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EXTRATO

CAROLINO, SéniaMadali Bosga, M. S., Universidade Federal de Vicosa, julho
de 1997. Caracterizacdo bioldgica e purificagdo da proteina BiP da soja
(Glycine max (L.) Merrill). Professora Orientadora: Elizabeth Pacheco
Batista Fontes. Professores Conselheiros: Maurilio Alves Moreira e Maria
Goreti de Almeida Oliveira.

A proteina BiP, residente no Iimen do reticulo endoplasmético (RE), tem
sido descrita como um componente importante no processo de dobramento e
montagem de proteinas secretdrias recém-sintetizadas. Com base na localizacéo
subcelular, identidade imunologica, massa molecular relativa e sintese
constitutiva, foi possivel identificar o homologo de BiP da soja, usando-se
anticorpos preparados contra BiP do milho. A analise do padr&o de acimulo da
proteina BiP revelou que a sua sintese é coordenada, temporalmente, com a
sintese de proteinas de reserva na semente. Além disso, a sintese de BiP é
correlacionada com a concentracéo de proteina total acumulada na semente de
diferentes variedades de soja. Esses resultados indicam que a proteina BiP é
induzida pelo aumento da atividade secretoria do cotilédone, associada a sintese
ativa de proteinas de reserva. Consistente com sua funcdo de chaperone
molecular, BiP € induzida em resposta a diversos estresses fisiolégicos que

promovem a proliferagdo do RE e o acimulo de proteinas mal dobradas nesta

viii



organela. Infestacéo por Tetranichus urticae e infecgéo por Cercospora sojina
Hara induziram a sintese de BiP em niveis comparaveis. Similarmente, sua
sintese foi induzida, significativamente, em resposta a estresse nutricional. Ao
contrério de BiP de espinafre, BiP de soja € regulada positivamente por estresse
hidrico. Esses resultados contraditorios indicam que vias distintas de mecanismos
regulatorios controlam a expressdo dos genes BiP em plantas. Como membro da
familia Hsp70, foi demonstrado que a proteina BiP da soja se liga a ATP e
associa-se com polipeptidios sintetizados exclusivamente na semente. No
entanto, o complexo formado entre BiP e esses polipeptidios é altamente estavel
e insensivel a ATP. A propriedade de BiP de se ligar a ATP foi explorada como
meio de purificar proteina a partir de extratos protéicos de sementes,
usando-se cromatografia de afinidade em resinas de ATP-agarose. Conforme
julgado através de géis de acrilamida corados com prata, BiP foi purificada em
um nivel de homogeneidade em torno de 90%. A identidade da proteina
purificada foi confirmada, uma vez que seus anticorpos reconheceram
eficientemente a proteina expressa pelo clone cUFVBIP1, que codifica BiP da

soja.



ABSTRACT

CAROLINO, Sbnia Madali Bosgja, M. S., Universidade Federal de Vicosa, July,
1997. Biological characterization and purification of the protein BiP
from soybean (Glycine max (L.) Merrill). Adviser: Elizabeth Pacheco
Batista Fontes. Committee members: Maurilio Alves Moreira and Maria
Goreti de Almeida Oliveira.

The protein BiP, reticulum endoplasmic resident molecular chaperone, has
been described as an important mediator of folding and assembly of newly-
synthesized proteins. Based on the subcelular localization, immunological
identity, relative molecular mass and constitutive synthesis, we have identified
the BiP homologue from soybean, using a maize BiP antibody. The pattern of
BiP accumulation reveals that its synthesis is temporally coordinated with the
seed storage protein synthesis. In addition, the BiP synthesis is correlated with
the concentration of total protein in seeds of different soybean varieties. These
results suggest that BiP is induced in response to the secretory activity of the
cotyledon, which is associated with the active synthesis of storage proteins. As a
molecular chaperone, we have found that soybean BiP is induced in response to
severa physiological stresses which promote the proliferation of the ER and an
accumulation of unfolded proteins within the lumen of this organelle.

Tetranichus urticae attack and Cercospora sojina infection induced the BiP



synthesis to the same extend. Likewise, its synthesis was induced, considerably,
in response to nutritional stress. Unlike spinach BiP, soybean BiP is upregulated
by water stress. These controversia results suggest that disctint pathways of
regulatory mechanisms control the BiP gene expression in plants. As a member
of the Hsp70, we have demonstrated that soybean BiP binds to ATP and
associates with seed polypeptides. However, these complexes are highly stable
and insensitive to ATP. We have taken advantage of the BiP ATP-binding
activity as a mean to purify this protein from whole seed protein extracts through
affinity chromatography. As judged by silver-staining electrophoresis acrylamide
gels, BiP was purified to 90% homogeneity. The identity of the purified protein
was further confirmed, since antibodies prepared against it recognize efficiently a

recombinant protein expressed by a soybean cDNA.
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1. INTRODUCAO

O reticulo endoplasmatico (RE) € um dos maiores compartimentos da
célula eucaridtica, consistindo da maioria das membranas intracelulares que
exibem atividade ata de sintese de proteinas secretorias, por desempenharem o
papel de passagem e distribuicdo de proteinas para o vacuolo (lisossomo em
células animais), membrana plasmética e espago extracelular. A via de
translocagdo partindo do RE é chamada de via secretora, em que as proteinas
migram do RE para seu destino final via complexo de Golgi (PALADE, 1975).
Durante ou depois do processo de translocacdo através das membranas do RE, 0s
polipeptidios nascentes adquirem conformagdo adequada para translocacéo,
podendo ainda ocorrer modificagdes pos-traducionais como adi¢éo de agucares e
clivagem por enzimas proteoliticas, além de outros processamentos. A maioria
desses eventos ocorre ou inicia-se no RE, que conseqlientemente possui grande
nimero de proteinas residentes para realizar tais fungdes. As proteinas recéem-
sintetizadas que n&o adquirirem conformacéo adequada para translocacdo serdo,
na maioria dos casos, retidas nesse compartimento.

As proteinas do RE que funcionam no processo de co-traducéo de
polipeptidios nascentes sdo chamadas de reticuloplasminas. Entre estas proteinas

estdo os chaperones moleculares, proteina dissulfeto-isomerase e proteinas que se



ligam ao célcio (PELHAM, 1989). Embora as reticuloplasminas ndo sgam
estruturalmente relacionadas, elas possuem em comum uma sequéncia carboxi-
termina KDEL/HDEL (DENECKE et a., 1992), que funciona como sinal de
retencdo geral para proteinas residentes no RE. A selecdo de proteinas a serem
exportadas do RE inclui ndo somente uma discriminacdo entre as proteinas
residentes ou ndo na organela, mas também um assessoramento para aquisicdo da
conformacdo protéica, mediado por chaperones moleculares. A proteina
denominada “Binding Protein” (BiP) € o chaperone molecular mais bem
caracterizado do RE.

A proteina BiP pertence a uma grande classe de proteinas induzidas por
estresse conhecidas como proteinas de choque térmico (Hsp70), possuindo duas
funcBes relacionadas. Como chaperone molecular, a proteina BiP tem sido
descrita como importante mediador de translocagéo, dobramento, montagem e
transporte de proteinas recém-sintetizadas. BiP associa-se com polipeptidios
nascentes assim que séo translocados para o0 lumen do RE, auxiliando o
dobramento e a montagem corretos através da formagdo de complexos
intermedi&rios que desfavorecem agregados de proteinas no RE (NGUYEN et al.,
1991; SANDERS et a., 1992). BiP exerce também pape fundamenta no
reconhecimento de proteinas mal dobradas, pois se associa permanentemente a
elas, formando complexos estaveis que serdo reconhecidos pelo sistema
proteolitico da célula. Umavez que o transporte intracelular de proteinas depende
da aquisicéo de estruturas terciérias e quaternarias corretas, BiP tem sido descrita
como importante componente da funcdo constitutiva do RE, exercendo controle
de qualidade de saida de proteinas dessa organela (HURTLEY et a., 1989).

Em condicbes normais de crescimento, BiP é expressa constitutivamente
em baixos niveis. No entanto, uma série de estresses fisioldgicos, como
deficiéncia de glicose, inibidores de glicosilagdo, tratamento com 2-
mercaptoetanol, aminoacidos analogos e calcio iondforo, induz a sintese de BiP
(LEE, 1987). Essas condi¢bes de estresse tém como denominador comum a

promocgdo do acumulo de proteinas mal dobradas no RE. A associacdo de BiP



com proteinas anormais é mais estavel, retendo as proteinas ndo funcionais no RE
e impedindo suas agregacdes (BOLE et al., 1986; HENDERSHOT, 1990).
Recentemente, foi demonstrado, através de ensaios de co-
imunoprecipitacdo, que a proteina BiP da soja se associa transitoriamente com as
subunidades da proteina de reserva de soja b-conglicinina (FONTES et a., 1996).
A associacdo de BiP com proteinas de reserva € dependente de ATP, uma
caracteristica bioguimica de interacbes mediadas por chaperones moleculares.
Tais resultados indicam gue a proteina BiP esta envolvida no dobramento, na
estabilidade e no transporte de proteinas de reserva para 0s corpos protéicos em
células de plantas. Uma vez que a velocidade de dobramento de proteinas no RE
constitui fator limitante no transporte intracelular de proteinas, a identificacéo e
caracterizacdo bioguimica de fatores celulares envolvidos nesses processos
constituem uma etapa fundamental para elucidacdo do mecanismo de biogénese
de corpos protéicos. Os objetivos primordiais dessa investigacdo foram purificar

aproteina BiP e caracterizar sua atividade de chaperone molecular em soja.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Proteinas de choque térmico, Hsp70 (heat shock proteins)

Estudos recentes tém descrito uma classe de proteinas que assistem o
dobramento e a montagem de proteinas oligoméricas na célula, denominadas
chaperones moleculares (ELLIS e VAN DER VIES, 1991). Os chaperones estéo
diretamente envolvidos no processo vital de biogénese de proteinas. A funcdo
proposta dos chaperones moleculares € modular as interacdes proteina-proteina,
impedindo a formagdo de estruturas incorretas que resultam da exposicéo
temporaria de superficies carregadas ou hidrofébicas, normalmente envolvidas
nas interagbes inter ou intramoleculares. Os chaperones se ligam a essas
superficies interativas, impedindo associacbes aberrantes que promovem
agregagoes de intermediarios, formados no processo de dobramento de proteinas
(ELLISet al., 1989; GETHING e SAMBROOK, 1992).

