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RESUMO

As condicdes de estresse causadas por fatores bidticos e abidticos, aos quais as plantas estdo
constantemente expostas, induzem mecanismos de defesa que promovem a producdo de PR-
proteinas. Neste estudo foram investigadas proteinas germinas e germinas-like (GLPs)
pertencentes as familias PR-15 e PR-16, respectivamente, no latex de C. procera. As buscas
no transcriptoma desta espécie revelaram duas sequéncias com alta similaridade (maior que
60%) com GLPs, que foram nomeadas de GLCpl e GLCp2. Analises in silico mostraram que
as GLPs de C. procera apresentam, consecutivamente, 216 e 206 residuos de aminoécidos,
com massa molecular aparente de 22,79 e 21,79 kDa, valores esses semelhantes aos relatados
para germinas-like. A modelagem por homologia gerou modelos confidveis que ao serem
submetidos a estudos de docking molecular evidenciaram um provavel sitio de ligacdo ao
oxalato, envolvendo trés residuos de histidina e um de glutamato. O latex de C. procera foi
fracionado por métodos cromatograficos e os sete picos obtidos (P1-P7) foram sujeitos a
analises protedbmicas. Ensaios enzimaticos para deteccdo de atividade oxalato oxidase (OxO)
apresentaram atividade na fracdo P4. A eletroforese dos picos mostrou que P4 possui
proteinas de massa molecular entre 20-25 kDa, possivelmente monémeros de GLP. Os
imunoensaios utilizando um peptideo sintetizado a partir das sequéncias GLCpl e GLCp2
foram capazes de reconhecer P4. O ensaio de ELISA também foi realizado com material
vegetal sem latex contendo plantulas, raizes das plantulas, sementes ndo germinadas sem
cascas € ndo germinadas com e sem embrido exposto; em nenhum destes materiais houve
reconhecimento pelo anitcorpo anti-GLCP-pep, 0 que sugere a presenca de germinas-like
exclusivamente no latex da planta. A grande identidade com GLPs indicam que as duas
sequéncias de C. procera sdo germinas-like. De acordo com 0s ensaios enzimaticos as
mesmas possuem atividade oxalato oxidase, uma atividade incomum em GLPs, sendo,

portanto, o primeiro relato de germinas-like com atividade OxO em fluidos laticiferos.

Palavras-chave: Germinas. Latex. Oxalato oxidase.



ABSTRACT

The constant exposure of plants to stress conditions caused by biotic and abiotic factors
induces defense mechanisms that promote the production of PR-proteins. In this study, the
germin and germin-like proteins (GLPs) belonging to the PR-15 and PR-16 families,
respectively, were investigated in latex of C. procera. The transcriptome analysis of this
species revealed two sequences with high similarity (greater than 60%) with GLPs, which
were named GLCpl and GLCp2. In silico analysis showed that the GLPs of C. procera
consecutively presented 216 and 206 amino acid residues, with apparent molecular weight of
22.79 and 21.79 kDa, values similar to those reported for germin-like. Homology modeling
generated reliable models that after undergoing molecular docking studies evidenced a
probable oxalate binding site involving three histidine and one glutamate residues. The latex
of C. procera was fractionated by chromatographic methods and the seven peaks obtained
(P1-P7) were subjected to proteomic analysis. Enzymatic assays detected oxalate oxidase
(OxO) activity in the P4 fraction. An electrophoresis of the peaks showed that P4 has proteins
of molecular weight between 20-25 kDa, possibly monomers of GLP. Immunoassays using a
peptide synthesized from the GLCpl and GLCp2 sequences were able to recognize P4. The
ELISA assay was also performed with latex-free plant material containing seedlings, seedling
roots, non-germinated bark-free seeds and non-germinated seeds with and without exposed
embryos, in all these latex-free materials there was no recognition by the anti-GLCp-pep
antibody, suggesting that these proteins are only found in the latex. The large GLP identity
indicates that the two C. procera sequences are germin-like proteins. According to the
enzymatic assays they have oxalate oxidase activity, an unusual activity in GLPs, being,

therefore, the first report of germin-like proteins with OxO activity in laticifers fluids.

Keywords: Germins. Latex. Oxalate oxidase.
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1 INTRODUCAO

1.1 Defesa Vegetal

Plantas sdo organismos sésseis que ndo podem se locomover para escapar de ataques
de patdgenos, insetos ou mamiferos ou ainda de ambientes desfavorveis, além de ndo
possuirem os mecanismos de protecdo dos animais (NEILSON, 2013; AGRAWAL, 2014).
Logo, as plantas necessitaram desenvolver estratégias para sua defesa contra diversos tipos de
estresses ambientais, sejam de origens bioticas ou abitticas, compreendendo mecanismos de
defesa muito répidos, localizados e/ou sistémicos para estabelecer resisténcia e sua
consequente sobrevivéncia (LEHMANN et al., 2015; SAVATIN, 2014).

Os meios de defesa de plantas podem ser classificados como constitutivos e/ou
induziveis, incluem barreiras fisicas e producdo de compostos tdxicos. As defesas vegetais
podem ser consideradas induziveis ou constitutivas dependendo se necessitam ou ndo de
estimulos ambientais para ativacio (MITHOFER, BOLAND, 2012). Exemplos tipicos de
defesa constitutiva incluem caracteristicas morfoldgicas como espinhos, altos niveis de
lignificacdo e tricomas, que funcionam como barreiras mecanicas, estando essas, presentes
mesmo antes da atuacdo do agente agressor. Defesas induziveis sdo respostas ativadas apos
um estimulo, que devem ser percebidas e sinalizadas rapidamente (WU, SHAN, HE, 2014;
ZHOU, 2015).

O répido reconhecimento de um potencial invasor/agressor pela planta é um pré-
requisito para iniciar uma resposta de defesa eficiente (VAN LOON, 2006). Entre eles, um
dos mais eficientes é a reacdo de hipersensibilidade, onde hd a inducdo da producdo de
espécies reativas de oxigénio, fitoalexinas e de varias proteinas de defesa (LEHMANN et al.,
2015; MORENO,CAMEJO, 2016). Proteinas induziveis relacionadas a defesa tém sido
descritas em muitas espécies de plantas apos infeccdo por oomicetos, fungos, bactérias ou
virus ou ataque de insetos (VAN LOON, 2006) e elas incluem: a) proteinas estruturais -
quando incorporadas a parede celular tem por funcéo o confinamento do patdgeno; b) enzimas
do metabolismo secundario, como as envolvidas na biossintese de fitoalexinas; c) proteinas
relacionadas a patogénese (PR-proteinas), responsaveis pelas maiores mudancas quantitativas

e qualitativas nos teores de proteinas durante as respostas de defesa (ROJAS et al., 2014).
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Durante o processo de defesa, algumas PR-proteinas podem ser expressas em tecidos
ndo infectados em resposta a uma primeira infeccdo. Este tipo de defesa é conhecida como
resisténcia sistémica adquirida (STAHL et al., 2016). Outras respostas de defesa podem
incluir alteracdes estruturais e producdo de uma gama de moléculas, tais como proteinas
antimicrobianas, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), alteracbes na composigdo e
reforco da parede celular (BANERJEE et al., 2010; NAWROT et al., 2014; MORENO,
CAMEJO, 2016)

1.2 PR-Proteinas

Como citado anteriormente, as plantas podem se defender contra diversos tipos de
agressores a partir da inducao de proteinas de defesa, em que as mais intensamente estudadas
tém sido as proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas) (VAN LOON, 1994;
EBRAHIM, USHA, SINGH, 2011). Inicialmente, essas proteinas foram classificadas em
familias de acordo com suas caracteristica bioquimicas e bioldgicas, como massa molecular,
ponto isoelétrico, localizagdo celular, assim como pelo fato destas serem induzidas ap6s o
ataque de organismos, tais como insetos, fungos, bactérias ou virus. Posteriormente, algumas
proteinas induzidas por condicBes abidticas foram consideradas nessa classificacdo
(FOLGADO et al., 2013; LI et al., 2016).

Desde a descoberta das primeiras PR-proteinas em tabaco, muitas outras proteinas
semelhantes comecaram a ser isoladas de outras espécies de plantas, incluindo dicotiledéneas
e monocotiledéneas e atualmente sdo classificadas em 17 familias (Tabela 1) de proteinas
relacionadas a patogénese (EBRAHIM, USHA, SINGH, 2011; VAN LOON, 2006; FISTER
et al., 2016). As propriedades fisico-quimicas caracteristicas das PR-proteinas permitem que
as mesmas resistam a pH acido e clivagem proteolitica. Desta maneira, € possivel que se
mantenham nas condi¢fes adversas onde costumam ocorrer, como no compartimento

vacuolar, parede celular ou espacos intercelulares (SINHA et al., 2014).



19

Tabela 1. Familias das proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas).

Familia Representantes Tamanho Propriedades Alvo do
Tipico (kDa) patégeno
PR-1 Tabaco PR-1a 15 Antifingico Desconhecido
PR-2 Tabaco PR-2 20 B-1,3-Glucanase f-1,3-Glucano
PR-3 Tabaco P Q 25-30 Quitinase (Classes I, Quitina
I, 1V, V, VI)
PR-4 Tabaco “R” 15-20 Quitinase classes I, 11 Quitina
PR-5 Tabaco S 25 Taumatina-like Membrana
PR-6 Inibidor do tomate 1 8 Inibidor de proteinase -*
PR-7 Tomate Pgg 75 Endoproteinase -*
PR-8 Quitinase de pepino 28 Quitinase classe 111 Quitina
PR-9 “Peroxidase formadora de 35 Peroxidase -*
lignina” do tomate

PR-10 Salsinha “PR1” 17 “Ribonuclease-like” -*

PR-11 Tabaco “classe V” 40 Quitinase classe | Quitina
quitinase

PR-12 Rabanete Rs-AFP3 5 Defensina Membrana
PR-13 ArabidopsisTHI2.1 5 Tionina Membrana
PR-14 Cevada LTP4 9 Proteina transferidora Membrana

de lipideos

PR-15 Cevada OxOa (germina) 20 Oxalato oxidase -*

PR-16 Cevada OxOLP 20 “Oxalato oxidase-like” -*
(“germina-like”)
PR-17 Tabaco PRp27 27 Desconhecida -*

Tabela foi ajustada de: Sels, J. et al., 2008.

-*Nenhuma atividade antimicrobiana relatada in vitro.

A maioria das PR-proteinas € induzida através da acdo dos compostos sinalizadores

como &cido salicilico, acido jasmonico ou etileno (VAN LOON, 2006). A proteina osmotina

(PR-5) isolada de tabaco, por exemplo, & constitutivamente expressa em raizes e células

cultivadas e ndo esta presente naturalmente em folhas saudaveis intactas. Contudo, o

tratamento com o horménio etileno induz uma alta acumulagéo nesses 6rgdos (SATO, 1996;
SHOJI, HASHIMOTO, 2015).

As PR-proteinas ja foram consideradas como proteinas especificas de plantas, no

entanto, proteinas com funcgdes similares, foram descobertas sendo expressas também em
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outros organismos. Esta relagdo pode ser observada entre as proteinas de defesa expressas em
raizes de plantas e as de intestino humano (BESSIS, 2014). S&o proteinas muito semelhantes e
na maioria das vezes compartilham mais de 35% de identidade entre suas sequéncias. A
conservacao de estrutura entre as PR-proteinas durante a evolucdo sugere que desempenham
fungdes bioldgicas comuns para o funcionamento e sobrevivéncia de organismos (PARK,
2004; L.C. VAN LOON, 2006; FERNANDES et al., 2013).

1.3 PR-15 e PR-16 (Germinas e Germinas-like proteinas)

A primeira proteina denominada de germina foi identificada no inicio do crescimento
e germinacdo de embribes de trigo (Triticum aestivum), por isso seu nome. Essa proteina é
uma glicoproteina homo-oligomérica com atividade oxalato oxidase (OxO) (BERNIER,
BERNA, 2001; LANE, 1993). Esta enzima catalisa a clivagem oxidativa do &cido oxalico
com a producdo de didxido de carbono e peroxido de hidrogénio (KUMAR, BELUR, 2016).
O peroxido de hidrogénio produzido pode atuar como sinalizador, induzindo a producéo de
varias outras proteinas de defesa, ou atuar diretamente na defesa contra patégenos (YASMIN
et al., 2015). Posteriormente, diferentes germinas foram detectadas em outras espécies de
monocotileddneas, tais como aveia, centeio e cevada (DUNWELL, 2008; SZUCKO, 2012).
Atualmente, essas proteinas sdo classificadas como PR-proteinas da familia PR-15 (FISTER
etal., 2016).

Proteinas semelhantes a germinas (GLP), sem atividade oxalato oxidase, também tém
sido identificadas em plantas (BARMAN, BANERJEE, 2015). Enquanto as germinas
"verdadeiras" tratam-se de um grupo muito homogéneo de proteinas com mais de 90% de
identidade entre elas e com atividade oxalato oxidase, as GLP pertencem a um grupo bastante
heterogéneo, com identidades variando de 30% a 70% (BARMAN, BANERJEE, 2015). As
GLPs também estdo relacionadas com as respostas de defesa de plantas (YASMIN et al.,
2015) e assim como as germinas "verdadeiras" também podem ser acumuladas durante
invasdbes de patogenos, sendo classificadas como proteinas relacionadas a patogénese da
familia PR-16 (FISTER, 2016). As proteinas desta familia participam de muitos processos
que sdo importantes para o desenvolvimento e defesa da planta e hoje se sabe que podem ser
encontradas em todos 0s 6rgaos e estadios de desenvolvimento, ndo apenas na germinagao
(WANG et al., 2013).
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Os resultados de cristalografia para a germina de cevada (Hordeum vulgare) mostraram que
esta proteina € um homohexamero (Figura 1) extremamente estavel, em que cada monémero
liga-se a outro criando um dimero e trés dimeros formam uma estrutura que corresponde a um
"trimero de dimeros” (WOO, 2000). O hexamero tem aproximadamente 130 kDa. Cada
mondémero possui 200 aminoacidos, massa molecular de 23 kDa e um ion manganés (LANE,
2002). O monémero de germina de cevada é constituido por um dominio C-terminal em a-
hélice (vermelho e amarelo), uma estrutura de B-barril composto por vérias folhas beta (verde

e amarelo) e uma extensdo N-terminal irregular (azul) (Figura 1).

Figura 1. Estrutura quaternéria da proteina germina de cevada.

(A) Estrutura constituida por um trimero de dimeros. (B) Cada mondémero se liga a um ion manganés (esferas
cinzentas no centro).
Fonte: Breen, Bellgard, 2010.

O sitio ativo das germinas "verdadeiras” é composto por trés histidinas e um
glutamato, que se ligam ao metal manganés. A geometria octaedrica indica que 0 manganés
estd em estado de oxidacdo e é empregado como cofator catalitico, referente a atividade
oxalato oxidase (WOO, 1998; 2000; 2006; BARMAN, BANERJEE, 2015) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo do sitio ativo das proteinas germinas, com destaque aos quatro

aminoacidos Hisgg, Hisgo, Hisi37 € Glugs, com o ion Mn representado em verde no centro.

Glu 95

Fonte: Woo, 2000.

Analises filogenéticas de varios membros da familia das proteinas germinas-like
(GLP) de diferentes espécies foram realizadas e foi possivel classifica-las em diferentes
clados/subfamilias, nomeadamente GER 1, GER 2, GER 3, GER 4, GER 5, GER 6, GER 7,
GER 8 e subfamilias de bridfitas 1 e 2 . As avaliacbes das estruturas de diferentes GLPs
revelaram que os membros de cada clado compartilham alguns aminoacidos especificos e
foram agrupados nas denominadas “germin boxes” A, B e C (Figura 3), sendo possivel
observar variagdes de aminoacidos entre as sequéncias de diferentes membros dentro de uma
mesma subfamilia (BERNIER, BERNA, 2001; KHURI et al. 2001; BARMAN,
BARNERJEE, 2015).
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Figura 3. Sequéncia de aminoacidos especificos de varias GLPs e suas classificagoes.

