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RESUMO

As proteinases asparticas (EC 3.4.23) sdo uma sub-subclasse de enzimas que se encontram
amplamente distribuidas na natureza. Os estudos realizados descrevem-nas em animais, plantas,
bactérias, fungos, retrovirus e virus; onde desempenham diversas fungdes, desde a digestio de
proteinas no sistema digestivo dos vertebrados até a clivagem de poliproteinas virais essenciais
para a sua multiplicagdo. Estas enzimas tém sido objecto de intensa investigagdo dado o seu
envolvimento em diversas patologias, como a malaria, a SIDA, o cancro e a doenga de
Alzheimer, mas também pela sua importincia na industria dos lacticinios.

As flores de Cynara cardunculus e Cynara humilis, vulgarmente designadas por cardo,
tém sido utilizadas ao longo de varias décadas no fabrico artesanal dos queijos de ovelha da
Serra da Estrela, de Azeitdo e de Serpa. A actividade coagulante dos extractos das flores ¢
devida a presenga de proteinases asparticas. Actualmente, nas flores de C. humilis, apenas uma
enzima foi identificada, caracterizada e denominada por ChAP (Cynara humilis Aspartic
Proteinase). Esta enzima apresenta uma elevada homologia com a cardosina A.

No presente trabalho, faz-se em primeiro lugar uma caracterizagdo sucinta dos 6rgaos
florais femininos; seguidamente, com base em técnicas de imunohistoquimica, descreve-se a
localizagdo da proteinase no gineceu e por fim analisa-se a expressio da proteina e do
respectivo mRNA no pistilo ao longo do seu desenvolvimento, utilizando as técnicas de
Western blotting e RT-PCR, respectivamente.

Os dados de imunolocalizagdo revelaram que a ChAP se acumula principalmente nos
volumosos vacuolos das papilas estigmaticas e também, embora de um modo menos abundante,
nos vacuolos das células de parénquima subepidérmico do estigma e da epiderme do estilete.
Estes resultados mostram que a ChAP é, predominantemente, uma proteina vacuolar.

A analise do Western blotting evidencia que a acumulagio do zimogénio da proteinase, ao
longo do desenvolvimento floral, se expressa desde os estadios iniciais, no entanto, a sua

maturagio parece ocorrer apenas no estadio de inflorescéncia aberta. Os resultados de RT-PCR
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mostram que o0 mRNA, surge, somente, nos estadios de inflorescéncia fechada. A auséncia de
mRNa no estadio de inflorescéncia aberta, parece indicar que a expressio da ChAP é regulada
durante o desenvolvimento.

Com o intuito de ampliar os resultados obtidos sugere-se a realizagdo de estudos de
imunolocaliza¢io e expressdo no estadio de inflorescéncia aberta em senescéncia. No que se
refere A localizagiio e quantificagio da populagio de mRNA, a utilizagio das técnicas de
hibridagio in situ e Northern blot permitinam um estudo complementar ao realizado. O
isolamento e caracterizagio do gene da ChAP e a identificagfio de possiveis receptores de
sequéncias de adesdo, nomeadamente do motivo RGD, no pélen sdo duas vias de investiga¢do

relevantes, uma vez que podem contribuir para a clarificagio da fungdo da ChAP.
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ABSTRACT

Aspartic proteinases (EC 3.4.23) belong to a sub-subclass of enzymes that are widely
distributed in nature. The studies carried out describe them in animals, plants, bacteria, fungus,
retrovirus and virus; where they play different roles, namely the protein digestion in the
digestive system of the vertebrates and the cleavage of viral poliproteins essential for their
multiplication. These enzymes have been subject of intense research due to their involvement
in several diseases such as malaria, AIDS, cancer and Alzheimer's disease, but also for their
importance in dairy industry.

The flowers of Cynara humilis and Cynara cardunculus, commonly known as thistle, have
been used for some decades in the artisan production of ewe cheese from Serra da Estrela,
Azeitdo and Serpa. The Clotting activity of the flowers™ extract comes from the presence of
aspartic proteinases. At present, only one enzyme was identified and characterized in the
flowers of C humilis, and it was called ChAP (Cynara humilis Aspartic Proteinase). This
enzyme presents high homology with the cardosin A from Cynara cardunculus.

In the present work, the anatomy of the female floral organs is characterized; then, based
on imunohistochemistry techniques, the localization of the proteinase in the gynoecium is
described and finally the expression of the protein and the comresponding mRNA in the pistil
along its development is analysed, using techniques of Westem blotting and RT-PCR,
respectively.

Imunolocalization data revealed that the ChAP accumulates mainly in the voluminous
vacuoles of the stigmatic papillae and also, although in a less abundant way, in the
subepidermic parenchyma cells of the stigma and in the epidemmic cells of the stile. These
results show that the ChAP is, mainly, a vacuolar protein.

The analysis of Westem blotting evidences that the accumulation of the zymogene,
during the floral development, expresses itself right from the initial phase, however, its
maturation seems to occur only in the open inflorescence stage. RT-PCR results demonstrate
that the mRNA, appears, only, in the closed inflorescence stage. The absence of mRNa in the
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open inflorescence stage seems to indicate that the expression of the ChAP is regulated during
development.

With the purpose of deepening the results obtained it is suggested the making of
further imunolocalization and expression studies in the stage of senescence flowers. In
what concerns the localization and quantification of the mRNA population, the use of in situ
hybridisation and Northern blot techniques, would allow a complementary study. The
isolation and characterization of the ChAP gene and the identification of possible receptors
of RGD sequences in the pollen are two excellent ways of research, since they can

contribute to the ChAP’s function clarification.



1. INTRODUCAO

1.1 Descrigdo da espécie

Cynara humilis (figura 1.1) é uma das espécies mais abundantes do género Cynara em
Portugal, encontra-se distribuida pelo centro e sul do pais, particularmente em solos aridos de
natureza calcarica e basaltica. Taxonomicamente esta incluida na familia das Asteraceae
caracterizando-se por apresentar folhas lanceoladas, glabras e verde-lustrosas na pagina
superior, e branco-tomentosas na inferior; as basilares até 40 x 15 cm, bi-unipenatipartidas,
com os segmentos estreitos, linear-assovelados ou linear-triangulares, enroladas na margem
e terminados em espinha picante; invélucro com 30-60 x 20-45 mm de bracteas
purpurescentes tornando-se acastanhadas; corolas violaceo-azuladas, por vezes brancas;
cipselas com 6-8 x 4-6 mm, bagas, acastanhadas, de papilho com 20-35 mm; aquénios com
angulos alados e capitulos com invélucro ovoide. E um hemicriptéfito subarrosetado de
caules com 15-18 cm, geraimente branco-tomentosos. A sua constituicdo cromossomica é
2n=34. Floresce e frutifica de Junho a Agosto (Coutinho, 1913; Franco, 1984; Tufin &
Heywood, 1976).

Figura 1.1 - Inflorescéncia de Cynara humifis. A-Inflorescéncia fechada muito precoce; B-Inflorecéncia aberta; C-ampliagéo
das bracteas; D-ampliagdo dos foliolos.
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Muitas das espécies do género Cynara tém sido utilizadas, desde ha muitos anos,
como medicamentos populares. Assim, por exemplo, as partes comestiveis de alcachofra —
Cynara scolymus - sdo um excelente alimento para diabéticos porque contém inulina em vez
de fécula. Além disso actuam sobre o figado, favorecendo a secre¢do da bilis; possuindo,
ainda, uma actividade anti-reumatica e diurética.

Os extractos obtidos a partir das flores de C. cardunculus sdo usados, desde ha varios
séculos, como coagulante do leite de ovelha no fabrico artesanal do queijo da Serra da
Estrela, de Serpa e de Azeitdo. A espécie Cynara humilis € também utilizada no fabrico de
queijo de ovelha como substituto ou misturado com Cynara cardunculus quando este é
insuficiente (Fernandez-Salguero & Sanjuan, 1999). A actividade coagulante dos extractos
das flores é devida a presenca de proteinases asparticas.

A utilizagcdo das proteinases vegetais como coagulantes do leite tem despertado
interesse, uma vez que sd@o enzimas naturais que podem substituir o coalho de origem
bovina e a quimosina recombinante (Gomez et al., 2001). Neste momento, a utilizagéo
destes dois ultimos produtos estd a ser questionada pelas entidades reguladores da
industria dos lacticinios de diversos paises.

Estudos realizados por Pires e colaboradores (1994) demonstraram que o conteudo
enzimatico presente nestas duas espécies é diferente. Cynara cardunculus apresenta duas
proteinases asparticas designadas cardosina A e cardosina B e C. humilis contém apenas
uma proteinase aspartica. Em termos de especificidade e parametros cinéticos a cardosina
A e a proteinase aspartica de C. humilis (ChAP) s&c semelhantes & quimosina enquanto a
cardosina B é semelhante a pepsina.

As pesquisas realizadas, até este momento, tém incidido, principalmente, em Cynara
cardunculus. O conhecimento relativo ao Cynara humilis é parco, nomeadamente, no que

concerne a localizagao histolégica e celular.
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1.2 Classificagio e diversidade das peptidases

As enzimas constituem entre as proteinas, o grupo mais numeroso € 0 mais
especializado. Actualmente as enzimas estdo agrupadas em seis classes, de acordo com o
tipo de reacgao que catalisam (tabela 1.1).

Codigo Classe Fungbes

EC1 Oxidoreductases | Catalisam reacgdes de oxiredugbes

BC-2 Transferases Realizam reaccOes de transferéncia de grupos, (por exemplo o
grupo metil, o grupo glicosil ...) de um composto para outro.

EC3 Hidrolases Catalisam a hidrolise de varias ligagdes (péptidica, éster ...)

EC 4 Liases Realizam a clivagem de ligagdes por outros mecanismos que nio a
hidrolise ou a oxidagio.

EC5 Isomerases Catalisam mutagdes intramoleculares.

EC6 Ligases Catalisam a ligacio entre duas moléculas

Tabela 1.1 —Classes de enzimas e respectiva fungéio

As hidrolases peptidicas (EC 3.4) sdo uma subclasse das hidrolases, dado que s&o
enzimas que hidrolisam ligagdes peptidicas. Segundo as recomendagbes da NC-IUBMB
(Nomenclature Committtee of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology) os termos “protease” e “peptidase” podem ser, hoje, utlizados como sinénimos de
“hidrolase peptidica” para qualquer enzima que hidrolise ligagdes peptidicas.

Presentemente, as peptidases estdo subdivididas em “exopeptidases” (EC 3.4.11-
19)- enzimas que actuam apenas nas regides terminais das cadeias polipeptidicas e as
“endopeptidases” ou proteinases (EC 3.4.21-99) que actuam no interior das cadeias
polipeptidicas.

