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Viver e néo Ler a sergonha de oer felig
Cantar a Belega de ver um elerno aprendis
Ou sei que a vida dedia ser bem melhor ¢ serd
Mas inso néo impede que e repita:

& bonila, ¢ bonila o ¢ bonita...

In “O que é, o que é” de Gonzaguinha

Viver a vida, sendo felizes sempre, aprendendo sempre. S6 assim
construiremos uma vida melhor...
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RESUMO

Ureases (ureia amido-hidrolases; EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas, dependentes
de niquel, produzidas por plantas, fungos, bactérias e invertebrados, que
catalisam a hidrdlise da ureia em aménia e diéxido de carbono. Em plantas e
fungos, as ureases sdo hexametros formados por seis subunidades idénticas,
e, em bactérias, sdo formadas por duas a trés subunidades distintas. A
presenca de dois ions de niquel no sitio ativo das ureases é essencial para sua
atividade catalitica. Em bactérias, ureases atuam como fatores de viruléncia em
infeccbes do trato urinario e gastrointestinal. Em plantas, ureases séao
encontradas principalmente nas sementes, mas estéo distribuidas em todos os
tecidos. A soja produz duas isoenzimas: a urease embrido-especifica,
sintetizada no embrido, e a urease ubiqua, presente em todos os tecidos da
planta, em menor quantidade que a embrido-especifica. Em estudos prévios
realizados pelo grupo foram identificadas proteinas de plastidios que co-
imunoprecipitaram associadas a urease, 0 que despertou 0 interesse em
estudar a presenca de ureases na organela. Nesse trabalho, estabeleceu-se o
protocolo para purificacdo e enriquecimento de cloroplastos de folhas de soja
para investigar a provavel presenca de ureases na organela. Ensaios de
atividade enzimatica, ELISA e cromatografia de troca ibnica foram realizados
com o extrato obtido de cloroplastos apds o processo de extracao e purificacédo
e indicaram a presenca de ureases nestes plastideos. Na tentativa de
identificar-se as isoformas de ureases presentes no cloroplasto, realizou-se
ensaios de espectrometria de massas, porém nao se obteve sucesso devido a
guantidade da enzima presente no extrato. O aprimoramento do processo de
enriquecimento de cloroplastos possibilitara prosseguir nos estudos para
identificar as isoformas presentes na organela, bem como detectar sua

localizacao nestas organelas.
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ABSTRACT

Ureases (urea amido-hydrolases; EC 3.5.1.5) are nickel dependent
metalloenzymes, produced by plants, fungi, bacteria and invertebrates, that
catalyze the hydrolysis of urea into ammonia and carbon dioxide. In plants and
fungi, ureases are hexamers formed by two or three identical subunits, while in
bacterias are formed by two to three different subunits. The catalytic activity of
urease is due to the presence of two nickel ions in its active site. Bacterial
ureases are known virulence factors in urinary and gastrointestinal tracts. In
plants urease are mainly found in the seeds, but are widely distributed in all
tissues. Soybean produces two isoenzymes: embryo-specific urease is
synthesized in the embryo during development and ubiquitous urease is present
in all plant tissues, in a smaller amount compared to embryo-specific. Previous
studies have shown that many plastid proteins co-immunoprecipitate with
urease, which sparked interest in studying the presence of ureases in the
organelle. In this study, we established the protocol for purification and
enrichment of soybean leaves chloroplasts in order to investigate the presence
of urease in the organelle. Enzymatic activity, ELISA and ion exchange
chromatography assays were conducted with the organelle and indicated the
presence of ureases. In an effort to identify which ureases isoforms were
present in the chloroplast, we performed mass spectrometry analysis. This
effort was unsuccessful due to small amount of enzyme obtained from the
extract. Improving the enrichment process will enable further studies regarding

the identification of the urease isoforms as their location in the plastid.
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1 INTRODUCAO

1.1 — Ureases

Ureases (ureia amidohidrolases, EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas, niquel-
dependentes, amplamente distribuidas na natureza, sendo produzidas por
plantas, fungos, bactérias, algas e invertebrados. As ureases catalisam a
hidrélise da ureia ((NH2),CO) a ambénia (NH3) e didxido de carbono (COy)

(Figura 1) (KRAJEWSKA, 2009).

Urease Uréia-Urease

Urease—C— NH2

Figura 1: Reac¢é&o de hidrolise de ureia, catalisada pela urease

Ureases de plantas e fungos sdo hexaméricas, formadas por seis
subunidades idénticas. J& ureases de bactérias sao formadas por duas ou trés

subunidades distintas (SIRKO & BRODZIK, 2000).
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Cada uma das subunidades de ureases possui alto grau de identidade
de suas sequéncias de aminoacidos, quando comparadas a sequéncia da

urease de Canavalia ensiformis (JBU) (Figura 2).

[ a— 840aa Urease de Canavalia ensiformis
[ o — 86% Urease embrido especifica de Glycine max
[ o—89% Urease ubiqua de Glycine max
B 52% a—59% Urease de Helicobacter pylori
¥ — 60% B—53% o—51% Urease de Klebsiella aerogenes
¥ —60% [ B— 44% o — 59% Urease de Bacillus pasteurii

Figura 2: Comparac&o de urease de Canavalia ensiformis (JBU), ureases de soja
e ureases bacterianas: comparagcdo esquematica de uma Unica subunidade estrutural de
urease de Canavalia ensiformis com urease embrido especifica e urease ubiqua de soja
(Glycine max), ambas com uma Unica subunidade (o), € também com ureases bacterianas de
duas subunidades (Helicobacter pylori) e trés subunidades (Klesiella aerogenes e Bacillus
pasteurii). Com referéncia a urease de Canavalia ensiformis, o percentual de identidade da
sequéncia das regides de ureases bacterianas correspondentes esta indicado dentro dos
boxes. (Adaptado de BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010).

A atividade catalitica das ureases se deve a presenca de dois ions de
Ni** em seu sitio ativo, proporcionando o ataque nucleofilico da &gua,
favorecendo a formacdo de carbamato, que é espontaneamente hidrolisado
produzindo uma molécula de NH; e uma de CO,, e aménia (DIXON, 1975;
MOBLEY e HAUSINGER, 1989).

Em bactérias, ureases sao fatores de viruléncia em infeccées humanas
do trato gastrointestinal, como no caso de Helicobacter pylori, e do trato
urinario, como ocorre com Proteus mirabilis (MOBLEY et al., 1995). Ureases de
fungos estdo relacionadas a infeccbes, como ocorre com a urease de

Cryptococcus gattii, que é fator de viruléncia para a criptococose (COX et al.,
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2001; FEDER, 2012). Em plantas, as ureases sao encontradas em grande
abundancia nas sementes, mas também distribuidas nos demais tecidos, em

menor quantidade (POLACCO & HOLLAND, 1993).

1.2 Ureases em plantas

1.2.1 Ureases de feijdo de porco - Canavalia ensiformis

A Canavalia ensiformis é uma leguminosa popularmente conhecida
como feijdo-de-porco e possui grande resisténcia a insetos. Sua semente
possui trés isoformas de urease.

A urease classica (JBU), a primeira urease a ser cristalizada (SUMNER,
1926), é constituida por uma cadeia polipeptidica de 840 aminoacidos e tem
massa molecular de 90,7 kDa, apresentando-se como um hexametro em sua
forma nativa (ZERNER, 1991). Em seu sitio ativo possui dois atomos de niquel,
sendo cada um desses coordenados por dois residuos de histidina (DIXON et
al., 1975; ZAMBELLI et al., 2011). Apesar de todos os esforcos feitos, somente
apOs oito décadas de estudo, sua estrutura tridimensional foi determinada
(BALASUBRAMANIAN & PONNURAJ, 2010).

A canatoxina (CNTX) foi caracterizada como uma proteina toéxica para
insetos e mamiferos (CARLINI & GUIMARAES, 1981), e posteriormente
identificada como isoforma de urease de C. ensifiormis (FOLLMER et al.,
2001). A CNTX representa cerca de 0,5% do peso seco em sementes de C.
ensiformis. Quando descrita, e antes de se saber que a CNTX era uma
isoforma de urease, verificou-se que esta possuia atividades biologicas
independentes da enzimatica, como a agregacao plaquetaria (CARLINI et al.,

1985), atividade inseticida (CARLINI et al.,, 1997) e atividade fungicida
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(OLIVEIRA et al., 1999). Posteriormente verificou-se que estas atividades séo
compartilhadas entre varias ureases ja descritas (FERREIRA-DA SILVA et al.,
2000; STANISCUASKI et al., 2005; BECKER-RITT et al., 2007; MENEGASSI et
al., 2008; PIOVESAN et al., 2008; DEFFERRARI, 2010)

PIRES-ALVES et al., em 2003, realizaram a clonagem do cDNA parcial
da terceira isoforma de urease, JBURE-Il, tendo uma cadeia polipeptidica
predita mais curta em relacdo as demais isoformas. Anos mais tarde
MULINARI et al. (2011) realizaram a clonagem do cDNA de C. ensiformis que
codifica uma sequéncia mais longa da JBURE-II, agora chamada de JBURE-
llb, capaz de codificar a terceira isoforma de urease com o0 mesmo tamanho
esperado para as demais isoformas. A JBURE-IIb foi expressa de forma
recombinante em Escherichia coli (MILINARI et al., 2011), e sua presenca foi

confirmada em plantas por DEMARTINI et al., 2011.

