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Resumo

As superoxido dismutases sdo metaloenzimas amplamente distribuidas entre os
organismos ¢ desempenham um importante papel na defesa celular contra os danos
provocados por espécies reativas de oxigénio mediados pelo radical superéxido, um
subproduto do metabolismo oxidativo. As SODs sdo classificadas em quatro grupos,
dependendo de seu cofator metélico, em CuZnSOD; MnSOD, FeSOD e NiSOD. Além de sua
funcao intrinseca, as SODs estao implicadas em outros processos com a adesdo e a sinalizagao
celular e na patogenicidade. Em particular, a participagdo das SODs em processos
patogénicos tem se mostrado muito ampla, abrangendo os mais variados sistemas patogeno-
hospedeiro. Visando estudar o processo de penetracdo do fungo filamentoso Metarhizium
anisopliae em carrapatos, as enzimas com atividade SOD foram descritas e parcialmente
caracterizadas, apresentando trés tipo de atividade: CuZn, Mn ¢ Fe.

Para melhor caracterizar as SODs de M. anisopliae, neste trabalho purificamos e
caracterizamos a CuZnSOD. A enzima apresenta uma massa presumida em géis desnaturantes
de ~20 KDa. A etapa de cromatografia de gel filtragdo foi substituida, com sucesso, por uma
cromatografia de afinidade, apresentando ganho no rendimento total de 92%, em relagdo ao
rendimento final encontrado na purificagdo utilizando-se resina Sephacel Sephadex G-150.
Em relacdo a amostra inicial (P95%), o fator de purificacdo foi de 140% maior. Padronizamos
um ensaio enzimatico de quantificagdo e discriminacdo da atividades SODs, que se mostrou
adequado ¢ eficaz para a detecgdo de SODs em extratos celulares brutos e/ou fracionados.
Nos ensaios espectrofotométricos, a CuZnSOD purifica de M. anisopliae foi inibida por 2
mM de KCN. Inibi¢do da atividade em presenga de 2 mM de peroxido de hidrogénio também
foi observada. PMSF (2 mM) e cloreto de mercurio (5 mM) inibiram a atividade da enzima,
indicando que pode estar ocorrendo uma inibi¢do inespecifica através de residuos de serina e
cisteinas nao reativos, presente na enzima.

A purificacdo de cada uma das SODs descritas para M. anisopliae, ¢ um passo
importante para a elucidacdo da funcdo destas enzimas durante processo metabolicos e no
processo de infecgdo de M. anisopliae em seus hospedeiros. A produgdo de anticorpos mono-
e policlonais contra estas proteinas,e sua posterior aplicagao na determinacdo da localizagao
celular de cada uma, ¢ um destes passos. Além disso, pode facilitar o isolamento de genes que
codificam para as SODs, possibilitando a obten¢do de mutantes e/ou linhagens transgénicas e

estudos da expressao destas proteinas.
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1. Introducéo

1.1 Radicais livres e estresse oxidativo

Um dos paradoxos da biologia na terra ¢ que a mesma molécula que sustenta o
desenvolvimento aerdbio, o oxigénio, e que ¢ essencial para o metabolismo energético e
respiracdo, pode ser igualmente danosa e estar implicada em diversas condi¢des
degenerativas (MARX, 1985).

Os radicais livres de oxigénio, ou oxigénio ativado, tém sido implicados em
diversos estresses ambientais de plantas e animais e participam em muitas, se ndo em
todas, as condi¢des degenerativas em células eucaridticas (McCORD, 2000). A
peroxidacao de lipidios (FRANKEL, 1985), o crosslinking e inativagdo de proteinas
(GARDNER & FRIDOVICH, 1991; DAVIES, 1987; STADTMAN 1986) ¢ mutagdes no
DNA (LI et al., 1999; BEYER et al., 1991; DAVIES, 1987; OLEINICK et al., 1986;
IMLAY & LINN, 1986) tem a participagdo de radicais livres, mas como as reagdes
ocorrem rapidamente e freqiientemente sdo componentes de complexas cadeias de reagao,
usualmente s6 seus efeitos sao detectados. As formas ativas de oxigénio sdo importantes na
biossintese de moléculas organicas complexas, na polimerizagdo de constituintes da parede
celular e na defesa contra patégenos (McKERSIE, 2000; McCORD, 2000; RAHA &
ROBINSON, 2000).

A ativacdo do oxigénio pode ocorrer por dois diferentes mecanismos: absor¢do de
energia suficiente para reverter o Spin de um elétron nao-pareado e a redu¢do monovalente.
O birradical de oxigénio ¢ um triplet em seu estado natural, pois os elétrons tém spin
paralelo. Se o triplet de oxigénio absorve energia suficiente para reverter o Spin de um dos
elétron ndo-pareados, isto ira formar o estado singlet, no qual os elétrons t€ém spin opostos.
Esta ativagdo sobrepuja a restrigdo de spin e o oxigénio Singlet pode, conseqiientemente,
participar nas reagdes envolvendo transferéncia simultinea de dois elétrons (reducao
divalente). Uma vez que os elétrons pareados sdo comuns em moléculas organicas, o
oxigénio singlet ¢ muito mais reativo com relagdo as moléculas organicas do que o triplet
(McKERSIE, 1996)

O segundo mecanismo de ativacdo ¢ a redugcdo monovalente de oxigénio para

formar superdxido (O;7), peroxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (OH) e
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finalmente agua (Figura 1). O primeiro passo na redu¢do do oxigénio formando
superoxido € endotérmico, mas as redugdes subseqlientes sdo exotérmicas.

O radical superdxido pode agir tanto como um oxidante como um redutor; pode
oxidar enxofre, acido ascorbico ou NADPH; e pode reduzir citocromo C e ions metalicos.
Uma reagdo de dismutacao que leva a formagao de peroxido e oxigénio pode ocorrer
espontaneamente ou ser catalisada por uma enzima, a superdxido dismutase. Na sua forma
protonada (pKa = 4,8) o superoxido forma o radical peridroxido (OOH) que ¢ um poderoso
oxidante (GEBICKI & BIELSKI, 1981), mas sua relevancia bioldgica ¢ provavelmente

menor por causa de sua baixa concentragdo em pH fisiologico.

<— ' 0-0:H
/ lSOD

- H:0-0:H

H-O +H:0:H

|

H:O:H

Figura 1. Estagios de ativagdo do oxigénio. (O-O ) Oxigénio triplet (O—0O:) Oxigénio
molecular; ( O — O :) Superdxido; (O — O : H) Peridroxido; (H:0-O: H)
Peroxido; (H— O ) Hidréxido; e (H : O : H) Agua.

Apesar de o perdxido de hidrogénio ndo ser um radical, pois seus elétrons sdo
pareados (Figura 1), ele ¢ um composto importante, pois atravessa prontamente a
membrana celular, e, portanto, ndo ¢ compartimentalizado. Numerosas enzimas (e.g.
peroxidases) usam o perdxido de hidrogénio como substrato em reacdes de oxidacao
envolvendo sintese de complexos organicos. Fenton descreveu no final do século XIX
(FENTON, 1894; 1899 Apud HALLIWELL & GUTERIDGE, 1999) o potencial oxidante
do peroxido de hidrogénio em misturas de sais ferrosos. Quarenta anos depois, o radical
hidroxila foi identificado como a espécie reativa nestas reacoes (reagao 1) (HABER &

WEISS, 1934 Apud HALLIWELL & GUTERIDGE, 1999):
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(1) Fe*” + H,0, — Fe’" +"OH + OH

Nos sistemas biologicos a disponibilidade de ions ferro limita o intervalo de
reacdes, mas a reciclagem do ferro das formas férrica para ferrosa, pelo agente redutor,
pode manter a reagdo de Fenton, levando a geracdo de radicais hidroxila. Um reagente

redutor ¢ o radical superoxido, como mostrado abaixo:

(2)0,] +H,0, — O,+ OH + OH
(3) Fe*” + H,0, — Fe’" +"OH + OH
4) +Fe'" > 0,+Fe*"

por essa razdo, na presenca de quantidades minimas de ferro, a reacdo entre o radical
superoxido e o peroxido de hidrogénio ira formar o radical altamente reativo hidroxila e
iniciar a oxidagdo de compostos organicos. Outros metais, além do ferro, podem participar
nessas reacoes de transferéncia de elétrons pela alternancia entre os estidgios oxidado e
reduzido.

A oxidacao de compostos organicos pode ocorrer por duas reagdes. A adicado de OH
na molécula organica, ou a retirada de um atomo de hidrogénio (reagdo 5). O radical
hidroxila reage com um substrato organico, formando um hidroxilato que ¢ oxidado pelos
ions ferrosos, por oxigénio ou outros agentes para um produto estavel (reagdo 6 e 7). Os

produtos hidroxilados podem dismutar-se para formar produto e dgua (reagdo 8).

(5) 'OH + R - ROH
(6) ROH + Fe** — ROH +Fe*" + H'
(7) ROH + O, —» ROH + + H
(8) ROH +ROH — R —R +2 H,0

Na reagdo de subtragdo, o radical hidroxila oxida o substrato organico formando
agua e um radical organico (reagao 9). O produto tardio tem um elétron nao pareado e
assim pode reagir com o oxigénio em seu estado triplet (reagdo 10). A adi¢do do oxigénio
triplet aos radicais de carbono pode levar a formagao de um radical perdxido, o qual pode

retirar hidrogénio de outra molécula organica, levando a formag¢ao de um segundo radical
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carbono (reacao 11). Essa cadeia de reacdes ¢ o motivo pelo qual os radicais livres de

oxigénio causam danos extremos quando excedem a concentracdo de equilibrio.

(9) 'OH + RH — R + H,0
(10) R + 0, > ROO'
(11) ROO" + RH — R’ + ROOH

Para neutralizar esta atividade, os organismos desenvolveram ao longo da evolucao
um grande nimero de mecanismos. Esses mecanismos asseguram que os radicais
superoxido e o perdxido de hidrogénio ndo entrem em contato. Os antioxidantes, tais como
o0 urato, a glutationa, o ascorbato e o a-tocoferol, a catalase, as peroxidases ¢ as superdxido
dismutases (SODs), que convertem superdxido a peroxido de hidrogénio, desempenham
um papel importante nessa defesa (YU, 1995; McKERSIE, 2000). A associacdo estreita
entre a atividade dos sistemas de defesa antioxidante e longevidade, por exemplo, ja foi
sugerida para Drosophila (ARKING et al., 1991), Musca domestica (BAYNE & SOHAL,
2002), Podospora anserina (OSIEWACZ & STUMPFERL, 2001) e Saccharomyces
cerevisae (WAWRYN et al., 2002), entre outros.

1.2 Superdéxido dismutases (EC 1.15.1.1)

1.2.1 Aspectos gerais

A enzima superdxido dismutase (SOD) foi primeiro isolada por MANN & KEILIN
em 1938 e cogitava-se que fosse uma proteina de armazenamento de cobre.
Subseqiientemente, essa enzima foi identificada com diversas denominagoes:
eritrocupreina, indofenol oxidase, e tetrazolium oxidase, até que sua funcdo catalitica foi
descoberta em 1969 por McCORD & FRIDOVICH. As SODs s3o descritas como
metaloenzimas antioxidantes que catalisam a redug¢do desproporcional (dismutagdo) de

radicais superoxido O," "~ (reagdo 12):

(12) 20,°" +2H" — O,+ H,0,
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Geralmente se postula que em todas as SODs o ion metal (M) catalisa a dismutacao
de radicais superdxido através de um mecanismo ciclico de oxidagdo-reducdo (reacdo 13 e

14) (PROMISE, 2000).

