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ABSTRACT

Pyruvate decarboxylase (PDC, EC 4.1.1.1) is a key enzyme
in the yeast carbon metabolism, driving pyruvic acid towards
ethanol production. Although it is well established that the
enzyme 1is a tetramer of about 240 KD, its monomeric subunit
structure is still a matter of controversy. Either one or two
subunit types have been described and three structural
genes — PDC 1, PDC 5 and PDC 6 — identified so far. This
thesis had the aim of contributing for the elucidation of the
question.

Preliminary experiments were developed to establish the
adequate conditions to the enzyme production and stability
during its purification and storage. Three types of PDC,
separable by ion exchange chromatography, were isolated and
the following hypotheses to explain their origin were brought
foward: 1. dimer—tetramer/holoenzymewapoenzyme dissociation;
2. reversible phosphorylation; 3.proteolysis;and 4. different
subunits/iscenzymes.

The first hypothesis was discarted, a priori, due to the
conditions of pH and excess of cofactors utilized in +the
enzyme purification procedure. Through selected techniques of
mass spectrometry — FAB-mapping, B/E linked scanning/CAD and
electrospray ionisation —, it was concluded that the second
and the third do not explain the observed phenomenon and that

the three types of PDC are, probably, identical subunits and
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products of the PDC 1 gene. None of the three fited to the
sequences predicted from PDC 5 and PDC 6 genes. In addition,
the experiments have allowed the identification of a
processing and post-translational modification event at the
N-terminus, as well as the detection of an error in the PDC 1
predicted amino acid sequence at residue 335. This was the
first time that linked scanning was employed, with success,
to the analysis of an unknown component in an unpurified
complex proteolytic digest mixture. The mass spectrometry
approach used has demonstrated a great potential as a rapid
and efficient method for high molecular mass biopolimer
sequence analysis without the limiting purification step, for
checking the fidelity of gene sequences, as well as for the
detection and elucidation of polipeptide chain processing
and post-translational modification events. This is
particularly important if one considers that, with the
progress in DNA sequencing techniques, the requirement for a
complete sequence has become limited to a few protein
chemical studies. Rather, the emphasis now is on the
provision of partial sequence data, tipically from six to
twelve amino acid residues, for the generation of synthetic

oligonucleotide probes to screen a gene library.



RESUMDO

Piruvato descarboxilase (PDC, EC 4.1.1.1) é uma enzima
chave no metabolismo do carbono de levedura, direcionando o
dcido piridvico para a produgdo de etanol. Embora esteja bem
estabelecido gque a enzima & um tetramero de aproximadamente
240 KD, a estrutura das suas subunidades monoméricas é ainda
uma questao controvertida. fTanto um como dois tipos de
subunidades tém sido descritos, tendo sido identificados até
o momento trés genes estruturais — PDC 1, PDC 5 e PDC 6. Esta
tese se propds a contribuir para a elucidagido da questéo.

Experimentos preliminares foram  executados visando
estabelecer as condigdes adequadas & produgio e a
estabilidade da enzima durante sua purificagdo e estocagem.
Trés formas de PDC, separdveis por cromatografia de troca
ibnica, foram isoladas e as seguintes hipdteses foram
levantadas para explicar suas origens: 1. dissociacdo dimero-
tetré&mero/holoenzima~apoenzima; 2. fosforilagdo reversivel;
3. protedlise; e 4. diferentes subunidades/isoenzimas.

A primeira hipétese foi descartada, a priori, devido as
condigbes de pH e excesso de cofatores utilizadas na
purificag@o da enzima. Através de técnicas selecionadas de
espectrometria de massa — mapeamento-~FAR, varredura ligada
B/E~CAD e ionizagdo por eletrospray —, concluiu-se que a
sequnda e a terceira ndo explicam o fendémeno observado e qgue

as trés formas de PDC analisadas se constituem em subunidades
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provavelmente idénticas e produtos do gene PDC 1. Nenhuma das
trés formas correspondeu as seqiiéncias derivadas dos genes
PDC 5 e PDC 6. Os experimentos permitiram, ainda, a
identificag@o de um evento de processamento proteolitico
acompanhado de modificagdo pés-tradugdo do N-terminal, bem
como a detecgdo de um erro no residuc 335 da segqiiéncia
derivada do gene PDC 1. Essa foi a primeira vez que a
varredura ligada foi empregada, com sucesso, para a andlise
de um componente desconhecido numa mistura de digesto
proteolitico complexa nao resolvida. A abordagem de
espectrometria de massa utilizada revelou grande potencial
como um método rapido e eficiente de andlise de segiiéncia de
biopolimeros de alta massa molecular com remogao da etapa
limitante de purificagde, de checagem da fidelidade de
seqliéncias génicas, bem como de detecgdo e elucidagdo de
eventos de processamento e modificagio pés-traducao de
cadeias polipeptidicas. Isso é particularmente importante
considerando-se que, com o avango nas técnicas de
seqlienciamento de DNA, a necessidade de uma seqiiéncia
completa tem se tornado limitada a poucos estudos de gquimica

de proteina. A atual énfase estd no fornecimento de partes da

seqgiiéncia, tipicamente de seis a doze residuos de
amincacidos, para uso na geragao de sondas de
oligonucleotidios sintéticos para a triagem de bancos
gendmicos.



ABREVIATURAS E 8IMBOLOS

Agno - absorbancia a 600 nm

AcCoA - acetil coenzima A

ADH - alcool desidrogenase

ALDH - aldeido desidrogenase

ATP - adenosina 5'-trifosfato

B/E - campc magnético/campo elétrico

CAD - decomposigdo ativada por colisao

CI - ionizagdo quimica

CNBr - brometo de ciancgénio

CoA - coenzima A

CpB - carboxipeptidase B

D - dalton; unidade de massa atémica
DFP - diisopropilfluorofosfato

DNA - &cido desoxirribonucléico

DTT - ditiotreitol

EDTA ~ &clido etilenodiaminotetraacético

EI ~ lonizagdo por impacto eletrénico
EST - ionizagdo por eletrospray

EtOH ~ etanol

FAB -~ bombardeamento por dtomos acelerados
FD - dessorgao de campo

FPLC -~ "Fast Protein Liquid Chromatography"
hCGRP - peptidio relacionado ao gene da calcitonina humana
HF-MS - espectrometria de massa de alto campo
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INTRODUCGCAO

Acido pirdvico se situa numa ramificagdo metabdlica e seu
destino depende de diversos fatores, entre os quais: célula
onde € produzido, sua dependéncia por oxigénic e necessidade
energéticaj; concentragao intracelular do &cido e seus
metabélitos; atividades e propriedades cinéticas das enzimas
que o metabolizam.

Bactérias heterotréficas utilizam glicose com formagdo de
acido pirdvico, o gual, em aerobiose, segue para o ciclo de
Krebs e, em anaerobiose, se direciona para diferentes vias
originando diversos produtos finais (Apéndice A}, o que,
inclusive serve de base para a classificacdo desses
microrganismos.

Organismos eucariotos apresentam, ainda, um outro fator
que influi no destino do &cido pirdvico, a compartimen-~
talizagdo metabélica. Em aerobiose, o cetodcido passa para a
matriz mitocondrial, onde & convertido a acetil CoA pelo
complexo enzimdtico piruvato desidrogenase ou a acido
oxaloacético em reagdo catalisada pela piruvato carboxilase.
Acetil CoA e &cido oxaloacético se condensam, para formar
dcido citrico, por acao da citrato sintetase. Quando a célula
requer energia, &dcido citrico & oxidado, via ciclo do acido
citrico, com consegiiente produgdo de ATP principalmente pela
via da fosforilagd@o oxidativa. Quando as necessidades ener-

géticas da célula estio satisfeitas, altos niveis de ATP



inibem o «c¢iclo do Acido citrico. Nessas condigdes, Aacido
citrico é exportado para o citossol e clivado para formar
acetil CoA e A4cido oxaloacético. Acetil CoA é, entao,
convertida a malonil CoA pela acetil CoA carboxilase, sendo
esta a primeira etapa da biossintese dos 4&cidos graxos.
Considere-se, ainda, que acetil CoA é o ponto de partida para
outros processos anabdlicos, como a biossintese de
isoprendides, carotendides e esterdis. O esqueleto de carbono
do 4cido pirdvico é também incorporade para formar os
aminodcidos alanina, valina e leucina, os quais sdo
conhecidos como aminodcidos da familia do piruvato. Em
anaerobiose, 4&cido pirdvico é reduzido a acido 1latico por
agao da lactato desidrogenase (animais e algumas bactérias )
ou sofre descarboxilagdo, via piruvato descarboxilase, com
produgdo de acetaldeido e posterior reducio a etanol pela
alcool desidrogenase {leveduras, algumas bactérias e
plantas); nessas reagdes, NAD' & regenerado, o que assegura a
continuidade da glicdlise. Sendo uma via produtora de
energia, altos niveis de ATP também inibem a glicdlise e
favorecem as vias biossintéticas (Rawn, 1989). Um esquema
mostrando a relagdo entre as principais vias metabdélicas em
eucariotos, e suas compartimentalizagdes, destacando o papel
central do acido pirfGvico, estd apresentado no Apéndice B.

No caso particular de levedura, mais especificamente

Saccharomyces cerevisiae, duas enzimas desempenham  papel

chave no metabolismo do Acido pirdvico, direcionando-o ou

para o ciclo de Krebs - o complexo piruvato desidrogenase -



ou para a fermentagdo alcodlica - a piruvato descarboxilase.
Uma analise da distribuig¢io do metabolismo nesse ponto de
ramificagdo parece ser particularmente promissora, pois as
reagbes catalisadas sdo praticamente irreversiveis e, assim,
as reversas podem ser desconsideradas (Holzer, 1961).
Piruvato desidrogenase é o complexo multienzimitico gue
catalisa a descarboxilagdo oxidativa do  piruvato e
concomitante formagdo de acetil CoA. O complexo & formado por
trés enzimas principais classificadas, de acordo com a
nomenclatura da  Uniao Internacional de Bioquimica
(International Union of Biochemistry, 1984}, como:
1. piruvato desidrogenase (lipoamida) (EC 1.2.4.1.) - outros
nomes: piruvato descarboxilase, piruvato desidrogenase e
pirivico desidrogenase;
2. dihidrolipoamida acetiltransferase (EC 2.3.1.12) - outros
nomes: lipoato acetiltransferase e tioltransacetilase A;
3. dihidrolipoamida desidrogenase (EC 1.8.1.4) -  outros
nomes: diaforase e lipoamida redutase (NADH) .
Essas trés enzimas, também conhecidas como componentes E

1

(constituido de duas subunidades: E,_ e E%)’ , e E; do

complexo piruvato desidrogenase, respectivamente, formam um
arranjo catalitico de miltiplas cépias. O complexo de E. coli
tem wuma massa molecular de 4 x 10%e consiste de: 24 sub-
unidades de E, , cada uma com a massa molecular de 40000 D;
24 subunidades de E, com massa molecular de 90000 D; e 24
subunidades de E; com massa molecular de 55000 D. O complexo

de mitocéndria de mamifero & maior (8,5 x 10°D) e possui uma



estequeometria das trés enzimas diferente. Estima-se que haja
60 subunidades de E, (50000 D), 20 subunidades de E, (154000
D) e 5 subunidades de E; (110000 D} (Tzagoloff, 1982). ©

componente E, forma o niicleo ao qual E, e E; estao ligados ndo

covalentemente. E, , freglentemente citado como piruvato
descarboxilase, tem uma estrutura tetramérica (c85) e
catalisa a descarboxilagido -— dependente de TPP -— do

piruvatoe e a subsegiiente acetilagdo redutiva de residuos
lipoil, covalentemente ligados ao componente E,.
Dihidrolipoamida acetiltransferase, E, , & responsédvel pela
transferéncia dos grupos acetila da S—acetildihidrolipoamida
para a CoA. Dihidrolipoamida & reoxidada por E; , a
dihidrolipoamida desidrogenase, com produgao de NADH (De
Marcucci & Lindsay, 1985).

Duas outras enzimas, com fungdes requlatérias, encontram-
se associadas ndo covalentemente ao complexo piruvato
desidrogenase: a [piruvato desidrogenase {lipcamida)] quinase
(BC 2.7.1.99) e a |[piruvato desidrogenase (lipoamida) ]
fosfatase (EC 3.1.3.43). A quinase encontra-se fortemente
ligada a E, e co-purifica com o complexo, enquanto que a
fosfatase se associa de uma forma fraca (Teague et al.,
1982), 1ligando-se a E, na presenca de Ca® (Pettit et al.,
1872, citado por Teague et al., 1982). Como o complexo
piruvato desidrogenase e suas duas enzimas requlatdérias estdo
localizados no compartimento membrana interna/matriz mitocon~

drial, alteracoes nas concentragdes de Ca® livre

intramitocondrial podem desempenhar um papel importante na



regulagao da atividade da piruvato desidrogenase; porém, essa
relagdo ainda ndoc estad estabelecida (Teague et al., 1982).

A oxidagdo do piruvato pelo complexo piruvato
desidrogenase é um ponto chave na requlagao do metabolismo
dos carboidratos como um todo e diferentes mecanismos ocorrem
entre os organismos. Em E. coli, os componentes E, e E; sdo
regulados alostericamente, sendo E, inibido pela acetil CoA e
ativado pela CoA e E, inibido por ATP e NADH e ativado por
AMP e NAD'. A carga de energia do adenilato e as taxas
NAD'/NADH controlam, assim, a atividade de E,. O estado de
energia liquido da célula afeta diretamente a produgdo de
acetil CoA e, assim, a taxa do ciclo do acido citrico (Rawn,
1989). Em mamiferos, além do mecanismo alostérico, a
atividade da piruvato desidrogenase & também regulada por
modificagdo covalente, mais especificamente por um mecanismo
de fosforilagdo reversivel (Roche & Cate, 1977; Yeman et al.,
1978; Weller, 1979; Kresze & Ronft, 1980; Reed & Pettit, 1981
e 1984; Randle et al., 1981; Teague et al., 1982; Tzagoloff,
1982; Dahl et al., 1987; Rawn, 1989). Uma conseqgiiéncia desse
tipo de regulagao é que quando o pool de ATP
intramitocondrial é alto, isto &, sob condigdes  de
fosforilagao oxidativa intensa, a atividade do complexo
piruvato desidrogenase é suprimida e, quando baixo, a
utilizacdo oxidativa do piruvato & alimentada pela ativacgdo
do complexo (Tzagoloff, 1982). Nenhuma evidéncia foi,
inicialmente, encontrada para a fosforilagdo do complexo

piruvato desidrogenase de levedura, quer em extratos brutos



quer em preparagoes purificadas (Kresze & Ronft, 18Bla), o
que parecia ser uma excegado em organismos eucariotos.
Posteriormente, no entanto, foi demonstrado gque o© complexo
purificado de levedura sofre fosforilagédoc e inativagdo na
presenga de ATP-Mg e piruvato desidrogenase quinase puri-
ficada de rim bovino, bem como desfosforilagado e reativacao
na presenga de piruvato desidrogenase fosfatase purificada e
Mg?* (Uhlinger et al., 1986). A organizacdo e as massas mole-
culares das subunidades do complexo de levedura sio similares
aos de mamiferos e virtualmente idénticos acs de bactérias
gram-positivas, mas diferem significativamente dos complexos
de bactérias gram-negativas (Kresze & Ronft, 1981b}).

Piruvato descarboxilase, PDC, a enzima obijeto de estudo do
presente trabalho, é distinta do componente E, do complexo
piruvato desidrogenase, também conhecido como piruvato
descarboxilase. Ao contrarioc do referido por Green (1987), a
enzima & classificada pelo Comité de Nomenclatura da Unido
Internacional de Bioguimica para Nomenclatura e Classificacgao
de ReagOes Catalisadas por Enzimas (1984} como EC 4.1.1.1,
sendo, portanto, uma carboxi-liase; j& o componente E; se
encontra entre as oxidorredutases que atuam em grupos aldeido
ou oOxo como doadores de hidrogénic ou elétron tendo um
composto de dissulfeto como aceptor (EC 1.2.4.1). O préprio
Green publicou, posteriormente, um artigo (Green, 1989) em
que, através de um estudo de homologia de seqiiéncias
protéicas por computador (programa FASTP), conclui que

piruvato descarboxilase & semelhante & acetolactato sintetase



(produto do gene ILV 2 de S. gerevisiae), uma enzima da via

altamente conservada da biossintese de isoleucina-valina, e
nac a subunidade E, da piruvato desidrogenase.

A perda do grupo carboxila do piruvato por agao de PDC é
uma simples descarboxilagio e ndo envolve a sua oxidagao
ligquida. A reagdo & irreversivel e a enzima requer Mg? e uma
coenzima fortemente ligada, tiamina pircfosfato, TPP, para
sua atividade. O grupo ceto do piruvato se liga cova-
lentemente ao anel tiazdlico da coenzima por adigdo nu-
cleofilica. Em seguida, CO, & liberado, sendo o intermedidrio
da descarboxilagdo, 2(a-lactil)TPP, estabilizado per res-
sonancia. A protonagao do aducto descarboxilado substrato-
enzima, freqgiientemente referido como "aldeido ativo", forma,
entdo, hidroxietil-TPP. Finalmente, a recomposigdo da ligacdo
carbonila no substrato fornece a forga motriz para a
dissolugdo da 1ligagdo carbono-carbono entre substrato c!
coenzima. Acetaldeido é produzido e a forma aniénica de TPP &
regenerada (Apéndice C).

Holzer et al. (1963) registram que piruvato descarboxilase
foi desceoberta em levedura por Neuberg & Karczag em 1911,
tendo sido demonstrado por Auhagen, em 1932, gque a mesma
requer uma coenzima, cuja estrutura foi elucidada por Lohmann
& Schuster, em 1937, como sendo a da tiamina pirofosfato
(TPP). Os autores citam ainda que, além do TPP, a enzima
requer Mg? como cofator.

PDC de levedura se comporta como uma enzima alostérica. A

forma sigmoidal da curva velocidade de reagac x concentragio



de substrato indica gque sua atividade catalitica é regulada
pelo substrato (Boiteux & Hess, 1970; Hiibner et al., 1978;
Schellenberger & Hiibner, 1978), tendo-se demonstrado que, na
auséncia do ativador, a enzima é potencialmente inativa
(Hibner & Schellenberger, 1986). Para PDC de Zymomonas
mobilis, uma cinética normal de Michaelis-Menten foi relatada
(Neale et al., 1987).

Pelo nimero de sitios de ligagdo do TPP estimado (Ullrich
et al., 1966), quatro cadeias polipeptidicas de PDC foram
previstas, cada uma contendo um sitio ativo. Inicialmente,
porém, estudos de desnaturagao em cloreto de guanidina 6 M
resultaram na formagdo de subunidades que migram na
ultracentrifuga como um pico dnico e simétrico de -massa
molecular que corresponde & metade daquele da proteina
intacta, indicando que a enzima consiste de duas subunidades
em vez das quatro esperadas (Ullrich & RKempfle, 1969). Isso
foi reforgado pela demonstragdo de que, em pH alcalino, a
enzima se dissocia em subunidades com metade da massa
molecular, as quais, na presenga de TPP e Mg, reconstituem a
holoenzima dimérica ativa de mesma massa molecular que a
nativa original (Gounaris et al., 1971). Tratamento com uréia
ndo dissocia a enzima em subunidades, mas a desnatura quase
irreversivelmente e cliva parcialmente o TPP (Ullrich et al.,
1966). Através de PAGE-SDS, no entanto, a enzima se dissocia
em subunidades correspondentes a um quarto do peso original.
Isso demonstra que a enzima &, na realidade, um tetramero ou

um "dimero de dimeros" (Hopmann, 1980) e sugere que a



assoclagao de cada par de dimeros se da por interagdes
hidrofdébicas (forgas de van der Waals), o que estd de acordo
com a nao dissociagdo em pH alcalino. Na associacdo dos
dimeros para formagdo do tetramero ativo, interagdes outras,
tais como associagdc de dipolos de residuos de cadeias
laterais, pontes de hidrogénio ou interagdes eletrostaticas,
devem estar envolvidas. Sendo uma proteina citoplasmitica,
fazendo parte, portanto, de um ambiente redutor, a parti-
cipagdo de pontes de dissulfeto na estrutura nativa nioc &
esperada, o que foi comprovado por Brauner & Ullrich {1972).

0 presente estudo & parte de um programa de determinagéao
dos mecanismos de regulagdo de PDC de levedura em
desenvolvimento no Imperial College of Science, Technology
and Medicine -~ Universidade de Londres (Lancashire et al.,
1981; Cheung, 1985; Green, 1987; Wright et al., 1989) e teve
como objetivo primordial contribuir para a elucidacado da sua
estrutura através da andlise direta da enzima.

Para eliminar dividas na interpretacdo dos resultados
relacionadas ao polimorfismo genético, uma linhagem hapléide

de levedura, Saccharomyces cerevisiae MC 16, foi wutilizada.

Sua multiplicagdo ficou ao encargo da planta piloto do
Imperial College, que seguiu, inicialmente, sua metodologia
de rotina. Numa primeira tentativa de purificar a enzima, no
entanto, alguns problemas foram detectados.

Em primeiro lugar, o meio utilizado era & base de extrato
de levedura, peptona e dextrose (YEPD}, suplementadc com

adenina, pois a linhagem usada & deficiente para essa base.



Embora excelente para o crescimento de levedura e amplamente
empregado em trabalhos de microbiologia, biogquimica e
genética, tal meio ndoc é adequado quando se tem em vista a
purificagdo de proteinas outras que ndo proteases. Isso
porque, tendo como fonte de nitrogénio a peptona, a levedura
& induzida a produzir proteases a fim de hidroliza-la a
peptideos e aminodcidos assimilaveis pela célula. As
proteases, todavia, terd3oc um efeito nefasto durante a
purificagdo e estocagem da enzima de interesse. Pringle
{1975) discute o problema de artefatos proteocliticos em
estudos de enzimas e outras proteinas de leveduras e
apresenta um ampla lista de casos conhecidos, inclusive com
piruvato descarboxilase, que pode ser tanto inativada como
modificada por proteases. Zehender et al. (1987) relataram
que, diante da impossibilidade de uma analise quimica
detalhada de PDC de levedura devido & acdo incontrolavel de
proteinases contaminantes, optaram pela investigagéo da
enzima de gérmen de trigo como alternativa pratica.

Assim sendo, no presente trabalho, a peptona foi
substituida por sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio.
Tiamina foi introduzida de modo a garantir que PDC nao fosse
limitada pela sua coenzima. Sais minerais foram também
adicionados. As concentragdes de todos esses nutrientes
seqguiram a formulagdo de uma base de nitrogénio para testes
de assimilagdo de carbono por leveduras dos Laboratérios
Difco, seqgundo Kreger-Van Rij (1984). Embora o extrato de

levedura seja fonte de vitaminas, a guantidade de tiamina
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fornecida, 3pg/g numa andlise tipica (Difco Laboratories/UK
Division, comunicagdo pessoal), equivale a apenas 7,5% da
recomendada, quando 1% de extrato de levedura é usado no meio
de cultura. As concentragdes de glicose, extrato de levedura
e sulfato de adenina foram mantidas como no meio de uso
corrente pelo laboratério e pela planta piloto.

Outro problema relativo & multiplicagédo da levedura diz
respeito & aeragdo. Nas fermentagdes previamente realizadas
pela planta piloto, o processo transcorria em anaerobiose
para direcionar o metabolismo para a via de producao de
etanol e, conseqgiientemente, favorecer a sintese de PDC.
Contudo, oxigénio molecular & essencial a sintese de
ergosterol (Andreasen & Stier, 1953; Proudlock et al., 1968;
Nes et al., 1978; Kirsop, 1982), estando este envolvido na
ciclizagédo do esgualeno e subseqiiente desmetilacgdo do
lanosterol (Parks, 1978). © ergostercl, que é o esterol
predominante em fungos, podendo constituir até 10% do peso
seco celular, se encontra em dois "pools": comoc esterol
livre, disponivel para a biossintese de membrana, e como
éster de esteril, ou seja, esterol esterificado por Aacidos
graxos de cadeia longa, que & estocadoc em goticulas de
lipidios no citossol. Sua biossintese & um processo
dispendioso para a célula; envolve pelo menos 25 reagdes e
requer 10 moléculas de ATP e 16 de NADPH por molécula de
ergosterol formada, sem contar com os 12 equivalentes de ATP
necessarios a transmetilagdo para o C-24 da cadeia lateral

(Rodriguez et al., 1985). Em geral, os esterdis tém sido
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vistos como componentes estruturais de membranas, servindo
como moduladores da sua fluidez para evitar alteragdes

drasticas com as flutnagdes das condigées ambientais (Demel &

De RKruyff, 1976). Uma segunda funcdo, mais especifica, foi
sugerida em Mycoplasma capricgolum (Dahl et al., 1981) e,
posteriormente, confirmada em Saccharomyces cerevisiae

(Ramgopal & Bloch, 1983). Essa fungidoc envolve a regqulacao do
consumo de Acidos graxos insaturados e, portanto, a sintese
de fosfolipidios, a gqual pode estar cocordenadamente
controlada com a biossintese de proteinas.

Assim sendo, experimentos preliminares visando determinar
as condigGes adequadas a uma boa produgio de PDC em
fermentador e estabelecer métodos que garantissem sua
estabilidade durante a estocagem foram necessarios.

Durante a purificagdo, trés formas da enzima separaveis
por cromatografia de troca idénica foram isoladas. Essa
subdivisdc em miltiplos picos, fato também observado por
outros pesquisadores (Katsumata et al., 1969; Gounaris et
al., 1971; Tudewig & Schellenberger, 1974), levou a

formulagdo das seguintes hipéteses:

1) Dissociacgao tetramero-dimero/holoenzima-apoenzima - PDC
existiria na célula como uma proteina dimérica e durante a
purificagdo, devido & condigido de concentracaoc, assumiria
a forma tetramérica, sendo essa uma interagdo fraca de di-

meros; a dissociagdo seria rapida e a reassociagdo lenta.

Estudos de dissociagdo mostraram que o tetramero de PDC
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estd associado via duas formas distintas de interagdo de
subunidade; tratamento alcalino causa dissociagdo em dois
dimeros de massas moleculares idénticas com simultéanea
liberagdo dos cofatores TPP e Mg'™; posterior dissociagdao a
mondmeros ocorre apenas apoés desnaturagéo irreversivel com
agentes desnaturantes fortes, tais como SDS e hidrocloreto de
guanidina 6M (Gounaris et al., 1971 e 1975; Schellenbenger e
Hibner, 1978; Hopmann, 1980; Ullrich, 1982). Através de uma
analise com fontes de radiagio de alto brilho, Kdnig et
al.(1992) verificaram gue, na faixa de pH 6,8-8,3, solugdes
de PDC com concentragdes de 2-3mg/ml consistem de um
equilibrio entre tetrameros e dimeros, o qual sé & deslocado
para um dos oligdmeros nos extremos da faixa de pH; em pH 6,2
s0 existem tetr@meros enquanto que em pH 8,4 as solugdes
consistem puramente de dimeros. Os autores citam que esses
resultados foram recentemente confirmados por ultra-
centrifugagdo por Hibner et al.{dados nao publicados) e
propdem gque, no citossol, um acimulo de piruvato deve
resultar numa redugdo do pH, deslocando o equilibrio para a
forma tetramérica -— (nica cataliticamente ativa —
constituindo-se num mecanismo de regulagdo de PDC ao nivel
molecular. As condigbes de purificacdo da enzima utilizadas
nesta tese, pH 6,3, permitem, assim, que essa hipétese seja

descartada a priori.

2) Fosforilaglio reversivel - PDC seria uma enzima regulada
por fosforilagdo reversivel e, portanto, duas formas da

enzima (fosforilada e desfosforilada) seriam esperadas.



A fosforilagado reversivel é um mecanismo de modificagao
poés-tradugac de grande importéancia no controle de processos
celulares e pode estar relacionada com as miltiplas formas
cromatograficas de PDC. Proteinas reguladas por esse tipo de
mecanismo saAo amplamente encontradas tanto em procariotos
como em eucariotos (Roche & Cate, 1977; Yeman et al., 1978;
Reed & Pettit, 1981; Teague et al., 1982; Randle et al., 1981
e 1984; Stralfors & Belfrage, 1984; Pilkis et al., 1984;
Fugisawa et al., 1984; Kuehn, 1984; Rose & Jacob, 1984;
Nimmo, 1984; Dahl et al., 1987}). Em leveduras, as enzimas
frutose 1,6-bifosfatase , glutamato desidrogenase NAD-depen-
dente e piruvato desidrogenase podem ser citadas. (Holzer,
1984; Hemmings, 1984; Uhlinger et al., 1986). Para a prépria
PDC, uma recente analise por espectroscopia de ressondncia
magnética nuclear revelou duas fosfosserinas por tetramero;
quanto ao papel da fosforilagdo da enzima, porém, evidéncias
indicaram o ndo envolvimento no processo catalitico ou sua

regulacdo (Hiibner et al., 1992).