1.2.2 Ureases de soja — Glycine max

A soja (Glycine max) é uma leguminosa de importante valor econémico
em nivel mundial. No Brasil, € a cultura agricola que mais cresceu nas ultimas
trés décadas, correspondendo a 49% da area plantada em graos no pais
(http://lwww.agricultura.gov.br/vegetal/culturas/soja - acesso em 19/08/2015).
Em 2011, o Brasil movimentou cerca de 24 bilhdes de ddlares apenas nas
exportacdes de soja em grao, farelo e 6leo, gerando 1,5 milhdo de empregos
em 17 estados do Pais
(http://lwww.abiove.org.br/site/index.php?page=importancia-economica-e-
social&area=NCOyLTI= - acesso em 19/08/2015).

Além da sua alta importancia econdémica, a soja também €& um

importante modelo de estudo para pesquisas cientificas. Sendo a oleaginosa
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mais importante no mundo, o teor de Oleo e proteina em seus graos pode
ultrapassar 20% e 40%, respectivamente (ROESSING & GUEDES, 1993).

A soja possui duas isoformas de ureases: a urease embrido especifica,
(eSBU), e a urease ubiqua (uSBU), com 87% de identidade entre si
(GOLDRAIJ et al., 2003). A urease embrido especifica, que é codificada pelo
gene Eul (POLACCO & WINKER, 1984), apresenta-se sob a forma de um
hexametro, como caracteristico das ureases de plantas. E sintetizada apenas
durante o desenvolvimento do embrido, acumulando-se nas sementes maduras
das plantas (POLACCO & HAVIR, 1979; POLACCO & HOLLAND, 1993). A
urease ubiqua, codificada pelo gene Eu4 (TORISKY et al., 1994), é encontrada
em todos os tecidos da planta (POLACCO & WINKLER, 1984) em menores
guantidades que variam de 1/1000 a 1/100 quando comparada a quantidade
encontrada da urease embrido especifica, sendo responsavel pela reciclagem
de ureia (STEBBINS et al., 1995).

Cabe ressaltar que a atividade de urease embrido especifica na semente
madura € cerca de 1000 vezes maior que a atividade da urease ubigqua nos
varios tecidos da planta (POLACCO & SPARKS, 1982; POLACCO &

WINKLER, 1984).

1.3 Cloroplastos

A origem dos plastidios, de acordo com a hipétese endossimbidtica, deu-
se ha bilhdes de anos pela integracédo de cianobactérias fotocloréfitas com uma
célula eucaridtica primitiva através de fagocitose, dando origem a célula vegetal
como conhecemos hoje (BOCK & KHAN, 2004). Ao longo da evolugédo, muitos
dos genes do genoma plastidial foram transferidos para o nucleo da célula, ou

degradados e substituidos devido a existéncia de genes com as mesmas
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fungBes no ndcleo. Mesmo com essas perdas, o cloroplasto é uma organela
gue possui um genoma rico, sintetizando diversas proteinas importantes,
especialmente aquelas relacionadas a fotossintese (BOCK & KHAN, 2004).

Os cloroplastos sdo a mais relevante forma de plastidios, ocorrendo em
guase todos os tecidos de plantas verdes. Por conter todo o aparato
fotossintético, os cloroplastos sdo a classe de plastidios mais estudada.
Funcdes relacionadas ao metabolismo de nitrogénio, enxofre e fésforo também
sdo desempenhadas pela organela (TAIZ & ZEIGER, 2010).

Como todos os plastidios, os cloroplastos sdo delimitados por uma
membrana dupla ( envelope ) que controla e importacdo e exportacdo de
componentes do cloroplasto (JOYARD et al., 1998). Além da membrana dupla,
existe uma terceira membrana interna, denominada membrana tilacoide. Esta
forma uma rede de discos achatados denominados tilacéides, que apresentam-
se organizados em pilhas — grana.

O estroma € o local onde ocorre a biossintese de acidos graxos em
plantas. Os acido graxos sdo sintetizados na forma de glicerolipideos e séo
exportados para o reticulo endoplasmatico. Esse trafego de lipidios € essencial
para a biogénese do cloroplasto (BENNING, 2008).

A membrana externa do cloroplasto é permeavel a algumas moléculas
peguenas gracas a presenca de proteinas da classe das porinas. No caso da
membrana interna, esta € impermeavel a ions e metabdlitos, os quais
necessitam de transportadores de membranas especificos para ingressarem no
interior do cloroplasto. E a membrana interna que restringe a passagem de

moléculas entre o citosol e o interior da organela (COOPER, 2000).
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Em um trabalho recente, transportadores de niquel foram localizados no
envelope do cloroplasto, mas sua fungéao ainda néo foi determinada (THEG &
WOLLMAN, 2014). O niquel é um micronutriente essencial de pelo menos 9
enzimas, entre elas a urease (MULROONEY & HAUSINGER, 2003).
Deficiéncia de niquel pode ocasionar acumulacdo de concentracBes toxicas de
ureia em varias espécies de plantas, o que pode inibir a germinacdo de
sementes de cereais (BROWN et al., 1987).

A fotossintese divide-se em duas fases: a fase clara e a fase escura. O
processo em si culmina com a geracao de produtos como o NADPH e ATP,
aléem de acucar de baixo peso molecular, necessario para suprir as
necessidades metabolicas de muitas células onde n&do ocorre a fotossintese

(ALBERTS, 2002).
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Figura 3: Reacbes da fase clara (fotoquimica) e fase escura (fase quimica) no
cloroplasto: o cloroplasto esta envolvido em ambas as fases da fotossintese. As reacoes
claras ocorrem no tilacéide. Na fase clara, a agua é oxidada e oxigénio é liberado. Os elétrons
liberados séo transferidos para ATP e NADPH. As reacdes da fase escura ocorrem fora do
tilacoide. Nesta fase, a energia liberada de ATP e NADPH é convertida para fixacdo de diéxido
de carbono. Os produtos desta reacdo sdo aclUcares e varias outras moléculas organicas
necessarias para o] metabolismo celular (Retirada de

http://www.nature.com/scitable/topicpage/photosynthetic-cells-14025371).

O nitrogénio € um dos principais nutrientes para 0s vegetais, estando
diretamente envolvido no metabolismo da planta. Uma das fontes de nitrogénio
nas plantas é a ureia, porém, em excesso, o0 acumulo de ureia nas folhas pode
causar necrose. Esse excesso pode ser ocasionado pela deficiéncia de niquel
nas plantas. A urease € a Unica enzima que necessita de niquel como cofator
enzimatico em plantas superiores, e a aplicacado de niquel aumenta a atividade
de urease (FAQUIN, 2005; LIU et al, 2014).

A assimilacdo de nitrogénio € um processo biolégico essencial para o

crescimento e produtividade de plantas. A assimilagdo de nitrato é outro

importante processo biolégico em organismos fotossintéticos, com grande
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efeito sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas (KIMATA-ARIGA &
HASE, 2014).

Além de nitrato, as plantas utilizam aménia como fonte de nitrogénio.
Amobnia também é produzida através de reacdes metabdlicas internas, como
hidrélise de moléculas de transporte e armazenamento de nitrogénio, e
conversao de aminoacidos (IRELAND & LEA, 1999). A principal rota para essa
conversao envolve as acdes sequenciais da glutamina sintetase e da glutamato
sintase. A glutamina sintetase catalisa a incorporacdo do fon NH;  ao
glutamato para formar a glutamina, gastando energia com a conversao de ATP
em ADP. A elevada quantidade de glutamina nos plastidios estimula a
atividade da glutamato sintase durante o processo de fotorrespiragéo (TAIZ &

ZEIGER, 2012).

22



Chloroplast

Protein

—>

NHg*
[ Protein turnover,
protein s i
degradation, Glutamine GOGAT Glutamate
photorespiration |
NH,* m Glycolysis
[ex] .
| Carbamoyl phosphate Pyruvate y
\ - [ Glmamala] N
-~ m —

Citrulline

>[NH,)

[~ Mitochondrion
Aspartate

b
=

Aspartate-argininosuccinate
shunt y Cytosol

TRENDS in Plant Science

Figura 4: Assimilacdo de nitrogénio no cloroplasto: nitrato (NOs’) disponivel no solo é
absorvido e convertido a nitrito (NO;) no citoplasma pela nitrato redutase; o NO,™ é transferido
para o interio do cloroplasto por transportadores especificos, sendo reduzido a aménio (NH,"),

gue é assimilado no ciclo da glutamina-glutamato (FERNIE et al., 2012)

Em um estudo onde foram avaliados glutamina, asparagina e alantoina
como fontes de nitrogénio, verificou-se um efetivo acumulo de proteinas nos
cotilédones de soja quando comparadas ao tratamento sem nitrogénio
(JUNGHANS & MOSQUIM, 1995), corroborando dados encontrados por
WINKLER et al.,, (1985), onde foram detectadas atividades maximas de
enzimas correlacionadas com o metabolismo de ureideos — alantoinase e
urease, antes da fase de preenchimento das sementes.

Como o cloroplasto é uma organela em que ocorre um intenso

metabolismo de nitrogénio, uma enzima como a urease pode ser importante se
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ali localizada. A geracdo de amoénio através da hidrélise da ureia (se presente
na organela) pode ser uma fonte alternativa deste ion.

O amido, que é um polissacarideo, é um dos principais carboidratos de
reserva nas plantas, extremamente abundante, sendo superado em quantidade
apenas pela celulose. O amido do cloroplasto € sintetizado durante o dia e
degradado durante a noite (TAIZ & ZEIGER, 2010). Em auséncia de luz, a
producdo de amido no cloroplasto é reduzida, e o amido produzido
anteriormente e armazenado no cloroplasto é degradado, servindo como fonte
principal para sintese de sacarose citosolica (SHANNON & GARWOOD, 1984;
VANDEPUTTE & DELCOUR, 2004).

