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ABREVI ATURAS USADAS

ARS - Aminoacil ~tRNA sintetases

tRNA - Acido ribonucleico transportador
mRNA - Acido ribonucleico mensageiro
rRNA -~ Acido ribonucleico ribossomal

DNA -~ Acidn desdxirribonucleico

ATP Adenosina trifosfato

H

ADFP -~ Adenosina Difosfato

t

2P Adenosina monofosfato

KM - Constante de Michaelis

DEAE - Dietilaminocetil

ApéA - P3P4 di{Adenosina 5’3 tetrafosfato
Pi - Fosfato inorganico

PPi - Pirofosfato inorganico

GSH ~ Glutationa reduzida

FMSF - Fluoreto de Metil sulfonila

Tris = tris (hidroximetil aminometano)
PPO ~ 2,5~ difenil oxazol

POFOF - 1,4 - bis - 2(4 metil - 5 fenil oxazoelil) benzeno
Ac - Acetato

a.= ~ atividade especifica

¥ = Velocidade de reaclo enzimitica

U « Unidade de atividade enzimatica



INTRODUCAO

Az aminocacil~LRMNA sintetases [E.C. 8.1.1.3] s3c enzimas que
catalizam a reacio da aminoacilacio, com a formaclo do
aminoacil-tRNA, que & o primeireo passce da zintese de proteinas
{Schimnmel 19782, Estas enzimas, largamente distribuidas em todos
o5 organismos, 2stio envolvidas com as regras do cddigo gendtico
que dirigem oS passos essenclals da manutencico da hereaditariedade -
das moléculas bioldgicas.

A reacio catalisada pelas ARS pode ocorrer em duas =btapas;
snvol ve tLres subsiratos e promove a formacio de trés produtos,
tende a participaco do ion magnésioc come estabilizador dos
grupos fosfato carregados negativamente.

Na primeira etapa o aminciacido mais uma molécula de ATP
reagen produzi ndo um composto intermediirio, o
aminoaciladenilato, sende liberada uma molécula de pirofosfato. O
aminoaciladenilato € uma molécula altamente energética e esta
energia € utilizada para, juntamente com o LRNA especifico para o
aminocicideo em questio, formar o aminoacil tRMA, na segunda etapa
da reacdo. Uma molécula de AMP & entic liberada.

© tRNA & chamado de adaptador molecular porque pelo
pareamento de seu anticddon, reconhece oz cddons do mRNA,
possibilitande a correta {ormacl8o da cadeia polipeptidica. Se a
gspecificidade intermolecul ar das reacdes envolvidas em tbdo este
processo nio fosse Lio alta, estariam sendo introduzidos erros na

proteina em formacio.



a) Histdrico

Az ARS de mamiferos foram descobertas em 18988 (Heoaglandd e=de
bactérias em 1956 (Bergd.

Anteriormente haviam sido feitos estudos sobre a
incorporacic de alanina radioativa a proteinas em fracdes figado
de rato CSickevitz, 1831). Paralelamente estava sendo relacionado
o efeito do ATP na incorporacgio de aminodcidos a proteinas
(Zamecnik e Keller, 19840 e também estava sendo estudada a
relaclo entre LRNA e sintese de proteinas (lLittlefield o Keller,
19885,

Em plantas as ARS  foram detectadas inicialmente em
microssomocs de ervilhas (Webster 128872 e em folhas de espinafre

{Clark, 1888).

b) Purificacio

A purificacfo das ARS emprega usualmente processos como
fracionamento celular, precipitacio diferencial de proteinas com
sulfato de aménio., cromatografias de troca idnica cCoOmo
DEAE-~celuloze e Fosfocelulose e de adsorgleo coms o gel de
hidroxiapatita. A filiracd3c em gel, principalmente Sephadex &
usada geralmente para retirada do sulfato de ambnio utilizado na
precipitacio diferencial de proteinas.

O grau de homogensidade obtido na purificac3c das ARS &
diferente em cada case. Aldém dos métodos citados acima, podem ser
empregadas as cromatogralfias em afinidade, onde a enzima € eluida

com substratos da reac3oc. A cromatografia em afinidade mais

utilizada para as AKS emprega Sepharose ligada ao tRNA ou ligada



ao Cibacron Blue. CM@@ e Piszkiewics, 19763,

Atual mente, com as técnicas de clonagem do gen especifico
para a snzima pode haver uma amplificacio da guantidade de enzima
exictente em determinada célula. O rendimento da purificacio é

bem malor nesites casos.

¢ Estrutura das Aminocacil tRNA Sintetases
Independente da reacfo comum catalisada pelas ARS, h& muite

pouce em termos estruturais que justifique o fato destas enzimas

estarem colocadas em uma dGnica classe. Uma caracteristica
interessante desta classe € seu polimorfismo de tamanho. A
heterogeneidade & relativa tanto aos pesos moleculares, gue

variam desde 58000 atd 380. 000, quanto A estrutura quaternaria.

Existem guatro tipos de estrutura quaternaria: o, a, o @

Entre as enzimas monoméricas - do tipo a - sio enconbtradas a
arginil-, a glutamil-, a glutaminil-, iscleucil-, leucil- e
valil-tENA sintetases, sendo que as tré&s primeiras tém peso
molecular menor gue 7B000 e as demais tem peso molecular por
volta de 100, 000,

A maioria das ARS & dimérica (do tipo o%), sendo gue o peso
molecular de cada mondmero pode variar desde 3BC0O0 até 100, O0O0.
Entre estes situam~se a aspartil -, asparaginil -, histidil -,
lisil -, metionil -, prolil -, seril -, treonil -, triptofanil -
2 tirosil - tRNA sintetases.

A glicil—- e fenilalanil ~ tRNA sinteteses s3o do tipo caﬁ; e

a alanil - tRNA sintetase & do tipo &, Seus pesos molecul ares



situam-se entre 200.000 e 380,000 Estes dados podem ser
verificados no trabalho de revisao realizado por (Schimmel 1887).

E conhecido que tanto a estrutura guaterniaria quanto o péso
molecular de uma enzima que corresponde a determinado aminoicido
z30 conzervados através de diversos organismos durante a
avolucio.

Foram localizadas repeti¢des de determinadas sequencias de
aminoicidos em enzimas que apresentam cadeias polipepeptidicas
maiores tais como a Isoleucil tRNA sintetase de E. coli gque & um
mondmero de peso molecular igual a 108.000. (Baldwin, 19882

Sabe-ze Lambém gque ha homologias de sequénci as d=
amincicidos entre enzimas correspondentes a um mesmo aminocicido
mas provenientes de fontes diferentes, comoe € o caso da
treonil -tRNA sinteta=zse mitocondrial de 5. cerevisiae e a
trecnil-tRNA sintetase deE. coli gque apresentam 38% de
homologia entre as sequéncias repetidas nas mesmas enzimas
CHirsch & col., 1968; von der Haar, 1978).

Do ponto de vista genético, estes fatos podem ser explicados
através de mecani smos para gerar di versidade tais Como
duplicacdes parciais ou totais de genes, seguidos por divergéncia
das sequéncias duplicadas. Mas, o fato da estrutura guaterniria e
do peso molecular haverem sido preservados ac longo da evolucSo
para uma mesma enzima especifica de determinade aminocdcido torna
difieil a explicacdo das repetic®es de sequéncias internas do
ponto de vista evolutivo.

A homol ogia existeonte antra sequéncias repatidas

internamente em encsimas especificas para © mesmo amincicidoe s



vezes nic & muito forte. As diferencas podem ser devidas &
especificidade no reconhecimento do LRMA que & diferente nas
diversas fontes de cada enzima CSchimmel, 1973, 19890,

A glutaminil - tRNA sintetase de citoplasma de levedura (Lee
e col,18B7) & maior gue a mesma enzima de E. coli (Fowers e
col.1978), havends uma diferenca de 309 aminocicidos na porgio
terminal. A diferenca de tamanho entre sintetases especificas
para um mesmo aminoidcide pode estar indicande que axistem
sequéncias que ndo estlo associadas com a fungio aminoaciladora
da enzima.

Através da manipulacico de genes que codificam para as ARS
o feitos estudos sobre sua organizacio funcional.

Em relaclc & alanil ~tENA sintetase de E. celi foram feitas
i8 delecdes parcials no gsne gque a codifica para observar que
pelos resultados obtidos do ponto de vista catalitico, esta
enzima tem B75 amincicidos. A remocic de 480 amincacidos da
porcio carboxi terminal resulta em uma proteina monomérica,
estivel e gue apresenta sintese do aminocaciladenilato, mostrando
gque esta sintese n3o depende da formacio de tetrimeros e gue cada
um dos peptideos em separado apresenta esta atividade. Deste meodo
pode ser notado também que a sintese do aminoacil adenilato esté
posicionada na direcfo da porcio amino terminal de proteina
CEchimmel, 1987D.