As endopeptidases sdo divididas em sub-subclasses com base no mecanismo
catalitico; e a especificidade é utilizada, apenas, para identificar as enzimas na mesma
classe (tabela 1.2). Quando as enzimas ndo podem ser inseridas em nenhuma das sub-
subclasses (EC 3.4.21-25) sao colocadas na sub-subclasse EC 3.4.99.
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Peptidase ou protease — enzimas que actuam nas ligagdes peptidicas

L

II.

quebram ligagbes peptidicas intemnas........... .o

A — Endopeptidases

1.

Centro activo de serina ou histidina esta envolvido
na catalise, pH éptimo 7-9...............o
Centro activo de cisteina esta envolvido na catalise,
pHOPHMO 4-7. ...
Centro activo com dois acidos aspartico e uma
tirosina estio envolvidos na catilise, pH 6ptimo <5.
Centro activo com um iio metalico envolvido na

galise, PH ophifis T-Duvmesss apwmvsprsssunise

B — Exopeptidase

1.

Hidrolise de um tnico aminoacido a partir da regido
terminal — NH2 da cadeia peptidica.....................
Hidrolise de um dipeptideo a partir da regido
terminal — NH2 da cadeia peptidica.....................
Hidrolise de um tnico aminoacido a partir da regiio
terminal — COOH da cadeia peptidica.................
Hidrolise de um dipeptideo a partir da regido
terminal -COOH da cadeia peptidica..................
Quebra de dipeptideos em aminoacidos...............

quebra de tripeptideos a partir da regido terminal C

Remog¢io de residuos terminais que sdo
substituidos, ciclizados ou ligados por ligagdes

ISODBPIRHCES: s o e s A TE B AR S RS

A

quebram ligagdes peptidicas nas regides terminais..... B

endopeptidase serinica (EC 3.4.21)

endopeptidase cisteinica (EC 3.4.22)

endopeptidase aspartica (EC 3.4.23)

metaloendopeptidase (EC 3.4.24)

aminopeptidases (EC 3.4.11)

dipeptidil peptidases (EC 3.4.14)

carboxipeptidases (EC 3.4.16-18)

peptidil dipepetidases (EC 3.4.15)
dipeptidases (EC 3.4.13)

tripeptidases

omega peptidases (EC 3.4.19)

Tabela 1.2 -~ Chave dicotomica para a classificagdo de enzimas proteoliicas - adaptado de (Storey & Wagner, 1986)
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Todavia, & medida que se desenvolvem os estudos, estas enzimas podem ser
reclassificadas e colocadas numa sub-subclasse ja existente ou criar uma nova sub-
subclasse. O suplemento 6 (1999) da NC-IUBMB transfere a enzima EC 3.4.99.46 para EC
3.4.25.1 criando portanto a sub-subclasse EC 3.4.25 — endopeptidase treoninica.

As exopeptidases sdo classificadas com base na reacgéo catalisada. Os varios tipos
de exopeptidases sdo distinguidos pelo tamanho da molécula do substrato, pela
identificagdo da regido terminal clivada e pelo tamanho da molécula libertada (Domingos,
1997)(tabela 2).

1.3 Proteinases asparticas

As proteinases asparticas (PAs) (E.C.3.4.23) representam uma sub-subclasse de
enzimas amplamente distribuida na natureza. As PAs foram encontradas nos vertebrados,
fungos, plantas e mais recentemente em retrovirus (Davies, 1990).

Na sua maioria estas enzimas caracterizam-se por apresentarem actividade
proteolitica maxima a pH acido, utilizarem as cadeias laterais dos dois acidos asparticos no
mecanismo catalitico (Fruton, 1971; Fruton, 1976) e clivarem preferencialmente ligagdes
entre residuos aminoacidicos hidrofébicos, tais como a Phe, lle, Leu ou Val (Barret &
McDonald, 1986). As PAs sao inibidas pelo diazoacetilnorleucina (DAN), pelo 1, 2-epoxi 3-
(p-nitrofenoxipropano) (EPNP) e pela pepstatina, um hexapeptideo de Streptomyces. A
pepstatina inibe quase todos os membros da familia das proteases asparticas apoiando a
hipétese de que estas enzimas tém mecanismos de acg¢ao semelhante.

Recentemente foram descritas algumas enzimas estrutural e enzimaticamente
relacionadas com as PAs, tais como as enzimas de Aspergillus niger, (Takahashi et al.,
1991) de Pseudomonas (Oda & Murao, 1991) e de Bacillus novosp (Murao et al., 1993)
que sdo insensiveis a pepstatina.

Uma vez que as PAs tém sido alvo de intensos estudos devido ao seu envolvimento
em situagdes patologicas como a SIDA, a malaria, o cancro e a doenga de Alzheimer
(Vieira et al., 2001), varias sequéncias aminoacidicas tém sido determinadas. Na sua
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maioria as PAs de mamiferos, plantas e fungos sdo enzimas de cadeia unica com um peso
molecular aproximadamente de 35 kDa (Davies, 1990).

As PAs tém regides caracteristicas bastante conservadas, como as sequéncias
préximas dos locais dos dois residuos aspartil: D3-T/S-G-S no dominio N-Terminal e Dy1s-
T/S-G-S/T no dominio C-Terminal (os numeros indicam a posigao dos aa na pepsina). A
presenca destas regides nas proteinas & geralmente aceite como uma evidéncia de
pertencer @ sub-subclasse das PAs, contudo esta ideia ndo € correcta dado que existem
regides semelhantes em muitas proteinas nao pertencentes as PAs.

Outra caracteristica das PAs é serem sintetizadas na forma de zimogénios. Os
zimogénios, precursores inactivos das enzimas, possuem uma propeptideo, com
aproximadamente 50 aa na regido N-Terminal que impede a actividade da enzima (Davies,
1990). James & Sielecki (1986) sugerem que a inibicdo da actividade ocorre provaveimente
porque o propeptideo bloqueia o acesso aos aspartatos cataliticos existentes no centro
activo da enzima. Quando a proenzima se encontra num meio com pH acido ocorre um
processo autocatalitico que liberta o propeptideo, activando a enzima (Davies, 1990).
Todavia outros processos de maturacdo tém sido descritos no qual o prosegmento
intervém de outra forma, como é caso da maturagéo da fitepsina.

A produgdo de zimogénios protege os préprios tecidos ou células da degradagéo néao
desejada durante o transporte intracelular e secre¢do (Khan & James, 1998), podendo
ainda desempenhar outros papéis importantes relacionados com o enrolamento correcto e
a estabilidade dos zimogénios (Kervinen et al., 1999).

A estrutura tridimensional de varias PAs tem vindo a ser determinada por raios X. A
comparagio dos dados obtidos demonstra que das trés familias de PAs apenas duas estéo
estritamente relacionadas: a familia A1 (pepsina) e a familia A2 (retropepsina). A familia A3
(virus do mosaico da couve-flor) apresenta alguns indicios de afinidade com a retropepsina
e provisoriamente foi incluida nesta sub-subclasse (Rawlings & Barret, 1995). Os estudos
cristalograficos demonstraram, ainda, que a estrutura secundaria das enzimas
pertencentes a familia A1 consiste, quase inteiramente, numa folha pregueada com poucas
e pequenas hélices a. A molécula é bilobada com uma fenda a separar os dois dominios,

onde se localiza o centro activo. A ligagdo entre os dois lobos é formada por um
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hexapeptideo e cada lobo contribui com um residuo de acido aspartico responsavel pela
actividade catalitica (Rawlings & Barret, 1995).

Apesar da pequena similaridade das sequéncias aminoacidicas, a existéncia de dois
lobos muito semelhantes vem sugerir que a enzima ancestral evoluiu por duplicagao génica
seguida de fusdo (Rawlings & Barret, 1995). A hipétese colocada por Tang (1978) para a
evolugdo da familia A1 (pepsina) implica a existéncia num determinado tempo de uma
pequena molécula analoga a um lobo da pepsina, que seria activa como homodimérica.

A confirmagéo surgiu, primeiramente, do estudo cristalografico da retropepsina do
VIH (virus da imunodeficiéncia humana) e mais tarde do VSR (virus do sarcoma de Rous)
e o VAM (virus da mieloblastose avicola), que demonstraram que as retropepsinas sao
semelhantes a um lobo da pepsina. As retropepsinas sdo sintetizadas como poliproteinas
sofrendo durante o processo de maturagdo uma dimerizagdo. Contrariamente as pepsinas
que sdo enzimas monoméricas com dois dominios estruturais muito semelhantes; as
retropepsinas sdo enzimas homodiméricas com duas subunidades relacionadas e podem
ser consideradas, portanto, as precursoras das pepsinas (Davies, 1990).

Apesar das caracteristicas comuns presentes, os membros desta sub-subclasse
desempenham uma variedade de fungoes.

As pepsinas, a gastricsina e as quimosinas participam na degradagdo das proteinas
durante a digestdo. A quimosina, enzima que se encontra no estdémago de ruminantes
muito jovens tem actividade proteolitica baixa. Segundo Foltman (1992) a actividade
proteolitica baixa da quimosina estara relacionada com a necessidade da preservagao das
imunoglobulinas presentes no leite materno.

A catepsina D, uma enzima lisossomal, intervém na degradagao intracelular das
proteinas. Supde-se que a catepsina D esteja, ainda, envolvida em inumeros processos
fisiologicos e patolégicos; como o processamento de enzimas lisossomais, (Gottschalk ef
al., 1989) na distrofia muscular, (Gopalan et al., 1987) na doenga de Alzheimer (Cataldo &
Nixon, 1990) e na progressdo do cancro da mama (Cavaillés et al.,, 1993).

A renina cliva uma proteina que origina o percursor da angiotensina ll, que é o factor
principal no controlo da pressdo sanguinea bem como da regulagéo dos niveis de agua e

so6dio no organismo.
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Nos fungos, as PAs desempenham diversas fungdes desde a digestdo extracelular
(Ichishima ef al., 1992; Yang et al., 1997) a participagéo na esporulagéo (Davies, 1990;
Hofmann et al., 1984).

Nos retrovirus, como o VIH, a proteinase & responsavel pela clivagem das
poliproteinas virais e proteinas ndo virais necessarias para a produgdo de virides viaveis
(McKeever et al., 1989).

1.3.1 Proteinases asparticas vegetais

Um grande nimero de PAs vegetais tem sido detectado e/ou purificado a partir de
Gimnospérmicas (Pinus sp), Monocotiledéneas (milho, arroz, trigo e cevada) e
Dicotiledéneas (Arabidopsis, Brassica, Cynara, Centaurea, Nicotiana, cacaueiro e
Lycopersicum). Estas enzimas tém sido encontradas principalmente em sementes em
dorméncia, ou em diferentes partes de sementes em germinagéo, mas também em folhas e
flores.