Também € no cloroplasto, além do citosol, onde estdo localizadas as
enzimas que catalisam as reacdes de glicolise. A reacdo de glicdlise em

vegetais pode ser expressa como a oxidacao da sacarose e reducado de Og:

C12H22011+ 12 02 %12 C02 + 11 Hzo

As principais funcdes da glicélise em cloroplastos na fase escura e em
plastidios néo fotossintetizantes séo: 1) participar da degradacdo de amido; e
2) gerar energia na forma de ATP para vias anabdlicas, como sintese de acidos
graxos (EMES & TOBIN, 1993). Em plantas, a glicélise tem como caracteristica
uma regulacao singular, assim como uma rota glicolitica parcial paralela em
plastidios e rotas enzimaticas alternativas para varias etapas citosolicas (TAIZ

& ZEIGER, 2010).
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1.3.1 Evidéncias da presenca de ureases em cloroplastos.

Com novas tecnologias que surgem a cada dia em combinacdo com
crescentes informacdes de sequéncias dos genomas de plantas, tem-se
buscado identificar e quantificar o conjunto total de proteinas de cloroplastos e
de seus constituintes em separado, através de andlises por espectrometria de
massas (WIJK, 2000; HELM et al., 2014).

A combinacdo de técnicas de extracao de organelas, enriqguecimento de
proteinas com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e o avanco da
tecnologia referente a espectrometria de massas tém proporcionado um grande
avanco nas identificagbes. Entretanto, muitas vezes, proteinas chave de um
processo ja conhecido e caracterizado podem nao ser identificadas (JOYARD
et al., 2010). Nesse estudo, possivelmente pela baixa quantidade destas
proteinas, importantes enzimas relacionadas a fotossintese e a sintese de
lipideos ndo foram identificadas, ainda que no trabalho tenham sido
identificadas 171 proteinas envolvidas na biossintese de acidos graxos,
exportacao e metabolismo de glicerolipideos especificos de cloroplastos.

Em 2010, num estudo protedmico realizado com Canavalia ensiformis,
foram analisadas sementes quiescentes e germinadas. Um dos objetivos dos
autores foi o de identificar proteinas que interagem com a urease classica
(JBU). Para isso, foi realizado um ensaio de co-imunoprecipitacdo utilizando-se
um anticorpo monoclonal contra a urease de Canavalia ensiformis, seguido de
analise protebmica. Naquele estudo, foram identificadas varias proteinas
plastidiais que co-imunoprecipitaram associadas a urease (Tabela 1).

(DEMARTINI et al., 2011).
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Tabela 1: Proteinas plastidiais que co-imunoprecipitaram associadas a urease
(Adaptada de DEMARTINI et al., 2011). A tabela mostra o niumero de espectros adquiridos
para cada proteina (conjunto de ions detectados na etapa a aquisicdo), € o ndmero de
peptideos Unicos (fragmento resultante da clivagem da proteina).

Proteina Espectros Peptideos Unicos
adquiridos
ATP synthase CF1 a subunit 15 7
ATP synthase CF1 3 subunit (A. t) 12 5
ATP synthase CF1 3 subunit (Z. m) 11 7
Elongation factor TU, chloroplast precursor 5 4
Fructose-bisphosfate aldolase 4 3
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase a subunit 12 8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase f§ subunit 8 6
Oxygen-evolving enhancer 33 11 8
Oxygen-evolving enhancer protein 3, chloroplast putative 7 6
Phosphoglycerate kinase 1 9 6
Photosystem Il 44 kDa protein 8 5
Photosystem Il 47 kDa protein 12 4
Ribulose bisphosphate carboxylases small chain 19 6
Ribulose bisphosphate carboxylases small chain 1A 11 6
RuBisCO activase 16 8
RuBisCO large subunit (A. t) 35 8
RuBisCO large subunit (O. s) 33 8
Transketolase-like protein 11 8

Como no estudo de DEMARTINI et al. (2011) o principal objetivo foi
avaliar a mobilizacdo de ureases nas primeiras etapas de desenvolvimento de
sementes de C. ensiformis, ndo foi realizado nenhum tratamento especifico
para a extracdo e purificacdo de plastidios durante o preparo da amostra.
Conforme relatos da literatura, a urease de C. ensiformis estaria localizada em
diferentes compartimentos sub-celulares: no citoplasma da célula, em granulos
de armazenamento, e dentro dos espacos intercelulares esquizogenos
(MURRAY & KNOX, 1977).

Para comprovar os resultados encontrados por DEMARTINI et al.
(2011), sugestivo de uma localizacdo plastidial de ureases, tornou-se
necessaria a realizacéo de um estudo especifico, em que fosse feita a extracao

de cloroplastos, com o objetivo de avaliar a presenca de urease na organela.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Identificar as ureases de soja presentes nos cloroplastos das folhas da
planta.
2.2 Justificativa

Os resultados obtidos por DEMARTINI et al. (2011) despertaram o
interesse do nosso grupo em investigar a presenca de ureases em
compartimentos sub-celulares, mais especificamente nos cloroplastos. A partir
disto, decidimos adequar um protocolo de extracdo de organelas, com o
objetivo de obter a organela isolada e prosseguir com estudos que

possibilitassem comprovar a presenca de ureases em cloroplastos.

2.3 Objetivos especificos:
e Implementar a metodologia de isolamento e purificacéo de cloroplastos;
e Determinar se a urease esta ou ndo presente na organela purificada, por
ensaios de atividade enzimatica e ELISA,
e Caso a atividade seja detectada, identificar por espectrometria de

massas qual € a isoforma de urease presente na organela purificada.
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3 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas sementes de
Soja — cultivar Conquista®. Também foram utilizadas sementes comerciais
para as otimizacdes descritas na sequéncia.

Todos os procedimentos de extracdo, didlise e centrifugacdo foram

realizados a 4 °C, exceto quando especificado diferentemente.

3.1 Cultivo de Plantas

As sementes foram plantadas em potes plasticos, contendo Substrato
Carolina 1I® + Vermiculita, na proporcdo 1:1. As plantas foram cultivadas
inicialmente em casa de vegetacdo localizada junto ao Departamento de
Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e posteriormente em
local aberto, com incidéncia de luz solar direta, sendo este local aberto sem
controle térmico ou luminoso, sendo regadas com agua 2 vezes por semana.
Foram acondicionadas de trés a quatro sementes por pote, de 30 cm de
didametro e 40 cm de altura

O cultivo em casa de vegetacdo ocorreu de novembro a abril. Neste
tempo, foi possivel respeitar um minimo de luz de 12 horas com luz natural. A
casa de vegetacdo também dispde de um sistema de iluminacéo artificial de 12
h de luz, o ano todo. A temperatura média de cultivo foi de aproximadamente
30 °C, oscilando entre 20 °C e 40 °C. Por problemas de infestacdo de lagartas
na casa de vegetacdo, no més de marco de 2015, estando as plantas no
estadio vegetativo V3, em que as plantas apresentavam o terceiro né e
segundo trifélio totalmente desenvolvido estas foram removidas para local

aberto, permanecendo sob condicbes ambientes por cerca de 40 dias, até
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atingirem o estadio vegetativo V6, Ultimo estadio vegetativo antes da planta
entrar em formacao das flores (R1), em que as plantas apresentavam o sexto e
quinto trifélio totalmente desenvolvido. Neste periodo, a temperatura no local
onde as plantas permaneceram oscilou entre 8° C e 35 °C (fonte:
http://www.accuweather.com/pt/br/gravatai/40981).

Os extratos utilizados nos ensaios foram obtidos de maneira diferente

para cada tecido da planta, conforme descrito a seguir.

3.2 Extrato de sementes (ES) — Extracdo de proteinas totais de sementes

O objetivo deste extrato foi de otimizar as condicbes de ensaios de
atividade e quantificacdo para os experimentos com folhas e com os extratos
de cloroplastos purificados. O extrato ES foi obtido a partir de grédos de soja
comercial, adquiridos em supermercado local, da marca Yoki®. Os gréos foram
reduzidos a farinha em moinho de facas analitico. O p6 obtido foi delipidado
pela adicdo de 150 mL de cloroformio (25 %), levando-se a suspensao ao
liquidificador por 4 minutos a 4 °C. A mistura foi coada através de 5 camadas
de gaze de algodado, lavada com acetona, e novamente processada no
liquidificador com acetona. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” obtido foi
mantido em capela de exaustdo a temperatura ambiente até completa
volatilizacdo da acetona, o que demorou aproximadamente uma noite.

A farinha delipidada foi utilizada para a extracdo de proteinas, com
tampdo fosfato de sédio 20 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM e azida
sédica 0,02%, pH 7,5. Uma massa de 20 g de farinha foi extraida em 100 mL
do tampéo. A suspensao foi submetida a suave agitacao por 2 h, a temperatura
de 4 °C. Terminado o periodo, a mistura foi centrifugada a 23.400 x g, a 4 °C,

por 15 minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi coletado e
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guantificado conforme descrito no item 3.8, e utilizado para ensaio de atividade
enzimatica (adaptado de DEMARTINI et al., 2011). A este material foi dado o
nome de Extrato de Sementes de Soja (ES), sendo assim designado deste

ponto em diante.

3.3 Extrato de folhas (EF) - Extracao de proteinas totais de folhas

O objetivo da producdo deste extrato em particular foi servir para
comparacao com o extrato EF enriquecido de cloroplastos, que sera descrito
adiante.