3) Protedlise - PDC seria um tetrdmero formado de subunidades
idénticas, o , gue, sob agdo proteolitica, gquer por um
mecanismo fisioldgico quer por um artefato de purificacgdo,
originaria a’ com liberagdoc de um pequeno peptidio, de
modo que O processo nao seria perceptivel por métodos de
determinagdo de massa molecular como filtracdo em gel e

PAGE-SDS.
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Protedlise seletiva € um mecanismo de regulacgao
metabdlica, colocando as proteases como mediadores de
processos fisioldgicos. E o caso da ativacido de zimogénios,
de proteinas nascentes e de pré-neuropeptidios. Nesses
processos, esta implicita uma agdo limitada de uma protease
para derar wuma molécula que é resistente a posterior
protedlise; dai a expressdo "protedlise limitada" freqgliien~
temente empregada. Proteinases envolvidas em tais reagoes
regulatorias foram isoladas por Wolf (1984), citado por
Zimmermann (1985), a partir de mutantes. de levedura
deficientes para as proteinases A e B e as carboxipeptidases
¥ e 8§, estando as proteinases residuais relacionadas, por
exemplo, c¢om o processamento do fator alfa. Foi ainda
relatado por Holzer (1984), citado por Zimmermann (1985), que
frutose 1,6~-bifosfatase €& rapidamente inativada quando
glicose é adicionada a células de levedura em crescimento
numa fonte de carbono que requer a gluconeogénese, sendo a
inativagdo iniciada por fosforilagdo reversivel, seguida de
clivagem proteolitica. Uma excelente revisio sobre o assunto
foi publicada em 1987 por Bond & Beynon.

Protedlise tem-se também apresentadoc como um sério
problema durante tentativas de se isolarem e/ou
caracterizarem proteinas de levedura. A agdao de proteases
sobre a proteina de interesse pode levar a perdas de
atividade, o que tem sido observado em muitos estudos de
proteinas de levedura. Quando ocorre simplesmente inativacao,

sem produgdo de formas ativas modificadas, pode-se considerar



o artefato proteolitico como benigno. Em muitos casos, porém,
formas parcialmente degradadas, mas ainda ativas, sdo
produzidas. Em alguns casos, as formas nativas e as
modificadas sdo vistas como aparentes isocenzimas, enguanto
que em outros a forma nativa pode desaparecer completamente.
A modificagdo, mesmo de uma pequena proporgidc da proteina
total, pode levar a resultados bastante confusos como, por
exemplo, paré@metros cataliticos ou perfis iscenzimaticos.
Modificagdes que ocorrem com pouca ou nenhuma perda de
atividade sdo particularmente perigosas como artefatos
proteoliticos, pois, sendo relativamente dificeis de se
detectar, podem levar ao estudo de uma forma da proteina que
ndo existe na célula e, portanto, a conclusdes imprecisas
sobre as suas fungdes bioldgicas.

Na maioria dos casos, o padrdo de digestdo de proteinas
nativas por proteases é do tipo "tudo ou nada", pois a
clivagem da primeira ligagado peptidica reduz a flexibilidade
de toda a estrutura. Nesses casos, a taxa de perda de
atividade de uma enzima na presenga de uma protease, por
exemplo, € uma maneira simples de se distinguir uma
flexibilidade conformacional reversivel de uma desnaturacdo
irreversivel. Muitas proteinas, especialmente as destinadas a
sobreviver num ambiente extracelular hostil, sdo notavelmente
resistentes & protedlise porque suas estruturas tercidrias
sdo rigidas (ex.: subtilisina); porém, algumas podem ser
seletivamente clivadas por proteases com nenhum efeito sobre

a atividade e pouco sobre a estabilidade.
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A contaminagao de preparagdes altamente purificadas de PDC
pela protease A e pelo precursor inativo da protease B foi
relatada, havendo indicagdes de que protease A degrada PDC
sem alterar sua taxa de atividade, enquanto que protease B
parece agir seletivamente de tal forma que PDC perde sua
capacidade de clivar o 2-hidroxietil TPP, mas retém sua
atividade na formagdo do complexoc (Juni & Heym, 1968).
Protease A & uma endopeptidase de levedura de massa molecular
60000 D e ponto isocelétrico em torno de 3,7; a enzima &
estavel em pH 5-6, em temperatura de até 50°C, insensivel ao
EDTA, PCMB, DFP e PMSF e sensivel & pepstatina (Pringle,
1975). A inibigio exercida pela pepstatina é pH dependente;
maxima inibigdo & observada em pH 5; em pH 3 e pH 7, uma
inibigac completa ndo é obtida, mesmo na presenga de excesso
do inibidor (Magni et al., 1982). Protease B é também uma
endopeptidase de levedura, de massa molecular de cerca de
82000 D e ponto isoelétrico em torno de 5; a enzima é ativa
em pH 4,8-10, ndo é afetada por EDTA, mas pode ser
completamente inibida por PCMB, DFP e PMSF (Pringle, 1975).

A agao de endopeptidases pode ser facilmente percebida
pelo surgimento de polipeptidios de baixa massa molecular em
géis de eletroforese em condigdes desnaturantes (PAGE-SDS).
Degradagdes extensivas, apds adicdo de SDS, foram observadas
em proteinas de levedura altamente purificadas, a maioria das
quais aparentemente teria sobrevivido, numa forma mais ou
menos intacta, aos processos de purificagdo e de manuseio

como proteinas nativas (Pringle, 1975).
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A agao de exopeptidases, contudo, embora também sendo
freqiientemente acelerada por tratamento desnaturante, tem
seus efeitos mais dificilmente detectaveis, a menos que os
aminodcidos terminais da cadeia peptidica sejam examinados ou
um método para determinacido da massa molecular capaz de

detectar a perda de um Gnico aminodcido seja empregado.

4) Diferentes subunidades/isoenzimas - PDC seria um tetrimero

formado por subunidades distintas.

A estrutura das subunidades que formam o tetramero de PDC
€ uma questdo bastante controvertida. Tanto um como dois
tipos de subunidades ou duas diferentes isocenzimas tém sido
descritos (Gounaris et al., 1971; Ludewig et al., 1974;
Hiibner et al., 1975: Hopmann, 1980; Ullrich, 1982;
Schellenberger, 1982; Sieber et al., 1983; Zehender &
Ullrich, 1985; Kuo et al., 1986).

Uma Gnica banda de cerca de 60 KD &, geralmente, observada
em PAGE-SDS (Gounaris et al., 1975; Green, 1987). Embora duas
bandas monoméricas tenham sido observadas por alguns autores
(Hopmann, 1980; Ullrich, 1982; Sieber et al., 1983; Zehender
& Ullrich, 1985; Kuo et al., 1986}, é possivel que a de menor
massa molecular tenha se originado por proteélise da maior,
quer fisiologicamente, guer como um artefato de purificagéao.
Além disso, como leveduras de cervejaria de ploidia
desconhecida foram utilizadas nesses estudos, a possibilidade
de um polimorfismo genético ndo pode ser descartada. A

maioria das linhagens de §. cerevisiae cultivadas em
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laboratério é hapléide ou dipldide, porém linhagens
industriais sao predominantemente dipléides ou polipléides
(Pretorius & Westhuizen, 1991). Zehender & Ullrich (1985)
sugeriram que a composigdc de aminodcidos das duas bandas é
compativel com protebélise, enquanto que Kuo et al. (1986)
mostraram que as duas formas se associam in vivo originando
uma enzima plenamente ativa. Essas informagdes foram consi-
deradas por Wright et al. (1989) como suficientes para a
conclusac de due, pelo menos em leveduras de cervejaria,
subunidades distintas se associam para formar PDC com uma
conformacgao a,B, ; porém, de acordo com Green (1987), os
dados apresentados nao sdo conclusivos.

A divida com relagdo a uma estrutura a,B, para PDC &
reforgada por estudos com linhagens de leveduras hapléides.
Schmitt & Zimmermann (1982) identificaram mutantes defectivos
para a atividade da enzima, os quais cairam em dois grupos de
complementagao, PDC 1 e PDC 2. O gene PDC 1 foi eclonado
(Schmitt et al., 1983), segiienciado (Kellermann et al., 1986)
e sua expressao e requlagdo tém sido bastante estudadas
(Green, 1987; Butler & McConnell, 1988; ZXellermann &
Hollenberger, 1988; Candy et al., 1991). As seguintes
evidéncias indicaram que PDC 2 n3oc é um gene estrutural: 1.
os alelos pdc 2 , ao contrdrio dos mutantes pdec 1, nido mos-
traram o fendétipo de dominéncia parcial esperado para muta-
¢oes do gene estrutural; 2. os extratos do mutante pde 2 nao
apresentaram qualquer diferenga cinética em relagdo & ligacgdo

do piruvato ou do TPP; em contraste, ambos os alelos hipo-
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morficos de pde 1 (pdc 1-14 e pdc 1-30) mostraram afinidade
por TPP alterada; 3. o gene PDC 2 clonado hibridizou com um
mRNA de concentragao muito baixa para codificar um segundo
gene estrutural. Um possivel papel para PDC 2 a nivel de pos—~
transcrigao foi proposto por Schmitt et al. {1983}).

Se, por um lado, o aumento da atividade de PDC em
decorréncia de uma superprodugdo de PDC 1 clonado num
plasmidic de alto niimero de cépias (Schmitt et al. 1983)
indica a existéncia de apenas um gene estrutural, por outro
lado, a hibridagdo de PDC 1 a uma segunda seqgiliéncia,
classificada como um pseudogene, no genoma de levedura
(Schmitt et al., 1983; Seehaus et al., 1985) revela a
possibilidade de um segundo gene estrutural. Numa andlise
preliminar, por espectrometria de massa, de PDC purificada a
partir de uma linhagem hapléide (Cheung, 1985), apenas metade
dos peptidios produzidos por protedlise com tripsina e
brometo de cianogénio correspondeu ao produto do gene PDC 1
previsto a partir da seqgiiéncia de nucleotidios {Kellermann et
al., 1986). A outra metade poderia, assim, ser codificada por
um segundo gene estrutural e, nesse caso, poder-se-ia esperar
que os alelos pdc 1 isolados por Schmitt & Zimmermann (1582)
representassem dois loci génicos em vez de um. Isso foi
investigado por Wright et al. (1989) gue demonstraram que a
mutagdo pdc 1-30 ndo é alélica nem com pdc 1-8 e pde 1-14,
nem com pdc 2-122 e, portanto, identificaram um terceiro
gene, PDC 3, tendo o mutante pdec 1-30 passado a ser designado

pdce  3-30. O gene PDC 3 foi clonadoe e caracterizado pelos
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autores, mas o tamanho, a guantidade e a regulagao de seu
transcrito indicaram que é improvavel tratar-se de um sequndo
gene estrutural para PDC, tendo sido sugerido um papel ou na
regulagao de um gene estrutural ainda ndoc descoberto ou na
modificagdo pés-tradugido da enzima.

Outro fragmento de DNA, envolvido na expressao de PDC 1,
denominado PDC 4 foi clonado por complementacao de mutantes
pdc por Seehaus (1986), citado por Seeboth et al. (1990).
Estudos de delegdo do gene estrutural PDC 1 (Schaaf et al.,
1989) revelaram um fendtipo completamente diferente dos
obtidos por Schmitt & Zimmermann (1982} através de mutagbes
de ponto. Enquanto os mutantes pde 1 apresentaram
semidomindncia e um, inclusive, completa inibigde do
crescimento em glicose e nenhuma atividade especifica de PDC
detectavel in vitro (pdc 1-8), a delegdo de grande parte da
regido codificadora de PDC 1 levou a mutantes capazes de
fermentar glicose com quase metade da atividade especifica da
enzima em comparagdo com a linhagem selvagem. Além disso, um
MRNA do mesmo tamanho que o transcrito a partir de PDC 1 foi
encontrado nesses mutantes. Os autores concluiram gque a
seqliéncia homdéloga a PDC 1, e inicialmente descrita como um
pseudogene, funciona também como um gene estrutural para
piruvato descarboxilase e que a enzima pode ser composta de
duas subunidades ligeiramente diferentes. Resultados simi-
lares foram obtidos por Seeboth et al. {(1990) através de um
experimento de substituigdo génica onde, por delegdo, o gene

PDC 1 foi substituido pelo da B-lactamase. O mutante pde 1°
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foi capaz de crescer em glicose e exibiu 60 a 70% da atividde
de PDC da linhagem selvagem. Os autores demonstraram gue o
efeito se deve a uma expressio aumentada de PDC 5, um segundo
gene estrutural homélogo a PDC 1 e fracamente expresso na li-
nhagem selvagem. A delegdoc de PDC 5 nido tem efeito na
atividade especifica de PDC, porém mutantes duplos
pde 1° pde 5° ndo apresentam atividade enzimatica detectavel,
indicando que os dgenes para PDC parecem estar sobre autorre-
gulagdo ao nivel de transcrigdc (Hohmann & Cederberg, 1990).

Um terceiro gene estrutural para PDC em §S. cerevisiae
homélogo a PDC 1, PDC 6, foi descrito por Hohmann (1991). O
gene parece nao contribuir para a atividade total de PDC da
célula durante o crescimento em glicose, uma vez que o duplo
mutante obtido por delegdo de PDC 1 e PDC 5, embora possuindo
PDC 6, nao apresentou atividade enzimadtica detectavel e
nenhum mRNA para PDC 6 foi encontrado em tais células. Além
disso, sua delegdo ndo acarretou queda de atividade no tipo
selvagem ou em quaisquer das combinacdes de mutagdes para
PDC. Por outro lade, PDC 6 funcionou como um gene estrutural
para PDC em mutantes derivados da linhagem pdec 1° pde 5° nos
gquais PDC 6 foi duplicado sob o controle do promotor PDC 1.
Esses mutantes fermentam glicose e apresentam atividade para
PDC mostrando que PDC 6 &, de fato, um gene estrutural para a
enzima.

Em resumo, PDC 1 codifica para a principal isoenzima de
PDC; PDC 5 pode ser necessario para que a enzima atinja sua

plena atividade em determinadas condigdes, provavelmente
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durante a germinagdo de esporos; e PDC 6 parece contribuir
para a atividade total, principalmente durante o crescimento
em fontes de carbono ndo fermentesciveis (Hohmann, 1991).

O seqllenciamento, pelo menos parcial, das trés proteinas
isoladas neste trabalho, permitiria a correlagao com as
seqli€ncias previstas e forneceria a prova definitiva de suas
correspondéncias a cadeias polipeptidicas idénticas ou
distintas.

Na investigagdao das hipdteses levantadas como origem das
trés formas de PDC isocladas cromatograficamente neste
trabalho, a estimativa da massa molecular por PAGE-SDS e
filtragdo em gel, a determinagdo do ponto isoelétrico, bem
comc a andlise do comportamento em géis de eletroforese em
condigdes desnaturante e nativa, podem fornecer informagdes
Gteis. Entretanto, a andlise da estrutura primaria e a
determinagdo precisa da massa molecular por espectrometria de
massa se apresentam como uma abordagem ideal.

B espectrometria de massa tem desempenhado um importante
papel na determinagdo da estrutura de biomoléculas a partir
da década de setenta devido a alquns principios fundamentais
peculiares & técnica, quais sejam: (1) sensibilidade: & o
mais sensivel dos métodos aplicados a elucidagdo de estrutura
ou a quantificagao, sendo aplicavel rotineiramente a
quantidades de amostra da ordem de microgramas ou, em casos
favorédveis, de picogramas; o progresso na fisica de geragao,
anadlise e detecgdo de massa de ions pode, eventualmente,

levar a sensibilidade mdxima de geracfio, anilise e deteccdo
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de um dnico ion, sendo que a detecgdo ja é uma realidade; (2)
especificidade: como o método fornece uma medida fisico-
quimica exata (massa com uma precisio de cinco casas deci-
mais, por exemplo}, sua especificidade & incomparavelmente
superior a de outras "sondas de estrutura” amplamente
utilizadas, tais como o radioimuncensaio; (3) pureza da
amostra: nao requer amostras puras, o que & uma vantagem
Gnica sobre métodos quimicos classicos ou espectroscopicos de
elucidagao de estrutura (Morris, 1980). Vale ainda ressaltar
que a técnica é aplicavel a todos os elementos, uma vez que
massa ¢é uma das duas qualidades fundamentais na fisica que
caracterizam a matéria em geral, sendo a outra a fregiiéncia,
que €& também amplamente utilizada para propositos analiticos
em técnicas de espectroscopia (ultravioleta, infravermelho,
Raman, microondas, raio x e ressonéncia magnética nuclear)
(Brunnée, 1982),

Para a geragao de informagdo de seqiiéncia de aminodcidos
em peptidios e proteinas, o método mais usado até o inicio da
década de oitenta foi a espectrometria de massa por impacto
eletrénico, EI-MS. Esse método, porém, apresenta algumas
desvantagens, quais sejam: (a) necessidade de derivatizagio
das amostras a seus derivados volateis N-acetil permetil; (b)
necessidade de quantidades relativamente grandes de amostra
(superiores a 5 nanomols); (c) desprovimento de ions
moleculares num espectro EI tipico devido & alta energia
interna a eles transferida.

A introdugdo do bombardeamento por &tomos acelerados como
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um método de ionizag8o da amostra, FAB-MS5, em 1981, por
Barber e colaboradores, deu uma significante contribuicdo a
area de analise estrutural de biopolimeros (Barber et al.,
1981; Morris et al., 1981; Williams et al., 1982). A +técnica
se aplica a substancias polares ou termolabeis, sem prévia
derivatizacdo (como acetilagao/permetilagio). Isso elimina
uma etapa tediosa e consumidora de tempo e material na
conversdao a derivados suficientemente voldteis para serem
ionizados por impacto eletrénico ou ionizagéao guimica;
possiveis efeitos colaterais relacionados com a modificagido
da estrutura bésica, o que dificulta a interpretagdo do
espectro, sdo também evitados. A dessorgdo de plasma, PD, e a
de campo, FD, foram também aplicadas na década de setenta;
porém, no primeiro caso, um equipamento especial & requerido
(Biemann, 1988) e, no dltimo, dificuldades relacionadas ao
preparo da amostra (Morris, 1982a), & instabilidade do
espectro (K6nig et al., 1983) e a falta de fragmentagido
légica (Morris, 1982b) reduzem bastante seus valores no
seqlienciamento de peptidios como técnicas de rotina. FAB-MS,
por sua vez, € uma técnica simples, tanto com relagao a
adaptabilidade aos espectrdmetros de massa disponiveis como
quanto ao procedimento. A amostra é aplicada num solvente
adequado (100mM HC1, MeOH, por exemplo) a uma matriz de
glicerol/tioglicerol ou mono-nitrobenzil Alcool (MNBA) num
alvo metdlico e bombardeada com um feixe de Atomos (argbnio,
xendnio ou césio) acelerados. Assim, é ionizada pela colisao

com Atomos e feixes de ions de longa vida sdo gerados e



analisados quanto Aas suas massas (Morris, 1982a e b). Em
combinagdo com a espectrometria de massa de alto campo, HF-
MS, métodos para a determinacdo da massa molecular de
peptidios cada vez maiores foram sendo desenvolvidos {(Dell &
Morris, 1982; Barber et al., 1982 e 1983; Buko et al., 1983 a
e b; Bateman et al., 1985). Assim, hoje, massas moleculares
na faixa de 10 a 15 XD podem ser obtidas com oS
espectrometros de massa comercialmente disponiveis
(Chatterjee, 1989). Muitos biopolimeros de interesse, no
entanto, ultrapassam consideravelmente essa faixa de massa. O
conceito de "Mapeamento-FAB", que descreve o exame ou a
triagem de digestos e subdigestos protéicos (quimicos ou
enzimadticos) pelo procedimento HF-MS no modo FAB, foi
introduzido em 1983 especificamente para lidar com questdes
de estrutura de grandes biopolimeros, incluindo enzimas,
receptores e proteinas recombinantes (Morris et al., 1983). 0
conceito foi aplicado a uma gama de importantes biopolimeros,
tais como peptidio relacionado com o gene da calcitonina
humana (Morris et al., 1984), insulina {Morris & Pucci,
1985), apolipoproteina B (Knott et al., 1985 e 1986),
proteina transportadora de glicose (Mueckler et al., 1985;
Cairns et al., 1987), antitrombina "Northwick Park"
(Erdjument et al., 1987 e 1988), a,-antitripsina (Greer et
al., 1988) e proteina de ligagdo do calcio sarcoplasmatico
(Aubagnac et al., 1988),.

O mapeamento-FAB envolve uma combinagdo de técnicas

quimicas e/ou enzimadticas para a geragdo de pequenos



peptidios dentro de uma faixa de massa compativel com a
resolugdo do espectrémetro de massa utilizado. Em muitos
casos, a conformagdo tridimensional de uma proteina impede,
estericamente, a aproximagaoc de uma molécula das dimensoes de
uma enzima e, portanto, sitios de clivagem potenciais no
interior do substrato protéico permanecem inacessiveis, o que
resulta em protedlise limitada. Por outro lado, os efeitos do
impedimento estérico sobre a aproximagdo de uma molécula
pequena, tal como o brometo de cianogénio (CNBr), nédo sao,
usualmente, significantes. Assim, empregando-se condigdes
experimentais apropriadas, ligagdes especificas podem ser
quimicamente clivadas em fragmentos peptidicos grandes, com
menos estruturas secunddria e terciaria, adequados a
protedlise enzimdtica. A mistura do digesto resultante é,
entao, analisada por FAB-MS + sendo o espectro de massa
obtido denominado "Mapa-FAB". Um mapa-FAB tipico contém uma
série de sinais de intensidade variavel. Os sinais de massa,
[M + H]Y, devenm corresponder a peptidios derivados da
amostra, os guais podem ser mapeados na estrutura antecipada,
se conhecida, demonstrando se a seqiiéncia primaria esta
correta. Quanto maior a proteina mais complexo é o mapa dos
varios sinais de massa na seqiiéncia; em tais casos, um
programa de computador pode ser empregado (M-Scan Ltd.,
Ascot, UK, & R. Mc Dowell, Imperial College of Science,
Technology and Medicine, Londres, UK}. Esse programa consiste
de duas segbes principais, sendo um banco de dados para

seqiiéncias protéicas e um programa de busca. A seqiiéncia



protéica em andlise & estocada no banco de dados e o programa

de busca & capaz de localizar peptidios ao longo da seqiiéncia

protéica com base nas suas massas moleculares. Para cada
valor de massa, freglientemente existe uma série de
segiiéncias, derivadas da seqiiéncia prevista. Entretanto,

conhecendo-se a especificidade do digesto (por exemplo,
residuos de lisina ou arginina sdo esperados em peptidios
gerados por digestdo triptica), muitas das possibilidades de
seqliéncia podem ser descartadas por ndo satisfazerem as
condigdes de digestdo. As identidades dos sinais sao,
subseqgiientemente, validadas por manipulagdes quimica e
enzimadtica do digesto, seguidas de mapas-FAB adicionais apds
cada tratamento. Os sinais do primeirc mapa-FAB devem se
deslocar de uma forma previsivel. Deslocamentos de massa
inesperados, freqientemente, indicam modificagdes pos-
tradugdo, as quais, as vezes, podem ser deduzidas pelo wvalor
numérico da diferenga de massa. Assim, o N-terminal dos
diversos fragmentos peptidicos pode ser acessado por um ou
dois passos da degradagdo subtrativa de Edman. Da mesma
forma, o C-terminal pode ser confirmado pela digestido com
carboxipeptidase B, CpB, uma enzima muitoc dtil para uso em
combinagdo com a tripsina por ser especifica para clivar
apenas residuos de arginina e lisina C-terminais. Uma
comparagao do mapa~FAB triptico com o produzido apbs
subdigest&o por CpB identifica o C-terminal da proteina, pois
o peptidio correspondente ndo apresenta deslocamento de

massa, a menos que o aminoacido dessa regido seja lisina ou
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arginina.

Outras digestdes, tals como as efetuadas pela protease V8
e pela quimotripsina, podem fornecer dados de interesse para
o mapeamento. A primeira é uma enzima extracelular, isolada
de Staphylococcus aureus, especifica para clivagem no lado C-
terminal de 1ligagSes peptidicas dos residucs dos A&cidos
glut@mico e aspartico; as condigdes da reagdo podem, ainda,
ser ajustadas para a clivagem em apenas um dos aminoacidos. A
Gltima €& wuma enzima especifica para clivagem no lado C~
terminal de ligagdes peptidicas de triptofano, tirosina,
fenilalanina e leucina, embora outros residuos possam também
ser hidrolisados numa taxa mais lenta.

O bombardeamento de moléculas por dtomos acelerados é um
processo suave de ionizagdo gue nado produz fragmentacéo,
resultando num espectro de massa contendo apenas ions
moleculares, o que é tomado como uma vantagem no mapeamento~
FAB, pois misturas complexas podem ser examinadas diretamente
sem receio de que o espectro se torne nio interpretéavel. Como
a probabilidade de dois peptidios de gqualgquer digesto de wuma
proteina terem a mesma massa molecular é baixa, o mapa-FAB &
um diagnéstico preciso, determinado pela presenga ou auséncia
de certos componentes peptidicos, da fidelidade da seqgliéncia
derivada do gene. Como visto, cada ion identificado no
espectro pode ser confirmado por manipulagdo guimica ou
enzimatica da mistura do digesto numa forma previsivel.
Mutagoes de ponto sao geralmente visualizadas como

deslocamentos de massa, cujos valores numéricos revelam a
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identidade do aminoadcido substituinte. 0 seqgiienciamento do
DNA & um processo rapido de elucidagdo da estrutura de
grandes proteinas, porém a identificagdo positiva de cédons
de iniciagdo, terminag¢do e introns requer comparagdo com
seqgiiéncias de aminoadcidos de mode a evitar uma ma
interpretagdo da regidc codificada do DNA. Uma seqgiiéncia de
aminodcidos sem terminagdo, as vezes sem sentido, pode ser
derivada simplesmente pela omissio ou identificagdo incorreta
de uma dnica base durante a leitura da seqiiéncia do DNA. A
observagdo incorreta de um cédon de terminacdo é uma segunda
causa de erro.

Em relagao a outros métodos de seqglienciamento, o
mapeamento-FAB apresenta a vantagem de permitir uma réapida
confirmagdo ou correlacdo com alta sensibilidade de gualquer
estrutura primdria antecipada (Morris, 1982; Biemann, 1982 e
1988; Mueckler et al., 1985; Biemann & Martin, 1987; Greer et
al., 1988). Outrossim, a detecgdo de  mecanismos de
modificagdo pés-tradugdo - como blogueic do N- ou do C-
terminais, processamento proteolitico, pontes de dissulfeto,
glicosilagdo ou fosforilagdo - a partir da seqgliéncia do DNA é
impossivel. Tais  mecanismos sao  identificados pelo
mapeamento-FAB (Williams et al., 1982; Robb et al., 1983;
Naik et al., 1985; Morris & Pucci, 1985; Eckart, 1986; Eckart
et al., 1986; Biemann & Martin, 1987; Erdjument et al., 1987;
Greer & Morris, 1987).

Embora tenha sido relatado que o N-terminal de PDC & um

residuo de histidina (Gounaris et al., 1975), tentativas de
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seqiiencid~lo utilizando as formas isoladas neste trabalho,
quer pelo procedimento manual de Edman-dansil (Edman, 1956;
Gray & Hartley, 1963), quer pela degradagac de Edman em
seqiilenciador de fase gasosa automatico, foram ineficazes; os
sintomas cléssices de um N-terminal blogueado, ou seja,

nenhum sinal para PTH-aminodcido no primeiro ciclo, mas

miltiplos sinais gradualmente aparecendo nos ciclos
sequintes, foram revelados, fato este Jja constatado
anteriormente por Cheung (1985). Assim, a estratégia do

mapeamento-FAB foi selecionada como um método altamente

adequado & andlise da segiiéncia primaria da enzima pPDC. A

técnica € também aplicdvel a proteinas de seqiliéncias
desconhecidas, com énfase na elucidagdo de seqgiiéncias
peptidicas curtas, tipicamente seis a doze residuos de

aminoacidos, para a produgdo de sondas de oligonucleotidios
sintéticos com vistas a triagem de bancos gendmicos.
Peptidios contendo residuos de metionina e de triptofano sio
mais adequados & geragio de sondas, pois, ao contrario de
outros aminodcidos, ndo possuem cédons degenerados. Residuos
de metionina, em geral, ocorrem com pouca fregiiégncia em
proteinas; portanto, a clivagem com brometc de cianogénio,
além de produzir peptidios contendo metionina, apresenta a
vantagem de gerar grandes fragmentos peptidicos com
estruturas secundaria e terciaria reduzidas, os quais podem
ser posteriormente digeridos com enzimas.