(A3 M+ 0" > M+ 0,
(14 M* +0,"” +2H" > M*"+ H,0,

As SODs ja foram isoladas de uma variedade de organismos e podem ser agrupadas,
de acordo com seus grupos prostéticos metais, em Cu/Zn, Fe, Mn e cambialisticas
(FRIDOVICH, 1974 ¢ 1975; MARTIN et al., 1986). As formas cambialisticas sdo as
SODs que utilizam tanto ferro como manganés no seu centro ativo, dependendo da
disponibilidade de metal no meio (MARTIN et al., 1986).

Em 1996, um novo tipo de SOD, contendo niquel como unico metal ligante foi
encontrado na bactéria filamentosa Streptomyces spp. (YOUN et al., 1196a, 1996b) ¢ até o
momento s6 existem NiSODs descritas para espécies de Streptomyces. Essas NiSODs de
distinguem de outras formas de SOD tanto com relagdo ao metal ligante, quanto na
seqiiéncia de aminoacidos (CHOUDHURY et al., 1999). O gene que codifica NiSOD
(sodN) ndo apresenta nenhuma similaridade aparente, tanto na seqiiéncia de nucleotideos
quanto na seqiliéncia predita de aminoacidos, com as outras SODs ou com outras proteinas
conhecidas, formando uma familia distinta das demais SODs (LEE et al., 2002b). Outro
dado interessante a respeito das SODs de Streptomyces spp., ¢ a existéncia de uma
Fe/ZnSOD cambialistica, codificada pelo gene sodF, e classificada na familia das SODs
que contém Fe ou Mn (KIM et al., 1998; CHUNG et al., 1999a; KIM et al., 2000a).

A distribuicao das diferentes formas de SOD ¢ considerada caracteristica do estagio
evolucionario do organismo e das organelas celulares (BORDO et al., 1994). A MnSOD ¢
a FeSOD sdo consideradas formas ancids devido a sua distribuicdo determinada pela
evolucdo ou pela posicdo filogenética dos organismos onde estdo mais freqiientemente
presentes.

O padrao geral indica que a Cu/ZnSOD ¢ essencialmente uma enzima eucariotica,
enquanto a FeSOD ¢ essencialmente uma enzima procaridtica e, a MnSOD est4 presente
tanto em procariotos quanto em eucariotos (BANNISTER et al., 1987). No entanto,
existem varias excegdes, pois alguns organismos eucariotos podem nao ter Cu/ZnSOD

(ASADA et al., 1980 Apud HALLIWELL & GUTERIDGE, 1999), enquanto algumas
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bactérias podem apresentar esta enzima. BENOV & FRIDOVICH (1994) descreveram que
um mutante de Escherichia coli incapaz de produzir Mn- ou FeSOD, sobrevive por agdo de
uma CuZnSOD que ndo havia sido detectada antes. As falhas em detectar essa atividade
previamente foram atribuidas a localiza¢do periplasmatica da enzima, a sua sensibilidade
ao pH e a temperatura, e a sua relativa escassez. CuZnSODs tém sido encontradas em
diversos organismos procaridticos como Mycobacterium tuberculosis, Neisseria
meningitidis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Actinobacillus actinomycetemcomitan e
Pasteurella multocida (KROLL et al., 1995; WU et al.,1998).

A enzima FeSOD ¢ caracteristica de organismos procaridticos, mas SODs contendo
Fe também s3o encontradas em alguns organismos eucarioticos, como na alga
Chlamydomonas reinhardtii (CHEN et al., 1996), no cloroplasto de plantas superiores
(BOWLER et al., 1992; VAN CAMP et al., 1997, KLIEBENSTEIN et al., 1998), em
alguns protistas, como Euglena gracilis (KANEMATSU & ASADA, 1979) Crithidia
fasciculata (ASADA, 1998 Apud GRACE, 1990), e em fungos, como o fitopatogeno
Fusarium oxysporum (KONO et al., 1995) e o entomopatogénico e acaricida Metarhizium
anisopliae (SCHRANK et al., 1993). A descoberta de FeSOD nestes tltimos organismos ¢
muito importante, pois at¢ o momento s6 haviam sido descritas duas formas de SOD em
fungos filamentosos: uma CuZnSOD citosdlica e uma MnSOD mitocondrial (MAYER et
al., 2001).

O fato de as FeSODs serem consideradas procaridticas, mas também poderem ser
encontradas em cloroplastos, reforca a teoria de origem endosimbidtico desta organela
(GRACE, 1990), o mesmo acontecendo com a MnSOD comumente presente em
organismos procaridticos e encontrada em mitocondrias de organismos eucarioticos

(FRIDOVICH, 1997; HALLIWELL & GUTERIDGE, 1999).

1.2.2. Genes sod, sua regulacgéo e estudos de mutagao

Diversas formas de SOD tém sido clonadas de uma variedade de plantas e outros
organismos (e.g. SCANDALIOS, 1990; BOWLER, 1992; KIM et al., 2000b; PESCE et
al., 2000).

Na bactéria E. coli, a atividade SOD ¢ regulada na transcri¢do pelo operon SOXRS
(FARR & KOGOMA, 1991). As investigacdes do mecanismo regulatorio da expressao de

SOD em plantas, por exemplo, iniciaram-se hd aproximadamente uma década (BOWLER
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et al., 1992). Os dados até agora tém demonstrado que a atividade de SOD nas células ¢é
aumentada em resposta a diversos estresses xenobidticos e ambientais, incluindo
compostos quimicos, luz forte, excesso de agua ou seca. Aparentemente, cada uma das
isoenzimas SOD ¢ independentemente regulada de acordo com o grau de estresse oxidativo
experimentado nos respectivos compartimentos celulares, mas os mecanismos moleculares
desta comunicacdo ainda sdo desconhecidos. BOWLER et al. (1992) sugeriram que essa
tarefa pode ser mediada por produtos unicos da peroxidagdo de lipidios em cada organela,
se difundindo do sitio do estresse oxidativo até o ntcleo, onde podem ativar a transcrigao
de genes sod. CHANG et al. (2002) e ST CLAIR et al. (2002) propuseram um modelo de
regulagdo transcripcional e indu¢dao de genes humanos de CuZnSOD (sodl ou sodC) e
MnSOD (sod2 ou sodA) por fatores ambientais e fatores de transcrigdo tecido-especificos,
respectivamente.

Estudos utilizando mutagdes e experimentos de complementacdo de fungdo de
superoxido dismutases tém elucidado a importancia destas enzimas. Essas demonstragoes
tém sido realizadas em bactérias (FARR et al., 1986; PURDY & PARK, 1994; LIOCHEV
& FRIDOVICH, 1997), em leveduras (BILLINSKI et al., 1985; BOWLER et al., 1990;
LIU et al., 1992), em Drosophila (PHILLIPS et al., 1989), em nematodeos (ISHII et al.,
1990), em fungos filamentosos (CHARY et al., 1994a; LEE et al.,, 2002a) e em
camundongos (LEBOVITZ et al., 1996). A conseqiiéncia da falta de FeSOD (sodB)
constitutiva ¢ de MnSOD (s0odA) induzida em E. coli inclui a diminuicdo da taxa de
crescimento dependente de oxigénio, auxotrofia nutricional, hipersensibilidade a
compostos redutores ciclicos, como paraquat e quinonas, ¢ a diminui¢do da taxa
espontdnea de mutagéneses (TOUATI, 2002). Em leveduras, foram encontradas
deficiéncias similares em cepas que ndo tinham CuZnSOD citosolica ou MnSOD
mitocondrial.

Poucos genes SOD foram caracterizados em fungos, entre eles sod1l (CuZnSOD) de
Neurospora crassa (CHARY et al., 1994a; 1994b); sod2 (MnSOD) de Penicillium
chrysogenum (DIEZ et al., 1998), Aspergillus fumigatus (CRAMERI et al., 1996) e
Ganoderma microsporum (PAN et al., 1997); sodl e sod2 de Saccharomyces cerevisae
(CHANG & KOSMAN, 1990; CHANG et al., 1991); ¢ sod2 de Colletotrichum
graminicola (FANG et al., 2002).
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1.2.3 As enzimas FeSOD e MnSOD

As isoenzimas Fe- ¢ MnSODs constituem uma familia estrutural (PARKER et al.,
1987; PARKER & BLAKE, 1988) separada das CuZnSODs e sdo distribuidas
desigualmente entre os reinos, além de ficarem em compartimentos celulares diferentes
(GRACE, 1990). Existe uma alta homologia estrutural entre as seqiiéncias primarias de
FeSOD e MnSOD, que se diferenciam da CuZnSOD (BORDO et al., 1994), sugerindo que
as Fe- e MnSODs possuem um ancestral comum que evoluiu independentemente das
CuZnSODs. A distribuicdo filogenética destas enzimas suporta essa idéia (FRIDOVICH,
1974b; GRACE, 1990).

A FeSOD, em particular, ¢ encontrada em anaerdbios obrigatdrios e diazotropicos
aerdbios (exclusivamente), aerobios facultativos (exclusivamente ou com MnSOD), no
citosol de cianobactérias, no estroma dos cloroplastos de plantas superiores € nos
protozoarios. A MnSOD ¢ amplamente distribuida entre os organismos, sendo encontrada
principalmente em mitocondrias (FRIDOVICH, 1997) e, LIU et al., (2001) descreveram a
existéncia de uma MnSOD secretada por Mycobacterium avium spp. paratuberculosis.

A estrutura tridimensional de diversas FeSODs tem sido determinada
(STODDARD et al., 1990; COOPER et al., 1995; LAH et al., 1995, SCHMIDT et al.,
1996; LIM et al., 1997). O mondmero dobra-se em dois dominios. O dominio N-terminal
consiste de duas longas a-hélices antiparalelas. O dominio C-terminal contém uma folha
B-pregueada formada por trés B-fitas cercadas por quatro a seis a-hélices. O atomo de ferro
¢ ligado por dois residuos de cada hélice N-terminal e dois residuos dos loops no dominio
C-terminal (figura 2 A). O centro ativo das FeSODs descritas ¢ tetra coordenado, com o
metal ligante arranjado em uma geometria bi-piramidal com residuos de histidina e
aspartato (figura 2 B).

As MnSODs e as FeSODs procaridticas sdao dimeros, enquanto as MnSODs de
mitocondrias sdo homotetrameros (SCANDALIOS, 1993). As formas diméricas possuem
de um ou dois atomos metalicos por molécula, enquanto as formas tetraméricas possuem
de dois a quatro 4&tomos metélicos por molécula (BITTENCOURT, 1998; HALIWELL &
GUTERIDGE, 1999).

A estrutura tridimensional e o centro ativo das MnSODs descritas ¢ bastante
semelhante ao das FeSOD (BORGSTAHL et al., 1992; PROMISE, 2000). Nas duas

formas, além da alta porcentagem de identidade na estrutura primaria, a estrutura terciaria
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¢ muito similar, particularmente nas regides do centro ativo e nos residuos responsaveis
pela formacdo do dimero. A estrutura quaternaria do dimero ¢ também bastante
conservada.

Apesar das MnSOD e FeSOD apresentarem muitas propriedades comuns, elas sdo
duas formas distintas, exibindo especificidade quase absoluta pelo metal (BEYER et al.,
1989). Embora outras isoenzimas SODs, tais como as cambialisticas de Propionibacterium
shermanii, tenham atividade independente do metal presente (SEHN & MEIER, 1994),
muitas das enzimas da familia da Mn/FeSOD somente sdo ativas se oi metal correto estiver

presente (JACKSON & COOPER, 1998).