A maioria das PAs vegetais apresenta caracteristicas tipicas da sua sub-subclasse,
nomeadamente o pH 6ptimo acido, a inibico pela pepstatina e a preferéncia por ligagdes
entre aminoacidos hidrofébicos com residuos laterais volumosos. S&do enzimas
monomeéricas, como as que estdo presentes em sementes de arroz, de trigo, de Brassica e
folhas de Nicotiana e Lycopersicum ou heterodiméricas como as que estdo presentes nas
flores de Cynara sp, sendo os dois péptideos derivados do processamento de uma unica
proproteina. Apesar desta diversidade estrutural, existe uma similaridade entre as regites
terminais da proteina monomeérica de Brassica e as cadeias maiores das enzimas
heterodiméricas (D'Hondt et al., 1997). Estes dados sugerem que a diversidade estrutural é
devida, provavelmente, a um processamento diferencial da enzima precursora.

A sequéncia geral das PAs vegetais pode dividir-se em cinco partes: uma sequéncia
sinal (pre), uma regido do propeptideo (pro), uma regido N-terminal, uma regido especifica
(PSI) e uma regido C-terminal (figura 1.2).
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Pre | Pro Regido N-terminal PSI Regido C-terminal

Figura 1.2 - Representagéio esquemética dos dominios de uma proteinase aspartica vegetal.

Os dominios N e C-terminal das PAs vegetais apresentam elevada similaridade com
os dominios de PAs de outros seres vivos. Na maioria das PAs os residuos cataliticos
estdo inseridos num motivo bastante conservado (DTG) em ambos os lobos da enzima, no
entanto nas PAs vegetais um dos locais em vez de conter o motivo DTG contém o motivo
DSG. O padréo evolutivo e a importancia biolégica desta variagdo nas PAs das plantas
ainda nao estéo clarificados (Mutlu & Gal, 1999).

O PSS (Plant Specific Sequence) ou PSI| (Plant Specific Insert) € constituido
aproximadamente por 100 aa, que surgem exclusivamente na maioria das PAs das
plantas. A comparagdo das sequéncias de PSI com origem em diferentes PAs permitiu
detectar a existéncia de regides semelhantes nomeadamente os seis residuos de cisteina
e o local de glicolisagdo (Mutlu & Gal, 1999). Quando comparada com outras sequéncias
proteicas foi possivel verificar uma homologia com o precursor das saposinas
relativamente aos seis residuos de cisteina e do potencial local de glicosilagao.

As saposinas sao proteinas activadoras dos esfingolipidos, que parecem ser
necessarias para a hidrélise dos esfingolipidos por hidrolases lisossomais especificas.
Existem quatro saposinas (A, B, C e D), as quais sao derivadas de um mesmo precursor —
a prosaposina. Contudo, o PSI ndo é constituido por um uUnico dominio de saposina mas
parece corresponder a uma ligagdo entre uma porgdo C-terminal de uma saposina com
uma porgdo N-terminal de uma segunda saposina. Com base nesta caracteristica o PS| é
descrito como uma swaposina (White ef al., 1999). Domingos (1997) citando Pointing &
Russel (1995) afirma que as saposinas ndo parecem ter surgido da mudanga de posi¢ao
das regides C e N-terminal do gene, mas derivarem de uma regido de um gene ancestral
semelhante & prosaposina, que era constituido por repeticbes de uma das metades da
saposina, uma regido “linker” e por repeticbes de uma metade terminal da saposina
seguinte (figura 1.3).
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i Swaposina :

alla2|a3lad al’|la2|lad |ad

Saposina E i Sapostna

Figura 1.3 - Representagéio esquemética da relagdo existente enfre as saposinas e as swaposinas (extraido de Domingos,
1997)

Dada a similaridade existente entre o PSI| e as saposinas é provavel que a fungéo
desempenhada pelo PSI| seja semelhante a fungdo das saposinas.

A associagdo das saposinas e das proteinas semelhantes as saposinas com o0s
lipidos das membranas e com as proteinas ligadas a membrana estd claramente
demonstrado (Wilkening ef al., 1998) e neste sentido o PS| pode ter uma funcdo no
transporte para o vacuolo. A forte ligagdo das saposinas com determinados glicolipidos
indica também uma possivel fungdo para as interacgdes proteinas-lipidos no
encaminhamento das proteinas para os vaclolos das células vegetais (Kervinen et al.,
1999).

Um estudo levado a cabo com protoplastos de tabaco demonstrou que a delecgéo da
regido do PSI levou a secregdo da fitepsina, contudo uma mutagéo no propeptideo ou uma
deleccdo do local de N-glicosilagdo ndo afectam o ftransporte para os vacuolos
(Tormakangas (1997) in Kervinen, 1999). Estudos mais recentes verificaram que a fitepsina
com o PSI| delectado, além de ser secretada para o meio de cultura, o processo de
exportagdo da enzima do reticulo endoplasmatico também é diferente. Com base nestes
resultados, Tormakangas (2001) sugere que o PSI|, provavelmente possuira dois sinais:
uma para a saida do reticulo e outro para o enderegamento vacuolar.

Todavia, mais investigacbes sdo necessarias para clarificar o0 mecanismo de
transporte vacuolar, uma vez que as células vegetais possuem pelo menos dois tipos de
vacuolos que apresentam proteinas intrinsecas do tonoplasto diferentes: a-TIP e TIP-Ma27
(Paris et al., 1996) e existem proteinases que estdo presentes em ambos. Embora o PSI
parega representar um sinal de direccionamento para um dos vacuolos, outros sinais teréo
de existir para direccionar a fitepsina para o outro vactolo ou as outras PAs para os vérios

tipos de vacuolos (Kervinen et al., 1999).
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Os estudos de identificagdo e caracterizag@o de PAs tém sido realizados em diferentes
espécies vegetais e em diferentes estruturas, como foi, ja, referido anteriormente. Apesar de
as PAs serem identificadas e caracterizadas quer em diferentes espécies, quer em diferentes
estruturas, tal como tem vindo a ser mencionadas, os dados existentes relativamente a sua
fungdo sdo provenientes essencialmente de estudos de actividade in vitro. De um modo geral,
tem sido sugerido que as PAs vegetais estdo envolvidas na regulagdo da concentragao
(Belozersky et al., 1989; Rodrigo et al., 1989; Rodrigo ef al, 1991) ou no processamento
proteolitico especifico de outras proteinas (D'Hondt et al., 1993; Runeberg-Roos et al., 1994).

Os estudos existentes sugerem que as PAs expressas em sementes desempenham uma
fungdo nos processos de hidrolise de proteinas de reserva, necessarios ao desenvolvimento
do embrido. Os dados experimentais incluem, por um lado, a detecgdo de PAs em corpos
proteicos, que sdo vacuolos especializados contendo proteinas de reserva, presentes em
sementes de diferentes espécies (Elpidina ef al, 1990) e incluem, por outro lado, a
demonstragcdo que as PAs de sementes de Tnticum aestivum, Brassica napus e Theobroma
cacao sao capazes de processar proteinas de reserva in vitro (Belozersky ef al., 1989; D'Hondt
et al., 1993).

A presenga da PA de Hordeum vulgare ao longo da maturagdo e germinacdo das
sementes foi estudada em pormenor (Tormakangas et al., 1994). A enzima esta presente,
fundamentalmente, no embrido e na camada de aleurona, mas nao no restante volumoso
endosperma, carregado de amido e outras substancias de reserva. Estes factos sugerem que
a enzima podera participar na hidrdlise de proteinas de reserva acumuladas no embrido e na
camada de aleurona ou ainda no processamento de percursores de outras enzimas hidroliticas
que sdo secretadas pela camada de aleurona e pelo escutelo para o endosperma amilaceo.
Quanto a localizagédo sub-celular, esta PA € uma enzima vacuolar, o que significa que entra na
via secretora mas é retida intracelularmente para ser dirigida para o vacuolo (Runeberg-Roos
ef al., 1994). Assim, a fitepsina tem uma localizagdo andloga a da protease A (PA vacuolar, em
leveduras) e também a da catepsina D (PA lisossomal, em animais), uma vez que o vacuolo é
o equivalente nas células de plantas e fungos ao lisossoma nas células animais. Neste mesmo
estudo, verificou-se ainda que a enzima € capaz de processar correctamente in vifro o
propeptideo C-teminal da lectina, também presente em H. vulgare e que ambas as proteinas
se co-localizam em vacuolos, 0 que permite propor um envolvimento desta PA neste

11
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processamento (Runeberg-Roos ef al., 1994). A expressao da fitepsina detectada em outras
estruturas, como em raizes, caules, folhas e flores, permite supor um envolvimento da enzima
em diversas fun¢des da planta (Tormakangas ef al., 1994).

A expressdo da fitepsina em células dos feixes vasculares em desenvolvimento e da
coifa constituiu a primeira evidéncia experimental de que uma PA vacuolar, em analogia com a
catepsina D, pode desempenhar um papel importante na autélise activa de células de plantas,
ou seja, na morte celular programada (Runeberg-Roos & Saarma, 1998).

Nas folhas de Lycopersicon esculentum e Nicotiana tabacum identificou-se uma PA
extracelular capaz de degradar proteinas relacionadas com a patogénese, denominadas
proteinas de resisténcia (PR) (Rodrigo et al., 1989; Rodrigo et al., 1991). Estas proteinas séo
secretadas em situagdes de stress e julga-se que sejam parte de um sistema de defesa contra
a infecgéo bacteriana (Bowles, 1990); em fungao destes resultados, sugeriu-se que estas PAs
participam na regulagdo da concentragao de proteinas PR. Estudos posteriores indicam que a
expressdo de uma outra PA é regulada de modo semelhante ao de proteinas de resposta
sistémica a ferimentos, as quais sdo parte de um sistema de defesa contra ataque por
herbivoros (Bergey et al., 1996).

Nas plantas camivoras, os érgdos adaptados a captura e digestdo de pequenos
invertebrados secretam um fluido rico em enzimas hidroliticas, entre as quais as PAs (Juniper
et al., 1989). Uma vez que esse fluido é acido, um meioc adequado a actividade de PAs, pensa-
se que nestas plantas estas enzimas estejam envolvidas na digestdo dos animais capturados,
nomeadamente na degradacdo das suas proteinas (Tokés et al, 1974). Com base na
descoberta de uma PA no fluido acido de Nepenthes alata; An, (2002) sugere que as plantas
camivoras utilizam as proteinas dos insectos como fonte de azoto.