E interessante observar que o mesmc fato gue torna o

mapeamento~FAB vantajoso na andlise de misturas complexas, ou
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seja, o baixo grau de fragmentagdo, é a principal limitagdo
do método com relagdo & obtengido de informagdes de seqiiéncia
que permitam a elucidagdo da estrutura de proteinas de
seqliéncias desconhecidas. A purificagdoc dos peptidios da
mistura do digesto por métodos como HPLC, com identificacao
de cada peptidio isolado por espectrometria de massa
complementada por métodos classicos de seqiienciamento de
proteinas, tais como degradagdc de Edman em segiienciador de
fase gasosa automatico, ¢é imprescindivel, sendo a etapa
limitante na velocidade do segiienciamento. Em geral, pequenos
peptidios (menos de dez aminodcidos) ddo um nimero razoavel
de ions de fragmento, mas o grau de fragmentagao cai c¢om o
aumento do tamanho (Biemann & Martin, 1987) e, em alguns
casos, mesmo com pequenos peptidios, nenhuma fragmentagao &
obtida (Morris et al., 1981). O uso de uma matriz quimica,
freqiientemente, mascara a informagdo de ions de fragmentos na
regido de baixa massa (Johnson et al., 1987a; Tomer et al.,
1988b). Tais ions sdo mais prontamente observados quando se
usa uma Juantidade relativamente grande (5-100ng de um
peptidic puro), enquanto gque, em misturas ou em baixos
niveis, s&o obtidos principalmente ions parentais (Biemann &
Martin, 1987). Além disso, no caso de misturas, as relacgdes
ifons parentais/ions filhos, fundamentais para a elucidagao da
estrutura, sao de dificil estabelecimento (Tomer et al.,
1988b).

Logo apds a introdugdo da técnica FAB-MS, a demonstragéao

por Morris et al. (1981) de que a fragmentagdo de peptidios e
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carboidratos €é minima levou os autores & investigagdo da
aplicagdo de varredura ligada B/E usando um gas de colisdo
para aumentar a produgdo de ions de fragmentos. Os primeiros
resultados, no entanto, foram desencorajadores, pois grandes
quantidades de amostra (mais de 10nmols) foram necessarias e
ot dados do espectro B/E-CAD, mesmo para peptidios
relativamente pequenos, feoram de baixa intensidade e com
pouca informagdo de seqiiéncia; além disso, limitagdes do
préprio instrumento, na época, tornaram o método nioc atrativo
para © estudo potencial de peptidios de alta massa ou
misturas de peptidios (Morris et al., 1989). Revendo as
caracteristicas do espectrdmetro de massa de alto campo de
dois setores ZAB-2SE (manufaturado pela VG Analytical Ltd.
Manchester, UK), tanto em relagio & sensibilidade, como &
melhoria do software para computador, que toma a média da
soma de varreduras ("Multi-Channel Acquisition mode-MCA"), os
autores decidiram reavaliar o potencial da varredura ligada
em estudos de seqiienciamento de biopolimeros. A técnica foi,
assim, selecionada para, juntamente com o mapeamento~-FAB,
investigar possiveis diferencas nas seqiiéncias das trés
formas da proteina isoladas e correlacionid-las com as
derivadas dos genes PDC 1, PDC 5 e PDC 6.

Neste trabalho, a espectrometria de massa foi ainda
utilizada como um método preciso e altamente sensivel para a
determinagdo da massa molecular de PDC. Em geral, estimativas
da massa molecular de proteinas grandes sioc obtidas por
filtragdo em gel ou por PAGE-SDS usandc uma curva de
calibragao obtida a partir de uma série de proteinas de massa

molecular conhecida. Esses métodos, no entanto, além de
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fornecerem apenas valores aproximados, devem ser aplicados
com cautela, pocis comportamentos andmalos poden ser
observados (Haschemeyer & Haschemeyer, 1973; Sano et al.,
1976; Hames, 1981l). O método cléassico da velocidade de
sedimentagao, embora preciso, depende da  determinagdo
cuidadosa de par@metros fisico-gquimicos (densidade e
viscosidade do solvente e volume especifico parcial da
proteina em relagdo a Agua a 20°C), o gue o torna laborioso e
exige a habilidade de um técnico altamente qualificado, além
de requerer uma ultracentrifuga analitica, instrumento que se
encontra disponivel em poucos laboratérios do mundo.

A determinagdo da massa molecular por espectrometria de
massa tem-se estendido a biopolimeros de alta massa molecular
com base na lonizagdo por eletrospray, ESI. A técnica foi
introduzida por Dole et al. (1968), porém sé tomou impulso na
década de oitenta, apds os trabalhos de Yamashita & Fenn
(1984), Whitehouse et al. {(1985) e outros.

Uma técnica de determinagdo da massa molecular simples,
rapida e precisa tem um grande impacto no campo da anilise
estrutural de biopolimeros. Assim, por exemplo, uma seqgliéncia
derivada de um gene pode ser rapidamente checada para
delegbes, insergdes ou modificagdes pés-tradugio. No caso
particular de PDC, uma determinagdoc precisa da massa
molecular das trés formas isoladas neste trabalho & de grande
valia para uma correlag¢do com as seqiidncias derivadas dos
genes, bem como para uma estimativa do grau de diferenciagéo

das segiiéncias das formas isoladas.
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MATERIAL E METODOS

MICRORGANISMO UTILIZADO

Saccharomyces cerevisiae MC16 MATo leu?-3 hisd-712F% ade2-1

lys2-1 SUF2 (fonte: Beggs, 1978).

EFEITO DA AERACAO SOBRE A PRODUCAO DE PDC

Dois experimentos foram realizados em fermentador de 10 1,
sendo um em aercbiose por 10 horas seqguida de anaerobiose
pelas 10 horas subseqgiientes e o outro em anaerobiose durante

toda a fermentacgao.

1. Condigoes de cultivo

Com excegdc da aerobiose e da anaercbiose, mantidas por
borbulhamento de ar a 2 vvm e desligamento do ar, respecti-
vamente, ambos os experimentos foram desenvolvidos em c¢ondi-

¢des idénticas, quals sejam:

Meio de cultura: 10% glicose; 1% extrato de levedura; 0,5%
sulfato de aménio; 0,005% sulfato de adenina; 0,4mg/l hidro-
cloreto de tiamina; 0,05% MgsoO,.7H,0; 0,1% KH,PO,; 0,01%

CaCl,.2H,0; 0,01% NaCl; &gua destilada g.s.p. 8 1. A glicose
foi dissolvida em 4 1 de &gua e autoclavada separadamente

para evitar caramelizagdo e os demais componentes do meio,
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exceto a tiamina, foram dissolvidos nos 4 1 restantes e
autoclavados. Para a tiamina, tomou-se 1,6ml de uma solucao
0,2% esterilizada por filtracéo.
pH: nao controlado
Temperatura: 30°C
Agitagdo: 600 rpm
Inéculo: 10% de uma cultura contendo 1,5-2 x 10’ células/ml
crescidas por uma noite em frascos agitados em meio idéntico
ao usado no fermentador.

As fermentagdes foram acompanhadas pela determinacdo, a
cada duas horas, dos seguintes parametros:
-nimero total de células
-percentagem de células em brotamento
-densidade celular
~consumo de aglicar
-produgdo de etanol
~teor de proteina total
-atividade enzimatica

Amostras foram coletadas assepticamente em intervalos de
duas horas. Para os trés primeiros parémetros, o crescimento
foi paralisado pela adi¢@o de uma parte de formaldeido con-
centrado (37-40%) a nove partes da cultura (Pringle & Mor,
1975). Essas amostras foram mantidas a 4°C até o final da
fermentacdo, gquando foram analisadas. Para os demais paré-
metros, foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi mantido a -20°C para obtengdo do extrato

bruto para analise de proteina total e da atividade

enzimatica.

36



2. Preparo do extrato bruto

0 pellet foi lavado em agua destilada para remogdc de
residuos de meio de cultura e recentrifugado, descartando-se
o sobrenadante e ressuspendendo-se o novo peliet em tampio
fosfato de potassio 20mM pH 7, contendo 1mM Mgs0,, 10pM TPP,
0,lmM PMSF, 10™mM pepstatina A (Sigma P4265) e 5mM S-
mercaptoetanol (Sigma M 6250). Para o preparo da solugdo de
pepstatina A, dissolver inicialmente em bicarbonato de aménio
0,1M e s0 entdo completar ¢ volume com &gua. PMSF se
hidrolisa rapidamente e, assim, a solugdo deve ser preparada
em isopropanol e adicionada ao tampdc imediatamente antes de
seu uso. A quantidade de tampdo usada fol a suficiente para
se obter uma concentragdo de ~ 2 x 10® células/ml, gque é
considerada otima para obtengdo de extrato (Green, 1987).
Portanto, a quantidade de amostra coletada e o volume de
tampac dependeram da fase de crescimento. Assim, no inicio da
fermentagdo (~ 2-5 x 10° células/ml) foram coletados 200ml
de amostra e o pellet foi ressuspenso em 2-5ml de tampao;
na fase exponencial (0,5-2 x 107 células/ml) foram também
coletados 100ml de amostra, porém foram usados 2,5-10ml de
tampao; e na fase estacionaria (0,5-2 x 108células/m1), 10ml1
de amostra e 2,5-10ml de tampdo. Aliguotas de 1Iml dessas
suspensées de células foram transferidas para tubos de
centrifuga Sterelin de 10ml, fundo cénico e tampa rosqueada,
contendo 39 de pérolas de vidro de 0,4-0,5mm de diametro

(Jencons N2 8 Ballontini) tratadas com acido. Na préatica,
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pode-se considerar que dois tubos de Eppendorf de 0,7ml

cheios equivalem a aproximadamente 3g de pérolas. Os tubos
contendo 1ml de suspensao de c¢élulas + 3g de pérolas
foram, entao, c¢olocados num equipamento, especialmente

idealizado para a produgdo de extratos de levedura (Green,
1987, dispostos numa camara fria (4°C), onde foram
submetidos & agitagdo mdxima por 2 minutos para rompimento
das células.

O equipamento de Green (Apéndice D) é uma adaptagdo de um
agitador de tubo de uso comum em laboratério. Para tal, a
borracha onde o tubo se apdia foi removida e um béguer de
polipropileno de 600ml foi aparafusado em seu lugar. Uma
placa de poliestireno de 4cm de espessura e com didmetro
equivalente ao do bégquer foi inserida no mesmo e perfurada,
de modo a se obterem orificios gue acomodassem perfeitamente
os tubos. O equipamento foi fixado a um pedestal passando-se
uma fita gomada em volta do béquer e uma tampa foi adaptada
para evitar o movimento dos tubos para fora com a vibragéo.

Apds rompimento das células, as pérolas de vidro foram
centrifugadas em centrifuga de bancada a 2000g por 30
seqgundos. O sobrenadante fol transferido para tubo de
Eppendorf de 1,5ml e clarificado em microcentrifuga a 4°C,
velocidade maxima, por 15 minutos. O sobrenadante limpido
(extrato brutoc) foi transferido para outro tubo de Eppendorf

e usado para a determinagdo de proteina total e atividade de

PDC.
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3. Métodos Analiticos

3.1. Nimero total de células e percentagem de células em

brotamento

Células totais e em brotamento foram contadas em camara de
Neubauer melhorada a partir do hematocimetro Spencer (French
& Hebert, 1980).

A camara de Neubauer apresenta dois raiados quadrados de
9mm® de 4&rea e 0,lmm de profundidade, cada um dos quais
divididos em 9 guadrados principais de lmm’. Cada gquadrado
principal central é subdividido em 25 quadrados secundarios
de 0,2mm de lado, os quais sao, por sua vez, subdivididos em
16 quadrados menores de 0,05mm de lado.

As células foram contadas em todo o quadrado principal
central, para © gue as culturas, Jue tiveram seus
crescimentos paralisados por formaldeido, foram diluidas de
forma a se obter cerca de 200 a 400 células, o que
corresponde a 2-4 x 10°células/ml, certificando-se de que
as ceélulas se apresentavam uniformemente distribuidas. Com
esse critério, obteve-se um coeficiente de variagdo de, no
méximo, 10%. Considerando-se que o desvio padrdo de uma
contagem, devido unicamente a efeitos estatisticos, & igual a
raiz quadrada do nfimero de células contadas (Berkson et al.,
1940), pode-se deduzir que suspensdes muito diluidas levam a

uma maior margem de erro. Suspensdes muito concentradas, por

outro lado, apresentam problema de agregamento das células,
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aumentando também a margem de erro. Uma célula com um broto
foi contada come uma idnica célula até que a citocinese
ocorresse e mde e filha fossem fisiologicamente separadas, de
acordo com critério de Pringle & Mor (1975).

O numero de células por mililitro foi obtido considerando-
se que a drea contada (1lmm®), com uma profundidade de 0, lmm,
corresponde a um volume de 0,lmm’.

Assim: 0, lum® - x células
1000mm® (1 ml) -~ y
y = 10%x

O valor obtido teve, ainda, que ser multiplicado pelo

fator de diluigdo, gque inclui a diluigio feita na adicdo de

formaldeido (1:10) e a efetuada para a contagem.

Portanto: n2 células/ml = 10*x.f ,

onde: x = n2 de células contadas em todo o quadrado principal

central

Hh
It

fator de diluigéo

Cada contagem foi realizada em duplicata. As células em

brotamento foram expressas como percentagem do nimero total

de células.

3.2. Densidade celular

A densidade celular foi medida pela absorbancia a 600nm.
Foram testados, como brancos, os sobrenadantes obtidos pela

centrifugagdo das culturas, porém as diluigdes usadas foram
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tdo elevadas (1:5 a 1:500) gue suas absorbancias foram nulas.

Assim, foli usada agua destilada como branco. 0 peso seco foi

calculado, a partir da A,,, pela equagado derivada de dados

apresentados por Pringle & Mor (1975): y = 0,16371x-0,03156;
r’= 0,99991.

3.3. Consumo de agficar

Agicares redutores foram determinados espectrofotometri-
camente pelo método fenol-acido sulfidrico (Dubois et al.,
1956): 1Iml de solugdes padrdes, amostras e Agua destilada
(branco) foi colocado em tubos de ensaio de 16-20 x 150 mm;
50ul de fenol a 80% em peso (preparado pela adigac de 20g de
dgua destilada a 80g de fenol grau reagente, redestilado)

foram adicionados e, em seguida, 5ml de &acido sulfirico

{95,5%, densidade 1,84) com pipeta de escoamento rapido
{(cortada no bico) e diretamente no liquido. Os tubos foram
deixados em repouso por 10 minutos, agitados e colocados em
banho-maria a 25-30°C por 10 a 20 minutos.

A curva padrado fol determinada a partir de uma solugdo
estoque de Img/ml de glicose. Solugbes contendo 10-70pg/ml
foram preparadas, de modo que na mistura final

obteve-se

10-70pg/6ml ou 1,67-11,67ug/ml.

A leitura foi feita em espectrofotémetro Shimadzu UV-240 a

490nm.
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3.4, Produgao de etanol

Etanol foi determinado por cromatografia gas-liquida,
usando um cromatégrafo Philips PU 4500 equipado com detector
de ionizagdo de chama e coluna de vidro medindo 1,5m de
comprimento e 3,5mm de didmetro interno, empacotada com
Poropak a 80-100 mesh (Waters associates, Inc. Milford,
Mass.). A coluna foi operada isotermicamente a 180°C, tendo
as temperaturas do injetor e do detector sido ajustadas para
225°C e 250°C, respectivamente. A chama foi mantida com uma
mistura de ar e hidrogénio com fluxos fixos de 240ml/min. e
40ml/min., respectivamente. O gés de arraste (N,} teve seu
fluxo mantido em 40ml/min. Foi usado n-propanol como padrio
interno; assim, a solugdc padrdo continha: Iml etanol 5% e
50pl n-propanol, enquanto que a amostra continha: 1ml
sobrenadante (obtido por centrifugagdo da cultura a 4000 rpm
por 5 minutos) e 50ul n-propanol. Aliguotas de 1pl  foram
usadas para injeg¢do, tendo cada amostra sido analisada em
triplicata; o padrdo foi também corrido em triplicata para
obtencao de um fator de resposta médio. As areas dos picos
cromatograficos foram calculadas por meio de um computador
integrador Shimadzu Chromatopac C-R 3 A. A concentragdo de
etanol na amostra foi determinada de acordo com a seguinte

férmula:

£et°h]p/A(etoh)p [n-«propanot."]a

Letohd, = T Atetoh)a 7
(n—propanoL)p/A(n_propanct)p A(n-prepanot)a
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onde:

[etoh], = concentragidoc de etanocl na amostra

[etoh}p = concentragao de etanol na solugao padrao

R atohra = area do etanol na amostra

A (erohp = area do etanol na solugdo padréao

[n-propanol], = concentragdo de n-propancl na amostra
{n—propanol]g = concentragac de n-propancl na solugdo padrio
A(n-propanol) = &rea do n-propanol na amostra
A(n—propanol)p = &rea do n-propanol na solugdo padrio
Sendo [n-propanocl], = [n—propanol]p, a formula pode ser

simplificada a:

toh . {etOh}p A A(etob}a
feto ]a - N {n-propancl)p * '
{etoh)p {n-propancl)a
{etoh]p
onde o termo e (n-propanollp COYTesponde ao fator de
A(etoh}p

resposta, o qual é multiplicado pela relagido das 4&reas dos
picos do etancl e do padrdo interno obtida para cada amostra,

determinando~se, assim, a concentracao de etanol na amostra.

3.5. Proteina total

Proteina total foi determinada pela mudanca do pico de
absorgao de uma solugdo &cida de azul brilhante de Coomassie
G-250 de 465nm para 595nm, quando o corante se liga &
proteina. Este método tem sido bastante utilizado por ser

sensivel, réapido e, pelo menos, tdo preciso quanto o de Lowry
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(Scopes, 1982). O problema de adsorcdo do corante a cubeta
foi eliminado pelo uso de cubetas descartdveis. 0O método
utilizado foi o recomendado pelos Laboratérios Bio Rad
(1981), gue consiste em uma adaptacgao do descrito
originalmente por Bradford (1976), tendo-se seguido o
procedimento micro: 0,8ml de solugdes padrdes, amostras
adequadamente diluidas e tampdo (branco)} foram colocados em
tubos de ensaio e 0,2ml de reagente corante concentrado
[azul brilhante de Coomassie G-250 a 0,05% (p/v), etanol a
23,5% (p/v), e A&cido fosférico a 42,5% (p/v)] foram
adicicnados; homogenizou-se, evitando formagdc de espuma;
apdés 5 a 20 minutos, fez-se a leitura de Ay contra o branco
reagente.

Como proteina padrdoc fol usada albumina de soro bovino.
Partindo de wuma solugdo estoque de lmg/ml, foi obtida uma
solugédo 0,1lmg/ml e, a partir desta, foram preparadas solugdes
de modo a fornecerem de 1 a 10pg/ml na mistura final da
reagao. Os padrdes foram preparados no mesmo tampac usado
para as amostras, qual seja: 20mM K,PO, pH 7; 1lmM MgSO,; 10pM

TPP; 0, 1mM PMSF; 10 %mM pepstatina A; e 5mM B-mercaptoetanol.

3.6. Ensaio enzimdtico

A atividade de PDC foi determinada pelo método de Ullrich

{1970}, que consiste no acoplamento da reagdo desta enzima a

da alcool desidrogenase (ADH), como seque:

44



o]
i POC ADH
H3C - € - COOH —— 2+> H3C - CHO  + C(}2 "--—-——7*——;:.;3' —;7> HSC - CH2OH
TPP, Mg NADH+H  HADR

piruvato acetaideide etanol

A pré-incubagdo com TPP e Mg® garante a saturagdo de PDC
pelos seus cofatores. A redugido do acetaldeido a etanol &
monitorada pelo desaparecimento de NADH+H' (que absorve
fortemente a 340nm) & medida que & oxidado a NAD' (o qual ndo
apresenta absorg@o a 340nm). A queda de absorbancia a 340nm
foi acompanhada por 3 minutos num espectrofotémetro Shimadzu,
modelo UV-240, equipado com unidade de programa opcional
modelo OPI-2 e impressora grafica UV-240, seguindo-se o
procedimento para ensaio de velocidade com tempo "lag" de 5
segundos e intervalo de 18 sequndos, dando dez leituras num
periodo de 3 minutos; as diferengas entre cada leitura e a
imediatamente anterior devem ser constantes, indicando que
uma cinética de primeira ordem estad sendo analisada; isso &
comprovadoe pelo registro do grafico que deve ser uma linha
reta. A quantidade de enzima utilizada no ensaio foi
ajustada, tanto na mistura de pré-incubagdo, como na de
reagdo, de tal forma que a inclinacdo da reta formasse um
angulo de aproximadamente 45°, sempre que possivel. A mistura
de pré-incubacdo, preparada em tubos de Eppendorf de 1,5mil,
conteve, num total de Iml: 0,iml 20mM TPP (Boehringer
mannheim n2 133051); 0,Iml 20mM Mg50, e 0,8ml solugédo
enzimatica (xpl enzima + xpl 0,2M tampdo citrato pH 6,0). A

pré-incubagd@o foi realizada & temperatura ambiente por 30
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minutos. A mistura de reagdo, preparada diretamente na
cubeta, constou de: 0,1lml 1M piruvato de sédio (Boehringer
mannheim ne 128147); 0,1ml 0,5mg/ml &lcool desidrogenase
400 U/mg (de levedura, liofilizada, Boehringer mannheim n®
102717); 2,7ml solugdo de enzima (xpl enzima pré-incubada +

xpl 0,2M tampdo citrato pH 6,0); volume +total: 3ml. O

espectrofotdmetro foi zerado com a cubeta de reagio e uma
cubeta de referéncia contendo: 0,1ml 1M piruvato de so6dio;
0,1ml 0,5mg/ml ADH-400U/mg e 2,8ml 0,2M tampdo citrato pH
6,0. A reagdo foi iniciada com a adicdo de 0,1ml 5mM NADH
(sal dissddico, Sigma n? N8129) & cubeta de reagao. Cubetas
de plastico descartiveis foram utilizadas. As solugdes de
TPP, piruvato, ADH e NADHNa, foram sempre preparadas no dia

de uso e mantidas no gelo até o momento do ensaio. O tampao
foli conservado a 4°C, sendo deixado a temperatura ambiente no
dia de uso, de modo que o ensaio enzimatico fosse realizado &

temperatura ambiente (em torno de 25°C).

O céalculo para a atividade enzimatica foi efetuado pela

formula:
Ay /min.
Atividade enzimatica (U/ml) = —— o § '
Esio
onde:
A,,/min. = decréscimo de absorbancia a 340nm por minuto
By = coeficiente de extingdo milimolar a 340nm para

NADH = 6,22cm’/pmol

f = fator de diluigao
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4. Analise dos dados de crescimento

Os seguintes conceitos e férmulas foram utilizados para a
analise dos dados em termos dos diversos pardmetros de
crescimento (Pirt, 1975; Sukatsch & Dziengel, 1987; Orlowski

& Barford, 1987):

4.1. Taxa especifica de crescimento (p)

Inx - lnxo

at

4.2. Fator de conversdo substrato-biomassa (Y definido

x/s)
como a relagdo entre a biomassa ou massa celular
produzida (peso seco) e a massa de substrato consumida.

Expresso em g.q. ' ou g.mol”t.

Y, = dx/ds

x/s

4.3. Fator de conversdo substrato-produto (Y, relagao
entre a massa de produto formada e a massa de substrato
consumida. Expresso em g.g"" ou g.mol”! ou U.mol™,

conforme o produto.

Y, = dp/ds

4.4. Quociente metabélico ou taxa metabdlica especifica para
utilizagdo de substrato (q,) . Expresso em mol.(gh)™
1 ds

9 = — ——

% dt
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4.5. Quociente metabdlico ou taxa metabélica especifica para
formagao de produto (q“. Expresso em mol.(gh)4 ou

mg.(gh)™ ou U.(gh)"’, dependendo do produto.

¥
p/s
q, = Yﬁm‘” ; onde: waw
Yx/s
4.6. Quociente de Pasteur (P} =~ relagdo entre as taxas
volumétricas de consumo de substrato em condigdes
aerdbica e anaerébica.
Qs
P, = ’
Q
S.ah
onde:
ds
Q. = —— (expresso em g.(lh)™)
dt
Q. , = taxa volumétrica de consumo de substrato em condigdes
) aerdbicas
Q. an = taxa volumétrica de consumo de substrato em condigdes
anaerdbicas

P,= 1 indica que ndo existe nenhum efeito regulatério com
relagdo ao oxigénio

A fase exponencial, em termos de consumo de aclcar,
producdo de biomassa (peso seco) e producdo de metabdlitos

(etanol, proteina e PDC), fol determinada pela equagao geral:
x = x et

onde p e x sdo calculados através da linearizacdo da mesma,

ou se’ja:

Inx = Inx_ + pat
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O programa para a linearizagdo, incluindo o coeficiente de

determinag&o, esta apresentado no Apéndice E.

ESTABILIDADE DE PDC EM DIFERENTES METODOS DE ESTOCAGEM

A estabilidade da enzima PDC foi testada em seis métodos
de estocagem, quais sejam: 1. a 4°C; 2. a -20°C; 3. a ~70°C;
4. em 50% glicerol a -20°C; 5. em 50% glicerol a -70°C; e 6.
em 75% sulfato de aménio a 4°C.

Para tal, foram utilizados os extratos brutos preparados
nos experimentos de fermentagio, tendo-se distribuido Ilml de
cada extrato (de 2 em 2 horas), para cada método de estoca-
gem, em tubo de Eppendorf.

A avaliagao foi realizada apés um més, através da compa-
ragao da atividade enzimdtica com a observada no momento da
estocagem.

O experimento foi também realizado com amostras da coluna
DEAE-Sephacel, pendltima etapa de purificacado da enzima, a
qual foi estocada no préprio tampdo usado na purificacdo,
qual seja: tampado fosfato de potassio 10mM, pH 6,3, contendo
os cofatores tiamina pirofosfato (10uM) e magnésio (1lmM
MgS0,), os agentes antiproteoliticos: PMSF (0,1lmM) e pepsta-

tina A (107mM) e o agente redutor B-mercaptoetanol (5mM).
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PRODUCAO E PURIFICACAO DE PDC

1. Preparo do inéculo, fermentag@o e coleta e rompimento das

células

O indéculo foi preparadec no dia anterior ao da fermentagéao
através da transferéncia de uma algada de cultura de
levedura, crescida em placa YEPD durante uma noite, para
frascos agitados (incubadora com agitagdo tipo giratéria,
250 rpm, 30°C). A multiplicagdo foi feita em escala
progressiva, partindo-se de 2 x 100ml de meio em frascos de
Erlenmeyer de 500ml para 2 x 250ml em frascos de 11,
sequindo-se 15 x 150ml em frascos de 500ml e, por fim, 8 x
1,5 1 em frascos Kitasato de 4 1, de forma a se obterem 12 1
de indéculo com uma concentragdoc celular em torno de 2 x 107
células/ml a ser usado em fermentadores de 60 1 (capacidade
Gtil). Todo o processo em frascos, até o momento da
inoculagdo em dois fermentadores de 60 1  levou 33 horas. 0
meio de cultura utilizado para o preparo do indéculo e
fermentagdo foi idéntico aoc descrito nos experimentos de
otimizagdo da produgdo da enzima.

A fermentagado, realizada em aerobiose, foi acompanhada
pela contagem de células em camara de Neubauer, para o que
amostras foram coletadas de hora em hora, paralisando-se o
crescimento pela adigfdo de formaldeido {lml do composto para
9ml de cultura). Quando o nimero de células atingiu

1-2 x 10% células/ml, a fermentagdo foi interrompida.
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As células foram colhidas pela passagem em centrifuga de
fluxo continuo (Sharples Equipment Division, Warminster, Pa.)
até que o centrifugado se apresentou limpido. Em sequida,
foram lavadas, para remogdo de residuos de meio de cultura,
em agua destilada a 4°C e recentrifugadas.

A pasta de células (1,6kg) foi ressuspensa em 2 volumes,
por peso (ou seja, 3,2 1) de tampdo fosfato 20mM, pH 7, a
4°C, obtido a partir de uma solugdo estoque 1M (26,537g KH,PO,
+ 53,125g K,HPO, para 1 1 de dgua Milli Q), contendo 1mM
MgsO,, 10pM TPP, 0,1mM PMSF, 0,1uM pepstatina A e 5mM B-
mercaptoetanocl. Para o sulfato de magnésio, usou-~-se uma
solugdc estogue de 2M MgSO,.7H,0, enquanto gue, para a tiamina
pirofosfato, uma solugdo de 20mM, preparada sempre no dia de
uso. Para o PMSF, partiu~se de uma solugdo estoque de 0,1M enm
isopropanol, enquanto que, para a pepstatina A, uma solugédo
estoque de 1mM fol preparada dissolvendo-se o peptideo em
0,1M bicarbonato de amdénio até, no maximo, 20% do volume
final, o qual foi completado com agua Milli Q, apds completa
dissolugdo. Sendo o PMSF instavel em solugao aquosa, sé6 foi
adicionado ao tampdo imediatamente antes de seu uso. Apés
ressuspensao, as células foram rompidas por trés passagens em
homogeneizador Manton-Gaulin (Manton-Gaulin Mfg.Co., 1Inc.,
Everett, Mass.) a uma pressdo de 8000 1b/pol®. Entre cada
passagem, o material fol colocado em camara fria para manter
a temperatura o mais préximo possivel de 4°C. A fermentagéo e
a coleta e rompimento das células foram executados na planta

piloto do Departamento de Bioquimica e do Centro de

51



Biotecnologia deo Imperial College, tendo a purificagdo da
enzima sido efetuada no Laboratério de Quimica de Proteina do

Centro de Biotecnologia.