A atividade amincaciladora também fol estudada por meio da
técnica de deleglo de genes. Esta atividade estd localizada entre
o aminodcido 285 & 468 para a alanil-tRNA sintetase. A atividade

aminoaciladora ocorre mesmo sem a formacfo de tetrimeros. embora



dezte mode ocorra diminuicdo da mesma. Seguénclas importantes
para a formacio do tetramerc foram localizadas entre os
amincicidos 888 = 808, A formaglo de tetrimeros nioc requer
o dominio catalitico funcicocnal (Putmey e <col, 139813, Estes
dados permitiram a construcdo de um modélo hipotético para o
funcionamento catalitico da enzima., Este mod&lo compreends uma
porgfio da cadeia polipeptidica denominada enzima central 2 qual
partes dispensiveis 3 catdlise, maz que tém outras funcdes
poderiam ser adicionadas. A enzima central seria entio,
conztituida de= unidades funcionais ao longo da cadeia
polipeptidica tal que a sintese do amincaciladenilato seja
feita por sequencias localizadas perlo da porcdo amino terminal
da molécula e o reconhecimente do LERNA & feito por estas
sequéneias e por aquelas localizadas adiante destas na
direciio da porclo carboxi terminal (Schimmel., 1883D.

A tirosil-tRNA sintetase de B. stearcthermophilus foi

estudada do ponto de vista estrutura-catilise. E constituida de
um dimero de duas subunidades de peso molecular 37000 gue ligam
apgnas um mol de tirosina e um mol de tRNA e formam rapidamente
um mol de tirosiladenilato. Gracas ao fato da enzima ser
termoestavel, sua purificac3c & clonagem foram facilitadas. Foram
obtidos inclusive cristais analisados por difrac3o de raios X.

Az ligacdes complementares entre © tirosiladenilato e §
sitio ativo da enzima foram estabelecidos com base em pontes de
hidrogénico formadas entre os res{iducs de amincdcidos do sitio
ativo e porgdes com alguma densidade de carga elétrica do

substrato. Os residucs do sitic ative que se ligam com a cadeia



lateral dda tirosina através de pontes de hidrogénio = também os
residucs gue se ligam A ribose do AMP foram estabelecidos,
reforgande a idéia mostirada anteriormente segundo a qual a
sintese do adenilato estd situada na porcdo inicial da cadeia
polipeptidica. Um mecanismo quimico foli proposto para a ativacfo
de tirosina. Este mecanismo envolve o ataque do ion carboxilato
da tirosina - gue atua como nucledfilo - ac grupo o fosforil do
ATP, para gerar um intermedidrio pentacoordenado gques elimina
pirofosfato de magnésic, que funciona como grupo de saida.
CFersht, 1987

Para a tirosil tRNA sintetase de B. stearothermophilus =

para a metionil-tRNA =zintetase de E. coli (Zelwer, 18978) foram
obtidos dados cristalograficos evidenciande a presenca da dobra
do nucleotideoc. C(Rossman e col., 19742 Esta estrutura,
composta por pregas 3 e o hélices associadas, comeca perto da
por¢Bc amino terminal da molécula e se estende por 200
amincécidos. Esta porg¢lo estrutural & util na purificac3o de
proteinas ac ser utilizada a cromatografia de afinidade Blue
Sephaross CL. 6B devido & afinidade que o grupoc croméforo
desta resina tem possivelmente pela dobra do nucleotideo.
CThompson e col, 18785

Outra caracteri{istica importante relacionada com a porc¢io
catalitica da enzima e a dobra do nucleotideo & a sequéncia de
sinalizac8o. Esta sequéncia aparece em vVarias ARS e =itua-se
perto da porcio aminoe terminal.

A sequéncia é compostapor histidina, isocleucina, glicina =

histidina CHIGH) para a tirosil-tRNA sintetase de E. coli e de B,



stearcthermophilus e isoleucil - e glutaminil - (LRNA sintetases

de E, ¢oli.

Outraz sintetases possuem a sequéncia HIGH, onde a histidina
do final da segquéncia estid substitulida por asparagina. ?ade
também ocorrer a substituiclo da histidina inicial por treonina,
as gquais Cum ou oubtrol podem estar sendo responsiavels pela
fixacio do grupo ¥ fosforil do ATP no estado de Lransicio
(Schimmel, 18872,

Quants A& estrutura tercléria fol demonstrade que as

subunidades da tirosil-tRNA sintetase de B stearcthermophilus e

a aspartil-iRNA sintetase tém forma elipscidal. Os dados foram
ocbtidos por cristalografia de raios X sendo que as subunidades
330 assocliadas de maneira simétrica. (Irwin e col, 1976, Dietrich
2 col, 19803,

0 significadeo da estrutura quaternaria c&ﬁé ndo estd claro
ainda. Para a glicil-tRNA sintetase nenhuma subunidade sézinha
tem atividade., Misturando-se ambas as subunidades € obtida tanto
a aminoacilacio quanto a sintese do adenilato., sendo que a cadeia
7 isoladamente liga © tRNA. O sitio ativo, neste caso, pode ter
sido e<riado pela interface das subunidades em uma juncio das
cadeias o« e (3. Esta juncio promove mudancas confaormacionais e faz
com que o©s dominios funcionais figquem pertc uns dos outros,

gerando a atividade catalitica completa. (Schimmel, 1987>.

d} 0 reconhecimento do tRNA
O reconhecimente do tRNA pela enzima é um dos fatores mais

explorados através de métodos como difrac8c de raios X,



comparacio de sequéncias, modificacdes gquimicas, mutacdes sitio
dirigidas, digestio de LRNAs livres ou complexados a sintelases
CSchimmel . 1979, 1889).

O fato dos LENAs apresentarem estruturas tridimensionais
muito parecidas, com diferengas muito peguenas em tamanho torna
complicado o trabalho de deduclo dos sitios necessarios para ©
reconhecimento do tRMA pela enzima,

Compar ando-se dois sistemas de reconhecimento
inter -moleculares como DNA-proteinas gene-regulatdrias e LENA-ARS
podem =ser notadas diferencas interessantes. Para complexos
tRNA-ARS as constantes de dissociac3o s8o da ordem de 10°° M, em
pH 7.8 {(Schimmel, 197D engquanto gque para DNA-proteinas

gene-regulatdérias estas constantes situam-se em 10742

M. © répido
"turn-over"” de gque a enzima necessita explica o tempo de vida
curto do complexo enzima-tRNA, mas limita © grau de discriminac8e
que deve ser coblide na etapa de ligacio.

Esta discriminagdoc € conseguida na segunda etapa da ligac3o
do tRNA & enzima ne estade de transic3o da aminovacilacfo (Fasiolo
e col 1981, Beresten & c¢ol 18830,

Uma dnica ARS reconhece todos os tRNA iscaceptores
existentes para cada amincicido. A existéncia dos LRENA
iscaceptores ¢ devida & degenerescéncia do cédige gendtico onde
cerca de seis sequéncias trinucleotideos podem codificar para um
mesmo amincidcido. Isto mostra que ¢ anticddon nic € fundamental

para a especificidude de reconhecimento enzima-tRNA (Schul man.

19855,



Recentemente foram obtidos dados scbre a interacfo do tLRNA
especifico para a alanina de E. coli  com a sintetase
correspondente mostrando que o terminal 3’ deste LRNA liga-se ao
dominio da sintese do adeﬁilato na enzima. Este dominio esti
zituade nos primeiros 368 amincicidos da enzima sendo gue a
Lisina 78 & o principal sitioc da ligagfoc (Hill e col., 19820,

Cligémeros de DNA correspondentes aoc LRNA especifice para
fenilalanina & LRNA especifico para lisina foram sintetizados com
as desoxirriboses e as conclusdes obtidas levam a crer que a
ribose n3o & fundamental para a aminocacilaclo do tLRNA (Khan e

col, 19882,

e} Mecanismo de Reacio

A cinética de reaclc das ARS pode oCorrer de varias
maneiras.

A treonil-tRNA sintetase de figadeo de rato apresenta um
mecanismo ordenadoe do tipo Bi Uni Uni Bi Ping Pong (Cleland
19673, A reacdo de aminocacilaclo ocorre em duas etapas com a
formacio do treonil adenilato na primeira etlapa. Este
intermedidrio estd ligado 3 enzima. A enzima sozinha, liga—se ao
ATP na presenca de ions magnésio e a ligac3c da Treonina soé
ocorre depols que a mesma estiver ligada ao ATP. A presenca do
tRNA decresce a afinidade da enzima pelo ATP CAllende e col,
12692,

A arginil-tRNA sintetase de Neurospora crassa (Nazario e

col, 19745 mostra um mecanismo sequencial ordenado diferente onde

o LENA entra inicialmente no sitio ativo da enzima seguide pela

10



arginina e depols pelo ATP. O pirofosfato e o AMP podem sair aoc
acasc @ © arginil-tRNA & o Ultimo a sair da enzima.

A arginil-, glutamil- & glutaminil-tRNA sintetases ni3o
formam © amincaciladenilate como composto intermedidrio. A reacio
de aminoacilac3c occorre somente em um passe e este mecanisme &
chamado de concomitante porgque os trés substratos entram no sitio
ativo da enzima simultansamente (Loftfield, 1872).

A reacdo de intercimbio ATP-PPi catalizada pela maioria das
ARS ndc & afetada pela presenca de seus tRNAs enquanto que outras
=80 absolutamente dependentes de sua presenca. A glicil- tRNA
sintetase tem a velocidade de intercambio ATP-PPi aumentada duas

a trés vezes quando o LRNA se liga 4 enzima (Ostrem e col., 1974,

£ Outras funcdes das Aminoacil tRNA sintetases

Na presenca da enzima, ATP mals AMP formam o ApéA, que
consiste de dols nucleosideos de adenina unidos por uma sequéncia
de quatro grupamentos fosfato (Randerath e ¢ol,1888). O nivel de
Ap4A dobra quandoe as células de mamiferocs passam do estado de
repousce para o estado proliferativo (Zamecnik e col, 1982).