A determinagdo da funcdo da cenprosina, a PA recentemente identificada nas flores de
Centaurea calcitrapa, carece de estudos posteriores, apesar de existirem ja algumas
evidencias da participagdo da enzima no processo de senescéncia das flores (Domingos,
1997; Domingos et al., 2000).

Varios estudos tém sido realizados tendo como objectivo esclarecer a fungéo quer das
ciprosinas quer das cardosinas, as PAs presentes nas flores de C. cardunculus. Dada a
importancia das cardosinas, sobretudo da cardosina A, nc desenvolvimento deste estudo, dar-
se-a énfase a uma descrigdo mais detalhada destas enzimas.

12
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1.3.2 As cardosinas

As cardosinas sdo proteinases asparticas presentes nas flores de Cynara
cardunculus L. Estas enzimas, que foram designadas por cardosina A e cardosina B, tém
sido estudadas ao nivel molecular e bioquimico. Esses estudos vieram revelar que as
cardosinas s&o o produto de dois genes diferentes, mas relacionados (Verissimo ef al.,
1996). A cardosina A é a mais abundante e juntamente com a cardosina B constituem a
maioria das proteinas soluveis presentes no gineceu maduro. S&o enzimas
heterodiméricas que possuem duas subunidades com uma massa molecular aparente
(m.m.a.) de 31 kDa / 15 kDa e 34 kDa / 14 kDa, respectivamente. Além disso apresentam
diferencas ao nivel da sequéncia aminoacidica, ao nivel da localizagdo histocitolégica e ao
nivel da especificidade enzimatica.

Relativamente a especificidade a cardosina A € mais especifica do que a cardosina
B. Ao nivel da localizagdo, os estudos imunolégicos revelaram que a cardosina A se
acumula nos vacuolos de armazenamento proteico das papilas estigmaticas e em menor
quantidade nas células de parénquima subepidérmmico do estigma e nos vacuolo central
das células da epiderme do estilete ao contrario a cardosina B € uma PA extracelular que
se localiza especificamente na matriz extracelular do tecido de transmisséo.

Segundo Faro e colaboradores (1998), apesar das diferengas, as cardosinas
possuem um elevado grau de homologia e por essa razdo foi sugerido que podem ter
aparecido por duplicagdo genica.

O cDNA da cardosina A contém um “open reading frame” que codifica uma sequéncia
de 504 aminoacidos (figura 1.4). A andlise da sequéncia revelou que a proteina é
sintetizada sob a forma de preproenzima, com uma sequéncia sinal de 24 aa., responsavel
pelo enderegamento para o limen do reticulo; por um prosegmento com 42 aa e uma
sequéncia de 438 aa. No interior da sequéncia maior existe uma regido de 102 aa,
designada por PSI que é comum as PAs vegetais. Esta sequéncia separa a cadeia de 31
kDa da cadeia de 15 kDa. Os residuos cataliticos estdo localizados na cadeia de 31 kDa
na posigdo Dss-T-G e D21g-S-G. A cardosina A tem também dois locais de N-glicosilagéo
nas sequéncias N7-G-T e Njgs-V-S, localizados em cada uma das cadeias. A estrutura dos

glicanos foi determinada e os resultados demonstraram que os locais de glicosilac@o estéo,
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de facto, glicosilados com glicanos complexos (Costa et al., 1997). O facto de os locais de

glicosilagdo estarem situados fora dos centros activos sugere que os hidratos de carbono

ndo sdo fundamentais para a actividade e especificidade da enzima. Contudo podem

desempenhar um papel importante no enrolamento e na manutencéo da estabilidade da

enzima (Faro et al., 1998). Os estudos realizados indicam, também a existéncia de uma

sequéncia de adesdo de proteinas — RGD, que é caracteristica de ligandos de integrinas

como a fibronectina ou a vitronectina. Todavia outros motivos de adeséo poderdo existir.

A)

PPcardosind
PPcardosinB

PPcardosini
PPcardosinB

PPcardosind
PPcardosinB

PPcardosind
PPcardosinB
PPcardosina

PPcardosinB

PPcardosina
PPcardosinB

PPcardosina
PPcardosinB

PPcardosini
PPcardosinB

PPcardosind
PPcardosinB

Pré rro
IMGTS IKANV LALFLFYLLS PTVFS[¥SDDGLIRIG L KKRKVDRID QLRGR RALMEGNARKD | 60
MGTP IKASLLALFLFFLLS PTAFSVSNGGLLRVGLIEIREVDRLD QLRAHGYHMLGNARED 60

35 KDa
|FGFRGTVRP SGSAVVALTNDRDTS ¥FGEIGIGTP PQKFTVIFDT GSSVLUVPS SKCINSK 120

FGFRRTLSD SGSGIVALTNDRDTAYYGEI GIGTP PQNFAVIFDTGSSD LUVPSTKCDTSL 120

#*
ACRAHSMYE S5DSSTYKENGTFGAITYGTGSITGFFSQD SVTIGDLYVKEQDFIEATDEL |180
ACYIHPRYD AGDISTYRGNGTTAS IQYGTGATIVGFYSQD SYEVGDLVVEHODFIETTEED 180
#*

NVFLHRLFDGILGLSFQTIS-~~- -VPVUWYNMLNQGLVKERRFS FWLNRNVDEEEGGE LY [236
DTVFLESEFDGILGLGFQE ISAGKAVPVWYNMVN QGLVEEAVFS FWLNRNVDEEEGGELY 240

|FGGLD PNHF R GDHTYVPYT YQYYWQFGIGDVLIGDKSTGFCAPGCOAFADSGTSLLSGPT [296
FGGVDPNHFRGNHTYVPVTREGYWQFEMGDVLIGDKSSGFCAGGCAATADSGTSFFAGPT 300
*

PaI
[(AT¥TQINHA IGANKVMNQQ CKTVV SRYGRDITEMLRSKI QPDKI CSHMKLCTFDGARD VS ] 356
ATTTQINQAIGAKGVLNQQCKTLY GQYGKNMIQMLTSEY QPDKICSHMKLCTFDGAHDVR 360

[SIIE SVVD KNNDKS SGGIHDE MCT FCEMAVVUMQNE IKQ SETEDNIINYANEL EEHLS"IEI 416

SHIE SVVDKNNDKS5G6—--EICTFCEMALVRMQNEIKRNETED NITNHVNEVCDQLP TS 417
#*
* 14KDa
|SEEL QVDCNTLSSMPNVSFTIGGKKFGLT PEQYI LKVGKGEATQCISGFTAMDAT-LLGP |47 5
SAES IVDCNGISSMPNIAFTIGSKLFEVI PEQYIYEVGE GEAATCISGFTALDIMSPQGP 477

|IJJIL GDVFMRPYHTVFDYGNLLVGFAEAL |504
IVILGDMFMGPYHTVFDYGKLRVGFAEAV 506
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B)
&
Cardosina A | Pre ﬂ Pro l 31 kDa | PSI ] 15 kDa l
o E
Cardosina B | Pre | Pro I 34 kDa | PSI H 14 kDa |

Figura 1.4- A- Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das formas precursoras da cardosina A e da cardosina B. As
sequéncias pré e pro da cardosina A estdo inseridas num rectdngulo verde e cor de laranja,
respectivamente. Os locais activos estdo assinalados a vermelho, a sequéncia RGD esta a amarelo e os
locais de N-glicosilagéo estéo assinalados com um asterisco (¥ ). O PSI esta inserido num rectangulo azul.

B- Representagéio esquematica dos dominios da cardosina A e da cardosina B. Os locais de N-glicosilagéo estéo

assinalados com o simbolo (&) E de salientar que, contrariamente, ao que se verifica na cardosina B, a
cardosina A ndo possui um local de glicosilagéio no PSI. (extraido de Vieira, 2001)

A estrutura tridimensional foi determinada por cristalografia de raios X, com base num
método de substituicdo molecular usando a catepsina D como modelo. Apesar de ser
necessario realizar alguns reajustamentos, algumas caracteristicas podem ser descritas. O
diagrama da cardosina A apresenta dois dominios sensivelmente simétricos e com grande
quantidade de folhas B, separados por uma longa fenda. Nesta estrutura foram
identificadas, ainda, trés pontes dissulfidicas, duas na primeira cadeia peptidica e uma na
segunda cadeia peptidica. Das trés, nenhuma estabelece uma ligagdo entre as duas
cadeias peptidicas, portanto estas duas cadeias serdo mantidas juntas apenas por
interacgdes hidrofébicas e pontes de hidrogénio, ou seja, por interacgdes de natureza nao
covalente.

O cDNA da cardosina B contém um “open reading frame” com 1521 pb. A sequéncia
aminoacidica (figura 1.4) derivada do cDNA contém uma sequéncia sinal, um prosegmento
com 44 aa e uma sequéncia polipeptidica que inclui as duas cadeias da enzima madura.
Os residuos asparticos dos locais activos estdo, ambos, localizados na cadeia de 34 kDa.
Ao contrario da cardosina A, a cardosina B s6 possui locais de N-glicosilagdo na cadeia
maior e no PSI. Um desses locais resultou de uma mutagdo ocorrida no aminoacido D
(acido aspartico), na sequéncia de adesdo de proteinas RGD, por um aminoacido N
(asparagina). A mutagdo provocou, assim, o aparecimento de uma sequéncia consenso
para a N-glicosilagdo — NHT (Vieira et al., 2001).
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As cardosinas sdo sintetizadas em cadeias simples e sofrem, posteriormente, um
processamento que origina uma enzima madura constituida por duas cadeias. Apesar de
até este momento existirem poucos estudos sobre o processamento da cardosina B, a
comparagio das sequéncias proteica da forma madura e da forma precursora revelaram
que além da sequéncia sinal, o prosegmento e o PSI sdo removidos durante a maturagéo
da proteina.

Relativamente a cardosina A, Santos (1997) sugere que a enzima entra numa via
secretora sofre glicosilagdo no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi e &
transportada para o vacuolo. No vacuolo ocorre o processamento proteolitico da enzima. O
processo, anteriormente, referido € um processo sequencial. A primeira clivagem ocorre
entre a sequéncia de 31 kDa / PSI, seguidamente, acontece a separacdo entre a
sequéncia pré / 31 kDa e PSI/ 15 kDa. Pela analise dos locais de clivagem concluiu-se que
ocorre um auto-processamento parcial, ou seja, a cardosina A intervém no seu préprio
processamento, mas € auxiliada por outras peptidases.