2. Purificacao de PDC

Toda a purificagdo da enzima foi realizada a 4°C. Os tam-
pdes utilizados foram pré-resfriados e as etapas de precipi-
tagao, diadlise, cromatografia (inclusive empacotamento das
colunas) e concentragdo por ultrafiltracdo, executadas em
cémara fria.

Cada etapa foi monitorada pela determinagdo do teor de
proteina total e da atividade enzimiatica. Nas etapas ini-
ciais, 1isto &, até o fracionamento por sulfato de aménio, o
teor protéico foi determinado pelo método dos Laboratérios
Bio-Rad, conforme descrito anteriormente; nas cromatogra-
ficas, esse parametro foi acompanhado pela absorbancia a
280nm, considerando-se que 1 Unidade de Ay = lmg de
proteina. A atividade enzimdtica foi determinada pelo ensaio
descrito anteriormente. A formagdo do gradiente de tampdo
durante a eluigdo das colunas de troca idnica foi verificada
pela medida da condutividade e posterior conversado a
molaridade pela relagac linear obtida.

A suspensao de células (~ 5 1}, processada pela liberagéo
da engzima, foi centrifugada a 9000 rpm, por 30 minutos, em
centrifugas Sorval equipadas com rotores G53 e com tempera-

tura regulada para 4°C. O pellet foi descartado e o extrato
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bruto (~ 3,9 1) submetido a precipitagao por sulfato de es-
treptomicina (Sigma $9137), para remogac dos Aacidos nu-
cléicos, usando-se 2,5g do sal do antibidético por g de acidos
nucléicos numa solugdo de 30-40% em dgua Milli Q recém-prepa-
rada (Linn & Lehman, 1965). O teor de acidos nucléicos fol
estimado pela relagio entre medidas de absorbancia a 280 e
260nm, de acordo com a monografia de Adams (Califérnia
Corporation for Biochemical Research), gque se basela nos
coeficientes de extingdo para enolase e 4acidos nucléicos
apresentados por Warburg & Christian (1942). Nos 3,91 de
extrato bruto, cerca de 30g de acidos nucléicos foram encon-
trados, tendo-se usado, entao, 759 de sulfato de estreptomi-
cina em 200ml (g.s.p.) de &gua. A suspensdo foi centrifugada
a 9000 rpm por 1 hora, o pellet descartado e o sobrenadante
submetido ao fracionamento por sulfato de aménio.

Sulfato de amdnio, com baixo teor de metais pesados,
especialmente preparado para uso em enzimologia (BDH), foil
adicionado lentamente, com agitagdo suave, até uma concen-
tragao final de 45% (277g/l). Apds dissolugdo completa do
sal, a suspensdo foi agitada suavemente por 1 hora. As pro-
teinas precipitadas foram removidas por centrifugagao a 9000
rpm por 1 hora. O pellet foi descartado e mais sulfato de
amébnio foi adicionado ao sobrenadante até uma concentracao de
75% (206g/1). Como no primeiro fracionamento, a suspensdo,
apés completa dissolugdo do sal, foi agitada suavemente por
1 hora e, em seguida, centrifugada a 9000 rpm por 1 hora.

Nesse caso, porém, a enzima de interesse foi precipitada e,
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portanto, © sobrenadante descartado e o pellet usado para as
etapas seguintes da purificacio.

O pellet (327g) foi ressuspenso em 2 volumes {(654ml} de
tampao fosfato de potédssic 10mM, pH 6,3, mais aditivos, an-
teriormente citados. 0 volume foi completado para 1 1 e a
suspensao submetida & diélise em tubo de 6cm de didmetro
previamente tratado, como seque: 1. ebulicao por 10 minutos
em 2% bicarbonato de sédio + 1lmM EDTA; 2. enxaguada em Agua
Milli Q; 3. ebulicdo por mais 10 minutos em 1lmM EDTA; 4. apbs
resfriamento, lavagem por varias vezes em agua Milli Q; os
tubos, assim tratados, foram conservados em dgua Milli Q@ num
recipiente de plastico, hermeticamente fechado, a 4°C. A
suspensac protéica foi, entdo, dialisada, para liberacdo do
sulfato de amdnio, contra 90 1 de tampido fosfato de potassio
10mM, pH 6,3, mais aditivos, distribuidos em 6 lotes de
15 1, gque foram trocados duas vezes por dia. O tampio foi
sempre preparado no momento de cada troca, usando aqua
previamente resfriada a 4°C, para garantir a plena atividade
dos agentes antiproteoliticos empregados. Como precaugao ex-
tra, apds cada 24 horas de diadlise, adicionou-se 1 ml de 0,1M
PMSF, 0,2ml de 0,5mM pepstatina A e 0,35ml de B-mercapto-
etancl diretamente & suspensio protéica.

Apds didlise, quando a condutividade da suspensdo protéica
foi praticamente igualada & do tampao, procedeu-se a uma cen-
trifugagdo a 9000 rpm por 30 minutos, para remogdo das pro-
teinas precipitadas durante a dialise, sequida de filtragao

em 1a de vidro, para remogido de lipidios.
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A partir de entdo, a purificacdo se deu via trés etapas

cromatograficas (Fiqguras 3 e 4), quais sejam:

Cromatografia de troca ibénica em resina DE 52

DE 52 & uma resina de troca aniénica, desenvolvida pela
Whatman, na qual grupos dietilaminoetil estao ligados a um
material de celulose microcristalino, apresentada na forma
tmida, pré-inchada (Scopes, 1982). A resina foi empacotada em
coluna Pharmacia K 50/60 (50mm de diimetro interno x 60cm de
comprimento) com um leito de 880ml, equilibrada com tampio
fosfato de potadssio 10mM, pH 6,3 (contendo 1mM MgSO,,
10pM TPP, O, 1lmM PMSF, 10™*mM pepstatina A e 5mM f-mercapto-
etanol). Apdés introdugcdo da amostra (1,4 1), a coluna foi
lavada com 4 1 do tampédo para remover as proteinas néo
adsorvidas. A eluigdo foi realizada com um gradiente linear
de 10-100mM do mesmo tampdo, tendo sido utilizado um volume
total de 10 1, sendo 5 1 de 10mM e 5 1 de 100mM, dispostos em
dois béqueres especiais situados exatamente no mesmo nivel,
com uma comunicagdo na base através de tubo de silicone, o
qual foi blogueado até o momento da eluigdo. O béquer com o
tampac de 10mM, mantido agitado por uma barra magnética,
continha uma saida na base, diametralmente oposta a
comunicagidoc entre os dois béqueres, a qual foi conectada ao
topo da coluna através de uma bomba peristdltica para
microtubo (Eyela, Rikakikai Ltd., Tokio} regulada para

190ml/h. Esse fluxo foi mantido desde a etapa em que a coluna
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foi equilibrada; sequndo o fabricante, a resina permite
fluxos de 5 a 90cm/h e, portanto, de 98-1767ml/h para uma
coluna de 5cm de didmetro interno. A base da coluna, por sua
vez, foi conectada a um coletor de fragdes LKB 2211,
programado para coletar 300 fragcdes de 25ml, tendo sido
selecionado o modo de coleta por tempo. As fragdes que
apresentaram atividade para PDC dentroc de um mesmo pico
cromatografico formaram um peool, tem sido dialisadas contra
tampao fosfato de potdssio 10mM, pH 6,3 mais aditivos, até
atingir o equilibrio; usaram-se 7,5 1 de tampao, os quais
foram trocados por mais 7,5 1, apbs cerca de 7 horas. Os dois
picos obtidos, designados A e B, perfizeram um volume de 575
e 485ml, respectivamente, e foram tratados separadamente nas
etapas posteriores de purificagio. Antes de serem submetidas
a uma nova cromatografia, as amostras foram filtradas em 13
de vidro para remogidc de qualquer vestigio de proteina

precipitada, passivel de causar danos & coluna.

Cromatografia de troca iénica em resina DEAE-Sephacel

DEAE-Sephacel é também uma resina de troca anidnica, porém
08 grupos dietilaminoetil estdo acoplados a um material de
celulose melhorado, de forma esférica, proporcionando uma
maior resolugdo (Scopes, 1982). Essa resina, desenvolvida
pela Pharmacia, é também apresentada na forma Umida, pré-
inchada, e foi empacotada em coluna Pharmacia X 26/40 (26mm
de diametro interno x 40cm de comprimento} com um leito de

190ml, equilibrada como descrito para a coluna DE-52., Duas
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dessas colunas foram corridas paralelamente, em condigdes
idénticas, sendo uma para cada pico obtido na coluna
anterior. Os volumes das amostras introduzidas foram de 575ml
e 485ml para os picos A e B, respectivamente. As colunas
foram lavadas com cerca de 4 volumes de tampao 10mM e, enm
seguida, eluidas com um gradiente linear formado por 750ml de
tampao 10mM e 750ml de tampdo 100mM, conforme descrito para a
coluna DE~-52. O fluxo, nesse caso, foi mantido em 40ml/h,
sendo que o recomendado pelo fabricante da resina é de até
10cm/h e, portanto, de 53ml/h para uma ccluna de 2,6cm de
diametro. O coletor de fragdes foi programado para coletar
300 fragdes de 5ml. Da primeira coluna, eluiram doisg picos
ativos, designados A, e A,, enguanto gque, da segunda, apenas

um pico, B, foi eluido.

Cromatografia de filtragdo em gel Ultrogel AcA 22

Ultrogel AcA 22 é um suporte para cromatografia de gel
filtragdo da ILKB, composto de uma rede homogénea de agarose
(2%) intercalada com polimeros de acrilamida (2%) para
conferir maior rigidez e menor porosidade, de forma esférica,
fornecido como uma suspensdo aguosa, para a faixa de
fracionamento de 60 a 1000 XD (Scopes, 1982). 0O gel foi
equilibrado e eluido com o mesmo tampio fosfato de potéassio
10mM, pH 6,3, mais aditivog, wutilizado nas etapas de
purificag@o anteriores. Uma coluna Pharmacia X 50/100 ( 50mm

de diametro interno x 100cm de comprimento) com um leito de
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1,8 1 foi empregada. Antes da cromatografia, as amostras
foram concentradas até um volume de cerca de 2% do leito do
gel (faixa recomendada: 0,5 - 4%} e uma concentragdo protéica
de aproximadamente 20mg/ml, respeitando a regra de que a
viscosidade da amostra ndo deve ultrapassar a do eluente por
um fator maior que 2, o que corresponde a uma concentragao
de 70mg/ml (IBF/LKB - Product information N2 200 9/2 IBF}., A
operagdao foi realizada em célula de ultrafiltragdo Amicon,
modelo 8400 (capacidade: 400ml; volume minimo agitado: 10ml),
com membrana Diaflo PM 30-76mm (capacidade de retengao de
particulas de massa molecular acima de 30 KD), tendo sido
aplicada uma pressdo de nitrogénio de 1 atm sendo a pressao
maxima permitida de 5 atm (Amicon Corp., 1984). Um fluxo de
49ml/h ou 2,5cm/h foi mantido durante a cromatografia (fluxo
recomendado: 2-3cm/h  ou 39-59ml/h para uma coluna de S5cm  de
diémetro interno) e 200 fragdes de 10ml foram coletadas. Os
picos A, A, e B da coluna DEAE-Sephacel foram
cromatografados por filtragao em gel separadamente, tendo

resultado, cada um deles, em um tvnico pico ativo.

3. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato

de sédio (PAGE-SDS)

O grau de pureza das fragdes da coluna AcA 22 foi
analisado por PAGE-5DS, usando o sistema de tampao
descontinuo, baseado no método de Laemmli (1970). O gel foi
preparado como descrito por Hammes (1981), tendo-se, porém,

reduzide a concentragio de persulfato de aménioc 3 metade,
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pois foi observada uma polimerizagdo muito rdpida do gel, o
que dificulta sua montagem. A concentracgio final de
acrilamida no gel de resolugdo foi de 12,5%.

Detalhes da montagem das placas, do preparc do gel e das
amostras, da corrida da eletroforese, assim como da coloragédo

e da descoloragado do gel sdo dados a sequir.

Montagem das placas

Duas placas de vidro medindo 19 x 20cm e 16 x 20cm, lava-
das com detergente e etanol ou acetona, separadas por
espagadores de 0,15mm colocados lateralmente e na base, sao
fixadas com grampos especiais, de modo a nao permitir

vazamento, o que deve ser checado com dgua destilada antes de

se colocar o gel.

Preparo do gel

Solugdes estoque:

a. tampao estoque para gel de resolugioc (3,0M Tris-HCl, PpH
8,8) - 36,39 Tris e 48,0ml 1M HCl sdoc misturados e levados
a um volume final de 100ml com Aqua. A solugao é filtrada
em papel de filtro Whatman n2l e estocada a 4°C;:

b. tampdo estoque para o gel de concentragao (0,5M Tris HCI,
pE 6,8) - 6,0g Tris sdo dissolvidos em 40ml de agua
destilada, titulados a pH 6,8 com IM HC1 (~ 40ml) e

levados a um volume final de 100ml com agua. A solugdo é

59



filtrada em papel de filtro Whatman n¢l e estocada a 4°C;
c. tampdc estoque para o tanque (0,25M Tris, 1,92M glicina,

1% 8DS, pH 8,3) - 30,3g Tris, 144,0q glicina e 10,0g sSDS

sdo dissolvidos e levados a 1 1 com &qua destilada. A

solugdo & estocada a 4°C.

Gel de resclucao: (12,5% acrilamida)

Para 40ml
acrilamida-bisacrilamida (30:0,8) 16, 7ml
tampaoc estoque para gel de resolucgio 5,0ml
agua destilada 16,9ml
TEMED 0,02ml

A solugdo é desgaseificada a vicuo e, entdo, adiciona-se:
10% SDs 0,4ml

1,5% persulfato de aménio 1,0ml

Imediatamente apds a adigio de persulfato de amdnio
{(recém-preparado), o gel é colocado entre as placas de wvidro
pré-montadas, com a ajuda de uma pipeta de 10ml. Uma fina
camada (~ 0,5cm) de propanol-2 ou butanol-l é colocada sobre
a superficie do gel para que esta fique perfeitamente plana.
Apds polimerizagdo, o propanol/butanol é drenado e a
superficie do gel lavada cuidadosamente com dgua destilada
duas ou trés vezes; as placas sdo, entdo, secas com papel de

filtro e estarao prontas para receber o gel de concentracao.
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Gel de congentragac (3,75% acrilamida)

Para 20ml
acrilamida~bisacrilamida (30:0,8) 2,5ml
tampao estoque para gel de concentragao 5,0ml
dgua destilada 11,8ml
TEMED 0,015ml

A solugao & desgaseificada a vacuo e, entdo, adiciona-se:
10% SDS 0,2ml
1,5% persulfato de aménio 0,5ml

0 gel é colocado sobre o de resolugdo e o pente é inserido

imediatamente.

Preparco da amostra

Um volume de cada amostra equivalente a -~ 20-40ng de
proteina €& colocado em tubo de Eppendorf e desidratado em
centrifuga a vacuo (1 atm) tipo "gyro-vap" (Howe). Imediata-
mente antes da eletroforese, 25ul de tampdo da amostra s3o

adicionados e a suspensdo é aquecida em banho-maria a 100°C

por 1 minuto.
Tamp&o da amostra: 0,0625M Tris-HCL, pH 6,8, 2% Sps, 5% S~
mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,002% azul de bromofenocl,

preparado, na hora do uso, como segue:
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Para 10ml

0,5M Tris-HCl, pH 6,8 1,25ml
10% SDS 2,5ml
B-mercaptoetanol 0,5ml
glicerol 1,0ml
0,02% azul de bromofenol 1,0ml
agua 4,25ml

Montagem da placa de gel no tanque e corrida da eletroforese

Apbés completa polimerizagido do gel de concentragdo, o
pente e o espagador da base sdo cuidadosamente removidos e a
placa de gel fixada no tanque com tantos grampos guantos
caibam. Prepara-se o tampdc de uso do tanque (100ml tampao
estoque + 900ml aqua) e colocam-se 500ml na parte superior.
Deve-se verificar se ndo existe vazamento, ou seja, se a
parte inferior estd seca. S6 entdo adicionam-se 500ml de tam-
pao na parte inferior.

As amostras sao, entdo, colocadas no gel, nos espagos
feitos pelo pente, e a corrida iniciada a 40V. Se a eletro-
forese for corrida durante a noite, essa voltagem pode ser

mantida e aumentada no dia segquinte para acelerar o processo.

Coloragédo com azul de Coomassie

O azul de Coomassie R250 (0,1%) é dissolvido em agua:
metanol: &cido acético glacial (5:5:2 por volume), como

segue:
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azul de Coomassie R250 1g

dgua 416,67ml
metancl 416,67ml
dcido acético glacial 166,67ml

A solugdo é filtrada em papel de filtro Whatman ne 1.
O gel é transferido para um recipiente adequado, coberto
com corante e deixado por, pelo menos, 6 horas a temperatura

ambiente.
Descoloracéo

0 corante é transferido para um frasco (pode ser

reutilizado véarias vezes) e o gel & coberto com a seguinte

solugao:
dcido acético glacial 200ml
metanol 900m1
agua 900ml

A solugdo é trocada virias vezes até que o gel tenha sido

adequadamente descorado.

4., Estocagem de PDC

As fragdes ativas da coluna AcA 22 foram concentradas por
ultrafiltragdo a uma concentracido de ~ 20 mg/ml, como des-
crito anteriormente. Parte do material ({3ml) de cada pico foi
liofilizada, para o gque as amostras foram primeiramente dia-

lisadas contra 4 1 de dgua Milli Q com uma troca de mais 4 1.
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O restante foi distribuido em aliquotas de Iml em frascos de
polipropileno estéreis, capacidade 5ml, com tampa rosqueéavel
(tipo Bijou), contendo lml (1,26g) de glicerol. Uma atmosfera
de nitrogénio foi introduzida com auxilio de pipeta Pasteur e
as tampas, apbs rosqueadas, foram envolvidas com parafilme,
para evitar qualquer dano decorrente de oxidagdo durante a
estocagem. As amostras liofilizadas foram mantidas a 4°C e as

demais a -20°C.

ANALISE DA ESTRUTURA DAS FORMAS DE PDC ISOLADAS

1. Determinagao da massa molecular

A massa molecular de PDC fol estimada por PAGE-SDS pelo
sistema de eletroforese PhastSystem, da Pharmacia, bem como
pela filtragdo em gel por FPLC. A massa molecular precisa foi
cbtida por espectrometria de massa com ionizagéo por
eletrospray, técnica que serd descrita posteriormente.

O sistema de eletroforese PhastSystem, combina a veloci-
dade e a reprodutividade da técnica FPLC com a alta resolugdo
da eletroforese. Para separagdes por PAGE-SDS, a corrida leva
apenas cerca de 30 minutos, devido ao gel empregado (Phast-
Gel), que possui, aproximadamente, 0,45mm de espessura e 45mm
de comprimento (sendo 13mm para o gel de concentragdo e 32mm
para o gel de separagdo), e ao sistema de tampdo contido em
duas tiras de 2% de agarose (uma para o anodo e outra para o

catodo). A rapidez da coloragde e da descoloragdo, por sua
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vez, cerca de 30 minutos para a coloragdo com azul de
Coomassie e de 60 minutos para o nitrato de prata, se deve a
combinagdo das caracteristicas do gel com solugdes aquecidas
e agitagdo controlada. O gel é fino, de modo que os reagentes
penetram rapidamente por toda a matriz; solugdes aquecidas e
agitagdo controlada aceleram a transferéncia de massa,
tornando o© processo ainda mais répido; além disso, todas as
solugbes sdo bombeadas para dentro e para fora da camara de
processamento automaticamente. O gel e as tiras de tamp&o sao
fornecidos pelo fabricante prontos para uso.

Para a determinagdo da massa molecular de PDC, foi
empregado o PhastGel homogéneo 12,5%, cuja concentragdo do
gel de poliacrilamida (%T) ¢ de 6% e de 12,5% e a do
"crosslinker"” (%C), de 3% e de 2%, para as zonas de gel de
concentragao e de separagdo, respectivamente. 0 sistema de
tampao do gel consiste de 0,112M acetato e 0,112M Tris, pH
6,5, enquanto que as tiras de tampdoc contém: 0,2M tricina,
0,24 Tris e 0,55% SDS, pH 8,1. Para as amostras, o seguinte
tampdo foi utilizadeo: 10mM Tris/HCl pH 8,0, ImM EDTA, 5% B-
mercaptoetanol, 2,5% 8DS, 10% sacarose e 0,01l% azul de
bromofenol. O tampdc foi preparado como uma solugado estoque
2x e diluido adequadamente de acordo com o volume de amostra
utilizado, o qual foi ajustado de modo a fornecer 200ng de
proteina/pl; para o padrdo, foi usada uma concentragdo de
1pg/pl. Apenas 1lpl de cada amostra & aplicado no gel, o
que € feito automaticamente. O gel foi corado com nitrato de

prata, tendo-se usado o Kit da Pharmacia {cat.n2l17-0617-01),
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de acordo com instrugdes do fabricante (Pharmacia, 1987).

Para a determinagdo da massa molecular por filtragdo em
gel, foi empregado um sistema FPLC da Pharmacia. A coluna
utilizada, Du Pont GF-250, tem as sequintes caracteristicas:
dimensdes - 9,4mm de didmetro interno e 250mm de comprimento;
material de empacotamento - suporte de silica estabilizada
por zirconia e, posteriormente, modificada por um orga-
nosilano hidrofilico, o que resulta em uma fase estacionaria
homogénea, monomérica e hidrofilica de caracteristicas
superiores; faixa de fraciocnamento - a coluna separa
proteinas de massa molecular de 400000 a 4000 D, com uma
faixa de fracionamento &tima de 250000 a 10000 D,
considerando-se macromoléculas esféricas, como, por exemplo,
proteinas globulares. Como fase mével, foi usado o mesmo
tampao da purificagdo, porém a concentragdae foi aumentada
para 0,1M para evitar qualquer efeito de troca de carga.
Assim sendo, o sequinte tampdo foi usado: 0, 1M K.PO, pH 6,3 +
ImM MgSO, + 10pM TPP + 0,1mM PMSF + 107“mM pepstatina A + 5mM
B-mercaptoetanol. O tampdoc foi filtrado em membrana de 0,2u,
certificada para HPLC, FP200-47mm (Gelman Sciences nk66477),
e desgaseificada a vAcuo antes do uso. A coluna foi
equilibrada com cinco volumes de tampao com um fluxo de
0,5ml/min.

Foram injetados 150pl de solugdes contendo 2mg/ml de
cada proteina isoladamente. Para a determinagdo do volume
vazio, foram injetados 150pl de solugdo de azul de dextrana

Img/ml. Todas as solugdes foram devidamente filtradas em
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membranas de 0,2a.

As seguintes proteinas foram usadas para a curva de

calibracao:
Proteina Massa
molecular
(D)

Citrocromo C (eqgliino) - BDH 123200
Mioglobina (eqiiino - BDH 17200
Quimotriprinogénio (pancreas de boi) - Pharmacia 25000
Ovalbumina (galinha) - BDH 45000
Ovotransferrina (galinha) - BDH 76-78000
Lactato desidrogenase (coracdo de porco} - BDH 145900
Aldolase (misculo de coelho) - Pharmacia 158000
Catalase (figado de boi) -~ Pharmacia 232000

2. Determinacgdo do ponto isoelétrico

0 ponto isoelétrico de PDC foi determinado pelo
PhastSystem. O método de focalizagdo iscelétrica por esse
sistema & rapido, reprodutivel e conveniente; as separagdes
levam aproximadamente 30 minutos, sob condigdes programadas
com exatiddo, e ndo requerem nenhuma preparacao de tampido. Qs
meios utilizados cobrem uma faixa de pH de 3 a 9 (PhastGel
IEF 3-9, utilizado neste experimento), de 5 a 8 (PhastGel IEF
5-8) e de 4-6,5 (PhastGel IEF 4-6,5); sdo géis de polia-

crilamida homogéneos (5% T, 3% C), contendo anfélitos trans—
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portadores Pharmalyte, os gqguais, durante a corrida, geram
gradientes de pH lineares estaveis, com um perfil de con-
dutividade suave ao longo de toda a faixa de pH, o que sig-
nifica gque altas forgas de campo de 500V/cm ou mais podem ser
usadas. Os géis possuem as seguintes dimensdes: 5,0cm de
comprimento, 4,2cm de largura e 0,35mm de espessura.

As proteinas migram, sob um campo elétrico, pelo gel
poroso, essencialmente sem obstdculos, até um ponto no
gradiente de pH que corresponde ac seu pI. O método consiste
em trés etapas: a. prefocalizagdo, onde o gradiente de pH &
formado; b. aplicagdo da amostra, que pode ser feita na
posigdo do anodo, do catodo ou no meio do gel, dependendo da
amostra; e c¢. focalizacdo, onde as proteinas migram até seus
pontos isoelétricos. As seguintes condigdes foram programadas

para cada uma dessas etapas:

a. prefocalizacao: 2000v; 2,5mA; 3,5W; 15°C; 75Vh
b. aplicag&o da amostra: 200V; 2,5mA; 3,5W; 15°C; 15Vh
c. focalizagdo: 2000v; 2,5mA; 3,5W; 15°C, 410vVh

As amostras foram diluidas no mesmo tampdoc em que a enzima
foi purificada (10mM K,PO, pH 6,3 + 1mM MgSO, + 10uM TPP), de
modo a se obter uma concentracdo de 2ug/ul, tendo sido
aplicados 2ug de cada amostra no gel. 0 kit de calibracgao,

abrangendo a faixa de pI de 3,5 a 9,3 (Pharmacia), foi re-

constituido com 100ul de &qua Milli Q.

0 gel foi corado pelc azul de Coomassie em guatro etapas,

guais sejam:
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a.

b.

fixagd@o: Acido triclorcacético a 20%:;

lavagem: 30% metanol e 10% dcido acético em dgua Milli O
(3:1:6);

coloragdao: solugdo de PhastGel Blue R a 0,02% em,
aproximadamente, 30% metancl e 10% Acido acéﬁico em Agua
destilada, e 0,1% (p/v) Cuso,;

solugdo estoque: solugdo a 0,2% obtida pela dissolugdo de
1 tablete de PhastGel Blue R (corante Coomassie R 350 em
forma de tablete prontamente solivel) em 80ml de agua
Milli Q9 com agitagdoc por 5-10 minutos, seguida da adigdo
de 120ml de metanol e agitagdo por 2 minutos.

solugdo final: mistura de uma parte de solugdo estoque
filtrada com nove partes de uma solugio de metanol: &cido
acético: agua Milli Q (3:1:6) e 0,1% (p/v) Cus0,. O CuSQ,
€ adicicnado para diminuir a interferéncia do corante. A
solugdo final deve ser preparada no dia de uso e nio deve
ser reciclada;

descoloragdo: 30% metanol e 10% &cido acético em Aqua
Milli Q (3:1:6), como na etapa 2.

As sequintes condigSes foram programadas para cada uma

dessas etapas:

2

b.

C.

6.

fixagao : 5 minutos; 20°C
lavagem : 2 minutos; 20°C
coloragdo : 10 minutos; 50°C

descoloragédo: 10 minutos; 50°C
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3. Eletroforese em gel de poliacrilamida nativo (PAGE-NATIVO)

PAGE-nativo, isto &, eletroforese na auséncia de agentes
desnaturantes, é uma das mais poderosas técnicas para o estu-
do da composigdo e estrutura de proteinas nativas, pois tanto
a conformagdo como a atividade biolégica permanecem intactas.
Géis gradientes delimitam nitidamente as bandas protéicas e
possibilitam a separagdo de misturas num idnico gel.

Foi usado o PhastSystem com o meio gradiente PhastGel, o
que torna a técnica répida, reprodutivel e conveniente; as
separagoes levam aproximadamente 60 minutos com corridas sob
condigOes exatas, programadas, e ndo requerem a preparagdo de
tampdo. O meio gradiente consiste em um gel de poliacrilamida
(com disponibilidade para duas faixas de gradiente, 8-25 e
10-15) e tiras de tampdo nativo. Os géis apresentam uma zona
de gel de concentragdo de 13mm (6%T, 3%C) e uma zona continua
de gel gradiente (8 a 25%T ou 10-15%T, 2%C) de 32mm com
espessura de 0,45mm. O sistema tampaoc nos géis é de 0,112M
acetato e 0,112M Tris, pH 6,4; nas tiras, constituidas de 2%
agarose IEF, é de 0,88M L-alanina e 0,25M Tris, pH 8,8.