A triptofanil-tRNA sintetase ji fol encontrada associada 2
DNA polimerase o de germen de trige nas etapas inicials de
purificacdo. A triptofanil-tRNA sintetase estimula a atividade da
DNA polimerase o neste caso & o Ap4A ¢ produzido neste sistema.

Estes dados sugerem uma correlacSoc entre o processo  de
sintese de proteinas e a duplicacZo do DNA {Castroviejo e col,

ig8ad.,

11



E conhecido também o fato do ApéA complexar ions zn®" que
sdo essencials para a atividade de sintetases classificadas como
metalocenzimas, come a triptofanil-tKNA sintetase bovina. Na
ausénecia de Zn’ esta enzima nio produz {riptofaniladenilate mas
passa a hidrolisar ATP a ADP e Pi{, sends gque o GTP também serve
come substirato para esta reaclo, Quando a enzima € reincubada com
zinco a atividade catalitica € restaurada.(Kovaleva e col, 19885,

Esta mesma enzima forma um complexo terniric com a enzima
gliceraldeide -3-fosfato desidrogenase e © RBNA ribosszomal.
Sabe—-se que a Gtriptofanil-tRNA sintetase ndc & encontrada em
complexos multienzimiticos com outras ARS e também nio se liga ao
RMA ribossomal. Pode-se atribuir entic um papel adaptador &
gliceraldeido -3-fosfato de=sidrogenase para auxiliar na
compartimentalizacio da triptofanil —tRNA sintetase aos

polirribossomos (Filomenke e col, 19820,

gy Complexos Multienzimiticos

As ARS de germen de trigo JjA4 foram encontradas como
compl exos multi enzimiticos contendo arginil -, leucil
~.,metionil - e fenilanil- LRNA sintetases (Quintard e col. 1978).

Os complexos de ARS s3c geralmente encontrados com outros
elementos do aparelho de traducfo como LENA, fatores de
elongacio, ou mesmo lipideos. Como as ARS apresentam em sua
estrutura regides altamente carregadas e dominios hidrofébicos,
podem ser propostos modelos onde estas regides sirvam para formar
complexos multienzimaticos e os dominios hidrofébicos atuem

ligande os cvomplexos &s membranas do reticule endoplasmitico

12



(Srere, 19872,

Recentemente foram encontrados B8 ARS associadas em  um
complexo de células de eritroleucemia murina CNorcum, 19830,

Em figadoe de coelho foi detectade um complexo contendo
virias sintetases. Na presenca deste complexo a caseina fol
fosforilada, encontrando-se entic uma atividade de caseina
quinase 1 no complexo.

As ARS encontradas neste complexo também s3o fosforiladas
por =sta caseina gquinase, o que diminui a atividade catalitica
das enzimas, ressaltande o© processo de fosforilaclio como

regul ador de mecanismos celulares (Eliazarov & col, 19890,

hy Regulagio da Biossintese das ARS

A alanil-tRNA sintetase liga-se a uma sequéncia especifica
do DNA e regula a transcricgido do gene gue a codifica.(Putney e
col, 18812, Neste sentido, as sequéncias adicionais & porgio
catalitica da enzima podem estar implicadas nos processos de
controéle.

No caso da treonil-tRNA sintetase a regulacic de sua
picssintese € feila por um mecanismo no qual uma parte da enzima
liga-se ao mRNA e a traducfo € inibida. As sequéncias do mRNA que
s8c ligadas & enzima té&m homologia com tRNA especifico para a
trecnina (Springer e col, 19853,

A literatura relativa as ARS é extensa. Inicialmente as ARS
foram estudadas principalmente do ponto de vista da cinética e
doz mecanismos da reacdo. Com as técnicas de clonagem molecular,

estudos mals aprofundados sobre a estrutura da enzima tem
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surgido.

Outros autores tém localizado as ARS neo contexto de
situacdes alteradas do meio celular como necplasias (Dang e col,
1986) e retroviroses (Sallafrangue e col, 19882, pela influgncia
da =enzima o©ou pela influéncia gue  seu LtRNA exerce no
desenvol vimento destas patologias.

Ultimamente, com a descoberta da capacidade autocatalitica
do ENA, propde-se também uma atividade autoaminocaciladora para os
LtRNA primitivos, onde os mesmos poderiam eles préprios, promover
a ligacd3o do amincicido ao seu terminal aceptor. Fol proposto
também o surgimento do mRNA primitive a partir da sstrutura deste
LRNA (MOller e col, 188902, A partir destas idéias, supde-se que

as ARS surgiram mails tardiamente na eveluclo da vida na terra.

i) Objetivos da Tese

O objetivo da tese fol centrado principalmente no trabalho
de purificaclo da treonil LRNA sintetase de germen de trigo e
também na obtencio de alguns dados sobre a cingtica da reacio
catalisada por esta enzima.

Muitas ARS de germen de trige ja foram purificadas.

Em 1883, partinde do germen de Ltrigo foli obtida uma
valil-LRNA zintetase purificada cerca de 300 vezes (Moustafa e
Lyvttleton>.

Qutras ARE de germen de trigo tém sido purificadas desde
entio, como a metionil LRNA sintetase que fol purificada tanto

proveniente do citoplasma quanto do cloroplasto,.
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Também foram purificadas ; fenilanil ~tRMA sintetase (Carias
s Julisn. 19782, & glutamil-tRNA sintetase gque fol isclada
de mais de um compartimento celular apresentando diferentes
formas (Ratinaud & Thomas., 19832 e a leucil - @ arginil -tENA
sintetases gue também foram estudadas sob efsitce de solugdes
contendo ribossomos (Qarias & Mouricot, 18782,

Mais recentemente foi obltida a tirosili-tRBENA sintstase de
germen de Gtrigo, purificada cerca de BD0OOC vezes. utilizando
cromatografia de afinidade (Quivy e Chroboczek, 19873.

Nesta tese foi obtida uma enzima purificada cerca de 180
VEeZOS utilizando cromafotograflias M DEAE-—celul ose,
fosforelulose 2 Blue Sepharose CL BB, Foram cobiidos também alguns
dados sobre a cindtica da reacio relacionados a infludncia da
concentracio de substratos. alguns cations, pH., tempo, e analogos
de ATF, na velocidade da reacio,

Foi também testada a capacidade aminoaciladora da enzima.
Eztes dados foram comparados com dados obtidos Nnoe mEsmo
laboratério, porém com treconil-~LENA sintotases de mamiferos coma

figado de rato CAcyama, 18740 & figado bovino (Barbosa, 19812,
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2.

MATERIAL E METODOS

Material

DEAE - celulose, Fosfocelulose, Germen de Trigo, ATP e seus
andlogos, tRNA de Gérmen de Trigo & Treonina sdo de procedéncia

da Sigma Chemical Company (USAD,

Carvido ativo & a resina Dowex lag 1x8 €Cly s3o de procedencia

Herck.

Blue Sepharose CL 6B foi de procedéncia da Pharmacia.

(14C)L Treonina foi adguirida de Shwartz-sMann (USA

Csap) Fosfato de 36dio foi obtido da CNEN (530 Paulol
POPOP & PPO foram obltidos da Beckman

Papel de filtro 3MM foi obtido da Whatmann Biochemicals

Filtros de niirocelulose C(HAWP) porosidade 0,45 m foram

obtidos da Millipore Filter Corporation (USAD

Os demais reagentes utilizados si3o de pureza analitica
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TAMPSES UTILIZADOS

Tamp3c A
Tris—-HCl
KC1

Mg C1

GSH

PMEF

Tamp3ic B
Tris—-HC1
? mercaptoetanocl

Mg Clz

Tampic C
K H PO

2 4
Mg Cl2

7 mercaptoetancl
Tampic D
KH PO

2 -+

? mercaptoetanol

Tampic E

fdem tampZo D contendo NaCl 0,028 M

0,08 M
0,08 M
0,01 M
0,001 M

0,001 M

0,08 M
0,008 M

0,01 M

C,01 M
OC,007 M

C,005 M

0,008 M

C,01 M

17
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Tampice F
idem tampic D contendo acetato de magnésioc 0,008 M
Tampio G

Iidem tampio F contendo ATF 0,004 M

APARELHAGEM

Espectrofotdmetro Zeiss PMQ II

pHmetroe Ambriex

Coletor de fracdeszs Incibris

Contador de Cintilaclo Liguida Beckman LS100C
Centrifuga Refrigerada Internacional IEC

Ultracentrifuga Beckman LE 68
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HETODOS

Ad - PREPARACAO DO CARVAO ATIVO

0 métode utilizado fol uma modificacio do metodo descritioc por
Karnberg e Stadtman (18973,

H Cl BM fol adicicnado ao carvio na proporgcidc de 10ml-g de
Tarvao,

A mistura §foi agitada com bastic de vidro e deixada
zedimentar. Apds duas heoras foi retirado o sobrenadanis Zcido.

O carvioc foi reszuspensc em Agua destilada, deixado sedimentar
= & Agua sobrenadante foi desprezada. Este procsdimento
foirepetido até gue a Aagua scbrenadante nd3c contivesse mais
acidez.

Foi preparada uma soclucio contende 20g de carvioc em 100ml de agua.