A comparagdo da sequéncia proteica da cardosina A com as pequenas sequéncias
de enderecamento vacuolar descritas para outras espécies pemmitiu determinar que a
sequéncia VGFAEAA da regido C-terminal apresenta uma elevada homologia com a regido
C-terminal da lectina da cevada (VFAEAIA). O facto desta sequéncia estar ausente na
cardosina B, apoia a hipotese dessa sequéncia poder ser um sinal de enderegamento
vacuolar.

1.3.3 A proteinase aspartica de C. humilis - ChAP

Em relagdo a PA presente nas flores de C. humilis, os dados s&o ainda escassos.

Os primeiros estudos sobre a ocorréncia de PAs nos pistilos de C. humilis conduziu ao
isolamento de uma enzima que apresenta aspectos estruturais semelhantes a cardosina A,
apesar de possuir propriedades cinéticas Unicas (Verissimo et al., 1998). Esta enzima,
designada por ChAP (Cynara humilis Aspartic Protease), € uma proteina heterodimérica,

cujas subunidades possuem massas moleculares aparentes de 31 e 15 kDa.
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O cDNA desta PA foi posteriormente clonado, analisado e a sua sequéncia
aminoacidica foi determinada. A sequenciacdo deste cDNA pemitiu concluir que possui
1503 bp, codificando 501 aminoacidos. A analise desta sequéncia revelou que a ChAP é, tal
como esperado, sintetizada como uma preproenzima, aparentemente constituida por uma
sequéncia sinal-pré de 24 aminoacidos, um prosegmento que inclui os 39 aminoéacidos
seguintes e uma sequéncia polipeptidica constituida por 438 aminoacidos (Mendes, 1997).
Como as restantes PAs de origem vegetal, a ChAP apresenta uma inser¢do de 102
aminoacidos denominada PSI, que separa as suas duas cadeias; a homologia geral ja
descrita entre o PSI e as saposinas também se observa, com excepgao do local de N-
glicosilagdo, que nao esta presente nesta enzima. Ambos os residuos cataliticos de
aspartato se encontram na cadeia de 31 kDa e os outros dois locais putativos de N-
glicosilagcdo (NGT e NVS) estao também presentes, um em cada cadeia. O motivo RGD
também se encontra nesta enzima.

A comparagdo da sequéncia aminoacidica da ChAP com a de outras PAs permitiu
verificar que o grau de homologia desta enzima com as restantes PAs de origem vegetal é
elevado. Em relagdo a cardosina A, a homologia é de cerca de 94% e a maior diferenga
entre estas duas enzimas € a perda de trés aminoacidos na sequéncia préo da ChAP. Outras
pequenas diferengas se encontram junto ao local activo desta PA, que podem ser
responsaveis pelas distintas propriedades cinéticas e coagulantes apresentadas por estas
duas enzimas (Mendes, 1997; Verissimo et al., 1998).
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2. OBJECTIVO DO ESTUDO

A primeira fase no estudo da biologia celular de novas proteinas consiste na
investigagao da sua distribuig@o no organismo e da sua localizagéo histoquimica e citologica.
Numa segunda fase é importante caracterizar a estrutura do 6rgéo onde estio presentes.

Deste modo, sdo objectivos deste trabalho a imunolocalizagdo das proteinases no
gineceu das flores de Cynara humilis L. e posterior caracterizag&o dos 6rgéos onde estas se
encontram. Além disso e com a intengcdo de obter um conhecimento mais alargado da
enzima realizaram-se estudos de expressao durante o desenvolvimento floral.

Pretende-se com os dados obtidos contribuir, juntamente com outros dados ja
existentes e outros que se espera vir a obter no futuro, para a clarificagdo da fungéo ou

fungdes da enzima na planta.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biologico

Inflorescéncias de Cynara humilis, em diferentes estadios de desenvolvimento, foram
colhidos periodicamente a intervalos de um més, na regido de Rabagal, centro de Portugal,
entre Abril e Junho.

Uma parte do material colhido foi moida em azoto liquido e guardado a -80°C para
analises bioquimicas e moleculares posteriores; o restante material foi tratado de modo a

poder ser usado em estudos de microscopia.

3.2 Estudos estruturais em microscopia

Para os estudos estruturais em microscopia, utilizaram-se somente inflorescéncias cujo o
estadio de desenvolvimento permitia a separagdo dos diferentes 6rgdos florais — estigma,
estilete e ovario. Esses 6rgaos foram seccionados em pequenas pegas e fixados numa
solugao contendo 2,5% (v/v) glutaraldeido e 1,25% (v/v) NaPIPES, pH 7,2, durante 1 h a
temperatura ambiente. Lavagem em 2, 5% NaPIPES, pH 7.2, 3 vezes, 10 minutos cada. Pos -
fixacdo em 2% (v/v) 6smio e 1,25% (v/v) NaPIPES, pH 7,2, durante 2 h a temperatura
ambiente (Salema & Brandao, 1973). Desidratacdo em séries de alcool com concentragdes
crescentes. Impregnagdo em epon (48% TAAB 812 Resin, 52% (MNA) "methyl nadic
anhydride" e 2% 2.4 6-tri (dimetilaminometil) fenol (DMP-30)) através de oxido de propileno.
Finalmente, as pegas foram incluidas em epon, em moldes orientados e colocadas na estufa
durante 12 horas a 60°C. As seccdes semifinas foram coladas em laminas de vidro e coradas
numa solugao (1:1, v/v) com 1% (m/v) Azure Il em H;O e 1% (m/v) Azul de metileno em 1%
(m/v) borato de sédio. Os cortes foram montados com Balsamo de Canada, para se prolongar
a sua duracio, observados e fotografados com um foto-microscépio Leica DMLB (Alemanha).

As secgbes ultrafinas foram recolhidas em grelhas de cobre, contrastadas com acetato

de uranilo e citrato de chumbo e observadas ao microscopio electronico de transmisséo (E.M.
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10C, Zeiss, Oberkochen, Alemanha) operando a 60 KV.

3.3 Estudos de imunolocalizacao

Nos estudos de imunolocalizagdo, utilizaram-se somente inflorescéncias cujo estadio
de desenvolvimento permitia a separagdo dos diferentes érgaos florais — estigma, estilete e
ovario. Esses ¢rgdos foram cortados em pequenas pegas e fixados numa solugdo
contendo: 4% (v/v) paraformaldeido, 0,5% (v/v) glutaraldeido, 2% (m/v) sacarose, 0,05%
{m/v) cloreto de calcio e uma gota de Tween 20 em 1,25% (v/v) NaPIPES, pH 7,2, durante
2 h a temperatura ambiente. Seguidamente as pecas foram lavadas, primeiro em 2,5%
NaPIPES, pH 7.2, durante 10 minutos, depois em 2,5% NaPIPES, pH 7,2, com 1mM
glicilglicina durante 10 minutos e novamente em 2,5% NaPIPES, pH 7,2, durante 10
minutos.

A desidratagdo das pegas realizou-se em séries de alcool de concentragdo
crescente. As impregnacdes foram realizadas aplicando séries crescentes de LRWhite
(London Resin Co., Basingstoki, UK) / etanol. Na inclus&o as pecgas foram colocadas em
capsulas de gelatina com LRWhite e ficaram na estufa a 55°C durante a noite.

Os cortes semifinos foram recolhidos em laminas de vidro previamente revestidas com
0,1% poli-L-lisina e deixadas a 37°C durante 12 h. Posteriormente, as secgdes foram tratadas
com uma solugdo saturada de metaperiodato de sdédio durante 10 minutos, seguindo-se o
tratamento com uma solugdo 0.1 M de acido cloridrico durante 10 minutos. Apds o "etching”,
procedeu-se a imunolocalizagéo utilizando o Histostain-Plus Kit (Zymed), seguindo as
instrugdes do fabricante, mas com as seguintes modificacdes: as lavagens foram feitas com
TBST 500 (TBS 500 com 0,2% (v/v) Tween 20) e o substrato cromogeénico “Fast Red” foi
substituido pelo substrato Sigma Fast BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3- indolilfosfato/ azul nitro
tetrazolio), especifico para a fosfatase alcalina, diluido em 10% (m/v) polivinil-alcool {(PVA) de
massa molecutar de 40-70 kDa (Sigma).

Na incubacdo com o anticorpo primario utilizaram-se os anticorpos dirigidos contra a
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cardosina A recombinante (anti-A rec)’ e contra a cardosina A (anti-A1° e anti-A2°) diluidos na
proporcdo de 1:60 ou 1:40 em 10% (v/v) de soro de cabra (Sigma, G-9023) e TBST 500
(0,01M Tris-HCI pH 7,5, 500 mM NaCl) contendo 0,2% (v/v) de Tween 20, durante 12 h em
camara humida a 4°C. Os cortes de controlo foram preparados, tal como os cories
experimentais, excepto no passo de incubagdo com o anticorpo primario, em que este nao foi
adicionado. As secg¢des foram montadas em glicerol, observadas e fotografadas.

Os cortes ultrafinos foram recolhidos em grelhas de niquel nao revestidas e,
posteriormente, incubados numa solugdo de bloqueio constituida por TBST 500 contendo
0,8% NaCl, 0,2% Tween 20 e 5% soro de cabra (Sigma, G-9023), durante 30 min. Apds o
blogueio, as sec¢des foram incubadas com os anticorpos dirigidos contra a cardosina A
(anti-A) diluido 1:400 na solucéo de bloqueio durante 4 h. Em seguida, as secgdes foram
incubadas com o anticorpo anti-IgG de coelho, feito em cabra e conjugado com particulas
de ouro de 15 nm de didmetro, diluido 1.50 na solu¢do de bloqueio, durante 1 h. As
secgbes controlo foram preparadas tal como as secgbes experimentais, excepto no passo
de incubagdo com o anticorpo primario, em que este foi substituido pela solugdo de
bloqueio ou por soro nao-imune diluido 1:500 na solucao de blogueio. Posteriormente, as
secgdes foram contrastadas com acetato de uranilo e citrato de chumbo, antes de serem
observadas ao microscopio electronico de transmissdo (E.M.10C, Zeiss, Oberkochen,

Alemanha) operando a 60 KV.

= Reconhece quase a totatidade da sequéncia da cardosina. (ver figura 4,10,
* Reconhece a sequéncia TSSEELQVDONT presente na cadeia menor da proteina (ver figura 4.10).

¢ Reconhece a sequéncia CRAHSMYESSD presente na cadeia maior da proteina (ver figura 4.10)
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3.4 Analise RT-PCR

O material e as solugbes usadas foram previamente tratados com uma solugdo 0,1% de
dietil pirocarbonato (DEPC) em agua, antes de ser autoclavado. Os reagentes usados eram ja
livres de contaminagé&o por ribonucleases (Rnase-free).