No inicioc da corrida, o tampdo das tiras migra para o gel.
Os ions lideres e rastreadores (acetato/L-alanina) formam uma
frente que migra através do gel deixando para tris uma regido
de voltagem uniforme e pH constante (pH 8,8). Quando a frente
ultrapassa o ponto de aplicacdo da amostra (apés 10Vh) as
proteinas sao aplicadas ao gel. O pH no gel & 8,8, de modo

que proteinas com pI abaixo de aproximadamente 8,3 adgquirem
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uma carga liquida negativa e migram através da zona homogénea
do gel de concentrag@o. Ao atingirem a interface do gel de
concentragdo/gel gradiente, suas mobilidades sdo reduzidas
drasticamente devido a um stbito decréscimo no tamanho do
poro. As proteinas se separam na zona de gel gradiente de
acordo com seus tamanhos e suas cargas. O gradiente
proporciona nitidez as bandas, pois a borda de proteina que
avanga € mais retardada que a de rastreamento. Apds cerca de
280Vh o perfil das bandas permanece relativamente constante,
mas as proteinas sé param de migrar 'quando o método &
interrompido.

Dois géis foram corridos conforme instrucdes da Pharmacia
contidas no folheto "PhastSystem Separation Technique File n@

120". As seguintes condigdes foram programadas para cada

etapa:
a. migragdo do tampdo 400V 10mA 2,5W 15°C  10Vh
b. aplicagdo da amostra 400V lma 2,5W  15°C 2Vh

¢. separagdo das proteinas 400V  10mA 2,5W 15°C 268Vh

Um dos géis foi corado com nitrato de prata, usando-se o Kit

da Pharmacia {cat.n2 17-0617-01) de acordo com instrugdes do

fabricante (Pharmacia, 1987); o outro foi corado para
atividade enzimatica pelo 1,2~dianilinoetano conforme
metodologia descrita por Zehender et al. (1983).
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4. Espectrometria de Massa

4.1. Preparo das amostras

Cada uma das trés formas de enzima purificadas e estocadas
em 50% glicerol a -20°C foi extensivamente dialisada contra
4 1 de A&agua Milli~Q, com seis trocas, a 4°C, tendo sido
utilizado 1Iml de cada amostra com uma concentragdo protéica
de aproximadamente 10mg/ml. Apés didlise, as amostras foram

liofilizadas e submetidas a clivagens especificas das cadeias

polipeptidicas.

4.2. Clivagens especificas das cadeias polipeptidicas

Digestao por tripsina

A digestdo por tripsina (Sigma Chemical Co.) fol executada
em tampao bicarbonato de aménio 50mM pH 8,4 numa proporgao
enzima: substrato de 1:50 (peso/peso), a 37°C, por 3  horas,

apds o que a reagdo foi interrompida por congelamento sequido

de liofilizagdo.
Digestdo por quimotripsina

A amostra foi incubada com quimotripsina (Sigma Chemical
Co.) numa proporgdo enzima:substrato de 1:50 (peso/peso) em
tampao bicarbonatoc de aménia 50mM pH 8,4, a 37°¢, por 2

horas, apds o que a reagdo fol paralisada por congelamento

seguido de licfilizacgédo.
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Digestdo por protease V8

A digestao por protease V8 de S. aureus ({ICN
Immunobiologicals) foil executada na mistura de peptidios
gerados pela digestdo com tripsina. Aliquotas de cada mistura
do digesto (1-2 nanomols) foram dissolvidas em tampao
bicarbonato de aménio 0,1M pH -~ 8 e incubadas com a protease
V8 numa proporgao enzima:substrato de 1:20 (peso/peso), a
40°C, por 6 horas. A reacgdo foi paralisada por congelamento

sequido de liofilizagdo.
Digestdo pox carboxipeptidase B

Misturas de digestos tripticos foram incubadas com
carboxipeptidase B numa proporgac enzima:substrato de 1:50
(peso/peso) em tampdo bicarbonato de aménio 50mM pH 8,4, a
37°C, por 1 hora. A reagdo fol paralisada por congelamento

seguido de liofilizacdo.
Clivagem poxr CNBr

Aliquotas de 1-2 nanomols de cada isolado da enzima foram
dissolvidas em &cido férmico 70% com a adicio de brometo de
cianogénio numa proporgdo CNBr:proteina de 3:1 (peso/peso). A
reagao foi desenvolvida & temperatura ambiente, no escuro,
por 5 horas, e paralisada pela adig¢do de dgua (cinco vezes o
volume de a&acido férmico usado para dissolver a amostra)

seguida de congelamento e liéfilizagéo.
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Degradagao segqiiencial de Edman

A degradacgdo seqiiencial de Edman fol executada em misturas
de digestos das formas isoladas da enzima usando, em cada
estadgio, fenilisotiocianato 5% (PITC, Rathburn Chemicals
Ltd., Walkerburn, Scotland) em piridina seca (Sigma Chemical
Co.) por 1 hora, seguido de clivagem com acido
trifluorocacético {Rathburn Chemicals Ltd., Walkerburn,
Scotland), a 45°, por 15 minutos. A mistura de reagdo foi

secada a vacuo.

4.3. Purificagdo de peptidios dos digestos por HPLC

Peptidios das misturas dos digestos de PDC foram
purificados por HPLC num cromatégrafo da Waters Associate
equipado com um injetor universal (UK 66), um programador de
gradiente (modelo 660), dois sistemas de dispensar solvente
(modelo 510), dois detectores de absorbancia ultraviocleta de

comprimentc de onda fixos (254 e 280nm) e uma coluna C,, de

18

fase reversa - Ultrasphere™ - ODS medindo 4,6mm de diadmetro
interno e 25cm de comprimento. Os solventes usados para a
eluigdo dos peptidios foram: solvente A - dgua Milli Q +
dcido trifluoroacético a 0,1% (TFA, Sigma Chemical Co.);
solvente B-acetonitrilo (Rathburn Chemicals Ltd.) a 90% em

agua + TFA 0,1%. As seguintes condigdes foram empregadas para

a purificagdo da mistura do digesto quimotriptico de PDC Az
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Tempo (min) A(%) B(%) Gradiente

0 100 0 1
15 90 10 6
35 80 20 6
80 60 40 6
90 40 60 6

100 0 100 6

Para a purificagdo das misturas da clivagem por CNBr de PDC

A,, PDC A, e PDC B, as sequintes condigdes foram usadas:

Tempo (min) A(%) B(%) Gradiente
0 90 10 1
15 80 20 6
75 55 45 6
85 45 55 6
95 35 65 6
115 0 100 6

Um  fluxo de lml/min foi empregado e fragdes foram coletadas

em intervalos de 1 minuto.

4.4. Métodos de Espectrometria de Massa

Mapeamento FAB

Os espectros de massa FAB foram obtidos num instrumento VG
ZAB-2HF (VG Analytical Ltd., Manchester, UK) equipado com uma
pistola de Adtomos acelerados M-Scan. A pistola foi operada

usando gas xendnio com uma corrente de 10pA a 10 Kev. O
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espectro de massa fol registrado até uma massa de 3200 D com
voltagem de aceleragdo plena. Tanto os peptidios puros como
as misturas dos digestos examinados foram dissolvidos em
dcido acético a 5% (volume/volume) e aliquotas de 2pl foram
aplicadas no alvo FAB revestido com uma matriz de
glicerol/tioglicerol. O instrumento foi varride num modo
controlado por massa com varreduras lineares realizadas numa

taxa de velocidade de 200 segundos/década.

Varredura Ligada B/E-~CAD

Os espectros de varredura ligada B/E-CAD foram registrados
num espectrdmetro de massa VG-ZAB-E ou VG~-ZAB-2SE (VG
Analytical Ltd., Manchester, UK) com uma faixa de resolugao
de massa até 15000 D com voltagem de aceleragioc plena. As
amostras foram dissolvidas em acido acético a 5%
(volume/volume) e aliquotas de 1-2nl foram aplicadas no alvo
FAB revestido com uma matriz de &lcool mono-nitrobenzilico
(MNBA). Foi demonstrado gue esta matriz aumenta o tempo de
vida da amostra, resultando numa melhor qualidade do espectro
em comparagac ao obtido com as amostras aplicadas numa matriz
de glicerol/tioglicerol (Chatterjee, 1989). Os espectros
foram registrados usando um sistema de dados de 11250 J e a
ionizagdo foi obtida com uma pistola de césio de alta energia
operando a 30 KeV. O espectros de varredura ligada foram
registrados no modo MCA somando de cinco a dez varreduras,

dependendo do tempo de vida da amostra, numa velocidade de
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varredura de 10-20 segundos/década. A pressioc 6tima do gés
de colisdo (hélio)} no estudo de varredura ligada BE/CAD foi
numa leitura de pressdo de 1,5 x 1070 9orr na valvula do
analisador. Essa pressdo correspondeu & redugdo de um sinal
sintonizado de B12 (m/z 1329) no coletor para um tergo de sua
altura original no osciloscépio. A cdmara de colisdo foi
localizada na primeira regifio livre de campo, entre a fonte
de ion e o setor magnético. Os peptidios sintéticos Leu-
encefalinamida, angiotensina e substrato da renina foram

adquiridos da Sigma Chemical Co.

Ionizagdo por Eletrospray (ESI-MS)

O espectrdmetro de massa quadrupolo ESI-MS usado foi o VG
PMA 3000. As amostras (menos de 1 nanomol) foram dissolvidas
em um solvente volatil (metanol) e injetadas numa coluna
capilar a pressio atmosférica. A solugdo gque eluiu do
capilar, numa taxa de fluxo de S5ul/min., foi introduzida,
através de uma fenda do eletrodo, numa atmosfera de
nitrogénio aquecida, usada para ajudar a dessolvatagdo e para
eliminar a formagdo de aglomerados. A amostra carregada de
forma midltipla foi, entdo, direcionada para um quadrupolo

funcionando numa pressio de 107 Torr.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

I. EXPERIMENTOS PRELIMINARES

EFEITO DA AERACAO SOBRE A PRODUCAO DE PDC

Dois experimentos de fermentagdo em batelada foram
realizados, em fermentadores de 10 1, visando correlacionar a
produgdo de etanol e, consegiientemente, de PDC com a aeragao.
No primeiro experimento, foi fornecida aeragao até 10 horas,
tendo-se desligado o ar nesse momento e prolongado a c¢oleta
de amostras por mais 10 horas. Com isso, pretendeu-se
confirmar a resposta da levedura ao efeito Crabtree. Caso
positive, a levedura deveria iniciar a produgao de etanol
desde as primeiras horas, mesmo na presenga de oxigénio; caso
negativo, isso sdé deveria se dar a partir do desligamento do
ar. No segundo experimento, a fermentagdo foi conduzida
totalmente sem introducdo de ar.

Os resultados estdo apresentados nas Figuras 1 a 4. Pelo
experimento 1, confirmou-se que a levedura responde ao efeito
Crabtree, conforme pode-se observar pelas curvas de produgao
de etanol (Figuras 1f e 2c) e de atividade da PDC (Figuras 1h
e 2e), ou seja, a via de formagdo de etanol se mostrou ativa
desde o inicio do crescimento, mesmo na presenga de oxigénio.
Se a levedura fosse insensivel ao efeito da glicose, o

crescimento deveria ter-se dado através da via respiratdria
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durante a fase aerdébica e apenas apés a supressao do
fornecimento de ar é que a fermentagdo deveria ter sido
induzida. A importéncia do fornecimento de ar foi comprovada
com o segundo experimento, o gqual foi realizado em
anaerobiose, mesmc considerando-se que, pelo menos nos
primeiros momentos, a fermentag8c nao se realizou em
anaerobiose restrita. O comportamento geral das fermentagdes
foi similar nos dois experimentos, como era de se esperar de
uma linhagem sensivel ao efeito Crabtree; porém, em
anaerobiose, as curvas foram deslocadas para a direita, tendo
a fase exponencial se situado no periodo de 4 a 12 horas
(Figura 3), em comparagdc com 2 a 8 horas {Figura 2), no
primeiro experimento. Além disso, os niveis atingidos quer
pelos parametros de crescimento celular (Figuras la, lec e
1d), quer de consumo de acgiicar (Figura le) ou de formagaoc de
produtos (Figuras 1f, 1lg e 1h) foram inferiores no
experimento em anaercbiose. A maior percentagem de células em
brotamento (Figura 1b) corresponde & fase exponencial de
crescimento no primeiro caso, o que parece refletir um
processo continuo de divisdo celular, ou seja, a quantidade
de brotos liberados ¢é aproximadamente igual a de brotos
formados. No segundo experimento, uma redugdo significativa
de tais células ocorreu j& na segunda metade da fase
exponencial, parecendo indicar um crescimento celular &s
custas tanto da liberagdo dos brotos formados inicialmente —
© que explicaria o aumento no nidmero total de células (Figura

la) — como do aumento do tamanho celular devido ac acumulo
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de materiais de reserva, o gue justificaria o acréscimo na
densidade celular (Figura lc¢). E importante ressaltar que,
nas condigdes dos dois experimentos, a levedura néo
apresentou problema de agregagdo, para o gue Pringle & Mor
(1975) chamam atengdoc como possivel causa de erro em
contagens de células em hematocimetros. Também nioc foi
observado multibrotamento.

A protedlise verificada na fase estaciondria do primeiro
experimento (Figura 1lg) foi acompanhada de uma perda da
atividade da enzima PDC (Figura lh). E de conhecimento geral,
que, nessa fase, enzimas proteoliticas sdo produzidas, o que
€ de fundamental importédncia em fermentagdes que se destinam
a purificagdo de proteinas. Salvo no caso especifico de as
enzimas de interesse pertencerem ao grupc das proteases, tal
situagdo deve ser cautelosamente evitada, para se obter uma
preparagao de proteina livre de proteases.

A andlise dos dados quanto aos fatores de conversio e aos
coeficientes metabdlicos estd apresentada na Figura 4. No
primeiro experimento, as curvas obtidas para os fatores de
conversao em termos de produgdc de biomassa (Y, ), de
proteina (Yoroteinass) © de PDC (Y, )} foram similares (Figuras
d4a, 4c e 4d, respectivamente). Houve um aumento acentuado, ao
longo do tempo, durante a fase aerébica, sequido de uma queda
brusca apds o desligamento do ar, mostrando que esses
processos sdo mais eficientes na presenca de ar, o que esta
de acordo com a teoria. Quanto A produgdo de etanol (Y

etoh/s ) e

houve também um aumento gradativo e acentuado durante a fase
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aer6ébica e diferentemente do que se poderia esperar, ou seja,
uma maioxr produgac do metabdlito por substrato em
anaercbiose, foli observada uma estabilizagdoc do fator de
conversdao no seu nivel médximo (Figura 4b). O fato de nao
ocorrer uma dgueda indica gue, para a linhagem de levedura
testada, uma vez garantida uma massa celular adequada, a
produgdo de etanol independe da presenga de oxigénio. A
medida que & biomassa celular cresce (Figura 1d), oS
coeficientes metabdlicos (Figura 4e) e as taxas especificas
de formagédo de produtos (Figuras 4f, 49 e 4h) diminuem até
um ponto em que tendem para a estabilidade coincidindo com a
fase de desaceleracao do crescimento e com a supressac do
fornecimento de ar. Isso indica que uma maior guantidade de
célula compensa a queda no seu rendimento causada, entre
outros fatores, pelo acimulo de produtos téxicos. A dqueda
acentuada coincide com a fase lag/inicio do crescimento
exponencial, onde o metabolismo da levedura direcionado para
a sintese de material celular é bastante intenso.

Quando a levedura foi cultivada em condigdes anaerdbicas
desde o inicio, os fatores de conversao foram inferiores aos
obtidos no experimento anterior, reforgando a hipdtese da
importancia da aeragdc para um maior rendimento. As curvas
foram similares, especialmente em relagdao & produgdo de
biomassa (Figura 4a) e de proteina (Figura 4c). Curiosamente,
o aumento da produgdo de PDC em condig¢gdes aerdbicas nao
resultou num aumentoc proporcional em etanol, como se poderia

esperar. Resultados semelhantes foram obtidos por Schaaff et
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al. (1989), gue verificaram que a superexpressio de PDC e ADH
simultaneamente por linhagens mutantes em culturas em
crescimento logaritmico nio leva a uma taxa aumentada na
produgado de etanol e, portanto, ndo tem um efeito marcante
sobre o fluxo da glicdlise. Isso estd também de acordeo com
resultados prévios de Schmitt & Zimmermann (1982) que
mostraram gque PDC em células de levedura do tipo selvagem
esta presente em niveis saturantes; uma reducido de 50% dessa
atividade em linhagens mutantes ndo teve nenhum efeito na
produgao fermentativa de CO,.

0 quociente de Pasteur (Tabela I), calculado até 10 horas,
ficou entre 1,11 e 1,32, mostrando que nao houve nenhum

efeito requlatdério do oxigénio.

TABELA I. Quociente de Pasteur para o crescimento de S.
cerevisiae MC 16 em aercbicse e anaerobiose.

Tempo de qu(l.h)4a
amostragem Aexobiose Anaerobiose P;
(h)
2 0,97 0,865 1,12
4 1,1775 1,0575 1,11
6 1,49 1,2883 1,16
8 2,12 1,7163 1,24
i0 2,994 2,273 1,32
80, = ds/dt, onde Q, =taxa  volumétrica de consumo de
substrato.

bp - = . - =

P, = Q&JQ&mﬂ onde Py = Q%oc%ente de Pasteur; Q.. e Q&m =
taxas volumétricas de consumo de substrato sob
condigdes aerdbicas e anaerdbicas.

Pe= 1 indica auséncia de efeito reqgulatério do oxigénio.
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ESTABILIDADE DE PDC EM DIFERENTES METODOS DE ESTOCAGEM

A estabilidade da enzima durante a estocagem foi
investigada utilizando-se amostras dos experimentos de
fermentagdo (Figuras 5 e 6) e amostras em fase final de
purificagao (Figuras 7 a 9).

A enzima PDC sofreu uma grande perda de atividade {Figura
5b), tendo conservado, no maximo, 47% de seu valor inicial
(Figura 6a}, quando a levedura foi multiplicada em
aerobiose/anaerobiose, e o extrato bruto estocado por 31 dias
a 4°C. Nessa temperatura, a redugdo foi menor no experimento
em que a levedura foi multiplicada em anaercobiose e o extrato
bruto analisado apdés 26 dias; porém deve-se considerar que a
avaliagao fol feita cinco dias antes. Isso fica mais evidente
com & andlise das amostras obtidas de uma purificagdo a
partir de levedura multiplicada em aerobiose, apés passagem
em coluna DEAE-Sephacel. Uma redugdo na atividade enzimatica
de 97,4% ocorreu apés a estocagem de PDC A, a 4°C, por 20 dias
(Figura 7), porém, até 16 dias, nenhuma gueda na atividade de
PDC A, foi observada nas mesmas condigSes (Figura 8). A
eletroforese de tais amostras, em gel de poliacrilamida
desnaturante, revelou a protedlise ocorrida no primeiro caso
(Figura 10, coluna 2), em contraste com o dltimo, onde a
proteina se mostrou intacta (Figura 10, coluna 8). Outrossim,
a protedlise se deu de uma forma bem especifica, levando a
uma cadeia polipeptidica de massa molecular muito proéoxima

a da proteina nativa. Conforme calculado pela curva
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FIG. 5. Atividade de PDC em extratos brutos de levedura, apés

estocagem em diferentes condigdes, em comparagio com
a atividade inicial.
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FiG. 7. Estabilidade de PDC durante a estocagem em diferentes
condigbes, avaliada pela determinagio da atividade
enzimatica de amostras obtidas apés cromatografia de
troca idénica em DEAE-Sephacel. PDC A, .

A: 4°C; B: -20°C; C: -70°C; D: 75% (NH,),50,, -20°C;

E: 50% glicerol, -20°C.

Os resultados sdo médias de trés repetigdes anali-
ticas de cada amostra. :
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condigdes, avaliada pela determinagio da atividade
enzimdtica de amostras obtidas apds cromatografia de
troca idnica em DEAE-Sephacel. PDC A..

A: 4°C; B: -20°C; C: -70°C; D: 75% (N4,).80,, -20°;

E: 50% glicerol, -20°C.

Os resultados sdo médias de trés repetigdes anali-
ticas de cada amostra.
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Estabilidade de PDC durante a estocagem em diferentes
condigbes, avaliada pela determinagdo da atividade
enzimitica de amostras obtidas ap6s cromatografia de
troca idnica em DEAE-Sephacel. PDC B.

A: 4°C; B: -20°C; C: ~70°C; D: 75% (NH,),S0,, -20°C;

E: 50% glicerol, -20°%.

Os resultados sfo médias de trés repetigbes anali-
ticas de cada amostra.
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FI1G.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213141516 1718 1% 20

L SRR A

10. PAGE-SDS 12,5%, mostrando o grau de pureza de

PDC A,, PDC A, e PDC B apds cromatografia em DEAE-
Sephacel e estocagem em diferentes condigdes por 20,
16 e 8 dias para PDC A, PDC I:; e PDC B,
respectivamente. Coloragdo pelo azul de Coomassie.
A seta indica a enzima em questdo.

1 e 14 - Padrdes: albumina de soro bovino (66000 D),
ovalbumina (45000 D), gliceraldeido 3-fosfato desi-
drogenase (36000 D}, anidrase carbdnica (29000 D),
tripsinogénio (24000 D), inibidor da tripsina (20100
D), pB-lactalbumina (14200 D). Sigma SDS-7 (Dalton
mark VII-L).

7, 13 e 20 -~ Amostras da Gltima etapa de purificagio
(filtragdo em gel AcA 22), correspondendo a PDC A,
PDC A, e PDC B, respectivamente.

2 a6, 8al2 e 15 a 19 - BAmostras da penidltima
etapa de purificagido (coluna DEAE-Sephacel), corres-
pondendo a PDC A,, PDC A, e PDC B, respectivamente,
estocadas: 2, 8 e 15. a 4°C; 3, 9 e 16. a -20°C; 4,
10 e 17. a -70°; 5, 11 e 18. em 75% (NH,),80, a
~20°C; 6, 12 e 19. em 50% glicerol a -20°C.




de calibragdo (Figura 11) obtida a partir do gel da Figura
10, a proteina intacta apresentou uma massa molecular de
55614 D, em sua forma monomérica, enquanto a lisada, 53945 D,
de onde se deduz que cerca de 15 residuos de aminoacidos
foram removidos. Ainda analisando o gel, observa-se que as
duas bandas {proteina intacta e lisada) apresentam
intensidades semelhantes. Assumindo que a proteina intacta &
ativa e a lisada, inativa, seria de se esperar uma redugdo
na atividade de aproximadamente 50%. A queda observada, no
entanto, foi muito maior (97,4%), o que pode indicar que a
suposta proteina "intacta" sofreu, na realidade, de alguma
forma, uma alteragdo, talvez conformaciocnal, que levou a
perda de atividade.

Deve-se considerar, também, que, no extrato bruto, a
enzima em gquestdo estd, de certa forma, mais protegida do
ataque proteolitico, uma vez que, proporciocnalmente, sua
quantidade €& muito pequena em relagdo ao teor de proteina
total, razdo pela qual a perda de atividade foi mais drastica
nas amostras cromatografadas.

A -20°C, houve, para o experimento em aerobiose/anae-
robiose, uma dqueda de atividade enzimatica de 100%, no
extrato bruto obtido apés 2 horas de fermentagdo, de 80% apds
4 horas, nenhuma perda de atividade apés 6 horas, e uma
aparente ativagdoc nas amostras colhidas de 8 a_20 horas; para
o experimento em anaerobiose, uma redugdo de 100% foi
observada ap6s 2 horas, de 90% apds 4 horas e uma ativagdo de

6 a 20 horas (Figuras 5c e 6b). Esses resultados sio
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paradoxais, pelo menos aparentemente, pois, enquanto a queda
de atividade indica que a enzima ndo resiste a tal
temperatura, a ativagdo, observada nas fases exponencial e
estacionaria de crescimento, indica justamente o contrario.
Devido a complexidade da composigio do extrato bruto e &
falta de estudos mais aprofundados, é dificil discernir o que
realmente acontece. A aparente ativagdoc pode indicar a
presenga de algum inibidor, que foi inativado pelo
congelamento, ou a simples remogdo de componentes gue
precipitam a essa temperatura, uma vez que as amostras foram
centrifugadas antes da realizagd3c do ensaio enzimitico. Sabe-
se gque muitas proteinas ndo resistem ao congelamento,
sofrendo alteragdes que vido desde pequenas modificagdes
conformacionais, que levam & perda de suas fungdes biold~
gicas, até completa desnaturagdo. Isso, por si sé, ja levaria
a um aumento na concentragdo da enzima em estudo, o que
justificaria o aumento de atividade observado.

A -70°C, s6 houve perda de atividade ap6s 2 horas de cres-
cimento, tendo sido de 50% no caso do experimento em aero-
biose/anaerobiose e de 10% em anaerobiose; no intervalo de 4
a 20 horas, houve uma ativagio da enzima, a semelhanga do que
ocorreu a -20°C (Figura 6d). A adigao de 50% glicerol levou a
resultados menos discrepantes, quer quando o extrato bruto
foi estocado a -20°C (Figura 6c), quer a -70°C (Figura 6e).

Quando amostras da coluna DEAE~-Sephacel foram submetidas a
um teste similar, resultados condizentes com o esperado foram

obtidos. Assim, uma queda na atividade enzimadtica, avaliada

™



apds cerca de quatro meses e meio, foli observada em todas as
condigdes de estocagem, tendo as menores perdas sido
observadas a -70°C (Figuras 7C, 8C e 9C) e em 50% glicerol a
-20°C (Figuras 7E, 8E e 9E) e as maiores, a 4°C (Figuras 7A,
8A e 9A). Fol observada uma intensa precipitagdo em todas as
amostras estocadas a ~-20°C desde a primeira medida de
atividade, isto &, apds 20, 16 e 8 dias, para os picos Ay, A,
e B, respectivamente. As amostras estocadas a -70°C e em 50%
gicerol a =20°C conservaram-se limpidas, sem nenhuma
precipitagdo, durante todo o teste, enquanto gue, na segunda
avaliagdo, isto &, apés cerca de quatro meses e meio, as
amostras conservadas a 4°C apresentaram-se leitosas, com

perda total de atividade.
PRODUCAQ E PURIFICACAO DE pDC

As seguintes medidas anti-proteoliticas foram adotadas:

a) substituicado da peptona, como fonte de nitrogénio, por
sulfato de amdénio, evitando o estimule & sintese de
proteases necessarias & hidrdlise da peptona para torna-la
assimilavel pela levedura;

b) colheita das células na fase exponencial para evitar a
atividade proteolitica que ocorre na fase estacionédria;y

¢) uso de agentes anti-proteoliticos durante todo o processo
de purificagdo da enzima: pepstatina A, inibidor da
protease A (EC 3.4.23.6; uma endopeptidase da classe das

aspartico proteinases) e PMSF, inibidor das proteases B



(EC 3.4.21.48; uma endopeptidase da classe das serina
proteinases) e C (EC 3.4.16.1; uma exopeptidase da classe
das serina proteinases, também chamada de carboxi-
peptidase Y). As metaloproteinases (no caso de levedura, a
glicina carboxipeptidase, EC 3.4.17.4), que reguerem
metais divalentes para suas atividades, podem ser inibidas
por complexagdo dos ions metdlicos com agentes quelantes
como o EDTA (Scopes, 1982), porém como PDC também requer
um metal divalente (Mg®*) para sua atividade, este tipo de
inibidor foi omitido. Maitra & Lobo (1971) verificaram que
dlcool desidrogenase de levedura é instavel na presenca de
EDTA. 1Inibidores das cisteina proteinases ndo foram
utilizados porque nenhuma referéncia a proteases de
leveduras dessa classe foi encontrada na literatura.
Pepstatina A e PMSF foram também utilizados para a
purificagdo de enzimas de leveduras por outros autores
(Scopes et al., 1981; Welch & Scopes, 1981 e 1985);
execugdo de todo o processo de purificagio a 4°C;
estocagem da enzima em 50% glicerol a -20°C, conforme
resultados deste trabalho. A protegao de PDC pelo glicerol
foi também constatada por Juni & Heym (1968}).

Apesar dessas medidas, a hipétese de uma protedlise deve

ser sempre considerada. O tratamento repetido com PMSF ou DFP

durante a purificagdo, por exemplo, nio impediu o subseqiiente

aparecimento de contaminantes proteoliticos sensiveis aos

produtos pelo menos em dois casos, o da malato desidrogenase

e

© da hexoquinase; presumivelmente, este efeito se deve &



co~purificagdc de um complexo inativo protease~polipeptidio
inibidor (e, portanto, resistente ao PMSF ou DFPY com a
proteina de interesse, o qual & subsequentemente clivado
liberando a enzima ativa (Pringle, 1975).