Subfamily Germin Boxes Subfamily Germin Boxes
GER 1 Box A Box B Box C Bryophyte
Subfamily 1 and 2 Box A Box B Box C

HvGERla PLJDFCVAD] THPRATEL AGETFVIPROLMHEQEN

1 ABETFLI QF ] PpGLEE PW ofGex THPRATEIFLVMEQ W

3 THPRATDIGIVLEG) TFLI Qf BuGLP GIQDFCVRD| ANGGIY IMPRATELLILLKG PPRGLINPQLY
OSGER7 SHPRAAELVHVITG) Q PRGLP3a R ALL HGOVFVFPRGLEHIOLN
AtGLP4 PIQDFCVGD] A AGEAFVIPRGLVNEFOWY PEGLP3L v BH1 ALL QLN
R 2 PPOLES LHGGT 5 LIVQKEG
GER 2 PpGLE? LHGGT AGTELLLVQKY  HGD KGLYHYQI!
AtGLPL AEFGVIPGITRFGASEVIIVETG]  HEQUHVETGOLTHIGTN paree Iapluxiges) Lo prduERGTEVLVMEG QI
b v abisio b PRGLE2 LISDFFVAP  LEGGINEMHTHPRGTEVLLVLEG @
AtGLP3bL V. IQ0| Isclated member
ARGLP1 ARBGS TMVE: v i
AhGLPS V. VG AlGLp LIVLEG  KGDI oG
BaGLP GV FVLOG] —
ChGLP AVEGV: VG
GnGLPE GV IVLQG] GER 5 and GER &
GaGLPY AFIGGSY IMVEG
GRGLP10 VIl AVVOG| HvGERSa
GhGLP AVEGV ILVMDG OsGER4
HVGLP1 A LEVTEG] CaGL®

A SELLFVTEG] HaGER

PRGLP v ILNVVEG AtGLPS

P ALGGV YVVTIG GnGLP16
0sGLPL FVTQC| GnGLP17
0SGERS A LFVTQGH
0sGLP110 A LFVTOG] AtGL22
PVGLPL LIMVEG] NaNECL
PaGLP3 v NVIQGH ReGLP2
PPARPLY V. LVVG] VVGER2
PEABP20 A
PaABP2 V. VGG
PsABP3 IVEGH GER 7
SaGLP1 v IQG|
VVGERE LVTQG)

AtGLEY EGLIN
2aGLPL LTQOFCVAD] EVECVVELHTHPACSELLVVIQG VYGER3 PIGLIAFQPNY
GER 3 and n VVGER4 IGLIHFQFY

VVGERS IGLIHFQFN

G LTVLEC VVGERL IGLIHFQPY

ZnGLP1-17 aH LTVLEG] AtGLP2a IS
‘OsGERL A LTVLEG]
CsGER2 ag LTVLEG] GER §

4 A9 TVLEG]

a¥ TVLEG] GrGLYE

‘CsGERE Al PRATEILTVLEGH GaGLP12
0sRGLF1 aH : LTVLEG] AhGLE3
OsRGLP2 ¥ AR R ILTVLEG GnGLP2
‘0sGLP16 AP IFTVLEG) GnGLP3
TaGLP2a PIQDFCVAD) Al THPRATE ILTVLEG GRGLP13
TaGLPZb A TVLEG] GRGLP14
ThGLP4 prhoreveD| THEPRATEILTVLEG] GaGLP20

Aminoécidos conservados/consenso dentro de uma subfamilia especifica sdo destacados por varios matizes de
cores. Os motivos KGD ou KGE nas caixas sdo sublinhados. O residuo de lisina (K) conservado em GER 8 é
mostrado em vermelho.

Fonte: Barman, Banerjee, 2015.

1.4 Latex

Latex € um fluido de aspecto leitoso encontrado em muitas plantas (KONNO, 2011).
Nele foram identificadas uma variedade de proteinas e metabolitos secundarios tais como
alcal6ides, glicosideos, terpendides, canabinoides, taninos e borracha. Este Gltimo constituido
de poliisopreno que se destaca por ser encontrado em maior propor¢do (HAGEL, 2008). Ao
sofrer alguma injUria mecanica, ataque de patdégenos ou insetos a planta libera latex, que se
encontra sob pressdo. Embora a maioria apresente aspecto leitoso, alguns fluidos laticiferos
podem apresentar coloracdo amarela, laranja, avermelhada, esverdeada ou mesmo
transparente (PICKARD, 2008).
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Laticiferos sdo células especializadas que produzem e armazenam latex. Estas celulas
ocorrem em mais de 40 familias de angiospermas nao relacionadas e é a partir delas que o
latex é liberado (HAGEL, 2008; KAJII, 2014). Laticiferos séo divididos em ndo-articulados e
articulados. Os ndo-articulados sdo células multinucleadas que derivaram de uma Unica célula
que se estende durante o desenvolvimento da planta, enquanto os laticiferos articulados
consistem de diversas células frequentemente alongadas que podem ser simples ou
ramificadas (KEKWICK, 2001).

As proteases cisteinicas, quitinases, enzimas anti-oxidantes ¢ p-1,3-glucanases sdo as
proteinas mais encontradas nos fluidos laticiferos e tém sido relacionadas a papéis
importantes na defesa das plantas contra insetos e microrganismos (KONNO, 2011;
FREITAS et al, 2007; RAMOS, 2015).

1.5 Calotropis procera (ait.) R. Br.

Calotropis procera é um arbusto da familia Apocynaceae que cresce principalmente
em regides tropicais e subtropicais, possuindo uma habilidade excepcional para se adaptar e
crescer em condicdes severas como a falta de &gua e solos salinos (Figura 4). No Brasil, ela é
encontrada principalmente no Nordeste (FIGUEIREDO, 2014; BARBOSA et al., 2014). Esta
planta é conhecida popularmente como leiteiro, ciime ou flor-de-seda. As espécies
geralmente tém caules cilindricos, folhas largas e sdo muito ramificados. Esta planta se
destaca pela grande quantidade de latex liberado pelas folhas ou caule apds alguma injaria
mecanica (RAHMAN, WILCOCK, 1991).
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Figura 4. Aspecto geral da planta Calotropis procera.

Fonte: Brito, 2015.

Latex de C. procera tem sido amplamente estudado, principalmente no aspecto da
identificacdo e caracterizacdo de metabdlitos secundarios e proteinas (MOHAMED et al.,
2015; RAMOS et al., 2015). Isso se justifica pela grande quantidade de atividades
farmacoldgicas identificadas em seu latex, tais como atividade anti-inflamatdria
(FIGUEIREDO, 2014), analgésica (PARIHAR, BALEKAR, 2016), efeito anti-helmintico e
protetivo a outras doencas infecciosas (IQBAL, 2005; OLIVEIRA NASCIMENTO et al.,
2016), hepatoprotetora (SETTY, 2007) e cicatrizante (RAMOS et al., 2016).

Latex de C. procera é constituido por varias substancias incluindo proteinas,
aminoéacidos, carboidratos, lipideos, vitaminas, alcaloides, resinas e taninos (RAMOS et aL.,
2013; RAVIKUMAR, 2015; CAVALCANTE et al., 2016). Entre as proteinas, as proteases
ganham destaque. Ja foram purificadas e caracterizadas cinco proteases cisteinicas e mais
vinte outros RNAm codificantes para proteases foram caracterizados (KUMAR DUBEY,
JAGANNADHAM, 2003; KWON et al., 2015). Além de proteases, quitinases e enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo que tém sido identificadas (FREITAS et al., 2007, 2016).
Uma proteina semelhante as proteinas osmotinas, que pertencem ao grupo PR-5 de proteinas
relacionadas a patogénese, foi purificada do latex de C. procera, sugerindo um papel
defensivo para este fluido (FREITAS et al., 2011).
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Recentemente uma proteina do tipo germina-like, até entdo ndo encontrada em fluidos
laticiferos, foi descrita por nosso grupo de pesquisa (FREITAS et al. 2016). Esta proteina,
purificada do latex de Thevetia peruviana, denominada peruvianina, foi a primeira germina-
like descrita na literatura com atividade proteolitica. Essa proteina apresentou-se como um
hexdmero de 120 kDa, constituido de homomonémeros de 20 kDa. Além destas
caracteristicas estruturais, ela apresentou sequéncia N-terminal muito semelhante a das
proteinas "germinas-like" (FREITAS et al., 2016). No entanto, esta proteina nao apresentou
atividade oxalato oxidase, atividade caracteristica das germinas "verdadeiras”. Assim,

peruvianina foi classificada como uma "germina-like" com atividade proteolitica.

Embora muitos relatos tenham sido feitos para germinas e germinas-like ocorrendo em
varios tecidos de plantas de diversas espécies (BRUNO et al., 2014; SASSAKI et al., 2015),
ndo ha nenhum registro da presenca destas proteinas em C. procera. Esta espécie se encontra
em abundancia na regido Nordeste (FIGUEIREDO, 2014), tem sido amplamente estudada,
apresentando um latex rico em proteinas (FREITAS et al, 2011) e recentemente foi publicada
a biblioteca de cDNA para esta espécie (KWON et al., 2015). O interesse em investigar
proteinas germina e germina-like no latex de C. procera é também justificado pelo potencial
biotecnologico que elas apresentam, portanto, este trabalho teve como objetivo identificar
essas proteinas no latex através de abordagens de bioinformatica, protedmicas, bioquimicas e

imunoldégicas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Verificar a presenca de proteinas germinas ou germinas-like no latex de Calotropis

procera caracterizando-as atraves de analises in silico, protebmicas e ensaios enzimaticos.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar proteinas germinas e germinas-like a partir do transcriptoma de Calotropis
procera,;

e Realizar caracterizacdo fisico-quimica das proteinas germinas e/ou germinas-like a
partir de analises in silico;

e Obter estruturas tridimensionais através de modelagem por homologia das proteinas
em estudo;

e Auvaliar possiveis sitios de atividade das proteinas em estudo por docking molecular;

e Purificar parcialmente do latex de C. procera diferentes fracdes proteicas;

e Identificar as proteinas presentes nas fracdes proteicas;

e Avaliar atividades oxalato oxidase e/ou superdxido dismutase nas fracbes proteicas

purificadas de C. procera.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

Acrilamida, bis-acrilamida, dodecil sulfato de sodio (SDS), persulfato de amdnio,
N,N,N,N tetrametiletilenodiamino (TEMED), marcadores de peso molecular foram obtidos da
GE Healthcare (S&o Paulo, Brasil), coomassie Brilliant blue R-250, Sephacryl S-100.
lodoacetamida, 1,4-Dithiothreitol (DTT), tripsina (Promega grau sequenciamento), TFA
(&cido trifluoroacético). N, N dimetilanilina, 3-metil-2-benzotiazolinona, EDTA (&cido
etilenodiamino tetra-acético), peroxidase horse radish, riboflavina, NBT (nitroazul tetrazolio),
L-metionina. Adjuvante completo e incompleto de Freund, IgG de cabra anti-coelho
conjugado com fosfatase alcalina, p-nitrofenil fosfato dissédico, Sepharose 4B, 5-bromo-4-
cloro-3-indolyl  fosfato/nitroazul  tetrazolio (BCIP/NBT), membrana de PVDF
(Polivinilpolipirrolidona), membrana de nitrocelulose (Hybond-C, Amersham life Science) e
de dialise “cut off” 8.000 foram obtidos de Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Tween 20 e
Albumina Sérica Bovina (BSA) foram obtidas de INLAB, Brasil. Demais reagentes foram de

grau analitico.

3.2 Métodos

3.2.1 Anotacdo Génica

Foi realizado alinhamento com diversas proteinas germina-like para busca de regies
conservadas. Uma regido conservada de Nicotiana tabacum (Acesso: BAH15357.1), contendo
20 residuos de aminoacidos foi escolhida como isca. A sequéncia escolhida foi submetida a
tBLAStn mediante uma busca no banco de sequéncias do transcriptoma da folha de C.
procera (SRX601829 da Database SRA). Todas as sequéncias resultantes da busca foram
baixadas em formato FASTA e utilizou-se a  ferramenta CAP3
(http://biosrv.cab.unina.it/webcap3/) da Mobyle Pasteur para obter os contigs. Os 30

primeiros nucleotideos de cada uma das duas extremidades dos contigs foram submetidos a
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tBLASTnN, novamente na Database SRA (SRX601829). Todas as sequéncias resultantes foram
selecionadas e o CAP3 foi usado para ampliar os contigs. O processo foi repetido até a
obtencdo de sequéncias que incluissem a metionina inicial e o cédon de parada. As sequéncias
foram traduzidas com o auxilio do Expasy Translate (http://web.expasy.org/translate/) para
obtencdo das sequéncias de aminoécidos que foram denominadas de germin-like proteina de
Calotropis procera 1 e 2, GLCpl e GLCp2, respectivamente.

3.2.2 Analises das sequéncias

As sequéncias de aminoécidos obtidas de C. procera foram comparados com outras
proteinas ja depositadas no banco de dados do NCBI (GenBank) utilizando o programa
BLASTp, que realiza um alinhamento local entre as sequéncias deduzidas e as proteinas ja
catalogadas. Em seguida, foram selecionadas as proteinas que apresentaram maior identidade
com as sequéncias de aminoacidos de GLCpl e GLCp2 para ser realizado o alinhamento
maultiplo das sequéncias através da plataforma ClustalO
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Os peptideos sinais de GLCpl e GLCp2 foram
preditos pelo servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), as massas
moleculares e 0s pontos isoelétricos tedricos foram calculados por meio da ferramenta
Compute pl/MW (http://web.expasy.org/compute_pi/) (GASTEIGER et al., 2005). O nimero
de residuos de cisteinas e as pontes dissulfeto preditas foram obtidos a partir do servidor
Cys_Rec (http://linux1.softberry.com/berry.phtml) (GEOURJON, DELEAGE, 1995). A
predicdo dos sitios de N-glicosilacdo foi realizada utilizando o programa NetNGlyc
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) (EMANUELSSON et al., 2000) e para os sitios
de O-glicosilacédo foi utilizado 0 servidor YinOYang 1.2
(http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/) (GUPTA, BRUNAK, 2001).

3.2.3 Anélises filogenéticas

Analises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA 7 para verificar
a homologia entre as sequéncias GLCpl e GLCp2 e as proteinas germina e germin-like de
maior identidade (KUMAR, STECHER, TAMURA, 2016). As sequéncias de aminoacidos
das proteinas foram alinhadas pelo programa Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) (THOMPSON et al., 1994). Foi utilizada a
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matriz BLOSUM, selecionando com penalidades de gap padrdo para alinhamento de pares de
base (gap open: 10; gap extension: 0.1) e maltiplo (gap open: 10; gap extension: 0.2) e 30%
de atraso de cortes divergentes. Uma arvore filogenética foi construida usando o método de
Neighbor-Joining (SAITOU, NEI, 1987) com distancia-p para substituicGes de aminoacidos e
opcao de delecdo completa para tratamento de gaps. Os clados gerados tiveram a estabilidade

avaliada usando o método bootstrap com 1000 repetigdes.

3.2.4 Construcéo dos modelos tridimensionais

A fim de comparar as estruturas de GLCpl e GLCp2 com as de proteinas germina e
germin-like, foram construidos modelos tridimensionais a partir de diferentes plataformas:
Phyre2, SWISS MODEL e GalaxyWeb (KELLEY, STERNBERG, 2009; BORDOLI et al.,
2009; KO, PARK, SEOK, 2012). A estrutura tridimensional de Hordeum vulgare (PDB:
2ET7) (WOO et al., 1998; WOO et al., 2000) foi escolhida como molde por possuir estrutura
resolvida por cristalografia e difracdo de raios-X e por ter apresentado alto grau de identidade
(maior que 60%) com as proteinas GLCpl e GLCp2. O programa Pymol foi utilizado para
visualizar os modelos obtidos por modelagem, assim como para visualizar o possivel sitio de

atividade enzimatica caracteristico das germinas (DELANO, 2002).

3.2.5 Validacgdo dos modelos

Para avaliar a qualidade dos modelos tridimensionais de GLCpl e GLCPZ2,
construidos por diferentes plataformas, foram utilizados os programas ProSA, ERRAT2 e
MolProbity (RAMACHANDRAN et al, 1963; COLOVOS; YEATES, 1993;
WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007; CHEN et al., 2010). O servidor 3DSS (SUMATHI et al.,
2006) foi utilizado para sobrepor as estruturas geradas por modelagem comparativa com a
estrutura da proteina usada como molde e a sobreposicdo foi visualizada pela ferramenta

RASMOL, que esta interconectada com o servidor.
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3.2.6 Docking Molecular

O estudo de “docking” de proteinas, no qual se testa a afinidade de um “ligante” a um
determinado substrato ou sitio de ligacdo, também foi realizado para verificar se o ligante
oxalato pode se unir a GLCp. O programa utilizado foi o AutoDock Vina (TROTT, OLSON,
2010).

3.2.7 Coleta e fracionamento do latex de C. procera

O latex de C. procera foi coletado a partir de plantas sadias localizadas em Fortaleza.
O latex foi coletado a partir da quebra do apice caulinar em tubos do tipo falcon contendo
agua destilada em uma propor¢do de 1:1 (v:v). O efeito natural de coagulacdo do latex foi
parcialmente impedido por agitacdo suave durante a coleta.

O material foi centrifugado a 5000 x g, temperatura de 4 °C, durante 10 minutos. O
sobrenadante foi recolhido, dialisado contra agua destilada, em membranas capazes de reter
moléculas com mais de 8000 Da, durante trés dias, sendo realizadas trés trocas diarias. O
material retido nas membranas foi novamente submetido a centrifugacdo, sob as mesmas
condigdes ja citadas, e posteriormente liofilizado, obtendo-se um material proteico livre de

borracha que foi armazenado até sua utilizacdo (FREITAS et al., 2007).

3.2.8 Cromatografia de Exclusdo Molecular

As proteinas do latex de C. procera foram submetidas a cromatografia de filtracdo em
gel, utilizando matriz Sephacryl S-100 (GE Healthcare, 60 cm x 16 mm). A coluna foi
previamente equilibrada com tampéo bicarbonato de amonio 25 mM, pH 7,9. Aplicou-se 30
mg de LPCp dissolvida em 3 mL do mesmo tampdo utilizado para equilibrar a coluna e no
qual as proteinas foram eluidas. Foi empregado um fluxo de 0,3 mL/min sendo coletadas
fragdes de 2 mL, as quais tiveram suas absorbancias medidas a 280 nm. Apos a separa¢do dos

picos, o material foi liofilizado e armazenado para uso em ensaios posteriores.
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3.2.9 Dosagem de proteinas solUveis

Para avaliar a concentracdo de proteinas sollveis das amostras, assim como mensurar
a quantidade de proteinas a ser empregada em cada ensaio subsequente, foi utilizado o método
de Bradford (1976). A aplicacdo do método consistiu em utilizar 2,5 mL do reagente de
Bradford e adicionar aliquotas de 10 puL (1 mg/250 uL) das amostras de interesse. Apos 10
minutos, as absorbancias das amostras foram lidas em espectrofotdémetro a 595 nm. A curva

de calibracéo foi construida utilizando albumina sérica bovina como proteina padrao.