O RNA total das diferentes amostras (inflorescéncia fechada sem diferenciagao
colorimétrica dos orgaos florais; estigma, estilete e ovario de inflorescéncia fechada; estigma,
estilete e ovario de inflorescéncia aberta) foram isolados a partir de 100 mg de tecido, usando
0 Invisorb® Spin Plant - RNA Mini Kit (Invitek) ou o TRIzol (GibcoBRL), segundo as instrugdes
dos fabricantes. Para a analise da expressao do mRNA da PA, a qualidade do RNA total
extraido foi testada realizando uma electroforese em gel de agarose 1% contendo 0,5ug/mL de
brometo de etideo; a sua quantidade relativa e grau de pureza foram estimados usando os
métodos espectrofotométrico.

O RT-PCR foi realizado usando o Ready-To-Go RT-PCR Beads (Amersham phamacia
biotech), segundo as instrugdes do fabricante e partindo de quantidades similares de RNA
total; os primers usados foram o Primer F626 (CTCGGCCTTTCACTTCAAACG) e Primer
R1022 (CGGGTTGTATCTTAGATCGG). Os produtos do RT-PCR foram visualizados em geles

de agarose 1% contendo 0,5ug/mL de brometo de etidio.

3.5 Extraccao de proteinas

As amostras do material para a analise de RT-PCR foram utilizadas, ainda, para a
extraccdo de proteinas. O material bioloégico foi homogeneizado em tamp&o de extracgdo
constituido por 25 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM MgCl,, 1 mM ditiotreitol (DTT), 10% glicerol e
5% polivinil polipirrolidona (PVP) insoluvel; por cada grama de tecido usou-se 1 mL de tampéao
de extraccdo. Apos centrifugacéo a 13000 rpm, durante 10 minutos a 4°C, os sobrenadantes
foram recolhidos e submetidos a uma nova centrifugacao a 13000 rpm, durante 30 minutos e a
4°C; os sobrenadantes foram recolhidos e colocados em gelo.

Também se utilizou o TRIzol (GibcoBRL), seguindo as instrugdes do fabricante.

A guantidade total de proteina presente em cada extracto foi determinada pelo método
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de Bradford, usando a albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. A 1 mL de reagente de
Bradford adicionou-se 100 uL de uma solugéo de extracto diluido 1:100 ou 1:25 em agua; apés
15 minutos, a absorvancia foi lida a 595 nm e determinada a concentra¢éo de proteina, usando
a recta padrio previamente estabelecida para a BSA. Para preparar um volume de 100 mL de
reagente de Bradford, dissolveu-se 10 mg de azul brilhante de Coomassie G-250 em 5mL de
95% (v/v) de etanol; depois, adicionou-se 10 mL de 85% (v/v) de H.PO. e completou-se o
volume com agua.

Apds a determinagédo da concentragédo total de proteina nos extractos, estes foram
adicionados a um tampéo de amostra pH 6,8 constituido por 0,3345 M Tris-HCI, 50% (v/v)
glicerol, 5% (m/v) de duodecil sulfato de sddio (SDS), 0,2% (m/v) azul de bromofenol e 5%

(viv) p-mercaptoetanol. Os extractos foram depois guardados a -20°C.

3.6 Coloragdo por “Silver Staining”

Os extractos de proteina preparados como indicados, anteriormente, foram fervidos a
100°C, durante 2 minutos e centrifugados a uma velocidade de 14000 rpm durante 5 mins. Um
volume de cada amostra contendo 10 ug de proteina foi carregado em gel de poliacrilamida
12,5%, que foi submetido a SDS-PAGE, de acordo com o meétodo de Laemmli (1970). A
electroforese foi realizada numa unidade Hoefer MiniVe.

Apos a electroforese, o gel era incubado numa solugéo fixadora constituida por 30%
(v/v) etanol e 10% (v/v) acido acético, durante 3 periodos de 30 minutos. Apos a fixagdo, o
gel era submetido a uma lavagem com uma solucdo de 20% (v/v) etanol, seguida de uma
lavagem em H,0, ambas com duragao de 10 minutos. Depois de ter sido incubado na
solugédo de sensibilizagdo - 0,02% (m/v) tiossulfato de sédio - durante 1 minuto, o gel era
lavado com H,0, durante 2 periodos de 20 segundos e mergulhado numa solu¢do 0,2% de
nitrato de prata (AgNO;) durante 30 minutos. Apds 3 lavagens de 15 segundos em H.O, o
gel era incubado na solugéo de revelagdo (37% (v/v) formaldeido, 3% (v/v) carbonato de

sodio e 0,001% (m/v) tiossulfato de sodio) ate ao aparecimento das bandas.
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A revelagdo do gel era interrompida incubando-o0 numa solugao contendo 5% (m/v)
Trizma Base e 2,5% (v/v) acido acético durante 1 minuto. Todos estes passos foram

sempre realizados na obscuridade e com agitacéo.

3.7 Anilise por “Western Blotting”

Apés o SDS-PAGE, as proteinas foram fransferidas para membranas de nitrocelulose,
usando a unidade de transferéncia Hoefer MiniVe, durante duas horas, a 25V e a 300mA.

As membranas eram incubadas numa solugéo de blogueio constituida por PBS-T (PBS +
0.1% viv Tween20) e 5% (m/v) leite em pd magro, durante 1 h & temperatura ambiente e com
agitagdo. Lavagem em PBS-T, a primeira durante 15 min e as duas seguintes 5 min cada.
Apds as lavagens, as membranas eram incubadas com o anticorpo anti-A1 diluido 1:400 na
solucdo de bloqueio, durante 4h a temperatura ambiente. Teminada a incubacgdo, as
membranas eram, novamente, lavadas em PBS-T a primeira durante 15 min e as duas
seguintes 5 min cada. Em seguida, incubaram-se numa solugdo com anticorpo secundario,
anti-lgG de coelho feito em cabra e conjugado com peroxidase (Vector, UK) diluido 1:1000 em
PBS-T contendo 0,5% (m/v) de leite em po magro, durante 1 h a temperatura ambiente.
Lavagem em PBS-T, a primeira durante 15 min e as quatro seguintes 5 min cada. Para a
revelacéo, utlizara-se o reagente de detecgdo ECL (amersham pharmacia biotech) segundo

as instrucdes do fabricante.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Morfologia geral do pistilo de Cynara humilis

Nos estudos de localizagdo e expressdo da ChAP (Cynara humilis Aspartic Proteinase)
no gineceu de C. humilis utilizaram-se flores em diferentes estadios de desenvolvimento. Os
estadios correspondentes as diferentes colheitas, realizadas entre Abril e Junho de 2001,

estdo representados na figura 4.1 e 4.2.

Figura 4.1- Inflorescéncias fechadas de C. humifs em diferentes
estadios de desenvolvimento.

A - Inflorescéncia fechada num estadio de desenvolvimento cujas
flores néo apresentam diferenciagéo cromaética, vista em perfile
completa (em cima) e vista de topo e sem bracteas (em baixo).

B - Inflorescéncia fechada num estadio de desenvolvimento cujas
flores apresentam diferenciagdo cromatica, vista em perfil e
completa (em cima) e sem bracteas (em baixo).
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Figura 4.2- Inflorescéncia aberta de C. humilis.

A-Inflorescéncia completa

B-Inflorescéncia apos a extracgéo das bréacteas. A inflorescéncia apresenta dois
tipos de flores: as externas e as intemnas. As flores extemas séo maiores
apresentando um tamanho médio de 6 cm.

C-Aspecto da flor isolada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo da localizagdo utilizaram-se flores de inflorescéncia fechada com
diferenciagéo de coloragéo nas flores (figura 4.1B) e flores de inflorescéncia aberta (figura 4.2).
No estudo da expressdo usaram-se flores dos trés estadios de desenvolvimento.

O ESTIGMA

O estigma das flores de C. humilis é longo (figura 4.2), macigo e do tipo papilar,
apresentando duas chanfraduras longitudinais. As papilas estao localizadas extemamente a
um conjunto de células de parénquima que circundam tecidos como o esclerénquima e o0s

feixes vasculares. Na regido central da estrutura, situa-se o tecido de transmisséo (figura 4.3).

Figura 4.3 - Anatomia do estigma de C. humils.

A - secgéo fransversal do estigma, mostrando as duas chanfraduras estigmaticas e a epiderme do tipo papilar (128x);
B — ampliagéo da regido da chanfradura (260x);

C - ampliagéo da regigo da papila (it} (260x).

esc-esclerénquima, pp-papila, pg-parénquima, fv-feixe vascular
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Em microscopia electronica de transmissdo (M.E.T.) verifica-se que as papilas
epidémnicas (figura 4.4) sdo unicelulares e lisas, sendo a sua parede coberta por uma cuticula;
estas células possuem um citoplasma rico em ribossomas, mitocondrias e vacuolos de

armazenamento de proteinas que ocupam a maior parte do volume da célula.

Figura 4.4 - Aspectos ullraestruturais de papila epidérmica, evidenciando os vaciiolos de armazenamentbo de proteinas (vap),
as mitocondrias (m) e a parede celular (pc) (15000x).
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OESTILETE

O estilete (figura 4.5) é do tipo sélido, isto é o tecido de transmissdo ocupa a regido
central e as células secretoras estdo alinhadas e separadas por espagos intercelulares
preenchidos com secregoes. Segundo Vennigerholz (1992) o estilete sélido é caracteristico da
maioria das dicotiledéneas. Apresenta, ainda, uma epiderme revestida por uma cuticula
espessa e constituida por uma Unica camada de células (figura 4.6); intemamente, situam-se
varias camadas de células de parénquima vacuolizadas; a ladear o tecido de transmissao
encontram-se os dois feixes vasculares e o tecido de suporte (esclerénquima).

Figura 4.5 - Anatomia do esfilete de C. humifis.

A - secgio transversal de estilete, revestido por uma epiderme coberta por uma cuticula (cu) espessa;
externamente, enconfra-se o tubo fioral (tf) (128x);

B - regido cenfral da esfrutura, ocupada por fecido de transmisséo (if) rodeado por feixes vasculares (fv) e
esclerénquima {esc) (260x);

Em secgdo transversal, as células corticais surgem com uma forma arredondada e tém
um volume maior que as outras células do estilete. Apresentam uma estreita faixa de
citoplasma devido ao grande vaciolo que ocupa quase a totalidade da célula. As células do
tecido de transmissdo sao células secretoras que segregam substancias para os espacos
intercelulares, importantes para o desenvolvimento do tubo polinico; como por exemplo as
pectinas (Vennigerholz, 1992).
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Figura 4.6 - Aspectos ultraestruturais de célula epidérmica, maioritariamente ocupada por um volumoso vaciolo {v) (9000x).
cu-cuticula, pcc-parede celular cufinizada, c-citoplasma
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O OVARIO

O ovario de C. humilis é constituido por um unico évulo com placentagéo basal. O 6vulo,
do tipo anatropo (figura 4.7), é formado pelo nucelo, no interior do qual se desenvolve o
megasporécito e subsequentemente o saco embrionario (figura 4.8 e 4.9), a rodea-lo surge um

unico tegumento.