Figura 2. Estrutura molecular da FeSOD. A) estrutura tridimensional da FeSOD, B)
Detalhe do centro ativo. Desenhados a partir de modelo descrito para FeSOD de
E. coli (Cod. 11SA do Protein Data Bank), utilizando o programa RasMol
(SAYLE & MILNER-WHITE, 1995). Em azul, os residuos de histidina; em

, . +2 . N
vermelho o residuo de aspartato; em laranja, Fe °; em cinza, B-fitas e a-hélices.

Em E. coli foi demonstrado que as enzimas FeSOD e MnSOD tém diferentes
fungdes antioxidantes. A MnSOD ¢ mais efetiva na protecao de danos ao DNA e a FeSOD
¢ mais efetiva na prote¢do de enzimas citoplasmaticas (HOPKIN et al., 1992). A MnSOD
também pode reduzir danos celulares mediados por radicais de oxigénio em plantas
transgénicas (BOWLER et al., 1991). A FeSOD de E. coli ¢ constitutiva, enquanto a
mangangés ¢ induzida (BANNISTER et al., 1987; HASSAN, 1988; FEE, 1991; HOPKIN et
al., 1992).
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1.2.4 CuZnSOD

A CuZnSOD ¢ a mais conhecida e melhor caracterizada das isoenzimas SOD. Sua
estrutura consiste de uma chave-grega beta-barril com oito-fitas antiparalelas (Figura 3), a
CuZnSOD existe como um homodimero com massa molecular de cerca de 32.000 Da e
contém um atomo de cobre e um de zinco por subunidade (HASSAN, 1989). O cobre ¢
especifico, contudo o zinco pode ser substituido por outros metais sem diminuicdo da
atividade (JAMES, 1994). O centro ativo da CuZnSOD est4 localizado no fundo de um

canal profundo do lado de fora do -barril entre dois loops largos (Figura 3B e Figura 4).

Figura 3. Estrutura molecular da CuZnSOD. A) Estrutura tridimensional da CuZnSOD.
B) Detalhe do centro ativo. Desenhados a partir de modelo descrito para
CuZnSOD de levedura (Cod. 1SDY do Protein Data Bank), utilizando o
programa RasMol (SAYLE & MILNER-WHITE, 1995). Em azul, os residuos
de histidina; em vermelho o residuo de aspartato; em laranja, o residuo de
arginina; em amarelo, Zn*%; em rosa, Cu*"; em cinza, B-fitas e a-hélices.

Durante a reacdo catalitica das CuZnSODs, o Cu®" ¢ ciclicamente reduzido e
oxidado durante encontros sucessivos com o substrato superdéxido no centro ativo,
conforme ilustrado na Figura 5. Segundo TAINER et al. (1983) esse mecanismo de agdo
proposto para CuZnSOD e baseado no ionte-cobre alternando-se entre os estados de
oxidagdo +1 e +2 necessita de uma cadeia lateral de histidina coordenada ao Cu** durante
parte do ciclo e ligada ao Zn*", outro participante de importancia ¢ uma cadeia lateral de

arginina (Figura 5).
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Figura 4. Modelo Molecular do centro ativo das superdxido dismutases. O centro ativo
da superdxido dismutase estd localizado num sulco (Canyon) positivamente
carregado (azul) que estd circundado por um anel de radicais com carga
negativa (vermelho). O ionte superdxido € atraido eletrostaticamente para o
centro ativo com carga positiva (STRYER, 1996).

A CuZnSOD ¢ encontrada no periplasma de bactérias (STEINMAN, 1993;
BENOV et al., 1995;WU et al., 1998), no citosol de organismos ecucarioticos
(FRIDOVICH, 1997) tendo sido descritas formas extracelulares de CuZnSOD em alguns
organismos eucarioticos (MARKLUND, 1990, 2002; LAUKKANEN et al., 2000;
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Figura 5. Mecanismo de agdo proposto para CuZnSOD (TAINER et al., 1983). O
radical superdxido, doa um elétron para o Cu®" ligado ao residuo de histidina
61, alterando o estado de oxidagdo do Cu** para Cu”. A entrada de um proton,
promove a ligagdo entre Cu+ e a arginina 141, e a liberagdo de oxigénio
molecular. Um novo radical superéxido e um préton, oxidam o Cu™ para
Cu*", promovendo o desligamento da arginina ¢ a liberagio de peroxido de

hidrogénio.
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SENTMAN et al., 2002). Existem ainda, evidéncias que apontam para a existéncia de uma
CuZnSOD mitocondrial (WEISIGER & FRIDOVICH, 1973 Apud INARREA, 2002) e
uma lisossomal (GELLER & WINGE, 1982) em mamiferos. Em plantas ela também pode
estar presente nos cloroplastos (BOWLER et al., 1992; VAN CAMP et al., 1997) ¢
peroxissomos (BUENO et al., 1995).

Através de andlise imuno-histoquimica, BITTENCOURT (1998) determinou a
localizagdo subcelular da CuZnSOD de M. anisopliae, encontrando-a no citoplasma; no
nucleo, junto a parede celular interna e externa, e em regides condensadas que foram

sugeridas como provaveis vesiculas.

1.2.5 A participacdo das SODs na viruléncia e na patogenicidade

Além de sua fungdo na prevencao de danos provocados pela presenga de radicais
superoxido produzidos pelos organismos durante seu metabolismo oxidativo, as SODs
podem estar envolvidas numa série de outros processos, entre eles a patogenicidade.

As SODs podem participar na adesdo celular e na sinalizagdo molecular, uma vez
que seu substrato (anion superoxido, O;’), e seu produto (peroxido de hidrogénio, H,0O,)
tém sido implicados neste processo em animais e células vegetais (PRICE et al., 1994;
SALVEMINI et al., 1989). Wu et al. (1998) sugeriram que, uma vez que o superoxido niao
¢ capaz de atravessar a membrana citoplasmatica, a CuZnSOD localizada
periplasmaticamente seria uma fator de viruléncia bacteriana, pois pode prover protegao
para o periplasma, ou para constituintes da membrana, contra os radicais superoxido
produzidos fora das células. A geragdo de espécies reativas de oxigénio no macrofago ¢ um
importante componente da resposta bactericida do hospedeiro e portanto, a prote¢ao
conferida pelas CuZnSOD periplasmatica, ¢ particularmente importante para a
sobrevivéncia intracelular de patogenos, como Salmonella typhimurium e Mycobacterium
tuberculosis. De fato, salmonelas deficientes em CuZnSOD tém maior sensibilidade a
atividade bactericida do superdxido, reduzindo a sua letalidade, e diminuindo a
persisténcia no figado e no baco em modelos de infeccdo oral e peritoneal de
camundongos, respectivamente (FARRANT et al., 1997).

Alguns dados interessantes a respeito da estreita relagdo entre as SODs e a

patogenicidade provém de estudos de mutacdo. Por exemplo, mutagdes do gene sodB
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(FeSOD) da bactéria Bordetella pertussis, reduzem a produg¢do de toxinas e adesinas,
fatores de viruléncia conhecidos (KHELEEF et al., 1996 Apud TOUATI, 2002). Para outros
patdgenos, mutantes da SOD citosolica e da SOD periplasmatica tém a sua viruléncia
atenuada, dependendo do local e do modo de infecgdo e/ou da resisténcia
a morte por macrofagos (LYNCH & KURAMITSU, 2000 Apud TOUATI, 2002).

As SODs também podem estar envolvidas na biogénese da parede celular e na
secrecdo de proteinas em fungos, uma vez que mutacdes em genes envolvidos neste
processo em Aspergillus nidulans afetam a secre¢do de proteases extracelulares e causam
defeitos na biogénese da parede celular (LEE et al., 2002a). Mutante nulos dos genes SOD
de Saccharomyces cerevisae sao deficientes na esporulacdo, tém alta taxa de mutagdes ¢
sdo deficientes na biosintese de lisina ¢ metionina (LIU et al., 1992).

Diversos estudos (REX et al., 1990; HAMILTON et al., 1995; HOLDOM et al.,
1995) tém demonstrado que a adi¢do de SOD ¢ catalase exdgena in vitro s podem inibir a
capacidade normal de neutrofilos para danificar hifas de Aspergillus fumigatus durante
infecgdes. Portanto, SODs podem ser um fator de viruléncia, agindo como um acessorio ou
em conjunto com outros fatores de viruléncia descritos para espécies de Aspergillus
(HOLDOM et al., 1996).

Uma evidéncia importante do papel relevante das superoxido dismutases na
viruléncia de fungos entomopatogénicos ¢ o descrito por BORGES et al. (1993) em que a
mistura do feromonio de alarme do percevejo Nezara virudula e suas fragdes sintéticas sdo
capazes de inibir a germinagdo do esporo do fungo. Esse efeito se deve a presenga de dois
componentes volateis [o trans2-decenal (TD) e o trans-2-hexenal (TH)] cuja degradacao
provoca a liberagdo de radicais superdxido que podem estar atuando sobre o parasita,
causando a inibi¢do irreversivel da germinagao do esporo.

LAMBOY et al. (1995) encontraram evidéncias de que a regulacdo local da
atividade de SOD pode ter um papel critico durante a germinacao, adesao e/ou inicia¢ao do

apressorio do fungo fitopatogénico Uromyces appendiculatus.

1.3 Controle Bioldgico

Atualmente, existe uma tendéncia ao aumento do emprego de microrganismos no
controle de artrépodes, seja devido aos problemas decorrentes do uso indiscriminado de

agrotoxicos e outros produtos quimicos, seja pela polui¢do e desequilibrio ecologico

25



causado por eles. Outro grande problema, ¢ que vem gradativamente aumentando, ¢ o
surgimento de resisténcia dos artropodes aos pesticidas mais utilizados. Além disso, os
gatos com produtos quimicos no controle de doengas e pragas agricolas em todo mundo
sdo estimados em quase 6 bilhdes de dolares, dos quais 2 bilhdes sdo gastos s6 nos Estados
Unidos. Somente o estado da Florida perde, anualmente, 2 bilhdes e meio de dolares pela
queda na produg¢do de alimentos e compra de insumos para combate a pragas e doengas. SO
com insetos, as perdas e gastos com inseticidas por ano, neste mesmo estado americano,
sdo da ordem de 1,3 bilhdes de dodlares, ou seja, mais da metade do total, considerando-se
também fungicidas e herbicidas (MEEKER, 1987). Dentre os diversos produtos biologicos
comercializados nos EUA, a maioria se aplica ao controle de insetos, diferentemente dos
pesticidas quimicos convencionais, cujo maior mercado ¢ para controle de plantas
invasoras (Figura 6) (CONGRESS, 1995). Sendo assim, o emprego de microrganismos,
principalmente fungos filamentosos - que possuem a vantagem de se disseminarem a partir
de uma Unica aplicacdo e ndo precisarem ser necessariamente ingeridos, como os virus e as
bactérias - vém substituindo os produtos quimicos tradicionalmente utilizados. Entretanto,
isso ndo significa que estes produtos quimicos venham a ter seu uso totalmente suprimido,
pois o emprego de agentes biologicos em associacdo com o controle quimico e outras

praticas agricolas pode ser uma alternativa eficiente de combate a pragas.
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Figura 6. Volume de vendas para pesticidas quimicos e biologicos (Modificado de:
CONGRESS, 1995).