3.2.10 Analise do perfil proteico por eletroforese unidimensional

O processo de separacdo das proteinas do latex, através de cromatografia de exclusdo
molecular, foi avaliado inicialmente por eletroforese unidimensional. Os géis foram
preparados de acordo com o método de Laemmli (1970), adaptado para uso em placas.
Utilizou-se gel de separacdo a 12,5% em condicGes desnaturantes, enquanto o gel para
aplicacdo da amostra continha 5% de poliacrilamida.

Os picos obtidos da cromatografia e LPCp (proteinas do latex de Calotropis procera)
foram inicialmente dissolvidos em &gua destilada e de cada amostra foi retirada uma aliquota
correspondente a 10 g de proteinas soluveis, que foram diluidas em tampao Tris-HCI 0,0625
M, pH 6,8, contendo dodecil sulfato de sddio (SDS) 1%, glicerol 10% e na auséncia de [3-
mercaptoetanol, as amostras foram entdo aplicadas nos pocos do gel.

Para que as proteinas tivessem a massa molecular estimada, em um dos pocos do gel
foi utilizada uma mistura de proteinas com massas conhecidas (marcadores de massa
molecular): fosforilase B (97,0 kDa), albumina sérica bovina (66,0 kDa), ovalbumina (45,0
kDa), anidrase carbonica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e alfa-lactalbumina (14,4
kDa). As condicGes em que a corrida foi realizada foram ajustadas para 15 mA por placa a
120 V, com duragdo média de 3 horas, a 25 °C. O tampdo de corrida utilizado foi a solugédo de
Tris 0,025 M (pH 8,3) contendo glicina 0,192 M e 0,1% de SDS. Para a visualizagdo das
bandas proteicas, os géis foram corados com o corante Coomassie Brilhante 0,1 % em
solucdo com agua destilada, acido acético e metanol (6:1:3 v/v/v), sob agitacdo constante. Em

seguida, o gel foi descorado com a mesma solucéo na auséncia do corante.



33

3.2.11 Anélise protedmica do latex de C. procera

As amostras liofilizadas, referentes aos sete picos obtidos por cromatografia de
exclusdo molecular, foram diluidas em agua Milli-Q, resultando em uma concentracdo de 1
mg/mL. De cada amostra foi retirada uma aliquota de 50 uL, as quais foram adicionados 10
uL de bicarbonato de amoénio (NH4HCO3) 50 mM e 2,5 uL de ditiotreitol (DTT) 100 mM,
sequido por agitacdo com o auxilio de um agitador de tubos. Os tubos foram entdo aquecidos
a 60 °C em banho seco durante 30 minutos e em seguida foram removidos, deixados para
resfriar a temperatura ambiente e centrifugados a 14000 x g, por 1 minuto. Posteriormente,
foram adicionados 2,5 pL de iodoacetamida 300 mM e novamente agitados. As amostras
foram colocadas no escuro a temperatura ambiente durante 30 minutos para que ocorresse a
reacdo. Aliquotas de 10 uL de uma solucdo de tripsina (Promega grau sequenciamento),
diluida em bicarbonato de aménio 50 mM, foram adicionadas aos tubos e mantidos em estufa
a 37 °C durante a noite para que ocorresse a digestdo. No dia seguinte, as amostras foram
centrifugadas a 14000 x g, a 6 °C por 30 minutos e os sobrenadantes foram armazenados para
analise posterior por espectrometria de massas.

Outra abordagem utilizada foi a separacdo das proteinas de cada pico cromatografico
através de eletroforese em gel de poliacrilamida, seguida da retirada de cada banda e digestéo
com tripsina, como descrito por Hellman e colaboradores (1995). Todas as bandas de
interesse foram excisadas do gel com auxilio de um bisturi, transferidas para um microtubo, e
descoradas em uma solucdo de Acetonitrila 50 % em bicarbonato de aménio 25 mM, pH 8,8.
Posteriormente, foram feitas duas lavagens com 200 pL desta solugdo, sob agitacdo no vortex
antes e depois de cada lavagem, e deixada "overnight"” para que a descoloracao fosse efetiva.

No dia seguinte procedeu-se outra lavagem segundo as mesmas condi¢des descritas.
Os spots foram descorados e desidratados com 200 uL de Acetonitrila 100 %, este passo foi
repetido mais uma vez e as bandas do gel ficaram com aparéncia opaca. A acetonitrila foi
removida em centrifuga a vacuo. Os pedacos de géis provenientes foram reidratados com 100
puL de DTT 65 mM em bicarbonato de amdnio 100 mM e foram colocados em banho-maria a
56 °C durante 30 minutos. A solucdo foi entdo removida e os spots foram alquilados com 100
pL de iodoacetamida 200 mM em bicarbonato de amonio 100 mM, permanecendo no escuro a
temperatura ambiente por 30 minutos. Seguiu-se com a remocdo da solucdo e lavagem dos
pedacos de géis com 200 pL de bicarbonato de aménio100 mM, por 10 minutos, novamente a

solucdo foi removida, os géis foram desidratados com acetonitrila 100%, esta solucéo
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permaneceu em contato com os géis por 5 minutos e em seguida foi descartada. Procedeu-se
com a repeti¢ao deste passo. Foi adicionada mais uma aliquota de 200 uL de acetonitrila
100%, que foi removida ap6s 5 minutos.

Os pedacos de geis foram secados em concentrador de amostras e reidratados em
banho de gelo, por 1 hora, com 20uL de solug@o de bicarbonato de amoénio 100 mM, contendo
0,2 pg de tripsina. A digestdo procedeu-se a 37 °C por 16 horas. Posteriormente, os tubos
foram sonicados no ultrassom por 10 minutos, e toda solucdo foi transferida para outro tubo.
Ao gel restante adicionou-se 30 uL de uma solugdo de acido formico 5% em acetonitrila 50%,
permanecendo 15 minutos em repouso em temperatura ambiente e depois 2 minutos em
ultrassom. Toda a solugcdo com os peptideos foi transferida para 0 mesmo tubo ja contendo
solucdo de cada spot. Este passo foi repetido e em seguida os tubos foram submetidos a
centrifugacdo por 30 segundos a 14000 x g. Os peptideos foram concentrados em
concentrador de amotras e armazenados em freezer para posterior analise por espectrometria

de massas.

3.2.12 Espectrometria de massas

A mistura de peptideos provenientes dos peptideos, oriundos da digestdo das proteinas
dos spots, foi dissolvida em 2 uLL de TFA 0,5%. Os peptideos foram separados em uma coluna
de fase reversa nanoACQUITY HSS T3 CI18 (75 um x 200 mm) utilizando um gradiente de
acetonitrila de 7% a 40%, contendo 0,1% de acido férmico, a partir de um fluxo de 500
nL/minuto (PANIS et al., 2013).

Os espectros de massa foram obtidos em um espectrometro de massas Synapt HDMS
(Waters, Manchester, UK) acoplado a um sistema NanoUPLC-ESI. As andlises foram feitas
utilizando ionizacdo por electrosspray no modo ESI (+) a partir da fonte NanoLockSpray. O
canal de coleta do analito foi fechado a cada 30 segundos para passagem do ion de referéncia.
O espectrometro de massas foi calibrado com uma solucdo de GFP (320 fmol/mL) injetado
através do spray de referéncia da fonte NanoLockSpray. Os ions duplamente carregados ([M
+2H] 2 +) foram usados para a calibracdo de um ponto inicial (Lteff) e a fragmentac&o i6nica

de GFP em MS/MS foi usada para obtengéo da calibracdo final do instrumento.
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3.2.13 Pesquisa em bancos de dados

Para o processamento dos dados obtidos pelo ESI-QUAD-TOF, tanto para amostra
complexa como para os spots, foi utilizado o software ProteinLynx Global Server v. 2.4
(Waters). Os procedimentos compreenderam de correcdo automaética dos valores de m/z dos
espectros MS e MS/MS segundo a massa do ion de referéncia do lockspray. Os dados de MS
e MS/MS foram submetidos simultaneamente ao programa de busca MASCOT (Matrix
Science Ltd. —www.matrixscience.com). As analises foram realizadas utilizando banco de
dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) restringido para
Viridiplantae (Green Plants). Os critérios adotados para as buscas consideraram a
carbamidometilacdo de cisteinas como modificacGes fixas e oxidacdo das metioninas e
desamidacdo como modificacbes variaveis. Na hidrolise por tripsina, foi considerada a
possivel perda de até um sitio de clivagem e a tolerancia das massas dos peptideos e dos
fragmentos foi de + 0,05 Da.

3.2.14 Ensaios Enziméaticos

3.2.14.1 Preparo de Meio MS com 2 % de sacarose

Sementes de C. procera foram postas para germinar em meio MS (MURASHIGE,
SKOOG, 1962) a 2% de sacarose. Solugbes previamente preparadas de macronutrientes
(NH4sNO3;, KNO3, MgSO,, KH,PO, e EDTA férrico); micronutrientes (H3BOs, MnSQy,
ZnS0,, CaCly); vitaminas (glicina, &cido nitcotinico, Pirodoxina-HCL e Tiamnina-HCL);
CaCl; e iodeto de potassio (KI) foram adicionadas em agua destilada e logo em seguida
sacarose foi adicionada e o pH ajustado para 5,8. O agar foi adicionado em sequéncia, com o
meio sendo agitado constantemente para facilitar a completa dissolucdo. Posteriormente, o
meio foi aquecido até apresentar aspecto gelatinoso e distribuido em frascos de vidro (20 mL)

que foram previamente autoclavados.

3.2.14.2 Desinfec¢do de sementes para germinacao

Sementes de C. procera e trigo (Triticum aestivum - controle positivo para a presenca

de germinas) foram inicialmente imersas em 50 mL de agua destilada contendo trés gotas de
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detergente e posteriormente submetidas a cinco lavagens sucessivas com agua destilada. Em
seguida o material foi levado a cdmara de fluxo laminar e imerso em 100 mL de alcool etilico
70% por 10 minutos e, apos lavagens subsequentes com agua esterilizada, foi imerso em 100
mL de hipoclorito 33% por 20 minutos, novamente o material foi lavado exaustivamente com
agua estéril. As sementes de trigo foram entdo depositadas em placas sobre papel de filtro
umedecido, que haviam sido previamente autoclavados (Figura 5). Sementes de C. procera
foram depositadas nos frascos contendo meio MS e mantidas em ambiente com controle de
luz (12 horas de claro e 12 horas de escuro, a 23 °C).

Figura 5. Sementes de trigo (Triticum aestivum) e de Calotropis procera.

(A) Sementes de trigo (Triticum aestivum) mantidas em placas de petri (B) Sementes de C. procera em
meio MS.
Fonte: elaborado pelo préprio autor
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4.2.14.3 Atividade Oxalato Oxidase

Germinas apresentam atividade enzimatica do tipo oxalato oxidase presente no trigo
(Triticum aestivum), por isso foi usado como controle positivo na avaliacdo da atividade nas
fracBes cromatograficas e nas sementes de C. procera. Os procedimentos para obtencdo do
extrato proteico de coledptilos de trigo germinado foram realizados como descrito pelo
método de Sugiura et al.(1979). As placas com as sementes de trigo foram envolvidas com
papel aluminio para simular o ambiente escuro, e apos trés dias, quando as sementes
comegaram a germinar, as placas foram expostas a ambiente com luz (12 horas de claro e
escuro), 23 °C, onde permaneceram por mais cinco dias para alongamento dos coleoptilos. Os
segmentos de coleoptilos foram excisados e macerados com tampdo succinato 0,1 M, pH 3,5
(Figura 6). O material foi centrifugado a 10000 x g, 10 °C, por 10 minutos e os sobrenadantes

foram usados para quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford.
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Figura 6. Germinagdo das sementes de trigo

(A) Sementes de trigo depositadas em placas de petri - 1° dia. (B) Aparecimento e alongamento dos coledptilos -

9°dia. (C) e (D) Selegdo e separacgdo dos coledptilos — Dia 11. (E) e (F) Maceracdo do material — 11° dia.

A atividade de oxalato oxidase in vitro foi realizada com o extrato de coledptilos de
trigo (220 pg/puL), com a fragdo proteica total do latex de C. procera, LPCp (4 mg/mL) e com
0s picos cromatograficos (1 mg/mL). As amostras (190 uL) foram incubadas com 2,5 mL do
reagente A (40 mM de tampéo succinato, 0,79 mM N,N-dimetillanilina e 0,11 mM de 3-
metil-2-benzotiazolinona hidrazona, pH 4,0), 100 uL de EDTA 100 mM , 200 uL de acido
oxalico 200 mM e 10 pL de peroxidase horse radish (1 mg/mL), por 10 minutos, a 25 °C. O
material obtido do trigo foi utilizado como controle positivo. Todas as rea¢fes foram
monitoradas a partir da medicdo da absorbancia a 600 nm como descrito por CHEN et al.,
2011.
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3.2.14.4 Atividade Superoxido Dismutase

Como algumas germinas ou germinas-like apresentam também atividade superdxido
dismutase, esta atividade foi avaliada nas mesmas amostras usadas na atividade oxalato
oxidase. A atividade superdxido dismutase foi avaliada por zimograma e por ensaios in vitro
em microplacas. Para 0os zimogramas, as proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida
12,5 % sob condicdo desnaturante (SDS-PAGE) de acordo com Beauchamp e Fridovich
(1971). Aliquotas dos extratos proteicos foram misturadas com tampdo de aplicacdo e
submetidas a eletroforese. Apds a corrida, o gel foi lavado duas vezes com triton 2,5 %, por
20 minutos cada lavagem, para retirada do SDS e em seguida foi imerso em 50 mL de tampéo
fosfato de potéssio 50 mM, pH 7,8 por 15 min. O tampao foi retirado e o gel foi imerso em 50
mL de solucdo contendo riboflavina 0,1 mg/mL e NBT 0,25 mg/mL e expostos a luz, em
caixa boxe contendo lampada fluorescente de 30 wats (30 pmol de fétons m? s™), para
inducdo da reacdo fotoquimica. Apds 40 minutos, as bandas acromaticas foram visualizadas e
a reacdo foi interrompida pelo desligamento da luz e sucessivas lavagens dos géis com agua
destilada.

Para os ensaios de microplaca foi usado o protocolo de Peskin et al. (2000), adaptado
para placas de ELISA, sendo realizados a temperatura ambiente (25 © C). Os reagentes foram
adicionados na microplaca em triplicata, na seguinte ordem: 10 puL de tampdo fosfato de
potéssio 1 M, pH 7,8; 20 uL de EDTA 1 mM; 10 uL de triton X-100 0,25%; 20 pL de L-
metionina 130 mM; 100 pL da amostra em 100 pL de dgua deionizada (controle negativo); 20
puL de NBT (Nitro azul de tetrazdlito) 750 uM e 20 pL de riboflavina 100 mM. As adi¢des de
NBT e riboflavina foram feitas em ambiente com baixa luminosidade e logo apés a adi¢do de
riboflavina a microplaca foi coberta com papel aluminio e mantida em repouso por 5 minutos,
posteriormente seguiu-se as leituras de absorbancia a 630 nm, em leitora de ELISA, sendo as
primeiras leituras realizadas no escuro relativas a mistura reacional e ndo a reacdo
propriamente dita. Ap0s a etapa no escuro, a microplaca foi transferida para uma cadmara com
luz fluorescente e a intervalos de um minuto foram realizadas leituras a 630 nm, depois de
cada leitura de absorbancia a placa voltou imediatamente para a camara luminosa, até
completar o tempo de 5 minutos de reacdo. Os po¢os que continham agua deionizada e extrato
proteico de Plumeria rubra que apresenta atividade Superdxido Dismutase (FREITAS et al.,

2010) consistiram no controle negativo e controle positivo, respectivamente.



40

3.2.15 Predicgao de peptideos antigénicos nas germinas de C. procera

Uma busca por peptideos antigénicos foi realizada com o objetivo de encontrar uma
sequéncia para ser sintetizada e utilizada em ensaios imunol6gicos para o reconhecimento de
proteinas germina ou germina-like no latex e em sementes de C. procera. As sequéncias
GLCpl e GLCp2 foram alinhadas utilizando a  plataforma  ClustalO
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para que fossem realizadas buscas por regides
conservadas entre ambas. A fim de avaliar o potencial alergénico dos peptideos que se
encontravam em regifes conservadas, os mesmos foram submetidos aos servidores SDAP -
AllAllergens (https://fermi.utmb.edu/) e AllerTOP 1.0 (http://www.pharmfac.net/allertop/).
As sequéncias GLCpl e GLCp2 foram analisadas pelos servidores AllergenOnline
(http://www.allergenonline.org/) que realiza buscas por peptideos alérgenos. GLCpl e GLCp2
foram ainda analisadas pelo programa Proinflam (http://metabiosys.iiserb.ac.in/proinflam/),
que realiza predicdo de epitopos pré-inflamatérios, e ao servidor PREDICTED
ANTIGENIC PEPTIDES (http://imed.med.ucm.es/Tools/antigenic.pl), para predicdo de
peptideos antigénicos. As sequéncias selecionadas foram visualizadas nas estruturas
tridimensionais das duas proteinas através do programa Pymol. Assim, foi selecionado um
peptideo com potencial antigénico e que estava localizado na superficie das duas germinas de
C. procera. O peptideo foi denominado de GLCp-Pep.