Funiculo

Figura 4.7 - A — Anatomia do dvulo de C. humilis (30x). O éwulo, ligado & placenta pelo funiculo, esta completamente invertido —
anatropo.
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Figura 4.8 - A — Folografia do owulo evidenciando a regido micropilar (225x).
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Figura 4.9 - A — Aspecios estruturais do saco embrionério. As fotografias representam secgbes do mesmo dvulo em diferentes posigdes, sendo por isso possivel observar diversas
estruturas. A-observagéo do mesocisto, cosfera e sinergidea (200x), B-observagéo de uma antipoda com o niicleo em degradagéo. (200x
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4.2 Imunolocaliza¢io da ChAP no pistilo

Para determinar a distribuicdo da ChAP nos diferentes 6rgdos que constituem o pistilo,
ao longo do seu desenvolvimento, foram realizadas analises de imunohistoquimica e de
imunocitoquimica. Estas técnicas de imunolocalizagdo s&o particularmente importantes
quando associadas a estudos bioquimicos e fisiolégicos, uma vez que ilustram as vias de
acumulagéo de proteinas especificas, durante a diferenciagdo celular e desenvolvimento
tecidular.

A imunolocalizagéo da ChAP no estigma, estilete e ovario de C. humilis foi realizada
usando anticorpos que reconhecem a quase fotalidade da sequéncia da cardosina A - Anti-
recombinante A - ou que reconhecem sequéncias especificas - Anti-A1 e Anti-A2 (figura 4.10).
O alinhamento das sequéncias aminoacidicas da ChAP e da cardosina A (figura 4.10) revela
que estas enzimas possuem um elevado grau de homologia, apresentando cerca de 94% de
similaridade o que permite considerar que os anticorpos usados nestes estudos de
imunolocalizagdo, apesar de serem dirigidos especificamente contra a cardosina A,
reconhecem a ChAP.

A principal diferenga entre as duas sequéncias reside no facto de a ChAP ter perdido trés
aminoacidos no seu prosegmento e as outras diferengas sdo encontradas junto ao local activo
da enzima (Mendes, 1997). O prosegmento encontra-se geralmente associado a activacdo e
processamento de enzimas maduras (Fukuda ef al., 1993) e a sua remogéo € supostamente
efectuada através de um mecanismo intramolecular (Lin et al., 1989); assim sendo, é possivel
que as variagbes observadas na sequéncia pré6 das duas enzimas se manifestem em
diferencas no enrolamento da proteina. As variagdes observadas no local activo de ambas as
cadeias de 15 e 31 kDa podem contribuir para as diferengas das propriedades cinéticas
apresentadas por estas PAs (Mendes, 1997; Verissimo ef al., 1998).
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PPChAP MGTS IKANY LALFL FYLLS PTVFSVSDDGLIRIGLERKREVD -—-QLRGRRALMEGNARED 57

PPcardosina MGTS IKANVLALFL FYLLS PTYFSYSDDGLIRIGL KEREVDRID OLRGE RALMECGNARKD 60

PPChAP FGFRGTVRD SGSAVVALTNDRGTSYFGEIGIGTP PORFTVIFPTGESVLUMPS SKCINSK 117

PPcardosind ESVLUVPS SKCINSK 120
#*

PPChAP VCRAHSMYE SSD SSTYRENGTFGAIIYGT GSITGFFSQDTVTIGD LWKEUDFIEETDET 177

PPcardosind ‘ s

PPChaP

PPcardosind

PPChiP

PPcardosind

PPChaP ATVTQINHATGANGVMNQQ CKTVV SRYGRDITEMLRSKI QPDKI CSHMKLCTFDGARDVS 353

PPcardosini AINTOINHATCANGYIINOO CETVY SRYCRD ITENLESEL DPDET COUMELCTIDCARDYS 356

PPChiP SNIESVVDENNDKS SGGIHDEMCT FCEMAVVWMQNEIKRSETEDNIINYANELCAHLSTS 413

PPcardosind MWWMW&@ 416
#*

PPChiAP SEELQVDCNTLSSMPNVSFTIGGKEFGLT PEQYI LEVGEGEATQCISGFTAMD AT-LLGP 472

PPcardosini [SEELOVDCNTILSSMPHVSFTTGGRKFGLT PEQYT LKVGK GEATO CISGFTAMDAT-LLGP 475

PPChAP LWILGDVFMRPYHTYFDYGNLLVGFAEAA 501
PPcardosind LWILCDVITIRPYHIVFDYCHNLLYC FARLL 504

Figura 4.10 - Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das formas precursoras da ChAP e da cardosina A.
As sequéncias pré e pro estéo a verde e a cor de laranjg, respectivamente. Os locais activos estdo assinalados
dentro do rectangulo preto enquanto que os locais de N-glicosilagao estéo assinalados com um asterisco (%). O
PSl esta indicado a azul e a sequéncia RGD a vermelho.
As sequéncias delimitadas pelo rectangulo verde e pelo rectangulo azul representam as zonas reconhecidas
pelos anticorpos Anti-A1 e Anti-A2, respectivamente. A sequéncia sublinhada é a zona reconhecida pelo anticorpo
Anti-recombinante A.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As secgbes de estigma provenientes de flores de inflorescéncia fechada e aberta
incubadas com o anticorpo anti-recombinante A (Anti-rec. A) e Anti-A1 revelaram uma reacgéo
de cor nas papilas e nas células de parénquima sub-epidémico denotando uma coloragéo
mais intensa nos cortes de inflorescéncia aberta. As secgdes controlo das mesmas estruturas

ndo evidenciam qualquer marcagao (figura 4.11).

Figura 4.11 - Imunolocalizagéo da ChAP, por microscopia dptica, do estigma de flores de inflorescéncia aberta de C. humifis,
utilizando o anticorpo Anti-RecA.
A - Secgéo fransversal de estigma, rodeado pelas anteras (ant), evidenciando marcagéo nas papilas epidérmicas
(pp) e nas células do parénquima subepidérmico (pq). (64x);
B - pormenor das papilas epidémmicas (pp) marcadas com o anticorpo anti-A rec (260x);
C - controlo (260x), as células constituintes do esligma néo denotam marcagéo
esc-esclerénquima
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Secgdes de estilete provenientes de flores de inflorescéncia fechada e aberta incubadas
com o anticorpo anti-recombinante A e Anti-A1 revelaram uma reacgio de cor na epiderme.

Secgdes controlo das mesmas estruturas ndo evidenciam qualquer marcacgéo (figura 4.12).

Figura 4.12 - Imunolocalizagéo da ChAP, por microscopia Opfica, no estilete de C. humilis utilizando o anticorpo anti-RecA.

A - secgéo fransversal de estilete revelando marcagéo na epiderme (ep), (cu) cuticula, {pq) parénquima (128x);
B - ampliagéo da epiderme (640x), onde se observa uma marcagdo difusa do contelido celular;
C - controlo (128x), as células do estilete ndo denotam marcagéo.

Secgdes de ovario provenientes de flores de inflorescéncia aberta incubadas com o
anticorpo Anti-A2 ndo revelaram reacgao de cor (figura 4.13).
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Figura 4.13 - Imunolocalizagéo da ChAP, por microscopia Opfica, no ovario de C. humilis.

A-Ovario incubado com o anticorpo Anti-A2, néo se visualizando qualquer marcagéo (114x).

B-Controlo (450x)

C-Controlo positivo {450x). Para mostrar que a reacgdo ocorreria se a profeina estivesse presente, utlizou-se
cortss de estigma.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A nivel de M.ET., a incubagio com o anticorpo anti-A1 revela uma marcagéo
essencialmente confinada aos enormes vacuolos de armazenamento de proteinas presentes
nas papilas epidémicas (figura 4.14A). A presenca de alguns grdos de ouro no tecido de
transmisséo, quer de estigma quer de estilete (figura 4.15A), néo é significativa. A incubagio
das secgbes controlo quer com a solugéo de bloqueio (figura 4.14B e 4.15B) quer com o soro
ndo-imune, em substituicio do anticorpo primario, ndo conduziu a nenhuma marcagdo
apreciavel.

As analises de imunohistoquimica e de imunocitoquimica em estigma, estilete e ovario
mostraram que a ChAP se acumula principaimente nos volumosos vaclolos de
armazenamento de proteinas localizados nas papilas estigmaticas e também, embora de um
modo menos abundante, no parénquima subepidérmico do estigma e na epiderme do estilete.

A ChAP, tal como a cardosina A é uma proteina predominantemente vacuolar.
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Figura 4.14 - Imunolocalizagéio da ChAP, por microscopia electronica, na papila epidémica.

A - papila epidérmica revelando marcagéo intensa no interior do vactolo (28500x).
B - Controlo (27000x)
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Figura 4.15 - Imunolocalizagéo da ChAP, por microscopia elecironica, no fecido de fransmisséo.

A —tecido de transmisséo, néo evidenciando marcagéo relevante (27000x)
B - controlo (21600x).



4.3 Expressio do mRNA da ChAP durante o desenvolvimento
floral

Uma vez que esta PA é abundante nas flores, a expressdo do seu mRNA foi avaliada
quer em inflorescéncias em diferentes estadios de desenvolvimento quer em diferentes 6rgéos
do gineceu. Assim, o estudo da expressdo do mRNA da ChAP foi efectuado em: 1) flores
indiferenciadas de inflorescéncia fechada (figura 4.1A), 2) no estigma, estilete e ovario de
flores de inflorescéncia fechada (figura 4.1B) e 3) no estigma, estilete e ovario de flores de
inflorescéncia aberta (figura 4.2)

A avaliagdo da expressdo da ChAP foi analisada por RT-PCR (Reverse Transcriptase -
Polymerase Chain Reaction). Esta técnica baseia-se na utilizacdo da enzima transcriptase
reversa, que sintetiza a primeira cadeia de cDNA usando uma cadeia de mRNA como molde,
combinada com uma subsequente amplificacdo por PCR, permitindo a deteccdo de mRNA
pouco abundantes. O sucesso e a especificidade desta amplificagdo dependem da escolha do
conjunto de primers apropriados. Neste estudo, os primers utilizados, embora especificos para
a cardosina A, apresentam uma elevada homologia para a sequéncia do cDNA da ChAP.
Usando este conjunto de primers na reaccdo RT-PCR e assumindo que a amplificacdo é
efectuada com sucesso, espera-se obter um fragmento de cDNA da ChAP de tamanho de 429
bp.

