecular

€ ao seu ponto isoelétrico;

* Obter dados da sequéncia de aminoacidos das regibes N-terminal e

internas da peroxidase purificada.

Através da obtencdo da peroxidase pura e do conhecimento de seus
parametros estruturais, espera-se classificar essa enzima adequadamente e
caracterizar sua atividade catalitica, bem como investigar sua agédo contra fungos

fitopatogénicos.
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3. MATERIAIS

3.1 Material biologico

Espécimes vivos de M. megalantha (GOYDER; MORILLO, 1994) foram
encontrados crescendo sobre mondlitos do municipio de Quixada, Ceara — Brasil,

que foram usados para coleta do latex (FIGURA 1).

A classificacdo taxonbmica dessa espécie, de acordo com o “Missouri

Botanical Garden — MoBOT”, é dada como:
Reino: Plantae
Sub-Reino: Tracheobionta
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Gentianales
Familia: Apocynaceae
Género: Marsdenia

Espécie: Marsdenia megalantha

3.2 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados na purificacdo da peroxidase, analises eletroforéticas

e outras atividades estdo citados a seguir:

Acetonitrila, acrilamida, N,N'-metileno bisacrilamida, “Coomassie Brilliant
Blue” (G e R) 250, nitrato de prata, ditiotreitol (DTT), membrana de difluoreto
polivinilideno (PVDF), marcadores de massa molecular (“bench mark pre-stained
protein ladder), 2-metoxifenol (guaiacol) 3-amino-9-etil-carbazole, persulfato de
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FIGURA 1 — M. megalantha: Ocorréncia e espécime utilizada para coleta do latex.
(A, B e C) - Mondlitos localizados no municipio de Quixada, CE, Brasil. (D e E) -

Coleta de um individuo para obtencao do latex.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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amoénio, N,N,N’,N’-tetrametiletiienodiamina (TEMED) foram obtidos da Sigma

Chemical Co., St. Louis, EUA ou Invitrogen, Carlsbad, EUA.

3-mercaptoetanol e dodecil sulfato de sédio (SDS) foram obtidos da Merck,
Darmstadt, Alemanha. Os reagentes utilizados para analise da sequéncia N-terminal

foram adquiridos da Wako Pure Chemicals Industries, Osaka, Japéao.

As matrizes cromatograficas de DEAE-Celulose e Superose-12 HR 10/30

foram obtidas da GE HealthCare, Uppsala, Suécia.

Os demais reagentes foram de grau analitico e obtidos comercialmente.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta e processamento do latex

A exsudacado do latex foi promovida através de incisbes no caule e raiz da
planta, apds terem sido lavados com agua corrente, solucdo de hipoclorito de sédio
a 5%, por 5 minutos e, em seguida, agua destilada, em 5 ciclos de 2 minutos. A
coleta foi realizada com auxilio de seringas descartaveis de 1 mL, contendo
pequenas aliquotas, cerca de 50 pL do tampéao Tris-HCI 0,05 M, contendo NaCl 0,15
M, pH 8,0 (FIGURA 2). Esse material foi, entdo, submetido a um processamento
com a finalidade de separar a borracha, realizado de acordo com a metodologia
descrita por Freitas (2004), adaptada por Oliveira (2006), como mostrada na Figura
3. Cerca de 1 mL do latex coletado, de aspecto leitoso e denso, foi centrifugado a
10.000 x g, 10 minutos, 25 °C. O precipitado obtido (borracha) foi descartado e o
sobrenadante submetido a dialise exaustiva contra agua destilada (cut-off 12 kDa).
O material dialisado foi novamente centrifugado sob as mesmas condi¢cdes
descritas. O precipitado (borracha) foi mais uma vez descartado. O sobrenadante
limpido foi denominado de proteinas totais do latex (PTL) (OLIVEIRA, 2006).

4.2. Dosagem proteica

Para determinacdo do teor de proteinas, diferentes metodologias foram
empregadas, de acordo com a concentracdo da amostra e a sensibilidade do

método.

4.2.1 Dosagem de proteinas por método colorimétrico

O método colorimétrico de dosagem proteica foi baseado na metodologia
descrita por Bradford (1976). Partindo-se de uma aliquota de 100 pyL de amostra, em
diferentes concentracdes, foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford. A
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FIGURA 2 - Aspectos da exsudacao do latex de M. megalantha. (A) - Exsudacéo do
latex do caule. (B) - Exsudacédo do latex da raiz. (C) - Latex de M. megalantha apés

a exsudacao e coleta.

i . ":‘1‘

Fonte: Elaborada pelo autor
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FIGURA 3 - Esquema geral de obtencéo da fracdo proteinas totais do latex (PTL) de

M. megalantha.

Latex diluido em Tris-HCI
0,05 M NaCl 0,15 M pH 8,0

Precipitado 1

(Borracha e
Impurezas)

Sobrenadante 1

(Aspecto leitoso) J

Precipitado 2

(Borracha)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Sobrenadante 2
(Proteinas totais do latex - PTL)

O latex coletado foi diluido
2x em tampao Tris-HCI
0,05 M NaCl 0,15 M pH
8,0.

O latex foi centrifugado a
10.000 x g a 25 °C por 10
minutos.

Didlise exaustiva contra
H,Od em membrana de
12 kDa cut-off.

Centrifugacdo a 10.000 x
g a 25 °C por 10 minutos.

Oliveira, H. .
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mistura foi agitada e ap6s 10 minutos em repouso foram feitas leituras das
absorbancias a 595 nm (espectrofotometro tipo Novapesc IlI, Pharmacia). A
concentracdo proteica foi estimada através de curva padrdo obtida a partir de

concentracfes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

4.2.2 Dosagem de proteinas por absorbancia de luz

Outra metodologia empregada na dosagem proteica foi baseada no modelo
descrito por Warburg-Christian (1941). Nessa técnica, foi utilizado um
espectofotrdmetro do tipo NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific®),
no qual é utilizado um volume de apenas 5 yuL de amostra que, em contato com o
equipamento, permite a quantificacdo do teor de proteinas baseado nas

absorbancias a 230 e 280 nm.

4.3 Atividade peroxidasica

A avaliagdo da atividade peroxidasica das fragfes do latex de M. megalantha

foi utilizada para monitorar a purificacdo da peroxidase.

4.3.1 Determinacédo por ensaio colorimétrico

Para determinagdo da atividade peroxidasica foi seguida a metodologia
descrita por Urbanek, Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991). Foi utilizado como
substrato doador de protons o guaiacol e como aceptor o peroxido de hidrogénio. A
reacao catalisada pela peroxidase produz um composto colorido, 3,3’-dimetoxi-4,4'-
bifenolquinona (DOERGE; DIVI; CHUCHWELL, 1997), que é medido por
espectrometria. Partindo-se de 100 pL das fracdes, diluida ou ndo dependendo de
sua concentracao proteica, foram adicionados 500 uL de guaiacol 0,02 M e 500 uL
de peréxido de hidrogénio 0,06 M para um volume final de ensaio de 2 mL,
completados com tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. A mistura foi incubada

por 10 minutos, a 30 °C, e a absorbancia medida a 480 nm. A variacdo de 1 unidade
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de absorbancia por minuto foi assumida como sendo 1 unidade de atividade
peroxidasica (1 UAPOX).

4.3.2 Detecgéao por zimograma

A atividade peroxidasica foi também avaliada em gel de poliacrilamida
(PAGE-SDS), seguindo-se a metodologia descrita por Caruso et al. (1999), com
algumas modificacbes (OLIVEIRA, 2006). ApGs corrida eletroforética em condi¢cdes
desnaturantes (presenca de SDS), conforme metodologia a ser descrita mais
adiante, o gel foi imerso em solugao “renaturante” de Triton X-100 2,5%, por 30
minutos, a 25 °C e, posteriormente, imerso em tampao acetato de sédio 0,05 M, pH
5,2. Para revelacdo da atividade peroxidasica, o gel foi mergulhado em solucdo
reveladora, composta de guaiacol 0,2% (v/v), 3-amino-9-etil-carbazol 0,01% (p/v) e
peroxido de hidrogénio 0,03% (v/v). A reacdo foi interrompida por sucessivas
lavagens com agua destilada.

4.4 Purificacdo de uma peroxidase presente no latex de M. megalantha

A presenca de atividade peroxidasica na fracdo PTL de M. megalantha ja
havia sido previamente descrita por Oliveira (2006, 2009). Para purificacdo da

peroxidase, foram adotados os procedimentos descritos a seguir:

4.4.1 Cromatografia de troca ibnica em matriz de DE = AE-Celulose

Aliguotas de 1 mL das PTL (aproximadamente 0,3 mgP), dialisadas contra
tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2, foram aplicadas em matriz de DEAE-
Celulose (2 x 2 cm), previamente equilibrada com esse mesmo tampéao. A coluna foi
percolada com tampdo de equilibrio até remocdo completa das proteinas néo
retidas, denominadas de fragcdo nao retida na DEAE (FnRd). NaCl 0,2 M foi
acrescido ao tampao de equilibrio para eluicdo da fracdo proteica retida na matriz
(FRd). A cromatografia foi monitorada através de leituras de absorbancia a 280 nm
(FIGURA 4).
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FIGURA 4 - Esquema das etapas cromatograficas (DEAE-Celulose e Superose 12

HR 10/30) utilizadas no procedimento de purificacdo da peroxidase proveniente do

latex de M. megalantha.

Proteinas Totais do Latex
(PTL)

Fracéo Proteica nao
Retida

(FnRd)

Fracao Proteica Retida
(FRd)

S1 S2
(Mm-POX) (outras proteinas)

Fonte: Elaborada pelo autor.

PTL Dialisado contra
Tampao acetato de sodio
0,05 M;

Cromatografia em matriz de
DEAE-Celulose (2x2 cm);

FRd eluido com NaCl 0,2 M

FnRd concentrado  por
Vivaspin 6;

Cromatografia em matriz de
Superose 12 HR 10/30
(FPLC).
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4.4.2 Cromatografia de exclusdo molecular em matriz de Superose 12 HR 10/30,
acoplada ao sistema de FPLC

A fracdo nao retida na matriz de DEAE-Celulose foi concentrada por filtracao
em membrana de 10 kDa de cut-off (concentrador centrifugacional Vivaspin 6 - GE
Healthcare) e submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Superose 12 HR 10/30 (30 x 2 cm) acoplada ao sistema de FPLC (coletor
Pharmacia LKB FRAC-100), previamente equilibrada com tampéo acetato de sodio
0,05 M, pH 5,2. A cromatografia foi monitorada através de leituras de absorbancia a
280 e 230 nm (FIGURA 4).

4.5 Caracterizacao fisico-quimica e estrutural da p  eroxidase purificada

De posse da peroxidase pura, diversos parametros moleculares foram

determinados para essa proteina, conforme metodologias descritas a seguir:
4.5.1 Determinacdo da massa molecular aparente

A determinacdo da massa molecular aparente da proteina purificada, assim
como das proteinas presentes nas fracdes resultantes nas etapas de purificacdo do
extrato, foi avaliada seguindo a metodologia descrita por Laemmli (1970), adaptada
para uso de placas medindo 10,0 x 8,0 cm. O gel de aplicacdo encerrava 3,5% de
acrilamida e 1,0% de SDS, preparados em tampao Tris-HCI 1 M, pH 6,8, e o gel de
separacdo 15% de acrilamida e 1% de SDS, solubilizados em tampéao Tris-HCI 1,5
M, pH 8,8. O preparo das amostras foi realizado através de diluicdo em tampé&o Tris-
HCl 0,0625 M, pH 6,8, contendo SDS 1% e bromofenol 2%, na presenca ou
auséncia de 3-mercaptoetanol 1%. As amostras foram previamente aquecidas a 100
°C, por 10 minutos, submetidas a centrifugacdo a 5.000 x g, por 5 minutos, 15 °C.
Aliguotas do sobrenadante foram aplicadas no gel, que foi submetido a uma corrente
de 20 mA. As bandas proteicas foram visualizadas por revelagdo com nitrato de
prata (BLUM; BEIER; GROSSA, 1987). Como marcadores de massa molecular
foram utilizados: fosforilase B (97,0 kDa); albumina sérica bovina (67 kDa); albumina

do ovo (45,0 kDa); anidrase carbonica bovina (29,0 kDa); inibidor de tripsina de soja
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do tipo Kunitz (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,2 kDa). Comparagao das mobilidades
das bandas proteicas em relacdo aquelas dos marcadores foi empregada para

calculo da massa molecular aparente das proteinas em analise.

4.5.2 Determinagao da massa molecular via filtracdo  em gel

A massa molecular da peroxidase purificada, na sua forma nativa, foi avaliada
através de cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superose 12 HR
10/30, acoplada ao FPLC. Para a obtencdo da massa nativa, inicialmente foi
promovida o equilibrio da coluna com tampéao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2, em
fluxo constante de 0,3 mL/min. Azul de dextrana foi injetado na coluna para
determinacao do volume morto da coluna (Vo), seguindo-se da calibracdo da mesma
com o0s seguintes padrbes proteicos: conalbumina (75 kDa), ovalbumina (43 kDa),
anidrase carboénica (29 kDa), ribonuclease A (13 kDa) e aprotinina (6,5 kDa), obtidos
do Kit Gel Filtration Calibration Kit LMW (GE Healthcare). Apds a corrida dos
padrées e a construgcdo da curva de calibragdo, uma amostra da peroxidase
purificada foi aplicada na coluna sob as mesmas condi¢cdes. A massa molecular da
peroxidase foi calculada com base na equacédo da reta, obtida através da plotagem
do logaritmo da massa molecular versus o volume de retengdo sobre o volume

morto da coluna.