A maioria dos chaperones moleculares pertence a classe de proteinas
denominadas “heat shock proteins’ (Hsp). Em particular, existe uma extensa
familia, conhecida como “heat shock 70" (Hsp70), cujos membros compartilham
uma conservacao extraordinaria de estrutura primaria e exercem uma variedade

de funcdes como chaperones. Proteinas Hsp70 estdo envolvidas no dobramento



de proteinas, na montagem e desmontagem de complexos oligoméricos, sintese e
degradacéo de proteinas e translocacéo de polipeptidio através de membranas
(McKAY et al., 1994).

Membros da familia Hsp70 foram inicialmente identificados como
proteinas induzidas por chogue térmico, com massa molecular de
aproximadamente 70.000 Da, e encontradas em diferentes organismos
(LINDQUIST e CRAIG, 1988). Homdlogos dessas proteinas ocorrem no citossol
de procarioto e eucarioto e no lumen do mitocondrio, cloroplasto e reticulo
endoplasmético. Na maioria dos eucariotos, os genes Hsp70 pertencem a uma
familia multigénica e podem ser classificados em dois grupos: 0s genes cognatos
(Hsc70), que sdo expressos em condicdes normais de crescimento,
freqlentemente contém introns e ndo sdo fortemente induzidos por calor; e os
genes induzidos (Hsp70), que ndo sdo expressos em condigcbes normais de
crescimento, usual mente ndo contém introns e sdo induzidos por chogue térmico.
Em quase todas as células ocorrem ambas as formas de “heat shock”
(LINDQUIST e CRAIG, 1988).

O ato nivel de conservacdo de sequéncia da familia Hsp70 permite
prever um model0-consenso para a estrutura da proteina, que pode ser dividida
em dois dominios: o dominio aminoterminal, altamente conservado, de ligacdo a
ATP; e o dominio carboxiterminal, de ligaco ao substrato (MILARSKI e
MORIMOTO, 1989). Acredita-se que a regido mais variavel da proteina,
adjacente ao carboxiterminal, estd mais diretamente envolvida na especificidade
pelo substrato e, ou, pelas interacbes com especificos co-chaperones
(CHEETHAM et al., 1994). Conseguientemente, ndo € surpreendente que Hsp70,
isolado de diferentes organismos, possua propriedades bioquimicas similares.

Todas as proteinas Hsp70 examinadas ligam-se com alta afinidade aATP
e possuem fraca atividade ATPase, que pode ser estimulada pela ligacdo de
proteinas mal dobradas e peptidios sintéticos (ROTHMAN, 1989). Recentemente,
PALLEROS e colaboradores (1993) mostraram que a dissociacdo do substrato

ndo é dirigida pela hidrélise de ATP, como foi originalmente proposto, mas é



dependente da ligacdo de Hsp70 a ATP, tendo como requerimento o ion potassio
(K"). Somente a combinagdo de K* e ATP poder4d causar a mudanca
conformacional necessaria para a dissociacdo do substrato. A propriedade
universal do Hsp70 de sofrer ciclos de associacdo e dissociacdo do polipeptidio
substrato, dependentes de ATP, determina seu papel na grande variedade de
funcBes intracelulares vitais como sintese, dobramento, oligomerizacdo e
transporte de proteinas. Delegdo do sitio de ligacdo a ATP da forma Hsp70
citossolica de tomate blogueia a atividade de ATPase da proteina recombinante e
resulta em uma proteina mutante incapaz de funcionar in vitro como chaperone
molecular (MIERNYK e HAYMAN, in press).

Tanto a forma monomérica de Hsp70 quanto dimeros e oligbmeros de
elevada massa molecular foram identificados em fracfes protéicas que contém
Hsp70 citoplasmatico e Hsp70 do RE. A identidade quimica do complexo
oligomérico ainda ndo foi determinada, de forma que ndo se sabe se este
complexo contém Hsp70 livre ou Hsp70 associado com co-chaperones ou com
proteinas substrato. Contudo, a adicdo de ATP aos oligbmeros, assim como
interacdo com polipeptidios, induz aumento na concentracdo de monémeros e de
dimeros (ANDERSON et a.,1994a; FONTES et a., 1996; BENAROUDJ et dl.,
1996).

Em E.coli, a proteina Hsp70, DnaK, forma um complexo com outras
duas proteinas, Dnal e GrpE. Dnal e GrpE agem juntas, estimulando a atividade
de ATPase de DnaK. Dnal interage com DnaK para acelerar a taxa de hidrélise
de ATP ligado (LIBEREK et al., 1991a) e parece ser capaz de mudar a
especificidade do substrato por DnaK (LANGER et al.,1992; LIBEREK e
GEORGOPOULOS, 1993; WICKNER et a., 19914d), enquanto GrpE aumenta a
taxa de dissociacdo do nucleotidio ligado por DnaK (LIBEREK et a., 1991a).
Embora nenhuma proteina similar a GrpE tenha sido identificada em células
eucariodticas, cinco DnaJs foram identificadas em levedura (ATENCIO e
YAFFE, 1992; LUKE et a., 1991; BLUMBERG e SILVER, 1991; SADLER et
al., 1989; ZHANG e BOSTON, 1992) e dois homadlogos dnaj foram clonados em



células humanas (CHETHAM et a., 1992). A natureza da interacéo Hsp70/Dnal
ndo esta elucidada, sendo questionado se a acdo primaria do Dnal é direta,
aumentando a hidrdlise de ATP associado a Hsp70, ou indireta, mediando a
mudanca conformacional que permite o aumento da hidrélise de ATP. Apesar da
alta conservacdo da estrutura primaria entre os membros da familia de proteinas
Hsp70, proteinas Hsp70 especificas mostraram compartimentalizacéo e funcbes
especiadlizadas. Os DnaJs de eucarioto, ao contrario dos Hsp70, tém baixa
similaridade, o que indica diversificacdo da funcdo através da evolucédo. Isso leva
a uma possivel hipétese de que as proteinas tipo Dnal direcionam a
especificidade da proteina Hsp70 (CHETHAM et al., 1994).

O citossol é o compartimento celular, onde a atividade de sintese de
proteinas € maxima. Ndo obstante, existem vérias evidéncias que demonstram
gue os Hsp70 citossolicos estdo fortemente associados com sintese, dobramento e
secrecdo de proteinas. Células de mamiferos possuem formas constitutivas,
denominadas Hsp73, e formas induzidas, Hsp72, que apresentam identidade de
sequéncias maior que 90% e fungdes idénticas. No entanto, as duas classes de
Hsp70 citossdlicas de levedura, Ssaps e Sshps, tém cerca de 65% de identidade e
ndo sdo capazes de se substituirem funcionalmente (CRAIG e JACOBSEN, 1984
e 1985). Em plantas, as proteinas Hsp70 citossdlicas participam no processo de
dobramento de polipeptidios recém-sintetizados, facilitam o transporte da
proteina para o interior das organelas e exercem diversas funcdes comuns as
Hsp70 descritas em outros organismos (HENDRICK e HARTL, 1993). Hsp70 de
ervilha é capaz de descobrir vesiculas cobertas de clatrina, como tem sido
demonstrado para Hsp 70 de mamiferos (KIRSCH e BEEVERS, 1993).
MIERNYK e colaboradores (1992) mostraram que Hsp70, presente em extrato de
traducdo de germe de trigo livre de células, associa-se com proteinas recém-
sintetizadas de maneira dependente de ATP. Hps70 citossdlico também esta4
envolvido natranslocacdo de proteinas através da membrana.

A proteina Hsp70 mitocondrial (mt-Hsp70) exerce funcéo essencial no

dobramento e na montagem de proteinas na matriz mitocondrial, assim como



facilita a transdocacdo de proteinas para o interior da organela. A proteina mt-
Hsp70 é codificada pelo gene Sscl em S. cerevisiae, e delecdes neste gene séo
letais para a célula de levedura (CRAIG et al., 1989). A mt-Hsp70 exerce funcéo
vital, facilitando o transporte de pré-proteinas através do sistema de membranas
para a matriz mitocondrial. Essa funcdo parece estar fortemente acoplada a
maguinaria de importacdo localizada na membrana do mitocondrio. Além disso, a
proteina mt-Hsp70 esté envolvida no dobramento e redobramento de algumas
pré-proteinas apds a translocacdo pela membrana, processo que requer um
homologo de Dnal, como Mdjlp (ROWLEY et a., 1994). MOONEY e
HARMEY (1996) identificaram uma nova Hsp70 de mitocondria localizada na
membrana mitocondrial de feijdo e couve-flor. Essa nova proteina € distinta da
forma mt-Hsp70 da matriz mitocondrial, mas € similar a sua forma citossdlica.
Estudos utilizando protease K para determinar a localizacdo da proteina na
membrana indicaram que Hsp70 da membrana deve manter a pré-proteina em
conformagao adequada para translocacéo.

Em mamiferos, a superexpressdo dos genes “heat shock” confere
resisténcia a uma série de drogas anticancer (KARLSEDER et a., 1996). Em
células transfectantes estaveis, a alta expressao dos genes Hsp70 é suficiente para
proteger as células do efeito citotoxico da droga doxorrubicina. A superexpressao
do Hsp70 aumenta muito a capacidade de reinicio de proliferacdo depois do
tratamento com a droga, indicando o envolvimento do Hsp70 na duragdo da fase
G2 e, consequentemente, na regulacéo do ciclo celular. De maneira similar, em
micrésporo de Brassica napus foi demonstrada, por meio de experimentos de
imunocitoquimica, forte correlacdo entre a fase S do ciclo celular e o
envolvimento de Hsp70. Inducdo da embriogénese foi acompanhada de intensa
sintese de Hgp70 no nucleoplasma durante a elongacéo da fase S, indicando que
Hsp70 estd diretamente envolvido no processo de divisdo celular
(CORDEWENER ¢t al., 1995).

Diversas proteinas sdo sintetizadas como precursores no citossol e,

subseqlientemente, translocadas através da membrana para organel as especificas.



A trandocacdo ocorre através de canais, que sdo congtituidos de proteinas
transmembranas. Algumas proteinas precursoras permanecem associadas ao
Hsp70 citossolico antes de engagjar na maguinaria de translocacdo. Em adicdo, a
importacéo de proteinas para o mitocondrio ou RE depende do Hsp70 dessas
organelas, sendo ambos os Hsp70 componentes essenciais no sistema de
trandocacdo nas respectivas organelas (BRODSKY e SCHEKMAN, 1993;
KANG et a., 1990; GOMORD e FAYE, 1996). A interacdo entre uma proteina
Hsp70 organelar e um elemento da maguinaria de translocacéo tem sido descrita
no RE de leveduras Sec63p (BRODSKY e SCHEKMAN, 1993). A proteina
Hsp70 do RE, Kar-2, foi detectada associada com uma proteina transmembrana.
Dados genéticos e bioquimicos indicam que a interacdo especifica de Kar-2 e
Sec63p € critica para a transl ocacéo.