0 carvic deve ser padronizado em relacic 2 sua capacidade de
adsorver AP e para isso uma solucio de ATP de concentracio
conhecida foi adicionada ao carvio ative., A misturas Foi agitada,
centrifugada e a concentracic de ATP do sobrenadante foi
determinada especitrofotométricamente em 2650 pm. A solucioc de
carvio fol adicionada até gue no sobrenadante nic fosse mais
observado  ATP. Dezta maneira foi possivel determinar gual a
quantidade de AIF suficiente para absorcic de ATP contido no

ensalo snzimatico.

B> - PREPARACA0O DO PIROFOSFATO RADIOATIVO
Foi empregade o método descrito por Bergman C1982).

A iml de (’°PD fosfato dibisico de sddio (1 a 3 mCid =io
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adicionadozs 20 u moles de fosfato dibisico de zddic comoe
carregador. Esta mistura foi colocada para evaporar em uma estufa
a 707C, durante uma noite em cadinho de porcelana. kEste material
for entic colocado em uma mufla a  400°C durante uma hora.

Apés © resiriamento o material foi dissolvide =m
aproximadamente 15 ml de agua. A solugfo obtida foi filirada
através de uma coluna de Dowex 1 (forma Cloreted(Sem > e lavada
som 20 a 30 ml de agua. A coluna ol depoig lavada com H C1 ©.01
M contenda Li Cl Q.08 M & fracdes de 18 ml sfc coletadas. O
fosfate i1inorgénice foi eluide nos trés primeiros tubos e o
pirofosfateo fol esluido entre os tubos 14 e 28. 0s tubos contendo

© pirofosfato =30 recolhidos, sendo o pH acertado para 7.8 com

hidréxido de sodio. Amostras de 20 ml foram guardados a -20°C.

C) -~ ATIVACAQO DA DEAE-Celulose

A DEAE-celuloss foi ativada de acorde com Pstersen o
Sober(l9682). A resina fol tratada com hidréxideo de sdéddio 1IN e
filtrada até que nidc houvesse mais coloracio no filtrado.

A resina fol lavada com 4gua destilada até que o pH
estivesse proximoe ac da dgua. Em seguida H ¢l foi adicionade até
que asuspensio estivesse fortemente dcida, a resina foifiltradas e
lavada rapidamente até a eliminaclo total do Zcido.

A resina fol entic novamente ressuspensa com hidréxido de
zddio, filirada e lavada até a eliminacio da alecalinidade.

guardada a 5°C sm presenca de algumas gotas de n-butanol como

sonservante,
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D) - ATIVACAO DE FOSFOCELULOSE

A fosfocelulose foli tratada da mesma maneira gue a DEAE-

cel ul ose,

E) - PREPARACAO DE HIDROXIAPATITA

A hidréxiapatita foi preparada de acordo com o método de
LevinClB8ss.

NaZ'HPei 0.5 e CaClz 0,BM foram gotejados através de dois
funis de separacic em um beguer de 5 litros, ao qual era adaptado um
agl tador mecinico com uma velocidade de 80 rpm; no beguer iniciou-ze
a formacifo de um precipitado. As=im que as solucdes dos funis
acabaria osobrenadante fol decantado com o auxilio de uma trompa de
Agua. O precipitado fol entio lavado gquatro vezes com dgua destilada.

Em cada lavagem foram empregados 2 litros de agua qgue foram
eliminades apds a completa deposicio do precipitado.

A zeguir, mais trés litros de dgua e 100 ml de NaCOH O,8N foram
adicionados sob agitaclo e aguecimento suave, durante uma hora. O
foanfato de cidleio entic formado ol deixado decantar e o sobrenadante
foi retirado. Lavou-sze com Agua destilada novamente, como descrito
acima por trés vezes. Apds este procedimento, tampic fosfato O,01M
pH 68,8 (2 a 412 foi adicionado com aquecimento e agitacio até o
infecio da ebulicio. 0O precipitade foi delxade sedimentar e o
sobrenadante foi retirado. Esta operacico foirepetida mais duas vezes
com © tampio O, 01 M 2 duas vezes <com tampio O.00IM durante 15
minutos cada wvez. A hidroxiapatita entio obtida feoiarmazenads em
tampio fosfato O.001M pH 6,8 2 5°C, contendo algumas gotas de

clorotdrmio como vonservanbie,
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F) ~ PURIFICACAOC DA ENZIMA

1. Extracio:

¢ Germen de Ltrigoe ol maceradoe em almofariz, a 4°C, com
quatro porgdes de tampio A para uma porgdo de Germen e filtirado
em gaze., O filtrado folcentrifugade a 12000xyg durante 10 minutos
a 4°C para eliminac3o de ntlcleos, restos celulares e
mitocdndrias,

Todas as etapas gque se seguem foram realizadas a 4°c.

O sobrenadante obltido fol submetido a uma centrifugacio a
105. 000xg durante B0 minutos para eliminaclo da frac3o
microssomal. O sobrenadante resultante desta centrifugacio
{fracic 10 foisubmetido & saturaclo com sulfateo de ambnio entre
20 e 70% da seguinte maneira: o© sobrenadante foicolocads em um
bequer e fol iniclada a adiclo de sulfato de amdnic sélido, sob
agitacio, até que fosse obtida uma soluglc 20% saturada. Duas
horas apds o inicio da adi¢l3o do sulfato de amonio o extrato foi
submetido a uma centrifugacldo a 12000xg durante 10 minutes. O
precipitado obtido a partir desta centrifugac3o foi desprezado e
ao sobrenadante fol adicionade, sob agitacldo, sulfate de amonio
até que se obtivesse 70% de saturacfo. Duas horas apdés ¢ inicio
da adicBo do sulfato de amonio, © extrate foi centrifugado a
12000xg durante 10 minutos. O sobrenadante obtido foi desprezado
€ © precipitado fol ressuspenso no menor volume de tampioc B

{fracac 23.
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2. Cromotografia em DEAE-Celulose

A fraci3c 2 fol colocada para dialisar em tampdo B durante
uma noite. Quando ndo havia mais sulfateo de amonic (Leste com
zolucfe de Bario em meio Scido) a fragfo feol aplicada em uma
coluna de DEAE-Celulose(BxEBcemd préviamentie equilibrada com o
mesmoe tampdo. Apds a aplicac¢foc do material a coluna foi lavada

com tampioc B até que a absorbancia em 280 nm estivesse inferior a

0.1. A enzima foi eluida através da aplicac3o deum gradiente
continue de K Cl entre O e 0,5M em tampic B, com volume
final de 1000 ml. HNas frag¢des coletadas, a atividade
enzimatica e & concentracio de proteinas CﬁEso) foram

determinadas. &s fracdes gque apresentam atividade enzimitica
foram reunidas & precipitadaz com sulfato de amonio até 70X de
saturacio.

0 precipitado obtido foi dissolwvido no menor volume de

tampio C. (fracdo 32.

3. Cromotografia em Fosfocelulose

A fraglo 3 foil dialisada em tampio C e foi entfio aplicada em
coluna de fosfocelulosel(3xlZ2cemd préviamente equilibrada com o
mesmo tampido. A coluna foi entdo lavada com tamp3o € até que a
absorbancia em 280 nm estivesse inferior 0,1.

_Um gradiente continuo de K Cl1 entre O e 0,5M em tamp3c C com
volume final de 300 ml fol aplicade na c¢oluna para eluig¢io da
2nzima.

Foram coletadas fracdes de 1Sml e a atividade enzimitica e a

abzorbincia a 280 nm foram determinadas. As  fracdes que
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apresentaram atividade enzimadtica foramreunidas e precipitadas
com sulfato de amonio a 70% de saturaclo. O precipitade foi

dissolvido em tampio C (fraclo 42.

4. Cromatografia em hidroxiapatitas

A fraclo 4 fol dialisada em tamp3o C e colocada em um bequer
contendo 50 ml de hidroxiapatita que foi deixado sob agitac3o em
banho de gélo durante 30 minutos. A hidr‘oxiapatita. fol entao
centrifugada a 10.000xg durante 10 minutos.

A atividade enzimitica de sobrenadante foideterminada:; nio
existindo mais atividade enzimatica significa gque toda a enzima
contida na fracio 4 fol adsorvida pela hidréxiapatita. Se acaso
ainda existisse atividade, mais hidroxiapatita deveria ser
adicionada e o processo de agitaclo e centrifugaclfo foi repetido.,
Para eluicdo da enzima, ac precipitado obtide foi adiciocnade, em
etapas, tampfo fosfato de sdédic pH 7,5 contendo 2 mercaptoetanol
O, OOBM = acetato de magnésio O, OO7M em concentracdes
crescantes. Centre 0,.1M & O,3MD.

O precipitado de hidroxiapatita ‘contendm atividade
enzimatica foi ressuspensc no tampio, deixado sob agitacioc por 30
minutos e centrifugado a 12000xg por 10 minutos.

Esta operacdoc fol repetida para as diferentes concentracdes
do tampido. A atividade enzimitica e a absorbincia em 280 nm foram
determinadas nos sobrenadantes de cada tratamento.