A produgéo do EF foi realizada utilizando folhas de plantas de soja no
estadio vegetativo V6, cultivadas conforme descrito no item 3.1. As folhas
foram maceradas com nitrogénio liquido e submetidas a extragcdo com tampéao
de extracao (-fosfato de sodio 20 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol 1 mM e
azida sédica 0,02%, pH 7,5). Foram utilizados 50 g do p6 de folhas de soja, e
200 mL de tampéo de extracdo. A suspensao foi submetida também a suave
agitacdo por 2 h, a 4 °C. Terminado este periodo, o homogenato foi
centrifugado a 16.200 x g, a 4 °C, por 1 h . O sobrenadante foi recolhido e
dialisado em membrana com corte de 12-14 kDa contra fosfato de sodio 20 mM
e 0,02% de azida sodica, pH 7,5. Foram realizadas 2 trocas de tampao novo a
cada 2 h, 1 troca apos 16 h e mais 2 trocas a cada 2 h, de 1 L cada troca. Ao
final, o extrato dialisado foi centrifugado a 23.400 x g por 15 min (adaptado de
DEMARTINI et al.,, 2011). A quantificacdo de proteinas e a dosagem da
atividade ureasica foram feitas conforme os itens 3.6 e 3.7 a seguir,
respectivamente.

A este material foi dado o nome de Extrato de Folhas de Soja (EF),

sendo assim designado deste ponto em diante.
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3.4 Extracdao e enriquecimento de cloroplastos

A extracdo de cloroplastos foi realizada a partir da adaptagdo de um
protocolo ja existente para folhas de espinafre, descrito por SEIGNEURIN-
BERNY et al, 2008. A purificacdo dos cloroplastos foi feita também a partir de

folhas do estadio vegetativo V6.

3.4.1 Preparo do meio de extracdo e gradiente de Percoll®

No dia anterior ao experimento, foram preparados seis frascos de
centrifuga para rotores tipo SS-34. Cada frasco continha 30 mL de solugéo
para o gradiente de Percoll®, composta de: sorbitol 0,4 M; tamp&o tricina 20
mM; MgCl; 2,5 mM; EDTA 1,25 mM, pH 8,0 e acrescido de 50 % de Percoll®.

O procedimento experimental aplicado a esta solugcdo € extremamente
importante para a obtencdo dos cloroplastos. Os tubos, preparados conforme
descrito anteriormente, foram centrifugados a 30.000 x g por 60 min, em rotor
SS-34, formando assim o gradiente de Percoll®, e que foi usado na primeira

etapa de centrifugacao para extracdo dos cloroplastos (item 3.4.2).

3.4.2 Extracao e purificacao de cloroplastos

As plantas cultivadas até o estadio vegetativo V6 foram acondicionas em
camara fria, a 4°C no dia anterior ao experimento e mantidas la por 16 horas,
na auséncia de luz, até o inicio da extracdo (Figura 5a). Inicialmente as folhas
foram removidas das plantas e acondicionadas em um Becker mantido em
banho de gelo até 0 momento da primeira trituracao (Figura 5b).

As folhas foram acondicionadas em um copo de liquidificador e
"gentilmente" trituradas utilizando solugcdo de moagem a 4 °C, contendo:

sorbitol 0,4 M; tricina 20 mM; EDTA 10 mM; NaHCO3; 10 mM; BSA 0,1% ml/v,
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pH 8,4. Foram feitos 5 pulsos de 3 segundos cada (Figura 5c¢). Na sequéncia, o
extrato inicial foi filtrado em funil contendo 5 camadas de gaze de algodé&o
(Figura 5d), para um becker mantido em gelo. Este extrato foi entdo transferido
para tubos de centrifuga e a centrifugacao foi feita a 2.070 x g em rotor GSA, a
4 °C por 20 minutos, (Figura 5f). Ao término da centrifugacdo, o rotor foi
desacelerado com o uso de freio da centrifuga.

Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o0s
“‘pellets” remanescentes, contendo a fragdo de cloroplastos, foram
ressuspendidos com auxilio de uma pipeta Pasteur em um pequeno volume de
meio de lavagem (em torno de 5 mL), que continha: sorbitol 0,4 M; tricina 20
mM; MgCl, 2,5 mM; EDTA 1,25 mM, pH 8,0. O material foi transferido
cuidadosamente para os frascos contendo o gradiente pré-formado de Percoll®,
descrito no item 3.4.1 (Figura 5h). Muito cuidado foi tomado neste momento
para que o material fosse depositado sobre a camada superior do gradiente,
sem desestabilizar o sistema. O conjunto foi centrifugado em Centrifuga
Sorvall®, com rotor HS-4, de angulo mével, a 10.000 x g , a 4 °C por 30 minutos
(Figura 5i), utilizando um adaptador de tubos SS-34. A desaceleracao ocorreu
sem utilizacdo do sistema de freio.

Foram selecionadas duas fracbes apoOs esta centrifugacdo: uma
contendo os cloroplastos integros, e outra, que continha uma fracdo de

cloroplastos rompidos.
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Figura 5: Processo de extracdo de cloroplastos: (a) plantas no estadio vegetativo V6; (b)
remocdo das folhas das plantas; (c) moagem das folhas com meio iso-osomético; (d) e (e) filtragcdo do
homogenato; (f) e (g) centrifugacdo do homogenato para separagdo das organelas; (h) preparo para a
centrifugacdo com gradiente de Percoll®; (i) separagdo das fases contendo as fracdes de cloroplastos
integros — inferior — e rompidos — superior.
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3.4.3 Extrato de cloroplastos integros (ECI)

A primeira fracdo continha os cloroplastos integros e seu preparo esta
descrito a seguir.

Imediatamente ap0s a recuperacdo da fracdo na centrifugacdo com o
gradiente de Percoll®, a mesma foi lavada 4 vezes com o tamp&o de lavagem.
O sobrenadante da ultima lavagem, denominado LI4, foi recuperado para fins
de comparacédo. O pellet obtido na ultima lavagem foi submetido a lise manual,
com o uso de um Potter-Elvehjem (nimero 6). O objetivo nesta etapa foi de
romper a membrana da organela, deixando seu conteldo em suspensao.

ApoOs o rompimento, o material foi centrifugado 4 vezes, por 5 min cada,
a 1.700 x g 4 °C (Centrifuga Eppendorf® modelo 5810R — rotor A-4-62).
Finalmente o sobrenadante foi dialisado contra fosfato de sodio 20 mM pH 7,5.
Foram realizadas 2 trocas de tampao a cada 2 h, 1 troca apos 16 h e mais 2
trocas a cada 2 h, de 1 L cada troca, e foi usada membrana de corte de 12-14
kDa.

Esta fracdo foi denominada extrato de cloroplastos integros (ECI).

3.4.4 Extrato de Cloroplastos Rompidos (ECR)

O mesmo tratamento descrito no item 3.4.3 foi feito com a fracdo ECR.
Este material foi recuperado com o objetivo de comparar a quantidade de
urease que pudesse ter sido perdida na fracdo de cloroplasto rompida. O
sobrenadante da ultima lavagem, denominado LR4, foi recuperado para fins de
comparacao.

Os extratos e fracGes analisados ao longo do trabalho estdo compilados

na tabela 2 abaixo.
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Tabela 2: Denominacéo e descri¢cdo dos extratos obtidos.

Extrato | Descricao

ES Extrato de sementes (3.2).

EF Extrato de folhas (sem fins de purificagéo de cloroplastos; 3.3).

ECI Extrato final ap6s lavagens, lise, e didlise, oriundo da fracdo de
cloroplastos purificados e integros (3.4.3).

ECR Extrato final apds dialise e centrifugacdes, oriundo da fracdo de
cloroplastos rompidos (3.4.4).

LI4 Sobrenadante da ultima lavagem final, devidamente dialisada. Este
material contém o tampao da ultima lavagem feita com o pellet de
cloroplastos integros, antes da lise (3.4.3).

LR4 Sobrenadante da ultima lavagem final, devidamente dialisada. Este

material contém o tampao da ultima lavagem feita com o pellet de

cloroplastos rompidos (3.4.4).

3.5 Microscopias

As analises por microscopia foram realizadas em microscépio de

fluorescéncia Axioskop 40®. A microscopia foi realizada durante todo o

processo, sendo que cada um dos extratos obtidos nas diferentes fases da

extracdo, contendo os cloroplastos rompidos e os cloroplastos integros, foram

aplicados diretamente em uma placa de microscopia e cobertos com uma

laminula. Imediatamente, as placas contendo as fracdes de cloroplastos

integros e rompidos foram observados no microscépio, com magnificacdo de

125 X, com auxilio de éleo de imerséo. Ao final de todo o procedimento, antes

da homogeneizacdo com Potter, atestou-se a integridade da organela,
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comparando-se 0S materiais que originaram os extratos ECI e ECR. Foram

obtidas imagens nos campos com e sem fluorescéncia.

3.6 Quantificacdo de proteina

A quantidade total de proteinas de cada fracdo foi determina em
espectrofotometro, utilizando-se o kit comercial Bio-Rad Protein Assay Dye
Reagent Concentrate®, de acordo com as instrucées do fabricante. Foi
construida uma curva padrdo, utilizando BSA nas concentragfes 0,01 pg/ul,
0,05 pg/uL, 0,10 pg/uL, 0,20 pug/uL e 0,50 ug/uL.

A determinacédo foi feita com o protocolo para microplaca, onde foram
utilizados 10 uL de material a ser quantificados, acrescidos de 200 uL de
reagente diluido. As leituras foram feitas em triplicatas a 595 nm, apés 10 min

de desenvolvimento de cor.