Protecéo da célula contra as mudancas causadas por varios estresses €
outra atribuicéo das proteinas Hgp70, assim como para as outras Hsp. A maioria
das condicdes de estresses compromete a integridade estrutural das proteinas,
expondo dominios de interacdo internalizados e ndo acessiveis naformanativa. A
ligacdo das proteinas Hsp70 aos dominios de interacdo nessas proteinas anormais
impede a agregacdo, dando oportunidade para a proteina dobrar-se novamente ou
promover sua degradacdo (SCHMITZ et al., 1995). A interacé&o entre um membro
da familia Hsp70 e proteinas mal dobradas foi, inicialmente, descrita para a
proteina Hsp70 do RE, denominada BiP, em plantas e mamiferos, e Kar-2, em
leveduras. HAAS e WABL (1983) demonstraram que BiP se liga ndo co-
valentemente as cadeias pesadas de imunoglobulinas que ndo foram
completamente oligomerizadas com as cadeias leves. A proteina BiP tem sido

caracterizada em leveduras, mamiferos e plantas.

2.2. BiP (Binding Protein)

A proteina BiP foi identificada independentemente em células de

mamiferos, pela sua associagdo com as cadeias pesadas de imunoglobulinas



“Binding Protein” e pela sua inducdo por escassez de glicose, GRP78 (“Glucose
Regulated Protein”). SHIU et al. (1977) observaram que culturas de fibroblastos
crescidas na auséncia de glicose supersintetizam as proteinas GRP78 e GRP4,
de massas moleculares 78.000 Da e 94.000 Da, respectivamente, referidas como
proteinas reguladas por glicose. Inducéo da sintese de GRP também tem sido
observado sob tratamento com tunicamicina, que inibi a N-glicosilacdo de
proteinas secretoras nascentes e diminui 0 metabolismo da glicose (OLDEN et
a., 1979). Independentemente, foi observado que uma proteina de 78.000 Da
liga-se ndo co-valentemente a cadeias pesadas livres de imunoglobulinas, sendo
denominada “Binding Protein” (HAAS e WABL, 1983). A associacdo BiP:1gG é
rompida pela adicéo de cadeias leves de imunoglobulinas e, subseqglentemente,
montagem da proteina heteroligomérica.

Por meio do isolamento dos cDNA correspondentes a GRP78 e BiP e
posterior caracterizacdo molecular, foi demonstrado que BiP e GRP78
correspondem a mesma proteina, relacionada estruturalmente com Hsp70
(MUNRO e PELHAM, 1986). Estudos subsequientes em células de mieloma de
rato identificaram presenca de BiP no interior da cisterna do RE e envelope
nuclear, mas n&o nas cisternas do Golgi (BOLE et a., 1989). A retencdo seletiva
de BiP no RE se deve a sequéncia-consenso KDEL/HDEL localizada no C-
terminal da proteina (MUNRO e PELHAM, 1986). Em células de mamiferos, a
remocdo da seqUéncia-consenso da proteina BiP causou secrecéo da proteina
truncada, enquanto a fusdo da seqliéncia com proteinas reporteres resultou na
retencéo destas proteinas no RE (PELHAM, 1989). Do mesmo modo, em plantas,
essa sequéncia-consenso é altamente especifica da maquinaria de retencéo de
reticuloplasminas, embora sequéncias adjacentes ao tetrapeptidio carboxi-
terminal parecam também influenciar na eficiéncia de retencdo (JONES et al.,
1993). Estudos genéticos com leveduras tém identificado o produto do gene
Erd2p (ERD2) como receptor para o sinal de retencédo de proteinas residentes no
RE (BAR-PELED et a., 1995).
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2.2.1. Funcao biolégica

A proteina BiP é um dos mais abundantes e mais bem caracterizados
chaperones do reticulo endoplasmético. Como membro da familia Hsp70, a
proteina BiP é estrutural e funcionalmente relacionada com Hsp 70 citossolico,
exceto pela presenca do peptidio-sinal e da sequiéncia de retencéo no RE presente
no carboxiterminal. BiP participa do processo de dobramento e montagem de
proteinas secretérias (VITALE et a. 1993; HAAS, 1994), interage
transitoriamente com polipeptidios durante estadios iniciais de dobramento e liga-
se mas firmemente a proteinas ma dobradas e oligdbmeros montados
incorretamente (GETHING e SAMBROOK, 1992).

A associacéo entre BiP e polipeptidios mal dobrados € mais estavel
devido a exposicéo permanente de sequéncias hidrofobicas na estrutura primaria
da proteina (GETHING et al., 1986). Conseglientemente, uma funcdo adicional
de BiP é impedir a saida de proteinas anormais do RE (HAMMOND e
HELENIUS, 1994). Enquanto esses sinais ndo sdo acessiveis a BiP na
conformagdo nativa da proteina, essas sequéncias de aminoécidos hidrofobicos
S80 expostas nos intermedi&rios normais de montagem. Usando um sistema de
células de ovéario de "hamster", o qual discrimina entre intermediarios de
montagem de proinsulina normal e proinsulina mal dobrada, mostrou-se que in
vitro os intermediarios de montagem de proinsulina normal foram protegidos
contra degradacdo por BiP. Resultados obtidos com mutantes de proinsulina
confirmam a hipotese de que dominios internos representam um sina para a
degradacéo, sendo mascarados por BiP durante o processo de montagem. O fato
de que BiP protege os dominios internos dos intermedérios de montagem indica
gue essa proteina pode funcionar de maneira andloga a da estrutura toroide do
chaperone Hsp60, embora ndo haja similaridade estrutural entre os dois
chaperones (SCHMITZ et a., 1995).

O controle de qualidade no processamento de proteinas, realizado pela

célula, ocorre principalmente no RE, onde BiP exerce papel fundamental.
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SIMONS e colaboradores (1995) demonstraram que estirpes de leveduras,
expressando uma mutacdo restritiva no dominio ATPase de BiP, promovem
agregacdo da proteina vacuolar enddgena, carboxipeptidase Y (CPY), impedindo
sua saida do RE. Em células normais, BiP associa-se transitoriamente com cerca
de 10-15% das CPYs marcadas, enquanto em estirpes mutantes 30-100%
permanecem associadas a BiP. Do mesmo modo, experimentos de
imunoprecipitacdo, usando proteina G do virus estomatite vesicular,
demonstraram gue BiP se liga transitoriamente com intermediérios de montagem
da proteina G normais e se associa, de forma estavel, apenas a mutantes da
proteina G que ndo formam pontes corretas de dissulfeto intracelularmente
(MACHAMER et al., 1990).

A funcdo de chaperone, associada a BiP de planta, tem sido examinada
principalmente por meio de associacBes com proteinas de reserva de semente.
BiP interage com uma forma mutante da proteina de reserva do feijao, faseolina,
deletada de 59 aminoécidos no carboxiterminal (PEDRAZZINI et al., 1994).
Quando transitoriamente expressa em protoplatos de folha de tabaco, BiP liga-se
a0 mutante, enquanto nas mesmas condi¢des de experimento a associagao entre
BiP e faseolina normal ndo é detectavel. BiP ligada a0 mutante pode ser liberada
pela adicdo de ATP. Também, em mutantes do endosperma de milho chamado de
floury 2, BiP associa-se com proteinas anormais acumuladas no RE (FONTES et
al., 1991). Esses resultados indicam que BiP exerce funcéo analoga em plantas e
animais durante a sintese protéica. Evidéncias genéticas para conservacao
funcional tém sido obtidas por meio de experimentos de complementacdo em
leveduras mutantes com um homélogo de tabaco (DENECKE et al., 1991). BiP
de tabaco foi capaz de substituir o produto do gene kar 2 mutado, que codifica
um mutante de BiP sensivel a variacOes de temperatura.

Além da associacdo de BiP com proteinas de reserva anormais, tem sido
demonstrado que BiP associase com subunidades de proteinas de reserva,
competentes para aquisicio da conformagdo nativa. Ensaios de co-

imunoprecipitacdo foram conduzidos para detectar associacdo de BiP com
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subunidades da proteina de reserva b-conglicinina de soja (FONTES et a., 1996).
Tanto o anticorpo contra BiP quanto o contra b-conglicinina co-
imunoprecipitaram a proteina reciproca na auséncia de ATP. A fungdo de BiP no
dobramento e na montagem de proteinas de reserva tem sido examinada em
experimentos de marcacdo de proteinas seguidos por ensaios de co-
imunoprecipitacdo de extratos do cotilédone de feijdo (PUEYO et al., 1995).
Associacdo de BiP com faseolinas monoméricas precede a oligomerizagdo da
proteina, porque BiP foi detectada em associacdo com o0s polipeptidios
monomeéricos, mas ndo com aformatrimérica. Associacao entre BiP e prolaminas
do arroz recém-sintetizadas também tem sido observado in vitro (LI et a., 1993).

BiP também esta envolvida na via de translocacéo de peptidios recém-
sintetizados para o [lumen do RE, possivelmente impedindo a agregacdo da cadeia
nascente, 0 que impossibilitaria a translocacéo da cadeia polipeptidica nascente
através das membranas (VOGEL et al., 1990; NGUYEN et al., 1991). O modelo
proposto por SANDERS e colaboradores (1992) descreve a agéo sequencial de
varios fatores de translocacdo, ressaltando-se que BiP age nos estédios iniciais
associados ao requerimento de ATP.

Dos chaperones residentes no RE, BiP esta mais freqlentemente
envolvida nos estadios iniciais no processo de dobramento de polipeptidios. Em
leveduras expressando mutacéo no gene Kar-2 (BiP), experimentos de ligacéo
cruzada demonstraram que BIiP associase com polipeptidios nascentes
(SANDERS et dl., 1992; SIMONS et al., 1995; VOGEL et al., 1990). Durante a
sintese de imunoglobulinas, BiP interage inicialmente com as cadeias leves e
dissocia-se tédo logo GRP94 associa-se com as formas oxidadas (MELNICK et
a., 1994). Com o retardamento do processo de dobramento da tiroglobulina no
RE por meio de tratamento com ditiotreitol (DTT), pode-se observar que
calnexina interage com a referida proteina depois de BiP (KIM e ARVAN,
1995). Esses dados em conjunto indicam que, além de BiP estar normalmente
envolvida nos estadios inicias da sintese protéica, os chaperones do RE devem

agir sequencialmente durante a via de montagem.
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2.2.2. Mecanismos de acao

A consearvagdo evoluciondria de BiP tem sido examinada em varios
sistemas eucariotos. Analises de comparagéo de seqliéncias de clones de cDNAS
isolados de mamiferos mostraram alto grau de conservagdo no nivel de seqiiéncia
priméaria (CHANG et a.,1987; HAAS e MEO, 1988; TING e LEE, 1988), que se
estende para leveduras e plantas (NORMINGTON et al., 1989; ROSE et a.,
1989; DENECKE et al., 1991; FONTES et al., 1991; ANDERSON et al., 1994b;
FIGUEIREDO et d., no prelo).