As  fracgdes com atividade enzimitica foram reunidas e
submetidas & precipitagclio com sulfato de amonic a 70% de

saturagio. O precipitado obtido foi ressuspense em tampio C
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contendo 20% de glicerol e armazenado a -20°C. C(fracio %)

5, Cromatografia em Blue Sepharose CL BB

A frac3o 4 obtida a partir da cromatografia em fosfocelulose
foi dialisada em tampdo D e aplicada em uma coluna de Blue
Sepharose CL BB que fol previamente equilibrada com ¢ mesmo
tamp3o. A coluna foi entfoc lavada com os tampdes E, F, G e D
nesta ordem. Foi aplicado ent8o, um gradiente continuo de ATFP
entre O e 20 mM em tampdo D, com volume final de 20 ml., Foram
coletadas fracdes de 2 ml cada onde fol determinada a atividade
enzimdtica. As fracdes gue apresentavaatividade foramreunidas e
submetidas a precipitacfioc com sulfato de amonio. O precipitado
obtide foi ressuspense em tampio D contendo glicerocl 204 e
acetato de magnésico suficiente para gue a solucio resultando-se

em O,008M neste sal., Fol armazenada a “800(:. Cfracio B2

G - DETERMINACZO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

1. Método de Intercimbio Isotdépico ATP-Pirofosfato
Este método descrito poracorde com Papas e Mehler(1970) foi
utilizado para determinacio de atividade enzimitica durante a
purificacdc e também nos experimentos feitog com finalidade de
determinacio dos parametros cindticos da enzima.
O melo de reaclo para um volume final de 1ml  continha

TrissH (1 pH 7,5 0O, O1M; Mg(C Ac)e 0,015M; ATP 0, CO2M.

f.~-Treonina 0,01M e C3EP) Na, P 07 0, 002M (30.000 cpm de

4 "2
radicatividade).
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A reacdc fol iniciada pela adicio de 0.2 ml de enzima. Apés
10 minutos de incubac3o a 37°C a reac3o foi paralisada pela
adicdo de 0,8 ml de acido perclorico 7%.

Foram entZo adicionados 0.8 ml de carvio ative 8% p/v e im
de NaéPaO? O.1M. A mistura folagitada e filtrada sobre discos de
papel ¥hatmann 3MM com ajuda de uma bomba de vicue. O material
retido nog filtros foi lavado com Na4P20? O.01M.

Os filtros foram ent3e secos e sua radiocatividade foi
contada em um cintilador{Bsckman, LLS-100C, A atividade

o , az
enzimiatica folexpressa em nmol es de <

P2 pirofosfato
incorporades ao ATP nas condig¢d®es do enzaio.

Una unidade de atividade enzimidtica & definida come a
quantidade de enzima necessiria para incorporar 1in mol de
C*®PIPPL ao ATP.

A wvelocidade de reacdo enzimitica V3 apresentada nas

figuras expressa a quantidade de pirofosfato incorporada aoc ATP

nas condicdes da reacio.

2. Método de aminocacilacioc do tRNA

Este método. de acordo com Allende =& col <1870), fof
utilizado para testar a capacidade aminoaciladora de enzima.

O meio de reacdo para um volume final de 30 HE continha
Tris pH 7,58 0, O30M; KCi 1.10_4M; MgCl O, O025M; GSH 0, OOSM, ATP
0, 0025M, 100mg de tRNA e (14C) Treonina 1.10-8M C160mCrmMol ),

A reaclo fol iniciada pela adic3o de 20 uf de enzima. Apds

18 minutos de incubacl3o a 3I7°C a reacglo foi paralisada pela

adigcldo de 1ml de TCA 10% e filtrada em filtros de nitrocelulose.
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Oz filtraos foram lavados com TCA 8%, sscos & colocados em liquide
de cintilacico, @a radicatividade foi contada em um cintilador. A
atividade da @nzima ol expressa em n moles de {1fC) treonina
incorporada ao LENA, Foram usados 220 ug de enzima nos «nsalos.
Una unidade de atividade enzimatica fol definida comoe =z
quantidade de enzima gue catalisa a incorporacgio de 1 n mol de

514C) Treonina ao LRMNA,

H - DETERMINACAO DA CONCENTRACAD DE PROTEINAS

Fara a realizaclo das tabelas de purificacic fol usado o
mét odo de Warburg e CristianCLayme. 19872, Ne  caso  da
determinacdo de proteinas em amosiras contendce ATP provenientes
da cromatografia em Blue Sepharose CL 6 B fol usade o métodso de

Lowry modificado por Hartree (1872D.

3 - RESULTADOSZ

A. Purificacido Enzimitica

Foram realizadogs {rés tipos de purificacgfco snzimitica onde
sram variadas as cromatografiasas utilizadas, na tentativa de
chbiencdo de uma enzima o mais homogénea possivel,

Nestes trés pipos de purificagfo os procedimentos de
extragido da enzima nioc wvariavam exceto para a gquantidade de
germen de trige utilizada.

Na primeira purificagio foram utilizadas cromatoegrafias em
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DEAE-celyulose e em hidroxdapatita sendo obtida uma enzima

purificada cérca de 20 vezes com rendimento de 14% (tabela 1D

TABELA DE PURIFICACAGC - I

Fracio Vol ume igzzi Unidades |a.e Purif. Rend.
CmlD {mgD Totais Urmg 20

fgééOB;”to 130 [12454 | 14300 1,14 | 1 100
i 118 7314 14980 =,04 1.85 104

= 180 4340 11800 2,30 =,09 80, 4

3 45 714 3378 4,70 4,29 23,8

5 40 as3,2 2000 21,4 19,8 13,3

com este material foi realizado um teste de especificidade para os

20 L amincacidos {tabela 23.
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TABELA 2

Teste de Especificidade Enzimidtica em Relac3c aos L-Aminodcidos na

Reac3c0 de Intercidmbioc ATP-PPi

Aminoacido n moles de PPi Amincacido n moles de PPi

incorporados incorporados
Prolina 52,2 Glicina 42,0
Isoleucina 128,00 Asparagina 47,0
Cisteina 87,0 Glutamina 56,0
Lisina 9g,0 Histidina 180,0
Al anina i28,0 Treonina =08,0
Metionina 122,0 Fenilalanina 68,0
Valina 180,0 Az, Glutimico 42,0
Arginina 60,0 Triptofano 45,0
Leucina 180.0 Tirosina 48,0
Serina 144,0 Ac. Aspértico 50,0

Para © trabalho de tese, basendo-se nesta tabela, foi
escolhida a enzima especifica para a treonina, pois fol uma das
enzimas gue apresentou maior atividade. Nesta purificacBo como
nas demais, © perfil cromatogrifice apresentade gquande foi
aplicads o gr.adiente de K Cl entre O e 0,8M na coluna de
DEAE~celulose mostrou picos gquase gue coincidentes para a
atividade enzimitica & para a concentracio de proteinas.(fig. 12

O perfil cromatogriafico apresentade pela eluicdoc em
gradiente descontinuc das proteinas retidas noc gel de
hidroxiapatita demonsirou que a eluiclio de maior quantidade de
proteinas nic coincidiu com o pico de atividade enzimidtica, ©
pico de proteinas ocorreu com uma concentracio 0,1M de tampdo

fosfato pH 7,8 e o pico de atividade enzimitica ocorreu na
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concentracldc 0,2M do mesmo tampdce (fig. 2J. Também apresentou
alguma atividade enzimitica a fracl3oc eluida com tampido fosfato
O,18M.

| Ho segundo tipe de purificacio realizade, foram utilizadas
cromatografias em DEAE-celulose, fosfocelulose e Hidroxiapatita.
A gquantidade de germen de trigeo foli aumentada na extracgio.

0 volume da coluna de DEAE-—celulose e a guantidade de gel
utilizadas para a realizacfo da cromatografia em hidroxiapatita
também foram aumentadas proporcionalmente ac aumento de proteinas
totais aplicadas em cada cromatografia. Entre esztas duas
cromatografias fol introduzida a oromatografia em fosfocel ul ose,

Embora o wvolume da coluna de DEAE-ceslulose tenha sido
aumentado em relacic i purificac3c anteriormente descrita, o
perfil cromatografico manteve-se inalterado. Através da coluna de
fosfocelulose fol obtido um perfil cromatogriafico gue mostra um
pico de proteinas coincidente com o pico de atividade durante a
passagem do gradiente de KC1 (O -~ O.83M) embora a concentracio de
proteinas tenha caido menos abruptamente 4o que a
atividade enzimitica. (fig. 3D

A enzima obtida neste passo fol submetida 3 cromatografia em
hidréxiapatita, cuje perfil perfil de eluiciZo com gradiente
descontinue de tampfo fosfato (0,1 - 0.3M) manteve-ze inalterado
em relagdo a purificacdo anteriormente realizada. (fig. 20

Ao final desta purificac3o fol obtida uma enzima purificada

30 vezes com rendimento de 13%. Ctab. 3
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Fig. 1 Cromatogratfia em DEAE-celulose., © material dialisado
contf orme descrito Sm metodos ol o aplicado a col una de
DEAE-celulose. A cvoncentragio de proteinas fol determinada pela
leitura de absorbancia a 280 nm ( - 2 @ a atividade enzimatica
C-3 fol determinada pelo método de intercimbio isctopiceo