Os resultados indicam a presenga de mRNA em todos os érgéos do pistilo no estadio de
inflorescéncia fechada (figura 4.16) e auséncia de mRNA nos 6rgdos do pistilo no estadio de
inflorescéncia aberta. Os dados obtidos s&o semelhantes aos encontrados para C.
cardunculus. Estes resultados sugerem que ha uma expresséo diferencial do mRNA desta PA
ao longo do pistilo de C. humilis e que esta expressdo parece ser regulada durante o

desenvolvimento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 4.16 - Electroforese em gel de agarose 0.8% do produto resultante da amplificagéo por RT-PCR do mRNA parcial da
ChAP.

M — Marcador {M) HyperLadder | (Bioline, HY PL1200);
FL | - Flores indiferenciadas de inflorescéncia fechada;
ETG -Estigma de flores de inflorescéncia fechada;
ETL -Estilete de flores de inflorescéncia fechada;

OV - Ovario de flores de inflorescéncia fechada;

M - Marcador (M) HyperlLadder | (Bioline, HYPL1200)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4 Acumulagio da ChAP ao longo do desenvolvimento floral

Para analisar a acumulagdo da ChAP ao longo do desenvolvimento floral, foram
realizadas analises de Westem blotting usando o anticorpo anti-A1 e Anti-A2. O "westem
blotting" é uma técnica extremamente Util que permite a identificacdo e quantificagdo de
proteinas especificas em misturas complexas de proteinas ndo marcadas radioactivamente;
uma das suas principais vantagens consiste em eliminar problemas relacionados com a
solubilizagdo, agregagéo e co-precipitacdo da proteina de interesse com outras proteinas.

O estudo da acumulagdo da proteina foi efectuado quer em inflorescéncias em diferentes
estadios de desenvolvimento quer em diferentes 6rgdos, tal como na avaliagéo da expressao
do mRNA da enzima.

A andlise de imunotransferéncia permitiu detectar a sequéncia proteica de 60 kDa quer
nas diferentes estruturas do pistilo quer em todos os estadios de desenvolvimento floral
estudados (figura 4.17). Dado o tamanho estimado, esta sequéncia correspondera 4 forma
imatura - proenzima.

Foi, ainda detectada uma banda mais ténue no estigma de flores de inflorescéncia
aberta, com um tamanho aproximado de 30 kDa. Esta banda deve corresponder a sequéncia
constituida pelo PSI e pela cadeia menor da enzima, uma vez que o peptideo reconhecido
pelo anticorpo A1 esta inserido na cadeia menor da enzima que tem um tamanho de 15 kDa.

Esta proteina parece, entdo, expressar-se desde os estadios de desenvolvimento floral
iniciais; atendendo que se detectou a forma imatura da enzima em todos os estadios de
desenvolvimento. Todavia o processamento proteolitico desta enzima parece ocorrer em
estadios de desenvolvimento floral mais avangados — inflorescéncia aberta - porque sé nesse
estadio é que se observou a forma intermediaria da enzima.

47



60 KDa

30 KDa

Figura 4.17 - Autoradiografia da membrana submetida a westem blotfing usando o anticorpo Anti-A1. Observagéo de uma
banda ao nivel dos 60 kDa em todas as pistas de amostras e de uma banda de 30 kDa na pista 7.
pista 1 — flores indiferenciadas de inflorescéncia fechada
pista 2 — Marcador, SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range (BIO-RAD, 161-0304).
pista 3 - estigma de flores de inflorescéncia fechada
pista 4 - estilete de flores de inflorescéncia fechada
pista 5 - ovario de flores de inflorescéncia fechada
pista 6 - Marcador, SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range (BIO-RAD, 161-0304).
pista 7 - estigma de flores de inflorescéncia aberta
pista 8 -. esfilete de flores de inflorescéncia aberta
pista 9 - ovario de flores de inflorescéncia aberta




5. CONCLUSAO L PERSPECTIVAS FUTURAS

O conhecimento da anatomia do érgdo, onde uma nova proteina de fun¢éo
desconhecida se acumula, é fundamental quando se pretende determinar a localizagao
histolégica e citologica dessa proteina. Nesse sentido, procedeu-se a caracterizagdo estrutural
do estigma, estilete e ovéario das flores de C. humilis.

O estudo da anatomia do estigma de C. humilis mostrou que este é longo, maci¢o e do
tipo papilar, apresentando duas chanfraduras longitudinais. As papilas estigmaticas revestem
um conjunto de células de parénquima que circundam tecidos como o esclerénquima e os
feixes vasculares; na regido central, localiza-se o tecido de transmissdc. As papilas
epidémicas sao unicelulares, lisas e possuem uma parede coberta por uma cuticula e a maior
parte do seu volume celular € ocupado por volumosos vacuolos de armazenamento de
proteinas (VAP).

O estilete, do tipo sdlido, possui uma epiderme constituida por uma dnica camada de
células revestidas por uma cuticula espessa; internamente, localizam-se varias camadas de
células de parénquima vacuolizadas e, na regido central, encontra-se o tecido de transmissdo
rodeado em ambos os lados por dois feixes vasculares e tecido de suporte. As células
corticais, de forma arredondada, apresentam uma fina camada de citoplasma adjacente a
parede celular, devido a presenga de um enorme vacuolo. O tecido de transmissdo que surge
no centro da estrutura é constituido por células de forma circular que possuem uma parede
fibrilar espessa, laxamente organizada.

O ovario de C. humilis € constituido por um Unico évulo com placentagéo basal. O 6vulo,
do tipo anatropo, é formado pelo nucelo, no interior do qual se desenvolve 0 megaspordcito e
subsequentemente o saco embriondrio; a rodea-lo surge um unico tegumento.

As andlises de imunohistoquimica e de imunocitoquimica demonstraram que a ChAP se
acumula principalmente nos volumosos vacuolos das papilas estigmaticas e também, embora
de um modo muito menos abundante, nas células de parénquima subepidémmico do estigma e
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na epiderme do estilete. A ChAP parece ser, assim, uma proteina predominantemente
vacuolar.

As técnicas de imunolocalizag@o séo particularmente importantes quando associadas a
estudos bioquimicos e fisiolégicos, uma vez que ilustram as vias de acumulagéo de proteinas
especificas, durante a diferenciagdo celular e o desenvolvimento tecidular. Neste sentido
estudou-se a expressdo do mRNA e a acumulagéo da proteina ao longo do desenvolvimento
floral, utilizando as técnicas de RT-PCR e Westem blotting, respectivamente.

A analise de inflorescéncias em diferentes estadios de desenvolvimento assim como de
diferentes érgédos, possibilitou comparar a expressdo do mRNA da ChAP. Estes resultados
sugerem que ha uma expressao diferencial do mRNA desta PA ao longo do pistilo de C.
humilis sugerindo ser regulada durante o desenvolvimento.

O estudo da acumulagéo da proteina nas mesmas amostras permitiu identificar a forma
imatura da ChAP em todos os estadios de desenvolvimento e em todos o érgdos analisados.
O processamento proteolitico desta enzima ocorre, possivelmente, no estadio de
desenvolvimento floral mais avangado, inflorescéncia aberta, pois foi s6 nesse estadio que se
visualizou a banda correspondente & cadeia menor da proteina.

Os dados obtidos por Westem blotting revelaram uma banda de 60 kDa no ovario de
inflorescéncia fechada e aberta, todavia a proteina ndo foi localizada por técnicas de
imunohistoquimica no évulo. Possivelmente, a proteina expressar-se-a nas células da parede
do ovario. Estudos subsequentes sao necessarios para o esclarecimento deste problema.

Com base nos resultados obtidos & possivel levantar algumas hipéteses sobre a fungéo
ou as fungbes da enzima. A ChAP podera participar: 1) em mecanismos de defesa e 2) em

mecanismos de reconhecimento necessarios a polinizagao e fecundagéo.
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PERSPECTIVAS DE TRABALHO FUTURO

Uma vez que os estudos envolvendo as PAs presentes em C. humilis sdo ainda
escassos, varias perspectivas de trabalho futuro podem ser tomadas de modo a ampliar-se o
conhecimento.

Continuando o trabalho ja desenvolvido em relagéo a ChAP, a unica PA identificada até
ao momento em C. humilis, seria importante continuar o estudo da sua localizagdo e
expressdo em flores senescentes, utilizando técnicas similares de imunohistoquimica e de
imunocitogquimica.

Tendo como objectivo clarificar as eventuais fungbes da enzima na interacgdo poélen-
pistilo, seria também relevante tentar identificar um receptor, localizado no pélen, para os
motivos de adeséo, entre os quais a sequéncia RGD, presente na ChAP e investigar se estes
receptores sdo, eventualmente, reconhecidos por anticorpos anti-integrinas, de modo a avaliar
a similaridade do possivel mecanismo de ades&o. Uma outra perspectiva seria a de testar a
capacidade da ChAP clivar in vitro proteinas da matriz extracelular de plantas, em especial do
tecido de transmissao.

Particularmente importante seria o isolamento do gene da ChAP, o que ndo sé pemitiria
o estudo da sua estrutura e a sua comparagdo com a de outros genes de PAs, vegetais ou
ndo, como também possibilitaria a identificacdo da regido reguladora, em particular do
promotor.

A continuagdo do estudo da expressdo do mRNA desta PA presente em C. humilis ndo
sO0 seria muito interessante como extremamente pertinente. Uma vez que o cDNA
correspondente a esta enzima, foi isolado (Mendes, 1997), é possivel construir sondas
marcadas com, por exemplo, dioxigenina utilizando a reac¢éo PCR. A aplicagdo da técnica de
hibridagao in sifu permitiria determinar a distribuicao espacial precisa do mRNA. Esta técnica,
em conjunto com analises de imunolocalizagdo usando anticorpos dirigidos contra os
diferentes segmentos da enzima, possibilitaria determinar as vias de regulacéo da expresséo
génica e, assim, seria uma contribuicdo valiosa para se compreender como € que esta
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regulagdo ocorre; por outro lado, a combinagdo destas duas técnicas também pemnitiria
conhecer os passos envolvidos no processamento e transporte intracelular da proteina.

Uma vez que apenas uma PA foi identificada nas flores de C. humilis, seria importante
investigar a existéncia de outras enzimas pertencentes a esta classe, o que seria possivel
através de técnicas de RT-PCR utilizando iniciadores desenhados a partir de sequéncias
conservadas de outras PAs; os cDNAs assim isolados poderiam ser usados como sondas na

detecgéo, por Northern blotting, destas enzimas durante o desenvolvimento das flores.
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