Embora o mercado mundial dos pesticidas bioldgicos esteja representado

basicamente por dois grandes grupos de produtos, sendo que a maior parte deste mercado
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cabe aos produtos a base de variedade da bactéria Bacillus thuringiensis (LYSANSKY &
COOMBS, 1992), os fungos filamentosos ja vém sendo empregados na agricultura no
controle de pragas e doencas em plantas (ALVES, 1998). Estima-se que estes sejam
responsaveis por cerca de 80% das doengas de insetos (AZEVEDO, 1998) e talvez por
1sso0, estes organismos tenham sido os primeiros a serem utilizados no controle bioldgico
de insetos praga. Seu potencial de utilizagdo no controle de pragas ¢ conhecido desde o
século XIX, quando Metarhizium anisopliae foi utilizado para controlar Anisopliae
austriaca e Cleonus punctuventris (CLARKSON & CHARNLEY, 1996 Apud
METSCHNIKOFF, 1879; GILLESPIE, 1988). Desde entdo, muitas tentativas vém sendo
feitas no intuito de incrementar o seu uso; no entanto, poucos sao os produtos disponiveis
no mercado. A utilizagdo restrita de fungos entomopatogénicos ¢ devida, em grande parte,
a limitagdo no conhecimento da complexa interacdo fungo/hospedeiro e ao tempo

decorrido entre a infec¢do e a morte do hospedeiro.

1.3.1 Aplicacdo de Metarhizium anisopliae como agente de controle biol6gico

M. anisopliae ¢ um dos fungos filamentosos melhor estudados e infecta e mata
diversas espécies de insetos e outros artropodes (FERRON, 1981, 1978), entre eles pragas
agricolas e pecudrias, além de vetores de doengas humanas e animais. Devido a esse
carater entomopatogénico e acaricida, M. anisopliae ¢ utilizado comercialmente no Brasil
para controle biologico de diversos insetos praga de plantagdes e pastagens (Tabela 1)
(ALVES, 1998, 1986).

Além disso, em trabalhos experimentais, M. anisopliae ja foi testado com sucesso
em larvas de Musca domestica (RENN et al., 1999; BARSON et al., 1994); em Blatella
germanica (barata germanica) (KAAKEH et al., 1996), vespas (HARRIS et al., 2000),
moscas da fruta (LEZAMA-GUTIERREZ et al., 2000) e em moscas tsé-tsé.(KAAYA &
MUNYIYI, 1995). Alguns trabalhos tém demonstrado a capacidade deste fungo para
controlar algumas espécies de triatomideos, vetores da Doenca de Chagas (MESSIAS et
al., 1998; JUAREZ et al., 2000). Esta utilizagdo tem sido realizada nao s6 para tratamento
das areas domiciliares, como as peridomiciliares, uma vez que esses vetores sdo muitas
vezes introduzidos em ambiente doméstico pelo proprio homem, como no caso de

Rhodnius prolixus, introduzido juntamente com folhas de palmeiras usadas para cobertura
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das casas (BOS, 1988) e do Triatoma dimilata que ¢ trazido junto com a lenha que ¢
mantida proxima a casa (ZELEDON & RAABINOVCH, 1981).

A Tabela 1 sumariza alguns dos potenciais de utilizacdo de M. anisopliae em
diversas pragas e vetores de doencas, e sua situagdo atual em termos de

pesquisa/aplicabilidade no Brasil.

Tabela 1. Metarhizium anisopliae ¢ seu uso como agente no controle biologico de pragas
(Modificado de AZEVEDO, 1998).

PRAGA/NOME VULGAR APLICACAO SITUACAO
Deois flavopicta e Cigarrinhas Pastagens 1

Zulia enterrana

Mahanarva fimbriolata e Cigarrinhas Cana-de-agucar 1

M. postigata

Panstrongylus megistis Barbeiro Saude 2

Sphenophorus levis ? Citros 3

Diploschema rotundicolle e Broca do café  Café 3

Hypothenemus hampei

Musca Domestica Mosca Saude 3

Schistocerca pallens Gafanhoto Plantagoes 3

Heterotermes tenuis ? Cana-de-agucar 2

Boophilus microplus Carrapato Pecuaria, 3
Industria coureira

Triatoma infestans Barbeiro Satde

Cornitermes cumulans e Cupins Madeireira

C. bequerti

1. Uso extensivo; 2. Em escala intermediaria de desenvolvimento; 3. Em fase inicial de

estudo.

A utilizagdo de espécies de fungos como agentes biocontroladores de carrapatos
como Riphicephalus appendiculatus, Amblyomma variegatum (KAAYA et al., 1996) ¢
Boophilus microplus (RAND et al., 1989; FRAZZON et al., 2000), vem crescendo.
Atualmente, o controle do carrapato B. microplus ¢ feito principalmente com o uso de
produtos quimicos (GONZALES, 1995). Entretanto, a procura de novas formas de controle

com o uso de biopesticidas, utilizando principalmente fungos entomopatogéncios
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(FRAZZON et al., 2000; CORREIA et al., 1998; ZHIOUA et al., 1997) tem sido cada vez
mais necessaria, ndo s6 devido ao aparecimento de populagdes resistentes a diferentes
principios quimicos (NOLAN et al.,1989), quanto pela necessidade de adequacdo ao
mercado consumidor, que exige uma carne livre de residuos quimicos e dos impactos

ambientais causados.

1.4 O fungo entomopatogénico e acaricida Metarhizium anisopliae

Metarhizium anisopliae (Metsc) Sorokin ¢ um fungo filamentoso, de micélio
septado, apresentando conididforos caracteristicos sobre os quais surgem conidios
(geralmente uninucleados e cilindricos de dimensdes varidveis) em colunas compactas,
cuja aderéncia ao hospedeiro varia com a linhagem do fungo (ALVES, 1998).

Os esporos s3o, em geral, unidades infectivas dos fungos, penetrando no inseto
através do estdmago, trato respiratorio ou através da cuticula. O padrao mais usual de
penetracdo ¢ via cuticula, sendo esta uma das caracteristicas que os torna atraentes para o
controle de insetos sugadores, para os quais virus e bactérias ndo apresentam eficiéncia.

O processo de infecgdo do hospedeiro por M. anisopliae se da em fases sucessivas
desde a adesdo, germinagdo, diferenciagdo, penetragdo, colonizag¢dao, reproducao e
disseminag¢do dos esporos para inicio de um novo ciclo. A penetracdo na cuticula de
insetos ¢ auxiliada pela secre¢do de enzimas hidroliticas (CLARKSON & CHARNLEY,
1996; ST. LEGER et al., 1990, 1991). Estas altimas tém sido objeto de estudos, na
tentativa de se obter uma correlacdo entre secre¢ao de enzimas proteoliticas, quitinoliticas
e lipoliticas com a patogenicidade (PINTO et al., 1997). No entanto, a unica evidéncia que
havia sido encontrada do envolvimento de enzimas proteoliticas na digestdo de proteinas
cuticulares era a obtida por GOETTEL et al. (1990), que utilizaram anticorpos marcados
contra protease Prl purificada do fungo M. anisopliae. Mais recentemente, ST. LEGER et
al. (1996) tentaram aumentar a velocidade de mortalidade dos insetos atacados por M.
anisopliae inserindo copias adicionais do gene Prl no genoma do fungo. Assim, esta
proteina foi superproduzida constitutivamente na hemolinfa de M. sexta, ativando o
sistema de profenol oxidase. A combinacdo dos efeitos causou redugdo de 25% do tempo
de morte dos insetos e redugdo de 40% na quantidade de alimento ingerido em rela¢do ao
controle e, embora esta linhagem ndo seja capaz de se disseminar a partir de insetos

infectados, e os autores tenham tentado valorizar esta modificagdo indesejavel salientado
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que ela seria vantajosa por impedir que um agente manipulado geneticamente fosse
espalhado no ambiente, h4 de se ressaltar que uma das vantagens mais importantes deste
tipo de controle, a disseminacdo e manuten¢do de esporos de fungos no ambiente,
encontra-se perdida.

Além da grande variagdo no grau de infectividade entre as diversas linhagens ja
isoladas de M. anisopliae, também tem sido observada a perda da infectividade em
linhagens altamente patogénicas e, embora a viruléncia seja uma fun¢do de muitos
atributos e seja dificil a determinagdo dos fatores individuais que contribuem para a morte
do hospedeiro, varios fatores tém sido apontados como possiveis determinantes de
patogenicidade: (i) producdo de toxinas; (ii) producdo e secre¢ao de enzimas hidroliticas,
quitinases, lipases e proteases (PINTO et al., 1997); (iii) presenga de micovirus com
genoma dsRNA (MELZER & BIDOCHKA, 1998; BOGO et al., 1996; GIMENEZ-PECCI,
1996; NUSS & KOLTIN, 1990; BUCK, 1986) e (iv) expressdo diferenciada das
superoxido dismutases (SODs) (BITTENCOURT, 1998), enzimas que atuam nos
organismos vivos como um sistema de defesa contra radicais livres de oxigénio gerados
pelo metabolismo.

SCHRANK et al. (1993) ¢ BASSANESSI (1992) descreveram a presenga de trés
SODs em M. anisopliae. Essas proteinas foram classificadas por estes autores como

CuZnSOD, MnSOD e uma FeSOD.
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2. Objetivos

Este trabalho tem por objetivo contribuir para a caracterizagdo do sistema de
protecao a radicais livres de oxigénio no fungo entomopatogénico e acaricida M.
anisopliae. Neste sentido, a purificagdo e a caracterizagdo das SODs permitira a clonagem
dos genes e o estudo das relacdes destas enzimas com o processo de invasdo de

hospedeiros.
2.1 Objetivos especificos
1. Determinar as condigdes para a purificagdo das SODs, CuZn, Mn e Fe, a

partir de extratos de M. anisopliae.

2. Purificar e caracteriza a CuZnSOD de M. anisopliae.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Microrganismos e cultivo

A linhagem de Metarhizium anisopliae E6S2 utilizada foi obtida de insetos
infectados (Deois flavopicta) isolada no Espirito Santo e cedida pelo Prof. Jodo Lucio
Azevedo da Colecdo da Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ-USP).

Para obtencdo da massa micelial uma grande quantidade de esporos foi obtida a
partir da inoculagio de 10° esporos.g” de uma suspensdo prévia em 100g de arroz canino +
30mL de agua, cozido e esterilizado por 30 minutos em autoclave (121°C e latm) e
crescido em estufa a 30°C por 7 dias; essa suspensdo de esporos assim obtida foi inoculada
em 8 Litros de MCc* (10° esporos. mL™) e crescidos em fermentador (New Brunswick -
Modelo T6025) a 28°C, com uma aeragdo de 1v/v e agitagdo de 200rpm, por 48 horas,
quando entdo o micélio foi coletado, filtrado a vacuo e congelado em N, liquido para

posterior liofilizacao.

*MCc: [6g NaNO;L"' , 10g glicose.L”', 2g peptona.L™!, 1,5g casamino
acidos.L™, 0,5¢ extrato de levedura.L' e adicionados assepticamente
20mL.L" de solugdo de sais (26g KCLL' 26g MgSO,4.7 H,O. L, 76g
KH,PO; . L' ) e 0,4mL.L" de solucio de elementos tracos (40mg
Na,;B,07,.7H,0.L" |, 400mg CuSO,4.5H,0. L' |, 10mg FeSO,L" , 800mg
MnS04.2H,0. L', 800mg Na,MnO,4. H,O.L" , 800mg ZnSO,.7H,0.L™).
As solugdes de sais e elementos tragos foram autoclavadas separadamente e

adicionadas ap6s o autoclavagem do meio]

A linhagem XL1 Blue da bactéria Escherichia coli foi crescida em LB
(SAMBROOCK et al., 1989) a 37°C, overnight, sob agitacdo, para obten¢do dos extratos

celulares para controle das atividades de MnSOD e FeSOD em géis de atividade.
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3.2 Extragao de proteinas

3.2.1 Extracao de proteinas de M. anisopliae

O micélio congelado (484g) foram liofilizados por 36 horas e a massa micelial seca
(134g) foi macerada em nitrogénio liquido até a sua pulverizagdo. O p6 foi transferido para
um tubo e ressuspendido em 75 mL de tampdo de extracdo (TE) contendo inibidores de
proteases (50 mM Tris.HCI pH 7.5 / 5 mM iodocetamida / 1 mM EDTA / 50 uM TLCK /
50 uM TPCK / 2 pg.mL™" de leupeptina) (SPIEGELHALDER et al., 1993). As proteinas
soluveis foram separadas por centrifuga¢do (10.000 rpm / 30 min / 4 °C), coletadas e
estocadas a -20 °C; o precipitado foi lavado com 30 mL de TE, centrifugado e o
sobrenadante novamente coletado e estocado a -20 °C. Este extrato foi denominado extrato

total (TE).