3.7 Atividade ureésica

A atividade enzimatica foi determinada em diferentes condicdes. Foram
realizados ensaios enzimaticos com os extratos ES, EF, ECI, ECR, LI4 e LRA4.

Os ensaios foram realizados de acordo com o método colorimétrico de
fenol-hipoclorito (WEATHERBURN, 1967). Todos os ensaios foram realizados
a 37 °C. Os ensaios com os extratos | e Il foram realizados em um volume de
reacdo de 500 uL, tamponados com 20 mM de NaPB pH 7,5.

Para otimizacdo dos ensaios de atividade de atividade enzimética, foi
utilizado o ES. Duas quantidades de extrato, contendo 205,5 ug e 616,5 ug de
proteinas foram ensaiadas em trés quantidades de ureia distintas, 12,5 mM,
18,0 mM e 25,0 mM, e por quatro intervalos de tempo diferentes, 30 min, 2,0 h,

6,0 he 24,0 h.
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Os ensaios feitos com o EF foram realizados com tempos de reacédo de
15 min, 1 h, 2 he 24 h, com 100 mM de ureia.

Para os extratos ECI, ECR, LI4 e LR4, o ensaio foi realizado em
microplaca de 96 pocos, com volume final de reagdo de 100 puL, tamponados
com 20 mM de NaPB pH 7,5. Os tempos de reagao foram de 0,5 h, 2,0 h, 6,0 h
e 24,0 h, com concentracgfes finais de ureia foram 12,5 mM, 18,0 mM e 25,0

mM.

3.8 ELISA

Para este ensaio, foi utilizado o extrato obtido apds lise mecanica e
didlise da fracdo de cloroplastos intactos (ECI).

Placas de ELISA foram sensibilizadas com 50 uL de amostra/poco do
extrato diluido em tampéo TBS (10 mM de Tris-HCI, 100 mM de NaCl, pH 7,5)
em uma concentracdo de 100 upg/mL. A placa permaneceu por 2 horas a
temperatura ambiente, e ap6s a 4°C por 16 h. Apés o periodo de
sensibilizacdo, as placas foram submetidas a trés lavagens com TTBS (tampéao
TBS contendo 0,05% de Tween 20) e blogueadas por 2 h com solucéo
contendo 0,5% de caseina em TTBS, a temperatura ambiente. Apés trés
lavagens com TBS, as amostras foram incubadas com anticorpo primario
policlonal anti-urease (Rockland®; Anti-UREASE (Jack Bean) antibody), na
diluicdo de 1:5.000 com solu¢do de caseina 0,5% em TBS por 2 h a
temperatura ambiente, seguida de mais 16 h a 4 °C. Novamente as amostras
foram submetidas a trés lavagens com TTBS, e expostas ao anticorpo
secundario anti-lgG de coelho (Zimax™; Goat Anti-Rabbit IgG — Alkaline
Phosphatase Conjugate), conjugado com fosfatase alcalina na diluicdo de
1:10.000 com solucéo de caseina 0,5% em TBS, durante 1 h e & temperatura
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ambiente. As amostras foram lavadas trés vezes com TBS e tratadas com 50
uL/poco da solucao de revelagédo contendo 1 mM de p-nitrofenilfostato, 10 mM
de borato de sédio e 0,25 mM de cloreto de magnésio, pH 9,8. A leitura de
reacédo de cor foi feita em leitor de microplacas Spectramax M3 e por 30 min, a
37 °C através da medida da absorbancia a 405 nm (adaptado de VOLLER et
al., 1978). A curva padrao de urease cobriu as seguintes concentragdes: 0,10
ug/mL, 0,20 pg/mL, 1,00 pg/mL, 2,00 pg/mL, 10,00 ug/mL e 20,00 ug/mL, e foi

feita com a urease de Canavalia ensiformis.

3.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As amostras submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
unidimensional a 10 % foram feitas na presenca de SDS, de acordo com
Laemmi, 1970. Foi utilizado o sistema PowerPac HC — Bio Rad. As amostras
analisadas foram preparadas em tampao redutor e desnaturante (12 mM Tris-
HCI pH 6,8, 0,02% (m/v) SDS, 1% (V/V) glicerol, 20 mM p-mercaptoetanol e
0,004% (m/v) azul de bromofenol) e foram submetidas a 100 °C por 5 minutos.

O gel foi corado com Coomassie blue coloidal.

3.10 Western blot

Depois de separadas por SDS-PAGE, as amostras foram transferidas
por gravidade em um tampéao de transferéncia (12 mM Tris-HCI pH 6,8, 0,02%
(m/iv) SDS, 1% (VIV) glicerol, 20 mM B-mercaptoetanol + 20 % de metanol)
para uma membrana de PVDF (0,45um). Apoés a transferéncia, a membrana foi
blogueada com 5% de caseina em tampao TTBS (10 mM de Tris-HCI, 100 mM
de NaCl, pH 7,5) contendo 0,05% de Tween 20, por 2 h a temperatura

ambiente. Apds o blogueio, a membrana foi lavada 3 vezes com tampéo TTBS
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e incubada com anticorpo primario policlonal anti-urease na diluicdo de 1:5.000.
A membrana ficou em contato com o anticorpo primario por 2 h a temperatura
ambiente, seguida por 16 h a 4°C. Na sequencia, a membrana foi novamente
lavada com tampdo TTBS, 3 vezes e incubada com anticorpo secundario em
diluicdo 1:10.000 durante 2 horas. Trés ultimas lavagens foram feitas com
tampdo TBS, e a revelacdo foi feita com BCIP/NBT tablete (Sigmafast ™
BCIP®/NBT; tablet BCIP/NBT alcaline phosphatase substrate; PCode
1001382185), utilizando-se um quarto do tablete diluido em 25 mL 10 mM
TRIS.HCI, 5 mM MgCl, pH 9,2. A reacdo foi protegida da luz e o
desenvolvimento de cor foi feito até a intensidade de cor desejada (TOWBIN et
al., 1979).

Os anticorpos utilizados foram os mesmos usados no ensaio de ELISA.

3.11 Cromatografia de troca ibnica

A cromatografia foi realizada a partir do ECI, obtido no item 3.4.3. Foi
utilizado o sistema AKTA Purifier 10 (GE Health Life Science®).

A coluna utilizada foi uma MonoQ® HR 5/5, equilibrada com NaPB 20
mM pH 7,4. Foram aplicados a coluna 2 mL do extrato ECI, com concentracao
0,24 mg/mL de proteina (0,48 mg total). Todo o material n&do retido e eluido foi
coletado em fracdes de 0.5 mL. A eluicdo foi realizada com gradiente continuo
de NaCl, em um volume de 10 mL, partindo-se de 0 M até 1M de sal. Todos os

tubos coletados foram analisados para a atividade ureasica.
3.12 Digestao triptica para andlises por espectrometria de massas

O processo de digestdo das amostras foi realizado de acordo com

adaptacoes a partir de SHEVCHENKO et al. (1996).
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3.12.1 Digest&o em solugéo

Cada aliquota das fracGes obtidas da cromatografia de troca i6nica foi
tratada com DTT 50 mM a 60°C por 30 minutos. ApoOs adicionou-se
iodoacetamida 50 mM, conduzindo a reacdo por 30 minutos na auséncia de
iluminacao. A cada tubo, foi adicionado 20 ng de tripsina e incubado a 37°C por
16 horas. Apés esse periodo, a reacéo foi interrompida pela adicdo de 10 uL
TFA 0,1%. Cada fracdo foi dessalinizada através do sistema Oasis® HLB 30

um (Waters) e liofilizada para posterior analise por espectrometria de massas.

3.12.2 Digestao de proteinas em gel de poliacrilamida

O gel obtido da eletroforese de poliacrilamida foi cortado em segmentos,
nas regides correspondentes a massa molecular da urease embrido especifica
da soja (SBU) (entre 80 e 100 kDa). Cada banda foi descorada com 50% de
metanol e 5% de acido acético em agua e a temperatura ambiente. Cada
segmento foi desidratado com acetonitrila e, ap0s secagem realizada no
SpeedVac®, tratada com DTT 10 mM por 30 min a temperatura ambiente.
Apés esse periodo, removeu-se o DTT e a alquilacdo foi feita com
iodoacetamida 50 mM por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a
remocao da solucdo de iodoacetamida, cada segmento do gel foi lavado com
bicarbonato de aménio 100 mM por 10 min. As bandas foram novamente
desidratadas com acetonitrila 100% por 5 min, repetindo o0 processo de
lavagem com bicarbonato de aménio 100 mM e desidratacdo com acetonitrila.
Os segmentos foram secos em SpeedVac® por 10 minutos. Foi adicionado 40
ng de tripsina (solugdo 20 ng/uL) e incubado por 10 minutos a 4°C, quando foi
removido o excesso de tripsina. Foi adicionado 50 mL de bicarbonato de
amonio 50 mM e procedeu-se a reacdo por 16 h a 37 °C.
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Terminada a digestao, os peptideos foram recuperados e 0s segmentos
de gel foram lavados com TFA 1% + acetonitrila 60 % (v/v).O digerido foi

liofilizado e submetido a analise por espectrometria de massas.