A curva de crescimento da levedura S. cerevisae MCl6 em
dois fermentadores de 60 1, com base no numero total de
células e na percentagem de células em brotamento, esta
apresentada na Figura 12. As fermentagdes foram interrompidas
na fase final do crescimento exponencial, de acordo com
resultados obtidos num experimento anterior.

A enzima apresentou um comportamento caracteristico sempre
que fol submetida & purificacio em colunas cromatogréficas de
troca idnica, subdividindo-se em dois picos atives, eluindo
em tampdo fosfato de potdssio a 22 e 37mM, apds passagem ha
primeira coluna, denominados PDC A e PDC B, respectivamente
(Figura 13). Quando recromatografados, dois outros picos
eluiram em 39 e 45mM, PDC A, e PDC A,, respectivamente, no
caso de PDC A (Figura 14) e um Gnico, em 38 mM, no caso de
PBC B (Figura 15). As concentragdes molares do tampdo de
eluigdo foram calculadas a partir das medidas de condu-
tividade (Figura 16). A cromatografia das trés formas da en-—
zima por filtracdo em gel AcA 22 (Figuras 17, 18 e 19)
revelou um dnico pico ativo para PDC A,, PDC A, e PDC B.

Os dados de purificagdo estdo apresentados na Tabela II. A
curva padrdo para proteina utilizada nas etapas anteriores as
cromatograficas ¢ mostrada na Figura 20 e o grau de pureza

das trés formas da enzima isoladas pode ser constatado nos
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FIG. 17. Cromatografia de filtragao em Ultrogel AchA 22
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fluxo, mantido por bomba peristaltica, de 49ml/h ou
2,5cm/h. PDC A,
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géis das Figuras 21 e 22.

TABELA II. Purificagdo de PDC de S. cerevisiae MC 16 a
partir de 120 1litros de cultura ou 1600 g de
células (peso idmido}.

Proteina” Atividade Fator de
Purifi- Rendi-
Etapas de purificacéo Volume total total especifica cagdo mento
by (mg/mi)  {mg} u/ml> ) {U/mg) {x) o
1. Extrate bruio 3914 28,801 11 2var 32,470 127 088 1,13 1,0 100
2. Precipitacdo
estreptomicina 3740 13,515 50 546 32,340 120 952 2,39 2,12 95,2
3. Fracionamento
(NHJ’)ESO4
0-45% 4090 10,747 43 957 27,810 113 743 2,59 2,29 89,5
45-75% 1000 31,015 31 015 114,290 114 290 3,68 3,26 89,9
4. Cromatografia
de troca idnica
em DE 52
Pool A 575 2,850 1 639 47,330 27 215 16,60 14,69 21,4
Pool B 485 2,740 1 329 41,4631 20 094 15,12 13,38 15,8
A+ B 1060 2,800 2 968 44,631 47 309 15,86 14,11 37,2
5. Cromatografia
de troca ibnica
em DEAE-Sephacel
Pool Ay 1 8,857 806 108,703 9892 12,27 10,86 7,8
Pool Ay 127 4,992 634 102,079 12 964 20,43 18,08 10,2
Pool B 105 6,086 639 178,495 18 742 29,31 25,94 14,7
A tAHE 323 6,436 2 079 128,786 41 598 20,67 17,01 32,7
6. Filtraglo enm
gel AcA22
Pool Ay 110 4,164 458 51,800 3698 12,45 11,02 4,5
Pool A2 110 3,045 335 70,138 775 23,00 20,35 6,1
Pool 8 170 2,429 413 55,412 9 420 22,83 20,20 7,4
AgtAytE 390 3,002 1 206 58,546 22 833 19,43 17,19 18,0

a

A concentraglc de proteina nas trés primeiras etapas de purifica¢do foi determinada pelo método dos

Laboratérios Bio-Rad (1981), que consiste em uma adaptacio do método de Bradford (1976). Nas etapas

cromatogréficas, foi estimads a2 partir da absorbéncia a 280 nie, assumindc gue 1 Unidade de A

de proteina.

ogp = g
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FIG. 21. PAGE-S5DS 12,5% de fragdes da coluna de filtragio em
Ultrogel AcA 22. Coloragdo pelo azul de Coomassie.

1l aeé6 - PDC A,, fragdes nimeros 140, 120, 121, 127,
134 e 135, respectivamente.

7 - Padrdo Sigma SDS-7 (Dalton mark ViI-L).

8 a 12 - PDC AE’ fragdes nimeros 118, 119, 126, 134
e 135, respectivamente.

13 a 18 - PDC B, fragdes nimeros 122, 123, 129, 139

r
140 e 160, respectivamente.



FIG. 22. PhastSystem (Pharmacia) PAGE-SDS 12,5% de PDC pura.
Coloragdo pelo nitrato de prata. Quantidade de
proteina: 200ng para PDC e 1Ing para as seis
protelnas marcadoras.

1l e 5 - Proteinas marcadoras (BDH): ovotransferrina
(77000 D); albumina de soro bovino (66250 D);
ovalbumina (45000 D), anidrase carbdnica (30000 D);

mioglobina (17200 D); e citocromo C (12300 D).
2 e 6 - PDC

3 e 7 - PDC
4 e 8 -PDCB



II. ANALISE DA ESTRUTURA DAS FORMAS DE PDC ISOLADAS

DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR - PAGE-SDS E FILTRACAO EM GEL

O gel deo qual foi derivada a massa molecular da enzima PDC
esta apresentado na Fiqura 22 e a respectiva curva de
calibragdo na Figura 23. Uma massa molecular de 61211 D foi
encontrada para © mondmero das trés formas de PDC isoladas, o
que leva a um tetrémero de 244844 D.

A curva de calibragido obtida por filtracdo em gel - FPLC
estd apresentada na Figura 24 e os cromatogramas dos trésg
picos de PDC sdo mostrados nas Figuras 25 a 27. As proteinas,
quimotripsinogénio, ovalbumina e lactato desidrogenase
apresentaram comportamento andmalo nas condigbes de tampdo
utilizadas, tendo, por isso, sido eliminadas da curva de
calibragdo. A massa molecular da enzima PDC, assim estimada,
foi de 203268 D, 213165 D e 223385 D para PDC A,, PDC A, e
PDC B, respectivamente. Esses valores estido abaixo do
esperado pela seqiiéncia deduzida a partir do gene PDC 1

(240295 Dp).
DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO
A Figura 28 apresenta o gel da focalizagao iscelétrica,

onde se pode observar que PDC A, se subdividiu em duas

bandas, enquanto que PDC A, e PDC B focalizaram como uma
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FIG. 23. Curva de calibracgao para determinagdo da massa
molecular de PDC por PhastSystem (Pharmacia) PAGE-
SDS derivada do gel da figura 22.
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F1G. 24. Curva de calibragio para determinagdo da massa
molecular de PDC por filtracd3o em gel - FPLC.
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FIG. 25. Cromatograma de PDC A, (150p1 de uma solugdo
2mg/ml) obtido num sistema de FPLC da Pharmacia. O
cromatograma em primeiro plano corresponde ao obtido
no registrador REC-482. No alto, a direita, é
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o tempo de retengdo; a esquerda, o respectivo método
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mostrado o cromatograma do  controlador de
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FIG. 28. PhastSystem (Pharmacia) IEF de PDC em gel de

poliacrilamida homogé&neo (5% T, 3% C) contendo
anfélitos transportadores Pharmalyte. PhastGel IEF
3~9; quantidade de proteina: 2ng; coloragao pelo

azul de Coomassie.

1 e 5 - Proteinas marcadoras: amiloglucosidase (pI =
3,5), dinibidor da tripsina da soja (pt = 4,55),
B-lactoglobulina A (pI = 5,85), anidrase carbénica B
humana (pI = 6,55), mioglobina de cavalo-banda &cida
(pI = 6,85}, mioglobina de cavalo-banda basica (pT =
7,35), lectina de lentilha-banda dcida (pI = 8,15),
lectina de lentilha-banda intermediiria (pI = 8,45),
lectina de lentilha-banda bdsica (pI 8,65),
tripsinogénio (pI = 9,30).

2 e 6 - PDC A, (banda superior: pI = 5,14; banda

inferior: pI = 5,43)

3 e 7~ PDCA, (pI = 5,14)

4 e 8- PDCHB (pI =5,14)



Gnica banda. Pela curva de calibracio derivada do gel (Figura
29), determinou-se que o ponto isoelétrico da banda superior
PDC A,, assim como de PDC A,e PDC B, & de 5,14, enquanto que
¢ da banda inferior de PDC A, & de 5,43. Esses resultados nio

estao de acordo com o esperado. Pelo padrac de eluigdo na
cromatografia de troca iénica, PDC A, e PDC B deveriam

apresentar valores de plI similares, enquanto que PDC A,,
sendo aparentemente mais acida, um pI mais baixo. A dis-
sociagdo de PDC A, em dimeros, nesse caso, & improvavel, pois

© pH (em torno de 6,5) em que as amostras foram aplicadas &
perfeitamente compativel com a proteina nativa. Assim sendo,
nenhuma correlagdo do pl com as formas de PDC isoladas pode
sér estabelecida com base nesses resultados. Os valores
obtidos diferem também do pI 5,8 encontrado por Katsumata et
al. (1969) e Ludewig & Schellenberger (1974) para a
holoenzima. Os dltimos autores relataram, ainda, um pl 6,0

para a apoenzima.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NATIVO (PAGE-NATIVO)

Em condigdes nativas, isto &, sem adigao de agentes
desnaturantes, o gel corado pelo nitrato de prata revelou
claramente pelo menos duas bandas para PDC A, /PDC A, e uma
para PDC B (Figqura 30), as quais se mostraram ativas num
sequndo gel corrido ao mesmo tempo e submetido a uma mistura
de reagao seguida de coloragdo pelo 1,2-dianilinoetano

(Figura 31). E importante considerar que o pH do gel
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9.5
'1 tripsinogenioc (pI=9,30)

9,0
. banda basica {pi1=8,65)
8,5~ tectina de lentitha < banda intermedidria {p1=8,45}
8.0- banda deido (p1=8,15)
7.3+ banda bdsica {p1= 7,35)
mioglobina de cavalo
7.0 banda dcids (pl=6,85)
6.5 humana (p1=6,55)
anidrase carbdnica B
6,0 bovina (pl=5,85}
X
o 5 5 PDC Aslbanda 2]
' pl=5,43
PDC Asibanda 1) 3 -lactoglobulina A (p1=5,20)
5.0 PDC Az
PDC B
4,5 pl=5.14 inibidor da tripsing de soja(pl=4,55)
4.0- ¥*910607-1,46853x
2.
354 1 =0997235 ¢ amiloglucosidade (p] = 3,50)

{

T T T T I H i
05 QO 145 20 25 30 35

Dist@ncia do catodo {cm)

FIG. 29. Curva de calibragido para determinagdo do ponto
isoelétrico de PDC derivada do gel da figura 28.
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FIG. 30. PhasstSystem (Pharmacia) PAGE-Nativo de PDC.
Colo»ragao pelo nitrato de prata. PhastGel PAGE-
Nat# vo gradiente 8-25%; pH 8,8; tampao da amostra:
10mi K39Q4 pH 6,3 + 1mM MgSO, + 10pM TPP; quantidade
de p»roteina: 100ng.
1 e 8 - kit de calibracgio para alta massa molecular
da Pharmacia: tiroglobulina (669000 D), ferritina
(440000 D), catalase (232000 D}, lactato desidrogenase
(140000 D) e albumina (67000 D).
2 e 5 -~ PDC

6 - PDC

7 - PDC B




FIG. 31. PhastSystem (Pharmacia) PAGE-Nativo de PDC.
Coloracdo para atividade pelo método do 1,2 -
dianilinoetano (DAE). PhastGel PAGE-Nativo gradiente
8-25%; quantidade de proteina: 1pqg; tampdo da
amostra: tampdo citrato 150mM pH 6,0.

1l e 8 - kit de calibragdo para alta massa molecular
da Pharmacia: tiroglobulina (669000 D), ferritina
(440000 D), catalase (232000 D), lactato desidrogenase
(140000 D) e albumina (67000 D).

2 e5 - PDCA

3eG—PDCA2

4 e7 ~-PDCBH



utilizado (pH 8,8) promove dissociagdo de PDC em dimeros com
liberagado dos cofatores. E possivel que as bandas observadas
estejam relacionadas com diferentes graus de associagao dos
dimeros e/ou holoenzima-apoenzima. 0 fato de todas as bandas
mostrarem atividade pode ser explicado por uma reassociagao
da proteina na forma tetramérica ativa quando a mistura de

reagdo (pH 6,3 e cofatores em excesso) fol adicionada.

ESPECTROMETRIA DE MASSA

1. Mapeamento-FAB

1.1.Digestdo por tripsina

Os espectros gerados pela andlise dos digestos tripticos
de PDC A,, PDC A, e PDC B por FAB-MS, mapas-FAB, estio
apresentados nas Figuras 32, 33 e 34, respectivamente, sendo
caracterizados por um grande ntGmero de sinais de boa
intensidade que correspondem as massas de ions guase-
moleculares dos fragmentos peptidicos tripticos. Através de
um programa de busca por computador (M-Scan Ltd., Ascot, UK,
e R. McDowell, Imperial College of Science, Technology and
Medicine, Londres, UK), cada ion guase-molecular observado
foi testado para um ajuste de massa na seqiiéncia derivada do
gene PDC 1, publicada por Kellermann et al., (1986),
apresentada na Figura 35,

Os sinails de massa observados e seus residuos
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FIG. 32. Mapa-FAB triptico de PDC A, obtido em espectrémetro
de setor duplo (VG Analytical ZAB 2SE).
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FIG. 35. Seqiiéncia de PDC derivada do gene PDC 1 (KRellermann
et al., 1986). Na proteina acabada, a Met do N-
terminal é removida e a Ser é acetilada por um
mecanismo de processamento e modificagdo pés-
tradugdo detectado neste trabalho por espectrometria
de massa de varredura ligada B/E-CAD (figura 48).
Essa técnica detectou também um erro na seqgtiéncia: A
Asny,, €, na realidade, Thr (figura 49).



correspondentes estdo listados na Tabela TII. Para alguns dos
sinais, comuns as trés formas de PDC (m/z 789, 1016, 1053,
1214, 1526, 1794, 1894, 2106, 2285, 2523 e 3325), e outros
apresentados apenas por uma ou duas das formas (m/z 903,
1038, 1092, 1533, 1665 e 1812), nenhuma correspondéncia na
seqliéncia derivada do gene foi, a principio, encontrada. Os
sinais de m/z 789 e 1016 foram mapeados apds analise por
varredura 1ligada, tendo sido identificado um mecanismoe de
processamento e modificagdo pés-tradugaoc do N-terminal, no
primeiro caso, e um erro na segqiiéncia derivada do ¢DNA, no
ultimo. Esses dois casos serdo discutidos em detalhe na
apresentagao dos resultados dos experimentos de varredura
ligada. Os sinais de m/z 1526 e 1533 foram mapeados apbs
degradagdo de Edman e serdo discutidos no préximo item. E
interessante registrar que, inicialmente, para o peptidio de
m/z 1260, n&o foi encontrada correspondéncia na seqiiénecia
derivada do gene; entretanto, posteriormente, determinou-se

que ele corresponde aos residuos 212 a 223. REssa dificuldade

foi causada pela presenca inesperada — pois deveria ter sido
rompida — de uma ponte de dissulfeto intramolecular entre
dois residuos de cisteina adjacentes, 220 e 221,
Estericamente, isso era tido como impossivel, sendo

energeticamente desfavoravel.

Os sinais de m/z de 664, 1260, 1337, 1356, 1597, 1778 e
2744, correspondendo aos residuos 478-483, 212-223, 352-365,
304~314, 258-172, 233-248 e 154-178, respectivamente, nio

foram identificados nas seqiiénecias derivadas dos genes



TABELA TITIT,

fons

e PDC B

e

quase-moleculares,
mapas-FAB dos digestos tri

seus

regsiduos

[M + H]", observados
pticos de PDC A, PDC A,

correspondentes
seqli€ncia derivada do gene PDC 1.2

nos

da

[M + H]Y Residuos PDC A, PDC A, PDC B Dados de
Cheung
(1985)
634 327-331 + - + +
664 478483 + + + -
127 9-13 + - + +
789 + + + +
811 525-531 + + - -
903 - + - -
1016 + + +
1038 + + - -
1053 + + + -
1057 342351 + + + +
1092 + + - -
1214 + + + +
1260 212-223 + + + -
1337 352-365 + + + +
1356 304-314 + + + -
1526° 465-477 + + + +
1533°¢ 164~178 + - + -
1597 258-272 + + + +
1665 - + - -
1778 233-248 + + + -
1794 + + + -
1812 + - + -
1894 + + + +
1907 232248 + - + +
2106 + + + -
2285 + + + -
2291 16-36 + + + +
2389 484-504 + + + +
2523 + + + -
2744 154-178 + + + -
3325 + + + -
° (+) Sinais observados; (-) sinais nao observados.
Presengca de ponte de dissulfeto intramolecular entre os

residuos de cisteina 220 e 221.

®Sinais

de clivagem quimotriptica.
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mapeados apés degradagdo de Edman revelando

sitios



PDC 5 e PDC 6 (Figura 36). Para cada um desses fragmentos
peptidicos, fol encontrado pelo menos um amincdcido dife-
rente, chegando a oito no de 352-365 da segiiéncia de PDC 5, e
seis, no de 154-178 da seqiiéncia de PDC 6. Todos esses sinais
estao presentes nos mapas-FAB tripticos de PDC A,, PDC A, e
PDC B. Conclui-se, dai, que nenhuma das trés formas da
proteina isoladas corresponde aos produtos dos genes PDC 5 e
PDC 6.

Observe-~se, ainda, que a seqiiéncia derivada de PDC 1
originalmente publicada por Kellermann et al.(1986), Figura
35, difere da apresentada por Hohmann (1991), Figura 36, nos
seguintes aspectos:

a. n? total de aminocdcidos -~ Kellermann et al.: 549; Hohmann:

563
b. Hisﬁﬁw Kellermann et al.: ausente; Hohmann: presente
c¢. C-terminal - Kellermann et al.: a partir do residuo 544-

CSTKLG; Hohmann: a partir do residuo 545~

APQNLVKQAKLTAATNAKQ

Considerando a seqiiéncia apresentada por Hohmann, os
sequintes sinais nos mapas FAB-tripticos seriam esperados
para o C-terminal: 1943 (residuos 535-551), 346 (residuos
552-554), 789 (residuos 555-562) e 917 (residuos 553-563).
Apenas o sinal 789 foi observado, porém, uma analise
posterior por varredura ligada revelou gque ele corresponde ao
N-terminal da proteina e n3o aos residuocs 555-562. Para o
fragmento peptidico onde uma histidina extra foi inserida

entre os residuos 114 e 115 da seqiidncia original, um sinal
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1 1o . 20 30 40 50 .60

PDCI MSEITLGRYLFERLKQVNVNTVFGLPGDFNLSLLDKIYEVEGHRWAGNANELNARYAADG

PECS MSEITLGKYLFERLSQVNCNTVFGLPGDENLSLLDKLYEVKGMRWAGNANELNAAYAADG

PDCE MSEITLGKYLFERLKQVNVNTIFGLPGDFNLELLDKI YEVDGLAWAGNANELNAAYAADG
70 8o 90 oo 110 120

PDC? YARIRGHSClITTFGVGBLEALNGIAGSYABBVGVLHHVGVPSISSQAKQLLLHHTLGNG

PODCS YARIKGHSCIITTFGVGELSALNGIﬁGSYAEHVGVLHVVGVPSIBSQAKQLLLKHTLGNG

PDC6 YARIKGLSVLVTTFGVGELBALNGIAGBYAERVGVLHVVGVPSI SAQAROLLLHATLGNG
a0 140 150 160 170 1BO

FDC1 DETVEHRMSANISETTAMITDIATAPAEIDRCIRTTYVTORPVYLGLPANLVDLNVPAKL

PDCS DFTVFBRHSANISETTAHITDIRNAPAEIDRCIR?TYTTQRPVYLGLPANLVDLNVPARL

FDCE DETVFHRMIANISETTSMITDIATAPSEIDRLIRTTF ITQRPSYLGLPANLYDLEVPGSL

- - - - A

1%¢ 200 210 220 230 240
PDC? LOTPIDHSLKPNDAESEREVIDTILALVKDAKNPVILADACCSRHDVKAETRKLIDLTQF
PDCS LBTPIDbﬂLKPNDAEAEREVVRTVVELIKEAKHPVILADACASRHD?KAETKKLHDLTOF
PDCE LEKPIDLBLRPNDPEAEKEVIBTVLELIGHSKH?VILBDACASRHNVKKETQKLIDLTQF

- - a - e ——— -

250 260 2710 480 290 300
PDCI FAFVTPHGKGSISEQHPRYGBVYVGTLSKPEVKEAVESADLIL#VGALLSDFNTGSfSYS
PDCS PVYVTPHGKGAIOEQHPRYGGUYVGTLSRPEVKKAVESRDLILSIGALLSBFNTGSFSYS
PDCE PAFVTPLGKGSIDEQH?RYGGVYVGTLSKQDVKQAVESADLILBVGALLSBFNTGSVSYS
310 2o 330 40 50 360
FDCY YRTKNIUEFHSDHHKIRNATFPGVQHRFVL&KLLTNIADAAKGYKFVAVPBRTPANAAV?
PDCSH YKTKN!VB?&SQRIKIRNATFPGVQHK?ALQKLLDAIPBVVKDYKPVBVPARVP!TKSTP
PDC6 YKTKNVVEFBSDYVKVKNATFLBVQHK?ALONLLKVI?DVVKﬁ!KSVPVPTRTPANKGVP
30 3Jao 3iso0 400 410 420
PDCI ASIPLKQENHHNQLGNFLQEGDVVIAETGTSAFGIHQTTFPNNTYGISQVLHGSIGFTTG
POCS ANTPHNQBNHHNQLGNFLREGDIV!AETGTSAFGINQTT?PTDVYAIVQVLHGSIGFTVG
PDCE ASTPLRD&HLHNELSKF&QEGQV!ISETBTSAFOIﬂQTIFPKHAYGISQVLHGSIGFTTG

- - —— - - ——— - -

430 440 150 . 4860 470 480
PBCE &TLGAAFAAEEIQPKKRVILFIGDGSLOLTVQEISTHIRNGLKPYLFVLNNDGYTIEKLI
POCS ALLGATHAAEELDPKNRVILFIGDGSLQLTVQEISTHIRRGLKPYIfVLRNNGYTlENLI
PDCE ATLGAAFAAEE}DPNKRV!LFIGDGSLQLTVQEISTHIRHGLKPY&FVLNNDGYTIEKL}
430 500 510 520 530 540
POCE HGPKAQYNB}QGNBHLSLLPTFUANDYETHRVATTGEHDKLTQDKSFNDNSKIRHIBVML
PBCS5 HGPHASYN&IQGHDBLALLPTFGARHYETRRV&TTGEHEKLTQDKDFQDNSKIRHIEVHL
PDCS HGPHAEYNE!OTHDHLALLPAFGhKKYENHKIATTGEHDADTTDSEFQKNBVIRLIELKL
550 560 570
PEC] PVFDAPONLVKQAKL TAATNARD
eDC5 PVFDAPONLVEQAQLTAATNAKG
PDCE PYFDAPESLIKQAQLTAATNAKD

FIG. 36. Seqiiéncia de PDC derivada dos genes PDC 1, PDC 5 e

PDC 6, sequndo Hohmann (1991). Embora o autor cite
Rellermann et al. (1986) sem qualquer referéncia a
modificagtoes na seqiiéncia original, observe-se que
uma histidina extra foi inserida entre os residuos
114-115, e o C-terminal, além de expandido (13
aminoacidos a mais), apresenta uma diferente
segiiéncia nos 6 aminoicidos que precedem a expansao.
A = Ala; R = Argqg; N = Asn; D = Asp; C = Cys;

E = Glu; Q0 = Gln; G = Gly; H = His; I = Ile;
L = Leu; K = Lys; M = Met; F = Phe; P = Pro;
S = Ser; T = TPhr; W = Trp; Y = Tyr; V = Val

As diferengas entre as tras seqii€ncias apresentadas
por Hohmann estdoc sublinhadas.
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de m/z 2106 era esperado. Esse sinal foi observado nos mapas-—
FAB das trés formas de PDC, possibilitando o mapeamento de
dezoito residuos de aminodcidos (110-127), numa regido para a
qual nenhum dado de seqgiiéncia havia sido fornecido, e

confirmando a fidelidade da inclusio da referida histidina.

1.2.Analise do N-terminal dos digestos tripticos - Degradacgao

de Edman

A etapa segquinte do mapeamento-FAB foi confirmar as
correspondéncias peptidicas dos varios valores de massa
listados na Tabela III e tentar obter informagio a respeito
daqueles gque ndo encontraram correspondéncia na seqgiiéncia
derivada do cDNA. Uma aliquota de cada mistura de digesto foi
submetida a dois ciclos de degradagidc manual de Edman
seguidos de andlise FAB-MS apds cada ciclo. A diferenga entre
um valor de massa de um sinal antes e apds a degradagéao de
Edman, determinada por comparagao dos dois mapas-FAB,
corresponde ao residuo de aminodcido do N-terminal. Dois
ciclos de degradagdo de Edman sequidos de FAB-MS da mistura
do digesto intacta permitiram a identificagdo dos dois
primeiros residuos de aminodcidos do N-terminal da maioria
dos peptidios tripticos observados nos mapas-FAB iniciais,
confirmando as correspondéncias previamente estabelecidas.
Além disso, dois peptidios inicialmente incompativeis com a
seqiiéncia derivada do gene PDC 1 como originados de clivagens

tripticas, de m/z 1526 e 1533, foram mapeados. No primeiro
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caso, leucina e fenilalanina foram identificadas como o
primeiro e o segundo residuos do.Nmt@rminal, respectivamente,
© 4que, associado ao valor da massa do peptidio, permitiu o
mapeamento entre os residuog 465 e 477, Verificou-se, ainda,
que o© residuo que precede o N-terminal corresponde a uma
tirosina, indicando uma digestio guimotriptica nesse lado do

peptidio; no C-terminal, um residuo de lisina confirmou a
digestdo triptica. A detecgdo de sitios de clivagem
guimotriptica pode ser explicada pela presenga de
quimotripsina como impureza da tripsina. Da mesma forma, o
sinal fraco de m/z 1533 mapeou nas posigdes de 164 a 178,
apés um passo de degradacido de Edman/FAB-MS que revelou uma

clivagem quimotriptica entre os residuos 163 (tirosina) e 164

{leucina).

1.3.Andalise do C-terminal dos digestos tripticos-Subdigestdo

por carboxipeptidase B

A ocorréncia de clivagens quimotripticas em digestos
tripticos substancia a necessidade da analise nao apenas do
N-, mas também do C~terminal.

Assim, aliquotas dos digestos tripticos de PDC A, PDC A, e
PDC B foram subdigeridas com CpB e as misturas do duplo
digesto, analisadas por FAB-MS. Exceto para o peptidio do C-
terminal da proteina, a menos que seu residuo C-terminal
tosse lisina ou arginina, todos os peptidios deveriam
apresentar deslocamentos de massa compativeis com a digestdo

pela CpB.