Como outros membros da familia Hsp70, BiP possui dominio
aminoterminal de aproximadamente 44.000 Da, altamente conservado, que
contétm um sitio de ligagdo e hidrélise de ATP, dém de um dominio
carboxiterminal de aproximadamente 30.000 Da, que contém o sitio de ligagéo do
substrato (KASSENBROCK e KELLY, 1989; CHAPPELL et a., 1987,
FLAHERTY et al., 1991). Acredita-se que haja significativa interagdo entre esses
dois dominios, porque a hidrolise de ATP, catalisada pelo dominio
aminoterminal, resulta na dissociacdo do peptidio do dominio carboxiterminal
(MUNRO e PELHAM, 1986). Certos peptidios ligam-se a BiP, estimulando sua
atividade de ATPase (BLOND-ELGUINDI et a., 1993b; FLYNN et al., 1989 e
1991). Tais peptidios ligam-se de maneira dependente de ATP e sdo liberados
guando este € adicionado (FLYNN et a., 1989 e 1991, McKAY, 1993).
Substancia P, um peptidio-modelo para estudar a interagéo de BiP com proteina
substrato, estimula a atividade de ATPase e forma complexo estavel com BiP,
sendo dissociado na presenca de ATP em niveis superiores a 50 nmolares (BROT
et a., 1994). Smilarmente, a atividade de ATPase de BiP do milho pode ser
estimulada por co-chaperones DNAJ e GrpE de levedura (ZHOU e MIERNYK,
in press). A especificidade de ligacdo entre BiP e peptidios sintéticos foi
examinada, usando-se uma biblioteca de bacteriofago | contendo sequiéncias ao
acaso de octapeptidios e dodecapeptidios na regido aminoterminal da proteina de

adsorsdo plll. Esses estudos demonstraram que BiP se liga, preferenciamente, a

14



peptidios contendo subgrupos de aminoacidos aromaticos e hidrofobicos em
posicoes aternadas e em conformagdo estendida (BLOND-ELGUINDI et 4.,
1993a).

Em células de mamiferos, BiP é pés-traducionalmente modificada por
fosforilagdo e ADP-ribosilagdo, existindo um “pool” de formas oligoméricas e
monomeéricas interconversiveis. Condicbes que resultam no aumento da
concentracdo de proteinas mal dobradas no RE promovem a dissociacdo dos
oligbmeros e a sua desfosforilacéo e de ADP-ribosilagdo (FREIDEN et a., 1992).
Tanto as espécies oligoméricas quanto as monomeéricas sdo capazes de se ligarem
a peptidios. No entanto, a inducéo da atividade de ATPase de BiP pelo peptidio
resulta na conversdo dos oligdbmeros inativos e, ou, espécies modificadas em
mondmeros ativos. Com a diminuicdo da concentragdo de polipeptidios mal
dobrados no RE, as espécies monoméricas de BiP tornam-se modificadas, sendo
a oligomerizacéo favorecida (BLOND-ELGUINDI et a., 1993b). Também, em
espinafre, foram identificadas trés formas de BiP: um mondmero de 85.000 Da,
um multimero de 280.000 Da e um grande oligbmero de massa molecular
superior a 650.000 Da (ANDERSON et al., 1994a). Somente a forma oligomérica
de massa molecular superior a 650.000 Da é fosforilada in vitro, ressaltando-se
gue dimeros e monémeros se ligam a ATP e sofrem mudanca conformacional na
presenca de Mg-ATP. Com base nesses trabalhos, ANDERSON e colaboradores
(1994a) propuseram gque em plantas, assim como em mamiferos, o nivel de BiP

funcional na célula sejaregulado pelos niveisde ATP.

2.2.3. Regulacgéo génica

BiP é constitutivamente sintetizada em baixos niveis, mas € induzida por
condic¢Bes de estresses fisiol 6gicos gque promovem aumento na atividade secretora
da célula ou acumulo de proteinas mal dobradas no RE (ELLIS e VAN DER
VIES, 1991). Uma série de reagentes, como inibidores de glicosilacdo, calcio

ionéforo ou qualquer outra condicdo de estresse que leve a desnaturacéo e a
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agregacdo da proteina, é capaz de induzir a sintese de BiP (VITALE et a., 1993).
A inducdo da expressdo dos genes BiP, em resposta a presenca de proteinas mal
dobradas no RE, ocorre no nivel de transcricdo. Uma sequiéncia de 22 pb, ligada
ao promotor dos genes BiP e denominada UPRE (“unfolded protein response
element”), tem sido caracterizada em leveduras e mamiferos, como necessaria e
suficiente para ativar transcricdo de promotores pelo acimulo de proteinas mal
dobradas no RE (MORI et al., 1992). Um segundo elemento na via de resposta a
proteinas mal dobradas tem sido caracterizado em leveduras - trata-se de uma
proteina cinase transmembrana, denominada Irelp (SHAMU e WALTER, 1996).
A proteina Irelp contém um peptidio-sinal no terminal amino, um Unico dominio
transmembrana localizado na parte central da proteina e um dominio cinase no
termina carboxilico. O dominio C-terminal citossolico exibe similaridade de
sequéncias aos dominios cataliticos de proteinas cinases serina-treonina.
Evidéncias indicam que o acumulo de proteinas mal dobradas no RE leva a
ativacdo do dominio citossdlico cinase de Irelp. O sinal é entdo conduzido
diretamente, ou através de outras proteinas na via de transducéo de sinal, para o
nucleo, onde atranscricdo dos genes contendo o cis-elemento UPRE € ativada.
Em plantas, a expressdo de BiP exibe especificidade de érgdo e tecido.
Nos mutantes naturais de BiP de milho, floury 2(fl,), mucronate (Mc) e defective
endosperma (De-B30), ocorre o acumulo da proteina BiP em niveis elevados
durante a maturacdo da semente, sendo especifico do endosperma (GALANTE et
al., 1983; BOSTON et a., 1991). Em floury 2, o acimulo de zeinas, proteina de
reserva majoritaria do milho, é reduzido e os corpos protéicos apresentam forma
irregular e com arranjamento das proteinas de reservas alterado (ZHANG e
BOSTON, 1992). A inducéo da sintese de BiP nesse mutante é regulada no nivel
de mRNA (FONTES et al., 1991). A expressdo de BiP em diferentes 6rgéos de
tabaco esta correlacionada positivamente com altas taxas de divisdo celular,
atividade secretora e proliferacdo do sistema de endomembranas da célula
(DENECKE et a., 1991). Em soja, os niveis de mRNA de BiP oscilam,

dependendo do tecido e do estédio de desenvolvimento, ndo refletindo o acimulo
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proporcional da proteina (KALINSKI et al., 1995; FONTES et al., 1996). Em
espinafre, aclimatacdo por frio resulta em aumento do acimulo do mRNA de BiP,
enquanto estresse hidrico e chogque térmico causam desaparecimento de
transcritos de BiP. No entanto, o nivel basal da proteina BiP permanece constante
sob todas as condicdes de estresse (ANDERSON et a., 1994b).

A organizacdo dos genes BiP como familia multigénica parece ser uma
situacdo Unica na planta. BiP é codificada por diversos genes em tabaco
(DENECKE et al., 1991) e em soja (KALINSKI et a., 1995; FIGUEIREDO et
a., no prelo); em milho, duas isoformas de BiP foram identificadas por
eletroforese bidimensional (FONTES et al., 1991). A presenca de mdltiplas
copias de BiP néo parece ser caracteristica comum a todas as plantas superiores,
porque BiP de espinafre € codificada por um unico gene (ANDERSON et al.,
1994b). O significado bioldgico para a diferenca em nimero de copias dos genes
BiP em plantas ainda ndo foi elucidado, embora a presenca de uma familia
multigénica possa ser uma das possivels explicacdes para a discrepancia entre o

nivel de mMRNA e a proteina em condi¢fes de estresse.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Crescimento e armazenamento do material vegetal

Plantas de soja das variedades Bienville, Doko, IAC-8, IAC-12 e Cooker
foram cultivadas em casa de vegetagéo sob condig¢des naturais de luz, umidade
relativa e temperatura controlada entre 16 e 32° C. As sementes foram colhidas
nos estadios de desenvolvimento indicados nas figuras, imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a- 80° C.

A inducé&o dos estresses deu-se da seguinte maneira:

Estresse por fungo - A obtenc&o do indculo foi realizada atraves do crescimento
de culturas monosporicas de Cercdspora sojina Hara em placas de Petri contendo
como meio de cultura suco de tomate sem tempero, preparado semelhantemente
ao V - 8 agar, como descrito por VEIGA (1973), substituindo-se apenaso V - 8
pelo suco de tomate. Em cada placa de Petri contendo a colonia de C. Sojina Hara
foram adicionados, aproximadamaente, 3 mL da solucdo do espalhante adesivo
"Tween" 80, a 0,05%. Parafacilitar o desprendimento dos conidios do patégeno,
foi passado um pincel diversas vezes sobre as colOnias. Obtida a suspensdo, esta
foi agitada e filtrada em uma camada dupla de gaze. A calibragéo foi feita por

meio de um hemacitdmetro para concentracéo de 40.000 conidios por mililitro,
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conforme proposto por CASELA et al. (1979) e CASELA e BRANDAO (1981).
A inoculacdo do patégeno foi feita quando as plantulas apresentaram a primeira
folha trifoliolada completamente desenvolvida (cerca de 20 dias apés a
emergéncia), pulverizando-se cerca de 10 mL da suspensdo de conidios por
planta, nas faces superior e inferior das folhas, por meio de um pulverizador
manual. |mediatamente ap0os a inoculacdo, os vasos foram transferidos para uma
camara de inoculacéo e, apos trés dias, transferidos para as bancadas da casa de
vegetacdo, onde permaneceram até a avaliacdo. As folhas foram colhidas,
baseando-se sempre no foliolo mais infectado da planta, cerca de 20 dias apés a
Inocul agéo.

Estresse por inseto - Apés aterceira semana do plantio, colocaram-se plantas néo
tratadas com inseticidas ao lado de plantas infestadas por acaro, Tetranichus
urticae, dentro de uma camara cercada com tela. Sendo as condigdes da casa de
vegetacdo propicias para 0 contagio, houve a manifestacdo dos sintomas
aproximadamente 20 dias ap6s o contdgio. Coletaram-se as folhas que
apresentaram sinais de maior infestacéo.