ATP-FPi.
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Fig., 2 Cromatografia em Hidroxiapatita. O material proveniente da
cromatografia em fosfocelulose foi submetido a2 extraci8c sm
hidroxiapatita. A enzima foi eluida em gradiente descontinuo de
tampioc fosfato pH 7,2 entre 0,1 e 0.3 M. A conceniracfc de
proteinas (p) foli acompanhada pela leitura de absorbincia a 280
nm e a atividade enzimdtica (P) foi determinada pelo métede de
intercimbioc isotdpico ATP-PPiI (métodos g-12
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Fig. 3 Cromatografia em fosfoceluloze. © material proveniente da
cromatografia em DEAE-celulose foi aplicade em uma coluna de
fosfocelulose., A concentracic de proteinas fol determinada pela
leitura da absorbancia om 2280 nm ¢ - 2 & a atividade snzimdtica ¢ ~ 2
foi determinada pele método de intercmbico isotdpicoe ATP-Pi (métodos
g-12
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TABELA DE PURIFICACAQC 2
FRACAO VOLUME | PROTET NA|UNIDADES ae PURIF. | RENDIMENTO
Cmld total totais Urmg k]
mg
1 200 49, 461 S86000 18,4 1 100
z 135 10. SBD 1 3350 21.8] 1,8 35
3 128 1.127 3ISE280 214 23,4 82,4
4 18,6 | 219.4 1012370 452 24,4 18,2
St iz 136 86400 a3 47,3 13

Ne terceiro tipe de purificacio realizado foi

cromatografia

foram

mantidas

retirada a

em hidroxiapatita =]

cromatografias em DEAE-celulose e fosfoceglulose cujo perfil

cromatograficos mantiveram-se inalterados. (fig 1 e 2D

Além destas colunas, foi incluida como terceiro passo

cromatografico a coluna em Blus Sepharose CL 8B, Nio houve

deteccio de atividade enzimdtica na passagem dos tampdes de

lavagem pela coluna (tampBes D, E, F e ). A enzima foi eluida

apenas dquando fol aplicado o gradiente continuc de ATP (0O =z

O, 08MD .
A enzima comeca a ser eluida guando a concentragio de ATP

encontra-se por volta de 00,0084 e o pico de eluicio ocorre em

0,012M de ATP. (fig. 42

Ao final desta purificagio foi

obtida uma enzima 180 vezes

purificada com rendimento de 5% Ctabela 42

34



R

2,0 ,
i
) :
e
»
E
o
o L8 ‘
<I
o
-
Qq s
= :
S \
Z 10b A
o .
0
<{ § . .
o :
=
ol !’q_ 035 -
H ! i H !
0 2 4 6 8 10 12 14 16
FRAGOES
Fig. 4 - Cromatografia em Blue Sepharose <C18B. O material pro-
veniente da cromatografia em fosfocelulose foi aplicade na coluna
de Blue Sepharose CL 8B. A atividade enzimdtica foi determina-

fﬁa Q@ic} metodo de  intercimbioc ATP-PPI (métodos g-12. A seia
indica a fracl3c onde foi aplicadso o gradisnte ATP.
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TABELA DE PURIFICACAO 4

FRACAC |VOLUME| PROTEINA| UNIDADES| ae | PURIF. | RENDIMENTO
Cmld *‘?;;g totais | O M9 %
2 | 130 | 1z2.ese | 124.888 | 9.8 | 1 100
3 15 102 11.430 | 50 8,0 9,1
4 18 189.7 sszs | az2.7] 4.3 5,4
5 2.0 | =.04 se4s | 173s] 177 5, 4

B. DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS

1 - Determinacdoco da velocidade de reacd3o em funcio da

variacgido da concentracio de enzima

Este experimentoe foi feito para que fosse escolhida a
concentragcio de enzima ideal para ser usada na determinacio dos
demais parametros cinéticos. A concentracio escolhida de 226 ug
de esnzima (fig B2 foi utilizada nos demals experimentos de

determinacio de parimeiros cindticos.

2 =~ Determinacio da velocidade de reacdo enzimidtica em funcio

da variacio do tempo de reacio
Atravég deste experimento foi obtida uma curva mostrando gue
a velocidade de reacic comeca a decrescer com © tempo de
incubacfo da reacio enzimidtica. Foi escolhido para ser usado nos

demais ensaios © tempo de 10 minutos de reacic (fig. B3,
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Fig. 3 Efeito da concentracio da enzima. A atividade enzimidtica foi

determinada pelo método de intercambio isotépico ATP-PPi.
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3 -~ Determinac8o da influéncia da influéncia do pH na
velocidade de reac3o enzimitica.
Fol obtida uma curva mostrando uma velocidade alta de reacglio
em pH 7.8, a qual foi adotada nos demais experimentos. Foli obtido
também outro ponto com velocidade enzimidtica maior em pH 9.0,

Cfig. 72

4 = Determinacio da velocidade de reacic enzimitica em func3o
da variacic de Treonina.

A velocidade enzimadtica aumentou até a concentraclo de
aproximadamente 8 mM de Treonina e depois tendeu a ficar
constante com o aumentao da concentracio de  Treonina, A
concentracio de 10 mM de fol escolhida para o demais ensaios. A
KM determinada pelo métode de Lineweaver-Burk corresponde a

2,7%x10™* M. Cfig. 8.

5 - Determinacio da velocidade de reacl3o enzimatica em funcio
da wvariacioc da concentracio de ATP.

A velocidade de reacfo enzimitica aumentou até gque a
concentracio de AIP chegasse a 2 mM = depois manteve-se
constante, A concentracdo de 2ZmM foi utilizada nos demais
ensaios. A KM, determinada pelc método de Lineweaver-Burk

corresponde a Sx10™° M. Cfig. @
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Fig. 7 Efeito do pH na atividade enzimitica: A atividade enzimdtica
foi determinada pelo métodoe de intercimbio isotépico AIP-PPLI. Os
tampdes utilizados foram tampio Acetato (pH 4 e 8), tampio fosfato
CpH B3 e Tris-HC1 (pH 7, 7.8, 8 2 8. Todos os tampdes tinham a mesma

forca ionica (métodos g-1D.
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Fig. @ Influéncia da concentracfo de ATP na atividade enzimitica. A
atividade enzimitica foi determinada como descrito (métode g-13. A
figura interna representa o grafice de Lineweaver e Burk,

42



8 -~ Doterminacio da velocidade de reac8o enzimitica em funcdo
da variacio da concentracidoc de pirofosfato,

0 grifico obtide mostra gue a velocidade de reacdo aumentou
até que a concentraclo de pirefosfate chegasse a 2mM, passando
entio a diminuir. A concentragio de 2 mM fol utilizada nos demais
ensalos, A KM determinada pelo métode de Lineweaver-Burk

corresponde a 1.6.107° M Cfig. 10D,

7 =~ Determinacdo da velocidade de reacidc enzimdtica em
funcio da concentraciio de magnésio
A wvelocidade de reacle enzimadtica aumentou até que a
concentracio de magnésic chegasse a 18 mM. A partir desta
concentracio, a velocidade manteve-se constante. A concsniracico
de 189 mM fol adotada para os demais ensaios. A KM, determinada
pelo médltodo de Linewsaver - Burk corresponde a 1.32.1077 M.

CfFig. 112

8 -~ Influéncia de ions Cdlcio na reagdo enzimidtica
0 célcico n3c pdde substituir o© magnésioc na reaclo
enzimitica, na concentracdes empregadas, funcionando COMS
inibidor da reacio. Na concentraclio de 20 mM 100% da reacio
snzimatica estava inibida.
100% de atividade enzimitica correspondem a 68 nmoles de
pircofosfato incorporadoe, Atividade enzimdtica foi determinada

pelo método de intercimbio isotdpico ATP-pirofosfato.
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Fig.10 Influéncia da concentraclo de de pirofosfato na atividade
enzimdtica. A atividade enzimitica foi determinada como  descrito
Cmétodos g-12. A figura interna representa © grafice de Lineweaver e

Burk.
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enzimidtica. A atividade enzimatica foi delerminada como descrito em
A filgura interna representa o grafico de Lineweaver e

{métodos g-1D.
Burk.
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TABELA 5

ATIVIDADE ENZIMATICA (%
e + Mg
O - 100
o.02 O 93
0,05 O a2
0.8 O =57
10 o 33
is8 O 18
=20 O o
g - Infludncia de ions zinco na atividade enzimitica.

Q0 zinco inibhe a reacdc no meic gque contdém magndsic & nao
substitui © mesmo na reacio enzimdtica em todas as concentracdes
ysadas no experimentsc.

A atividade enzimatica foi determinada pele méiodo de
intercambic isotdpico ATP-PPilmétodos g¢g-12. 100% da atividade

enzimidtica correspondem a B8 nmoles de pirofosfato incorporado.

TABELA ©

_ ATIVIDADE ENZIMATICA (%0
o 100X -
5.0 o o
16,0 O e
18,0 O 0
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10 - Influéncia de ions potassio na reacdo enzimdticas
QO potiéssic inibe mas nido totalmente a reacloc enzimdtica nas
cancentracdes usadas nos ensaios.
A atividade wenzimitica fol determinada pelo méiodoe de
intercimbio isﬁtépicolATPﬂpirc::f‘osfato. Cmétodos g-12, 100% de

atividade enzimdtica corresponde a B2 nmeles de pirofosfato.

TABELA 7
-
K M Atividade Enzimatica

T3

QO 100

.1 =7
0,28 455
0.8 35
Q.78 32

1 =5
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11 - Influéncia de andlogos de ATP.