A comparagdc dos mapas-FAB triptico e triptico/CpB mostrou
que os sinais se deslocaram por incrementos de massa previ-
siveis de 128 ou 156 D, correspondendo a clivagens do C-
terminal, pela CpB, de residuos de lisina ou arginina,
respectivamente. A andlise de cada um dos deslocamentos de
massa confirmou os mapeamentos prévios na seqiiéncia derivada
do gene. Os sinais de m/z 664, 1526 e 2291, entretanto, nao
tiveram seus valores de massa alterados, embora todos os trés
mapeassem em seqiiéncias peptidicas com residuos de lisina nos
respectivos C-terminais. Essa observagdo foi racionalizada em
cada caso, considerando o residuo de aminoacido que precede a
lisina. O pendltimo residuo de aminodcido no peptidioc de m/z
664 é prolina; €& de conhecimento geral que ligacdes
peptidicas de prolina sdo hidrolisadas muito vagarosamente.
Os residuos que precedem a lisina nos peptidios de m/z 1526 e
2291 =30 os acidos glutémico e aspartico, respectivamente;
ligagbes peptidicas entre um residuo acido e um bésico sdo
hidrolisadas numa taxa mais lenta devido i repulsao do sitio
ativo da CpB pelo residuo acido. A analise do mapa~FAB do
digesto triptico/CpB permitiu, ainda, elucidacgdo do
residuo C-terminal dos peptidios de m/z 2285 e 3325 como
sendo lisina. Esses sinais nio encontraram correspondéncia na
seqiiéncia derivada do gene, embora os dados da digestdo pela
CpB tenham provado que os peptidios foram derivados
tripticamente. Isso substancia a suposigdo da existéncia de
possiveis erros na seqiiéncia derivada do gene. A partir

desses dados preliminares, mostrou-se gque muitos dos sinais
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ndo mapeados sdo comuns as trés formas de PDC. O grau de
diferenciagdo nas respectivas seqiiéncias foi investigado e

sera discutido posteriormente.

l.4.Digest8o por tripsina/protease V8

Uma aliquota de cada digesto triptico foi subdigerida com
protease V8, ajustando-se as condigdes experimentais para
clivagem no lado C~terminal de ligagbes peptidicas apenas de
residuos de acido gluta@mico. Um grande nimero de residuos
desse aminodcido se encontra na seqiidéncia derivada do gene
PDC 1 e, portanto, foi previsto gque a maior parte dos
peptidios tripticos iria ser digerida em dois ou mais
peptidios e aqueles que nido contivessem acido glutéamico ndo
iriam alterar suas massas. A informagdo seqiiencial adicional
interpretada a partir dos mapas-FAB do duplo digesto
triptico/V8 estd apresentada na Tabela IV. Embora condigdes
favoraveis a clivagem apenas de ligagdes do acido glutamico
tenham sido empregadas, duas clivagens de ligacdes do acido
aspartico (sinais de m/z 488 e 1584) foram observadas. Pouca
informagdo adicional foi obtida, o gue pode ser explicado
pelo fendmeno de supressdo (Morris et al., 1981) na analise
FAB-MS de uma mistura de digesto complexa. Tem-se verificado,
desde a introdugdo da técnica FAB-MS, que certos componentes
numa mistura de digesto sdo suprimidos por outros, ndo sendo,
portanto, detectados no espectro de massa FAB. A subdigestdo

do digesto triptico deve ter gerado muitos fragmentos
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peptidicos, alguns dos quais possuindo propriedades fisico-
quimicas gue suprimem outros componentes. Assim, ndo foi
possivel tirar gualquer conclusdo a respeito da auséncia de
um determinado peptidio previamente observado nos mapas-FAB
tripticos, pois ela pode ser atribuida & digestdo pela
protease V8 ou, simplesmente, & supressdo na andlise FAB-MS

devido a um maior nimero de peptidios.

TABELA IV. Sinais adicionais interpretéveis observados nos
mapas~-FAB dos digestos tripticos/protease V8 de
PDC A,, PDC A, e PDC B.

[M +H1" Residuos PDC A, PDC B, PDC B
403 148-150 + - -
474 304-307° + -+ +
488 232-235% + + -
531 4-8 + + -
545 190-194 + - -
720 453-458 + - +
1369 258-270°% - + -
1584 179-192 - + -

® Residuos parcial ou totalmente mapeados a partir dos dados
dos mapas-FAB tripticos anteriores.

1.5.Digestdo por tripsina/CNBr

Para evitar a falta de informacdo de segiiéncia, como
observado com a digestdo por tripsina/protease VB, uma nova
digestado fol cuidadosamente selecionada para alta especifici-
dade e para clivar preferencialmente um tipo de residuo de
aminodcido pouco freqgiiente na seqiiéncia da proteina. Apenas

doze residuos de metionina estdo presentes na seqiiéncia
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derivada do cDNA e, assim, a clivagem dos peptidios derivados
da digest@o triptica com brometo de cianogénio, CNBr,
especifica para clivagem no lado C-terminal de residuos de
metionina, pareceu bastante adequada. A interpretagdo dos
espectros de massa-FAB dos digestos tripticos/CNBr resul-
tantes permitiu a confirmagdoc de numerosas segiiéncias
peptidicas previamente mapeadas a partir dos dados do digesto
triptico por si sé. Entretanto, em adigdo, o peptidio
[M + H]* 882 foi mapeado nas posigdes de 179 a 186, uma
regido ndo identificada previamente. Os dados da andlise
desse duplo digesto identificaram cinco dos doze residuos de
metionina da seqiidneia derivada do c¢cDNA. A presenga dos
sinais de m/z 1214, 1794 e 1812 indicou que as seqiiéncias
peptidicas que correspondem a essas massas nao contém
residuos de metionina, pois os sinais 4j& haviam sido
observados no espectro do mapa-FAB triptico original. Porém,
como discutido anteriormente, devido & supressdoc de alguns
componentes de uma mistura por outros na andlise FAB-MS, a
ausénecia de sinals previamente observades no  mapa-FAB
triptico ndo pode ser interpretada unicamente como peptidios
que contém metionina e foram digeridos.

As massas de peptidios que ndo mapearam na segiiéncia foram
mais numerosas que os sinais observados apenas em uma ou duas
formas de PDC. Assim, foi dada prioridade a determinagaoc do
grau de diferenciagdo entre a segiiéncia derivada do gene

PDC 1 publicada e a elucidada experimentalmente nesse estudo

de mapeamento-FAB.
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l1.6.Digestao por quimotripsina

Uma amostra da proteina PDC A, foi digerida com
quimotripsina e o mapa-FAB resultante esta apresentado na
Figura 37. Através do programa de computador, como descrito
anteriormente, os sinais mais intensos foram identificados
com peptidios da segiidncia da proteina. Sete desses sinais
foram mapeados com seguranga na seqiiéncia derivada do gene
PDC 1, os quais estdo listados, juntamente com seus residuos
correspondentes, na Tabela V. Um oitavo sinal, de m/z 1010,
que, inicialmente, n&oc encontrou correspondéncia, foi
posteriormente mapeado nas posigdes de 334 a 343, apds ter
sido identificado um erro na seqiiéncia prevista a partir do
gene PDC 1 num experimento de espectrometria de massa por
varredura ligada B/E-CAD que sera discutido posteriormente.

Para isolar e identificar quaisquer fragmentos guimo-
tripticos gerados, mas ndoc observados pela andlise FAB-MS
devido a supressdo, o digesto foi purificado por HPLC de fase
reversa. A andlise das fragdes por FAB-MS possibilitou a
identificagdoc de vinte e um fragmentos peptidicos nao
detectados no mapa-FAB da mistura do digesto ndo fracionado,
0s quais estdo listados na Tabela VI.

Varios dos sinais mapeados na seqiiéncia derivada do gene
PDC 1 nao encontraram correspondéncia nas deduzidag a partir
dos dois outros genes estruturais descritos. Para PDC 5,
vinte e seis diferengas foram encontradas nas seqiiéncias

correspondentes aos sinais: 365(2), 417(1), 446(1), 538(1),

138



FI1G. 37. Mapa-FAB quimotriptico de PDC A obtido em espec-
trémetro de setor duplo (VG Analytical ZAB 2SE).
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TABELA V. Sinais adicicnais interpretdveis observados no
mapa-FAB quimotriptico de PDC A,.

M + HI Residuos
474 75-79
9787 301-308

1010% 334-343
10967 207-216
1233° 243-254
1361° 313-324
1501° 267-280
2027° 344-364

¥ Sinais parcialmente mapeados a partir do mapa-~FAB triptico
anterior.

Sinal mapeado

apos

ter sido identificado
seqiiéncia derivada do gene PDC, por espectrometria de

um

na
massa

por varredura ligada B/E-CAD: o residuc 335 &, na realidade,

uma treonina e nao uma asparagina.

TABELA VI. Sinais adicionais interpretéveis observados nos
mapas-FAB apds HPLC do digestoc quimotriptico de
PDC A,.

[M + H]' Residuos
336 369-370
337 374-376
365 423-426
389 263-266
417% 12~-14%
446 283-287
4778 498-501°
480 412-416
503° 487-490°
538 35-38
553 502-506
561 441-446
6052 24-29°
641° 174-179%
681 83-89
688 46-52
862° 217-224°
906 3945
919 510-517

1031 225-233

1481 427-439

® Sinais parcial ou totalmente mapeados a partir do mapa-FAB
triptico anterior.
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553(2), 862(1), 906(1), 1010(5), 1096(1), 1233(2), 1361(1),
1481(1), 1501(2) e 2027(8). Para PDC 6, foram observadas
quarenta e duas diferengas assim distribuidas: 336(1),
337(2), 477(1), 553(l), 641(3), 862(2), 906(2), 919(2),
978(1), 1010(4), 1031(3), 1096(4), 1233(2), 1361(4), 1481(1),
1501(3) e 2027(6).

1.7.Clivagem por CHBr

Na reagao do brometo de cianogénio (Gross & Witkop, 1962)
residuos de metionina sdo seletivamente convertidos a
homosserina (e/ou sua lactona), com simultédnea clivagem da
ligagdo  peptidica do lado  carboxila do  aminodcido
(Apéndice F). Neste estudo, além do baixo nimero de residuos
de metionina na seqiiéncia derivada do gene PDC 1 (apenas
doze, como referido anteriormente), a clivagem com CNBr das
trés formas de PDC se apresentou, estrategicamente,
interessante pela presenga de tais residuos em regides para
as quais pouca informagdo havia sido obtida com os digestos
anteriores.

As massas dos ions quase~moleculares previstos e
observados estdo listadas na Tabela VII. Para cada caso, duas
massas tedricas, com uma diferenga caracteristica de 18 D e
correspondendo aos derivados homosserina e lactona da
metionina, podem ser antecipadas. A andlise FAB-MS de cada
mistura do digesto CNBr permitiu a identificagio de trés
peptidios previstos, com valores de m/z 976, 1313 e 2552,

observados nas trés formas de PDC. O de m/z 976 mapeou nas
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posicgoes de 128 a 137, uma regido ndo  identificada
anteriormente, e correspondeu ao derivado homosserina; sua
identificagdo permitiu o mapeamento de vinte e dois residuos
de aminoacidos, para os guais nenhum dado de seqiiéncia havia
sido obtido previamente. O fragmento de m/z 1313, uma
lactona, derivou da seqiiéncia protéica entre os residuos 314

e 325, a gqual 34 havia sido mapeada anteriormente.

TABELA VII.Ions guase-moleculares, [M -+ H]*, previstos e
observados a partir da seqiiéncia derivada do gene
PDC 1, apb6s clivagem de PDC A,, PDC A,e PDC B por
brometo de cianogénioc e respectivos residuos.

M+ H]+ previstos i + HI!+
observados
l.actona de homosserina Homosserina Restduos
Seq. pubiicawiaa Seq. corrigidab Seq.publi cada® Seq. corrigidab
4875 4786 4893 4804 1-43
2537 2555 2552 4467

2568
6204 6222 68-127
977 995 976 128-137

1072

1090
5437 5455 138-186
&564 6582 187246
7233 7251 247313
1315 1333 1313 314325
4660 4546 4678 4664 326-369
9222 9240 370-436
9073 2096 457534
444 462 535-538
1180 339-549

457

913

°Considerando a seqiiéncia de Kellermann et al.{(1986)
PConsiderando a seqgiiéncia de Kellermann et al.(1986)

corrigida com base nos resultados obtidos nesta tese
(Figuras 48 e 49)
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Para averiguar se os outros dois peptidios de baixa massa
previstos (535-538, [M +H]'461 e o C-~terminal 539-549,
[M + H]" 1179) haviam sido formados, mas ndo observados no
mapa~FAB devido a efeitos de supressido, a mistura do digesto
foi purificada por HPLC de fase reversa. A anidlise FAB-MS das
fragdes identificou os peptidios de m/z 976, 1313 e 2552,
previamente observados nos mapas-FAB das misturas dos
digestos CNBr ndo fracionados.

Um sinal de m/z 2568 foi também detectado na mesma fragdo
do peptidio de m/z 2552. Esse sinal pode ser explicado por
uma provéavel oxidagdo de um residuo de triptofano encontrado
na seqliéncia do peptidio de m/z 2552, o que resultaria num
incremento de massa de 16 D. Uma observagdo curiosa & a
presenga de dois sinais intensos de m/z 1072 e 1090
detectados na mesma fragdo que o peptidio de m/z 976. A
presenga do sinal de m/z 1090, que é 18 D maior que o de m/z
976, € indicativa de um peptidio com um residuo de metionina
modificado no C-terminal. Varios passos de degradagdo de
Edman manual de uma aliquota da fragidc de HPLC, sequidos de
andlise por FAB-MS, mostraram que o peptidic de m/z 1072
possui segiiéncia do N-terminal idéntica ao de m/z 976,
indicando a possibilidade de uma modificagio pés-tradugdo do
peptidio de [M + H]* 976. A diferenga de massa entre esses
peptidios foi calculada como sendo 96 D, um valor gue nao
corresponde a nenhuma modificagdo pés-tradugdo conhecida, tal
como acido 8-carboxiglutémico, fosforilagdo ou glicosilacio.

Porém, uma revisdo do procedimento de fracionamento elucidou
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a questao com a conclusdo de que essa diferenga de massa &
resultado da ligagao de uma molécula de acido
trifluorcacético, TFA, adicionado aos tampdes para HPLC, ao
peptidio [M + HJ' 976. Uma aliquota da fragao contendo apenas
o peptidio de m/z 1072/1090 foi examinada por seqilenciamento
em fase gasosa automatizado. O peptidio de m/z 976 havia sido
mapeado na seqiliéncia Ser-Ala~Asn~Ile~Ser-Glu-Thr-Ala-Met
(128-137). A degradagdo de Edman em fase gasosa automatizada
do peptidio de m/z 1072/1090 produziu a seqiiéncia parcial
Ser-Ala~-Ans- Ile-Ser, porém, apés a Ser,,,, os dados foram nao
interpretaveis, sugerindo que a molécula de TFA se ligou ao
residuo Glu,,, ou Thr,.,.. A ligagdo de uma molécula de TFA ao
peptidio sugere que essa & uma parte da molécula de PDC ex-
tremamente ativa., A andlise das fragGes restantes por FAB-MS
revelou sinais intensos em m/z 457 e 913, os gquais ndo
encontraram correspondéncia na seqiidncia derivada do gene
PDC 1. Outros sinais observados foram relativamente fracos e

nao se tem seguranga de que derivaram de PDC.

1.8.Resultados gerais do mapeamento-FAB

Os residuos de aminodcidos que foram confirmados pelos
experimentos de mapeamento-FAB estio sublinhados na segiiéncia
derivada do gene PDC 1 para PDC A,r PDC A, e PDC B nas Figuras
38, 39 e 40, respectivamente. Deve-se considerar gque menos
informagao de segiiéncia foi obtida para PDC A, e PDC B do que

para PDC A, pelo fato de os primeiros ndoc terem sido
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FIG.

met ser glu ile thr leu gly lys tyr teu phe qlu argq leu tys gln val asn val
1 10

asn thr vai phe gly leu pro gly asp phe asn teu ser leu teu asp lys ile tyr
q%g val giu gqly met arg trp ala gly asn a:zg asn alu ley asn ala ala tyr ala
91_5_@_:_2 aiy tyr ala arg ile lys gly met ser c:c: tle ile thr the phe gly vat
gly gty 1:3 ser ata leu asn gly ile ala qly ser t;? ala glu his vat gly val
ley kis val \t:? gly val pro ser ile ser ser gin ala E:S gln leu teu leu his
thr Leu gly asn 3?2 asp phe thr val phe his arg met ger :1: asy ile ser glu
thr thr als met ile fzf\g asp ile cys thr pro gin ala glu ile ;i: arg cys ile
arg thr thr tyr val thr ;tg arg pro val tyr leu gly leu pro ala :22 Leu val
asp_leu asn yval pro ala tys E {eu gtn thr pro ile asp met ser ley 1;5 pro
asn_asp ala glu ser glu lys glu 33? ite asp thr ile leu val teu val iys li:
sla lys asn pro val ile leu ala asp E?g cy$ ¢ys ser arg his asp val lys ala
agli thr lys Lys ley ite asp leu thr gin :2*212 pro ala phe val thr pro met gly
Lys ;f? ser ile ser glu gin his pro arg tyr 294:8! gly val tyr val gly thr leu
250 ' 260

ser lys pro alu val lys glu alas vel glu ser sla asp leu ile leu ser val gly
270 280

ala teu leu ser asp phe asn thr gly ser phe ser tyr ser tyr lys thr lys asn
2%0 200
lte val glu phe his ser asp his met lys ile arg asn ala thr phe pro aly val
o 320
ain met lys phe vat leu gln lys leu leu thr thr ile ala asp ata ala lys ply
330 340
tyr lys pro val ala val pro als arg thr pro als asn ala_ala val pro ala ser
350 360
thr pro Leu Lys gln glu trp met trp ssn gln leu ghy asn phe Leu gin glu gly
370

380
asp val val ile ala glu thr gly thr ser ala phe gly ile asn gin thr thr phe
390

pro asn asn thr tyr gly ile ser gin val leu trp gly ser ile gly phe tyr tyr
400 “0

giy ala thr leu gly alas ala_phe aila ala glu glu ile asp pro lys lys arg val
420 430

ile teu phe jle gly ssp gly ser leu gln leu thr val gln glu ile ser thr met
&40 450

ile arg trp gly leu lys pro tyr leu phe val Leu ssn asn asp giy tyr thr ils
460 470
glu tys iey ile his oly pro iys als gin tyr asn glu ile gln gly trp asp his
480 490
teu ser leu leu pro thr phe gly ala lys asp tyr giu thr his arg val ala thr
500 510
the gly glu trp asp Lys leu thr gln asp lys ser phe asn msp asn ser lys ile
520 530
erg met ile glu val wet leu pro val phe asp cys ser thr lys leu gly
540

38. Residuos de aminodcidos de PDC A, mapeados na se~
qiiéncia derivada do gene PDC 1 por FAB-MS. Além das
regides assinaladas, duas outras foram, poste-
riormente, identificadas por varredura ligada, cor-
respondendo aos residuos de 2 a 8 (fiqura 48) e de
332 a 341 (fiqura 49).
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FIG.

39.

met ser glu ile thr teu gly lys tyr leu phe glu arg leu Lys qln val asn val
1 10

asn thr val phe gly ley pro gly asp phe asn Leu ser Leu leuy asp lys ile tyr

20 30
glu val glu gly met arg trp ats gly asn ala asn glu ley asn ala ala tyr als
&0 50
ala asp aly tyr ala arg ile lys giy met ser cys ite jle thr thr phe gly vat
60 0
gty glu leu ser ala leu asn gly ile ala gly ser tyr ala glu his val gly val
8C 94
Leu his val val gly val pre ser ile ser ser gln ala lys gin leu leu leu his
100 g
thr Leu gly asn ghy asp phe thr val phe his arg met ser alas asn ile ser glu
120 136
thr thr ala met ile thr asp ile cys thr pro gln ala glu ile asp arg cys ile
140 150
arg thr thr tyr val thr gln arg pro val tyr leu gly leu pro ala asn ley val
160 1m0

asp leu asn val pro ala lys leu leu gln thr pro ile asp met ser leu lys pro

180 190

asn asp ala glu ser glu tys glu val ile asp thr ile leu val teu val lys asp
200

ala lys asn pro val ile leu ala asp ala cys c¢ys ser arg his asp val lys ala

210 220
gly thr Lys lys leu ite asp leu thr gln phe pro als phe val thr pro met aly
230 240
Llys gty ser ile ser glu gin his pro arg tyr gly gly val tyr val gly thr ley
250 260
ser lys pro glu val lya glu ala val glu ser ala asp leu ile leu ser val gly
210 280
ala leu leu ser asp phe asn thr gly ser phe ser tyr ser tyr lys thr lys asn
290 300
ile vat glu phe his ser asp his met lys ite arq asn ala thr phe pro gly val
310 320
gin met lys phe val Leu gln lys leu leu thr thr ile ala asp ala ala tys gly
330 340
tyr lys pro val ala val pro ala arg thr pro asla asn ala ala val pro als ser
350 360

glu gly

380

asp val val ile ala glu thr gly thr ser ale phe gly ile asn gln thr thr phe
390

thr pro teu lys gln giu trp met trp asn gin leu gly asn phe teu gin
3r0

pro asn asn thr tyr gly ile ser gln vat Leu trp gly ser ile gly phe tyr tyr
L0 &10

gly ala thr leu gly ala ala phe ala ata glu glu ile asp pro iys tys arg val
420 430
ite Leu phe ite gly asp gly ser tew gin leu thr val gin giu ile ser thr met
&40 450
He arg trp gly leu lys pro tyr leu phe val leu asn asn asp gly tyr thr ile
460 470
glu tys teu ile his aly pro lys ala gin tyr asn glu ile gin gly trp asp his
480 450
leu ser Leu leu pro thr phe gly ala lys asp tyr glu thr his arg val ala thr
500 510

the gly glu trp asp lys leu thr gtn asp lys ger phe asn asp asn ser lys tle
520 530
arg met ile glu val met Leu pro val phe asp cys ser thr lys iey gly
540

Residuos de aminoacidos de PDC mapeados na se-—
gliéncia derivada do gene PDC 1 por FAB-MS. Além das
regides assinaladas, duas outras foram, poste-
riormente, identificadas por varredura ligada, cor-

respondendo aos residuos de 2 a 8 (fiqura 48) e de
332 a 341 (figura 49).
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FiG.

met ser glu ile thr Leu giy lys tyr ley phe glu arg teu lys gln val asn val
1 10

asn thr val phe gly leu pro gly asp phe asn teu ser leu leu asp lys ile tyr
gfg val glu gty met arg trp ala aly asn afg asn glu bew ssn ale ala tyr ala
ala aig gly tyr ala arg ile tys gly met ser Cf‘g ile ile thr thr phe gly val
oly glu t:g ser ala leu asn gly ile ala gly ser t;s ala glu his val gly val
tey his val vﬁ? gly val pro ser ile ser ser gln ats 132 gln leu leu leu his
thr leu gly ssn ;?S asp phe thr val phe his arg met ser :?.2 asn ile ser glu
the thr ala met ile 1?&? asp 1le cys thr pro gln ala glu ite :3:: arg cys ila
arg thr thr tyr val the ;ts arg pro val tyr teu gily leu pro ala Zig tey val

. 160 170
2sp leu asn val pro ala Lys teu leu gln thr pro ile asp met ser teu iys pro

180 190
asn asp ala glu ser glu lys glu val ile asp thr ile leu val leu val lys asp
200

ala lys asn pro val ile leu ala asp mla cvs cys ser arq his asp val lys ala

210 220

glu thr lys Lys ley ile asp ley thr gln phe pro aia phe val thr pro met gly
230 240

Lys gty ser ile ser glu gln his pro arg tyr gty aly val tyr val giy thr ieu
250 260

ser_lys pro giu vai lys glu ala val glu ser ala asp Leu ile leu ser val gly
270 280
ala leu leu ser asp phe asn thr gly ser phe ser tyr ser tyr lys thr lys asn
290 300
ile val qlu phe his ser asp his met Lys ile arg asn ata thr phe pro gly val
310 320
gin met lys phe vat leu gln Lys ley feu thr thr ile ala asp ala sla lys gly
330 340
tyr lys pro vat ala val pro ala arg thr pro ala asn ala ala val pro aka ser
350 360
thr pro teu Lys gln glu trp met trp asn gln leu gly asn phe leu gln glu gly
kX¢t

380
asp val val ile ala glu thr gly thr ser ala phe gly ile asn gin thr thr phe
350

pro asn asn thr tyr gly ile ser gln val leu trp gly ser ile gly phe tyr tyr
400 410

gly ala thr teu gly sla ala phe als ala glu glu ile asp pro lys Lys arg val
420 430

tle leu phe ile gty asp gly ser Leu gln ley the val gln glu ile ser thr met
440 450
ile arg trp gly teu lys pro tyr leu phe val leu asn asn asp gty tyr thr ile
460 470
glu Lys leu ile his gly pro Lys ala aln tyr asn glu ile gin gty trp asp his
480 430
Leu ser leu leu pro thr phe gly als lys asp tyr glu the his arg vat ala thr
500 510
the gty glu trp asp tys leu thr gin asp lys ser phe asn asp asn ser lys {le
520 530
arg met ile glu val met Leu pro val phe asp cys ser thr lys leu gly
560

40. Residuos de aminodcidos de PDC B mapeados na se-
qiiéncia derivada do gene PDC 1 por FAB-MS. Além das
regides assinaladas, duas outras foram, poste~
riormente, identificadas por varredura ligada, cor-

respondendo aos residuos de 2 a 8 (figura 48) e de
332 a 341 (figura 49).
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submetidos ao experimento de digestdo com quimotripsina. Com
base nesse estudo de mapeamento-FAB, mais de 50% da seqiiéncia
do gene foi confirmada. Entretanto, foram gerados dados que
sugerem a existéncia de algumas diferencas na seqgiiéncia da
proteina PDC aqui investigada e aquela determinada a partir
da segiiéncia do gene publicada. Outrossim, h& evidéncia para
sugerir que as diferengas entre as formas PDC A, PDC A, e PDC
B sao relativamente pequenas e que protedlise limitada de uma
cadeia polipeptidica para formar outra é improvavel.

0 mapeamento-FAB revelou, ainda, que nenhuma das trés

formas de PDC analisadas € produto dos genes PDC 5 e PDC 6.

2. Varredura Ligada B/E-CAD

Na varredura ligada B/E-CAD, para cada peptidio examinado,
uma lei de varredura B/E é computada para permitir a
transmissdo e a detecgdo de ions filhos, determinadores de
seqliéncia, os guals s3o enriquecidos por decomposigoes
ativadas por colisdo. A denominagdo de tais ions, obtidos nos
espectros de massa deste trabalho, sequiu a nomenclatura
proposta por Roepstorff & Fohlman (1984), segundo a qual os
trés possiveis pontos de clivagem do esqueleto peptidico sdo
chamados A, B e C, quando a carga é retida no fragmento do N-
terminal do peptidio, e X, Y, e Z, guando no fragmento do C-
terminal; a numeragdo indica que a ligagdo peptidica &
clivada, contando a partir do N~ e do  C-terminais,

respectivamente, e, portanto, indica também o nimero de
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residuos de aminodcidos no ion do fragmento; o nimero de
hidrogénios ganhos ou perdidos é indicado com apbstrofos &
direita e a esquerda da letra, respectivamente. Assim, por
exemplo, Y; indica wum ion aménic contendo n vesiduos de
aminoacido a partir do C-terminal do peptidio, para o qual
dois hidrogénios foram transferidos. A perda de cadeias
laterais ou parte delas é também possivel, o que origina os
ions do tipo d, w e v, recentemente relatados (Johnson et
al., 1987 e 1988). O esquema do Apéndice G apresenta as
estruturas dos ions resultantes da clivagem do esqueleto
peptidico (ions A, B, C, X Y e %) e de cadeias laterais
(ions d , w e v ).

Para avaliar a aplicabilidade da técnica na analise direta
de componentes desconhecidos de misturas complexas de
digestos peptidicos foi necessario, inicialmente, checar a

metodologia na andlise da segiiéncia de peptidios puros, como

seqgue.

2.1. Analise de peptidios puros

Os peptidios puros leucina encefalinamida, angiotensina II,
substrato da renina e peptidio relacionado ao gene da
calcitonina humana foram analisados para uma avaliagao
preliminar da aplicabilidade da metodologia.

O espectro da leu-encefalinamida, [M + H]' 555, obtido em

espectrometro de setor duplo com gds hélio (1,5 x 107 Torr)

na camara de colis3o, e o esquema de fragmentacgao
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racionalizando a origem dos ions encontrados estao
apresentados nas Fiquras 41 e 42, respectivamente. Os ions da
série B, juntamente com o ion A,, permitem deduzir a
seqgiiéncia Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-amida (YGGFL amida); os demais
confirmam essa seqiiéncia. Além das clivagens no esqueleto do
peptidio, o espectro mostra a perda de uma cadeia lateral, o
que & ilustrado pelo ion de m/z 447, onde a cadeia lateral da
tirosina (m = 107) foi removida. O ion corresponde ao tipo de
ions v , relatado por Johnson et al. (1988). E interessante
observar gue o espectro FAB normal da leu-encefalinamida
(Figura 43) contém virtualmente os mesmos fragmentos que os
produzidos por varredura ligada B/E-CAD, porém em muito menor
intensidade. A seqgiiéncia da encefalina, na realidade, foi,
originalmente, determinada por espectrometria de massa por
impacto eletrénico, como um opidide natural desconhecido de
tecido cerebral, tendo-se encontrado ser uma mistura de dois
peptidios relacionados com  C-terminal Leu e Met,
respectivamente (Hughes et al., 1975). Entretanto, é
necessirio ressaltar que o grau de fragmentagdo observado
numa andlise de peptidios por FAB-MS & imprevisivel. Em
alguns espectros FAB, dados de fragmentacgio suficientes para
uma andlise de segliéncia completa sdc observados, enguanto
que, em outros, um seqgiienciamento apenas parcial é possivel.
Em geral, FAB-MS produz poucos dados de fragmentagdo e,
assim, métodos complementares que combinem alta sensibilidade
e rapida produgdo de dados interpretdveis para a elucidagdo

de estrutura constituem uma grande demanda.
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FIG. 41. Espectro de massa de varredura ligada B/E-CAD da
leucina-encefalinamida obtido em espectrdometro de
setor duplo (VG Analytical ZAB 2E).
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FIG. 42. Esquema de fragmentagao racionalizando a origem dos
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espectrometro de setor duplo (VG Analytical ZAB 2E).
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0 espectro da angiotensina II estd apresentado na
Figura 44. Os ions da série A, juntamente com o ion guase-
molecular [M + H1* 1046, facilmente definem a seqgiiéncia: Asp-
Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe.