Estresse nutricional - As plantas submetidas ao estresse nutricional foram
transferidas para areia na segunda semana apds o plantio e colhidas gquando
apresentavam os sintomas (amarelecimento foliar).

Estresse hidrico - Para inducdo do estresse hidrico, interrompeu-se a adicdo de
agua quatro semanas apdés o plantio e colheram-se as folhas quando estas
apresentavam sinais evidentes de murcha.

Plantas-controle - Coletaram-se folhas de plantas normais, que foram tratadas
com inseticidas e ndo submentidas a nenhum estresse, a partir da quarta semana

apos o plantio.

3.2. Quantificacdo de proteinas

Extratos de proteinas totais de diferentes Orgdos de soja foram
quantificados de acordo com o método de BRADFORD (1976).
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3.3. Purificacdo da proteina homadloga de BiP da soja

3.3.1. Fracionamento por (NH4),SO,4

Todas as etapas de purificagcdo foram realizadas a 4° C e as sementes de
soja, colhidas 35 dias apos o florescimento (DAF). A proteina BiP foi purificada
a partir de sementes de soja da variedade Bienville, de acordo com o seguinte
protocolo modificado de FONTES et al. (1991): aproximadamente 100 g de
semente de soja da variedade Bienville foram triturados e homogeneizados em
350 mL de tamp&o A (TrissHCL 50 mmol/L, pH 6,8, e PMSF 1 mmol/L), e 0
residuo insoltvel foi removido por centrifugacdo a 16.000 x g por 20 minutos. As
proteinas foram fracionadas por precipitagcdo com (NH,),SO, no intervalo de 40 a
90% de saturacdo. O precipitado foi ressuspendido num volume minimo de

tampdo B (tampéo A + NaCl 50 mmol/L) e dialisado nesse mesmo tamp&o.

3.3.2. Cromatogr afia de troca-idnica

Apobs 12 horas de didlise contra tampédo B, o extrato foi fracionado em
coluna de DEAE-sepharose CL-CB (20 x 1,5 cm, PHARMACIA) equilibrada em
tampé&o B e desenvolvida com 300 mL de gradiente linear de 0,05 a 0,3 mmol/L
de NaCl em tampdo A. O fracionamento foi acompanhado por SDS-PAGE e

“immunoblotting”, usando-se anticorpos contra BiP de milho como sonda.

3.3.3. Cromatogr afia de afinidade

As fragOes contendo BiP foram reunidas e dialisadas contra tampédo C
(Tris-acetato 20 mmol/L, pH 7,5, NaCl 20 mmol/L, MgCl, 3 mmol/L, EDTA 0,1
mmol/L e 2-mercaptoetanol 15 mmol/L). O dialisado foi aplicado na coluna
ATP-agarose (5 x 1 cm, SIGMA), previamente equilibrada com 0 mesmo tampéo.

Apbs passagem de 30 mL do tampé&o C contendo NaCl 0,5 mmol/L, seguida por

20



30 mL do tampéo C, as proteinas foram eluidas com tampédo C contendo ATP 3
mmol/L. Fragbes contendo BiP foram andlisadas por SDSPAGE e

“immunoblotting”.

3.4. Producéo de anticor pos policlonais contra BiP de soja

FracOes eluidas da coluna de ATP-agarose contendo BiP foram reunidas,
misturadas com adjuvante completo de Freund (GiBCO) na proporcéo 1:1 e
injetadas subcutaneamente em coelho. As aplicagbes subsequentes foram
preparadas, misturando-se adjuvante incompleto de Freund e a fragdo da proteina
na propor¢cdo 1:1. Depois do término das aplicagdes, totalizando-se cinco
aplicagbes num intervalo regular de sete dias, as amostras do sangue do coelho

imunizado foram centrifugadas a 2.800 rpm e 0 soro foi estocado a- 20° C.

3.5. Obtencéo de anticor po monoespecifico, selecionado pelo clone cUFVBIP

Anticorpos monoespecificos contra BiP da soja foram preparados por
imunoafinidade, usando-se o clone cUFVBIP, que contém o cDNA da proteina
BiP de sojainserido no vetor de expresséo | gt1l (FIGUEIREDO et al., no prelo).
Apos a infeccdo de E.coli, estirpe LE 392, a expressdo da proteina recombinante
foi induzida com solucéo de IPTG 10 mmol/L e imobilizada em membranas de
nitrocelulose. As membranas foram, subseqlientemente, incubadas com soro
policlonal de BiP de milho para selecionar anticorpos especificos contra b-
galactosidase fundida a proteina BiP de soja. Os anticorpos monoespecificos
foram eluidos com glicina 0,1 mol/L, pH 2,9, e imediatamente neutralizados com
solugdo de NaOH. O anticorpo eluido foi estocado a 4° C em TrissHCI 10
mmol/L, pH 7,4 e NaN; 0,2% (p/v) a4° C. Os anticorpos selecionados pelo clone
sdo referidos como anticorpos monoespecificos.

Alternativamente, as membranas imobilizadas com a proteina

recombinante foram incubadas com anticorpo contra BiP de milho ou com
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anticorpos preparados contra BiP purificada da soja por uma hora, sob agitacéo, a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo, seguiu-se o procedimento normal para

“western”, conforme descrito no subitem 3.7.

3.6. Sintese do terminal carboxilico de BiP em E.coli e producéo de
anticor pos

3.6.1 . Clonagem molecular

O clone pUFV41, contendo a regido codificadora de BiP e um sitio
BamHlI, criado imediatamente adjacente ao cddon de terminacdo, ja foi descrito
anteriormente (MARTINS, 1996). O fragmento de DNA gue codifica o terminal
carboxilico de BiP (326 residuos de aminoécidos) foi liberado com as enzimas de
restricdo Ncol e BamHI, purificado com géis de agarose e inserido no vetor de
expressdo pET16b, previamente digerido com as mesmas enzimas e
desfosforilado. As purificagbes de DNA plasmidial, a reacdo de ligase e a
desfosforilacdo de vetores foram conduzidas de acordo com técnicas-padréo de

clonagem molecular em plasmidios (SAMBROOK et al., 1989).

3.6.2. Sintese da proteinatruncada em E.coli e producéo de anticor pos

O terminal carboxilico de BiP foi sintetizado sob o controle do promotor
da T7 RNA polimerase em uma estirpe de E.coli, BL21 (DE 3), que contém um
gene para T7 RNA polimerase, regulado pelo promotor lacUV5 (Novagene). A
bactéria transformada foi crescidaem LB broth 2% até atingir a densidade ¢ticaa
600 nm de 0,6. A expressdo da proteina truncada foi induzida apés duas horas de
incubacdo com IPTG 2 mmol/L. As bactérias foram sedimentadas por
centrifugacéo e ressuspendidas em TrissHClI 50 mmol/L, pH 8,0, e EDTA 2
mmol/L. ApGs a ultra-sonicacdo, o residuo insoluvel foi sedimentado por

centrifugacdo a 12.000 x g, por 30 minutos, a4° C. As proteinas foram separadas
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por SDS-PAGE e visualizadas por ““coomassie brilhant blue”” R-250. A banda
correspondente a proteina induzida foi cortada do gel, liofilizada, triturada em
amofariz de porcelana e ressuspendidaem TBS (TrissHCI 10 mmol/L, pH 7,6, e
NaCl 140 mmol/L). A suspensao obtida foi homogeneizada com igual volume de
adjuvante de Freund completo para a primeira imunizagdo do coelho e de
adjuvante incompleto para as imunizagoes posteriores. Os coelhos foram
imunizados subcutaneamente, em intervalos de uma semana. O soro foi obtido

por sangria seis dias apds aterceiraimunizacdo e estocado a-20° C.

3.7 . Gel de eetroforese SDS-PAGE e “immunaoblotting”

Os extratos de proteina total foram preparados a partir de sementes de
soja colhidas nos estéadios de desenvolvimento indicados nas Figuras. As
sementes, congeladas em nitrogénio liquido, foram trituradas em amofariz com
Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, e PMSF 1 mmol/L (SIGMA). O materia insolluvel
foi descartado por centrifugagdo a 16.000 x g por 15 minutos. No caso de
plantulas e folhas, o tamp&o de extracdo usado foi NaCl 50 mmol/L, MgCl, 5
mmol/L, TrisHCI 100 mmol/L, pH 7,5, Triton X-100 1% (v/v) e PMSF 1
mmol/L.

Eletroforese em géis de poliacrilamida contendo SDS foi redizada
essencialmente como descrito por LAEMMLI (1970), exceto a concentragdo do
gel empilhador, que foi de 5%. O extrato de proteina foi incubado por trés
minutos, a 100° C, em tampéo da amostra (glicerol 10% (v/v), SDS 2,3%, azul-
de-bromofenol 0,25%, 2-mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCI 0,0625 mol/L, pH
6,8) antes de ser aplicado no gel. A eletroforese foi conduzida por
aproximadamente 16 horas, a 30 V, no tampao de corrida (Tris-HCI 0,025 mol/L,
glicina 0,2 mol/L, EDTA 1 mmol/L e SDS 3,5 mmol/L). O gel foi corado com
solucdo corante (metanol 40% (v/v), CH3;COOH 7,5% (v/v) e “coomassie
brilhant blue’” R-250 0,01%), por aproximadamente 12 horas, e descorado em

solucdo de metanol 10% (v/v) e écido acético 7,5% (v/v). Para coloracdo com
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prata, seguiu-se o protocolo do kit de “silver staining” (PHARMACIA), conforme
recomendagdes do fabricante.

Alternativamente, apés a eletroforese as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, usando-se 0 sistema de transferéncia da
BIORAD, de acordo com as instrucdes do fabricante. Apos a transferéncia (em
aproximadamente 24 horas a 200 mA), a membrana de nitrocelulose foi
blogueada com TBS-T [Tris-HCI 0,01 mol/L, pH 7,6, NaCl 1,5 mmol/L, Tween-
20 0,1% (v/v)] por uma hora, a temperatura ambiente, e incubada com o
anticorpo contra BiP, anticarboxi ou anti-soja, numa dilui¢cdo 1:1000 por duas a
guatro horas sob agitacdo. Apos o periodo de incubacdo, a membrana foi lavada
com TBST trés vezes, por 15 minutos cada, e em seguida incubada com o
anticorpo contra 1gG conjugada a fosfatase alcalina (SIGMA), numa diluicdo de
1:5000, por aproximadamente duas horas. A membrana foi lavada
extensivamente com TBST e, subseguentemente, incubada com tampdo da
enzima (TrissHCI 0,1 mol/L, pH 9,8, NaCl 0,1 mol/L, MgCl, 0,5 mol/L) por
cinco minutos. A atividade da fosfatase alcalina foi detectada, usando-se 0s
substratos NBT (azul-nitro-tetrazolium, GiBco/BRL) e BCIP(5-bromo-4-cloro-3-
indolil-fosfato, GIBCO/BRL).