3.2.2 Extracao de proteinas de E. coli

A partir de 10 pL. de um pré-indculo de E. coli XL-1, foram inoculados 15 mL de LB
e incubados a 37 °C por 16 horas sob agitagdo. As células foram coletadas por
centrifugacdo (5.000 rpm / 10 min), ressuspendidas em 500 uL de dgua destilada e
imediatamente congeladas por imersao em nitrogénio liquido. Para ruptura da parede
celular foi procedido rapido descongelamento em banho-maria a 37 °C, repetindo-se o
procedimento por pelo menos 3 vezes. As células foram sonicadas quatro vezes, com
intensidade de 3,5, por 30 segundos (Sonix Material Inc.). Durante este processo, o tubo
foi mantido em gelo. Apds sonicagio, o extrato foi centrifugado (14.000 rpm /15 min / 4°

C) e o sobrenadante foi coletado e estocado a -20 °C (SCHRANK, 1988).

3.3 Precipitacdo com sulfato de amonio

De acordo com os trabalhos de BITTENCOURT (1998), ROBINSON et al. (1996),
IKEDA et al. (1995), MATSUMOTO et al. (1991), ¢ SHANCHES-MORENO et al.
(1989), as SODs podem ser precipitadas com diferentes concentragdes de sulfato de
amonio, como ocorre com outras proteinas. Neste trabalho optamos por uma precipitacao

com 50% e 95% de saturagdo com sulfato de amoénio. A primeira saturacdo foi feita
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acrescentando-se ao extrato total das proteinas (ET), sulfato de amdnio suficiente para uma
saturagdo de 50 % do extrato, procedendo-se a precipitagdo por duas horas a 4 °C e
centrifugando-se a 10.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. O sedimento foi separado do
sobrenadante e ressuspenso em TE contendo inibidores. Essa fragao foi denominada P50%.
Ao sobrenadante desta primeira precipitagdo foi adicionado sulfato de amonio até uma
saturacdo de 95%, com agitagdo durante 18 horas. O precipitado coletado da centrifugagao
(10.000 rpm / 15 min / 4 °C) desta segunda precipita¢do foi ressuspenso em TE contendo

inibidores, e a fracdo denominada P95% .

3.3.1 Diélise

Sempre que necessario, as amostras e/ou fragdes cromatograficas foram dialisadas
em membranas (12 KDa - SIGMA) previamente fervidas durante 5 minutos em solucao
contendo 1% de carbonato de célcio / 01% de EDTA, lavadas exaustivamente em agua
destilada e estocas a 4 °C em etanol 70%.

As fracdes P50% e P95% foram dialisadas utilizando-se pelo menos 20X o volume
da amostra de tampao 10 mM Tris-HCl / 1mM EDTA, pH 7,5 até que nao fosse mais
detectado amodnio nas amostras, seja por medidas de condutividade ou utilizando o
reagente de NESLERR (BARNES & SUDGEN, 1990). Essas fragcdes foram armazenadas a
-20 °C para posterior analise.

As fragdes provenientes das cromatografias foram dialisadas em tampao 20 mM de
fosfato de potassio, pH 7,8, até que a presenga de sal ndo fosse mais detectada por

alteracdo na condutividade.

3.3.2 Quantificacdo de proteinas

O método utilizado foi o microensaio descrito por BRADFORD (1976). A 160 uL
de cada amostra, ou diluicdo, foram adicionados 60 uL de reagente de Bradford (0,01%
azul de bromofenol G-250 (p/v)/ 5% etanol (v/v)/ 10% &cido fosforico (v/v)), incubado a
temperatura ambiente por 15 minutos e a seguir, foi feita a leitura da absorbancia a 595nm.

Albumina sérica bovina (BSA), de 8ug a 70ug.mL™" (p/v), foi utilizada para curva padrio.
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3.4 Cromatografias

Todas as cromatografias foram realizadas em purificador automatico Akta prime
(Amersham Bioscience), a 4 °C. As fragdes coletadas foram analisadas por absorbancia em
luz U.V (280 nm) em espectrofotdmetro (Ultraspec 2000 - Pharmacia Biotech) e tiveram
seu pH e condutividade determinados. Aliquotas de cada fracdo foram separadas para
analise eletroforética em gel de poliacrilamida, quantificagdo de proteinas totais e atividade

enzimatica.

3.4.1 Cromatografia em resina de troca ionica (TI)

Diversos pesquisadores, entre eles IKEDA et al. (1995), BITTENCOURT (1998),
HATZINIKOLAOU et al. (1997) e ROBINSON et al. (1996), utilizaram colunas de troca

10nica na purificacao parcial de SODs, sendo a mesma estratégia adotada neste trabalho.

A fracdo P95% (15 mL) foi aplicada em 15 mL de resina DEAE-Sephacel em uma
coluna XK 16/10 (Amersham Bioscience) equilibrada com tampao 50 mM Tris.HCI /
ImM EDTA / pH 7,5, e eluida com 100 mL do mesmo tampao acrescido de cloreto de
sodio, em um gradiente de 0 a 1,2 M. O fluxo utilizado foi de 2 mL/min e as fracdes
coletadas foram de 5 mL. As fragdes de proteinas ndo retidas na resina foram re-
cromatografadas para confirmar a nao ligagao.

As fragdes que contiveram atividade SOD foram separadas para posterior aplicacdao

em coluna de afinidade, e denominadas de DEAE-(nimeros das fracdes de origem).

3.4.2 Cromatografia em resina de afinidade

Como umas das caracteristicas das SODs ¢ possuir no seu centro ativo alguns
aminodcido expostos com afinidade por ions metalicos, tais como histidinas, pode-se
separa-las de acordo com esta afinidade por IMAC (immobilized Metal Chelate Affinity
Chromatography), cromatografia de afinidade por metal imobilizado.

Foram efetuadas duas cromatografias de afinidade utilizando diferentes ions

yqe . g + +
metalicos imobilizados: Cu®>* e Fe ™.
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Cada pool separada na cromatografia em resina de troca ionica foi aplicado, em seu
volume total, em uma coluna pré-empacotada, HiTrap Chelating Sepharose HP
(Amersham Biosciences) de 1 mL, saturada com Cu®" ou Fe™, ¢ equilibrada com tampao
de ligacdo. A ligacdo ¢ a eluicdo das proteinas nao ligadas na resina foram feitas
utilizando-se tampao contendo 0,02 M de fosfato de potassio / 1 M cloreto de sodio, pH
7,8. As proteinas ligadas foram recuperadas por elui¢do competitiva utilizando-se gradiente
de 0-100% de tampdo 0,02M fosfato de potassio / 1 M cloreto de amoénio no mesmo

tampao de ligag@o. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min e as fra¢des coletadas de 3 mL.

3.5 Ensaio Enzimatico

BITTENCOURT (1998) padronizou um novo método para a quantificagdo de SODs,
baseado nas técnicas desenvolvidas por BEAUCHAMP & FRIDOVICH (1971), tendo por
base a deteccdo espectrofotométrica do formazan (produto da redug¢do do azul de
nitrotetrazolio (NBT) mediada pelos radicais superoxido liberados durante a fotorreducao
da riboflavina). Uma vez que este ensaio ¢ bastante sensivel e susceptivel as condigdes de

iluminagao existentes, o mesmo foi modificado para ser utilizado neste trabalho.

3.5.1 Curva de Reducédo de NBT

A fim de verificar as melhores condi¢des para ensaios futuros, concentragdes
crescentes de NBT (0uM; 2,5uM; SuM; 7,5uM; 10uM; 12,5uM; 15uM) foram misturadas
com 50 mM de Tampao Fosfato de potassio pH 7,8; 2,5uM Riboflavina e 14 uM TEMED
e expostas a luz intensa de 0 a 10 minutos, em variados volume finais de reacdo, mantendo
aproximadamente 20cm de distancia entre a fonte luminosa ( 4 X 150W - PHILIPS
Comptalux 2C tungsténio) e varios tipos de tubos de ensaio e placas de ELISA. As
absorbancias foram determinadas em cubetas em espectrofotometro (Ultraspec 2000 -
Pharmacia Biotech) e em leitor de placas de ELISA (SpectraMax - Molecular Advice),

ambos com cumprimento e onda de 650nm.
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3.5.2 Determinagéo quantitativa da presenca de SODs

A determinagdo quantitativa das unidades de SOD presentes nas amostras foi feita,
apds determinacdo das condigdes optimizadas do ensaio e verificagdo da acuricia
utilizando-se CuZnSOD bovina purificada (Sigma) como padrao. O volume de extrato foi
variado até que fosse possivel a determinacdo de uma curva decrescente da inibicdo da
formacgdo do produto da reducdo do NBT. O célculo de unidades foi realizado tomando-se
por base que uma unidade de SOD foi definida com a quantidade necessaria de enzima
para que houvesse a inibicdo da formacdo de formazan em 50% (BEAUCHAMP &
FRIDOVICH, 1971). Exemplo de calculo no anexo 2.

3.5.3 Amostras

Para cada amostra colocou-se 15uM NBT 50mM de Tampao Fosfato pH 8,0;
2,5uM Riboflavina e 14uM TEMED e se variou o volume em: 1uL; 2uL, SuL, 10uL e
15pL, sempre em triplicata. Os tubos foram exposto a luz por 5 minutos, mantendo-se
aproximadamente 20cm de distancia entre a fonte luminosa e o tubo do ensaio. A

Absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 650nm.

3.6 Eletroforese de proteinas

Quando necessario, aliquotas das fracdes eluidas das colunas foram, antes de
aplicadas em gel de SDS, precipitadas com TCA 10%, a 4° C overnigth , centrifugadas a
14.000 rpm por 30 min, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado, apos lavagem de
pelo menos 3 vezes com acetona, foi ressuspenso em S0mM de Tris.HCI pH 7,8, ap6s o
que o procedimento normal de preparacdo de amostras para gel desnaturante foram

efetuados.
3.6.1 Gel nativo para detec¢do da atividade de SOD
As amostras foram misturadas com 0,25vol. de sacarose 80% e 0,1 vol. de 0,5%

azul de bromofenol e aplicadas em gel concentrador (2,5% de acrilamida / 0,625 % de bis-

acrilamida / 7 mM de TEMED / 56 mM de Tris.HCl / 0,5 % de APS / pH 6,8). A
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eletroforese foi efetuada mantendo-se a voltagem em 150 V, em gel separador de
poliacrilamida (8,5% de acrilamida / 0,226% de bis-acrilamida / 7 mM de TEMED / 325
mM de Tris.HC1 / 0,3% de APS / pH 8,8). O tampao de corrida utilizado foi preparado
com 2,85g.L" de glicina ¢ 0,47g.L" de Tris e o pH ajustado para 8.5.

3.6.1.1 Andlise da presenca das SODs

Ap0s a eletroforese os géis foram corados, protegidos da luz, em uma solugdo de
2,45 mM de NBT por 20 min, posteriormente mergulhados em uma solug¢do de revelagdo
(36 mM K,;HPOy, 5,6 uM riboflavina, 28 mM TEMED, pH 8,0) e expostos a luz forte até
o0 aparecimento das regides acromaticas (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971).