3.2.16 Sintese do peptideo

A sintese do peptideo foi realizada pela empresa GenoneBiotechnologies. Foi utilizada
cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC) em coluna PLRP-S 100A, 4.6x250 mm
para purificacdo do peptideo. O eluente A (solvente A) consistiu em &cido trifluoroacético
(TFA) 0,1% em acetonitrila 100% e o eluente B correspondeu a dgua acidulada com &cido
trifluoroacético (TFA) 0,1%. Foram aplicados 5 UL da amostra e a taxa de fluxo foi de 1
mL/min. Para a deteccdo do peptideo utilizou-se o comprimento de onda de 220 nm. A pureza
do peptideo foi avaliada por Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry
(MALDI-MS; ionizacéo via dessor¢édo por laser).
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3.2.17 Producéo de anticorpos anti-CpGermin

Anticorpos policlonais anti-GLCp-pep foram produzidos em coelho macho da raca
Nova Zeléandia, de 4 meses de idade, obtido no Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceara (Ramos et al., 2006). Para a inducdo de sensibilizacdo uma dose inicial (dia
0) de GLCp-pep (0,5 mg em 0,5 mL de salina estéril) com adjuvante completo de Freud (0,5
mL) foi administrada por via intramuscular na pata traseira do animal. No mesmo dia foi
realizada incisdo na extremidade da orelha do animal para coleta de sangue antes da primeira
sensibilizacdo, que foi usado como controle. Doses reforcos de 0,5 mg de GLCp-pep em 0,5
mL de solucdo salina com o adjuvante incompleto foram aplicadas via subcutanea no dorso
do animal nos dias 21, 35 e 42. Aproximadamente 20 a 35 mL de sangue foram coletados nas
incisdes que foram realizadas nos dias em que eram administradas as doses reforcos (dias 21,
35 e 42). O sangue coletado foi deixado em repouso em estufa a 37 °C por 5 horas para
retracdo do coagulo e obtencdo do soro. Em seguida, o soro foi submetido a centrifugacdo a
2000 x g por 5 minutos a 25°C. O soro total resultante foi utilizado para purificacdo dos
anticorpos GLCp-pep, que posteriormente foram utilizados em ensaios de Dot Blotingt,
Western Blotting e ELISA.

3.2.18 Purificagéo dos anticorpos GLCp-pep

Os soros totais obtidos a partir da imunizacdo com GLCp-pep foram aplicados em
coluna de proteina A imobilizada em Sepharose 4B, previamente equilibrada em tampédo
fosfato de sédio 50 mM com NaCl 0,15 M, pH 6,0. As proteinas ndo retidas foram eluidas
com tampdo de equilibrio e as proteinas retidas na coluna foram eluidas com tampdo glicina-
HCI 50 mM, pH 2,8, fluxo de 1,5 mL/min. Fracdes de 1 mL foram coletadas e as leituras das
absorbancias foram registradas a 280 nm em espectofotdmetro. As fracBes correspondentes
aos picos de absorbancia foram dialisados contra agua destilada por trés dias a 4°C e
liofilizadas. O material liofilizado referente as proteinas do pico retido foi considerado como

anticorpo GLCp-pep purificado.
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4.2.19 Dot Blotting

Nos ensaios de Dot Blotting foram adicionados 10 pL das amostras, correspondentes a
LPCp, aos sete picos cromatograficos e GLCp-pep (usado como controle positivo), na
membrana de nitrocelulose (0,45 mm) (Hybond-P, Amersham Life Science), em seguida,
foram deixadas para secar por 10 minutos a 25°C e incubadas em solucdo bloqueadora PBS
(NaCl 0,13 M KCI 2,6 mM, NaHPQO, 5,3 mM, KH,PO,4 1,7 mM, pH 7,4) contendo 5% de
leite desnatado, por 2 horas a 25 °C. Apds esse periodo, a solucdo blogueadora foi descartada
e a membrana lavada trés vezes consecutivas com PBS. Os anticorpos policlonais anti-
GLCp-pep foram adicionados na dilui¢do 1: 5000 v/v na solucdo bloqueadora contendo 5% de
leite desnatado e a incubacdo feita a temperatura ambiente, sob agitacdo por 2 horas. Depois
de trés lavagens com tampédo PBS, cada uma por 2 minutos e sob agitacdo, as membranas
foram incubadas com o segundo anticorpo na diluicdo 1: 10000 (v:v, anti-IgG de coelho
desenvolvido em cabra, conjugado com fosfatase alcalina), por 2 horas, a 25°C. Finalmente,
apos trés lavagens sucessivas idénticas as anteriores, a reacdo de revelacdo foi desenvolvida
utilizando o substrato 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphatse/ nitro blue tetrazolium
(BCIP/NBT), que consiste de uma solucéo de Tris-HCI 20 mM, pH 9,0; NaCl 0,1 M; MgCl
2,5 mM; NBT 10 mg/mL. As membranas foram deixadas sob agitacdo com a solucdo do

substrato até o aparecimento de circulos arroxeados.

4.2.20 Western Blotting

Para o ensaio de Western Blotting (TOWBIN et al., 1979) foram realizadas duas
eletroforeses, uma para a eletrotransferéncia e outra para coramento com Coomassie Brilhante
Blue R-350. Os pocos do gel de eletroforese foram preenchidos com LPCp e as sete fracdes
cromatograficas do latex de C. procera. BSA foi utilizada como controle negativo. As
proteinas foram transferidas por 2 horas a 100 mA para uma membrana de PVDF, que foi
previamente ativada com metanol e incubada por 10 minutos com tampao de corrida contendo
20% de metanol, usando uma unidade de transferéncia no Semi-dry (GE HealthCare). Os
passos seguintes da reacdo foram realizados conforme ja descritos no ensaio de Dot Blotting.
Apos a adicdo do substrato esperou-se a formacao de bandas arroxeadas e a reacdo foi parada

lavando a membrana com agua destilada.
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3.2.21 Ensaios de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

As amostras (LPCp e os picos cromatograficos) foram dissolvidas em tampao
(Na,CO3; e NaHCOs3, pH 9,6) na concentracdo de 1 mg/mL. Foi utilizada placa de ELISA de
polietileno de fundo chato, estéril, contendo 96 pogos. Em cada um dos pocos foi adicionado
150 pL das amostras e deixadas em repouso durante a noite a 4 °C. No dia seguinte, as placas
foram lavadas trés vezes, em intervalos de 5 minutos, com tampéo de lavagem (PBS; pH 7,4
contendo 0,005% de Tween 20) e deixadas para secar. Posteriormente, foram adicionados 200
pL de BSA (10 mg/mL em PBS), seguido de repouso por 1 hora a 37 °C. Apds esse periodo
as placas foram lavadas e esperou-se que secassem para adigdo de 150 pL do anticorpo
primario (diluicdo de 1: 5000 de anti- GLCp-pep) em cada pogo, dissolvido em tampédo PBS
com 0,025% de Tween 20, deixada em repouso por 2 horas a 37°C. Novamente as placas
foram lavadas e ap6s secas, 150 pL do substrato (p-nitrofenil fosfato dissodico preparado em
agua) na concentracao de 1 mg/mL foi adicionado e deixado por 30 minutos, protegido da luz.
A reacdo foi parada com a adicdo de 50 pL de hidroxido de sodio (4 N) e em seguida a leitura
de absorbancia foi realizada em leitor de ELISA (EIX800 Absorbance Microplate Reader) a
405 nm.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao in silico de GLCP1 e GLCP2

Utilizando uma germina de Nicotiana tabacum (BAH15357.1) e apds a anotacdo
génica de sequéncias oriundas de uma biblioteca de cDNA de planta de C. procera, foram
obtidas duas sequéncias completas de nucleotideos que foram posteriormente traduzidas em
proteinas. Desta forma, as duas proteinas foram nomeadas "Germina-Like proteinas de
Calotropis procera™ (GLCpl e GLCp2) e foram alinhadas a partir da plataforma ClustalO,
apresentando 59, 51 % de identidade entre si (Figura 7). O alinhamento local (BLASTp)
contra o banco de dados de proteinas do NCBI mostrou que estas duas sequéncias possuem
identidade maior que 60% com proteinas do tipo "Germina-like" de outras plantas. As
proteinas germina-like que apresentaram maior similaridade com GLCpl e GLCp2, assim
como proteinas do tipo germina, foram selecionadas para realizar um alinhamento multiplo
através da plataforma ClustalO (Figura 8). As sequéncias de GLCpl e GLCp2 apresentaram
maior identidade com as proteinas germina-like de Camellia sinensis (69,67%) e
Chimonanthus praecox (64,08%), respectivamente. Por outro lado, GLCpl e GLCp2
apresentaram menor similaridade com as germinas de Triticum aestivum e Hordeum vulgare,
com identidade de 34,42 e 38,86%, respectivamente (Tabela 2). A “germina-like” de
Nicotiana tabacum, usada como isca, apresentou 64,25% de similaridade com GLCpl e
62,14% com GLCp2.

Algumas caracteristicas fisico-quimicas de GLCpl e GLCp2 podem ser visualizadas
na Tabela 2. GLCpl apresenta 216 residuos de aminoacidos (com peptideo sinal), pl teérico
de 6,81 e massa molecular de 22791.55 Da. A sequéncia de GLCp2 possui 206 residuos de
aminoéacidos, pl tedrico de 6,49 e massa molecular de 21795.10 Da (com peptideo sinal). A
predicdo realizada por meio do servidor Cys_Rec mostrou que as duas sequéncias nado
formam pontes dissulfeto, embora GLCpl apresente 2 residuos de cisteinas e GLCp2 possua
3 residuos (Tabela 2).
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Figura 7. Alinhamento das sequéncias GLCpl e GLCp2 (com peptideo sinal) pela plataforma
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* Representam residuos de aminoécidos conservados entre as sequéncias.



Figura 8. Alinhamento mdltiplo das sequéncias de proteinas do tipo germina e
"germina-like" utilizando o programa ClustalO.
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* Representam residuos de aminoéacidos conservados entre as sequéncias.
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Tabela 2. Comparagdo das propriedades fisico-quimicas de GLCpl e GLCp2 com outras germinas e "germinas-like" proteinas.

* Comprimento das sequéncias com peptideo sinal.

Espécie Proteina Comprimento da Massa pl Pontes N° Residuos Acesso % ldentidade
sequéncia* Molecular  tebrico dissulfeto de cisteina (NCBI)
(Da) preditas Cpl Cp2
Calotropis procera Germina-like 216 22791.55 6,81 0 3 100 56.59
(GLCpY)
Calotropis procera Germina-like 206 21795,10 6,49 0 2 56.59 100
(GLCp2)
Hordeum vulgare Germina 201 21217.22 5,52 1 2 2ET7_A 38.66  38.86
Triticum aestivum Germina 224 23562.24 8,57 1 2 AAA34271.1 34.42  37.07
Arabidopsis thaliana Germina-like 211 21603.88 6,26 0 3 AAB51666.1 65.71  57.77
Pisum sativum Germina-like 211 21615.06 6,95 1 2 CAC34417.1 63.81 62.14
Camellia sinensis Germina-like 212 21421.78 6,45 1 3 AEN02469.1 69.67 60.29
Chimonanthus Germina-like 214 19749.77 6,31 0 3 ABV03161.1 66.20 64.08
Praecox
Zea mays Germina-like 212 21887.34 6,01 2 4 NP_001140857.1 57.35 58.82
Oryza sativa Germina-like 213 21861.22 6.01 1 3 AAC05682.1 58.49 6176
Japonica
Phaseolus vulgaris Germina-like 206 21833.19 7,77 0 2 CAB77393.1 54.15 52.94
Nicotiana tabacum Germina-like 208 21421.72 5,84 0 2 BAH15357.1 63.77 62.14
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As proteinas germina-like podem ser classificadas em clados/subfamilias e
nomeadas de GER 1, GER 2, GER 3, GER 4, GER 5, GER 6, GER 7, GER 8 ou
subfamilias das bridfitas 1 e 2 (BARMAN, BANERJEE, 2015). Cada clado é composto
por proteinas com aminoacidos especificos e/ou conservados que foram separados em
"germin boxes™ A, B e C (BERNIER, BERNA, 2001; KHURI et al. 2001). Assim, uma
arvore filogenética foi construida para verificar a relagdo e a proximidade evolutiva
entre as sequéncias GLCpl e GLCp2 e outras proteinas germinas e germinas-like
(Figuras 9A e 9B). GLCpl e GLCp2 foram agrupadas no clado GER 2. A isca usada
para a obtencdo das sequéncias, a proteina germina-like de Nicotiana tabaco, também
ficou incluida no clado GER 2 como pode ser observada na arvore filogenética (Figura
9).

Figura 9. Relacbes de membros das familias GLP e germinas de 25 plantas de
diferentes espécies e cinco germinas de proteobactérias.

GERS/6

BRIOFITAS

GERIViINAS DE
PROTEOBACTERIAS



49

B a7 Germin-like Atriplex lentiformis
50 Germin-like Mesembryanthemum crystallinum
- Germin-like Arabis alpina GER7/8
0 2 Germin family protein Medicago truncatula
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18 - .
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a0 |42 — Germin-like Pinus taeda GER5/6

100 Germin-like Pinus caribaea
bk I: Germin-like Pinus sylvestris
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A érvore filogenética é baseada em sequéncias de amino4cidos das estruturas priméarias de diferentes
proteinas germina e "germina-like" construida utilizando o método de Neighbor-Joining no programa
Mega 7 utilizando um bootstrap com 1000 replicagdes. A analise envolveu 30 sequéncias de
aminoacidos, em que 25 foram agrupados em cinco diferentes clados e outras 5 foram agrupadas como
germinas de proteobactérias. (A) Representacdes radiada e (B) tradicional.
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Vérias germinas e germina-like proteinas sdo N-glicosiladas (JAIKARAN et
al., 1990). Assim, foi investigado se GLCpl e GLCp2 apresentavam possiveis sitios de
N-glicosilacdo. As buscas revelaram que ha um Unico potencial sitio de N-glicosilagdo
para GLCpl (Asparagina na posicdo 66) (Figura 10A) e dois sitios em GLCp2
(Asparagina nas posicdes 41 e 57) (Figura 10B).

Figura 10. Predicéo de sitios de N-glicosilacdo em GLCpl (A) e GLCp2 (B).
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O programa utilizado foi NetNGlyc. Linhas acima do limiar (vermelho) indicam potenciais sitios para N-
glicosilacéo.
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A busca por sitios de O-glicosilacdo (Figuras 11A e 11B) revelou que GLCpl
possui 3 potenciais sitios de glicosilacdo do tipo O-GlcNac, mas apenas um
apresentando potencial acima do limiar-2 localizado no residuo Thrzs. Com relacéo a
GLCp2, a predicdo mostrou 8 potenciais sitios do tipo O-GlcNac, com 3 deles

apresentando potencial acima do limiar-2, localizados nos residuos Thrys Thrss € Ser;so.

Figura 11. Predicéo de sitios de O-glicosilacdo em GLCpl (A) e GLCp2 (B).
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A analise foi feita através do servidor YinOYang 1.2. Linhas acima do limiar (vermelho) indicam
possiveis sitios para O-glicosilacao.
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Foram construidos modelos tridimensionais de GLCpl e GLCp2 por meio dos
servidores: Phyre2, SWISS MODEL e GalaxyWeb (Figuras 12 e 13). Para isso foi
selecionada a proteina do tipo germina de Hordeum vulgare (PDB:2ET7) como molde,
pois embora esta proteina ndo apresente identidade tdo elevada com relacdo as duas
proteinas em estudo (38,66% com GLCpl e 38,86% com GLCp2), a mesma possui
estrutura resolvida, necessaria para a constru¢cdo dos modelos tridimensionais. As

estruturas foram visualizadas no programa Pymol.

Figura 12. Modelos das estruturas tridimensionais de GLCpl obtidos por diferentes
plataformas.

Representagdo em “cartoon” dos modelos tridimensionais construidos pelos servidores: SWISS MODEL
(A); Phyre2 (B) e GalaxyWeb (C). Estrutura secundaria representada em diferentes cores: a-hélice
(vermelho), fita-B (amarelo), al¢as (verde).
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Figura 13. Modelos das estruturas tridimensionais de GLCp2 obtidos por diferentes
plataformas.

Representagdo em “cartoon” dos modelos tridimensionais construidos pelos servidores: SWISS MODEL
(A); Phyre2 (B) e GalaxyWeb (C). Estrutura secundéria representada em diferentes cores: a-hélice
(vermelho), fita-B (amarelo), algas (verde).
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As estruturas obtidas por modelagem, pelas diferentes plataformas, foram
sobrepostas com o molde padréo utilizando o programa 3DSS (Figura 14). Com o
mesmo programa foi possivel obter o RMDS (raiz quadrada do desvio médio), que
corresponde a medida da distancia média entre os atomos de proteinas sobrepostas.
Quanto maior o valor do RMDS, maior € a diferenca entre as proteinas comparadas. Os
valores de RMSD para GLCpl foram de 0,629; 0,774 e 1,218 A para os modelos
gerados pelos servidores SWISS MODEL, Phyre2 e GalaxyWeb, respectivamente. Para
GLCp2 os valores de RMSD foram de 0,421; 0,456 e 1,019 A para os modelos gerados
pelos servidores SWISS MODEL, Phyre2 e GalaxyWeb. Os modelos obtidos pelo
SWISS MODEL foram os mais promissores, visto que ele gerou os menores valores de
RMSD, enquanto os modelos gerados pelo GalaxyWeb obtiveram os maiores valores,

mostrando-se menos viaveis.