3.13 Analises por espectrometria de massas

As analises por espectrometria de massas foram realizadas no Instituto
de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis da UFRJ - RJ, em colaboracdo com
Prof2 Dr2 Russolina Zingali, no sistema Waters nanoAcquity (Waters, Milford,
MA). As moléculas obtidas nos itens 3.12.1 e 3.12.2 foram dessalinizadas
usando a pré-coluna C18 Waters (Symmetry,180 um X 20 mm, 5 um). Utilizou-
se 7,5 uL do volume para injecdo da amostra, a qual foi separada por
cromatografia liquida utilizando a coluna BEH 130 C18 (100 um X 100 mm, 1,7
mm — Waters, Milford, MA) em eluicdo 0,5 uL/min, com gradiente linear de
acetonitrila (10% - 40%), contendo 0,1% de acido formico. Os espectros de
massas sequenciais foram obtidos utilizando o espectrémetro Synapt HDMS
(Waters, Milford, MA) com interface para o sistema de cromatografia capilar
nanoAcquity. A ionizacao por eletrospray (ESI) foi realizada utilizando 3000V,
com temperatura da fonte de 80 °C e voltagem do cone de 40V.

A aquisicdo dos dados e controle do instrumento foi conduzida no
programa MassLynx (Waters). Foram realizadas corridas cromatograficas com
amplitude de 400-2000 razdo massa/carga (m/z), utilizando intervalos de 1
segundo, aplicados durante todo o processo cromatografico. Dados
dependentes da aquisicdo de fragmentacdo MS/MS foram realizados nos
precursores com cargas +2, +3 e +4, ao longo de um intervalo de 50-2000

(m/z) com um intervalo de 2 m/z. A partir de cada espectro (MS) no maximo 3
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ions foram selecionados para posterior fragmentacdo por MS/MS. A
dissociacdo induzida por colisédo (CID) foi obtida através da utilizacdo do gas
argonio a uma presséao de 40 psi e uma energia de colisdo com variacéo de 18
a 90V dependendo da carga e massa do precursor.

Também foram realizadas analises da Unidade de Quimica de Proteinas
e Espectrometria de Massas (Centro de Biotecnologia, UFRGS, RS), no
sistema ESI Q-ToF, acoplado ao cromatografo nanoAcquity (Waters, Milford,
MA). As moléculas foram dessalinizadas usando a pré-coluna 2G-V/M SymC18
(180 um X 20 mm, 5 pm). Utilizou-se 5,0 uL do volume para injecao da
amostra, a qual foi separada por cromatografia liquida utilizando a coluna BEH
130 C18 (100 um X 100 mm, 1,7 mm — Waters, Milford, MA) em eluicdo 0,5
puL/min, com gradiente linear de acetonitrila (10% - 90%), contendo 0,1% de
acido formico. Os espectros de massas sequenciais foram obtidos utilizando o
espectrometro ESI Q-ToF micro (Waters, Milford, MA) com interface para o
sistema de cromatografia capilar nanoAcquity. A ionizacdo por eletrospray
(ESI) foi realizada utilizando 3300V, com temperatura da fonte de 90 °C e
voltagem do cone de 35V.

A aquisicdo dos dados e controle do instrumento foi conduzida no
programa MassLynx (Waters). Foram realizadas corridas cromatograficas com
amplitude de 200-2000 razdo massa/carga (m/z), utilizando intervalos de 1
segundo, aplicados durante todo o processo cromatografico. Dados
dependentes da aquisicdo de fragmentacdo MS/MS foram realizados nos
precursores com cargas +2 e +3, ao longo de um intervalo de 50-2000 (m/z)
com um intervalo de 1 m/z. A partir de cada espectro (MS) no maximo 3 ions

foram selecionados para posterior fragmentacdo por MS/MS. A dissociagéo
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induzida por colisdo (CID) foi obtida através da utilizagdo do gas argénio a uma
pressao de 50 psi e uma energia de colisdo com variagcdo de 20 a 110V
dependendo da carga e massa do precursor.

Os espectros obtidos foram processados e através do software Mascot
Distiller, gerando arquivos com formato mgf (Mascot Generic File). Os arquivos
gerados foram utilizados para realizar buscas em bancos de dados atravées do
software MASCOT (Matrix Science: http://www.matrixscience.com). Os
pardmetros utilizados para as analises foram: enzima tripsina;
carbamidometilacdo na cisteina como modificacdo fixa e como modificacdo
variavel oxidacdo da metionina. O numero de tolerancia de peptideos de + 0,5
Da e numero da tolerancia MS/MS * 0,5 Da.

Foram submetidas a analise por espectrometria de massas as amostras

obtidas por SDS-PAGE e as fracOes obtidas da cromatografia de troca ionica.
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4 RESULTADOS

4.1 Crescimento e obtencéo do material vegetal

Para o desenvolvimento do trabalho foram realizados 6 plantios,
conforme descrito no item 3.1, dos quais 5 tiveram todo seu desenvolvimento
até a utilizacdo nos ensaios em casa de vegetacao, e apenas 1 teve seu inicio
de desenvolvimento em casa de vegetacdo, até o estadio vegetativo V3, em
gue as plantas apresentavam o terceiro e segundo trifélio totalmente
desenvolvido, e depois transferido para outro lugar.

O motivo da remocdo das plantas no ultimo plantio foi devido a
infestacédo de lagartas na casa de vegetacao. Durante o desenvolvimento deste
trabalho, a casa de vegetacdo teve duas grandes infestacdes por lagartas, no
periodo entre os meses de janeiro e fevereiro, periodo em que aumenta a
infestacdo da lagarta devido ao excesso de calor (fonte:

http://g1.globo.com/economia/agronegocios/noticia/2014/03/lavouras-de-soja-

do-rs-sofrem-com-ataque-da-lagarta-falsa-medideira.html).

Apenas no primeiro e segundo plantios as plantas foram divididas em 2
grupos, conforme descrito a seguir. Nos demais plantios, todas as plantas
foram cultivadas até o estadio vegetativo V6, por ser o ultimo estadio antes da
floracdo, em que as folhas apresentavam coloracdo verde mais intensa, com
possivelmente maior quantidade de cloroplastos.

As plantas obtidas no primeiro plantio foram divididas em 2 grupos, com
cerca de 50 plantas cada. O primeiro grupo foi utilizado para crescimento das
plantas até o estadio reprodutivo R8, onde ocorre a maturacdo plena dos

graos. Neste plantio, foi obtido aproximadamente 300 g de gréos de soja. Estes
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graos foram utilizados como sementes nos demais plantios. O segundo grupo
foi cultivado até o estadio vegetativo V6. Este grupo de plantas foi utilizado
para obtencéo do EF (item 3.3).

No segundo plantio as plantas também foram divididas em 2 grupos,
sendo que uma parte das plantas foi utilizada para estabelecer o método de
extracdo e purificagdo dos cloroplastos, pois ndo foi possivel utilizar as
mesmas condi¢cdes de centrifugacdo do protocolo original (SEIGNEURIN-
BERNY et al., 2008), como rotores, velocidades, e tempo. Também foi nesta
etapa do trabalho que foram feitos os ajustes de quantidades de folhas
necessarias para a extracdo e adequacao dos volumes de homogenato em
cada tubo com gradiente de Percoll® com a segunda parte das plantas.

A partir do terceiro plantio, ja com as condi¢Oes de extracdo adequadas,
€ que foi realmente possivel obter os extratos para realizacdo das analises
efetuadas. Em cada plantio, a quantidade média de massa de folhas obtidas e
utilizadas para a extracdo de cloroplastos foi de aproximadamentel50 g,
gerando cerca de 10 mL de ECI com aproximadamente 0,2 upg/mL de

concentracéo de proteinas.

4.2 Extratos de sementes (ES) e folhas (EF) de soja

Os extratos de semente e folhas de soja, denominados de ES e EF,
respectivamente (Tabela 3), foram preparados para fins de otimizacdo das
condicBes de ensaio a serem feitas com o extrato de cloroplastos integros
(ECI). Também serviram como fonte de comparacdo para o0s niveis de
atividade ureésica detectados. Ndo é novidade que a semente de soja possui

uma alta quantidade de urease, refletindo em uma alta atividade nos ensaios.
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Nas folhas, entretanto, esta atividade ¢é consideravelmente reduzida,

provavelmente pela quantidade da enzima nesta parte da planta.

Tabela 3: Ensaios de atividade ureasica dos extratos ES e EF. O tempo de reacdo do
ensaio foi de 2 h, a 37 °C, com concentracéo final de 25 mM de ureia para o ESS e 100 mM
para o EFS. Foram aplicadas 14,50 ug de proteinas. Uma unidade de atividade ureésica é a

quantidade de enzima que libera 1 pmol de produto/min de reacéo a 37°C.

Fracdo Quantificacédo de proteinas  Atividade enzimética (U/mg)
(ng/mL)
ES 20,55 6321,43
EF 0,29 3,91

4.3 Purificacéo dos cloroplastos

Como mencionado no item 4.1, foi necessario realizar varias adaptacées
do protocolo disponivel (SEIGNEURIN-BERNY et al., 2008) até chegar-se as
condicles ideais de obtencdo da organela pura. Para utilizacdo dos rotores
disponiveis, testes utilizando-se o homogenato foram realizados variando-se o
tempo e a velocidade de centrifugacdo, além de ajustar os volumes de
gradiente de Percoll® e do homogenato em cada tubo.

Depois de estabelecidas as melhores condi¢bes, procedeu-se a
purificacdo da organela. Na centrifugacéo, os cloroplastos integros, por serem
mais densos, permaneceram em suspensdo na fase mais densa do gradiente,
enquanto membranas da organela rompida e seu conteudo extravasado, por
estarem dispersos e serem menos densos, ficaram em suspensdo na fase

superior do gradiente de Percoll®, conforme Figura 6.
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Figura 6: gradiente de Percoll®: apds a centrifugacdo, é possivel observar a fracao
menos densa, contendo os cloroplastos rompidos (@), e na fragdo mais densa (b) os

cloroplastos integros.