A reagio foi
variando o substrato usado no caso do ATP ou zeus anilogos,
concentracdes indicadas.

reacio de intercimbio ATP-FPi,

realizada conforme descritco em mdébodos

g-i

0O of? metilenc ATP nd3o substitui o ATP na

nas concentragfes empregadas. O 3y

metileno ATP funciona como substrato para reac3o no lugar do ATP

embora a reacidc tenha ocorride em menor extensio do que ocorre

guando & empregada a mesma concentracio de ATP.

TABELA 8

Substrato Concentracio PPi incorporado
CmMD {(nMoles)
ATP
: 4 63
of3 meti - = 2,5
lena  ATP 4 6,6
oy meti-
lenc ATP = 7.7
4 20
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12 - Capacldade aminocaciladora da enzima

A enzima apresentou atividade catalitica para amincacilacio

do LtRMA de germen de trigo.

Faoram testadas fracdes enzimidticas provenientes de algumas

stapas de purificacio segundo métodos g-=2

TABELA 9

FRACAO *%¢ treonil tRNA formade CU/mld
1 6,7
= 14,4
3 2.7
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5 - DISCUSSA0O

a) Purificacio

Através de purificacﬁo utilizando DEAE-celul ose &
Hidréxiapatita fol obtida uma enzima purificada cerca de =20
vezes.(tab 12 Esta enzima foi utilizada para verificar, através
da =specificidade com relacfo aos aminoidcidos C(tabela 23, gqual
das zintetases estaria tende maior atividade.

A treonil tRNA sintetasze fol escolhida pelo fatoc de estar
aparecendoe entre as enzimas que apresentaram maior atividade e
também pelo fato de Jj& haverem side realizados trabalhos com
eztas enzimas, obtidas de tecidos de mamiferocs em nosso
laboratério. CAoyama.1974, Barbosa,1981)

Com a inclus3c da cromatografia em fosfocelulose entre a
cromatografia en DEAE-celul ose ) a cromatografia em
hidroxiapatita., foi obtida uma enzima purificada cerca de 850
vezes com rendimento de 13% C(tabela 3).Com esta enzima foram
determinados os parametros cindticos da reacfo enzimitica na sua
primeira etapa, ou seja na reacfio de intercambic isotépico
ATP-pircofosfato,

Retirando a cromatografia em Hidroxiapatita e colocande a
cromatografia em RBlue Sepharose CL 8B foli obtida uma enzima
purificada cerca de 180 vezes com rendimento de 5% (tabela 4.
Esta substituicio ocorreu porgue, atraves da tabels de
purificacdo (tabela 37.,ndo foil notado aumente significativo na
purificacio na passagem da cromatografia em fosfocelulose para a

hidroxiapatita.
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A cromatografia em Blue Sepharcse CL 6B tem sido empregada
na purificaclce de proteinas gue apresentam a dobra do
dinucleotideo. CRossman et col 1974) Esta resina consiste de um
gel agarose ao qual estd ligado o cibacron Blue F 36, ,

¢ cibacron Blue F 3G & uma molécula com caracteristicas
estruturais mulito semelhantes As caracteristicas dos nucleoctideos
de piridina e por isso retém moléculas gque tém afinidade pelo
mesme. Estas moldéculas apresentam a dobra do dinucleotideo.

Outras aminoacil —tRNA sintetases foram purificadas
utilizando esta técnica cromatogréfica.(Mce e col 1976, Quivy e
col 18872,

Pela passagem dos tamp@es de lavagem através da coluna Blue
Sepharose CL 8B n3o houve eluicdo da enzima (métodos -5 apesar
da Isocleucil LRNA sintetase de E. coli haver sido eluida com NaCl
O0,1HM. (Moe e col 19783. A Treonil tRNA sintetese de gérmen de
trige também n3oc ¢ eluida com ATP quando este se encontra na
presenca de magnésio.

Mol e Col (139720 testaram o efeito da molécula da Cibacron
Blue F 3G na reacio catalizada pela Isoleucil tRENA sintetase . Foi

observado que o Cibacron Blue F 36 & um inibider competitivo

com relacido ao tRNA na reaclo de aminoacilacico catalisada por
esta enzima. havendo inibigio do tipo misto com relacloc ao
ATP.

Como o tRNA & constituido de nucleotideos de piridina a inibig3oc
competitiva pode ser compreensivel.
A enzima € eluida da resina com gradiente de ATP sem

magnésioc. Como o ATF eluente n2o esti ma forma apropriada para a
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catilise, ou seja na forma complexada com © magnésio, pode-se
supor gue a presenca do ATP sem magnésio induz a nic ligacdo da
snzima ac LRNA. No caso da cromatografia, o tRNA estid substituido
pela resina de Blue Sepharo;e ClL. BB, ent3c o ATP sem magnésio
retira a enzima da resina. Como o AIP na presenca do magnésioc tem
afeito alostérico positive na ligacfo da enzima ao tRNA CAllende
e col 1070) entic o mesmo deve manter a enzima ligada ao cibacron
Blue - gquando ligado ao magnésio, porque o cibacron Blue F 3G por
sus vez. estaria mimetizando o papel do tENA, ji que € inibidor
competitivo deste,

Enquanto que, para eluir a Iscleucil-tRNA sintetase de E.

coli da coluna de Blue Sepharose CL 6B foi necessaria uma

concentracico de cerca de 2mM de AIFP. (Moe e col 19783, para
eluir a Treonil-tRNA sintetase de Ge:men de trigo da mesma coluna
foli usada uma concentracio bem maior de ATP. Estas diferencas
podem ser explicadas c¢com base nogs mecanismos de alosteria
negativa do ATP na ligac3co da enzima com o© tRNA e
consequentemente na ligacdc da enzima c<com a resina de Blue
Sepharose, cada sintetase possul diferentes afinidades por seus
substratos e a forms como um sSubstrato influl na afinidade da
enzima por outro spbstrato da reacdo & diferente.

0 grau de pur:ficaclo alcancado com a cromatogratfia em Blue
Sepharose ¢ alte gquando comparado com outras técnicas
cromatograficas. Além desta wvantagem., esta técnica oferece a
informac3oc adcional sSobre a presenca de dobra do dinuclectideo na

molécula que se liga & resina.
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b - Propriedades Cinéticas

A wvariacle da velocidade enzimdtica em funcioc do tempo
mostra uma curva tipica para a maioria das enzimas., onde a
velocidade inicial da reacdoc cal com o passar do tempo.{Fig. &2

No caso da enzima em estudoe, apds 18 minutos de reacio, a
velocldade comeca a diminuir. Apds 20 minutos de reacd3c a
veloclidade tende a flcar constante.

Isto pode ser devido a muitos fatores tais como degradacio
enzimatica pela temperatura,., inibi¢3c da enzima pelos produtos da
reacio (figura 8.

O pH Stime para a reacdo de intercimbio ATP-pirofesfate foi
encontrado em dois pontos; no pH 7.5 e no pH 9,0.(Fig. 77 As
aminoacil tRNA sintetases geralmente apresentam pH dtimo de
reagdo na faixa alcalina. Nesta faixa de pH, os grupos fosfato do
pirofosfato & do ATP formam complexos com magnésio, provavelmente
os verdadeiros substratos da reacfolcole, 19703 Em relacio ac pH
Stimo mais estudos devem ser feitos pois a relac3o do pH com a
temperatura de reacio para a enzima € importante, assim o estudo
do © pH em varias temperaturas pode fornecer informacies
importantes, (Klibanov e col, 19872

Através dos graficos de Michaelis-Menten pode ser observada
a wvariacdo da veloclidade de reacfc em funclo da wvariacl3c das
concentragdes dos substratos , e também do cofator que & o
magnésio, envolvidos na reaclo.

Az concentragdes necessirias para gque fosse alcancada a
velocidade maxima de reacdo foram 10 mM para a Treonina, 2 mM

para o ATP 2 mM para © pirofosfato e 15 mM para o magnésio.
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A concentracd3c de Treonina necessaria para' que seja
alcancada a velocidade maxima estid aumentada em relac3oc a outras
Treonil ~tRNA Sintetases.CAoyama, 74, Barbosa 812

Mo caso do ATP, o verdadeiro substirato para a reaclo deve
ser o complexo formado entre o ATP e o Mg+2 Mg ATPY 2
(Cole e col, 1970% >.

O ATP compete com o pirofosfato porgue este forma também um
complexo com o Mg > (Mg F’ZOTB"z na reaclo inversa (Cole e col,
1970% |

Para a Treonil-tRNA sintetase de germen de trigo a
velocidade da reacio € maxima gquande a proporcic entre magnésio e
ATP & de 7:1 a mesma proporcio € vilida enire as concentragdes de
magnésio e pirofosfato. Cfig 9, 10, 11D

Os graficos de Lineweaver & Burk (figuras internas - fig 8,
8, 10 e 11D permitiram calcular as constantes aparentes de
Michaelis (KM). Neste caso a constante & chamada de constante
aparente pois & obtida através de reac3c de intercambio
ATP-pirofosfato, onde os produtos de reacfo estio ligados 2
enzima. Para gue fosse calculada a verdadeira constante de
Michaelis deveria ser usada a reag¢8c enzimitica em suas duas
etapas, até a formacfo do amincacil tRNA, que & o produte final e
se gncontra separadoe da enzima.