Figura 14. Sobreposi¢cdo dos modelos das estruturas tridimensionais obtidos para
GLCpl.

A sobreposigdo das representagdes em “ribbon” das estruturas de GLCpl (A) e GLCp2 (B) foi realizada
pelo programa 3DSS. Modelos construidos por cada servidor e o molde padrdo (2ET7) estdo
representados em cores distintas: Molde padrdo (verde); SWISS MODEL (branco); Phyre2 (vermelho);
GalaxyWeb (laranja).
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A predicdo das estruturas secundarias realizada através do servidor PDBsum
(https://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) mostrou que foi comum a todos os modelos a
organiza¢do das estruturas em o-hélices, fitas-p e algas (Figuras 15, 16 e 17). As
estruturas apresentaram 5 a-hélices e 10 fitas-p (5 paralelas e 5 antiparalelas). Nos
diagramas das figuras 18, 19 e 20 é possivel observar como os elementos estdo

dispostos nas estruturas.

Os modelos gerados pela plataforma SWISS MODEL quando submetidos ao
PDBsum geraram diagramas de interages entre quatro residuos de aminoacidos (3
histinas e um glutamato; Hisio7, HiS109, HiS1s4 € Glui14) € um ion manganés, mostrando a
possibilidade de um sitio de atividade oxalato oxidase, que é comum em germinas e em
algumas germina-like proteinas (Figura 21). Os modelos foram visualizados pelo Pymol
e comparados com o molde usado como padrdo (germina de Hordeum vulgare)
(PDB:2ET7).

O diagrama das estruturas secundarias preditas para GLCpl e GLCp2 revelou
a presenca de ponte dissulfeto para ambos 0s modelos gerados pelo Phyre2, para os
outros modelos ndo foram geradas pontes (Figura 19 A e B). No entanto, a predi¢édo
realizada anteriormente com relacdo as pontes dissulfetos, mostrou que ndo haveria

formacdo das mesmas tanto em GLCpl como em GLCp2.
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Figura 15. Predicdo topoldgica das estruturas secundarias de GLCpl (A) e GLCp2 (B) a
partir dos modelos gerados pelo servidor SWISS MODEL.
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Figura 16. Predicdo toldgica da estrutura secundaria de GLCpl (A) e GLCp2 (B) a partir
dos modelos gerados pelo servidor Phyre2.
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Figura 17. Predicdo topoldgica da estrutura secundaria de GLCp1 (A) e GLCp2 (B) a
partir dos modelos gerados pelo servidor GalaxyWeb.
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Figura 18. Diagrama representando a disposi¢do das estruturas secundarias de GLCp1l

(A) e GLCp2 (B) para os modelos gerados pelo servidor SWISS MODEL.
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Figura 19. Diagrama representando a disposicdo das estruturas secundarias de GLCp1l
(A) e GLCp2 (B) para os modelos gerados pelo servidor Phyre2.
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Figura 20. Diagrama representando a disposi¢do das estruturas secundarias de GLCp1l
(A) e GLCp2 (B) para os modelos gerados pelo servidor GalaxyWeb.
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Figura 21. Modelos de GLCpl (A) e GLCp2 (B) mostrando o provavel sitio de
atividade.

O provéavel sitio de atividade do tipo oxalato oxidase com o ion manganés no centro e 0s residuos de
aminoacidos envolvidos em destaque (Hisig7, Hisige, Gluy14 € Hisiss), comparados com o molde padréo

(©).
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Os modelos tridimensionais construidos para GLCpl e GLCp2 foram avaliados
utilizando os softwares Molprobity, que gerou graficos de Ramachandran (Figuras 22 e
23), assim como pelos programas ProSA, ERRAT?2 e Verify 3D (Tabela 3).

Figura 22. Grafico de Ramachandran dos modelos tridimensionais obtidos a partir da
sequéncia deduzidas de GLCpl.
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Os gréficos foram gerados pelo servidor MolProbity a partir dos modelos tridimensionais construidos
pelos servidores: SWISS MODEL (A), Phyre2 (B) e GalaxyWeb (C).
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Figura 23. Grafico de Ramachandran dos modelos tridimensionais obtidos a partir da
sequéncia deduzidas de GLCp2.
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Os gréficos foram gerados pelo servidor MolProbity a partir dos modelos tridimensionais construidos
pelos servidores: SWISS MODEL (A), Phyre2 (B) e GalaxyWeb (C).
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O servidor Molprobity realiza analises geométricas para a validacdo de modelos
gerando o gréfico de Ramachandran (Figuras 16 e 17). A partir da analise dos graficos
se observa que, entre os modelos, se destacaram convenientemente aqueles gerados pela
plataforma GalaxyWeb. O modelo gerado para GLCpl apresentou apenas 1 residuo de
aminoacido (SERjo) em regido desfavoravel, enquanto que para GLCp2 todos os

residuos de aminodcidos se encontraram em regides fisicamente permitidas.

Os valores de qualidade locais (para cada aminoéacido) foram calculados por
meio do servidor ProsA, que gerou valores de z-score que variaram de -3,11 a -4,66,
que sdo satisfatorios, pois € esperado z-score negativo para um bom modelo, além de
serem valores bem préximos ao do z-score da proteina usada como molde (-3,97).
Anédlises de qualidade global realizadas utilizando o servidor ERRAT2 mostraram que
0s modelos mais favoraveis foram aqueles gerados pela plataforma GalaxyWeb, pois

apresentam os maiores fatores de qualidade.

Para avaliar erros estruturais e promover a confiabilidade do modelo
tridimensional utilizou-se o Verify 3D. Os melhores modelos foram aqueles gerados
pela plataforma GalaxyWeb, todavia, apenas o modelo gerado para GLCp2 apresentou
fator de qualidade satisfatorio (84,04%), todos 0s outros modelos apresentaram menos
de 80% dos amino4cidos com uma media 3D-1D acima de 0,2, resultado insatisfatorio
para considerar o modelo como qualificado. Considerando que os modelos construidos
por meio da plataforma GalaxyWeb foram os que obtiveram os resultados mais

promissores, eles foram escolhidos para realizar estudos posteriores.

Foram feitos estudos de “docking” para avaliar se o ligante oxalato (substrato
para atividade oxalato oxidase) poderia se unir as "germinas-like" de C. procera e
estimar a geometria do complexo e a energia de ligacdo. As analises foram feitas pelo
programa AutoDock Vina (TROTT, OLSON, 2010) utilizando o modelo gerado pelo
servidor GalaxyWeb com a sequéncia de GLCp1, por ter sido a que apresentou melhor
qualidade estereoquimica. Os arquivos gerados foram visualizados pelo Pymol. Uma
inspecéo criteriosa da bolsa de ligacdo do modelo GLCpl indicou que o ligante oxalato
adaptou-se em uma posi¢do numa gaiola rodeada por Hisio7, HiSige, Gluii4 € Hisiss Na
germina-like de C. procera (Figura 18 A). A distancia do oxalato a partir do atomo de N
do anel aromatico de Hissgs e Hisio7 foi de 4,2 e 3,1, respectivamente. Na figura 18 B
pode-se observar a estrutura molde padréo (PDB: 2ET7) com o sitio de atividade com
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0s aminoéacidos envolvidos e o ligante oxalato em destaque (Hisgg, Hisgo, Glugs € Hisy37)
a fim de comparacgdo com o complexo gerado pelo “docking” de GLCp2.

Figura 24. Docking molecular da estrutura de GLCpl.
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Modelo gerado pelo servidor GalaxyWeb (A) e molde padrdo (B) com os aminoacidos e o ligante oxalato
envolvidos no sitio de ligagdo em destaque.
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Tabela 3 - Avaliacdo da qualidade dos modelos tridimensionais de GLCpl e GLCp2 construidos por diferentes plataformas.

SEQUENCIA Plataforma ProSA ERRAT2 Verify 3D Gréfico de Ramachandran
(z-score) (Fator de qualidade (%) (Molprobity)*
global)
GLCpl SWISS-MODEL -3,1 78,916 58,82 3 (PROs5; VAL 3; ASP162)
Phyre 2 -3,34 55,952 56,38 3 (SER10; LEUy1; PRO1y)
GalaxyWeb -3,19 89,535 67,89 1 (SER10)
GLCp2 SWISS-MODEL -4,11 82,840 78,49 2 (TYR16; ASN160)
Phyre 2 -4,29 60,465 75,81 2 (THRg; ILE361)
GalaxyWeb -4,66 93,125 84,04 0

*Residuos em regides ndo permitidas.
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4.2 Analises Protedmicas

Proteinas do extrato total do latex de Calotropis procera foram submetidas a
cromatografia em coluna de filtracdo em gel, Sephacryl S-100, e eluidas com tampéo
bicarbonato de amonio 25 mM (pH 7,9). As fracGes coletadas foram separadas em sete
picos distintos (Figura 25A). Com os picos obtidos foi realizada eletroforese
unidimensional a fim de analisar o perfil proteico e massa molecular aparente das
proteinas (Figura 25B). O pico 1 apresentou, predominantemente, proteinas com massas
moleculares proxima a 60-90 kDa. As outras fracGes se mostraram ricas em proteinas

com massas moleculares entre 20-30 kDa.

Figura 25. Cromatografia do extrato total do latex e eletroforese dos picos.
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(A) Cromatografia de filtragdo em gel em coluna de Sephacryl S - 100. Proteinas laticiferas (10 mg/ mL) foram
eluidas com tampdo de bicarbonato de aménio 25 mM pH 7,9 . Fluxo: 0,3 ml/min. Fragdes: 2,0 ml. As setas
indicam os intervalos de fragfes utilizadas para separar os picos. (B) SDS-PAGE dos picos cromatograficos
analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5 %. MM: Marcador de massa molecular (2,5 uL); LPCp:
Proteinas totais do latex de Calotropis procera (4,0 mg/mL; 20 uL); P1: Pico I (2,5 mg/mL; 50 uL); P2: Pico Il
(2,5 mg/mL; 20 pL); P3: Pico Il (2,5 mg/mL; 10 pL); P4: Pico IV (2,5 mg/mL; 10 pL); P5: Pico V (2,5 mg/mL;
10 pL); P6: Pico VI (2,5 mg/mL; 20 uL) ; P7: Pico VII (2,5 mg/mL; 50 pL).
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Com o intuito de identificar as proteinas presentes nas fracdes cromatograficas
obtidas, todas as proteinas dos picos P1-P7 foram submetidas a digestdo triptica e
analisadas por espectrometria de massas (ESI QUAD-TOF). Os dados foram avaliados
pelo servidor MASCOT (Matrix Science Ltd. - www.matrixscience.com), utilizando o
NCBI (National Center for Biotechnology Information) como banco de dados,
restringido para Viridiplantae (Green Plants). Diferentes proteinas foram identificadas
(Tabela 4), com destaque para proteases cisteinicas e quitinases, que foram recorrente
na maioria dos picos. No entanto, ndo foi identificada nenhum proteina germina ou
germina-like. Com o intuito de otimizar as identificacdes, foram selecionados 33 spots
(Figura 24B), que foram excisados do gel, submetidos & digestéo triptica e analisados
por espectrometria de massas. Dos 33 spots analisados, em apenas 20 foram
identificadas proteinas com valores de escores satisfatdrios (Tabela 5). Novamente, as
proteases e quitinases foram predominantes e ndo houve reconhecimento de germinas

ou germina-like em nenhum dos spots analisados (Tabela 4).



Tabela 4. Lista de proteinas identificadas no latex de Calotropis procera por espectrometria de massa a partir dos picos obtidos por cromatografia.

Amostra Massa Protein fon Parental Sequéncia de todos os ID (NCBI) Descricao e espécies
complexa Molecular pl Score peptideos identificados
N° (Da)
34857 8,66 113 1946.9598 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|222139388 Quitinase Classe | (Pyrus x
bretschneideri x Pyruspyrifolia)
P1
40217 6,60 55 1198.6132 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
40217 6,60 78 1198.5230 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P2
24187 9,19 74 985.5004 LPNSVDWR gi|475638275 Procerain B, parcial (Calotropisprocera)
P3 35045 7,36 68 1946.0096 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|1002167066 Endoquitinase (Droserarotundifolia)
P4 40217 6,60 76 1198.5360 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
40217 6,60 67 1197.2946 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P5
40586 5,96 61 1240.6310 VVSVPPSVDWR 0i|544129 Precursor de protease cisteinica;
Endopeptidase de feijao (Vignain)
P6 40217 6,60 62 1198.5718 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
40217 6,60 101 1197.3644 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P7
24187 9,19 59 985.5000 LPNSVDWR gi|475638275 Procerain B, parcial (Calotropisprocera)
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Tabela 5. Lista de proteinas identificadas no latex de Calotropis procera por espectrometria de massa a partir de spots obtidos do gel de eletroforese (Figura
25B).

N° Molecular Protein ) Sequéncia de todos os peptideos
Spot massa (Da) pl Score lon Parental identificados ID (NCBI) Descricdo e espécie
35045 7.36 225 1945.9736 VPGYGVITNIINGGVECGK gi|1002167066  Endoquitinase (Droserarotundifolia)
P11
21829 6.08 111 1946.9602 VPGYGVLTNIIDGGVECGK 0i|224712040 Endoquitinase (Avena sativa)
34857 8.66 92 1946.0060 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|222139388 Quitinase Classe | (Pyrus x
bretschneideri x Pyruspyrifolia)
P12
21829 6.08 92 1946.0060 VPGYGVLTNIIDGGVECGK 0i|224712040 Endoquitinase (Avena sativa)
40217 6.60 63 1198.6168 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
34857 8.66 82 1946.0058 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|222139388 Quitinase Classe | (Pyrus x
P13 bretschneideri x Pyruspyrifolia)
40217 6.60 59 1198.6148 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P14 40217 6.60 61 1198.6104 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P15 24187 9.19 74 985.4960 LPNSVDWR 0i|475638275 Procerain B, parcial

(Calotropisprocera)
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N° Molecular Protein ) Sequéncia de todos os peptideos
Spot massa (Da) pl Score lon Parental identificados ID (NCBI) Descricdo e espécie
34857 8.66 66 1946.0072 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|222139388 Quitinase Classe | (Pyrus x
bretschneideri x Pyruspyrifolia)
P21
21829 6.08 66 1946.0072 VPGYGVLTNIIDGGVECGK 0i|224712040 Endoquitinase (Avena sativa)
34857 8.66 99 1946.0044 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|222139388 Quitinase Classe | (Pyrus x
P22 bretschneideri x Pyruspyrifolia)
34857 8.66 77 1946.0050 VPGYGVITNIINGGVECGK 0i|222139388 Quitinase Classe I(Pyrus x
bretschneideri x Pyruspyrifolia)
P23 34376 8.40 68 1946.0050 LPGFGVITNIINGGVECGK 0i|1705813 Endochitinase Basica (Vitisvinifera)
40217 6.60 60 1198.6162 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P3.1 40217 6.60 61 1198.6160 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P41 40217 6.60 81 1198.6168 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
1677.7978 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
P 4.3 40217 6.60 93 1198.5408 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica

(Glycine Max)
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N° Molecular Protein ) Sequéncia de todos os peptideos
Spot massa (Kda) pl Score lon Parental identificados ID (NCBI) Descricdo e espécie
P4.4 40217 6.60 135 1198.5514 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
1677.7975 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
P53 40217 6.60 112 1196.5962 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
1198.5372 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
P54 40217 6.60 115 1198.5372 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
(Glycine Max)
P 6.3 40217 6.60 129 1198.4800 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
1677.7975 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
38739 6.67 102 2403.1978 VDHAVNIVGYGSEGGVNYWIVR gi[1017032779 Procerain (Calotropis procera)
P 6.4
40217 6.60 94 1198.4776 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
1677.7966 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
40217 6.60 109 1198.5150 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
P72 1677.8011 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
40217 6.60 125 1198.6110 VGSVPPSVDWR 0i|351726339 Precursor de protease cisteinica
1677.7969 NSWGPEWGEQGYIR (Glycine Max)
P7.3 24187 9.19 83 985.4944 LPNSVDWR 0i|475638275 Procerain (Calotropis procera)
1705.8100 MIALSEQELLDCER
1687.6758 NSWGTNWGENGYMR
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N° Molecular Protein ) Sequéncia de todos os peptideos
Spot massa (Kda) pl Score lon Parental identificados ID (NCBI) Descricao e espécie
24187 9.19 276 985.4942 LPNSVDWR 0i|475638275 Procerain B, parcial (Calotropis
1101.6174 EKDVVFPIR procera)
1667.9887 KLQSVVAQQVVSVGVK
1539.9078 LQSVVAQQVVSVGVK
P74 23257 8.23 159 1802.8612 NNCPYTIWAAAVPGGGR 0i|645985721 Cadeia A, osmotina (Calotropis
912.9870 LNSGQTWTINVAPGTAGAR procera)
824.3698 CTADINGQCPNELR
38739 6.67 127 1667.9887 QLQSVVAQQVVSVGVK gi|1017032779 Procerain (Calotropis procera)
2403.1993 VDHAVNIVGYGSEGGVNYWIVR
23257 8.23 353 1802.8606 NNCPYTIWAAAVPGGGR 0i|645985721 Cadeia A, osmotina (Calotropis
2069.0740 RLNSGQTWTINVAPGTAGAR procera)
1912.9668 LNSGQTWTINVAPGTAGAR
1646.7230 CTADINGQCPNELR
22948 7.92 311 2069.0740 RLNSGQTWTINVAPGTAGAR 0i|922074392 Proteina Thaumatin-like, parcial
1912.9668 LNSGQTWTINVAPGTAGAR (Cryptostegia grandiflora)
P75 1646.7230 CTADINGQCPNELR
1420.6268 APGGCNNPCTVFK
20060 6.29 121 1646.7230 CTADINGQCPNQLR 0i|158668024 Proteina thaumatin-like
1420.6268 APGGCNNPCTVFK relacionada a patogénese
(Coffeaarabica)
25110 8.45 95 1646.7230 CTADINGQCPNQLR 0i|976907913 Taumatina (Cynara cardunculus

2842.1668

CPDAYSYPKDDATSTFTCPGGTNYR

var.scolymus)
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4.3 Ensaios Enzimaticos

Com o objetivo de detectar atividades enzimaticas relacionadas com germinas e
germina-like proteinas, foram realizados ensaios enzimaticos para oxalato-oxidase e
superoxido dismutase, utilizando a fracdo proteica total do latex de Calotropis procera,

assim como as sete fracdes cromatograficas.