4.5.3 Determinagéo do ponto isoelétrico

Para a obtencéo do pl, a peroxidase (10 pg/mL) foi solubilizada em solucao
de uréia 7 M e tiouréia 2 M. Tiras de gel imobilizado com gradiente de pH de 4 a 11,
medindo 11 cm de comprimento, (DryStrip IPG, Amersham Bioscience) foram postas
em contato com 240 pL de tampéo de reidratacéo (uréia 8 M, CHAPS 2%, DTT 0,3%
e pequenas quantidades de azul de bromofenol) e 10 pL da amostra, por
aproximadamente 16 horas, em bandeja de reidratacdo (Immobiline DryStrip
Reswelling Tray), a temperatura ambiente. Em seguida, as tiras foram submetidas a

focalizacdo isoelétrica a uma temperatura constante de 20 °C, em um sistema
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Multiphor Il (Pharmacia Biotech). A voltagem foi aumentada progressivamente: 500
V por 30 minutos; 3000 V por 6 horas e 9500 V por 2 horas. Apos a focalizagcéo
isoelétrica, as tiras foram reveladas para deteccdo da banda de pl por revelagéo

com nitrato de prata (BLUM et al., 1987) e avaliadas no softwere Y.

4.5.4 Obtencgé&o do espectro de absorbancia

Para a obtencédo do espectro de absorbancia da peroxidase, foi utilizado
um espectrofotdmetro tipo Novapesc Il (Pharmacia), onde aliquotas de 2 mL da
enzima purificada (0,02 mg/mL em H,O ultra pura), foram submetidas a leituras de
absorbancias em comprimentos de onda crescentes (190 — 800 nm). Os dados

foram plotados em grafico e avaliado o espectro de absorbancia da proteina.

4.5.5 Determinacgédo de sequéncias de aminoacidos

A obtencdo de sequéncias de aminoacidos da proteina foi procedida por
metodologias distintas. A analise da sequéncia de aminoacidos N-terminal foi
realizada em sequenciador automatico de proteinas (Shimadzu, PPSQ-23A, Japéo),
através da reacdo de degradacdo de Edman. Para tanto, a peroxidase solubilizada
em agua foi submetida ao sequenciamento e os derivados de feniltioidantoina dos
aminoacidos (PTH-aminoé&cidos) foram detectados a 269 nm, ap0s separacdo em
coluna de fase reversa C18 (4,6 x 2,5 mm), conduzida sob condi¢des isocraticas de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Sequéncias internas da proteina foram obtidas por espectrometria de massas.
Os espectros de massas (ESI Q-TOF) foram obtidos no espectrometro de massas
SYNAPT HDMS (Waters, UK) acoplado a um sistema de ESI-NanoUPLC. Para
tanto, as amostras foram diluidas em agua contendo acido féormico 0,1% numa
concentracéao final de 2 mg/mL. Cinco microlitros foram retirados desta solucao para
a realizacdo de cromatografia de fase reversa, utilizando gradiente de 5 a 80% (v/v)
de acetonitrila em 0,1% de acido férmico (v:v), com fluxo de 600 nL/min, em coluna
nanoACQUITY UPLC C18 BEH (1,7 mm, 100 mm x 10 cm). O espectro
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deconvoluido foi obtido usando uma técnica de maxima entropia (MaxEnt). Para a
obtencado dos dados de sequéncia da proteina, esta foi quimicamente reduzidas com
DTT 0,01 M, alquiladas com iodoacetamida 0,01 M e enzimaticamente digerida com

tripsina em uma razédo de 1:100 (w/w), tripsina:peroxidase.

As sequéncias obtidas foram submetidas ao alinhamento automatico atraves
do sistema NCBI (National Center for Biotechnology Information), utilizando o

programa protein BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cqi) e avaliadas quanto a

presenca de dominios cataliticos similares em outras proteinas.
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5. RESULTADOS
5.1 Coleta e processamento do latex

A realizacao de injarias sobre o caule e raiz da planta promoveu a exsudacgao
de latex, que apresentou aspecto bastante leitoso e capacidade de rapida
coagulagéo. A utilizagcdo do tampéao Tris-HCI 0,05 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 8,0,
foi eficaz em impedir a coagulacdo de substancias presentes no latex, mantendo
suas caracteristicas iniciais. O processamento do latex, conforme descrito em
“Métodos”, foi capaz de remover substancias que conferiam cor e viscosidade
elevada a essa secrecdo, resultando uma solucdo incolor, de viscosidade
semelhante a da agua, que foi denominada de proteinas totais do latex (PTL).
Caracteristica essa que foi de fundamental importancia para o procedimento de

purificagéo da peroxidase.

5.2 Obtencéo da peroxidase pura

As PTL de M. megalantha, apds serem submetidas a cromatografia de troca
ibnica em matriz de DEAE-Celulose, apresentaram o perfil cromatografico mostrado
na Figura 5. Utilizando um tampdo com pH levemente acido, acetato de sédio 0,05
M, pH 5,2, foi possivel a separacdo das PTL em duas fracbes proteicas distintas. A
primeira delas, representando a “Fracdo ndo Retida na DEAE-Celulose”, abreviada
como FnRd, foi obtida com o proprio tampéo de equilibrio. A segunda, denominada
de “Fracdo Retida na DEAE-Celulose”, ou simplesmente FRd, foi recuperada apos
eluicdo das proteinas ligadas a matriz com o tampéao de equilibrio acrescido de NaCl
0,2 M.

A Figura 6 mostra os perfis eletroforéticos das fracbes proteicas resultantes
dessa cromatografia. Foi mostrado, por colorimetria, que ambas as fracdes da
DEAE-Celulose se apresentaram positivas para atividade peroxidasica, utilizando-se
guaiacol como substrato (FIGURA 7), evidenciando uma aparente distribuicdo
igualitaria de atividade POX entre as duas fracfes. Esse fato demonstra que as PTL

de M. megalantha incluem tipos diferentes de peroxidases, com pls distintos.
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FIGURA 5 - Perfil cromatografico das proteinas totais do latex de M. megalantha
(480 ugP) em coluna de DEAE-Celulose (2 x 2 cm), equilibrada com tampéao acetato
de sdodio 0,05 M, pH 5,2 e eluida com NaCl (0,2 M). Fluxo: 0,5 mL/min; Fragbes: 1,5
mL/tubo. (FnRd) - Proteinas ndo retidas na DEAE-Celulose e (FRd) - Proteinas

retidas na DEAE-Celulose
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FnRd
1,6 - - 0,8
FRd
€1,2 - - 0,6 %
8 =}
(qV] —
208 - - 0,4 R
< pd
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Fracdo (1,5 mL)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presenca de SDS,
revelada com nitrato de prata, das frac6es proteicas obtidas apos cromatografia das
proteinas totais do latex de M. megalantha em matriz de DEAE-Celulose. (MM) —
Marcadores de massa molecular; (PTL) — Proteinas totais do latex, 12 pg; (FnRd) -
Proteinas nao retidas na DEAE-Celulose, 5 pug e (FRd) - Proteinas retidas na DEAE-
Celulose, 5 ug, eluidas com tampéo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2 contendo NaCl
1M.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 7 - Determinacdo de atividade peroxidasica ao longo da cromatografia de
troca ibnica em matriz de DEAE-Celulose. A linha em azul claro esta relacionada a
presenca de atividade peroxidasica. Unidade de Atividade Peroxidasica (UAPOX):

Quantidade de enzima requerida para producdo de 1 uM de tetraguaiacol/minuto.

2 A - 0,1
1,6 - - 0,08
<
o
£ 2
12 - - 006 S
R x
Y o
208 - - 0,04 %
< ©
0]
°
=
04 - - 0,02
O '_J T T 1 1 T T 1 - 0
1 5 9 13 17 21 25 29

Fracdo (1,5 mL)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A FnRd apos ser submetida a cromatografia de exclusdo molecular em matriz de
Superose 12 HR 10/30, acoplada ao sistema de FPLC, apresentou dois picos
proteicos, denominados de S1 e S2 (FIGURA 8). Por eletroforese em gel de
poliacrilamida, foi visualizada em S1 apenas uma unica banda proteica. O
tratamento da fracdo S1 com o agente redutor B-mercaptoetanol promoveu um
pequeno retardo na mobilidade dessa proteina (FIGURA 9).

Avaliando a atividade peroxidasica dos picos provenientes da Superose 12
HR 10/30, resultado positivo foi encontrado apenas no pico S1 (FIGURA 10).
Somado a atividade in vitro, a visualizacdo do zimograma para guaiacol peroxidase
com S1 demonstrou que a atividade peroxidasica foi observada na regido que
corresponde exatamente ao valor de massa molecular da banda Unica encontrada
em PAGE-SDS (67 kDa) (FIGURA 11). Uma vez constatado que S1 se constituia de
apenas uma proteina com atividade peroxidasica, esse material passou a ser
chamado de Mm-POX, proveniente da denominagdo “Peroxidase de M.
megalantha”. A Tabela 1 mostra dados de teor proteico e da atividade peroxidasica
obtidos ao longo da estratégia experimental adotada para purificagdo da Mm-POX.
O indice de purificagcdo de Mm-POX foi de 230,23 vezes, resultando um rendimento
proteico de 0,03%.

5.3 Caracterizacao fisico-quimica e estruturalda  Mm-POX

A massa molecular aparente de Mm-POX foi inicialmente determinada por
PAGE-SDS, variando em torno de 65 kDa (FIGURA 9). Por filtragcdo em gel, em
matriz de Superose 12 HR 10/30, a peroxidase apresentou uma massa molecular
bem proxima, cerca de 58,5 kDa (FIGURA 12). Quanto ao pl da Mm-POX, obtido por

focalizacéo isoelétrica, este foi em torno de 5,2.

Devido ao baixo rendimento da Mm-POX no latex de M. megalantha, a
obtencdo do espectro de absorbancia foi bastante prejudicada. Ainda assim, foi
possivel verificar um méaximo de absorbancia em torno de 230 nm, com picos
menores de absor¢cdo nas regides de comprimento de onda de 280 e 400 nm
(FIGURA 13).
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FIGURA 8 - Perfil cromatografico das proteinas ndo retidas na matriz de DEAE-
Celulose (800 ug/P), apés cromatografia em coluna de Superose 12 HR 10/30 (30 x
2 cm), acoplada ao sistema de FPLC, equilibrada com tampé&o acetato de sodio

0,050 M, pH 5,2. Fluxo: 0,3 mL/min; Fragdes: 1,0 mL/tubo.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) na presenca de SDS,
revelada com nitrato de prata, do primeiro pico proteico (S1) obtido na cromatografia
de exclusdo molecular em matriz de Superose 12 HR 10/30, acoplada ao sistema de
FPLC. (MM) - Marcadores de massa molecular; (S1) e (S1B) - S1 na auséncia e na

presenca de B-mercaptoetanol 2%, respectivamente.

MM s1 S1B
90— .
67,0—
45,0—

20,0 M-

20,1—-
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 10 — Fragfes proteicas apresentando atividade peroxidasica (em vermelho)
demonstrada no perfil cromatografico obtido em matriz de Superose 12 HR 10/30
(30 x 2 cm), acoplada ao sistema de FPLC, equilibrada com tampéo acetato de
sédio 0,05 M, pH 5,2. Amostra: Fracdo néo retida na DEAE-Celulose (800 ugP);
Fluxo: 0,3 mL/min; Fragdes: 1,0 mL/tubo. Figura inscrita: PAGE-SDS evidenciando o

perfil proteico de S1.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 11 - Zimograma de atividade peroxidasica apos eletroforese em gel de
poliacrilamida (15%) do primeiro pico (S1) obtido na cromatografia em matriz de
Superose 12 HR 10/30, acoplada ao sistema de FPLC. PTL: Proteinas totais do

latex; S1: Primeiro pico da cromatografia em matriz de Superose 12 HR 10/30.

PTL S1

Fonte: Elaborada pelo autor.
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TABELA 1 — Indice de purificacdo e rendimento da peroxidase presente no latex de M. megalantha (Mm-POX)*

Etanas Atividade Total Proteina Total Atividade Especifica  Rendimento indice de

P (10 mL) (mg) (Unid*/mg) (%) Purificacéo
Proteinas Totais do 730,00 £ 30 30,67 £1,37 23,80 100 1
Latex
DEAE-Celulose 128,30 + 27 3,41 +0,31 37,62 11,12 1,58
Superose 12 H-10/30 54,809 0,01+0,01 5480,00 0,03 230,23
(Mm-POX)

" Valores obtidos com base em 10 mL de proteinas totais do latex.
a
Uma unidade de atividade peroxidasica € definida pela quantidade de enzima requerida para producédo de 1 mmol de 3,3’-dimetoxi-4,4’-bifenoquinona por

minutos a 30 °C
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FIGURA 12 — Determinacdo da massa molecular da Mm-POX por filtracdo em gel
em coluna de Superose 12 HR 10/30 (30 x 2 cm), acoplada ao sistema de FPLC,
equilibrada com tampédo acetato de soédio 0,05 M, pH 5,2. Fluxo: 0,3 mL/min;
Fracbes: 1,0 mL/tubo. Figura Inscrita: padrdes proteicos: conalbumina (75 kDa);
ovalbumina (43 kDa); anidrase carbbnica (29 kDa); ribonuclease A (13,7 kDa) e

aprotinina (6,5 kDa).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 13 - Espectro de absorcdo da Mm-POX em H,O. Valores de comprimentos
de onda variando de 230 a 500 nm. Figura inscrita: Detalhe para valores maiores de

comprimento de onda, evidenciando as alteracdes de absorbancias locais em escala

menor.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Em relacdo a sequéncia de aminoacidos N-terminal da Mm-POX, foram
inUmeras as tentativas visando sua obten¢do. Os resultados obtidos demonstram
estar essa regido bloqueada. No entanto, por espectrometria de massas, utilizando
a proteina degradada com tripsina foi possivel a identificacdo de sequéncias

internas.