3.8. Ensaios de co-imunopr ecipitacéo

Proteinas totais de sementes e folhas de soja foram extraidas com tampéo
de lise [Tris-HCI 0,12 mol/L, pH 7,5, KCI 0,05 mol/L, EDTA 0,1 mmol/L, Triton
X-100 1 % (v/v), PMSF 1 mmol/L, DDT 0,1 mmol/L e MgCl, 5 mmol/L]. As
imunoprecipitagdes, utilizando-se os anticorpos monoespecifico, anticarboxi ou
anti-soja, foram conduzidas na auséncia de ATP, enzimaticamente removido pela
adicéo de solucdo contendo a enzima apirase, ou na presenca de ATP 2 mmol/L.
As etapas de imunoprecipitacdo foram conduzidas a 4° C. Extratos de proteinas
totais foram preparados pela homogeneizacéo de sementes, colhidas em 35 DAF,

ou folhas completamente expandidas com o tampé&o de lise na propor¢éo de 1 g
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de sementes por 5 mL de tampé&o ou 1 g de folhas por 2 mL de tamp&o. Apds a
incubacdo do extrato protéico por 10 minutos, o material insolGvel foi removido
por centrifugacdo a 13.000 x g, por 15 minutos. O sobrenadante foi incubado por
duas horas com o anticorpo policlona apropriado, seguido por incubagéo com 25
m de suspensdo da proteina A-sepharose 50% (v/v) em TBS. Os
imunocomplexos foram sedimentados por centrifugacéo a 8.000 x g por dois a
trés minutos. A resina de sepharose foi extensivamente lavada com 500 m de
tampéo de lise e ressuspendida em 100 ni de tampé&o da amostra para SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970). As proteinas imunoprecipitadas foram analisadas por SDS-
PAGE, seguido por “immunoblotting”, usando-se 0 soro anti-soja, o anti-1gG
conjugado com a fosfatase alcalina como segundo anticorpo e o sistema de

deteccado NBT/BCIP (GIBCO/BRL).

25



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 . Especificidade do anticor po selecionado pelo clone cUFVBIP1

A proteina BiP é membro da familia de proteinas de chogue térmico
(Hsp70) e tem sido descrita como componente importante do processo de
dobramento e montagem  de proteinas recém-sintetizadas no reticulo
endoplasmético (RE). Com afinalidade de identificar o homologo de BiP de soja,
foram usados anticorpos policlonais gerados contra a proteina purificada de BiP
de milho (FONTES et al., 1991). Uma proteina de massa molecular em torno de
75.000 Da e imunologicamente relacionada com a proteina BiP de milho foi
detectada em fracoes do RE de sementes de soja (Figura 1, coluna RE). Com base
na localizagdo subcelular do polipeptidio que reagiu com anti-BiP de milho e sua
mobilidade eletroforética, pode-se inferir que o anticorpo de milho reconhece a
proteina homologa de BiP da soja.

Consistente com o padréo de expressdo de genes de BiP, descritos em
outros organismos, a proteina BiP de soja foi detectada em extratos protéicos de
folhas, sementes e plantulas (Figura 1, colunas F, S e P). No entanto, o anticorpo
contra BiP de milho apresentou uma série de reagdes cruzadas com outros

polipeptidios presentes em extratos de proteinas totais, sendo somente
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Figura 1- “Imunaoblotting” do homologo de BiP de soja. Proteinas totais de
extratos de folhas (F), plantulas (P) e sementes (S) da variedade
Bienville foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para
membrana de nitrocelulose e sondadas, usando-se anticorpo contra
BiP de milho. A coluna RE corresponde a fragdo do RE isolada de
sementes. A proteina BiP estd indicada a direitaa. A migracdo
eletroforética de padrbes de massa molecular relativa esta indicada a
esguerda, em fragdes de 1.000.
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eliminados na fracdo RE. Em virtude dessa interacdo inespecifica do anti-BiP de
milho com outras proteinas, o anticorpo policlona foi purificado, usando-se a
proteina quimérica expressa a partir do clone cUFVBIP1 (FIGUEIREDO et al.,
no prelo). Essa proteina recombinante consiste de b-galactosidase fundida ao N-
terminal de BiP de soja. O fracionamento do anticorpo de BiP de milho por
imunoafinidade foi eficiente em selecionar epitopos para a proteina BiP da soja.
Tais anticorpos, selecionados pelo clone e denominados monoespecificos,
reconhecem somente a proteina BiP em extratos de proteina total preparados a

partir de sementes (Figura 2), folhas e plantulas (Figuras 7 € 9).

4.2. Regulacdo temporal da sintese de BiP durante o desenvolvimento da
semente

Durante o processo de diferenciagdo da semente, que se inicia com O
periodo de armazenamento, ocorre proliferagdo do RE acompanhada pela sintese
ativa de proteinas de reserva. Com a finalidade de correlacionar a atividade
secretéria do cotilédone com a sintese de BiP, foram conduzidos
“immunoblottings” de extratos de proteinas totais preparados em diferentes
estadios de desenvolvimento da semente (Figura 2). A proteina BiP foi detectada
a partir de 25 dias ap0s o florescimento (DAF) e persistiu até a maturacéo da
semente, mas acumula predominantemente nos estédios intermedidrios de
desenvolvimento do cotilédone. A taxa de sintese de BiP parece ser coordenada
com a sintese ativa de proteinas de reserva. Nos estadios correspondentes a 25 e
35 DAF, a transcricdo dos genes de proteina de reserva € méxima e,
presumivelmente, também o0 é a transdocacdo dessas proteinas para 0 RE
(WALLING et al., 1986). A regulagdo temporal do acimulo de BiP indica que o
estimulo para a sintese de BiP em sementes de soja € resultado do aumento da
atividade secretéria associada a0 aumento da sintese de proteinas de reserva no
cotilédone. Em células de mamiferos, o acumulo de proteinas secretérias no

[lmen do RE causa aumento na taxa de sintese de BIiP
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Figura 2- Acimulo de BiP durante o desenvolvimento da semente. Extratos de
proteinas solUveis preparados de diferentes estadios de
desenvolvimento da semente foram fracionados por eletroforese (SDS-
PAGE), e aproteina BiP foi identificada por “imunoblotting”, usando-
se anticorpo monoespecifico de BiP. Aliquotas idénticas dos extratos
foram aplicadas em cada coluna. Os estédios de desenvolvimento séo
indicados acima da figura em dias ap0s o florescimento (DAF). A
posicéo de BiP esta mostrada a direita.

29



(NORMINGTON et al., 1989). Transcritos de BiP em tabaco também acumulam
predominantemente em tecidos secretorios com alta divisdo celular (DENECKE
et a., 1991). Coletivamente, esses resultados indicam que a sintese de BiP em
células ndo estressadas € regulada positivamente pela atividade secretéria da
célula. Uma evidéncia adicional para essa hipétese é que a sintese de BiP é
superior em variedades de soja que acumulam concentracdo elevada de proteina
total, conforme demonstrado na Figura 3. “Immunoblots’ de proteinas totais
extraidas de sementes das variedades Bienville (coluna B) e Cooker (coluna C)
demonstraram que a concentracdo de BiP € superior em sementes de Bienville. A
variedade Bienville acumula na semente teor de proteina correspondente a,
aproximadamente, 45% da matéria seca, enquanto em semente de Cooker a
concentracao de proteinatotal € em torno de 35% da matéria seca.

Recentemente, foi demonstrado que BiP associa-se transitoriamente com
as subunidades a e a’ da proteina de reserva de soja b-conglicinina (FONTES et
a., 1996). A associacdo entre BiP e b-conglicinina é completamente revertida
pela adicdo de ATP, uma propriedade bioquimica de associacdes mediadas por
chaperones moleculares. Na presente investigagéo, foi demonstrado que a
regulacdo temporal da sintese de BiP na semente € coordenada com a sintese
ativa de proteinas de reserva. Esses resultados sdo consistentes com o
envolvimento de BiP na via de transporte biossintético de proteinas de reserva
para 0s corpos protéicos, provavelmente assistindo o dobramento e a montagem

das proteinas de reservano RE.

4.3. Regulacdo da sintese de BiP em resposta a diversas condicbes de
estr esses fisiol gicos

Como um membro da familia Hsp70, a sintese de BiP é regulada por
condicbes de estresses fisioloégicos que promovem aumento na atividade

secretéria da célula ou do acumulo de proteinas mal dobradas no reticulo
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Figura 3- Correlagéo da sintese de BiP com a concentragdo de proteina total da
semente. Proteinas totais isoladas de sementes das variedades
Bienville (B) e Cooker (C) foram processadas conforme descrito na
Figura 2. Esta&dios de desenvolvimento da semente sdo indicados
acima da figura, em dias apds o florescimento (DAF). Aliquotas
idénticas dos extratos foram aplicadas em cada coluna.
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endoplasmético. A presenca de proteinas no RE que ndo sdo capazes de dobrar-se
corretamente ativa a transcricdo dos genes BiP, bem como de outras
reticuplasminas que exibem atividade de chaperone molecular (KOZUTSUMI et
a., 1988). Acredita-se que 0 aumento na atividade de associacéo de BiP com
agregados de proteinas mal dobradas resulte na reducéo da concentracdo de BiP
livre no limem, a qual € monitorada por um receptor transmembrana cinase
(SHAMU e WALTER, 1996). A via da resposta a proteinas mal dobradas tem
sido extensivamente analisada em leveduras, plantas e mamiferos, usando-se
células tratadas com tunicamicina. Tunicamicina inibe glicosilagdo de proteinas,
0 que resulta na incapacidade de uma série de glicoproteinas dobrar-se
corretamente.