3.6.1.2 Determinacao do metal ligante

As diferentes atividades SODs foram determinadas por ensaios de inibicdo. Para a
deteccdo da atividade da CuZnSOD, 10mM KCN foram adicionados a solugdo de
revelacdo (SCHRANK et al.,1993). Para a deteccdo da atividade da FeSOD, os géis de
poliacrilamida foram tratados, antes de cora-los, com uma solucao de H,O, (40 mM H,0,,
ImM KCN, 50mM K,HPO, , 0,ilmM Na,EDTA pH 8,0) por 60min (PRIVALE &
FRIDOVICH, 1971). A CuZnSOD ¢ sensivel ao cianeto e ao perdxido de hidrogénio,
enquanto a FeSOD so6 ¢ sensivel ao peroxido de hidrogénio. A MnSOD ¢ insensivel ao
cianeto ¢ ao peroxido de hidrogénio, logo esta ¢ inferida pela ndo inibigdo durante ambos

os tratamentos (MISRA & FRIDOVICH, 1978).

3.6.2 Gel desnaturante

A eletroforese em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE, 12 ou 15%) das proteinas
extraidas, precipitadas e eluidas foi realizada, segundo o método de LAEMMLI (1970),
utilizando uma cuba de gel vertical e carreada em tampao 1X (Trizma base 7,5mM, glicina
60mM e SDS 0,02%) com voltagem constante de 150V. Apos a eletroforese, o gel foi
imerso em solu¢do corante de 0,1% azul de Coomassie G-250; 40% de metanol e 10% de
acido acético, por duas horas e depois imerso em solu¢do descorante de 40% metanol e

10% écido acético, até o aparecimento das bandas.
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4. Resultados

4.1 Padronizacao do ensaio enzimatico para a deteccédo da atividade de SOD

Para deteccdo da atividade de SOD nos extratos celulares e durante o processo de
purificagdo o ensaio enzimatico modificado por BITTENCOURT (1998), a partir de
BEAUCHAMP & FRIDOVICH (1971) ¢ BEYER et al. (1987), foi padronizado. Foram
testadas modificacdes na concentragdo de NBT, no tempo de exposi¢do a luz, no volume
total do ensaio e nas dimensdes do tubo de ensaio utilizado. A concentragdo de NBT mais
adequada nas condi¢des testadas, foi 35 uM, onde foi verificada a absorbancia maxima a
650 nm (Figura 7). Os melhores tempos de exposicdo a luz foram determinados no
intervalo de 5 a 7 minutos (Figura 8), com a solu¢do de NBT preparada na hora do uso. O
volume ideal para o ensaio foi de 1 mL e tipo de tubo de ensaio mais adequado foi o de
vidro com Imm de espessura e dimensdes de 75 mm x 8§ mm.

A padronizagdo do ensaio enzimatico da atividade SOD foi determinada utilizando
a enzima CuZnSOD bovina purificada (Sigma) (Figura 9) e um extrato protéico obtido de
M anisopliae, onde as proteinas foram precipitadas com 95% de sulfato de amonio,
contendo trés atividades SOD (Fe, Mn, CuZn) (Figura 10).

Além dos parametros de concentracdo de reagentes, do tempo e do volume do
ensaio, também foi analisada a interferéncia dos sais utilizados nas cromatografias (cloreto
de sodio e cloreto de amoénio). Até a concentragdo de 0,2 M, nenhum dos dois sais

interferiu no ensaio (dados nao mostrados).

4.2. Ensaios espectrofotométricos da atividade SOD utilizando inibidores

A detec¢ao da atividade de SOD e a determinagdo de seu metal ligante sdo
usualmente realizados através de géis nativos de poliacrilamida corados com NBT
(BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971; BEYER et al., 1987) ¢ tratados com inibidores
especificos para as diferentes formas de SOD. Quando revelados na presenca de
riboflavina e exposto a luz forte, estes géis apresentam regides acromaticas, em um gel
corado uniformemente de azul. A colorac¢do azul ¢ devida a formagdo de formazan, a partir
do NBT que ¢ reduzido em presenca de radicais superoxido. As SODs competem com o

NBT pelo radical superoxido gerado na foto-redug¢do da riboflavina, inibindo assim a
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redu¢do do NBT na sua posicao de migragao no gel. Este método ¢ extremamente sensivel,
sendo capaz de detectar 16 ng de enzima (BEAUCHAMP & FRIDOVICH, 1971).

Uma alternativa mais répida, e que apresenta a mesma sensibilidade, para a
determinagdo das formas de SOD presentes em extratos ¢ nas fragdes eluidas nas
cromatografias, durante o processo de purificagdo, ¢ a utilizagao de ensaios enzimaticos em
presenca de inibidores. Diversos inibidores foram testados: 2 mM de cianeto de potéssio, 2
mM de perdxido de hidrogénio, 6 mM de azida sodica, 1 % de SDS, 1 % de Triton X-100,
1 mM de ortofenantrolina (OFT), 5 de cloreto de mercurio, 10 mM de EDTA, 2 mM de 2-
mercaptoetanol, 2 mM de ditiotriol (DTT) e 2 mM de PMSF.

O uso dos inibidores cianeto de potédssio e peroxido de hidrogénio, mostrou-se
efetivo na discriminagdo das formas de SOD (Tabela 3), ndo apresentando interferéncia no
ensaio, podendo ser rotineiramente utilizados. Embora ndo tenham interferido no ensaio,
cloreto de mercurio ¢ PMSF, ndo foram efetivos na discriminagdo das diferentes SODs.

A utilizagdo de azida sdédica ndo apresentou o resultado esperado, pois para a
concentragdo utilizada (6 mM), seriam esperados 10%, 20% e 60% de inibicdo da
atividade da CuZnSOD bovina, MnSOD de E. coli e FeSOD de E. coli, respectivamente
(MISRA & FRIDOVICH, 1978). Concentra¢des maiores que 6 mM de azida interferiram
no ensaio, diminuindo a reducdo do NBT a formazam, mascarando a atividade enzimatica
de SOD. SDS, OFT e Triton X-100 inibiram a reacdao de redu¢ao do NBT, mascarando o
efeito da adi¢do de SODs. Os agentes redutores 2-mercaptoetanol e DTT reduziram o NBT
mesmo na auséncia de riboflavina e/ou TEMED, mascarando o efeito de inibidores de
SOD. Devido a estes resultados estes compostos nao foram utilizados nos ensaios de

inibi¢ao.
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Figura 7. Determinacdo da curva de reducdo do NBT. O tempo de exposicao a luz foi
de 5 minutos e o volume de ensaio 1 mL. O ponto indicado pela seta
representa a concentragdo 6tima, a qual foi utilizada nos ensaios posteriores.
Os ensaios foram realizados em triplicata, com duas repeticdes. Em cada
ponto esta representado o desvio padrdo. Os valores de absorbancia sio
relativos a redu¢ao do NBT.
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Figura 8. Determinacgao do tempo 6timo de exposi¢éo a luz. O volume de ensaio 1 mL ¢
a concentracdo de NBT foi de 35 uM. O tempo 6timo de exposicao esta
indicado pela seta e foi utilizado nos ensaios posteriores. Os ensaios foram
realizados em triplicata, com duas repeticdes. Em cada ponto esta representado
o desvio padrdo. Os valores de absorbancia sdo relativos a reducdo do NBT.
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Figura 9. Determinagdo da curva de redugdo do NBT para a CuZnSOD bovina
(Sigma). O ponto correspondente & uma unidade estd mostrado pela seta. Os
ensaios foram realizados em triplicata, com duas repeti¢des. Em cada ponto
esta representado o desvio padrdo. Os valores de absorbancia sdo relativos a
reducdo do NBT.
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Figura 10. Determinacdo da curva de reducdo do NBT para o extrato P95% de
Metarhizium anisopliae. O extrato contém as trés formas de SOD: CuZn, Mn
e Fe. Os ensaios foram realizados em triplicata, com duas repeti¢des. Em cada
ponto estd representado o desvio padrdo. Os valores de absorbancia sdo
relativos a reducdo do NBT.
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4.3 Purificagdo das SODs

4.3.1 Obtencéo dos extratos celulares

Para a purificagdo das SODs de M. anisopliaec o micélio liofilizado foi macerado,
homogeneizado (extrato total = ET) e precipitado com 50% (P50%) e 95% (P95%) de
sulfato de amonio, em duas etapas antes da aplicagdo na coluna. Os volumes dos extratos
(ET, P50% e P95%), a quantidade de proteinas totais e a atividade enzimatica de cada
etapa estdo mostrados na Tabela 2.

A andlise por gel de atividade de SOD revelou a presenca de trés metaloenzimas
ativas e com migracao distintas em todos os extratos. A figura 11 apresenta um destes géis
de atividade, onde se observa a presencga de pelo menos trés atividades, evidenciadas pelas
inibigdes: (i) uma de migragdo mais lenta que foi inibida por KCN e por H;0,
comportando-se como uma CuZnSOD; (i1) uma de migracao intermedidria, logo abaixo da
CuZnSOD, identificada como MnSOD, pois ndo foi durante nenhum dos tratamentos, e
(ii1) uma de migracdo mais rapida que foi ndo foi inibida por KCN, mas que desaparece
quando o gel é tratado com H,O,, sendo por isso classificada como uma FeSOD. A Figura
12 mostra o perfil eletroforético, em gel desnaturante, das proteinas presentes nestes

extratos.

Tabela 2. Etapas de purificagdo de CuZnSOD de M. anisopliae.

Preparac@es Volume Proteina Enzima Atividade Purificagdo =~ Rendimento
(mL) Total (9)] especifica Parcial/Total %
(mg) (U/mg de proteina)
ET 120 1095,60 30612,24 27,84 - 100
P50% 20 366,04 666,66 1,82 - 2,18
P95% 25 283,30 357143 12,60 0,45/0,45 11,66
DEAE-Sephacel 25 5,60 560,50 100,09 7,94 /3,59 15,70
Afinidade (Cu*) 9 0,81 74,00 91,42 0,9/3,28 2,08/13,2
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Controle KCN H.O,

P95 Bov Ec P95 Bov P95 Bov Ec

Cu/ZnSOD
MnSOD
MnSOD E. coli
Cu/ZnSOD bovina
FeSOD

FeSOD E. coli

Figura 11. Andlise eletroforética da atividade de SOD do extrato P95%. Gel nativo
corado com NBT e tratado com inibidores. Controle, sem inibidor; KCN,
inibi¢do com 10 mM de KCN; H,0,, inibido com 10 mM de H,O, / 1 mM de
KCN; P(5, extrato P95% de M. anisopliae; Bov, CuZnSOD bovina
purificada; Ec, extrato de E. coli contendo atividade MnSOD e FeSOD. Esse
gel evidencia a atividade de SODs, representadas pelas regides acromaticas.
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Figura 12. Analise eletroforética, em SDS-PAGE (15%), dos extratos celulares de M.
anisopliae. Foram aplicados 5 pL de cada amostra. MM, marcador de massa
molecular; ET, extrato total [46 pg]; P50, extrato P50% [15 ng]; P95, extrato
P95% [12 pg]. O gel foi corado com azul de Coomassie G-250.
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4.3.2 Purificagdo de CuZnSOD

A fracdo P95% foi selecionada para as etapas seguintes da purificagdo, pois
apresentou uma atividade total e especifica relativamente altas, contendo menos proteinas
contaminantes, além de manter as trés atividades SODs descritas de M. anisopliae (Tabela

2 e Figuras 11 e 12).