Duas sequéncias, dentre as obtidas, mereceram destaque, as quais
compreendem: “DSVFLSGGPDYDLPLGRR” (1) e “lIEDLRR” (2). Essas sequéncias
apareceram em todas as amostragens de espectrometria de massas da Mm-POX e,
quando analisadas nos bancos de dados de proteinas, apresentaram identidade
com peroxidases de Nicotiana tabacum (100% 1 e 2), Eucommia ulmoides (100% 2),
Solanum lycopersicum (94% 1 e 100% 2), Copaifera officinalis (89% 1), Litchi
chinensis (89% 1), Panax ginseng (100% 2), entre outras. A primeira sequéncia
também foi identificada como pertencente ao dominio catalitico da superfamilia das
peroxidases-like vegetais, dentro da subfamilia das peroxidases de secrecdo de
plantas. Com relacdo a segunda sequéncia acima citada, embora ela esteja
presente em diversas peroxidases, ndo foi possivel especular a importancia dela
para a atividade peroxidasica, uma vez que ela foi encontrada em regides totalmente

distintas nas espécies acima citadas.
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6. DISCUSSAO

O presente capitulo descreve e purificacdo de uma nova peroxidase classe Il
de plantas presente no latex de M. megalantha, uma espécie conhecida por ser
bastante adaptada a condi¢gfes climaticas severas, envolvendo escassez de agua e
temperaturas elevadas (GOYDER; MORILLO, 1994). As condicbes na qual essa
planta sobrevive, bem como relatos de sua toxicidade para animais (PESSOA et al.,
2011; GERALDO NETO et al., 2013), motivaram o presente estudo por nosso grupo

de pesquisa.

A presenca de atividade peroxidasica no latex de M. megalantha ja havia sido
detectada por Oliveira (2009), quando realizada uma prospeccado de proteinas
relacionadas a defesa vegetal nesse material. Outros estudos, relacionados ndo ao
latex dessa espécie, mas sim aos O0rgaos da planta, identificaram grande potencial
antioxidante (dentre outras atividades observadas) nas raizes, caules e folhas
(OLIVEIRA, 2011). No entanto, sabe-se que os laticiferos de M. megalantha
permeiam todos os o6rgdos vegetais (GOYDER; MORILLO, 1994), ndo sendo
possivel excluir que essa atividade antioxidante também esteja relacionada a
metabdlitos primarios e/ou proteinas presentes no latex. Portanto, para o alcance
dos objetivos pretendidos, previamente apresentados, foi necessaria a coleta do
latex de caule e raiz dessa espécie, seguida de seu processamento, pois as
propriedades do latex em sua forma bruta, aspecto leitoso e viscosidade elevada,
teriam impossibilitado muito dos procedimentos realizados, tais como filtragdo e
dosagens colorimétricas. Nesse contexto, de fundamental importancia foi a utilizacao
do tampéo Tris-HCI 0,05 M, contendo NaCl 0,15 M, pH 8,0, que se mostrou eficaz
em inibir a coagulacdo dos compostos de isopreno presentes no latex. Esses
compostos, em sua maioria, sdo carregados negativamente que, uma vez expostos
as proteinas carregadas positivamente, presentes em organelas especializadas nos
laticiferos, coagulam rapidamente. A coagulacdo, no aspecto fisioldgico, €
extremamente importante para a planta, pois realiza a “cicatrizacdo” imediata do
ferimento (SOEDJANAATMADJA; SUBROTO; BEINTEMA 1995; KEKWICK, 2001;
HELMUS; DUSSOURD, 2005). Entretanto, esse processo natural inviabilizaria a
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obtencdo das proteinas presentes nessa secrec¢do, devido a diminuicdo drastica de
sua solubilidade. Apbés o processamento do latex bruto adotado nesse trabalho,
dialise exaustiva contra agua e centrifugacdo, um material proteico de aspecto
limpido, quase transparente e viscosidade semelhante a da agua foi obtido, tendo
sido denominado de proteinas totais do latex (PTL). A utilizagdo dessas etapas para
a separacdo da borracha dos constituintes solUveis em agua ja havia sido testada
previamente, tendo sido verificada sua eficacia (OLIVEIRA 2006, 2009).
Processamentos similares foram realizados em outras espécies vegetais laticiferas,
tais como Calotropis procera, Hevea brasiliensis, Sobertia acuminata e Ficus
benjamina (YEANG, 2002; SRITANYARAT et al., 2006; FREITAS, 2007; DAMIEN et
al, 2008; MOTA, 2013).

Nos estudos prévios realizados por Oliveira (2009), foi suposto que a
atividade peroxidasica detectada na fracdo PTL n&o estaria restrita a apenas uma
peroxidase especifica. Assim sendo, no presente estudo se buscou testar essa
hipétese que, por sua vez, foi comprovada, tendo sido obtidas duas frages
proteicas distintas com atividade peroxidasica, através do uso de técnicas
cromatograficas. Nessa primeira etapa cromatografica, uma matriz de DEAE-
Celulose foi escolhida (FIGURA 5). Os resultados obtidos foram semelhentes
agueles verificados por Oliveira (2009), quando utilizou uma matriz de Resource-Q,
0S quais séao justificados pelo fato de ambas as matrizes apresentarem propriedades
quimicas (trocadoras de anions) bastante similares. Os perfis eletroforéticos
(FIGURA 6) das fracdes proteicas obtidas revelou bandas com predominancia de
massas moleculares aparentes entre 60 e 15 kDa para as PTL e fracdo nao retida
na DEAE-Celulose (FnRd), enquanto massas moleculares em torno de 25 kDa
estiveram mais proeminentes na fracdo retida (FRd) na referida matriz. FRd se
mostrou com uma fracdo mais pura, enquanto FNRD se destacou por apresentar
maior contetdo proteico. Os dados apresentados demonstram a eficiéncia dessa
matriz de troca i6nica na separagdo de proteinas, possibilitando o prosseguimento

da purificacdo aqui pretendida.

A atividade peroxidasica ao longo da cromatografia de troca ibnica foi

avaliada fracdo a fracdo (isto €, tubo a tubo), pois, para o alcance dos objetivos
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pretendidos, era importante a informacéo precisa quanto a sua distribuicdo (FIGURA
7). Com base nas andlises colorimétricas, foi verificada a presenca dessa atividade
em ambas as fracbes proteicas (FnRd e FRd), sugerindo a presenca de tipos
distintos de peroxidases, com pls diferentes. Entretanto, uma atividade peroxidasica
maior foi detectada na FnRd, implicando na predominancia de proteinas com pl igual
ou acima de pH 5,2. A presenca de pontos isoelétricos ndo tdo acidos (acima de
5,2), apresentado pelas PTL de M. megalantha foi descrita por Oliveira (2009), em
analises eletroforéticas bidimensionais, cujo perfil proteico se mostrou semelhante
aos de outras espécies laticiferas, como exemplos em H. brasiliensis (POSCH,
1997) e Papaver somniferum (DECKER et al.,, 2000). Esse fato € atribuido,
principalmente, a necessidade de manutencdo de um ambiente bioquimico apenas
levemente &acido, essencial para engatilhar as reacdes de polimerizacdo da
borracha, no momento e local da injuria (KEKWICK, 2001). Considerando
especificamente as peroxidases, enzimas com pls acima de 5,2 ja foram descritas
para latex de outras espécies vegetais, incluindo F. benjamina e F. sicomurus
(MOTA, 2013; MOHAMED; DARWISH; EL-SHISHTAWY, 2013).

Diante do fato de que FNnRD apresentou maior atividade peroxidasica, este foi
selecionado e submetido a cromatografia de exclusdo molecular em matriz de
Superose 12 HR 10/30, acoplada ao sistema de FPLC, tendo em vista ndo estar
puro. Como resultado, duas fragdes distintas, denominadas de S1 e S2, foram
obtidas (FIGURA 8). S1 se apresentou como uma proteina Unica, de massa
molecular aparente de 65 kDa. Essa banda exclusiva, quando na presenca de
agente redutor (B-mercaptoetanol), se manteve como uma sé, porém, com migracao
ligeiramente retardada (FIGURA 9). Provavelmente essa pequena diferenca de
mobilidade eletroforética seja devido a ruptura de pontes dissulfeto intracadeia
(BANCI, 1997; PITRE, 2007). De maior relevancia foi o fato de S1 ter concentrado
toda a atividade peroxidasica (FIGURAS 10 e 11), denotando o alcance de um dos
objetivos pretendidos, que foi a purificacdo de uma peroxidase, merecendo ser
ressaltado que se trata da primeira peroxidase purificada da espécie M. megalantha,
tendo recebido o nome de Mm-POX.
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Os procedimentos experimentais adotados para obtencdo da Mm-POX
resultaram em uma atividade especifica de 5480,00 UAPOX/mg proteina, indice de
purificacdo de 230,23 e rendimento de 0,03% (TABELA 1). O rendimento € um tanto
baixo quando comparado com o da peroxidase purificada do latex de F. sycomorus,
muito embora as técnicas de purificacdo empregadas tenham sido similares as aqui
utiizadas (MOHAMED et al.,, 2011). No entanto, a compreensdo de baixo
rendimento dessa proteina em um contexto biotecnolégico ndo deve ser considerada
como um problema limitante, visto que procedimentos de expressao heterdloga ou
de inducdo de superexpressao podem ser usados para reverter a baixa quantidade
proteica, algo j& relatado inclusive para outras peroxidases, como a horseradish
(HRP) (VEITCH, 2004; ZIPOR; SHAMIR, 2013).

Mm-POX mostrou ser uma proteina monomérica, de massa molecular em
torno de 60 kDa, considerando os valores determinados por PAGE-SDS (65 kDa) e
filtracdo em gel em matriz de Superose 12 HR 10/30 (58,5 kDa) (FIGURAS 9 e 12).
Essa massa condiz com os valores obtidos para o grupo das POX em geral, cujas
massas moleculares se encontram na faixa de 25 — 60 kDa (HIRAGA et al., 2001).
No entanto, ha peroxidases classe Il que ndo se enquadram nessa faixa de massa
molecular, ainda que também sejam monomeéricas, como sdo aquelas purificadas do
latex de E. charicas, F. sycomorus e H. brasilienseis (FLORIS; MEDDA; RINALDI,
1984; WITITSUWANNAK et al., 1997; MOHAMED et al., 2011, 2013).

Mm-POX apresentou um pl em torno de 5,2. Entretanto, a determinacao
desse parametro molecular foi complicada, devido a dificuldades na focalizacéo
isoelétrica da Mm-POX. Esse impedimento pode estar atrelado a existéncia de
diferentes isoformas, impossibilitando uma focalizagédo satisfatéria. De fato, as POX
normalmente sdo expressas em multiplas isoformas, ocasionando alteragcfes
drasticas em seu pl (HIRAGA et al., 2001). Contudo, nas condi¢@es fisiologicas em
que os laticiferos se apresentam, isto €, pH levemente acidos
(WITITSUWANNAKUL et al., 2008a,b), é provavel que a Mm-POX seja capaz de

sequestrar protons (H*) do meio no qual se encontra.

O espectro de absorcdo da Mm-POX mostrou além dos picos de absorbancia

caracteristicos de proteinas (230 e 280 nm), um pequeno pico de absorbancia a 400

Oliveira, H. P. Purificagdo e caracterizacdo bioguimica de Mm-Pox,..



Capitulo 2. Mm-POX: uma nova peroxidase... 75

nm (FIGURA 13), Tal comportamento se assemelha ao de diversas peroxidases
classe Ill, como as de Jatropha curcas, Ipomea carnea, H. brasiliensis ou mesmo
com a horseradish peroxidase, indicando a presenca do grupo prostético “heme” na
proteina (WITITSUWANNAK et al., 1997; CAl et al., 2012).

Apesar das diversas tentativas de obtengéo da sequéncia N-terminal da Mm-
POX, os dados foram inconclusivos, fato este atribuido ao possivel blogueio nessa
extremidade. Caruso et al. (2001), buscando a determinacdo da sequéncia N-
terminal de uma peroxidase de trigo, declararam que a maioria das peroxidases de
plantas apresenta essa regido bloqueada, ndo permitindo o seu sequenciamento
através da reacdo de degradacdo de Edman. Entretanto, através de espectrometria
de massas, sequéncias de aminoacidos internas da Mm-POX foram obtidas, as
quais corroboraram com os dados ja descritos de que a proteina purificada do latex
de M. megalantha tratava-se, de fato, de uma peroxidase da classe Ill. Dentre as
diversas peroxidases que apresentaram identidade com Mm-POX, a peroxidase
anibnica de tabaco (Nicotiana tabacum) foi a que mais se destacou, com uma
similaridade de 100 % frente as sequéncias de aminoacidos dos fragmentos
peptidicos. A peroxidase oriunda do tabaco é uma das peroxidases mais bem
caracterizadas, se mostrando capaz de oxidar, in vitro, uma ampla gama de
compostos secundérios de plantas, incluindo &cidos fendlicos, acido 3-indolacético e
alguns tipos especificos de alcoois (DIAZ-DE-LEON; LAGRIMINI, 1993).

Embora o presente trabalho tenha permitido a obtencdo de véarios dados
importantes sobre a Mm-POX, ainda ha muitas informa¢des a serem buscadas de
modo a compreender melhor as potencialidades dessa proteina e, assim, propor sua

utilizacdo como ferramenta biotecnoldgica.
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7. CONCLUSAO

Do latex de M. megalantha foi purificada uma nova peroxidase, denominada
Mm-POX, com alto potencial catalitico na oxidacdo do guaicol. Essa enzima
apresenta massa molecular em torno de 60 kDa, pl 5,2 e elevada similaridade com
outras peroxidases vegetais. Os dados em conjunto sugerem que a Mm-POX é uma
peroxidase classe lll, se constituindo na primeira proteina isolada da espécie M.

megalantha.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de processos enzimaticos esta intrinsecamente ligada ao
homem desde os primordios da civilizagdo. Gregos, Egipcios e outros povos ja
produziam queijos, paes, bebidas fermentadas, entre outros materiais que, embora
sem o conhecimento do real agente nesses processos, jA aplicavam conceitos
enziméticos (HAKI; RAKSHIT, 2003). Louis Pasteur (1822-1895) foi um dos
pioneiros nos estudos da acdo enzimatica, muito embora tenha erroneamente
atrelado essa atividade a necessidade de células vivas. Apenas em 1897, foi que o
bioquimico alemé&o Eduard Buchner (1860-1917) promoveu o isolamento de algumas
enzimas catalizadoras da fermentacdo alcodlica desvinculando a necessidade de
células de levedura (KIELING, 2001). No entanto, o estudo dos parametros
enzimaticos se iniciou apenas por volta de 1960, quando avancos tecnoldgicos
permitiram o isolamento, identificacdo das propriedades gerais e caracterizacao
cinética de enzimas provenientes de varias fontes animais, vegetais ou de
microrganismos (KIELING, 2001)

Os estudos das caracteristicas enzimaticas permitem um melhor
entendimento da acdo dessas moléculas, bem como potencializam sua aplicacdo na
ciéncia, industria e outras areas. Com um numero maior de enzimas purificadas e
conhecimento mais abrangente sobre elas, o numero de aplicacbes cresceu
consideravelmente (HAKI; RAKSHIT, 2003). Um bom exemplo esta atrelado aos
estudos de termoestabilidade das enzimas, os quais possibilitaram o surgimento de
processos industriais distintos, partindo-se da utilizacdo e compreensdo do
maquinario enzimatico de organismos termdfilos (DEMIRJIAN; MORIS-VARAS;
CASSIDY, 2001).