As KM aparentes obtidas foram de 5,0° M para o ATP,
1,6.10_5 M para o pirofosfato; 3,3.10_3 M para o magnésioc e

2,7.1077 M para a Trecnina. O ATP mostra maior afinidade pela

enzima que a Treonina.
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Para a Treonil-tRNA sintetase de E. coli o AIF & o primeiro
substrato a entrar no sitio ativo da enzima na ordem da reacdo e
a treonina nic ze liga 3 enzima na auséncia de ATF. C(Allende e
col, 15890

Em contraste com a Treonil-LtRNA sintetase de figado de bol e
de figado de rato, as KM obtidas para a Treonil-tRNA sintetase de
Germen de trige estdo aumentadas. (foyama 1974, Barbosa 19882,

As  amianocacil-tRNA sintetases podem estar em balxas
concentracdes no germen de trige porque este € um organismo em
estade latente. A baixa afinidade dos substratos pelas enzimas
desta classe pode estar relacionada a este fato. Outro fator
mencionade & que os vegetals tem menos proteinas que oS animais
por isso tem menos enzimas responsiveis por sua sintese. (Allende,
13692,

Dados atuais sobre a organizacdo das enzimas em estruturas
intracelulares propde gue as condigdes em gque as enzimas s$3o
estudadas in vitro diferem muito das condicdes em que as mesmas
s3o estudadas in vivo., Isto pordque a concentracisc da enzima in
vivo € muito superior & concentragfc de seus substratos, mudando
a concepcio segundo a qual as enzimas sio catalisadores presentes
2m pequenas concentracdes e catalizam reacdes onde o substrato
25Ll presente =m eXCcesSse ou seja, as condigdes da equacic de
Michaelis o Menten. A organizacfo celular cria, entic, condicfes
para gque as reaJdes que ocorrem em especial em complexos
multienzimdticos ~ © guUe ocorre com as aminoacil-tENA sintetases
de alguns organismoes ~ 3@ processem de acordo ¢om um mecanlsmo

através do gual on metabdlitos s30 transferidos de uma enzima
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para outra come se ©5 mesmoes estivessem sendo pa$$adés "de uma
mic para outra®. Iste diminuiria 2a necessidade de altas
concentracdes de substrate para que a reac8o enzimitica
ocorresse. (EByazanov, 1888, Kurganov, 1983, Srere e Ovadi, 1890D.
FPode-se pensar entio que os dados obtides através da equagido e
dos graficos de Michaelis e Menten sd3o inaplicdveis a4 célula viva
e a utilidade dos dados de Michaelis e Menten fica entio
relacionada ao estudo dos mecanizmos da reagfo ou seja , ordem de
entrada e saida de substratos,efeito de inibidores (Burk, 18843
nfc mostrando a guantidade real de substrato gue a enzima utiliza

in vivo.

Quanto & influéncia de citions fol obtideo que os ions calcio
& zinco nio substituem o© magngsio na reaclo de intercambio
ATP-pirofosfato. Além de ndo substituir o magnésioc na reagio
enzimdtica, © zinco inibe totalmente a reacfo., mesmo gquando o
magnésic € adiciconado ac meio em concentracdes Stimas para a
reacio.

Esta inibicdo fol observada nas trés concentractes de zinco
gmpregados (tabela 8. O interesse em estudar o efesito do fon
zinco deve-se ap fato de algumas amincacil ~tRFNA zintetases =serem
metaloenzimas gque contém ions zinco ligados em sua molécula
(Plateau e col, 1981 ; Kovaleva e col 18800, A remocZo deste metal
por hidrdlise prolongada faz com gque a enzima perca sua
atividade,

0 cllcio ndo substitui o magnésic na reaclo enzimitica nas
concentracdes em gque © magnésio atua como cofator Ctabela S e

inibe 100% da reagcdco na concentracioc de 2mM que €  uma
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concentracio muito mals baixa gue a concentracdo de magnésio
utilizada para gue seja alcangada a velocidade méxima de reacio,
que & de 18 mM. (tabela 55

Oz ions polassioc, embora sejam essencials na reacio de
ami noacilacio, a partir da concentracgdo de 0,1 M =8c inibidores
da reacio de intercambio isotdpico ATP-pirofosfate. C(tabela 72

Deve ser levado em conta dque tanto o potéssio guanto o
cdlcio e © =zinco também formam complexcs com o ATP e el
pirofosfato. Como estes complexos nio 3o Gteis ik catilise (Cole
= col, 1970awﬁ a qgquantidade de substratos disponivel diminuil,
diminuindo a velocidade da reacioc enzimitica.

A influéncia dos fons potissioc fol testada principalmente
porgue um gradiente de KCI entre O e 0,82 M foi usado como
sluente da enzima nas cromatografias em DEAE-celulose e
Fosfocelulose., (métodos -2, -2

Era necessario saber ze nas concentracdes mais altas do
gradiente a atividade enzimidtica diminuia porque a enzima deixava
de sair da coluna ou porgue as concentracides mais altas de
potissio inibiam a atividade enzimdtica.

Foi verificada também a influénecia de dois andlogos de ATP
na reaclo snzimatica.

O off metileno ATF tem um grupamento metileno inseridoe entre
o fozfato o & o fosfato 72 da molécula de ATP. Isto impede gque a
enzima se ligue ac ATP para remover o pirofosfato formado pelos
fosfatos 7 e y da molécula, n3c ocorrendo ent3c nenhuma reacio

enzimatica. (tabela 82.
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O By metileno ATF apresenta o grupo metilenc ligado entre os
fosfatos 8 & » da molécula do ATP. Neste caso ocorre a reacio
snzimidtica, mas em menor extenslic que ocorreria casc as mesmas
concentracdes de ATP fossem utilizadas., (tabela 82

Pode ser gue nesie caso a enzima consiga liberar o AMP, mas
o grupamento restante gque apresenta dois grupos ortofosfato
unidos por um metilenco ndo pode ser utilizado pela enzima para a
formaclo do ATP que & obtido na reaclo reversa. Como é adiciahadol
pirofosfate aoc meio reacional, forma—-se uma pequena quantidade de
ATP gque € entioc detectada.

4 capacidade aminocaciladora da enzima foi testada com a
finalidade de wverificar se com © processc de purificacico esta
capacidade nBo havia sido perdida. (tabela 82

Em alguns processos de purificacio a capacidade
aminoaciladora pode ser perdida porgque a enzima € separada em
suas subunidades ou porgue £ perdide algum peptideoc.{lapointe e
Soll 1972,

O teste realizado mostrou gue a enzima estid integra do ponto
de vista catalitico, embora isto nio prove gque exista integridade
do ponte de vista estrutural porgque peptideos gque tém outras
fungdes que nidoc sejam a catidlise prépriamente dita podem ter sido

perdidos.
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RESUMO

A= aminoacil tRNA sintetases sio enzimas gue catalisam o
primeiro passo da sintese de protsinas, ou seja , a formagioc do
amincacil -LRNA, Sao usados TOmO substratos da reacio o
L-amincidcido, ATP @ o tRNA especifico para o referido amincicido.
O ion magnésio participa come estabilizador dos fosfalos
carregadﬁ@ negativamente.

O amincacil-tRNA & o principal produto da reaciaco. sendo
também liberada wuma meldécula de AMP & uma de pirofosfato
inorgénico,.

Negte trabalho a treonil-tENA sintetase fol purificada de
germen de irigo através de centrifugagdes diferencials, saturacio
com sulfato de aménic e cromatografias em DEAE-celulose,
Fosfocelulose, Hidroxiapatita e Blue Sepharose CL 8B. Deste modo,
foli obtida uma snzima purificada cerca de 180 veres.

Usando a reaglc de intercémbioc isoctdpico ATP-*ppj para
determinacdo da atividade enzimitica foram cobtidas as condicdes
Stimas de reacdc e os seguintes valores de KM aparente:

KM ATP = 5.107° KM Treomina = 2,7.10° M

H

KM PPi 1.8.107° : KM Mg™® = 2,3.107° M

H

Foram estudados também os efeitos de anidlogos de ATP e de

ey . 2+
cations como Ca” ., 2h2+

e K¥ na reaclo de intercambio ATP-PPi,
A treonil-tRNA sintetase de germen de trige mostrouy

_atividad@ aminoaciladora em presenca do tRNA,

71



SUMMARY

Aminoacyl ~LRENA synthetases are enzymes Lhat catalyse the
first step of protein biosynthesis, the amincacyl ~LRENA formation.
The substrates of the reaction are the L-aminocacid, ATP and LRNA,
specific for this L-aminoacid.

Magnesium ion parcipates as the cofactor of the reaction.
The products of the reaction are aminoacyl—~tERNA, AMP‘ and
inerganic pyrophosphats.

In this work, threonyl-tRNA synthestase was purified from
wheat germ through differential centrifugations, ammonium sulfate
saturation and chromatographies in DEAE-cel lul ose,
Phosphocellulose, Hydroxylapatite and Blue Sspharose CL 8B, An
180~fold purified enzyme was obtained.

Using the ATP-"°PPi isotopic exchange reaction to determine
the snzyme activity. it was obtained the optimal conditions of

the reaction., and the apparent KM values:

KM ATP = S.10° M KM Threonine = 2,7.10° % M
KM PPi = 1,6.10° M KM Mg~ = 3,23.107° M
The =ffects o ATP analogues and ca®, zn® ang K* have

also been studied in the ATP-PPi exchange reaction,
Wheat germ threonyl ~tENA synthetase showed an aminoacylation

activity in the presence of tRNA.
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