A coloragdo azul nos tubos foi um indicativo de resultado positivo para a
enzima oxalato oxidase, como pode ser observado na amostra contendo o extrato de
Triticum aestivum (usado como controle) (Figura 26). Uma leve coloracdo positiva foi
também encontrada na fragdo P4, indicando uma possivel presenca de germinas ou
germina-like proteinas nesta fracdo. Esse resultado colabora em parte com a eletroforese
e com os resultados de bioinformatica, pois a eletroforese mostrou que a fracdo P4 € rica
em proteinas com massas moleculares aparentes de 20-25 kDa, valores proximos
daqueles estimados para as germinas de C. procera GLCpl e GLCp2 por bioinformética
(Tabela 2).

Figura 26. Ensaio enzimatico para deteccdo de atividade oxalato-oxidase in vitro.
C- Ta LPCp P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

C -: controle negativo (agua); Ta: extrato proteico de hipocotilos de Triticum aestivum (220 pg/pL),
controle positivo; LPCp: Proteinas totais do latex de Calotropis procera (4 mg/mL); P1-P7: Picos obtidos
apos cromatografia de exclusdo molecular da fracdo LPCp (2,5 mg/mL). Foto tirada ap6s 48 h de ensaio a
25°C.
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As amostras da figura 26 foram lidas a 600 nm para quantificacao da atividade
enzimaética, ap6s 48 horas de ensaio (Figura 27). Os resultados obtidos corroboraram
com as andlises qualitativas. Contudo, foi identificada uma leve atividade oxalato
oxidase na fracdo de LPCp, que ndo havia sido identificada visivelmente (Figura 27).
Todas as outras amostras, correspondentes aos picos e ao controle negativo,
apresentaram leitura nula. Os resultados mostraram um forte indicativo de germinas ou
germina-like proteinas no latex de C. procera e as mesmas foram detectadas apenas no

pico 4 da cromatografia de exclusdo molecular.

Figura 27. Ensaio quantitativo para detecgéo de atividade oxalato-oxidase in vitro.
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Picos de C. procera

C -: controle negativo (agua); Ta: extrato proteico de hipocétilos de Triticum aestivum (220 pg/upL),
controle positivo; LPCp: Proteinas totais do latex de Calotropis procera (4 mg/mL); P1-P7: Picos obtidos
apos cromatografia de exclusdo molecular da fragdo LPCp (2,5 mg/mL). As rea¢Oes foram monitoradas
depois de48 horas a 600 nm.

As proteinas germinas e "germinas-like" tém sido associadas também a enzima
superoxido dismutase (SOD), que catalisa a formacdo de peroxido de hidrogénio.
Assim, ensaios in vitro e zimogramas para a deteccdo desta atividade foram realizados

com as amostras LPCp e picos cromatograficos.

O zimograma para SOD consistiu em um ensaio qualitativo em que a atividade
pode ser revelada a partir da visualizacdo de bandas esbranquicadas no gel. Foi possivel

notar a presenca de atividade SOD nos picos 1, 2 e 3, assim como no extrato proteico
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total de C. procera e no controle positivo (Latex de Plumeria rubra) (Figura 28). As
bandas com atividade SOD no latex de C. procera e nos picos corresponderam a massas
aparentes de 20, 45, 66 e 90 kDa (representadas em setas, Figura 28A). As proteinas do
Pico 4 ndo apresentaram nenhuma atividade do tipo SOD, mostrando que a(s) possiveis
germina(s) ou germinas-like presente(s) nesta fracdo apresenta(m) apenas atividade do
tipo oxalato oxidase. Desta forma, as proteinas de C. procera GLCpl e GLCp2

poderiam ser classificadas como germina-like proteinas com atividade oxalato oxidase.

Figura 28. SDS-PAGE das fracGes proteicas do latex e Zimograma para deteccdo de
SOD.

MM PLCp P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 BSALPPr LPCp P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

144 W=

(A) SDS-PAGE das fracOes proteicas do latex de Calotropis procera analisadas por eletroforese em gel

de poliacrilamida 12,5 %. (B) Zimograma para detec¢do de atividade superéxido dismutase (SOD). BSA:
controle negativo; LPPr: Controle positivo, proteinas do latex de Plumeria rubra (2 mg/mL). LPCp:
Proteinas do latex de Calotropis procera (4 mg/mL); P1-P7: picos 1 a 7, correspondentes as fracdes
cromatograficas (2,5mg/mL).

Ensaios para deteccdo de atividade SOD também foram realizados em
microplaca. Esse ensaio envolve a excitacdo fotoquimica da riboflavina, que por sua
vez, € reduzida para o radical superoxido. O superdxido formado converte o nitro azul
de tetrazdlio (NBT) para formazana azul. A enzima superdxido dismutase (SOD)
degrada o superoxido, inibindo a producéo de formazana azul (PIACHAM et al., 2003).
Logo, quanto maior o percentual de inibi¢do, mais claras serdo as coloracGes percebidas
nos micropogos da placa, quando comparado com a coloragdo escura do controle sem a
enzima superdxido dismutase. Antes de serem expostas a luz, todos as amostras nos

pocos apresentavam a mesma coloracdo amarelada (Figura 29A). Apos a excitacao
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fotoquimica por 5 minutos pdde se notar que o controle negativo (sem SOD) apresentou
coloragéo bastante escura, enquanto o controle positivo (LPPr) apresentou cor clara e
amarelada. As amostras correspondentes ao extrato do latex de C. procera (LPCp) e aos
picos exibiram coloracdo mais clara que o controle negativo, mostrando que foram
capazes de inibir a formacdo de formazana azul, embora ndo de forma tdo eficiente

quanto LPPr (controle positivo) (Figura 29B).

A quantificacdo de SODs foi feita a partir de leituras de absorbancia das
amostras a 630 nm. O célculo da unidade de atividade (UA), que corresponde a
quantidade de amostra necessaria para inibir 50% da fotorreducdo do NBT a formazana
azul, mostrou que os picos 1 e 2 foram 0s que apresentaram os maiores valores de UA,

reforcando os resultados obtidos no zimograma (Figura 30).

Os resultados contradizem em parte aqueles obtidos para o zimograma, onde
apenas os picos 1, 2 e 3 apresentaram atividade enzimatico do tipo SOD (Figura 28B).
A baixa atividade encontrada nos outros picos pode ser explicada, por uma possivel

contaminacdo das outras fracdes proteicas (Figura 30).
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Figura 29. Ensaio SOD adaptado para micropocos de placa de ELISA.

C- LPPrLPCp P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

C- LPPr LPCp PL P2 P3 P4 P5 P6 P7

Placa antes (A) e ap6s 5 minutos (B) de exposi¢do a luz. LPPr: Controle positivo: Proteinas do latex de
Plumeria rubra (2mg/mL); LPCp: Proteinas do latex de Calotropis procera (4 mg/mL); Picos
cromatograficos P1-P7 (2,5 mg/mL).
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Figura 30. Valores das médias de triplicatas para atividade SOD.
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Picos de C. procera

Amostras do extrato proteico de Plumeria rubra (controle positivo), do extrato total e dos picos de C.
procera, oriundos da figura 22. Uma unidade de atividade (UA) foi definida como a quantidade de
amostra necesséria para inibir 50% da fotorreducéo.

4.4 Predicao de peptideos antigénicos

O alinhamento entre GLCpl e GLCp2 mostrou que estas sequéncias possuem
regides com aminoacidos conservados (Figura 31). As sequéncias dos 7 peptideos
foram visualizadas pelo programa Pymol para observar como eles estdo expostos na
superficie das proteinas (Figura 32).
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Figura 31. Alinhamento entre GLCpl e GLCp2.

GLCpl
GLCp2

GLCpl
GLCp2

GLCpl
GLCp2

GLCpl
GLCp2

VLDFCVADPSLPVGPAGY SCREVASVTERDEVES-LGTAGNT SNIIKAAVIPAFAPTEPG
—--DFCIGDLTAPETPSGYHCENPANVTAEDFAFSGLGASGNTTNLIKAAVIFAFDAQEFPG

Khkke K v Kk kekk hke K Ak rKE KK KKerARA A RAKKAKAKK * ok
VNGLGVSIARLDLAVD GSSEILVVVEGQLCAGFISSLENIVYFKTLFKGDV
LNGLGISMARLDLAPG EANELLLVVQGSVATGFISSS-NQFYYKVLREGDT
SHEHK K HKAKAE  KAXAKAKKK + FHe ke kko® = KAKKH ¥ K=k % HXK:

MVEFPOGLLHFQFNSGKARAVAYASFGSSYPGLQITDFALFENDLPTEIVVKTTFLDVAQV

MVYPKGLLHEQINARGENATAFVSFSSSNPGLQILDFALFGNNIPTSLLOKSTFLDAAQT
KKK RAAKAK = K Hok: KK _KE KHAKAK KHAKE K:: kK - : KrRAKK KHA:

KRLKGVLGGEN

FMLKGVLGGTN
K kkEk kA A K K

As sequéncias conservadas entre GLCpl e GLCp?2 estdo destacadas em cores diferentes.



82

Figura 32. Localizacdo dos diferentes peptideos nas superficies de GLCpl (A) e
GLCp2 (B).

(A)

IKAAVTPAF
ARLDLA
GVVPMHTHP
GLLHFQ
PGLOQI

DFALF
DVAQVKKLKGV

(B)

IKAAVTPAF
ARLDLA
GVVPMHTHP
GLLHFQ
PGLQI

DFALF
DAAQIKMLKGV
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Os sete peptideos que apresentaram alta identidade entre as duas proteinas foram
selecionados para avaliar a probabilidade de serem alérgenos e desta forma capazes de
induzir a producdo de anticorpos, para os posteriores ensaios de ELISA e Western
Blotting. O servidor SDAP-AIl Allergens utiliza um indice denominado de PD
(propriedade da distancia fisicoquimica) que mede a similaridade entre duas sequéncias,
e peptideos com sequéncias idénticas possuem valor de PD zero, enquanto que aqueles
que exibem substituicbes em alguns amino&cidos ficam no intervalo de 0-3. Os valores
para PD comumente sdo inferiores a 10 para sequéncias que apresentam semelhangas
nas propriedades fisicoquimicas com proteinas depositadas no banco de dados
(IVANCIUC et al., 2009). Ao serem submetidos ao servidor SDAP, os sete peptideos
apresentaram indices de similaridade variados, com as sequéncias PGLQI e DFALV
exibindo os menores valores de PD. No entanto, tratam-se de sequéncias curtas, com
menos de 6 aminoacidos, 0 que pode representar um falso positivo de alergenicidade.
Por outro lado, quanto maior a sequéncia menor sera a chance de alinhamento com alta
identidade com outras proteinas alergénicas. Isso foi observado nas sequéncias com
maior nimero de aminoacidos que apresentaram os maiores valores de PD, mas se
mantiveram abaixo do valor permitido (PD < 10), apresentando similaridade com vérios

alérgenos conhecidos (Tabela 6).

O servidor AllerTOP 1.0 mostrou que os peptideos avaliados apresentaram
probabilidade de 33,0 a 99,9% de ser toxina, veneno ou alérgeno salivar, alimentar e
inalante, havendo ainda aqueles categorizados como provaveis ndo alérgenos. Dentre 0s
peptideos avaliados por este servidor o mais propicio foi o de sequéncia
DVAQVKKLKGV, que apresentou 99,9% de ser toxina, veneno ou alérgeno salivar.
Com relacdo a predicdo de epitopos pro-inflamatérios, estes ndo foram reconhecidos

quando as sequéncias foram analisadas pelo servidor Proinflam (Tabela 7).

A busca por peptideos antigénicos nas sequéncias completas das proteinas
GLCpl GLCp2, realizada pelo programa PREDICTED ANTIGENIC PEPTIDES,
revelou trés sequéncias promissoras (IKAAVTPAF, DVAQVKKLKGV e
PGLQITDFALF) que foram selecionadas para avaliagdo, pois as mesmas apresentaram
sequéncias com residuos conservados entre GLCpl e GLCp2 e possuem mais de nove
aminoacidos, 0 que é importante para que ndo ocorra o falso positivo ja mencionado

(Tabelas 8 e 9). As sequéncias foram entdo visualizadas pelo Pymol para analisar como
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ficavam dispostas nas germinas-like de GLCp (Figura 33), pois quanto mais expostos na

superficie da estrutura, maior sera a facilidade de serem reconhecidas por anticorpos.

Apds todas as avaliacbes, o peptideo DVAQVKKLKGYV, pertencente a
sequéncia de GLCpl, foi escolhido para ser sintetizado, pois, embora trés residuos de
aminoacidos ndo estejam alinhados com os da sequéncia de GLCp2, o reconhecimento
podera ser pouco afetado, sendo este peptideo o que apresentou 99,9% de probabilidade
de ser toxina, veneno ou alérgeno salivar, foi predito como peptideo antigénico, possui
onze residuos de aminoacidos e fica disposto na proteina de forma que favorece o

reconhecimento por anticorpos.
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Tabela 6. Similaridade entre as sequéncias conservadas de GLCpl e GLCp2 e alérgenos de maior identidade. Os dados foram gerados através do
servidor SDAP - AllAllergens.

Sequéncia N° de residuos Fonte do alérgeno Tipo do indice de Regiéo de
conservada da sequéncia Alérgeno (Espécie) alérgeno | similaridad combinacao
conservada e
Asp f 16 Aspergillus fumigatus Fungo 4.80 IKGSVTPAL
Poa p 5.0101 Poa pratensis Grama 5.07 FKAALTKAI
IKAAVTPAF 9 Clac9.0101 Cladosporium Fungo 5.97 YKAAVRPTM
cladosporioides
Eurm 14 Euroglyphus maynei Acaro 6.24 VKTAICPAH
Dac g 5.01 Dactylis glomerata Grama 3.55 AKLDAA
Lep d 5.0102 Lepidoglyphus Acato 3.60 ADLNLA
destructor
6 Tri a glutenin Triticum aestivum Trigo 3.60 ARLKVA
Mala s 10 Malassezia Fungo 3.66 ARLNLH
sympodialis
Cor a 13.0101 Corylus avellana Aveld 4.02 ARMKLA
Junv 1.0102 Juniperus virginiana Arvore 5.61 GVVPVHAQD
Chaol Chamaecyparis Arvore 5.61 GVVPVHAQD
9 obtusa
Sal 5 3.0101 Salmo salar Salmao 7.58 GVVPLAGTN
Der p 21.0101 Dermatophagoides Acaro 3.63 GLLHLS
pteronyssinus
GLLHFQ 6 Ves v 2.0201 Vespula vulgaris Inseto 3.97 GVIHFH
Lepd7 Lepidoglyphus Acaro 3.97 GLIHIK
destructor
Actd?2 Actinidia deliciosa Kiwi 3.99 GLLQCQ




Orys1 Oryza sativa Arroz 1.72 PGLKI
Asp 18 Aspergillus fumigatus Fungo 1.74 PGLNI
Rhom 2 Rhodotorula Fungo 1.74 PGLNI
mucilaginosa
PGLOI Clah9 Cladosporium Fungo 1.74 PGLNI
herbarum
S Pen ch 18 Penicillium Fungo 1.74 PGLNI
chrysogenum
(formerly P. notatum)
Jugr?2 Juglans regia Noz 1.90 DFAFF
Glym Glycine max Soja 2.82 DFLLF
conglycinin
Derp3 Dermatophagoides Acaro 3.01 DIALI
DFALF 5 )
pteronyssinus
Blot3 Blomia tropicalis Acaro 3.01 DIALI
Eurm 3 Euroglyphus maynei Acaro 3.01 DIALI
Taby 2.0101 Tabanus yao Inseto 7.17 SGLAVIDFELW
Olee 1.0101 Olea europea Arvore 7.25 PSLAIADIARI
PGLQITDFALF 11 Apim7 Apis mellifera Animal 7.30 DDWQINDIALL
Der p 9.0102 Dermatophagoide Acaro 7.32 PGDAVYQIALF
spteronyssinus
Jugr?2 Juglans regia Alimento 7.40 PLASILDFAFF
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DVAQVKKLKGV

11

Dicva Dictyocaulus Animal 6.95 QQAQVKKIYGT
viviparus
Sesi7.0101 Sesamum indicum Sésamo 7.15 DVQTARRLKGQ
Apim?7 Apis mellifera Abelha 7.41 NVVLVKKVKIV
Artfr 5.0101 Artemia franciscana Camarao 7.50 TLAQIEKLGGT
Pis v 5.0101 Pistacia vera Arvore 8.00 NFAVVKRARGQ
Der f 13.0101 Dermatophagoides Acaro 8.12 DRADGKRVKTV

farinae
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Tabela 7. Predicao de epitopos pré-inflamatorios usando o servidor Proinflam.