Um aspecto importante a ser considerado em relacdo as enzimas é sua
interacdo com o(s) substrato(s), pois a partir dai € que se inicia o processo catalitico
(FIGURA 1). Durante essa interacdo, energia de ligacdo é liberada, que é
fundamental tanto para promover a associacdo dos componentes reacionais no
estado fundamental, como para estabilizar o estado de transi¢cdo, favorecendo a
formacao do(s) produto(s) (GUO et al., 2012). Aléem do substrato, ha outros fatores a

serem considerados quando estd em questdo a atividade enzimatica, incluindo
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temperatura, pH, presenca de inibidores ou cofatores e adjuvantes. Todos os fatores
citados sdo imprescindiveis para a compreensdo do comportamento cinético das

enzimas.

O grupo das peroxidases de plantas classe Ill, ou simplesmente POX,
merece destaque quando enfatizadoas suas propriedades cataliticas. A ampla gama
de substratos que podem ser metabolizados por essas enzimas implica em uma
série de aplicacdes fisiologicas e biotecnologicas que, para muitas espécies, ainda
nao foi bem estudada (HAMID; REHMAN, 2009; ZIPOR; SHAMIR, 2013; MOHAMED
et al.,, 2013). A peroxidase de rabano selvagem (horseradish peroxidase ou
simplesmente HRP), cientificamente chamado de Armoracia rusticana, € um
exemplo excelente de como o0 conhecimento aprofundado dos parametros
enzimaticos pode proporcionar ferramentas Uteis na ciéncia e sociedade. A HRP ja
vem sendo estudada ha mais de um século e, nos ultimos anos, novas informacoes
acerca de sua estrutura tridimensional, intermediarios cataliticos, mecanismo de
catalise e funcdes especificas de alguns aminoacidos foram reveladas (NIGEL;
VEITCH, 2004; HAMID; REHMAN, 2009; KRISHNA et al., 2013). Essas informacdes,
em conjunto, permitiram a aplicacdo dessa peroxidase, possibilitando o seu uso em
kits cientificos, na remocdo de poluentes fendlicos, em industrias téxteis e
alimenticias, entre diversos outros empregos (HAMID; REHMAN, 2009). De fato, as
peroxidases parecem ser as enzimas mais adequadas para utilizacdo nas
preparacdes enzima-anticorpos conjugados, usados em testes como ELISA
(Enzyme-Like Immunsorbent Assay), gracas a sua capacidade de produzir
compostos cromogénicos mesmo a baixas concentragdes (HAMID; REHMAN, 2009).
Em adicdo, a combinacdo de peroxidases com outras enzimas provedoras de
peréxido de hidrogénio € amplamente utilizada na determinacao indireta de diversos
compostos, como exemplo glicose sanguinea, que devido a sua capacidade
oxidativa, apresentam potencial para substituir diversas técnicas envolvendo
reacoes de oxidagcdo (HAMID; REHMAN, 2009).
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FIGURA 1 - Representacdo esquematica do processo de ligacdo enzima-substrato
(ES) e da reacao. Primeiro, a molécula do substrato se liga ao sitio ativo da enzima
partindo de uma distancia infinita para sua localizagéo final e, em seguida, a reacao
catalitica € iniciada, no momento em que a interacdo ES esta quase concluida

A i
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Fonte: Guo et al., 2012
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Em consonancia com o exposto, é que o presente capitulo foi
formatado, o qual tem como foco o estudo aprofundado das propriedades
enzimaticas da Mm-POX, uma vez que apenas 0s conhecimentos de parametros
fisico-quimicos e estruturais ndo sao suficientes para se caracterizar uma
enzima, particularmente se houver pretensdo de avaliar o seu papel fisiologico,
ou mesmo de propor sua utilizagao.

Oliveira, H. P. Purificagdo e caracterizacdo bioguimica de Mm-Pox,..



Capitulo 3. Caracteriza¢do enzimdtica de... 82

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

» Caracterizar a atividade enzimatica da peroxidase purificada do latex de
M. megalantha (Mm-POX).

2.2 Especificos

e Calcular os parametros cinéticos (Vmax e Km) da Mm-POX referentes aos

seus substratos padrdes: guaiacol e H,O,.

* Determinar os valores 6timos de pH e temperatura para a atividade da

Mm-POX e avaliar sua estabilidade térmica;

* Avaliar a influéncia de diferentes ions na atividade da Mm-POX;

» Testar a capacidade da Mm-POX em utilizar outros compostos como

substratos;

« Avaliar a influéncia de diferentes inibidores de peroxidases em geral sobre
a atividade da Mm-POX;

e Analisar a existéncia de relacdo ou ndo entre a atividade enzimatica da

Mm-POX e concentracdes crescentes de acido salicilico.
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3. MATERIAIS

3.1 Reagentes

2-methoxyphenol (guaiacol), 3-amino-9-etil-carbazole, amino antipirina,
azida, colesterol, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), ditiotreitol (DTT),
metabissulfato de sédio (Na,S,0s), o-dianisidina, fenilmetilsufonilfluoreto (PMSF),
tirosina, triptofano, foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA ou

Invitrogen, Carlsbad, EUA.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.
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4. METODOLOGIA

4.1 Determinacédo da atividade enzimaticade Mm-POX

Para determinacdo da atividade peroxidasica foi utilizada a metodologia
descrita por Urbanek, Kuzniak-Gebarowska e Herka (1991). Foi utilizado como
substrato doador de protons o guaiacol e como aceptor o perdxido de hidrogénio. A
reacao catalisada pela peroxidase produz um composto colorido, 3,3’-dimetoxi-4,4'-
bifenolquinona (DOERGE; DIVI; CHUCHWELL, 1997), que é medido por
espectroscopia. Partindo-se de 100 uL das fracdes, diluidas ou ndo, dependendo de
sua concentracdo proteica, foram adicionados 500 yL de guaiacol 0,02 M e 500 yL
de peréxido de hidrogénio 0,06 M para um volume final de ensaio de 2 mL,
completados com tampéo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2. A mistura foi incubada
por 10 minutos, a 30 °C, e a absorbancia medida a 480 nm. A variacdo de 1 unidade
de absorbancia por minuto foi assumida como sendo 1 unidade de atividade
peroxidasica (1 UAP).

4.2 Determinagdo dos parametros cinéticos da ~ Mm-POX

A constante de Michaelis-Menten (Km) e a velocidade maxima (Vmax) da
Mm-POX para os substratos guaiacol e peroxido de hidrogénio (H.O,) foram
determinadas. Para obtencdo do Km e Vpyax da Mm-POX em relagdo ao guaiacol, a
concentracdo de H,O, foi fixada em 0,06 M (de acordo com a metodologia descrita
no tépico anterior), enquanto a concentragdo de guaiacol variou de 0,0008 - 0,1 M.
Ja nos calculos de Km e Vpaxda Mm-POX relativos ao H,O,, o guaiacol foi mantido a
0,02 M e o Hy;0O, teve sua concentracdo variando entre 0,00016 - 0,06 M. Para
determinacdo dos parametros cinéticos citados, o grafico de duplo-reciproco de

Lineaweaver-Burk foi utilizado.

4.3 Avaliagdo da influéncia do pH na atividade enz imatica da Mm-POX
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Para determinacéo do pH 6timo da Mm-POX, foram utilizados diferentes
tampdes, incluindo: acetato de sédio 0,05 M; citrato de sodio 0,05 M; fosfato de
sédio 0,05 M; glicina-HCI 0,05 M; glicina-NaOH 0,05 M e Tris-HCI 0,05 M. Os valores
de pH variaram de acordo com o tampao utilizado e seus respectivos pKa,
compreendendo a faixa de 2,0 a 9,0. O ensaio enzimatico foi realizado conforme

descrito anteriormente.

4.4 Avaliagéo da influéncia da temperatura na ativi  dade enzimética da Mm-POX

As curvas cinéticas da Mm-POX em resposta a temperaturas distintas foram
obtidas seguindo-se o0 ensaio colorimétrico para peroxidase de guaiacol (URBANEK;
KUZNIAK-GEBAROWSKA; HERKA, 1991). Para tanto, amostras contendo a mistura
reacional (guaiacol, H,O, e tampé&o acetato de soédio 0,05 M) foram incubadas por 10
minutos a 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 °C e, em seguida, adicionada uma aliquota de
10 pL da Mm-POX (0,4 pg/mL), a cada temperatura analisada, sendo imediatamente
realizada a leitura espectroscopica a 480 nm, por 5 minutos, em intervalos de 30

segundos.

4.5 Avaliacdo da estabilidade térmicada Mm-POX

Para a obtencdo dos dados de estabilidade térmica da atividade catalitica
da Mm-POX, aliquotas da enzima foram incubadas a 60, 65, 70 e 75 °C nos tempos
de 10, 20, 30 e 60 minutos. ApOs o periodo de incubacéo, foi procedido o ensaio
colorimétrico para peroxidase de guaiacol (URBANEK; KUZNIAK-GEBAROWSKA,;
HERKA, 1991).

4.6 Avaliagdo da influéncia da concentragdo do tamp  &o acetato de sédio na

atividade enzimaticada Mm-POX

A avaliacao do efeito da concentragdo do tampdao acetato de sédio pH 5,2
sobre a atividade catalitica da Mm-POX foi avaliada conforme a metodologia ja
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descrita nesse trabalho, incluindo concentragdes variadas (0,002 a 1 M) do referido

tampdo, que é usado na mistura reacional.

4.7 Avaliacdo da influéncia de ions metdlicos na at ividade enzimatica da Mm-
POX

Para analisar os efeitos da adicdo de ions metalicos na atividade catalitica
da Mm-POX, NaCl, MgCl,, MnCl, ou CaCl;, foram adicionados a mistura reacional do
ensaio colorimétrico para peroxidase de guaiacol, nas seguintes concentragoes:

0,01; 0,05; 0,10; 0,20 e 0,50 M e o ensaio conduzido conforme descrito previamente.

4.8 Investigacao do efeito de inibidores de peroxidases sobre a atividade

enzimatica da Mm-POX

Para avaliacdo do efeito de inibidores especificos de peroxidases sobre a
atividade catalitica da Mm-POX, NaNj; (azida), DTT, Na;S,0s5,EDTA e PMSF a 0,001
M foram adicionados ao meio reacional no ensaio de atividade peroxidasica, como
descrito por Johri et al. (2005). Apdés a reagdo quimica, a atividade enzimatica

residual foi determinada.

4.9 Avaliacao da capacidade da Mm-POX em utilizar outros compostos como

substratos

Acido ascorbico (290 nm), o-dianisidina (460 nm), aminoantipirina (510
nm), colesterol (500 nm), tirosina (260 nm) e triptofano (280 nm) foram utilizados
como agentes redutores analogos ao guaiacol, para testar a capacidade da Mm-
POX em utilizar outros substratos especificos de peroxidases em geral. Esses
compostos foram utilizados de acordo com a metodologia descrita por Johri et al.
(2005), com ligeiras modificacdes, de modo a se adequar a atividade da enzima, na
concentracdo final de 0,02 M, em tampdo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2,

adicionado de H,O, 0,06 M. A atividade especifica foi descrita como o aumento da
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absorbancia em decorrer do tempo, a exessdo do acido ascoérbico, o qual foi
determinado pela diminuicdo de absorbancia.

4.10 Avaliacéo da influéncia do acido salicilico so  bre a atividade enzimatica da
Mm-POX

Para analisar o efeito do acido salicilico sobre a atividade catalitica da
Mm-POX, esse composto ( variando de 5 x 10 a 0,1 M) foi adicionado & mistura
reacional do ensaio colorimétrico para peroxidase de guaiacol (URBANEK;
KUZNIAK-GEBAROWSKA; HERKA, 1991), seguindo a metodologia descrita por
Johri et al. (2005).

4.11 Andlise estatistica

Na analise estatitica foi utilizado o programa GraphPad Prism, verséo 5.0
para Windows (GraphPad software), estando os resultados expressos com média +
erro padrdo da média. A avaliacdo estatistica dos dados foi realizada através de
ANOVA, testes paramétricos e ndo parametricos, sendo considerados significativos

valores de p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros cinéticos da Mm-POX

5.1.1 Valores de Km e V jax da Mm-POX com o guaiacol como substrato

A Figura 2 mostra o grafico de Michaelis-Menten e a posterior linearizacao
dos dados no gréafico duplo-reciproco de Lineaweaver-Burk quando utilizado o
substrato guaiacol, a partir do qual foi construida a equacédo da reta, apresentando
coeficiente de determinacéo (R%) de 0,9795. Os valores de Km e Vmax estimados a
partir dessa equacdo foram 0,0061 + 0,0006 M e 0,109 + 0,003 UAP min?,

respectivamente.

5.1.2 Valores de Km e V max da Mm-POX com o peroxido de hidrogénio como

subtrato

A Figura 3 exibe o grafico de Michaelis-Menten e a linearizacdo dos
dados obtidos no gréafico duplo-reciproco de Lineaweaver-Burk frente ao substrato
H,0,. Para a equacéo da reta definida, foi calculado um valor de R* de 0,9896, Com
base nessa equacéo, foi estimado um valor de Km de 0,0126 = 0,0011 M e de Vmax
como sendo 0,096 + 0,003 UAP min™.