Recentemente, foi demonstrado que a sintese da proteina BiP de soja é
induzida por tunicamicina em células de soja em suspensdo (FIGUEIREDO et al.,
no prelo). Tem sido proposto que a inducdo de BiP de plantas, mediada por
tunicamicina, € o resultado da via de resposta a proteinas mal dobradas,
conservadas em células eucaridticas. Em leveduras e mamiferos, uma seqiiéncia
de 22 pares de base, denominada UPRE nos genes BiP, é necessdria e suficiente
para ativar transcricdo desses genes em resposta ao acumulo de proteinas mal
dobradas no RE (MORI et al., 1992). Além do cis-elemento UPRE, o promotor
do gene Kar-2 (BiP de leveduras) contém cis-elementos funcionais responsaveis
pela sua inducdo direta em resposta a choque térmico (MORI et a., 1992).
Consegiientemente, mecanismos regulatorios adicionais, nunca observados em
plantas e mamiferos, tém sido descritos para 0o gene BiP de leveduras. Além
disso, ao contrério de leveduras e mamiferos, a proteina BiP de soja é codificada
por uma familia multigénica (KALINSKI e al., 1995). Essas observactes
conduziram as especulagdes de que os genes BiP de soja pudessem conter outros
elementos de respostas a diferentes condicdes de estresses, responsaveis por sua
indugdo em uma via de transducdo de sinal, diferente da via de resposta a

proteinas mal dobradas. Assim, plantas de soja foram submetidas a diversas
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condicbes de estresses fisiolégicos e a inducdo de BiP foi analisada por
“immunoablottings’ (Figura4).

Folhas de plantas de soja inoculadas por Cercospora sojina Hara (coluna
FU) e submetidas ao ataque por Tetranichus urticae (coluna IN) acumulam uma
guantidade de BiP duas a trés vezes superior aguela acumulada em folhas ndo
estressadas (coluna C). O aumento da sintese de BiP em resposta a patdgenos
deve estar relacionado com o aumento e, ou, a degradacdo de proteinas que
ocorre como mecanismo de defesa da planta para compensar as injurias. Nessas
condicBes de estresse, uma série de proteinas relacionadas com a patogénese é
ativamente sintetizada pelo sistema de endomembranas da planta, resultando na
proliferacéo do RE e no conseqliente aumento da atividade secretéria da célula
Provavelmente, o estimulo para 0 aumento da taxa de sintese de BiP em plantas
infectadas por patdgenos é o resultado do aumento da atividade secretéria das
células em funcdo da ativac&o da sintese de proteinas secretorias de defesa.

A inducdo de BiP da soja também foi avaliada em plantas submetidas a
estresses nutricional e hidrico. Pode-se especular que estresse nutricional
promove decréscimo na concentragdo de ATP no limem do RE. Uma vez que
ligantes anormais requerem altos nivels de ATP para se dissociarem de BiP,
estresse nutricional promoveria estabilizacéo de complexos formados entre BiP e
proteinas mal dobradas, reduzindo o nivel de BiP livre, o que, provavelmente,
ativaria a via de resposta a proteinas mal dobradas. Além disso, 0 estado
metabdlico da célula, em condigbes de estresse nutricional, compromete a
eficiéncia de processamento de proteinas, 0 que pode acarretar acUmulo de
proteinas mal dobradas no RE. De fato, a sintese de BiP foi significativamente
induzida em resposta a estresse nutricional (compare coluna NU e coluna C).

Similarmente, estresse hidrico teve efeito dramético na inducdo da
sintese de BiP em soja (coluna HI), enquanto em espinafre tem sido demonstrado
gue a expressao de BiP ndo é induzida pelas mesmas condigdes (ANDERSON et

a., 1994b). Ao contréario, em espinafre, estresse hidrico causa desaparecimento
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Figura 4 - Inducdo da sintese de BiP em plantas de soja sob condigbes de
estresses fisiologicos. Plantas de soja da variedade IAC - 8 foram
submetidas a diversas condicdes de estresses, como indicado na
figura: estresse hidrico (HI), estresse nutricional (NU), infestacéo por
acaro (IN) e infeccdo por fungo (FU). Proteinas sollveis de folhas
foram fracionadas em SDS-PAGE, e a proteina BiP foi identificada
por “imunoblotting”, usando-se anticorpos monoespecificos de BiP.
Aproximadamente, 100 g de proteina total foram aplicados em cada
coluna. A coluna (C) corresponde a plantas-controle.
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dos transcritos de BiP, enquanto permanecem inalterados os niveis de proteina.
Esses resultados contraditorios indicam gque BiP de soja e de espinafre respondem
diferentemente a condices de estresse hidrico. Alternativamente, considerando
gue a razdo entre BiP livre e BiP associada controla sua sintese, pode-se
argumentar que ndo se detectou inducéo de BiP em espinafre por estresse hidrico
em fungdo da ata concentracdo de BiP basal nas condi¢bes do experimento. No
entanto, algumas observacdes desfavorecem essa hipétese. BiP de espinafre foi
induzida por tunicamicina nas mesmas condi¢cbes do experimento, e estresse
hidrico causou regulacdo negativa no acimulo de transcritos de BiP. Além disso,
para 0 caso especifico da soja, estresse hidrico foi tdo efetivo quanto estresse
nutricional para inducéo da sintese de BiP. Uma explicacéo alternativa para a
aparente contradicdo de resultados entre espinafre e soja seria que uma via de
transducéo de sinal adiciona deve ser responsavel pela inducéo de genes BiP de
soja, sob especificas condigbes de estresse. Uma observacéo favoravel a essa
hipétese € que BiP de espinafre é codificada por um Unico gene, enquanto BiP de
soja é o produto da expressdo de uma familia multigénica (ANDERSON et al.,
1994b, FIGUEIREDO et dl., no prelo). Dessa forma, acredita-se que pelo menos
um membro da familia dos genes BiP da soja teria evoluido mecanismos

alternativos e, ou, adicionais de controle da expressao génica.

4.4. Purificacdo de BiP de semente de soja

A habilidade dos membros da familia Hsp70 de se ligaram a ATP tem
sido explorada como meio eficiente de purificagdo das referidas proteinas
(KASSENBROCK e KELLY, 1989). Assim, a purificagdo de BiP foi conduzida
basicamente em trés etapas, consistindo de um fracionamento inicial com
(NH,4),SO, em de extratos de proteinas totais preparados a partir de sementes de
soja, seguido por cromatografias de trocaridnica e de afinidade. Apés a
cromatrografia de troca-idnica, as fragbes eluidas em um gradiente de NaCl (150

a 300 mmol/L) (Figura 5-A) foram sondadas com o anticorpo monoespecifico
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contra BiP (Figura 5-B). As fragGes contendo maior concentracéo de BiP (28 a
38) foram reunidas e submetidas a cromatografia de afinidade, utilizando-se uma
resina de ATP-agarose. Duas proteinas de 85 a 90.000 Da e abrangendo
aproximadamente 50% do total de proteina presente na fragdo eluida foram co-
purificadas com BiP (dado ndo mostrado). Com a finalidade de identificar as
proteinas contaminantes, a fracdo obtida pela cromatografia de afinidade foi
usada como imunégeno para preparar anticorpos, denominados anti-soja. As
fracbes eluidas pela cromatografia de troca-ibnica (Figura 5-A) foram
ressondadas com o soro anti-soja, as quais se mostraram eficientes em detectar as
proteinas contaminantes (Figura 5-C). Essa estratégia permitiu identificar e
eiminar as fragdes enriquecidas para as proteinas contaminantes, nao
identificadas pela “immunoblots’, usando-se o anticorpo monoespecifico
(compare as Figuras 5-B e 5-C). Em seguida, as fragbes de nimero 22 a 30,
praticamente isentas das proteinas contaminantes, foram reunidas e submetidas a
cromatografia em resinas de ATP-agarose, resultando na purificacéo da proteina
BiP em um nivel de homogeneidade em torno de 90%, conforme julgado por géis
de acrilamida corados por prata (Figura 6, coluna ATP-agarose).

A identidade da proteina purificada foi também confirmada pela
capacidade de seus anticorpos em reconhecer a proteina recombinante expressa
pelo clone cUFVBIPL (dados ndo mostrados). O clone cUFVBIiP1 contém um
cDNA que codifica BiP da soja, inserido no sitio de | gtll, sob controle do

promotor lacZ, induzido por IPTG (FIGUEIREDO et d., no prelo).

4.5. Formacao de complexos estaveis entre BiP e proteinas especificas da
semente

A ineficiéncia da resina de ATP-agarose em eliminar polipeptidios
contaminantes na purificacéo de BiP pode ser devida a propriedade intrinseca dos
polipeptidios em interagir com ATP. Alternativamente, uma vez que BiP exibe

atividade de chaperone molecular, a co-purificacdo de BiP e proteinas
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Figura 5 -Fracionamento de BiP de soja por cromatografia de troca-ionica
Extratos de proteinas solUveis de sementes de soja foram previamente
fracionados com sulfato de amonia (40 a 90%) e aplicados na coluna
DEAE-sepharose. As fracdes eluidas da coluna foram fracionadas por
SDS-PAGE (A), transferidas para membrana nitrocelulose e sondadas
com anticorpo monoespecifico de BiP (B) e soro anti-soja (C).

37



Trocalobnica
ATP-agarose

©
o
R
PT 9
[ —
66k — Hg“-- BiP
re
S s
45k — £ B -
e
Bk -—
20k —

Figura 6- Purificacdo de BiP a partir de extratos de sementes da variedade
Bienville. A composicdo de polipeptidios das fracBes obtidas pelas
etapas sequenciais de purificagdo foi monitorada por meio de gel de
acrilamida corado com prata, como se segue: coluna PT, proteina total
da semente 35 DAF; coluna 40-90%, proteinas recuperadas da
precipitacdo com sulfato de aménio entre 40-90 % de saturacao;
coluna troca-ibnica, fracdes eluidas da resina DEAE-sepharose
enriquecidas para BiP; e coluna ATP-agarose, “pool” das fragOes
eluidas daresina ATP-agarose.
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contaminantes pode ser o resultado de uma associagdo estéavel entre os
polipeptidios e BiP. As associacOes proteina:proteina tém sido extensivamente
analisadas por meio de imunoprecipitaces indiretas de proteinas. Essa técnica é
baseada na co-imunoprecipitacdo do antigeno associado a qualquer polipeptidio.
A deteccdo da interacdo requer a formagdo de um complexo proteina:proteina
relativamente estavel, disponibilidade estérica de epitopos no complexo de
proteinas associadas e absol utamente nenhuma reagdo cruzada entre o anticorpo e
as proteinas associadas. Com a finalidade de analisar a possivel associacéo entre
BiP e as proteinas co-purificadas, para os ensaios de co-imunoprecipitacéo
foram preparados anticorpos contra o terminal carboxilico de BiP, que
corresponde a regido menos conservada entre BiP e outros membros da familia
Hsp70. Esses anticorpos foram denominados anti-carboxi.