Sequéncia conservada Predicédo
IKAAVTPAF Negativa
Negativa

Negativa

GLLHFQ Negativa
PGLQI Negativa
DFALF Negativa
Negativa

Negativa

KTTFLDVAQVK Negativa

Tabela 8. Predicdo de peptideos antigénicos realizado pelo servidor PREDICTED
ANTIGENIC PEPTIDES com relagéo a sequéncia completa de GLCp1.

n Posigdo Inicial

= || & W k| =

4
44
o9
85

115

135
164

GWVNGLGVSI

GSSEILVWWEGQLCAGFISSLEMNIVYFKT

Sequéncias
FCVADPSLPVGPAGYSCKKVASYTEKDFVFSL
IIKAAVTPAFAPTF

WD

FKGDVMVYFPQGLLHF
KAAAMAYASFGSSYPGLQITDFALFK
PTEIVVKT TFLDVAQVKKLKGY

Posigao Final
35
57
80
113
120
160
185

As sequéncias em destaque representam as que foram escolhidas para avaliagéo.
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Tabela 9. Predicdo de peptideos antigénicos realizado pelo servidor PREDICTED

ANTIGENIC PEPTIDES com relagéo a sequéncia completa de GLCp2.

Posigéo Inicial

n

1 14
2 43
3 63
4 85
) 102
6 116
7 136
B8 146
9 162

As sequéncias em destaque representam as que foram escolhidas para avaliacéo.

Sequéncia

SGYHCKN

LIKAAVTPAFDAQF

GISM PG

ANELLLVVQGSVATGF

SSSNAQFYYKVLR
DIMVYPKGLLHFQ

AIAFVSF

NPGLQILDFA

PTSLLQ

DA

Posigéo Final

20
26
79
100
113
128
142
155
174



Figura 33. Representacdo em superficie das estruturas destacando as sequéncias que foram escolhidas para avaliacéo.

IKAAVTPAF DVAQVKKLKGV PGLQITDFALF

*As estruturas foram geradas a partir da sequéncia de GLCp1.
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4.5 Caracterizacao do peptideo

O peptideo sintetizado DVAQVKKLKGV consistiu em uma sequéncia de 11
aminoacidos, que foi submetida a cromatografia em sistema HPLC para andlise de
pureza. O cromatograma (Figura 34) demonstrou que houve um grau de pureza bastante
satisfatorio (>95%), visto que houve a predominancia de um Unico pico. A pureza do
peptideo foi também analisada por Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Mass
Spectrometry (MALDI-MS), obtendo massa molecular 1184,46 (Figura 35), condizente
com a massa predita pela ferramenta ExXPASy—Compute PI/Mw tool, que foi de 1184,44
Da, confirmando novamente o alto grau de pureza do peptideo.

Figura 34. Cromatografia de Fase Reversa com o peptideo DVAQVKKLKGV,
evidenciando seu grau de pureza.




Figura 35. Espectrometria de massa por dessor¢édo a laser assistida por matriz do peptideo DVAQVKKLKGV.
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4.6  ldentificacdo das proteinas GLCP1 e GLCP2 através de imunoensaios

Com o intuito de identificar especificamente as proteinas GLCpl e GLCp2 nas
fracdes proteicas estudadas, anticorpos policlonais foram produzidos contra o peptideo
DVAQVKKLKGV. Os anticorpos (1gG totais) foram purificados do soro, coletado apos
21 dias, através de cromatografia de afinidade em coluna de Proteina-A imobilizada em
Sepharose 4B, equilibrada em tamp&o fosfato de sédio 50 mM com NaCl 0,15 M, pH
7,0. A figura 36 mostra a presenca de dois picos cromatograficos, um néo retido e outro
retido, que foram eluidos com tampé&o de equilibrio e com tampéo glicina-HCI 50 mM
(pH 2,8), fluxo de 1,5 mL/min, respectivamente. Fragcdes de 1 mL foram coletadas e as
leituras das absorbéncias foram registradas a 280 nm em espectofotometro.

Figura 36. Perfil cromatogréafico de soro total de coelho.

Abs 280

Glicina
pH2,8

0 10 20 30 40 50

Fragdes

Soro coletado 21 dias ap0s a aplicacdo do peptideo DVAQVKKLKGV (1 mg/mL) em coluna de proteina
A imobilizada em Sepharose 4B. Fra¢fes: 1 mL. Fluxo: 1,5 ml/min.
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O pico retido, rico em IgGs, foi dialisado contra agua destilada e liofilizado.
Diferentes dilui¢fes desta fracdo (5 mg/mL) foram usadas em ensaios de Dot Blotting
para a determinagdo da melhor diluicdo a ser utilizada. Foram utilizadas as dilui¢des 1:
2000, 1: 5000 e 1: 10000 (Figura 37). A diluicdo 1: 2000 mostrou reconhecimento por
todas as amostras, ndo sendo confiavel sua utilizacéo, ja a diluicdo de 1:5000 foi capaz
de reconhecer proteinas do extrato total do latex de C. procera e do pico P4. Na diluicéo
de 1:10000 os reconhecimentos foram mais fracos que 1:5000, mas repetiram oS
mesmos resultados. A diluicdo 1: 5000 foi entdo escolhida para ensaios posteriores.
Esses resultados confirmam os resultados de ensaio enzimatico para a deteccdo de
atividade oxalato oxidase, em que apenas 0 pico P4 apresentou atividade do tipo
germina. Ensaios de ELISA também foram realizados para a identificacdo das proteinas
GLCpl e GLCp2 (Figura 38). O ensaio mostrou que o anticorpo foi capaz de
reconhecer proteinas no extrato total de latex de C. procera e no pico P4, o que
corrobora com os resultados obtidos anteriormente. Para a identificagdo de possiveis
bandas referentes as proteinas germinas (GLCpl ou GLCP2), foi realizado um ensaio de
Western Bloting (Figura 39). No ensaio houve reconhecimento de uma banda na faixa

de 20 kDa no extrato proteico de C. procera e no pico 4 (Figura 39).

Por ultimo, como vérias germinas foram identificadas em sementes durante a
germinacdo (por isso 0 nome germinas), sementes de C. procera foram postas para
germinar com o intuito de identificar estas proteinas durante a germinacdo. O material
vegetal de C. procera correspondente a plantulas, sementes ndo germinadas, sementes
ndo germinadas com embrido exposto, raiz e sementes sem casca foram utilizados em
ensaio de ELISA (Figura 40). Os resultados mostram que nao houve reconhecimento de
proteinas nestes materiais estudados. Assim, sugere-se que as proteinas GLCpl e
GLCp2 estdo presentes no latex de C. procera e ndo nas sementes ou plantulas.
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Figura 37. Dot Blotting para deteccdo de GLCpl e GLCp2 usando anticorpos
primarios anti-peptideo DVAQVKKLKGV com o extrato proteico e os picos de C.
procera para deteccdo de proteinas semelhantes & GLCp-pep.

BSA LpCp P1 P2 P3 P4 P5 P6  P7

1:2000

1:5000

1:10000

Concentracdes do anticorpo primario: 1: 2000; 1: 5000 e 1:10000. Anticorpo secundario em concentragao
1: 10000, marcado com fosfatase alcalina. BSA: controle negativo (1 mg/mL); PLCp: proteinas do latex
de C. procera (5 mg/mL); P1-P7: picos 1 a 7 (2 mg/mL). Foram aplicados 10 UL em cada poco.
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Figura 38. Ensaio de ELISA para deteccdo das proteinas GLCpl e GLCp2 nas
diferentes fracGes proteicas de latex de Calotropis procera.
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Ensaio de ELISA com o extrato proteico de C. procera e dos sete picos cromatograficos. GLCp-pep:
peptideo de GLCp; LPCp: extrato de C. procera (60 ug); P1-P7: picos 1 a 7 (30 pg). Anticorpo primario
1: 5000 e anticorpo secondario 1: 10000 conjugado com fosfatase alcalina.
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Figura 39. Ensaio Western Blotting com o extrato proteico de C. procera e 0s picos
cromatograficos para deteccdo das proteinas GLCpl e GLCp2.

MM BSA LPCp P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 LPCp P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

(Esquerda) SDS-PAGE 12,5%. MM: marcador molecular (2,5 pL); BSA: albumina do soro bovino;
LPCp: proteinas do latex de C. procera. P1-P7: picos cromatograficos. (B) Western Blotting,
concentragdo do anticorpo primdrio: 1: 5000; concentragdo do anticorpo secundario: 1: 10000.
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Figura 40. Ensaio de ELISA para deteccdo das proteinas GLCpl e GLCp2 nas
sementes e diferentes partes de plantulas de Calotropis procera.

0.7
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Ensaio de ELISA com o material vegetal de C. procera e trigo. SSC: sementes sem cascas; SNG:
sementes ndo germinadas (20 pg); SCE: sementes que ndo germinaram, mas com embrido proeminente
(20 pg); Plant: plantulas com 40 dias (20 pg). Raiz: raiz extraida das plantulas (20 pg); Ta: Triticum
aestivum, trigo (20 pg). Anticorpo primario 1: 5000 e anticorpo secondario 1: 10000 conjugado com
fosfatase alcalina.
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5 DISCUSSAO

As proteinas germinas tém sido identificadas em diversas gramineas de
importancia econébmica como arroz, trigo, milho e cevada (YASMIN et al., 2015) e,
subsequentemente, proteinas germinas-like (GLPs) foram encontradas em outras
monocotileddneas, vérias dicotileddneas, angiospermas e gimnospermas (LU et al.,
2010), mostrando que sdo amplamente distribuidas. Essas proteinas tém despertado o
interesse em varias pesquisas, Vvisto que ha varios relatos sobre estas desempenharem
papel na defesa de plantas (CHEN, 2010).

Devido ao seu papel na defesa, pesquisadores tém realizado trabalhos com a
expressao heterdloga de GLPs. Banerjee et al. (2010) avaliaram plantas de tabaco
transgénico transformadas com um gene de GLP de arroz (Oryza sativa) e constataram
a toleréncia a estresses abidticos intensificados pelo acimulo de H,O; e resisténcia por
infecgdo por patdgeno fungico (Fusarium solani). A expressdo de uma GLP de girassol
em plantas de Arabidopsis conferiu tolerancia a Sclerotinia sclerotiorum nos primeiros
estadios da doenca e interferiu com a infeccdo por Rhizoctonia solani, além de ter
elevado os niveis enddgenos de ROS (BERACOCHEA et al., 2015). A superexpressao
de uma GLP de arroz mediada por Agrobacterium apresentou resisténcia foliar quando
exposta a Fusarium oxysporum f.sp. (MAJEED, 2016).

As aplicacBes destas proteinas contra estresses bidticos e abioticos,
principalmente contra patdgenos, levou ao desenvolvimento de plantas transgénicas
comercialmente e agronomicamente importantes, mostrando-se uma ferramenta
biotecnoldgica valiosa com um repertério de genes cada vez mais extenso para ser
explorado para uso comercial (BERACOCHEA et al, 2015; ILYAS, RASHEED, 2016).

Apesar dos varios estudos com germinas ou GLPs, o primeiro registro destas
proteinas em fluidos laticiferos foi descrito por nosso grupo de pesquisa em 2016
(FREITAS et al., 2016). Nesse trabalho foi purificada a primeira GLP com atividade
proteolitica no latex de Thevetia peruviana. Visto o grande potencial biotecnologico
mostrado pelas germinas ou GLPs, este trabalho se prop6s a investigar a presenca destas
proteinas na planta laticifera Calotropis procera. Esta planta foi escolhida por varios
motivos, entre eles: ¢ uma planta facilmente encontrada em nossa regido; 0 n0Sso grupo
de pesquisa j& trabalha com ela ha mais de 15 anos; a planta produz uma larga
quantidade de latex; seu latex é rico em proteinas com diversas atividades bioldgicas

relacionadas com a defesa da planta, como atividade inseticida e antifngica.
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Recentemente uma biblioteca de cDNA de C. procera foi publicada, havendo assim
uma fonte riquissima de informagBes a serem acessadas atraves de ferramentas de
bioinforméatica (KWON et al., 2015).

Atualmente, os avancos na area gendmica aliados com as ferramentas de
bioinformatica possibilitam a pesquisa de qualquer sequéncia génica por homologia em
qualquer genoma disponivel nos bancos de dados. Sendo assim, essa etapa tornou-se
imprescindivel para muitas estratégias de pesquisa (JANA, 2015). Baseado nisso, 0
nosso trabalho visou identificar germinas ou GLPs em C. procera usando a biblioteca
de cDNA desta planta e como isca uma sequéncia génica de germina-like de Nicotiana
tabacum (BAH15357.1). Duas sequéncias completas foram obtidas e nomeadas GLCP1
e GLCP2 (Figura 7). As anélises in silico mostraram que as duas sequéncias obtidas de
C. procera apresentaram mais que 60% de similaridade com algumas sequéncias de
outras germinas-like (GLP) (Tabela 2). Enquanto o alinhamento com germinas revelou
que estas duas proteinas compartilham baixa similaridade entre suas sequéncias, abaixo
de 40%, como foi também constatado com as GLPs obtidas de Brassica napus, em que
a identidade de aminoacidos variou entre 30 a 48% com a germina de cevada
(RIETZET et al., 2012). Logo, as duas proteinas GLCP1 e GLCP2 foram consideradas
como germinas-like proteinas (GLP).

A predicdo das caracteristicas fisico-quimicas de GLCP1 e GLCP2 revelou que
sdo bastante semelhantes ao que ja foi encontrado para outras GLPs (Tabela 2). GLCP1
e GLCP2 apresentaram, respectivamente, comprimentos da sequéncia de 216 e 206
aminoacidos com peptideo sinal, massas moleculares de 22791,55 e 21795,10 Da e
pontos isoelétricos (pl) 6,81 e 6,49. Esses valores foram bastante proximos aos obtidos
para uma GLP de girassol, que apresentou 220 residuos de aminoacidos com peptideo
sinal, massa molecular de 21660 Da e pl 7,22 (BERACOCHEA, 2015). Quanto aos
residuos de cisteinas foram encontrados trés para GLCpl e dois para GLCp2, que
condiz com os relatos na literatura de dois destes residuos na regido N-terminal de
GLPs de plantas superiores (BARMAN, BANERJEE, 2015). Semelhantemente, Carter
e Thornburg (2000) mostraram que uma GLP de nectarina teve massa molecular de

21062 Da e dois residuos de cisteinas.

As proteinas germinas-like (GLPs) compartilham sequéncias de aminoacidos

conservados. Estas regides sdo chamadas de "germin boxes” e sdo classificadas em

"germin boxes” A, B e C (BERNIER, BERNA, 2001). A partir destas regides
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conservadas, uma arvore filogenética pode agrupar essas proteinas a partir de suas
relacdes evolutivas. De acordo com as sequéncias compartilhadas nos “germin boxes”
estas proteinas foram entdo separadas nos clados GER 1, GER 2, GER5/6, GER7/8,
bridfitas e germinas de proteobactérias. Dentre os clados citados, os membros de
bridfitas ndo compartilnam os dois residuos de cisteina presentes na posi¢ao conservada
da regido N-terminal de GLPs de plantas superiores (BARMAN, BANERJEE, 2015), o
que leva a suposicdo que o primeiro membro GLP ocorreu em uma planta inferior e a
duplicacdo do residuo deu-se durante a evolucéo das angiospermas (DUNWELL et al.,
2008). Uma busca no banco de dados do NCBI revelou proteinas germinas em
proteobactérias e estas foram selecionadas para as analises de relagdes filogenéticas,
revelando que a identidade entre estas sequéncias e as de GLPs de plantas é bastante
baixa (DUNWELL, 2000).

As andlises indicaram que GLCpl e GLCp2 pertencem ao clado GER 2 (Figura
9), um grupo bastante heterogéneo de germinas-like que incluem GLPs como Nectarin |
(CARTER E THORNBURG, 2000), proteinas AtGLP1, AtGLP2 e AtGLP3b de
Arabidopsis, BnGLP de Brassica sp ., SaGLP de Sinapis alba, duas proteinas de ligacao
a auxina de Prunus persica (PpABP19 e PpABP20) e duas de Prunus salicina (PSABP2
e PsABP3). Além de cinco GLPs nomeadas de GhGLP do algoddo, Nt24KGLP de
tabaco, PNnGLP de Pharbitisnil, VVGER6 da uva e ChGLP de Capsicum chinense
apresentarem similaridade filogenética com outros membros da subfamilia de GER 2
(BARMAN, BANERJEE, 2015). A proteina germina-like de Nicotiana tabaco, usada

como isca, também ficou incluida no clado GER 2.