4.3.2.1 Cromatografia em resina de troca idnica

A fracdo P95% foi submetida a cromatografia de troca i6nica em resina DEAE-
Sephacel, como mostra o cromatograma da Figura 13. O pH das fragdes eluidas ndo
apresentou alteracao significativa. Dois picos de absor¢do a 280 nm foram obtidos, sendo
um pico antes da aplica¢ao do gradiente de NaCl e o outro apos a aplicagdo do gradiente. O
ensaio enzimatico revelou a presenca de dois picos da atividade SOD, um antes do
gradiente de NaCl e outro apds o gradiente (Figura 13).

A andlise dos géis nativos corados com NBT e do SDS-PAGE (Figuras 14 e 15)
mostrou a presen¢a de uma uUnica atividade SOD, com migra¢do mais lenta, no primeiro
pico de atividade eluido da coluna (Figura 14 A e B), bem como a presenca de poucas
proteinas nas fragdoes de 6 a 10 (Figura 15). A maior atividade ¢ encontrada na fragdo 8
(Figura 14). No segundo pico de atividade SOD, fragdes de 24 a 39, observou-se a
presenga de atividade SOD com migra¢do mais rapida nas fragdes 25 e 26 (Figura 14D).
No gel desnaturante foi observada a presenga de diversas proteinas contaminantes nestas
fragoes (Figura 16).

A andlise do gel nativo corado com NBT e tratado com os inibidores, permitiu
caracterizar a atividade SOD eluida na fragdo 8 como uma CuZnSOD e a eluida na fragao

25, como FeSOD (Figura 14A e B).
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Figura 13. Perfil cromatogréafico do extrato de M. anisopliae ap6s cromatografia de
troca ionica. Foram aplicados 15 mL da fragdo P95% em coluna 16/10
equilibrada com 60 mL de tampao 50 mM Tris.HCl/ 1 mM EDTA, pH 7,8. A
amostra foi eluida com 100 mL do mesmo tampao acrescido de NaCl, em um

gradiente de 0-1,2 M. Fluxo de 2 mL/min e fragdes de 5 mL.
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Figura 15. Analise eletroforética, em SDS-PAGE (15%), das fracgdes eluidas da
cromatografia de troca idnica. Foram aplicados no gel 20 uL de cada fragdo.
A, Fracdes de 1 a 8; B, Fracoes de 9 a 16; MM, marcador de massa molecular;

P95 extrato P95% de M. anisopliae. O gel foi corado com azul de Coomassie G-
250.
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31 32

Figura 16. Analise eletroforética, em SDS-PAGE (15%), das fracdes eluidas da
cromatografia de troca idnica. Fragdes de 25 a 32. MM, marcador de massa
molecular; P95 extrato P95% de M. anisopliae. Foram aplicados no gel 20 pL de
cada fracdo. Os géis foram corados com azul de Coomassie G-250.

Controle KCN H.O,
8 Bov Ec 8 Bov 8 Bov Ec

Cu/Zn S0OD
MnSOD E. coli

Cu/ZnS0OD bovina

FeSOD E. coli

Figura 17. Determinacéo da atividade de CuZnSOD na fracdo 8 da cromatografia de
troca ibnica. Gel nativo corado com NBT e tratado com inibidores. Controle,
sem inibidor; KCN, inibi¢ao com 10 mM de KCN; H,0,, inibido com 10 mM
de H,O, / 1 mM de KCN; P(5, extrato P95% de M. anisopliae; Bov,
CuZnSOD bovina purificada; Ec, extrato de E. coli contendo atividade
MnSOD e FeSOD. Esse gel evidencia a atividade de SODs, representadas
pelas regides acromaticas.
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Controle KCN H.O,

25 Bov Ec 25 Bov 25 Bov Ec

MnSOD E. coli
Cu/ZnSOD bovina

FeSOD
FeSOD E. coli

Figura 18. Determinacéo da atividade de FeSOD na fragdo 25 da cromatografia de
troca ibnica. Gel nativo corado com NBT e tratado com inibidores. Controle,
sem inibidor; KCN, inibi¢ao com 10 mM de KCN; H,0,, inibido com 10 mM
de H,O, / 1 mM de KCN; P(5, extrato P95% de M. anisopliae; Bov,
CuZnSOD bovina purificada; Ec, extrato de E. coli contendo atividade
MnSOD e FeSOD. Esse gel evidencia a atividade de SODs, representadas
pelas regides acromaticas.

4.3.2.2 Purificagdo das SODs por cromatografia em resina de afinidade

As fracdes eluidas da cromatografia de troca idnica, e que continham atividade
SOD, foram reunidas em duas fragcdes separadas: DEAE-(fragdes de 6 a 10), contendo a
atividade CuZnSOD e DEAE-(fracdes 25 e 26), contendo a atividade FeSOD.

A fracdo DEAE-(6 a 10) foi aplicada em coluna Hit rap Chelating Sepharose - 1mL
(Amersham Biosciences) saturada com Cu2+ (Figura 19). O pH das fragdes eluidas ndo
apresentou variacao significativa. A absorbancia a 280 nm revelou a presenca de um pico
de absor¢do ap6s a aplicacao do gradiente de cloreto de amodnio (Figura 19).

A andlise da atividade de SOD por géis nativos corados com NBT e do SDS-PAGE
mostrou a presenga de uma Unica atividade SOD, com migracdo mais lenta, no pico de
proteina eluido da coluna (Figura 20), bem como a presenga de poucas proteinas em todas
as fragdes, exceto na fragdo 9 (Figura 21). As fragdes 5 a 7, apresentaram apenas uma
banda de proteina com massa molecular entre 14-20 KDa (Figura 21).

As fragdes 5, 6 e 7 foram reunidas, denominadas AFI-(5 a 7), e testadas para
atividade SOD, tanto por gel nativo corado com NBT, quanto por ensaio

espectrofotométrico, utilizando inibidores.
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A andlise em gel nativo corado com NBT e tratado com inibidores, indica que a SOD
presente nesta fracdo ¢ uma CuZnSOD (dados ndo mostrados). A andlise por ensaio

espectrofotométrico também revelou tratar-se de uma CuZnSOD (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizacdo da atividade SOD da proteina purificada de Metarhizium

anisopliae. Percentual de inibi¢do e compara¢ao com padroes.

Inibidores MaSOD? Controles
BovCuZnSOD® EcMnSOD¢  EcFeSOD'

Sem inibidor 0 0 0 0

2 mM Cianeto de potassio 100 100 0 0

2 mM Perdxido de hidrogénio 100 100 0 100

6 mM Azida sodica 0 0 0 0

2 mM PMSF 100 100 100 0

10 MM EDTA 0 0 0 0

5 mM Cloreto de mercurio 100 50 0 0

® MaSOD - proteina purificada de M. anisopliae; * BovCuZnSOD - CuZnSOD bovina
purificada (Sigma); © MnSOD de E. coli purificada (Sigma); ¢ FeSOD de E. coli purificada
(Sigma).
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Figura 19. Perfil cromatografico da fracdo DEAE (6-10) em cromatografia de

afinidade. Foram aplicados 25 mL da fragdo DEAE (6-10) em coluna HiTrap
Chelating Sepharose de 1 mL, saturada com Cu”" e equilibrada com 25 mL de
tampao de ligacdo 0,02 M fosfato de potassio / 1 M de NaCl, pH 7,8. As
fragdes foram eluidas com 42 mL do mesmo tampao acrescido de cloreto de
amonio, em um gradiente de 0-1 M. Fluxo de 1 mL/min e fra¢des de 3 mL.
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Ec Bov 5 6 7 8 9 10 11 12

Cu/ZnSOD
MnSOD E. coli

Cu/ZnS0D bovina

FeSODE. coli |

Figura 20. Analise da atividade SOD, das fracfes eluidas da cromatografia de
afinidade. Gel nativo corado com NBT. Observar as bandas acromaticas,
indicando atividade SOD. Foram aplicados no gel 50 uL de cada fra¢do. Os
nimeros representam as fragdes eluidas da coluna. Ec, extrato de E. coli
contendo as atividades MnSOD e FeSOD; Bov, CuZnSOD bovina purificada
(Sigma).

Kba MMP 5 6 7 8 9 10 11 12
95
6645
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Figura 21. Andlise eletroforética, em SDS-PAGE (15%), das fracdes eluidas da
cromatografia de afinidade. Os nimeros representam as fragdes eluidas da
coluna. MM, marcador de massa molecular; P, Fragdio DEAE-(6-10). Foram
aplicados no gel 20 pL de cada fragdo. Os géis foram corados com azul de
Coomassie G-250.
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5. Discussao

Superoxido dismutases sdo metaloenzimas amplamente distribuidas entre os
organismos ¢ desempenham um importante papel na defesa celular contra danos
provocados por espécies reativas de oxigénio mediados pelo radical superdxido, um
subproduto do metabolismo oxidativo. Sdo classificadas em quatro grupos, dependendo de
seu cofator metalico: CuZnSOD (McCORD & FRIDOVICH, 1969); MnSOD
(FRIDOVICH, 1975), FeSOD (YOST & FRIDOVICH, 1973) e NiSOD (YOUN et al.,
1996a ¢ b; KIM et al., 1998).

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para determinar a atividade dessas
enzimas, Muitas sdo baseadas na atividade inibitéria da enzima na reducdo de um
scavenger do elétron extra do radical superdxido, gerado sob condi¢des padrdo. Varios
sistemas geradores de radicais superdxido, tais com xantina-cantina oxidase, flavina
fotorreduzida, redugdo de NADH e pulse radiolysis, bem como varios scavengers de
elétrons, tais como citocromo C ¢ o azul de nitrotetrazélio (NBT), tém sido utilizados
nestas técnicas. O primeiro ensaio deste tipo foi desenvolvido por McCORD &
FRIDOVICH (1969), onde a atividade ¢ quantificada em termos de sua inibi¢cao da redugao
do citocromo C pelo radical superdxido, gerado pela reagdao da xantina-xantina oxidase.
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir
50% da redugdo do citocromo C. Entretanto, esse ensaio nao pode ser facilmente aplicado a
extratos que possam conter atividade de citocromo oxidase ou citocromo C peroxidase.
Radicais superdxido sao conhecidos por reduzir NBT a formazan, ¢ BEAUCHAMP &
FRIDOVICH (1971) sugeriram a substituicdo do citocromo C por este corante para
minimizar a interferéncia de outras enzimas no ensaio, razao pela qual o NBT foi o corante
escolhido para uso neste trabalho.

Ja foram relatados alguns problemas em relagdo ao uso do NBT, como a influéncia
do O, atmosférico em ensaios que utilizam a glicose oxidase como agente redutor deste
corante (LIOCHEV & FRIDOVICH, 1995), sendo por isso adotado o sistema de geragdo
de radicais pela foto-redu¢do da riboflavina. Além disso, o NBT forma mono- e
diformazan, os quais sao pouco soliveis em agua, ¢ tendem a se precipitar. Esta
precipitacdo durante a reacdo pode interferir na leitura espectrofotométrica do ensaio,
principalmente em volumes pequenos e/ou altas concentragdes de NBT sdo utilizados,

como observado neste trabalho. Na concentragao de 35 uM de NBT e no volume de 1 mL,
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selecionados para uso nos ensaios deste trabalho, ndo foram detectados problemas de
precipitacdo ou aglutinacao.

O ensaio padronizado neste trabalho mostrou-se adequado e eficaz para a deteccdo
de SODs em extratos celulares brutos e/ou fracionados, podendo ser adotado como técnica
padrao no laboratorio. Além disso, o ensaio ndo foi afetado pela presenca de baixas
concentragdes de cloreto de sdédio ou de amonio, o que possibilita se uso sem a necessidade
de diélise das fracdes oriundas das cromatografias. A adicdo de 10 mM EDTA ao ensaio,
ndo apresentou qualquer interferéncia no mesmo, ou inibi¢cdo da atividade enzimatica,
podendo ser utilizado na preparagdo dos extratos e em protocolos de eluicdo destas
proteinas de colunas de afinidade com metal quelado.