4.4 Verificacdo da integridade dos cloroplastos por microscopia

A microscopia de fluorescéncia atestou a integridade dos cloroplastos
purificados. As imagens apresentadas nas Figuras 7a e 7b foram feitas com a
fracdo de cloroplasto purificado (Figura 6), imediatamente antes da lise
mecanica, que originou entdo o extrato ECI. Observamos na microscopia de
campo claro e na microscopia de fluorescéncia que os cloroplastos
apresentaram-se integros no final do processo (Figura 7a), e fluorescentes,

efeito causado pela clorofila (Figura 7b).

47



sum

Figura 7: microscopias. Em (a) microscopia de cloroplasto integro, (b) microscopia
de fluorescéncia do cloroplasto integro (excitacdo 440 nm e emissdo em 685 nm); (c)

microscopia de cloroplastos rompidos — Magnificacdo 125 X.

4.5 Deteccgéo da urease no extrato de cloroplasto purificado (ECI)

4.5.1. Deteccdo por atividade ureasica

Foi detectada atividade ureasica no extrato ECI, em um ensaio longo de
2 h. Em tempos menores que 2 horas, nao foi possivel a detec¢cdo, ou mesmo
a intensidade de cor produzida pelo branco de ureia era igualmente alta, ndo
possibilitando uma conclusdo. As atividades ureasicas detectadas nesta fracéo
e nas demais que foram usadas como fonte de comparacao estdo compiladas
na tabela 4.

Como pdde ser visto, ndo ha atividade ureésica presente nas ultimas
fracbes de lavagem (LI4 e LR4), especialmente naquela fracdo contendo o
cloroplasto ainda ndo rompido, que gerou o extrato ECI (Figura 6). Desta
forma, demostra-se que a atividade detectada pelo método enzimatico ndo é
oriunda de contaminacao citoplasmatica ou mesmo oriunda de cloroplastos

rompidos.
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Tabela 4:Resultados da quantificacdo de proteinas e da atividade enzimética
em cada fracdo analisada. EF= extrato de folhas; ECI= extrato de cloroplastos integros;
ECR= extrato de cloroplastos rompidos; Ll4= (ltima fracdo de lavagem dos cloroplastos
integros; LR4= Ultima fracdo de lavagem dos cloroplastos rompidos: (*) Os valores de
absorbancia a 570 nm sdo extremamente baixos (As70:0,009 para LI4 e As7o= 0,008 para
LQ4), indicando que néo foi detectada atividade enzimatica para estas fracoes.

Fracdo Quantificacdo de proteina  Atividade enzimatica (U/mg)
total (mg/mL)
EF 0,2990 3,91
ECI 0,2278 36,89
ECR 0,0753 64,71
*L14 0,0408 *
*LR4 0,0461 *

4.5.2 Deteccéao por ELISA

Somente o extrato ECI foi ensaiado por ELISA, conforme explicado em
3.8, e nele foi detectada a presenca de urease. De acordo com a curva padrao,
a enzima estava presente naquela amostra na concentracdo de 450 ng/mL,
equivalente a 1,98 ug/mg de proteina total. Estes resultados estao

apresentados na Figura 8.

Concentragodes:
1- 0,10 pg/mL
2-0,20 pg/mL
3-1,00 pg/mL
4- 2,00 pg/mL
5-10,00 pg/mL 5
6- 20,00 pg/mL §
B- Branco

Curva padrao

ECI

Figura 8 Ensaio de ELISA: pbdde-se verificar a imunoreatividade do extrato ECI com o
anticorpo anti-urease, indicando a presenca de urease no extrato, além de determinar a

guantidade de urease no extrato ECI.

4. 5.3 SDS-PAGE e Western blot

O gel obtido no SDS-PAGE foi submetido a analise por Western blot.

Visualmente, o resultado ndo foi satisfatorio. Problemas com a revelacao,
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associados a baixa quantidade da proteina de interesse n&o possibilitaram a

identificacdo visual da urease quando comparada ao padrdao de massa

molecular.
SDS-PAGE Western blot
kDa MW JBU ECI kDa MW JBU ECI
95 (W W 95
72 |- 72 .
55 || 55 ==
43 [ 43
34 | 34 1
26/ 26
17 17
10 10
a ' b

Figura 9: Andlise por SDS-PAGE e Western blot do ECI. (a) gel de poliacrilamida a
10%. Legenda: MW= padréo de massa molecular; JBU= 20 pg de urease de C. ensiformis;
ECI= 20 uL do extrato contendo aproximadamente 50 ug de proteinas. (b) proteinas do gel de
poliacrilamida com as proteinas transferidas para membrana de PVDF. A membrana foi
incubada com anticorpo anti-urease de C. ensiformis e com IgG anti-coelho conjugado com

fosfatase alcalina. As amostras das canaletas do Western blot sdo correspondentes as da

Figura 9a.

4.5.4 Cromatografia de trocaiénica

O extrato ECI foi submetido a cromatografia de troca idnica, em coluna
MonoQ HR 5/5, conforme explicado no item 3.11. As ureases sdo enzimas que
normalmente estdo negativamente carregadas em pH ao redor de 7. As
atividades enziméaticas foram feitas conforme descrito no item 3.7, de cada tubo
da cromatografia.

Conforme a figura 10, observamos uma distribuicdo da atividade
ureasica ao longo da eluicdo. Foram detectadas quatro zonas de atividade
distintas. Em uma primeira regido do cromatograma, a atividade distribuiu-se
entre 10 mL e 12,5 mL, correspondendo a regifes de fracdo nao retida e
eluida. Entre 15 mL (400 mM NaCl) e 17,5 mL (620 mM NaCl), foram
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detectados dois picos de atividade, e mais uma ultima fragcdo com enzima ativa
e que ficou bastante retida na coluna, sendo eluida com aproximadamente 750
mM de NaCl (75 mS/cm). Esta cromatografia foi feita duas vezes, em partidas

diferentes, e o perfil cromatogréfico foi mantido.

L 1 " 1 i 1 L 1 " 1 i 1 5 1 i | i 100 0’25
0,104 —— mAU (A,,)
1 - - - Conductivity (mS/cm) 6‘ 0,20
4 —a— 75 ©
0,08 A—A_ (50 uL) =
| =
— 015 —~
£ 0,06 A = -
“--.O - U
J 50 EOE_ 2
i = 010 §
0,04 = <
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| 25 ©
0,02 =
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- & \L\ 8
000/~~~ SNe=oo o - - - _/jk j /\‘
— . — 0 0,00
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12 5 15 0 17,5 20,0 225
V (mL)

Figura 10: Cromatografia de troca idbnica em coluna Mono-Q do extrato de
cloroplastos integros. As proteinas foram eluidas com um gradiente linear de NaCl 1 M em
tampédo de fosfato de sédio 20 mM pH 7,4. Fragbes de 0,5 mL foram coletadas. Foi medida

condutividade (mS/cm), absorbancia em 280 nm e atividade enzimatica das fragbes eluidas,
expressas como As7o/50 pl. Os valores de As7o expressos ja estdo com desconto do respectivo

branco de reacgéo.

4.5.5 Espectrometria de massas

Os dados obtidos por espectrometria de massas ndo foram satisfatorios
para a identificacdo da urease e outras proteinas. Mesmo que tenhamos

utilizado diferentes bancos de dados de busca e variando a adstringéncia para

51



niveis mais baixos, infelizmente, nenhuma proteina pode ser identificada por

espectrometria de massas até o momento, nos materiais analisados.
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5 DISCUSSAO

Cloroplastos sao estudados das mais diversas formas. No caso do
presente estudo, uma questdo importante foi levantada em 2010, em que
demostrou-se evidéncias de que alguma urease de soja pudesse estar
localizada nos cloroplastos. Naquela ocasido, varias proteinas tipicas de
cloroplastos foram detectadas por espectrometria de massas, ao ser realizado
um estudo de co-imunoprecipitacdo. Tanto a cobertura de sequencia, como a
guantidade de peptideos Unicos, bem como a caracteristica bioquimica das
proteinas detectadas reforcam que a urease poderia estar interagindo com elas
de alguma forma. O anticorpo utilizado naquela ocasido foi monoclonal,
especifico para a urease de Canavalia ensiformis (DEMARTINI et al., 2011).

No presente trabalho, com o intuito de avancar na investigacdo da
localizacdo subcelular da urease de soja, resolvemos purificar cloroplastos de
folna de soja. Para isto, um processo de purificacdo de cloroplastos foi
desenvolvido até um estagio suficientemente homogéneo para verificar, por
ferramentas bioquimicas, imunoquimicas e por espectrometria de massas se a
urease estaria ou ndo presente na organela.

O processo aqui empregado para extracdo e purificacdo de cloroplastos
mostrou-se eficaz para obter a organela integra, como pode ser verificado nas
microscopias (Figura 7), com alto grau de enriquecimento. Neste momento nao
foi possivel ainda realizar a validacdo do grau de pureza da organela com o
uso de anticorpos especificos. Normalmente sdo utilizados para esse fim,
anticorpos contra proteinas internas do tilacoide (Tic 40 e Toc 75).