A glicosilagdo pode ter um efeito estabilizador significativo na estrutura
proteica (BREITENEDER, MILLS, 2005) e ja foi confirmada para vérias germinas e
GLPs, apresentando um ou dois sitios (BERNIER, BERNA, 2001). Os programas de
predicdo de sitios revelaram que ha um potencial sitio de N-glicosilacdo para GLCpl
(Asparagina na posi¢do 66) e dois sitios em GLCp2 (Asparagina nas posi¢des 41 e 57)
(Figura 10). A glicoproteina HvOXO é uma germina purificada das sementes de cevada
em que estdo presentes dois motivos N-glicanos em sua sequéncia proteica nos residuos
Asng; e Asns; (PAN et al., 2007). Esta glicosilagédo parece ser essencial para as
interacOes proteina-proteina, mas ndo para a atividade enziméatica (BERACOCHEA et
al., 2015). Embora ndo relatado para germinas e germinas-like, a predicdo mostrou
possiveis sitios glicosilagdo do tipo O-GIcNAc para GLCpl e GLCp2 (Figura 11).
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As estruturas tridimensionais de GLCpl e GLCp2 foram obtidas por
modelagem por homologia, que gera um modelo 3D confiavel de uma proteina a partir
de sua sequéncia de aminoacidos de uma proteina homdloga, que teve sua estrutura
determinada experimentalmente. Isso € possivel devido ao fato de que proteinas
relacionadas evolutivamente compartilham uma estrutura semelhante (VYAS, 2012). A
germina de Hordeum vulgare (PDB: 2ET7) possui 38,66 e 38,86% de similaridade com
GLCpl e GLCp2, respectivamente, e foi escolhida como molde padréo por possuir

estrutura tridimensional resolvida por cristalografia e difracdo de raios X ( WOO, 2000).

A predicdo de estrutura secundaria para todos os modelos tridimensionais
gerados pelas plataformas para GLCpl e GLCp2 exibiram organizagdo das estruturas
em 5 a-hélices, 10 fitas-p (5 paralelas e 5 antiparalelas) e algas (Figuras 15 a 20), que é
equivalente a estrutura da germina de Hordeum vulgare (WOO, 2000). Xi Cheng e
colaboradores (2014) observaram um elevado teor de estrutura a-hélice e varias folhas-

B curtas em uma GLP de Satsuma mandarine que pode acomodar o centro catalitico.

Os modelos gerados por todas as plataformas foram sobrepostos com o molde
pelo programa 3DSS, que gera um valor de RMSD (raiz quadrada do desvio médio)
(SUMATHI et al, 2005). Esse ensaio mostrou que modelos do GalaxyWeb néo foram
favoraveis. No entanto, o grafico de Ramachandran mostrou que os modelos gerados
para GLCpl e GLCp2 por essa plataforma apresentaram o maior nimero de residuos
em regibes fisicamente permitidas, além de apresentarem os melhores valores de
qualidade global de acordo com as analises feitas pelo servidor ERRAT2. Os valores de
qualidade local realizadas por meio do servidor ProsA foram negativos, como era
esperado, e proximos ao valor de z-score da proteina molde. A confiabilidade do
modelo foi avaliada pelo Verify 3D mostrando que os melhores modelos foram os
gerados pelo GalaxyWeb. Portanto, os modelos tridimensionais gerados pelo
GalaxyWeb (Figuras 12C e 13C) se destacaram em relagé&o aos das outras plataformas,
mostrando melhor qualidade (Tabela 3).

Os registros de proteinas germinas caracterizadas com mais detalhes a niveis
estruturais e bioquimicos sdo escassos. A OxO (germina) de Hordeum vulgare é um
exemplo classico de germina em que houve sucesso na sua cristalizacdo e determinagdo
de estrutura 3D. A mesma foi caracterizada como um homohexamero disposto como um

trimero de dimeros, em que cada subunidade tem massa molecular de 22 kDa e se liga a
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um glicano (WOO, 2000; HU, 2015). As GLP tém sido descritas por também formarem
complexos homohexamericos e em SDS-PAGE sua massa molecular aparente é de
aproximadamente 100 kDa (ZIMMERMAN, 2006). Barman e Barnerjee (2015)
estudando a sobrexpressdo de uma germin-like de cevada, HYGERDbSa, a caracterizaram
como uma SOD extracelular que migra como um complexo homohexamérico na PAGE

nativa.

Cada subunidade formadora do hexdmero possui o sitio ativo envolvido com
um residuo de glutamato e um ion manganés que interagem com trés histidinas
(DUNWELL, 2004). Estas caracteristicas foram confirmadas por Bruno et al. (2014)
estudando uma GLP de limdo, além de constatar outra caracteristica comum entre GLPs
que € a sequéncia de motivo do tripeptideo KGD, que supostamente esta envolvido nas
interacdes proteina-proteina e foram observados na GLCps. Zimmerman et al. (2006)
avaliaram a mutagénese dirigida de uma GLP de cevada (HvVGER2) substituindo um
dos trés residuos conservados de histidina do sitio ativo por serina e observaram que a
mudanca afetou a estabilidade do complexo quaternario, indicando que um centro

intacto de ligacdo a0 manganés tem impacto na estrutura tridimensional da proteina.

Por ter sido considerada a melhor estrutura, GLCp (gerada pelo GalaxyWeb)
foi escolhida para avaliar a possibilidade de interacdo da proteina com o substrato
oxalato, através de docking molecular (Figura 24). A energia de interacdo calculada
entre o substrato oxalato e a proteina construida indicou que as distancias entre o
oxalato e 0 4tomo N do anel aromético de Hisyo; e Hisigy foram de 4,2 e 3,1 A,
respectivamente. Enquanto que na germina de Hordeum vulgare (molde) foram
encontrados valores de Hisgg € Hisgo de 2.27 e 2.30 A (WOO, 2000), que se encontram
em posicdes equivalentes a Hiso7 € Hisigg de GLCp2. Khobragade et al. (2011) também
usando a estrutura da germina de cevada (Hordeum vulgare) como molde, achou
valores de 2,11 e 3,29 para as Hisigs e Hisip3. Embora os valores obtidos para a GLCp2
de C. procera indiquem que a posi¢cdo do oxalato no local da “bolsa de liga¢ao” ndo
tenha sido tdo proxima dos aminoacidos quando comparado com o molde, os dados
revelam que o ligante se adaptou em uma posicdo numa gaiola rodeada pelas trés
histinas e o glutamato correspondendo ao provavel sitio de atividade do tipo oxalato
oxidase (WOO, 2000; ALI, MAHMOOQOD, 2015).

Apos os ensaios in silico, o objetivo do trabalho foi tentar identificar estas

proteinas (GLCpl e GLCp2) no latex de C. procera. Assim, para facilitar os ensaios
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posteriores, a fracdo proteica total do latex foi primeiramente fracionada em uma coluna
de exclusdo molecular. Sete picos foram separados e submetidos a eletroforese
unidimensional (figura 25B). As proteinas foram fracionadas em picos que
compreenderam proteinas com massas moleculares entre 100 kDa e 20 kDa (figura 25).
Com o objetivo de identificar as proteinas presentes nos picos cromatogréaficos, estes
foram submetidos diretamente a digestdo com tripsina e analisados através de
espectrometria de massas. Em paralelo, todos os spots proteicos obtidos apos
eletroforese dos picos cromatograficos foram também digeridos com tripsina e
submetidos a espectrometria de massas. Diversas proteinas foram identificadas, entre
elas houve grande recorréncia de proteases cisteinicas e quitinases (Tablea 5). Esses
resultados estdo de acordo com a literatura, ja que foram descritas véarias isoformas de
proteases e quitinases no latex de C. procera (RAMOS et al.,, 2012; DUBEY,
JAGANNADHAM, 2003; SINGH et al., 2010). No entanto, germinas ou germinas-like
ndo foram identificadas.

O acido oxalico é considerado um produto inerte do metabolismo e seu acimulo
é toxico para os tecidos. Logo, enzimas que degradam o acido oxalico tém recebido
consideravel atencdo (CALISKAN, 2000). Este &cido é considerado um fator
patogénico importante de algumas doencas causadas por patdgenos e enzimas capazes
de degradar o oxalato sdo importantes para a satde de plantas (FANG et al., 2015). Os
processos metabdlicos aerébico das plantas geram espécies reativas de oxigénio (ROS)
e elas necessitam fazer uso de um complexo antioxidante para manter a homeostase. No
entanto, ROS ndo sdo apenas deletérias, mas também atuam como moléculas de
sinalizacdo geradas por complexos enzimaticos como oxalatos oxidases (MARINO et
al., 2012). Germinas tém sido relatadas sempre relacionadas por sua atividade oxalato
oxidase, uma 6xido redutase que se localiza na parede celular e degrada oxalato em CO,
e H,O, este tltimo atuando como sinalizador nas vias de transducédo de sinal (SHARMA
et al., 2012; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). Esta enzima tem sido foco de
trabalhos que buscam a sua expressao em altos niveis, como o estudo realizado por Pan
et al. (2007), que conseguiram expressar oxalato oxidase de trigo em culturas de
fermentagdo de Pichia pastoris para aplicacdes biotecnoldgicas. Esta enzima também
tem sido explorada pela industria. A oxalato oxidase de cevada mostrou potencial para

eliminar oxigénio em embalagens e aumentar a vida util dos alimentos e bebidas, e 0
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diéxido de carbono produzido atua como protecao para as embalagens (WINESTRAND
etal., 2013).

No presente estudo os ensaios enzimaticos tiveram como objetivo verificar a
presenca de atividade oxalato oxidase no latex de C. procera e, consequentemente,
associar essa atividade com as duas GLPs identificadas nesta planta. Dos sete picos
cromatograficos, apenas o pico P4 apresentou coloracao indicativa de atividade (Figura
26). De acordo com a eletroforese da figura 25, o pico P4 apresenta proteinas com
massas moleculares entre 20 e 25 kDa, que sdo préximas as massas preditas para
GLCpl e GLCp2, que foram 19,88 e 19,79 KDa, respectivamente (massa sem peptideo
sinal). Esses resultados colaboram com os resultados para as germinas de Hordeum
vulgare que tém peso molecular de 22 kDa (HU, 2015) e para GLPs, em que Bruno et
al. (2014) estudando uma GLP de Citrus limone (CIGLP1) analisaram suas
caracteristicas estruturais in silico e observaram uma proteina de 24,38 kDa. As
absorbancias das amostras foram lidas para quantificar a atividade e vdo de acordo com
0 ensaio qualitativo, pois constatam atividade no pico P4 (Figura 26). Tais resultados
sugerem a presenca de germinas ou germina-like proteinas com atividade oxalato
oxidase no latex de C. procera. Esse resultado é o primeiro relato na literatura de

atividade oxalato oxidase em fluidos laticiferos.

Atividade SOD tem sido associada a muitas GLPs, assim essa atividade também
foi investigada no latex de C. procera através de ensaios in vitro e zimogramas. O
zimograma revelou que a atividade SOD foi predominante nos picos P1, P2 e P3, que
continham proteinas com massas aparentes entre 35 a 90 kDa (Figura 28). Esses valores
sd0 muito superiores as massas preditas para GLCpl e GLCp2 e para outras GLPs
vegetais (WOO, 2000; HU, 2015). No pico P4 ndo houve deteccdo de atividade SOD,
sugerindo que nesse pico ha presenca de proteinas germinas ou germinas-like apenas
com atividade oxalato oxidase. Os ensaios in vitro para deteccdo de atividade SOD
evidenciaram que os picos P1, P2 e P3 apresentam as maiores atividades especificas
(Figura 30). Os baixos valores de atividade SOD encontrados em outros picos podem
ser devido a contaminacdo durante o processo de purificacdo. Essa contaminacdo foi
observada nesse ensaio porque 0S ensaios in vitro sdo quantitativos e mais sensiveis,

guando comparado com 0 zimograma.
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Embora a maioria das GLPs normalmente ndo possuam atividade oxalato
oxidase e serem amplamente relatadas como tendo atividade de superdxido dismutase
(SOD) (SULTANA et et al.,, 2016, CHEN et al., 2011), ha registros de GLPs
desempenhando diferentes atividades enzimaticas. Rodriguez-Lopez et al. (2001)
estudando dois oligdmeros distintos de GLPs de cevada (HvGLP1) observaram que
ambos possuem atividade de ADP glucose pirofosfatase/fosfodiesterase. Xi Chen et al.
(2014) caracterizaram uma proteina germina-like de Satsuma mandarine com atividade
do tipo polifenol oxidase. Ainda mais recentemente, uma GLP do latex de Thevetia
peruviana foi identificada com atividade proteolitica (FREITAS et al., 2016). Mesmo
com a grande semelhanca estrutural entre germinas e germinas-like, a atividade oxalato
oxidase ndo é comum para GLPs (CHEN et al.,, 2011). Sakamoto et al. (2015)
consideraram que todas as GPLs examinadas foram submetidas a métodos que ndo
fossem tdo sensiveis para sua deteccdo. Eles entdo utilizaram em seus estudos células de
tabaco transgénico e a proteina recombinante RmGLP2 de Rhododendron mucronatum
em um método a base de etanol, avaliado como o método mais sensivel até o momento
para detectar e medir a atividade oxalato oxidase. Os resultados obtidos por estes
autores mostraram que RmGLP2 exibiu atividade especifica baixa comparada com
oxalato oxidase de cevada, mas conseguiu reduzir significativamente os niveis de

oxalato, representando a primeira GLP relatada com atividade oxalato oxidase.

Com o objetivo de identificar GLCpl e GLCp2 no latex de C. procera de
maneira mais especifica, uma pesquisa foi feita para se chegar a um peptideo que
estivesse na superficie de ambas as proteinas e que 0 mesmo apresentasse caracteristicas
que o fizesse capaz de induzir a producdo de anticorpos policlonais em coelho. Assim, o
peptideo DVAQVKKLKGYV foi sintetizado e utilizado para a producdo de anticorpos.
Os ensaios de Dot Blotting confirmaram a presenca destas proteinas na fracdo proteica
total do latex, assim como no pico P4 (Figura 37). Os ensaios de ELISA confirmaram o
Dot Blotting (Figura 38). Dumas, em 1995, ja havia constatado a presenca da enzima
oxalato oxidase por imunotransferéncia utilizando anticorpos policlonais produzidos
contra uma germina de trigo. O problema da utilizacdo de anticorpos policlonais de
proteinas complexas é o reconhecimento cruzado com proteinas ndo relacionadas
(POWE et al., 2014), o que diminui bastante a confiabilidade da metodologia. Contudo,
neste trabalho os anticorpos utilizados foram produzidos contra um peptideo muito

especifico de apenas 11 animoacidos, sendo assim, acredita-se que o resultado positivo
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refere-se ao reconhecimento das proteinas GLCpl e GLCp2 no latex de C. procera e
ndo ao reconhecimento cruzado com outras proteinas. Outro fato importante € que este
reconhecimento foi presente apenas no pico P4, o Unico pico que apresentou atividade
oxalato oxidase. O resultado de Western Blotting reafirmou a hipdtese da presenca de
GLCpl e GLCp2 no latex de C. procera, desde que uma Unica banda com massa
molecular proxima a 20 kDa foi identificada no pico P4 (Figura 39). A questdo que
permanence aberta é qual isoforma est& sendo expressa no latex (GLCpl ou GLCp2 ou
ambas). Pois o peptideo DVAQVKKLKGYV esta presente em ambas as proteinas.

Como as primeiras germinas foram identificadas em sementes de cereais durante
0 processo de germinacao (por isso 0 nome germinas), ensaios foram realizadas com o
intuito de identificar as proteinas GLCp1 ou GLCp2 em sementes de C. procera durante
a germinacdo. Os materiais vegetais de C. procera correspondente a plantulas, raizes
das plantulas, sementes ndo germinadas sem casca € ndo germinadas com embrido e
sem embrido exposto foram testados para a possivel identificacdo de GLCpl ou GLCp2
em ensaios de ELISA (Figura 40). Os resultados mostraram que ndo houve
reconhecimento destas proteinas nos materiais estudados. Desta forma, sugere-se que
ambas as proteinas (GLCpl e GLCp2) estdo presentes no latex de C. procera e ndo nas
sementes ou plantulas. Bruno et al., (2014) notaram que CIGLP, uma germina-like de
limdo, era expressa diferencialmente nos varios 6rgaos e foi mais elevada em frutos
maduros e o nivel de expressdo de CIGLP1 foi observado em folhas feridas por injurias,
acompanhado por elevacdo enddgena de H,O,. Nos estudos conduzidos por Sassaki et
al. (2015) foi explorada a expressdo in silico de uma sequéncia de eucalipto que
codifica uma suposta GLP prevista para ser expressa em folhas, e como constatado nos
ensaios de RT-PCR, as GLPs foram detectadas apenas em folhas enquanto que nos
outros 6rgdos a expressao era muito fraca ou ndo possivel de ser detectada. Esses
trabalhos destacam a variedade de érgdos ou tecidos de plantas onde GLPs podem ser

expressas.
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6 CONCLUSAO

As similaridades estruturais das proteinas identificadas nesse estudo com GLPs e
0 reconhecimento atraves de ensaios utilizando anticorpo-GLCp-pep ratificam a
presenca de um possivel monémero de 20 a 25 kDa de uma proteina germina-like em
uma fracdo do latex de Calotropis procera. Os estudos do provavel sitio catalitico
revelaram que o ligante oxalato se estabelece em uma posicdo de interacdo com 0s
residuos de aminoacidos Hisigz, Hisige, Hisiss € Gluiis envolvidos no sitio ativo,
colaborando com os resultados enziméaticos que constataram oxalato oxidase, uma
funcdo até entdo pouco relatada para GLPs e correspondendo ao primeiro relato de
proteinas germinas-like com esta atividade em fluidos laticiferos.

Estas proteinas, classificadas como PR-16, sdo constantemente associadas a
defesa vegetal, logo, mais estudos e ensaios sdo necessarios para elucidar o papel das
germinas-like de C. procera e sua participacdo na defesa de plantas contra o ataque de

patdgenos.
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