5.2 Efeito do pH na atividade enzimaticada Mm-POX

A influéncia da concentragcdo dos ions hidrogénio do meio sobre a
atividade enzimética da Mm-POX estd demonstrada na Figura 4. Os resultados
obtidos levaram a constru¢do de uma curva em forma de sino, onde é observado
gue a atividade peroxidasica aumenta a partir do pH 4, atinge valores maximos no

intervalo de pH entre 5 e 7 e decai em pHs mais elevados. Em valores extremos de

Oliveira, H. P. Purificagdo e caracterizacdo bioguimica de Mm-Pox,..



Capitulo 3. Caracteriza¢do enzimdtica de... 89

FIGURA 2 - Cinética enzimatica da Mm-POX variando-se o guaiacol e fixando-se o
peroxido de hidrogénio. (A) Gréafico de Michaelis-Menten; (B) Gréafico duplo reciproco

de Lineaweaver-Burk
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FIGURA 3 - Cinética enzimatica da Mm-POX variando-se o peroxido de hidrogénio e
fixando-se o guaiacol. (A) Grafico de Michaelis-Menten; (B) Gréfico duplo reciproco

de Lineaweaver-Burk.
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FIGURA 4 — Efeito do pH sobre a atividade enzimatica da Mm-POX. A atividade
peroxidasica (UAP) foi mensurada na presenca de diferentes tampdes com valores
de pH distintos. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05).
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pH, seja muito acido (abaixo de 3) ou muito basico (acima de 8), a atividade

enzimatica da Mm-POX foi totalmente perdida.

5.3 Efeito da temperatura na atividade enzimaticad a Mm-POX

O efeito da temperatura sobre a atividade catalitica da Mm-POX esta
demonstrado na Figura 5. A medida que a temperatura do ensaio aumenta de 30 a
60 °C, um incremento gradual na atividade peroxidasica ocorre, atingindo um valor
maximo em torno de 60 °C. ApOs essa temperatura, ocorre um decréscimo
substancial da atividade, com uma queda de 50% da atividade original em torno de
70 °C e perda total de atividade a 80 °C.

5.4 Estabilidade térmica da atividade enziméatica da Mm-POX

A Figura 6 demonstra o comportamento da atividade enzimatica da Mm-
POX na sua temperatura 6tima, quando considerados diferentes intervalos de tempo
de incubacéo do meio reacional. A 60 °C, a atividade peroxidasica se manteve mais
elevada do que a que foi determinada em condi¢cbes padréao (30 °C, incubacéo por
10 minutos), mesmo apos 60 minutos de incubacdo. Porém, com 10 minutos de
incubacdo nessa temperatura, € que foi verificado um incremento maximo, o qual
correspondeu a um acréscimo de 50% em relagéo a atividade original. Esse mesmo
aumento na atividade foi verificado a 65 °C, porém essa estabilidade térmica apenas
foi detectada no tempo de incubacdo por 10 minutos, pois em intervalos maiores, a
atividade peroxidasica se manteve igual ou menor aquela determinada em
condicdes padrdo. Instabilidade térmica também foi constatada a 70 e 75 °C. Em
apenas 10 minutos de incubacéo da enzima, reducdes da ordem de 50% e de quase
100% da atividade peroxidasica foram observadas a 70 °C e 75 °C, respectivamente.
O binbmio temperatura x tempo em que a Mm-POX parece perder totalmente sua

atividade catalitica foi encontrado como sendo 30 minutos de incubagéo a 70 °C.
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FIGURA 5 — Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica da Mm-POX. A
atividade enzimatica (UAP) foi mensurada em diferentes temperaturas e expressa
em relagdo a atividade originalmente determinada para a Mm-POX, em condi¢des
padrao (incubacdo com acetato de soédio 0,05 M, pH 5,2, por 10 minutos, a 30 °C).

Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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FIGURA 6 — Estabilidade térmica da atividade enzimatica da Mm-POX. A atividade
enzimética (UAP) foi mensurada a 60 °C, previamente determinada como sendo a
temperatura O6tima e, também, em temperaturas proximas a esta, em diferentes
tempos de incubacdo. Os resultados estdo expressos em relacdo a atividade
originalmente determinada para a Mm-POX, em condi¢cdes padrao (incubacdo com
acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, por 10 minutos, a 30 °C). Asteriscos indicam
auséncia de diferencas significativas (p < 0,05) em relacéo a atividade determinada

em condi¢des padréo.
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5.5 Efeito da concentracdo do tampdao acetato de s6d o na atividade enziméatica
da Mm-POX

Os resultados relativos a avaliagdo da influéncia da concentragdo do
tampdao acetato de sédio na atividade catalitica da Mm-POX estdo apresentados na
Figura 7. Baixas concentracoes (abaixo da concentracdo padrdo para o ensaio, isto
é, 0,05 M) induzem um incremento significativo da atividade peroxidasica,
aumentando em até 15%, conforme verificado na concentracdo em torno de 0,004
M. Com o aumento da concentracdo do tampdo, o efeito observado € o inverso,
tendo sido detectadas reducdes na atividade da enzima em torno de 25, 50 e 70%,

com 0,25, 0,5 e 1 M de acetato de sodio, respectivamente.

5.6 Efeito da presenca de ions metalicos na ativida  de enzimética da Mm-POX

Os efeitos de ions metélicos sobre a atividade catalitica da Mm-POX
foram avaliados, através da adicdo dos sais NaCl, MgCl,, MnCl, e CaCl, na mistura

reacional.

A Figura 8 mostra o efeito da adicdo do ion s6dio na mistura reacional.
Em concentracdes proximas aquela do ensaio (0,05 M) e 0,1 M, esse ion néo alterou
a atividade catalitica da Mm-POX. Entretanto, na concentracdo de 0,2 M, uma
diminuicdo da atividade em torno de 25% foi observada. Essa redugdo aumentou

para 50% na concentracdo maxima utilizada, que foi 0,5 M.

Os efeitos do ion magnésio estdo mostrados na Figura 9. Com MgCl; a
0,01 M, nenhuma alteracdo significativa na atividade da enzima foi observada em
relacdo ao controle. Porém, em concentragbes mais elevadas (0,05 a 0,5 M), um

aumento, em torno de 30%, da atividade enzimatica da Mm-POX foi detectado.

Em relacdo a presenca do ion manganés na mistura reacional, um efeito
indutor da atividade catalitica da Mm-POX foi observado na concentracdo de 0,01 M,
cujo incremento foi da ordem de 20% (FIGURA 10). Entretanto, o Mn*", quando

presente na concentracdo de 0,05 M, acarretou uma inibicdo da atividade catalitica
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FIGURA 7 — Efeito da concentracdo do tampao acetato de sédio sobre a atividade

enzimatica da Mm-POX. A atividade enzimatica (UAP) foi mensurada em diferentes

concentracfes de acetato de sédio e expressa em relacédo a atividade originalmente

determinada para a Mm-POX, em condi¢bes padrao (incubag&o por 10 minutos, a 30

°C). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p <

0,05).
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FIGURA 8 — Efeito do ion sodio (Na*) sobre a atividade enzimatica da Mm-POX. A
atividade enzimética (UAP) foi mensurada na presenca de concentracdes crescentes
de NaCl, adicionado no tampéao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. Os resultados
estdo expressos em relacdo a atividade originalmente determinada para a Mm-POX,
em condi¢cbes padrdo (incubagdo com acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2, por 10
minutos, a 30 °C). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05).
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FIGURA 9 — Efeito do fon magnésio (Mg®") sobre a atividade enzimatica da Mm-
POX. A atividade enzimética (UAP) foi mensurada na presenca de concentracdes
crescentes de MgCl,, adicionado no tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. Os
resultados estdo expressos em relacao a atividade originalmente determinada para a
Mm-POX, em condi¢cdes padrao (incubacdo com acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2,
por 10 minutos, a 30 °C). Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05).
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FIGURA 10 — Efeito do fon manganés (Mn?") sobre a atividade enzimética da Mm-
POX. A atividade enzimética (UAP) foi mensurada na presenca de concentracdes
crescentes de MnCl,, adicionado no tampao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. Os
resultados estdo expressos em relacédo a atividade originalmente determinada para a
Mm-POX, em condi¢cdes padrao (incubacdo com acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2,
por 10 minutos, a 30 °C). Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os

tratamentos (p < 0,05).
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da Mm-POX em torno de 30% e, quando em concentracdes maiores (0,2 e 0,5 M),

essa reducéo atingiu 50%, em comparagao ao controle.

Quanto ao ion calcio, seu efeito sobre a atividade enzimatica da Mm-POX
esta apresentado na Figura 11. Quando presente na reagao, o calcio se comportou
como um indutor da atividade da Mm-POX. Mesmo na menor concentracdo utilizada,
0,01 M, um aumento da atividade em torno de 40%, em comparagao ao controle
(auséncia de calcio), ja foi visualizado. Esse incremento chegou a ser maior, em

torno de 85%, quando adicionado calcio em concentracfes mais elevadas.

5.7 Inibidores da atividade enzimaticada Mm-POX

A Figura 12 demonstra o efeito de inibidores conhecidos de peroxidases
sobre a atividade enzimatica da Mm-POX. Embora todos os compostos testados
estivessem na mesma concentracédo (0,001 M), a interacdo deles com a Mm-POX
parece ter sido distinta, dada as interferéncias diferenciadas na  atividade
enzimatica. PMSF ndo causou efeito algum na atividade da Mm-POX,
diferentemente do ocorrido na presenca do Na,S;0s e EDTA, que promoveram
inibicbes da atividade enzimatica em torno de 60 e 70%, respectivamente. Com a
azida e o DTT, os efeitos negativos foram mais proeminentes, uma vez que 100%

da atividade catalitica da Mm-POX foi abolida.

5.8 Potencial de oxidacdo da Mm-POX utilizando diferentes substratos de

peroxidases em geral

A capacidade da Mm-POX de usar outros substratos como doadores de
prétons, oxidando-os e promovendo a reducao do H,O, esta demonstrada na Figura
13. Dentre os compostos testados, nenhum foi tdo eficiente em promover a
degradacéo do H,O, quanto o guaiacol. Assim, embora a enzima tenha sido também
capaz de utilizar a o-dianisidina, tirosina e o acido ascorbico, para tais compostos, as
atividades enziméticas da Mm-POX corresponderam a apenas 65, 35 e 20%,

Oliveira, H. P. Purificagdo e caracterizacdo bioguimica de Mm-Pox,..



101

Capitulo 3. Carac

\©

(D)

@®©
&}

o

(7]

©

(@)

MO

@)

©

LL

SSSSS
eeeee

o 8

c 1 9
n u ©
e

c c
ELEg 8
e o »

> m ©
Q ) (1]

L n = = O
T o @ T c

- d /O e
aaaaa
On 9L [
S 9 c o =
5 © © T
o Q £
o £ o €

a -+

& 9 c 8 @
© © S D RS
c 5 2 ¢ T
© = c © &
S
c © L £ o
5 o8 9 9

© o €
2 2 o

o S o 2
eeeee
€ 8 B o 2
— S
o m S
- = (@] = (7))
~—~~ S (&) «c
PPPPP
< €S 8 < B
~ S = @ )
= 5 0 & 9 o
C 5 o 2 \Y;
E = O o
= O n 0 ™ o
c o W0 n
o . = O ® 0o
o S & ©- . E
- O v € @ o
TS @& 8 8 ¢
T 0 8 ° 5 &

v B E £ ®
T B O © £ &

=
+
AN
©
O
ol -9,
&%
. %
o o o o O
L0 S ¥l
= —

Fonte: Elaborada pelo autor

terizagdo bioquimica de Mm-Pox..

Purificagdo e carac

ira, H. P.

Olive



Capitulo 3. Caracteriza¢do enzimdtica de... 102

FIGURA 12 — Efeito de inibidores classicos de peroxidases em geral sobre a
atividade enzimatica da Mm-POX. A atividade enzimatica (UAP) foi mensurada na
presenca de inibidores de peroxidases a 0,001 M, adicionado no tampéao acetato de
sédio 0,05 M, pH 5,2. Os resultados estdo expressos em relacdo a atividade
originalmente determinada para a Mm-POX, em condi¢cdes padrao (incubacdo com
acetato de sddio 0,05 M, pH 5,2, por 10 minutos, a 30 °C). Letras diferentes indicam

diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 13 - Capacidade da Mm-POX de utilizar diferentes substratos de
peroxidases como doadores de protons na reacdo com o H,O,. A atividade
enzimatica (UAP) foi mensurada na presenca de diferentes substratos de
peroxidases a 0,02 M, adicionado no tampéao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. Os
resultados estdo expressos em relagdo a atividade originalmente determinada para
Mm-POX, na presenca do guaiacol como doador de protons. Letras diferentes

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).

% de Atividade Residual

Fonte: Elaborada pelo autor.
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respectivamente, daquela detectada com o guaiacol. Ja com o0 uso de

aminoantipirina, colesterol ou triptofano, a atividade enzimatica da Mm-POX foi nula.

5.9 Influéncia do acido salicilico sobre a atividad e enziméatica da Mm-POX

A Figura 14 demonstra o efeito do acido salicilico sobre a atividade catalitica
da Mm-POX. Até a concentracdo de 0,003 M, o acido salicilico ndo causou
alteracdes significativas na atividade da enzima. No entanto, em
concentracbes mais elevadas desse acido, interferéncia na atividade catalitica da
Mm-POX foi detectada. As reducdes observadas corresponderam, em meédia, a 20,
30, 65 e 95%, com a adi¢do do &cido salicilico nas concentragbes de 0,006, 0,01,

0,02 e 0,05 M, respectivamente.
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FIGURA 14 - Efeito do acido salicilico (AS) sobre a atividade enzimética da Mm-
POX. A atividade enzimatica (UAP) foi mensurada sob as condi¢cdes padrdes, com
adicdo do AS em diferentes concentracbes no tampao acetato de sodio 0,05 M, pH
5,2. Os resultados estdo expressos em relacdo a atividade. Letras diferentes indicam

diferencas significativas entre os tratamentos (p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

Como continuidade dos estudos de caracterizagcdo da nova peroxidase
purificada do latex de M. megalantha, um estudo abrangente com foco na atividade
enzimatica foi realizado, no intuito de entender o mecanismo de catalise da Mm-POX
e, também, na perspectiva de colaborar para o conhecimento de seu papel

fisiolégico e de suas potenciais aplicabilidades.