A especificidade dos anticorpos foi analisada por meio de
“immunaoblottings’ de extratos protéicos, preparados a partir de diferentes 6rgéos
da planta (Figura 7). Enquanto o soro anti-soja reconhece eficientemente as
proteinas contaminantes e BiP a partir de extratos de semente (Figura 7: anti-soja,
coluna S), os anticorpos monoespecificos (monoespecifico, coluna S) e anti-
carboxi (anti-carboxi, coluna S) sd8o0 mais especificos e ndo reconhecem as
proteinas co-purificadas. Interessantemente, a sintese dos polipeptidios
contaminantes € restrita a semente, ndo sendo detectados no caule (C), na vagem
(V) e nas folhas (F) (Figura 7, anti-soja). O soro anti-carboxi mostrou-se téo
eficiente quanto ao anticorpo monoespecifico para detectar BiP em extratos
protéicos de todos os 6rgaos analisados, apresentando reagdes cruzadas com os
polipeptidios co-purificados (Figura 7, comparar anti-carboxi e monoespecifico).

A especificidade dos anticorpos monoespecificos e anti-carboxi
possibilitou analisar a associacdo entre BiP e as proteinas contaminantes por meio
de ensaios de co-imunoprecipitacdo (Figura 8). Consistente com o padrdo de
expressao das proteinas contaminantes e com a especificidade do soro anti-soja, 0
anticorpo anti-soja foi eficiente em imunoprecipitar polipeptidios contaminantes

apartir de extratos de semente (coluna 10), mas ndo de extratos
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Figura 7- “Imunaoblotting” de diferentes 6rgdos de soja, usando-se anticorpos
contra BiP. Proteinas solUveis isoladas de vagem (V), folha (F) e
semente (S) foram separadas por SDS-PAGE, transferidas para
membrana de nitrocelulose e sondadas, usando-se 0s anticorpos anti-
carboxi, monoespecifico e anti-soja, conforme indicado acima da
figura. A proteina BiP esta indicada a direita da figura, e as setas
indicam as proteinas co-purifadas.
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de folhas (coluna’), enquanto a proteina BiP foi imunoprecipitada pelo anti-soja
a partir de extratos tanto de sementes (coluna 1) quanto de folha (coluna 7).
Assim, também, a incubacdo de extratos de sementes com suspensdo de ATP-
agarose, ha auséncia de apirase, sedimenta BiP e as proteinas contaminantes
(coluna 4), enquanto ATP-agarose precipita apenas BiP em extratos protéicos de
folhas (coluna 10).

Apesar de os anticorpos monoespecificos e anti-carboxi ndo reagirem
com as proteinas contaminantes (Figura 7), ambos sdo capazes de
imunoprecipitar os referidos polipeptidios a partir de extratos de sementes em que
0 ATP foi enzimaticamente removido (Figura 8, colunas 2 e 5). No entanto,
adicdo prévia de ATP aos extratos ndo desestabiliza o complexo formado,
conforme esperado para associacdo proteina:proteina mediada por chaperones
moleculares (colunas 3 e 6). Em contraste, b-conglicinina associa-se com BiP da
soja, formando complexos sensiveis a ATP, de natureza transiente (FONTES et
a., 1996). A presenca de multiplas copias de BiP no genoma da soja, associado
com sua capacidade de formar complexos com polipeptidios sensiveis e
insensiveis a ATP, indica que as diferentes isoformas de BiP possuem funcdes e,
ou, especificidades distintas. Alternativamente, a associacéo estavel entre BiP e
os polipeptidios contaminantes reflete a incapacidade desses polipeptidios de
dobrar-se corretamente. PEDRAZZINI et a. (1994) demonstraram que BiP de
feijdo forma complexos estaveis com mutantes de faseolinas, requerendo altos
nivels de ATP para dissociagdo. Uma vez que os polipeptidios contaminantes
foram co-purificados a partir de extratos protéicos de sementes da variedade
Bienville, a presenca desses polipeptidios foi também analisada em outras
variedades de soja, geneticamente distantes (Figura 9). Em extratos de proteinas
totais de sementes das variedades IAC-8 e IAC-12, 0 soro anti-soja reconhece
dois polipeptidios de massas moleculares relativas idénticas as massas dos
identificados na variedade Bienville. Embora esses resultados ndo eliminem a
possibilidade de que os polipeptidios co-purificados, identificados na variedade

Bienville, sggam formas mutantes de similar mobilidade eletroforética a dos
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Figura 8- Imunoprecipitacéo de BiP e polipeptidios especificos da semente de
soja. As reagdes de imunoprecipitagdo foram conduzidas, usando-se os
anticorpos anti-soja, monoespecifico e anti-carboxi, seguidas por
incubagdo com proteina-A sepharose. A proteina BiP e os
polipeptidios especificos da semente foram imunoprecipitados a partir
de 1 mL de extrato de proteina total da semente colhida a 35 DAF e
também de folhas da variedade Bienville, conforme indicado acima da
figura Os produtos imunoprecipitados foram separados por SDS-
PAGE, transferidos para nitrocelulose e sondados com soro anti-soja.
Imunoprecipitagdes foram conduzidas com o soro anti-soja (colunas 1
e 7), anticorpo monoespecifico menos ATP (colunas 2 e 8), anticorpo
monoespecifico mais ATP (coluna 3), anti-carboxi menos ATP
(colunas 5 e 9) e anti-carboxi mais ATP (coluna 6). As colunas 4 e 10
correspondem a sedimentacdo das proteinas com ATP-agarose. A
posicéo de BiP é indicada a esquerda dafigura.
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Figura 9- “Imunoblotting” de diferentes variedades de soja, usando-se o anticorpo
anti-soja. Proteinas solUveis de sementes de soja das variedades
Bienville, IAC-8 e IAC-12 foram fracionadas por SDS-PAGE,
transferidas para membrana de nitrocelulose e sondadas, usando-se o
soro anti-soja. Acima da figura, estdo indicadas as variedades
utilizadas, e a direita encontrase a posicdo das proteinas co-
purificadas e BiP.
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polipeptidios normais, pelo menos eles indicam que mutacBes aberrantes
guepossam impedir modificacbes pos-traducionais nos referidos polipeptidios
ndo tenham ocorrido na variedade Bienville.

Em arroz, tém sido detectadas associagdes in vitro entre BiP e prolaminas
nascentes ainda associadas aos polirribossomos e, também, entre BiP e
prolaminas ja processadas nos corpos protéicos (L1 et al., 1993). Tratamento dos
complexos com ATP (5 mmol/L) causa dissociacdo de BiP dos corpos protéicos,
mas nao dissocia o complexo BiP:prolamina nascente. Provavelmente, essa
associacéo estavel entre BiP e prolaminas nascentes acarreta uma cinética de
retencdo das prolaminas no RE, favoravel a obtencdo de concentracdo critica
dessas proteinas, necessaria para engatilhar o processo de deposi¢éo ordenada das
proteinas no lumen, dando origem a corpos protéicos no endosperma da semente
de arroz derivados do RE.

Diferentemente do arroz, em soja a via majoritaria de biogénese de
corpos protéicos consiste no transporte de proteinas de reserva do RE para os
vacuolos, mediado pelo aparelho de Golgi. Consistente com esse mecanismo de
formac&o de corpos protéicos, as subunidades a e a’ da proteina de reserva b-
conglicinina formam complexos com BiP, altamente reversiveis pela adicéo de
ATP (FONTES et a., 1996). Além disso, a frac8o de b-conglicinina associada é
extremamente baixa. Isso indica que a dissociagdo do complexo BiP:b-
conglicinina e a subsegiiente montagem da proteina trimérica ocorrem com ata
eficiéncia no RE. Conseguentemente, o tempo de retencéo dessas proteinas no
RE deve ser limitado, ndo favorecendo a obtencdo de uma concentracdo critica
paraformacao de corpos protéicos derivados do RE. No entanto, corpos protéicos
originados do RE ja foram identificados em cotilédones de soja, nos estadios
iniciais de desenvolvimento do cotilédone. A deteccéo de associacOes estavels
entre BiP e polipeptidios especificos da semente aponta um mecanismo provavel
para a formacdo minoritaria de corpos protéicos derivados do RE em cotilédones

de soja.



5. RESUMO E CONCLUSOES

Anticorpos preparados contra BiP de milho foram usados para identificar
0 homadlogo de BiP de soja em “immunaoblots’ de extratos protéicos de folhas,
sementes e plantulas. Esses anticorpos foram eficientes em detectar uma proteina
de massa molecular de 75.000 Da presente na fragcéo do RE e constitutivamente
sintetizada na soja. Os anticorpos de milho foram imunopurificados, utilizando-se
a proteina recombinante expressa pelo clone cUFVBIPL, que codifica BiP da
soja, e usados em “western blots’ para andlise do padréo da sintese de BiP.
Durante o desenvolvimento do cotilédone, a proteina BiP se acumula
predominantemente em estadios de desenvolvimento, em que a eficiéncia de
sintese de proteinas de reserva € maxima. Consequientemente, o acimulo de BiP
em sementes € coordenado com a atividade de sintese de proteinas de reserva. A
regulacéo temporal de BiP parece ser resultado de um aumento da atividade
secretéria associado a sintese de proteinas de reserva. Além disso, a sintese de
BiP esta correlacionada com a concentracdo de proteina total acumulada na
semente de diferentes variedades de soja. Esses resultados indicam que BiP é
induzida pelo aumento da atividade secretéria do cotilédone associado a sintese

ativa de proteinas de reserva.
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Consistente com o padrédo de expressao de chaperones moleculares, a
sintese de BiP, na soja, foi induzida por diversas condi¢des de estressse. |nfeccéo
pelo fungo Cescorpora sojina Hara e infestacdo pelo inseto Tetranichus urticae,
assim como estresses nutricional e hidrico, causaram aumento significativo no
acumulo de BiP nas folhas estressadas. Coletivamente, os resultados obtidos
evidenciaram o envolvimento de BiP no transporte biossintético de proteina de
reserva, além de terem mostrado uma analogia funcional entre BiP de soja e de
outros organismos.

A propriedade de BiP de se ligar a ATP foi explorada como meio
eficiente de purificacdo da proteina de extratos protéicos preparados a partir de
sementes. A proteina foi eventualmente purificada em nivel de homogeneidade
em torno de 90%. No entanto, inicialmente dois polipeptidios de 85 a 90.000 Da,
sintetizados exclusivamente em sementes, foram co-purificados com BiP. Para
investigar a interacdo entre BiP e os polipeptidios especificos, ensaios de co-
imunoprecipitacdo foram realizados. A proteina BiP asssociase com 0S
polipeptidios da semente, formando complexos estaveis, mesmo na presenca de
K* e Mg-ATP. Uma vez que ATP tem sido usado como diagnéstico para
interacOes proteina:proteina, mediadas por chaperones moleculares, causando
dissociacdo dos complexos, os resultados demonstraram que provavelmente a

proteina BiP da soja funcione com mecanismos alternativos de acéo.
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