Neste estudo, obtiveram-se evidéncias da presenca de ureases no

cloroplasto isolado (extrato ECI). Ensaios de atividade uredsica confirmaram a
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presenca da enzima. Este resultado foi reprodutivel nas diversas extracbes
feitas e foi confirmado também pelo ELISA. Sabe-se que a urease esta
presente no citoplasma da célula vegetal (FAYE et al., 1986), entretanto, a
atividade detectada no extrato ECI (36,9 U/mg), quando comparada com a
detectada no extrato total de folhas EF (3,9 U/mg) é consideravelmente maior,
reforcando que, uma parcela consideravel de urease esti associada ou
presente na organela de alguma forma, e que esta enzima foi enriquecida junto
com o processo de purificacdo dos cloroplastos. A atividade ureasica néao foi
detectada em tempos curtos de reagcdo. O melhor tempo foi de 2 h, uma vez
gue, em tempos mais prolongados a enzima ja perdia a sua atividade.

Em nosso teste de ELISA, o reconhecimento de ureases no ECI foi feito
por um anticorpo diferente daquele usado no trabalho de DEMARTINI e
colaboradores (2011). Naquele estudo, foi usado um anticorpo monoclonal e no
presente caso, utilizou-se um anticorpo policlonal, ambos para a urease de
Canavalia ensiformis (secdo 3.8). Mesmo que as ureases de soja e de
Canavalia compartilhem ao redor de 86 % de identidade de aminoacidos, esta
diferenca pode interferir em alguns estudos. Aqui, apesar de todas as tentativas
feitas, ndo pudemos identificar a urease no extrato ECI por Western Blot
(Figura 9), apesar do resultado positivo no ELISA. A quantidade de urease
detectada por ELISA reforca que ela é pouco abundante na organela, ainda
gue sua atividade seja mensuravel. Isto ndo é uma surpresa com ureases. O
mesmo fato ocorre com outras, como a urease recombinante de Helicobacter
pylori. A urease purificada apresenta altissima atividade enzimatica, mesmo
gue a quantidade de proteina seja praticamente indetectavel. Ureases de

Canavalia e também de soja apresentam-se negativamente carregadas em pH

54



ao redor de 7,4 (FOLLMER et al., 2004). Por esta razéo, decidimos avancar
uma etapa no enriquecimento da urease a partir do extrato ECI. A
cromatografia de troca ibnica apresentada na Figura 10, demostra um perfil de
eluicdo da atividade ureasica um tanto difuso. Isto também n&o foi um dado téo
surpreendente, quando comparamos com demais ureases. Estas enzimas
geralmente ficam “espalhadas” em uma eluicdo de troca anidnica. Entretanto,
Nno caso aqui presente, podemos ter uma associa¢ao da urease do cloroplasto
com alguma(s) outra(s) proteina(s), e esta associacdo interfere no
comportamento de eluicdo Os picos eluidos foram entdo ensaiados para
atividade ureasica (Figura 10) e submetidos a digestdo de proteinas tanto em
gel, como em solugcédo, para tentar uma identificacdo de qual isoforma de
urease de soja estaria presente na fracao ECI.

Foram feitas duas tentativas, em dois equipamentos distintos: o material
digerido em solucéo foi analisado no sistema nanoAcquity-Synapt (Waters) e
no sistema nanoAquity-QtoF (Waters), e o digerido obtido a partir de SDS-
PAGE foi analisado no sistema nanoAcquity-Synapt (Waters). Infelizmente néo
foi possivel a identificacdo da ureases e de nenhuma outra proteina por
espectrometria de massas.

Um estudo para identificacdo de ribonucleoproteinas em cloroplastos de
folhas de tabaco foi realizado apés extracdo do estroma, envelope e tilacéides
da organela, sendo cada fracdo analisada por Western blot. Neste estudo foi
possivel identificar a localizacdo das proteinas de interesse através da
imunorreatividade com anticorpos especificos e as proteinas foram
identificadas através de Western blot (NAKAMURA et al., 1999). Nos nossos

ensaios de Western blot ndo foi possivel detectar a presenca de proteinas
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imunorreativas para o anticorpo anti-urease. Apesar de ter sido observada uma
atividade enzimética consideravel na fracdo plastidial, a quantidade de
proteinas € muito baixa, provavelmente insuficiente para se observar a
interacdo proteina — anticorpo.

Analises por espectrometria de massas vém sendo realizadas para
identificacdo de proteinas de cloroplastos. Bancos de dados dedicados a
anotacdo do proteoma de cloroplastos de Arabidopsis thaliana conta com
proteinas identificadas em estroma, envelope e tilacéides do
cloroplasto(BRULEY et al., 2012). Entretanto, nestes estudos 0s pesquisadores
partem de uma quantidade consideravelmente alta de material vegetal; fazem
extracOes diferenciais para enriquecer proteinas hidrofobicas e hidrofilicas;
realizam analises por espectrometria de massas em espectrometros distintos
(dotados de analisadores diferentes), além de processarem diferentemente as
digestbes proteoliticas. Usam enzimas distintas para a geracao de peptideos
normalmente ndo identificaveis. Desta forma, todas estas alteracbes de
protocolo favorecem a identificacdo de proteinas menos abundantes em um
sistema.

Os estudos de proteomas de cloroplastos apresentaram muitas
proteinas de funcdo desconhecida, e que ndo tém prevista sua localizacdo no
cloroplasto (KLEFFMANN et al., 2004). Este dado revela a importancia de se
continuar o estudo protedmico no cloroplasto, buscando informacfes que
permitam melhor compreender a fisiologia da organela e também a funcéo
ainda ndo descrita de proteinas, além de aprofundar a busca por proteinas

ainda nao identificadas, de menor abundéancia. (PELTIER et al. 2000).
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Em 2010, Ferro e colaboradores publicaram o AT_CHLORO Database

(www.grenoble.prabi.fr/at_chloro; FERRO et al, 2010), contendo

aproximadamente 1400 proteinas ndo redundantes, identificadas e
guantificadas por contagem espectral, oriundas de cloroplastos de folhas de
Arabidopsis thaliana, purificados em nivel de subcompartimentos celulares,
através de extracdes diferenciais. Ndo ha a ocorréncia de urease no banco de
dados fornecido, e tampouco em bancos de dados das organelas pesquisados.
N&o existe para soja um banco de dados tdo robusto como este e que sirva de
comparagao.

Até onde se sabe a urease nado € codificada pelo genoma plastidial.
Desta forma, a deteccdo da urease nos cloroplastos feita neste trabalho abre
portas para se investigar um papel bioquimico desta enzima na organela. Até o
momento também é dificil inferir o que a urease estaria fazendo no cloroplasto.
Um dado mais novo e igualmente interessante sugere que o niquel seja
incorporado pelo cloroplasto através de um transportador especifico
(EITINGER et al., 2005; KRAMER & CLEMENS, 2005; CLAUS-PETER, 2011;;
THEG & WOLLMAN, 2014). E até onde se sabe também, a Unica enzima
vegetal que necessita niquel para sua catalise € a urease (THEG &
WOLLMAN, 2014).

Com a abordagem feita neste estudo, ndo foi possivel saber em qual
subcompartimento do cloroplasto a urease esta localizada. Mas é possivel
afirmar que a atividade detectada € oriunda dos cloroplastos e ndo de
contaminacao citoplasmatica.

Apesar das tentativas, neste estudo, as analises por espectrometria de

massas ndo possibilitaram a identificacdo da urease com 0s parametros
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utilizados. Apesar de algumas fracées apresentarem uma elevada atividade
enzimatica quando analisadas individualmente, as mesmas fragcbes n&o
possuiam quantidade significativa de proteinas como pode ser verificado no
ensaio de quantificacdo de proteinas de cada uma das fracdes da troca idnica.
Para contornar essa dificuldade, devem ser investidos esforcos para obter uma
fracdo do extrato de cloroplastos com maior concentracdo de proteinas, o que
tornaria maior as chances de sucesso em se identificar proteinas menos

abundantes na organela.
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6 CONCLUSAO

O método utilizado para extracdo e enriquecimento de cloroplastos,
adaptado de protocolos amplamente utilizados, mostrou-se um método
eficiente, que possibilita a obtencdo da organela integra, que pode ser objeto
de estudo para ampliar conhecimentos sobre sua fisiologia.

Com a realizacdo de ensaios de atividade enzimatica, ELISA e estudo
das fracbes de cromatografia de troca idnica, foi claramente possivel
comprovar a presenca de ureases na organela, embora seja necessaria a
realizacdo de mais estudos para identificar a localizacdo da enzima no
plastidio. Andlises de bioinformatica e filogenia podem ser ferramentas
importantes para tentar responder sobre a origem de ureases nos cloroplastos,
uma vez que com 0s ensaios analiticos realizados nao permitiram identificar
essa origem.

Muitas possibilidades podem ser exploradas a partir do presente
trabalho, visto que ndo se tem conhecimento de estudos que busquem

compreender a presenca e a funcdo de ureases no cloroplasto.

59



7 PERSPECTIVAS DE MEDIO E LONGO PRAZO

Aprimorar o processo de extracdo de cloroplastos, para obtencdo da
organela purificada em nivel de subcompartimentos;

Avaliar se a urease pode estar presente em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta, realizando a extracdo de cloroplastos em
diferentes momentos;

Realizar ensaios imunoquimicos e de imagem para identificar a
localizacéo plastidial de ureases;

Aprimorar o método de extracdo para obter quantidade suficiente de
proteinas para realizar identificacdo por espectrometria de massas;
Identificar a origem de ureases presentes no cloroplasto;

Estudar o papel bioquimico das ureases na organela;

Realizar analises de imagem, como microscopia confocal, onde, com o
emprego de marcadores especificos, sera possivel uma visualizacao

tridimensional de substancias de interesse na organela integra.
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