A caracterizagdo enzimética da Mm-POX foi iniciada com a determinacéo
de seus parametros cinéticos Km e Vmax frente aos substratos guaiacol e H,O. Os
dados obtidos séo indicativos de que a MmM-POX se trata de uma enzima que segue
a cinética de Michaelis-Menten (FIGURAS 2 e 3). O valor de Km para o guaiacol (6,1
x 10° M ou 6,1 mM) sugere que a Mm-POX apresenta excelente afinidade por tal
substrato, comparavel a de outras peroxidases, tais como a VanPrx de Viscum
angulatum e a POII de Citrus jambhiri, cujos valores de Km foram 5,8 mM e 5 mM,
respectivamente (MOHAMED et al., 2008; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011). No
entanto, o Km, em geral, € um parametro bastante varidvel nas peroxidases
(PANDEY; DWIVEDI, 2011; MOHAMED; DARWISH; EL-SHISHTAWY, 2013). Por
exemplo, a peroxidase classe Il purificada do latex de Ficus sycomora mostrou Km
para o guaiacol um pouco maior (9,8 mM). Valores de Km mais discrepantes foram
encontrados para a VuPox e uma peroxidase catidnica, ambas de Vigna unguiculata
(33,44 e 0,0048, mM, respectivamente), peroxidase de Beta vulgaris (98,6 mM) e
JcGP1 de Jatrophas curcas (0,17 mM) (FERNANDES et al., 2006; RUDRAPPA et
al., 2007; FREITAS, 2011; CAl et al., 2012).

Quando considerado o outro substrato, isto € o H,O,, uma afinidade
menor da Mm-POX foi verificada (cerca de duas vezes), em comparagcdo ao
guaiacol. Quando o Km da Mm-POX para o H;O, foi comparado ao de outras
peroxidases, evidencia-se uma heterogeneidade, sendo conferida a Mm-POX uma
afinidade intermediaria (FERNANDES et al., 2006; RUDRAPPA et al.,, 2007;
MOHAMED et al., 2008; FREITAS, 2011; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011; CAl et al.,

2012). Algumas peroxidases classe Il apresentam um fendmeno relacionado a
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inibicdo de sua atividade por excesso de perdxido no meio, que estd associada a
oxidacdo do grupo heme para ion ferril, favorecendo a formacao de oxiperoxidases
(OLSEN; LITTLE 1979; RANI; ABRAHAM, 2006). A VuPox foi inibida pela acado do
H.O, em concentracbes acima de 10 mM (FREITAS, 2011). Inibicdo da peroxidase
de rabano selvagem também foi demonstrada pelo excesso de H,O, (MALOMO et
al., 2011). No entanto, nenhum efeito de inibicdo por excesso de H,O, foi verificado
para a Mm-POX, tendo sido utilizadas concentragdes superiores a 60 mM e, ainda
assim, sua atividade catalitica foi mantida (FIGURA 3). A auséncia desse efeito é
bastante promissora, em termos biotecnoldgicos, uma vez que a utilizacdo dessa
enzima em processos industriais, empregando quantidades elevadas de H,O,, ndo
prejudicaria sua fungéo catalitica (MALOMO et al., 2011).

A acdo das POX, por ser um grupo de moléculas multifuncionais, esta
diretamente relacionada ao seu local de destino apos sua sintese. Nas plantas, os
diferentes compartimentos intra ou extracelulares, onde essas enzimas s&o
encontradas, podem variar em diversos quesitos, incluindo aporte de nutrientes e de
gases (CO; e O,) e, principalmente, em relagédo ao pH (ZIPOR; SHAMIR, 2013).
Mm-POX apresentou pH 6timo em torno de 6,0 (FIGURA 4). Esse pH 6timo esta de
acordo com o observado para a grande maioria das peroxidases, que costumam
apresentar atividade maxima na faixa de pH de 5,0 a 6,0 (FLORIS; MEDDA,
RINALDI, 1984; FREITAS, 2011; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011; CAl et al., 2012).
E conhecido que a grande maioria das POX atua preferencialmente em ambientes
levemente acidos e que, ambientes mais alcalinos, podem culminar com a deplecao
do grupamento heme presente nessas proteinas (DAS; SHARMA; MISHRA, 2011;
CAl et al.,, 2012; ZIPOR; SHAMIR, 2013). Para a Mm-POX, que é uma enzima
purificada do latex vegetal, essa questédo é de alta relevancia, dado ao fato de que
um ambiente levemente acidificado € necessario para a coagulacdo das moléculas
de isopreno, no momento em que o laticifero € rompido, o que coincide com a faixa
de pH requerida para o apice da atividade enzimética. Essa observagcdo também se
ajusta para outras peroxidases oriundas do latex vegetal (KEKWICK, 2001;
MOHAMED; DARWISH; EL-SHISHTAWY, 2013).
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Mm-POX mostrou aumento na atividade catalitica a medida que a
temperatura foi elevada, apresentando temperatura 6tima de atividade em torno de
60 °C (FIGURA 5). O incremento na atividade enzimatica foi de quase duas vezes
em relacdo aquela determinada a 30 °C. Essa atividade foi mantida mesmo apos 1
hora de incubacdo a 60 °C (FIGURA 6). As peroxidases sao proteinas conhecidas
por possuirem estabilidade térmica elevada, pela presenca de varios residuos de
cisteina na sua cadeia polipeptidica (HIRAGA et al., 2001). A estabilidade térmica da
Mm-POX pode ser fundamental para manutencdo de suas propriedades, uma vez
gue a M. megalantha é uma espécie de ambientes de temperaturas elevadas, por
longos periodos (GOYDER; MORILLO, 1994). Além disso, a estabilidade térmica da
Mm-POX pode ter implicacdes biotecnoldgicas, tornando possivel sua utilizagdo em
processos industriais que requeiram temperaturas mais altas, por periodos mais
prolongados, a exemplo do que acontece com diversas peroxidases, ou mesmo com
outras enzimas termoestaveis (HAKI; RAKSHIT, 2003; VEISH, 2004).

A acéo catalitica da Mm-POX sofreu interferéncia decorrente da variagéo
de concentracdo do tampao acetato de sodio na mistura reacional (FIGURA 7). Os
resultados mostraram dualidade de efeito do tampdo acetato de sédio.
Concentracdes baixas de acetato de soédio promoveram incremento da atividade
enzimatica, contrastando com a perda observada em concentracfes elevadas desse
tampdo. Comportamento semelhante foi verificado para a peroxidase de rdbano
selvagem (MALOMO et al., 2011). O efeito negativo sobre a atividade catalitica
estaria relacionado ao fato de que o aumento da concentracdo de acetato de sodio
na mistura reacional possivelmente estimularia uma reacdo cruzada com as
moléculas de H,O,, promovendo a formacdo de compostos ndo reativos, 0s quais

competiriam indiretamente com o substrato pela enzima (MALOMO et al., 2011).

As POX séo enzimas consideradas metaloproteinas, pois contém o grupo
heme em sua estrutura, cuja estabilizacdo € dada por dois ions metalicos, como
Ca?*, Mn**, Na*, entre outros (BANCI, 1997; PANDEY; DWIVEDI, 2011). Os efeitos
de fons metélicos (Na*, Mg®*, Mn** e Ca®") também foram investigados sobre a
atividade enzimética da Mm-POX. Na* e Mn** apresentaram efeitos inibitérios para a

Mm-POX, quando usados em concentracbes mais altas (0,2 M e 0,05 M,
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respectivamente) (FIGURAS 8 e 10). Por outro lado, Mg® e Ca®, ja na
concentracdo mais baixa (0,01 M), se mostraram capazes de potencializar a
atividade enzimatica da Mm-POX (FIGURAS 9 e 11). Esses resultados somam-se ao
de outras peroxidases, no sentido de apresentar comportamento anémalo diante de
diferentes ions metédlicos. Pandey e Dwivedi (2011), analisando a peroxidase
purificada de Leucaena leucocephala, demonstraram que o Na*, mesmo a 4 M, ndo
exerceu influéncia em sua atividade catalitica. Quando relacionado ao efeito do Ca?"*
sobre essa enzima, concentracdes acima de 0,2 M de CaCl, promoveram diminuicédo
da atividade, fato este n&do detectado com a Mm-POX. Para a CCPP, uma
peroxidase purificada de Euphorbia cotinifolia, € constatada uma correlacao similar a
da Mm-POX, nos efeitos de Ca** e Mg** e, parcial, quando considerado o Na*, onde
esse Ultimo ion foi capaz de promover ativacdo enzimatica em concentracdes
baixas, mas que acima de 0,08 M causou reducao da atividade catalitica (KUMAR et
al., 2011). Nao obstante, a POIl de C. jambhiri ndo sofreu qualquer tipo de efeito na
atividade enzimatica com a adicdo tanto de Ca** quanto de Mn** (MOHAMED et al.,
2008). Estudos estruturais das POX revelaram dois sitios de interacdo para ions
Ca?*, os quais podem levar a inativacdo da proteina com a sua remocdo, pela
alteracdo das propriedades redox do ion ferro no grupamento heme e,
consequentemente, das taxas de redugdo dos compostos | e Il (BANCI, 1997).
Algumas POX podem apresentar compatibilidade com diferentes ions nas cavidades
destinadas aos Ca®* (BANCI, 1997) e isso poderia explicar a ativacdo da Mm-POX,

ou mesmo de enzimas similares, por outros ions.

Dentre os diferentes inibidores testados para peroxidases, azida e DTT se
apresentaram como os de maiores efeitos sobre a Mm-POX (FIGURA 12). A azida é
considerada um inibidor classico da atividade peroxidasica in vitro, sendo a sua
atuacdo sobre o grupo heme das enzimas ja bastante descrita (DAS; SHARMA;
MISHRA, 2011). O DTT pode atuar principalmente reduzindo as pontes dissulfeto,
formadas pelos residuos de cisteina presentes ao longo da cadeia de aminoacidos
e, assim, promover uma desestabilizacdo da estrutura tridimensional da molécula.
Também foi observada a inibicdo da atividade enzimatica da Mm-POX pelo EDTA e
Na,S;0s5 (FIGURA 12). O EDTA é um agente quelante conhecido, que pode

sequestrar os ions metalicos presentes em solu¢cdo ou acoplados as proteinas,
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promovendo a inativacdo das peroxidases por sequestrar os Ca** essenciais para
sua acao catalitica (BANCI, 1997). J& o Na,S,0s5 atua como antioxidante, impedindo
que as reacdes de formacao dos compostos | e Il ocorram através da formacéo do
complexo peroxidase-substrato (POULOS, 1993; BANCI, 1997). Johri et al. (2005)
caracterizaram peroxidases presentes em Withania somnifera, cujos perfis de
inibicdo foram extremamente parecidos com os da Mm-POX, em relacédo ao conjunto

de inibidores analisados.

As POX sao enzimas relacionadas a diversos fenbmenos fisiolégicos nas
plantas, os quais estdo, na maioria das vezes, relacionados as suas propriedades
enzimaticas in vitro, evidenciadas pela multiplicidade de substratos passiveis de
serem utilizados. Muitos estudos sao realizados na tentativa de entender o
verdadeiro papel dessas proteinas nos processos homeostaticos, mas, até o
momento, essa funcéo ainda é indefinida (Cosio; Dunand, 2009; HAMID; REHMAN,
2009; ZIPOR; SHAMIR, 2013). No entanto, a definicdo da especificidade de uma
peroxidase é fundamental para a compreensédo de seu papel fisioldégico. A Figura 13
mostra alguns substratos capazes de serem utilizados pela Mm-POX, embora sua
preferéncia pelo guaiacol tenha sido patente, mesmo quando considerada a o—
dianisidina, que é outro substrato classico de peroxidases. A POIIl, peroxidase de C.
jambhiri, também possui preferéncia pelo guaiacol, em detrimento da o-dianisidina,
nao apresentando atividade frente a tirosina e o acido ascoérbico (MOHAMED et al.,
2008). Peroxidases de W. somnifera foram capazes de utilizar a aminoantipirina
como substrato, embora com atividade enzimatica reduzida, mas ndo o acido
ascorbico (JOHRI et al., 2005). A utilizacdo de acido ascorbico por peroxidases
classe Il ndo é muito comum, pois esse € um substrato caracteristico de
peroxidases classe Il (BANCI, 1997). Entretanto, algumas POX ja foram descritas na
literatura como sendo capazes de utilizar esse composto como substrato, contudo o
mecanismo de acdo ainda ndo é bem compreendido (VIANELLO et al., 1997; MIKA,;
LU, 2003; DAS; SHARMA; MISHRA, 2011).