A utilizacdo de ensaios indiretos baseados numa séric de reagdes consecutivas e
paralelas, ndo permite a determinagdo direta de parametros cinéticos verdadeiros para as
SODs. Isto se deve a auséncia de resposta linear ao aumento da concentragdo da enzima e
producdo de radicais superoxido em concentragdes muito menores, além de ndo serem
apropriados para estudos de mecanismo de rea¢do. Um ensaio direto para esta enzima
certamente ¢ preferivel, mas devido a natureza de seu substrato, isto ndo ¢ prontamente
possivel, pois seria necessario o emprego de técnicas e equipamentos mais sofisticados,
raramente disponiveis na maioria dos laboratorios, como electron spin resonance, pulse
radiolysis, stopped-flow-rapid-freeze EPR spectrometers (FRIDOVICH, 1974), razdo pela
qual nenhum parametro cinético foi medido neste trabalho.

Além de sua fungdo intrinseca, as SODs estdo implicadas em outros processos com a
adesao e a sinalizagdo celular (SALVEMINI et al., 1989; PRICE et al., 1994; LAMBOY et
al., 1995) e na patogenicidade (TOUATI, 2002). Diversos organismos patogénicos, entre
eles os fungos, possuem a capacidade de secretar enzimas para se proteger em ambiente
hostil, como descrito, por exemplo, em Aspergillus fumigatus (HAMILTON & HOLDOM,
1999).

A possibilidade do uso de fungos entomopatogénicos para o controle de artropodes,
tem aumentado o interesse na significancia bioldgica das SODs na interagdo entre
hospedeiro-patogeno, com interesse particular em sua possivel fun¢do na sobrevivéncia do
patogeno durante o processo de infeccdo. Uma grande variedade de fungos possui pelo
menos duas das trés formas mais comuns de SODs. Além da MnSOD mitocondrial,
CuZnSODs tém sido encontradas em varios fungos que sdo patogénicos para plantas e

animais, incluindo Humicola lutea (DOLASHKA-ANGELOVA et al, 1999a ¢ b),
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Cryptococcus neoformans (CHATUVERDI et al., 2001), Candida albicans (HWANG et
al., 1999; RHIE et al., 1999). Botrytis cinetea (GUL-AD et al., 2000), diversas espécies de
aspergilus (HOLDOM et al.,, 1996; HOLDOM & HAMILTON, 1999), Uromyces
appendicullatis (LAMBOY et al., 1995) e Fusarium oxysporum (KONO et al., 1995).

Metarhizium anisopliae possui pelo menos trés atividades SOD, identificadas como
CuZnSOD, MnSOD e FeSOD. A presenca destas trés atividades distintas pode ser
explicada por algumas hipoteses como: a capacidade destas enzimas de protegerem
diferentes alvos celulares de danos provocados por oxirradicais, como demonstrado para a
FeSOD ¢ MnSOD de E. coli (HOPKIN et al., 1992); a protegdo dos constituintes celulares
do fungo contra espécies reativas de oxigénio, produzidas pelo proprio fungo para romper
o tecido do hospedeiro; e maior patogenicidade (SCHRANK et al., 1993).

Alguns estudos demonstraram que a exposicdo de M. anisopliae a radiacdo solar
pode afetar negativamente a germinagdo dos esporos do fungo (ZIMMERMAN, 1982;
ALVES et al., 1998; BRAGA et al., 2001), devido a presenca de raios ultravioletas (UV).
Existem evidéncias de que a radiagdo UV pode gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) e
conseqiientemente induzir danos celulares e a0 DNA (TYREL & PIDOUX, 1989; WETI et
al., 1997); portanto, a atividade de SODs como agentes de prote¢do pode significaram fator
importante de viruléncia. BITTENCOURT (1998) observou que esporos de M anisopliae
continham maior quantidade de FeSOD em relacdo As outras formas de SOD, que pode
sugerir que a FeSOD seja uma enzima de protecdo dos esporos. No entanto, essa hipdtese
ainda necessita de maiores evidéncias para sua comprovagao.

A demonstragdo da presen¢a de FeSOD em M. anisopliae e em F. oxysporum abre
diversas perspectivas interessantes em relagdo a : 1) evolu¢do das SODs, pois FeSOD ¢
normalmente acreditada como sendo uma forma procaridtica; ii) os genes que as
codificam; e iii) o papel fisioldgico de cada uma delas. Sugere ainda, que esta enzima pode
estar mais freqiientemente presente em eucariotos do que se supunha, a exemplo das
CuZnSODs procaridticas, que apenas recentemente comegaram a ser descritas (BENOV &
FRIDOVICH, 1994; KROLL et al., 1995; WU et al., 1998).

Em nosso trabalho também foi observada a presenga de trés enzimas SODs nos
extratos celulares de M. anisopliae. As atividades SOD encontradas foram determinadas
em géis nativos corados com NBT como sendo: uma atividade de migragdao mais rapida e
sensivel a H,O,, identificada como FeSOD; uma SOD de migragdo intermedidria, ndo

inibida por KCN ou H,0,, identificada como MnSOD; e uma SOD de migragao mais lenta,
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sensivel a KCN e H,0,, identificada como CuZnSOD. Em alguns géis de atividade, foi
observada a presenca de uma banda extra de atividade SOD, proxima a de migragao lenta,
igualmente inibida por KCN. Esta banda extra, comum em géis que utilizam riboflavina, ¢
geralmente sugerida como um excesso de enzima ou uma variante e, em alguns casos, a
mesma enzima nao totalmente saturada com o ion metélico ou que tenha sofrido alguma
modificagao irreversivel (FRIDOVICH, 1974, 1975; VALENTINE & PANTOLIANO,
1981 Apud SCHRANK, 1988).

A metaloenzima CuZnSOD de M. anisopliae foi isolada e purificada, apresentando
uma massa presumida em géis desnaturantes, de aproxidamente 20 KDa, conforme
anteriormente descrito por BITTENCOURT (1998). Comparado ao protocolo de
BITTENCOURT (1998), a cromatografia de gel filtragdo foi substituida, com sucesso, por
uma cromatografia de afinidade, apresentando ganho no rendimento total de 92%, em
relacdo ao rendimento final encontrado na gel filtragdo. Em relacdo a amostra inicial
(P95%), o fator de purificacdo foi de 140% maior que o encontrado por BITTENCOURT
(1998).

Nos ensaios espectrofotométricos, a CuZnSOD purifica de M. anisopliae foi inibida
por 2 mM de KCN, conforme previsto, uma vez que a CuZnSOD ¢ uma enzima sensivel ao
CN™ (ROTILIO et al., 1972). Inibig¢ao da atividade em presenca de 2 mM de perdxido de
hidrogénio também foi observada, de acordo com o descrito na literatura para esta enzima
(PRIVALE & FRIDOVICH, 1987). PMSF (2 mM) e cloreto de mercurio (5 mM) inibiram
a atividade da enzima, no entanto este resultado ndo estd de acordo com o esperado, pois
estes inibidores sdo conhecidos por sua afinidade por serinas e cisteinas reativas, que nao
estdo presentes no centro ativo da enzima (TAINER et al., 1983). Essa inibi¢do da
atividade enzimatica pode ser devido a alguma ligagdo inespecifica destes inibidores em
algum residuo ndo-reativo presente na enzima, provocando alguma mudanga
conformacional como a descrita, por exemplo, para acetilcolinaesterase em presenca de
PMSF (MOSS & FAHRNEY, 1978) ou um impedimento estéreo como observado para
urease em presenca de acido-para-amino-benzdico (PABA), um inibidor equivalente ao
cloreto de mercurio.

As duas outras formas de SODs de M. anisopliae, FeSOD ¢ MnSOD, também
estavam presentes nos extratos, no entanto, ndo foi possivel a sua purificagdo total. A
enzima MnSOD ndo foi detectada em nenhuma fracdo durante as cromatografias, A

FeSOD foi detectada no segundo pico de Ajsp na cromatografia de troca iOnica, mas a

57



analise, por géis desnaturantes destas fracdes revelou a presenga de diversas proteinas, o
que impossibilitou sua aplicagdo direta em resina de gel filtracao.

Por possuirem alta similaridade, tanto estrutural, quanto na sua seqiiéncia
presumida de aminoacidos (PARKER et al., 1987; PARKER & BLAKE, 1988), as formas
Fe- e MnSOD sao bastante dificeis de serem isoladas e purificadas. Uma alternativa ¢ o usa
da cromatografia de afinidade, em resinas saturadas com cofatores metélicos especificos
para cada uma delas. Nenhum extrato de M. anisopliae contendo atividade FeSOD ou
MnSOD, foi eficientemente purificado nas resinas testadas em nosso trabalho. A ndo
ligagio dessas formas de SOD na resina saturada com Cu®’ era esperada, devido a
especificidade quase absoluta pelo metal (BEYER et al., 1989). No entanto, a aplicagdo
das fracdes contendo atividade FeSOD em resina saturada com Fe’+, ndo resultou numa
purificagdo da enzima, pois a proteina ndo ficou retida na coluna. Uma alternativa para a
purificacdo destas formas de SOD pode ser a retirada dos ions metalicos do centro ativo
das enzimas, através de dialise sucessiva da amostra (BOUNDS et al., 2002), antes de
aplica-la em resinas saturadas com Fe*' ou Mn3+; assim, a eluicdo da enzima reconstituida
poderia ser efetuada pela aplicagdo de EDTA ou cloreto de guanidina.

Em nosso trabalho a enzima CuZnSOD de M. anisopliae foi purificada e
caracterizada, apresentando uma massa molecular de ~20 KDa e sensibilidade a cianeto de
potéssio e peroxido de hidrogénio, sendo a cromatografia de gel filtracdo substituida, com
sucesso, por uma cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC).

A purificagdo de cada uma das SODs descritas para M. anisopliae, ¢ um passo
importante para a elucidacao da fungdo destas enzimas durante processo metabolicos € no
processo de infecgdo de M. anisopliae em seus hospedeiros. A producdo de anticorpos
mono- e policlonais contra estas proteinas,e sua posterior aplicagdo na determinagdo da
localiza¢do celular de cada uma, ¢ um destes passos. Além disso, pode facilitar o
isolamento de genes que codificam para as SODs, possibilitando a obten¢ao de mutantes

e/ou linhagens transgénicas e estudos da expressdo destas proteinas.
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	Tabela 1.  Metarhizium anisopliae e seu uso como agente no controle biológico de pragas (Modificado de AZEVEDO, 1998).
	PRAGA/NOME VULGAR
	APLICAÇÃO

	SITUAÇÃO
	Cigarrinhas
	Pastagens
	Cigarrinhas
	Cana-de-açúcar
	Panstrongylus megistis
	Barbeiro
	Saúde
	Broca do café
	Café
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	As frações eluídas da cromatografia de troca iônica, e que continham atividade SOD, foram reunidas em duas frações separadas: DEAE-(frações de 6 a 10), contendo a atividade CuZnSOD e DEAE-(frações 25 e 26), contendo a atividade FeSOD.
	A fração DEAE-(6 a 10) foi aplicada em coluna Hit rap Chelating Sepharose - 1mL (Amersham Biosciences) saturada com Cu2+ (Figura 19). O pH das frações eluídas não apresentou variação significativa. A absorbância a 280 nm revelou a presença de um pico de absorção após a aplicação do gradiente de cloreto de amônio (Figura 19).
	5. Discussão