Por fim, é conhecido que as POX representam um grupo de proteinas
vegetais relacionadas a patogénese, ou seja, sdo PR-proteinas enquadradas na

familia das PR-9 e, também, que o aumento de sua expressao nas plantas esta
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diretamente relacionado ao ataque de diversos patégenos, envolvendo a via de
sinalizacdo do acido salicilico (FERNANDES et al., 2006; VAN LOON; REP;
PIETERSE, 2006). O acido salicilico € um composto produzido pelas plantas, o qual
esta envolvido na sinalizacdo da resposta sistémica adquirida, portanto, na defesa
vegetal, interferindo em varias enzimas da cascata de producéo e deple¢édo de H,0»,
incluindo catalases, peroxidases de ascorbato e as POX (PANDEY; DWIVEDI,
2012). O acido salicilico se mostrou capaz de inibir a acdo catalitica da Mm-POX,
quando em concentracdes acima de 0,006 M (FIGURA 14). Efeito similar foi
observado para a peroxidase de L. leucocephala, embora essa enzima tenha se
mostrado muito mais sensivel a acdo do acido salicilico do que a Mm-POX
(PANDEY; DWIVEDI, 2011). Contudo, ha estudos mostrando que o0 excesso de
acido salicilico promove uma reducao da atividade enzimatica das POX; esse evento
reforca sua participacdo nos mecanismos de defesa vegetal (SRIVASTAVA,
DWIVEDI, 2000; PANDEY; DWIVEDI, 2011).
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7. CONCLUSAO

Mm-POX é uma peroxidase classe lll tipica, que obedece a cinética de
Michaelis-Menten, apresentando alta afinidade pelo guaiacol e H,O,, estabilidade
térmica elevada (60 °C, 1 hora) e pH 6timo em torno de 6,0. A atividade catalitica da
Mm-POX foi reduzida diante de inibidores classicos de peroxidases, incluindo azida,
DTT, EDTA e NayS,0s e, também, na presenca de concentracdes elevadas Na’,
Mn?* e &cido salicilico. Por outro lado, os fons Ca?** e Mg?*, mesmo em baixas
concentracdes, foram capazes de potencializar a atividade enzimética da Mm-POX.
Os dados em conjunto colaboram na compreensdo do papel fisioldgico e aplicacéo
biotecnolégica da Mm-POX, uma vez que muitas das fun¢des das peroxidases estao

relacionadas as suas propriedades enzimaticas.
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1. INTRODUCAO

Dentre os organismos vivos, as plantas desenvolveram formas eficazes de
sobrepujar as pressdes impostas pelo meio, seja através de estratégias que
culminam com uma maior facilidade de obtencdo de nutrientes, seja pela
disseminacdo de seus descendentes, ou mesmo capacidade de produzir
mecanismos de protecdo e combate aos predadores e fitopatdbgenos. Essas
caracteristicas diferem entre os tdxons vegetais, tornando algumas plantas mais
aptas a resistirem a determinadas condicbes adversas em comparacdo a outras
espécies, com relacdo ao clima ou ao ataque de herbivoros e patdogenos. Em
concordancia com essa habilidade de resistir a agressores, sobressaem-se 0s
mecanismos de defesa vegetal, incluindo a participacdo de compostos quimicos
constitutivos e/ou induzidos (VASCONCELOS et al., 2001; LEE et al., 2008; SELS et
al., 2008, TATSADJIEU et al., 2009, GIMENEZ-IBANEZ; RATHJEN, 2010). Dentre
as mais diferentes substancias, estdo aquelas de natureza proteica, onde muitas
tém demonstrado potencial para proteger culturas economicamente importantes,
resultando na redu¢do do uso de produtos quimicos na agricultura, pois esses além
de se constituirem em uma prética dispendiosa, ndo sdo sempre efetivos para o
controle de algumas pragas e doencas fangicas (MELLO; SILVA-FILHO, 2003;
VASCONCELOS et al., 2008; SANTOS et al., 2008, DE-XI et al., 2010; CRUZ et al.,
2013; ZOTTICH et al., 2013).

Uma proteina é dita antifungica quando se mostra capaz de interferir no
crescimento ou reproducdo de determinadas espécies de fungos. Como mecanismo
geral de agdo, essas proteinas compartiiham a capacidade de hidrolisar polimeros
gue constituem a parede celular, como quitinases e glucanases, ativar respostas
celulares que interferem na formacado direta da parede celular ou causar efeitos
deletérios na propria membrana celular (NG, 2004; SVECOVA et al., 2013).
Proteinas capazes de promover alteracbes no metabolismo de fungos,
desestabilizando a homeostase celular, através, por exemplo, da producdo
exagerada de espécies reativas de oxigénio (EROs) ou da variacdo da taxa de
absorcdo de glicose pelas células, também despontam como fortes candidatas em
pesquisas cientificas (MELO et al., 2005; MENDIETA et al., 2006; PAGANO et al.,
2007).
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As peroxidases vém ganhando destaque quanto ao seu envolvimento direto
na defesa do vegetal. Essas enzimas s&do conhecidas por atuarem de diversas
formas na protecdo da planta, seja promovendo o fortalecimento da parede celular,
através da sintese de lignina e formacao de ligacdes na parede celular ou mesmo
ajudando no estabelecimento de um ambiente altamente tdxico para patdégenos,
através da producéo exacerbada de EROs na exploséo oxidativa (PASSARDI et al.,
2005; FERNANDES et al., 2006). Um exemplo da atuacéo dessas enzimas pode ser
observado durante a germinacdo, onde a camada de aleurona das sementes
germinantes funciona como estrutura secretora e libera para a cavidade apoplastica,
dentre inumeros compostos, EROs e peroxidases classe Ill com a funcdo de
protecdo contra patdgenos. Esses compostos atuam em conjunto, compreendendo
uma defesa constitutiva contra possiveis infeccoes (SCHOPFER; PLACHY;
FRAHRY, 2001). No entanto, algumas peroxidases podem promover efeitos
deletérios diretos sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos. Ghosh (2006)
apresentou em seu trabalho as propriedades antifingicas de uma peroxidase classe
lll, purificada de Acorus calamus. Essa proteina esta presente na epiderme foliar,
bem como nos tecidos do xilema, e foi capaz de induzir efeitos deletérios diretos no
crescimento dos fungos Macrophomina phaseolina, Fusarium moniliforme e
Trichosporium vesiculosum. Ye e Ng (2002) também ja haviam relatado atividade
antifingica de uma peroxidase purificada de Phaseolus vulgaris, demonstrando o
seu efeito sobre o crescimento de diversos fungos fitopatogénicos. Essa inibicédo
pode ter sido causada por radicais livres de oxigénio liberados pelas peroxidases
que, de forma indireta, sdo descritos como citotoxicos para fungos (LEVIN;
HERRMANN; PAPINUTTI, 2008).

Um fator que pode ser decisivo na utilizacdo de peroxidases como agente
antifingico é a seletividade com que essas proteinas interferem no crescimento de
fungos, mesmo o0s mais proximos geneticamente. VuPox, a peroxidase de V.
unguiculata, apresentou propriedades antifingicas ao inibir a germinacdo dos
conidios dos fungos Coletotrichum gloeosporioides e F. oxysporum, tanto nativa
quanto tratada termicamente. Contudo, essa POX né&o foi capaz de inibir a
germinacao de esporos do fungo F. solani, sugerindo seletividade em sua atividade
antifingica (FREITAS, 2011).
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Atualmente, um ndmero expressivo de estudos, usando estratégias da
genOmica e protedmica, tem sido direcionado para a identificagdo de novas
proteinas de origem vegetal com atividade antifingica, dada as perdas agricolas
causadas por fungos fitopatogénicos (NG, 2004; AGUILETA et al., 2012). Entretanto,
0 interesse por proteinas antifingicas ndo esta apenas relacionado ao contexto
agroecondbmico. Na medicina, apesar da existéncia de potentes antifingicos, o
surgimento de cepas fungicas resistentes ou multirresistentes impde a necessidade
de uma busca permanente de novas drogas para esses tratamentos (NG, 2004,
SCHMOURLO et al., 2005; DUNCAN; O'NEIL, 2013). Portanto, a descoberta de
novos vegetais como fontes proteicas com propriedades antifingicas € um fator de
grande importancia na comunidade cientifica. Nesse contexto, entender a
funcionalidade dessas proteinas no ambito da planta e elucidar seus mecanismos de
acdo sobre o fungo sdo cruciais para um melhor aproveitamento biotecnolégico

dessas moléculas.

Em pesquisas com o latex de M. megalantha, Oliveira (2006; 2009)
demonstrou o grande potencial antifungico desse fluido sobre alguns fungos
fitopatogénicos. Inicialmente, esse efeito foi atribuido a diversas proteinas presentes
no latex, com atuagcdo sobre os conidios e as hifas dos fungos (OLIVEIRA, 2006).
Um fracionamento inicial dessas proteinas resultou em diferentes fracdes com
propriedades enzimaticas nao correlatas, algumas delas mostrando acao
antifangica. Dentre as fracfes enzimaticas bioativas, uma delas possuia forte
atividade peroxidasica (OLIVEIRA, 2009), motivando os estudos envolvendo os
testes contra fungos fitopatogénicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

» Avaliar a acdo da peroxidase purificada do latex de M. megalantha (Mm-

POX) sobre fungos fitopatogénicos de importancia agricola.

2.2 Especificos

e Avaliar a acdo da Mm-POX sobre a germinacédo de conidios dos fungos

Fusarium oxysporum e F. solani;

* Averiguar a viabilidade dos conidios pos-tratamento com a Mm-POX;

e Analisar os efeitos da MmM-POX sobre a membrana celular dos fungos

citados;

* Buscar o modo de agdo da Mm-POX sobre tais fungos.
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3. MATERIAIS

3.1 Fungos

Os fungos fitopatogénicos Fusarium solani e Fusarium oxysporum foram
obtidos da micoteca mantida pelo Laboratério de Toxinas Vegetais, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC. Abaixo segue a
classificacao dos referidos fungos segundo o site Index Fungorum (2013).

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Classe: Sordariomycetes
Ordem: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Espécie: Fusarium oxysporum

Fusarium solani

3.2 Reagentes

Os meios de cultura Agar Batata Dextrose (PDA) e Agar Sabouraud Dextrose,
assim como 0s nutrientes peptona e dextrose foram obtidos da HiMedia, Mumbai,
India.

lodeto de propidio e 3,3'-diaminobenzidina (DAB) foram obtidos da Sigma
Chemical Co., St. Louis, EUA.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos

comercialmente.

Oliveira, H. P. Purificagdo e caracterizacdo bioguimica de Mm-Pox,..



Capitulo 4. A¢do da Mm-POX contra Fungos... 119

4. METODOLOGIA

4.1 Cultivo dos fungos e obtencédo dos conidios

O cultivo dos fungos F. oxysporum e F. solani foi realizado em 25 mL de meio
PDA, distribuidos em placas de Petri, com 10 cm de didmetro, e mantidas em
camara de germinacéao do tipo B.O.D., a 25 °C, umidade de 70% e fotoperiodo de 12
horas. O meio de cultura foi constituido de 39 g de agar batata-dextrose, dissolvidos
em 1 litro de &gua, preparado em banho-maria com agua em ebulicdo e autoclavado
por 15 minutos, a 120 °C, 1,5 KGF. Os péletes repicados do meio de cultura foram
colocados no centro das placas de Petri, que foram fechadas sob condicfes estéreis
em capela de fluxo laminar.

Apébs os fungos terem tomado todo didmetro da placa de Petri, cerca de 15
dias ap6s o repique (cultura fresca), essas foram abertas em capela de fluxo laminar
e adicionadas de 10 mL de agua estéril. Com utilizacdo de uma alca de Drigalski,
manuseada suavemente sobre a superficie do micélio, foi obtida a suspensao de
conidios. Esta foi imediatamente filtrada em malha de nylon, para remocdo de
resquicios de hifas, e denominada de solucdo padrdo de conidios. Da solucéo
padrdo, foi promovido o ajuste da concentracdo para 2,0 x 10° conidios/mL, usada
nos diversos ensaios (GIFONI, 2005; OLIVEIRA, 2006).

4.2 Avaliagédo da acdo da Mm-POX sobre a germinagéo dos conidios

O efeito das proteinas sobre a germinacao dos conidios foi avaliado conforme
o meétodo descrito por Ji e Kuc (1996), adaptado para uso de placas de polietileno
reticuladas (OLIVEIRA, 2009; GIFONI et al., 2012). Uma aliquota de 10 pL da
suspensédo de conidios (2,0 x 10° conidios/mL) foi incubada com 10 pL das amostras
em diferentes concentracbes. Como controles foram utilizados agua estéril e
tampdao acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2. As placas de germinacéao foram mantidas a
37 °C, por 16 horas, na auséncia de luz, conservando a umidade do local por meio
de um papel de filtro embebido de &gua. Decorrido o tempo de germinacdo, o
material foi visualizado em microscépio 6ptico (Olimpus System Microscope BX 60).
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Foram considerados germinados os conidios que apresentaram tubo germinativo de,

ao menos, duas vezes 0 seu comprimento.
4.3 Determinacéo da viabilidade conidial pés-tratam  ento com Mm-POX

Para avaliar a viabilidade conidial dos fungos depois do tratamento com a
Mm-POX, foi utilizada a metodologia descrita por Batista (2013), com modificac¢des,
onde aliquotas de 100 pL da suspenséo de conidios (2,0 x 10° conidios/mL) foram
acondicionadas em tubos Eppendorf e adicionadas de 100 puL das amostras testes.
Apds incubacao por 16 horas, na auséncia de luz, o material foi centrifugado a 3.000
X g, por 5 minutos, a 25 °C e o sobrenadante descartado. As amostras com 0s
conidios remanescentes foram lavadas com agua destilada estéril e, novamente,
centrifugadas nas mesmas condi¢cdes, sendo 0 sobrenadante descartado. Apos
lavagem dos conidios, estes foram acrescidos de 100 puL de agua destilada estéril,
transferidos para placas de Petri contendo meio PDA e mantidos incubados por trés
dias a 27 °C, quando os parametros de crescimento micelial foram avaliados. Como

controle foi utilizado tamp&o acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2.

4.4 Avaliacdo da permeabilidade da membrana dos con idios ap0Os incubacao
com a Mm-POX

O corante iodeto de propidio foi usado para avaliar a integridade das
membranas dos fungos F. solani e F. oxysporum na presenca da Mm-POX,
seguindo a metodologia descrita por Oliveira (2009). Aliqguotas de 100 pL da
suspensdo de conidios (2,0 x 10° conidios/mL) foram acondicionadas em tubos
Eppendorf e adicionadas de 100 pL da Mm-POX (0,2 pg/mL), os quais foram
mantidos em incubacdo por 4 horas, na auséncia de luz. Apés esse periodo, 1 pM
de iodeto de propidio foi adicionado aos eppendorfs, os quais foram incubados por
30 minutos, a 37 °C. As suspensfes foram transferidas para laminas e visualizadas
em microscépio Optico. Foram considerados esporos permeabilizados aqueles em
gue os nucleos se apresentaram fluorescentes. Como controle foi utilizado tampé&o
acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2.
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4.5 Avaliacdo da inducdo da producédo de espécies reativas de oxig  énio (EROs)
pela Mm-POX

A capacidade da Mm-POX de induzir a producdo de EROs nos conidios
dos fungos testados foi determinada em ensaio in situ, utilizando DAB, como
descrito por Thordal-Christensen (1997), acrescido de modificacbes (MENDIETA et
al., 2006). Aliquotas de 100 pL da suspensdo de conidios (2,0 x 10° conidios/mL)
foram acondicionadas em tubos Eppendorf e adicionadas de 100 uL da Mm-POX
(0,2 pg/mL), na presenca de 0,5 mg/mL de DAB. Apos incubacdo por 1 hora, na
auséncia de luz, o material foi colocado sobre l|laminas e visualizadas em
microscopio optico. A presenca de granulos de coloracdo marrom ou esverdeados,
resultante da reacdo do DAB com peroxidases endogenas do fungo, foi usada como
indicativo da produgdo de EROs. Como controle, foi utilizado tamp&o acetato de
sédio 0,05 M, pH 5,2.
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5. RESULTADOS

5.1 Acao antifangica da Mm-POX sobre a germinagéo dos conidios

A acdo contra os fungos F. oxysporum e F. solani da Mm-POX esta mostrada
nas Figuras 1 e 2, respectivamente. As respostas inibitérias decorrentes da
incubacdo com essa proteina foram distintas, quando avaliados os conidios das
duas espécies testadas, tendo sido observada uma acado mais potente nos conidios

de F. solani.

5.2 Viabilidade conidial pés-tratamento coma  Mm-POX

A influéncia da Mm-POX sobre a viabilidade dos conidios de F.
oxysporum e F. solani foi testada. A 0,2 pg/mL, a acdo da Mm-POX sobre os
conidios foi fungistatica, uma vez que a viabilidade conidial foi mantida, conforme
crescimento micelial observado apos remoc¢édo da Mm-POX (FIGURA 3). Entretanto,
quando comparado ao controle, uma reducao da taxa de crescimento micelial, da

ordem de 25%, foi observada para ambas as espécies de fungos analisadas.

5.3 Alteracédo da permeabilidade da membrana dos con idios causada pela Mm-
POX

Mm-POX mostrou ser capaz de alterar a permeabilidade da membrana
dos conidios de F. oxysporum (FIGURA 4) e F. solani (FIGURA 5), possibilitando a
entrada do iodeto de propidio no interior da célula e, assim, sua interagdo com as
moléculas de &cido nucleico, liberando fluorescéncia. Diferentemente do observado
com a Mm-POX, a incubacdo dos esporos com acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2

(controle) nao resultou na emissao de fluorescéncia (FIGURA 4A e 5A).

5.4 Producédo de EROs em conidios induzida pela Mm-POX

A producédo de EROs nos conidios de F. oxysporum e F. solani foi avaliada e

os resultados obtidos estdo mostrados nas Figuras 6 e 7. Apenas nos conidios de F.
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FIGURA 1 - Fotomicrografia em microscopio optico da germinacéo de conidios de F.
oxysporum. (A) - Incubacdo com tampdo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2 (controle);
(B) — Incubacdo com a Mm-POX (0,2 ug/mL). Barra =5 um.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 2 - Fotomicrografia em microscopio éptico da germinacao de conidios de
F.solani. (A) - Incubacdo com tampé&o acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2 (controle); (B)
— Incubacdo com a Mm-POX (0,2 ug/mL). Barra =5 um.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 3 — Efeitos da incubacdo da Mm-POX (0,2 pg/mL) sobre a viabilidade dos
conidios de F. oxysporum e F. solani. Os valores expressos em percentual de
crescimento micelial representam o desenvolvimento dos fungos avaliados, apés a
incubacdo prévia dos conidios com essa peroxidase na fase de germinacao.
Simbolos diferentes indicam diferencas significativas entre os percentuais de

crescimento (p < 0,05).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 4 - Fotomicrografia em microscopio optico de esporos de F. oxysporum
previamente incubados com amostras testes, seguida da adicdo de iodeto de
propidio (IP) 1 uM e incubacédo por 30 minutos. (A) Conidios na presenca de tampao
acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2, e IP (controle); (B) Conidios na presenca Mm-POX
(0,2 pg/mL) e IP. A coloragédo avermelhada indica alteragdo na permeabilidade da

membrana do esporo. Aumento: 400X.

(A)

B ’ .
.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 5 - Fotomicrografia em microscépio 6ptico de esporos de F. solani
previamente incubados com amostras testes, seguida da adicdo de iodeto de
propidio (IP) 1 uM e incubacédo por 30 minutos. (A) Conidios na presenca de tampao
acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2, e IP (controle); (B) Conidios na presenca Mm-POX
(0,2 pg/mL) e IP. A coloragédo avermelhada indica alteragdo na permeabilidade da

membrana do esporo. Aumento: 400X.

(A)

(B)

0

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 6 - Fotomicrografia em microscépio éptico de conidios de F. oxysporum,
previamente incubados com amostras testes, seguida da adicdo de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) 0,5 mg/mL e incubacdo por 1 hora. (A) Conidios na
presenca de tampao acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, e DAB; (B) Conidios na
presenca de Mm-POX (0,2 pg/mL) e DAB. Aumento: 600X.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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FIGURA 7 - Fotomicrografia em microscépio 6ptico de conidios de F. solani,
previamente incubados com amostras testes, seguida da adicdo de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) 0,5 mg/mL e incubacdo por 1 hora. (A) Conidios na
presenca de tampdo acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2, e DAB; (B) Conidios na
presenca de Mm-POX (0,2 pg/mL) e DAB. As setas indicam a presenca do

precipitado escuro no interior dos esporos. Aumento: 600X.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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solani tratados com Mm-POX (0,2 pg/mL) foi detectada a producdo endogena de
EROs, conforme mostram as setas em vermelho, indicando a existéncia de
precipitado de coloracdo marrom escura, proveniente da reacdo entre 0 composto
DAB e as EROs (FIGURA 7A). Diferentemente, quando conidios desse mesmo
fungo foram incubados com tampao acetato de sédio 0,05 M, pH 5,2 (FIGURA 8B)
essa indugcado na producédo de EROs nédo foi observada. Similarmente, ndo foi
verificada producdo de EROs nos conidios de F. oxysporum, mesmo ap0s o
tratamento da célula com Mm-POX (FIGURA 7A).
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6. DISCUSSAO

Diversos trabalhos apontam as POX como componentes fundamentais na
defesa da planta contra patégenos, sendo, por vezes, destacadas como um grupo
das chamadas PR-proteinas, ou proteinas relacionadas a patogénese (VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006; ALMAGRO et al., 2009; ZIPOR; SHAMIR, 2013). Elas estéo
agrupadas na familia das PR-9 e, normalmente, sdo superexpressas ap0s um
evento de infeccéo local ou sistémica da planta, onde podem desencadeiar diversas
funcBes, com foco no preparo da planta contra o ataque dos patdogenos. As
principais atribuicdes fisioldgicas das POX na defesa vegetal estdo relacionadas ao
reforco da parede celular, através da inducdo da lignificacdo, e a formacédo e
deplecdo de um ambiente extremamente oxidativo, através da produgdo macica de
EROs, sendo a ativagcdo dos genes envolvidos nesses processos decorrente do
ataque da planta por diversos organismos, incluindo fungos, bactérias, virus e
viroides (PASSADI et al., 2005; ALMAGRO et al., 2009). Outro mecanismo proposto
para acdo das POX na defesa seria 0 de acdo catalitica sobre determinados
metabdlitos fendlicos, gerando compostos com caracteristicas antimicrobianas
(MARTINEZ et al., 2000).

A Mm-POX, quando incubada com conidios dos fungos F. oxysporum e F.
solani, apresentou efeito inibitério sobre sua germinacao (FIGURAS 1 e 2). Oliveira
(2006), trabalhando com as proteinas totais do latex de M. megalantha, caracterizou
pioneiramente esse material como possuidor de propriedades antifungicas. Com os
dados obtidos no presente estudo, é possivel assumir que a Mm-POX seja um dos
componentes do latex responsavel na acao contra fungos, mas, certamente, ndo € o
anico, haja vista que fragcbes proteicas com auséncia de atividade peroxidasica
também foram capazes de inibir a germinacdo dos esporos de fungos
fitopatogénicos (OLIVEIRA, 2009). A concentracao (0,2 pg/mL) de Mm-POX que foi
capaz de inibir a germinacédo de conidios de F. oxysporum e F. solani € muito baixa,
qguando comparadas aquelas de outras proteinas antifingicas (AGIZZIO et al., 2003;
GHOSH, 2006; LAM; NG, 2009; GIFFONI et al., 2012). O efeito de peroxidases

como proteinas antifungicas ainda € pouco estudado, mas ja ha relatos
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demonstrando claramente sua acao direta sobre fungos. Como exemplos, podem
ser citadas as peroxidases classe Il purificadas de A. calamus, que exibu potente
atividade contra os fungos M. phaseolina, F. moniliforme e T. vesiculosum (GHOSH,
2006) e de P. vulgaris, que mostrou atividade antifangica contra Coprinus comatus,
Mycospaerella arachidicola, F. oxysporum e Botrytis cinerea (YE; NG, 2002).

Além da Mm-POX ter mostrado ac¢do contra fungos em concentracéo
muito baixa, outra caracteristica dessa propriedade é que ela € distinta frente ao
fungo considerado, visto que conidios de F. solani foram mais suscetiveis a acéo
dessa peroxidase do que aqueles de F. oxysporum (Figuras 1 e 2). Freitas (2011),
caracterizando a acdo antifungica de VuPox, uma peroxidase de V. unguiculata,
também observou acdo diferenciada, tendo sido essa proteina capaz de inibir a
germinacao dos conidios de F. oxysporum e Colletotrichum gloesporioides, mas néo
os de F. solani.

Ao ser avaliada a viabilidade dos conidios ap6s tratamento com a Mm-
POX, os resultados apontam que a acdo dessa proteina sobre os fungos testados
foi fungistatica (FIGURA 3). Esse efeito pode estar principalmente relacionado a
concentracédo utilizada nos ensaios que, embora tenha sido eficaz em inibir a
germinacdo, ndo foi suficiente para causar danos irreversiveis aos conidios. A
proteina ligante a quitina de M. oleifera, Mo-CBP3, apresentou comportamento
similar ao observado para a Mm-POX, cuja acgdo fungistética, e ndo fungicida, foi
atribuida & concentracao proteica utilizada (GIFONI et al., 2012).

Uma vez que a superficie celular representa um dos principais alvos das
substancias antifungicas, foi investigado se a acao inibitoria sobre a germinagcédo dos
conidios da Mm-POX estaria associada a alteragfes na integridade da membrana
plasmatica. Assim, foi observado que a Mm-POX alterou a permeabilidade de tal
componente estrutural dos conidios de F. oxysporum (FIGURA 4) e F. solani
(FIGURA 5). Essa concluséo decorre do aumento de permeabilidade verificada com
auxilio do iodeto de propidio, um corante com alta afinidade para acido nucléico
(DNA), penetrando facilmente em células com a membrana plasmatica
comprometida. A permeabilidade das membranas bioldgicas € um fator crucial na
manutencdo das condi¢cdes celulares. Alteracbes minimas em sua estrutura

acarretam grandes modificacdes no metabolismo e fisiologia das células (ABAD et
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al., 1995), além de promover distorcbes na transducédo de sinais do meio externo
para o interior celular (DEACON, 1997). CpOsm, uma osmotina purificada do latex
de C. procera, foi eficaz em causar danos nas estruturas membranosas dos fungos,
tanto no evento de germinacao, quanto nas hifas em crescimento e essa alteracdo é
consequente da capacidade dessa proteina de formar poros nas membranas
celulares (FREITAS et al., 2011). Em alguns casos, alteracdes na membrana podem
ser acarretadas por eventos de apoptose celular, mediados por proteinas
especificas .

Contudo, Mm-POX é caracterizada como uma peroxidase classe lll e,
assim, sua atividade antifungica pode estar associada a estresse oxidativo. As POX,
em geral, possuem mecanismo reacional dividido em trés etapas, na qual a primeira
etapa esta relacionada a reducdo do H,O, em agua, alterando o poder redox do
ferro contido no grupo heme (POULOS, 1993; BANCI, 1997). AplOs esse evento, a
proteina apresenta-se como um potente oxidante, podendo favorecer a formacgéo de
outras espécies reativas de oxigénio, promovendo, assim, um ambiente
extremamente oxidativo ao seu redor. H,O, é um composto produzido naturalmente
pelos organismos vivos, o qual esta envolvido em cascatas de sinalizagdo celular e,
nas células flungicas, esse composto participa, principalmente, dos processos de
sinalizacao fisioldgica interna e desenvolvimento celular (GESSLER; AVER'YANOV;,
BELOZERSKAYA, 2007). O H,0,, quando em excesso, também exerce efeitos
oxidativos sobre proteinas, lipidios e acidos nucléicos, por vezes desestruturando
suas funcbes, enquadrando a célula em um evento denominado de estresse
oxidativo, que culmina com a morte celular (HANSBERG; AGUIRRE, 1990;
NORDBERG; ARNER, 2001). De fato, a Mm-POX pode estar envolvida em eventos
de alteracdo oxidativa em fungos, como mostram os resultados observados em
conidios de F. solani, onde a producdo de EROs foi induzida por essa peroxidase
(FIGURA 7). Entretanto, evento semelhante néo foi observado quando analisado F.
oxysporum (FIGURA 8), podendo ser pelo fato de que esse fungo possui um
mecanismo mais eficiente de deplecdo das EROs induzidas por Mm-POX, ou
mesmo pelo seu metabolismo nao ter sido afetado da mesma forma que o do F.
solani, culminando com a producédo de tais compostos. No entanto, esse paradigma

pode estar realmente associado a uma maior resisténcia do F. oxysporum, em
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comparacao ao F. solani, a acdo da Mm-POX, conforme resultados apresentados ao

longo desse capitulo.
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7. CONCLUSAO

A Mm-POX, mesmo em concentragdo bem baixa, foi capaz de inibir a
germinacao de conidios de fungos fitopatogénicos de importancia na agricultura. A
acdo inibitéria sobre fungos provavelmente decorre de alteracdo na membrana
celular e inducdo de estresse oxidativo causadas por essa peroxidase. Os dados
obtidos contribuem para a inclusdo da Mm-POX no rol das proteinas com
possibilidade de serem usadas como ferramenta no controle de doencas vegetais

ocasionadas por fungos, agregando valor biotecnolégico a essa enzima.
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