Para o tetradecapeptidio do substrato da renina
(angiotensinogénio), de origem suina e [M + H]® 1760, foram
obtidos dois espectros, sendo um em espectrdometro de setor
duplo (Figura 45} e o outro em espectrometro de quatro
setores (Figura 46). Nesse pegqueno peptidio, ions da série A
permitem deduzir a segiiéncia Tyr,-Ile;~His -Pro,~Phe;-Hisg~
Leu,,-Leu,,~Val,,-Tyr,;~Ser,,. A diferenciacdo entre leucina e
isoleucina nas posigdes 5, 10 e 11 & possivel gragas a
presenga dos ions d., d, e d,, em combinagao com ©0s respec-
tivos ions da série A (A,~d;= 28; Ag-d,y = 427 e BAy-
d,, = 42, respectivamente). E interessante notar que, ao
contrario do observado por Johnson et al. (1988), os Ions da
série d_, aqui identificados, se originam dos respectivos
ions A e n&o A ,,. Como no caso do ion v, do espectro da
leucina encefalinamida, referido anteriormente, esses 1ions
nao foram mencionados no trabalho publicado (Morris et al.,
1989). Os residuos 2 e 3 podem ser inferidos com o auxilio do
ion Y% que aparece no espectro do tetradecapeptidio obtido
num instrumento MS/MS de quatro setores, como segue:

Y~ 2H - (R, ..... R,OH) = R, + R,
1644,5 - 2 ~ (1370,6 + 17) = R, + R,
R, + Ry = 254,9

A combinagdo de dois aminodcidos que se ajusta ao caso €
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Arg-vVal, nao se podendo definir, porém, a sua ordem na
seqiiéncia do peptidio. O residuo 1 pode ser deduzido
subtraindo-se o ion Y% do ifon molecular, descontando-se
devidamente os prétons:

M - (Y,,- 2H) - H = R,

1758,8 - (1644,5 - 2) - 1 = 115,3

Essa massa corresponde ao residuo de &cido aspartico,
completando, assim, a seqiiéncia do peptidio.

A qualidade do espectro obtido para o substrato da renina
com um espectrdmetro de dois setores & perfeitamente
comparavel a do obtido com o instrumento de quatro setores,
com os sinais de ruido para peptidios puros de intensidade
similar para ambos os casos. Menos de 1 nanomol de material
foi usado para o instrumento de dois setores, indicando gue ©
procedimento € altamente sensivel para a andlise de segiiéncia
de peptidio.

Os dados apresentados ilustram a aplicabilidade da andlise
de varredura ligada B/E-CAD para o segiienciamento rapido de
peptidios puros com alta sensibilidade. Para determinar se a
técnica tem um limite de massa para se obterem ions de
segiliéncia em quantidade que possibilite a dedugdo completa da
seqiiéncia de aminodcidos, este estudo foi subsegiientemente
estendido ao exame do peptidio relacionado ao gene da
calcitonina humana, hCGRP, um peptidio de 37 residuos de
amincacidos com uma massa molecular de 3786 D. O espectro
gerado indicou uma possivel limitagdo para a aplicabilidade

do método a peptidios com uma massa acima de aproximadamente
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2000 D. Uma selegao limitada de ions de fragmentos acila e
aldimina do N-terminal foi observada, porém ndc foi possivel
a dedugao de uma seqiiéncia parcial, pois esses fragmentos
ocorreram ao acaso. Apesar da aparente limitagado, a varredura
ligada pode ainda ser 1Util para aplicagao a grandes
peptidios, tais como o hCGRP, em estudos onde a seqgiliéncia, ou
parte dela, foi determinada por outras técnicas. O papel da
varredura ligada seria de fornecer um procedimento rdpido e
altamente sensivel para a confirmacdao de seqiiéncia parcial
pelo fornecimento de ions de fragmentos ao acaso, os quais
podem ser correlacionados com a seqiiéncia elucidada. Uma
vantagem indiscutivel de se analisarem ions de fragmentos ao
acaso €& a existéncia de uma igqual probabilidade de se
observarem sinais que correspondem a fragmentos derivados
tanto da regido do C- como do N-terminal de um peptidio
grande.

Durante o curso deste trabalho de tese, outros autores
{Tomer et al., 1988a) investigaram, independentemente, a
aplicabilidade da espectrometria de massa tandem aliada a
decomposig&o ativada por colisdo, FAB/MS/CAD/MS, para a
determinagdo da estrutura de varios fragmentos de B-endorfina
e dois peptidios de hormdnios adrenocorticotrépicos por
varredura ligada de seus produtos filhos. HEsses autores
observaram que: 1) os ifons de fragmentos do N-terminal foram
ligeiramente mais abundantes que os do C~terminal, embora
essa fosse uma caracteristica dependente do composto

analisado; 2) outros gases de colisdo, tais como argdnio,
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xendnio e hexafluoreto, n&doc geraram um aumento significativo
da fragmentacao das espécies protonadas; e 3) a utilidade da
decomposigao ativada por colisdo de moléculas é decrescente &
medida que a massa molecular aumenta.

Este trabalho demonstra que a varredura ligada B/E-CAD,
num instrumento de dois setores, de peptidios puros com
massas comparaveis a dos usados por Tomer et al. (1988a) gera
dados de alta qualidade, adequados & andlise de segiiéncia de
peptidios. Uma limitagao de massa para a aplicabilidade do
método foi também observada e um uso alternativo do método
para peptidios com massa molecular acima de 2000 D foi
proposto. Entretanto, essa investigagdo ndo se restringiu a
andlise de peptidios puros; o principal objetivo foi o estudo
da aplicabilidade do método na andlise direta de misturas,
usando um instrumento de dois setores, o que serd relatado a

seguir.

2.2. Analise de mistura direta

Procedimentos de purificagdao, tais como HPLC, para o
fracionamento de misturas, com vistas & obtengdoc de
componentes puros para andlise subseqliente por técnicas
classicas, tém~-se mostrado valiosos em estudos de
seqlienciamento de proteina. Isso tem sido particularmente
verdadeiro quando um digesto protéico gerado é inicialmente
analisado por FAB-MS, devido ao fendmeno de supressio de
certos componentes por outros numa mistura, como referido

anteriormente. Entretanto, com o avango nas técnicas de
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seqlienciamento de DNA, a anadlise da segiiéncia protéica
completa tem-se tornado desnecessaria; a atual énfase estd no
fornecimento de parte da segliéncia, tipicamente de seis a
doze residuos de aminodcidos, visando a geragdo de sondas de
oligonucleotidios sintéticos para a triagem de bancos
genbmicos. Um método que possibilitasse uma rapida triagem
de componentes ndo separados numa mistura peptidica seria de
grande valor com a eliminagdo da etapa limitante de
purificagdo. No caso particular deste trabalho, tal método
seria perfeitamente adequado & andlise de componentes para os
guais nenhuma correspondéncia na segiiéncia derivada do c¢DNA
péde ser estabelecida pelo mapeamento-FAB., A seguir, s#o

apresentados os primeiros dados relativos a aplicagdo da

varredura ligada & andlise de uma mistura complexa.

2.2.1. Anadlise da angiotensina IT numa mistura do digesto

triptico de PDC

Antes de abordar um problema real de estudo de seqiiéncia
para determinar componentes desconhecidos de uma mistura de
digesto proteolitico, um "contaminante” conhecido, a
angiotensina II, foi analisado numa mistura do digesto
triptico de PDC. Esse peptidio foi selecionado com base na
sua massa molecular, [M + H]® 1046, por ser similar a um dos
sinais ndc identificados, de m/z 1016, no mapa-FAB do
digesto. Como a largura da janela de massa num instrumento de

dois setores pode ser ajustada para aproximadamente 5 D, a
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angiotensina II pode ser perfeitamente resolvida do sinal de
m/z 1016. A guantidade de angiotensina TII adicionada
{(aproximadamente 1 pg, 950 picomoles) foi estimada de modo a

estar em concentragdo similar a dos outros componentes do
digesto. Numa andlise FAB-MS de uma aliquota dessa mistura, a
intensidade do sinal do ion molecular da angiotensina II foi
de aproximadamente 80% daquela do peptidio de m/z 1016. O
espectro de varredura ligada B/E-CAD, Figura 47, mostrou alta
qualidade. Pelas diferengas de massa entre os ions de
fragmentos aldiminas do N-terminal (série A), a seqliéncia
completa da angiotensina IT foi determinada. A qualidade
desse espectro é similar a do obtido com o peptidio puro
(Figura 44),com apenas um ligeiro aumento no ruido observado.
Os resultados do experimento foram bastante promissores com
relagdo a aplicagdo da varredura ligada a andlise de
seqgiiéncia de componentes peptidicos desconhecidos. Conforme
referido anteriormente, o mapa-FAB de uma mistura do digesto
triptico de PDC de levedura revelou alguns sinais ndo
identificados na segiiéncia derivada do gene PDC 1, sugerindo
uma modificagdo pés-tradugdo e/ou uma diferengca entre a
seqgiiéncia protéica real e a deduzida. Dois desses sinais de
m/z 789 e 1016, que se apresentaram com forte intensidade,
foram selecionados para anadlise. Uma rdpida confirmagdo da
seqliéncia de componentes identificados do digesto cujas
massas mapeiam na seqii@ncia prevista foi também demonstrada

pela andlise do componente de m/z 1778.

Todos os espectros de andlise de mistura foram gerados a
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FIG. 47. Espectro de massa de varredura ligada B/E-CAD (He)
da angiotensina IT numa mistura do digesto triptico
de PDC obtido em espectrdmetro de setor duplo (VG
Analytical ZAB 2E).
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partir de uma dnica aplicagdo de 1-2 nanomols das misturas

dos digestos tripticos nac fracionados.

2.2.2. Anadlise do componente de um digesto triptico de PDC de
m/z 789

C espectro de varredura ligada B/E-CAD do componente de
m/z 789 (Figura 48) foi gerado a partir de uma dnica
aplicagéo da mistura do digesto triptico de PDC ndo
fracionado.

A interpretagdc do espectro permitiu, inicialmente, a
definigdo da relagdo entre os sinais de m/z 204, 259, 317,
372, 418, 473 e 531, os quais correspondem a uma mistura de
ions de fragmentos do N- e do C-terminais.

Para definir dque ions derivavam do N-terminal e quais
pertenciam ao C-terminal, utilizou-se o conhecimento de gque,
tendo o peptidio sido gerado a partir de um digesto triptico,
© residuo de aminodcido do C-terminal teria que ser uma
lisina ou uma arginina. Os sinais terminais de m/z 204 e 259
foram testados e apenas o de m/z 204 se adequou ao caso,
correspondendo aos residuos Gly-Lys (Gly+Lys+QH+2H = 57+
+128+17+2 = 204), definindo, assim, o carboxi~terminal e
levando a seqiiéncia Leu~Thr-Leu-Gly-Lys. Portanto, os sinais
de m/z 259, 372 e 473 foram estabelecidos como ions de
fragmentos do N-terminal e os de m/z 204, 317, 418 e 531, do
C-terminal. Nessa seqliéncia, Leu e Ile sd3oc indistinquiveis.
Poder-se-ia cogitar que o sinal de m/z 317 corresponde ao ion

d;, uma vez que (A;+1)~-28 = 317, o que definiria a isoleucina
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F1G. 48. Espectro de massa de varredura ligada B/E-CAD do
componente desconhecido de m/z 789 da mistura do
digesto triptico de PDC detectado no mapa-FAB obtido
em espectrémetro de setor duplo (VG Analytical ZAB
2E). A seqiiéncia derivada do espectro, apresentada
no alto, revela um mecanismo de processamento e
modificagdo pés-tradugio do N-terminal que inclui
remogcdo do residuo de Met, e acetilagido da Ser,. O
componente corresponde aos residuos de 2 a 8° nas
seqiiéncias derivadas dos genes PDC 1, PDC 5 e PDC 6,
figuras 35 e 36, com um grupo acetil bloqueando o N-
terminal. O mesmo espectro foi obtido para as trés
formas de PDC.
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no residuo 3. No entanto, o peptidio em questdo nd3o preenche
uma das condigfes requeridas para a defini¢do de ions da
série d, a qual estabelece que deve haver um aminoédcido
basico no N~terminal ou, pelo menos, N-terminal em relagéo
aos aminodcidos que os originam (Johnston et al., 1988).
Assim, a interpretagdo desse sinal como correspondendo ao ion
do C-terminal Y;d@ve, de fato, ser a correta. A partir dai,

os sinais restantes do espectro foram interpretados e a
seqgiiéncia geral submetida a uma nova triagem a procura de um
ajuste para o pentapeptidio. A busca encontrou a segiiéncia
Met-Ser-Glu-Ile-~Thr-Leu-Gly-Lys, que corresponde ao N~
terminal da proteina prevista. Entretanto, a massa calculada
do ion [M + H]® desse peptidio & de 878, o que, claramente,

nao se ajusta a massa observada no sinal de m/z 789. A
diferenga de 89 D entre os peptidios sugere que nido se trata
meramente de uma simples truncagem do N-terminal da proteina
expressa, pols essa diferenga ndo corresponde a nenhum valor
de massa de um residuo de aminodcido. Uma diferenga na
segiiéncia que precede o pentapeptidio e/ou uma modificagédo
pos-tradugdo sdo possiveis explicagdes. A presenca do sinal
de m/z 130 no espectro identifica que o residuo que precede a
isoleucina é o Acido glutl@mico. A massa do residuo de serina
gque precede o Acido glutdmico, no entanto, & de 87 D e,
assim, restam 43 D. Um teste para possiveis grupos
bloqueadores forneceu a resposta, sugerindo um residuo de

serina bloqueado por acetilagdo. Um tGnico passo de degradacgio

de Edman na mistura do digesto intacto seguido de mapeamento-
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FAB mostrou, subsegiientemente, que o sinal de m/z 789 nio se
moveu, confirmando, assim, um N-terminal bloqueado. A
seqiiéncia correta do N-terminal de PDC &, portanto, Acetil-
Ser-Glu-Ile-Thr~Leu~Gly-Lys (Acetil-SEITLGK).

Esse resultado foi observado nas trés formas de PDC
analisadas e a seqgiiéncia, além de corresponder & derivada do
gene PDC 1, & também idéntica as deduzidas a partir dos dois
outros genes estruturais descritos,PDC 5 e PDC 6 (Figura 36).

Assim, um evento de processamento e modificagdo pés-
tradugdo foi identificado pela andlise por varredura ligada
B/E-CAD de um componente nido separado de uma mistura complexa

de digesto proteolitico.

2.2.3. BAnalise do componente de um digesto triptico de PDC de

m/z 1016

O sinal de m/z 1016 foi analisado por varredura ligada sem
© uso de gis de colisdo. O espectro obtido (Figura 49)
ilustra o fato de que dados interpretédveis podem ser
produzidos mesmo em tais condigdes, isto &, analisando-se o
espectro-filho néo ativado. Embora a qualidade ndo tenha sido
muito boa, devido & falta de colisdo de alta energia que
aumente a fragmentagdo, produzindo um espectro de massa mais
baixa, de intensidade adequada, os dados possibilitaram a
pronta determinagdo da segiiéncia do peptidio. Aplicando a
mesma loégica interpolativa descrita para o sinal de m/z 789,

deduziu-se a seqiiéncia Leu/Ile-Thr-Thr-Leu/Ile-Ala-Asp-Ala
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FIG. 49. Espectro de massa de varredura ligada B/E-CAD do

componente desconhecido de m/z 1016 da mistura do
digesto triptico de PDC detectado nos mapas-FAB das
figuras 32, 33 e 34, obtido em espectrémetro de
setor duplo (VG Analytical ZAB 2E). A seqiiéncia
derivada do espectro, apresentada no alto,
corresponde aos residuos de 332 a 341 na seqiiéncia
de Kellermann et al. (1986}, figura 35, e revela um
erro de seqiienciamento: a Asn,,, €, na realidade,

Thr. O mesmo espectro foi obtido para as trés formas
de PDC.
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via sinais de m/z 218, 289, 404, 475, 588, 689, 790 e 903.
Sabendo~se que o peptidio derivou de uma digestdo triptica,
um teste para os sinais de m/z 218 e 903 para ajuste a um
residuc de lisina ou de arginina mostrou gque o primeiro se
ajusta a seqiiéncia Ala-Lys, determinando, assim, gque os
sinais correspondem a uma série do C-terminal. A diferenga
entre a massa do ion [M + H]' 1016 e a do ion de m/z 903
identificou um residuo de Leu/Ile no N-terminal do peptidio,
completando, assim, a seqgiiéncia Leu/Ile-Leu/Ile-Thr-Thr-
Leu/Ile-Ala-Asp-Ala~-Ala~Lys. A mesma apresenta uma estreita
relagdo com a compreendida entre os residuos 332 a 341
previstos a partir do gene PDC 1, gual seja, Leu-Leu-Thr-
Asn-Ile-Ala-~Asp~Ala-Ala-Lys (LLTNIADAAK). Claramente, no
entanto, a derivada do espectro de varredura ligada demonstra
que o residuo de aminodcido da posigdo 335 da prevista é uma
treonina e ndo uma asparagina, o gque foi confirmado por
gquatro passos de degradagdo subtrativa de Edman. Esse
resultado substancia um crescente volume de literatura gue
enfatiza a necessidade da andlise de seqiiéncias independente,
por métodos protéicos, quando as mesmas Sao deduzidas
unicamente a partir da andlise dos nucleotidios. Com relagéo
as seqgiiéncias derivadas dos genes PDC 5 e PDC 6, trés dos dez

residuos de aminodcides apresentaram diferengas.

2.2.4. Analise do componente de um digesto triptico de PDC de

m/z 1778

Tendo o peptidio de m/z 1778 mapeado na seqiiéncia prevista
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a partir do gene PDC 1 entre os residuos 233 a 248 (Leu-Ile-
Asp-Leu-Thr-Gln-Phe-Pro-Ala-Phe-Val-Thr-Pro-Met-Gly-Lys;
LIDLTQFPAFVTPMGK), ndo seria necessario analisar os dados de
fragmentagao exaustivamente, mas apenas confirmar a
ocorréncia de alguns fragmentos antecipados. O espectro de
varredura ligada, usando ar como gas de colisdo, apresentado
na Figura 50, no entanto, permitiun facilmente a confirmagao
da seqliéncia completa através dos ions do N-terminal da
série B, m/z 229, 342, 831, 1246 e 1346, e do C-~terminal da
série Y, m/z 432, 533, 947, 1094, 1438 e 1553. Novamente
foram encontradas diferengas entre essa seqgiiéncia e as
deduzidas a partir dos genes PDC 5(3) e PDC 6(1l). Esses
resultados, Jjuntamente com os do peptidio de m/z 1016,
reforgam os obtidos pelo mapeamento-FAB, no sentido de que as
formas de PDC analisadas ndo sio produtos dos genes PDC 5 e
PDC 6 e sim do gene PDC 1.

Embora demonstrado neste trabalho que dados de seqiiéncia
perfeitamente interpretdveis sdo obtidos por varredura ligada
B/E sem gas de colisdo (andlise do peptidio de m/z 1016) ou
com ar (andlise do peptidio de m/z 1778), o uso de um gds de
colisdo, como o hélio, produz espectros mais "limpos"; Isto
&, espectros com uma relagédo sinal/ruido mais alta, pelo
aumento significativo de ions de fragmentos na regido de

baixa massa, sendo, portanto, preferivel.
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FIG. 50. Espectro de massa de varredura ligada B/E-CAD (ar)
do componente conhecido de m/z 1778 da mistura do
digesto triptico de PDC detectado nos mapas-FAB das
figuras 32, 33 e 34, obtido em espectrémetro de
setor duplo (VG Analytical ZAB 2E). O espectro
confirma a seqiiéncia dos residuos de 233 a 248
prevista por Rellermann et al. (1986), figura 35. O
mesmo espectro foi obtido para as trés formas de
PDC.

170



3. Ionizagdo por Eletrospray (ESI-MS)

A espectrometria de massa por lonizagao eletrospray, ESI-
MS, se constitui num método altamente preciso de determinagéo
da massa molecular, tendo sido utilizado para detectar
possiveils diferengas nas segiiéncias das formas isoladas de
PDC.

Um espectro ESI-MS & caracterizado por uma distribuic@o em
forma de sino de ions moleculares de cargas miltiplas. O
fendmeno de carregamento miltiplo reduz a faixa de massa
molecular efetiva por um fator igual ao nimero de cargas e,
assim, um quadrupolo pode ser empregado em vez de um
espectrémetro de massa de setor duplc convencional. A
resolugdo de um guadrupolo é baixa, ndc permitindo a
distingdao de cada uma das contribuic¢des isotdpicas do ion
molecular para substdncias de alta massa molecular. Portanto,
métodos de determinagdo da massa molecular a partir do ion
mais abundante ou da média das massas se baseiam no centrdéide
do envelope do ion molecular. Picos adjacentes diferem por
apenas uma carga. A Figura 51 ilustra a distribuicdo em forma
de sino caracteristica para um espectro ESI-MS. A expansdo da
distribuigdo para PDC A,, PDC A,e PDC B é mostrada nas
Figuras 52, 53 e 54, respectivamente, cujos picos representam
a contribuigdo isotdépica ndo resolvida de cada espécie
carregada. Os centrdides desses picos sdo mostrados nas
Figuras 55, 56 e 57, respectivamente. Os calculos para a

determinagdo do massa molecular se baseiam na identificagdo
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das massas para cada centrdide. Para a interpretagdo dos es-
pectros contendo os centrdides, considera-se a relagdoc entre

um fon de midltipla carga m, e a massa molecular, isto &,

m,n = massa molecular + Hn, onde n= n? de cargas.

A relagcado da massa molecular entre dois ions de cargas
miltiplas m; e m,, onde m, > m,, &, portanto:
m,(n-1}) = massa molecular + H (n-1)

Essas duas equacgdes podem ser resolvidas para n, de modo
que:
n= (m- H)/(m - m)

A Tabela VIII apresenta dados para nove determinagdes de
massas moleculares das trés formas de PDC, a partir dos
respectivos espectros ESI-MS contendo os centrédides dos
envelopes dos ions moleculares, o8 quais permitem definir as
seqguintes massas moleculares:

PDC A, » 61 441,56 * 16,3 D

PDC A, > 61 419,30 ¢t 6,3 D

PDC B > 61 441,46 ¢ 6,9 D

Esses dados indicam gque PDC A, e PDC B apresentam
seqiiéncias idénticas e que PDC A,, com uma diferenga de massa
de apenas 22 D, nadac €& formada por protedlise limitada
daquelas formas, uma vez que essa diferenga ndo corresponde
sequer a massa de um lUnico residuo de aminocécido. Os mesmos
dados também substanciam as evidéncias, derivadas dos
experimentos de mapeamento-FAB, de gue ha regides na
seqiiéncia de aminodcidos nado codificadas pela segiiéncia do

gene PDC 1. A massa média calculada a partir da seqiiéncia do

179



gene publicada (Kellermann et al., 1986), apés correqgao do HN-
terminal para acetil—seriné e do residuo 335 para treonina no
lugar de asparagina — baseada nos resultados dos expe-—
rimentos de varredura ligada desta tese —, é de 59971,64 D.
Esse valor €& aproximadamente 1470 D inferior aos observados
para PDC A, e PDC B, e 1448 D inferior ao determinado péra

PDC A,. Incluindo a histidina extra na posigdo 115, conforme
seqgiiéncia apresentada por Hohmann (1991) e resultados do
mapeamento-FAB desta tese, a massa molecular se eleva para
60108,78 D. Considerando o C-terminal da referida seqiiéncia,
chega-se ao valor de 61496,37 D, que estd bem préximo dos
observados; porém, nenhum dado foli obtido, neste trabalho,
para essa regido da proteina.

TABELA VIII. Determinagdoc da massa molecular de PDC A,, PDC A,

e PDC B por espectrometria de massa por
ionizagdo eletrospray.

PDC A1 PDC A2 PBC B
N¢ de cargas Massa Massa molecular Massa Massa molecular Massa Hassa molecular
(D) 1)) (®)
66 931,76 61429, 64 931,76 61429,64 932,02 81446,80
65 945,50 61456,99 945,84 61414,09 946,30 61443 ,99
b4 961,43 &1467,01 960,58 61412, 61 961,04 81442,05
63 976,57 61460, 41 975,91 61418,83 976, 24 61439,62
62 991,76 61426,63 991,70 61422, 9% 991,96 61439,03
&1 100827 61442 ,99 1007,88 61419,20 1008, 47 61455 ,19
60 1024, 71 61422,13 1024, 65 61418, 53 1024, 98 61438,33
59 1042,33 61438,00 1042,14 61426, 79 1042,20 61430,33
58 066,15 61430, 24 1059,82 61411,10 1060,28 61437,78
Média 61441, 56 61419,30 61441, 46
Desvio padrio 16,3 +6,3 6,9
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Para demonstrar a precis&o da técnica, o espectrdémetro de
massa foi inicialmente calibrado com mioglobina, cuja massa
molecular média é de 16950,7 D. A massa molecular determinada
a partir do espectro ESI foi de 16950,58 * 3,3 D. A anédlise
de uma proteina de massa molecular similar a de BEDC

apresentou um desvio padrdo de £ 20 D (Loo et al., 1989).
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CONCLUSAO

Com base neste trabalho, as seguintes respostas as
questdes relativas & origem das trés formas de PDC isoladas

podem ser formuladas:
1) Dissociagdo tetramero-dimero/holoenzima-apoenzima

Esta hipétese foi descartada, a priori, devido as
condigbes utilizadas durante o processo de purificacdo e

estocagem da enzima, quais sejam, pH 6,3 e excesso dos

cofatores, TPP e Mg*.

2) Fosforilagdo reversivel

A determinagdo precisa da massa molecular por  ESI-MS
(+ 6-16 D ou ¥ 0,01-0,03%, como demonstrado) afastou
definitivamente a hipStese de uma fosforilacdo reversivel
pois a diferenga de massa de 22 D observada entre PDC A, e

PDC A,/PDC B é inferior & massa de um grupo fosfato (97 D).

3) Protedlise

Os espectros do mapeamento-FAB sugeriram que as diferengas
entre as trés formas sdo relativamente pequenas e que
proteélise limitada de uma cadeia para originar outra é
improvdvel. A andlise detalhada do componente do digesto
triptico de m/z 789 por varredura ligada revelou um

processamento proteolitico acompanhado de um mecanismo de
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modificagdo pds-tradugdo (acetilagdo) do N-terminal comum as
trés formas de PDC. Os espectros ESI~MS eliminaram
definitivamente a hipétese de uma protedlise como causa da
origem das trés proteinas isoladas, uma vez que a diferenga
de massa observada ndo corresponde sequer a um dnico

aminoacido.
4) Diferentes subunidades/isoenzimas

Os resultados gerados pelo mapeamento-FAB mostraram gue as
trés formas de PDC isocladas sdoc codificadas pelo gene PDC 1
provando que PDC 1 &, de fato, um gene estrutural para
piruvato descarboxilase de levedura. Esses  resultados
provaram também que nenhuma das trés formas & produto dos
genes PDC 5 e PDC 6. Em adigdo, revelaram uma série de sinais
comuns as trés formas para os gquais nenhuma correlagao com a
segiiéncia derivada do gene pdde ser estabelecida, o que deixa
em aberto a questdo de uma sequnda cadeia polipeptidica para
a enzima; esse fato, porém, pode estar relacionado com erros
na segiiéncia, a exemplo do detectado nesta tese pela andlise
do componente de m/z 1016 do digesto triptico por varredura
ligada.

Mais uma vez, o8 espectros ESI-MS parecem definir a
gquestdo com relacdo as formas de PDC analisadas. Embora a
possibilidade de uma mutagdo pontual com troca de um fdnico
aminodcido (por exemplo, Trp no lugar de Tyr ou His no lugar
de Asn) nado possa ser descartada, mals provavelmente as trés

cadeias polipeptidicas sdo idénticas e a diferenga de 22 D se

183



deve a presenga de um cofator, Mg® (PM = 24) ou de um aducto
de sdédio (PM = 23) extra nas formas de PDC A,, e PDC B. Os
resultados dos espectros ESI-MS mostraram ainda — apos
correcgdo para o N-terminal Ac-Ser e para a Thrg no lugar da
Asn,,, conforme resultados dos experimentos de varredura
ligada — uma diferenga de 1470 e 1447 D para PDC A,/PDC B e
PDC A,, respectivamente, em relagdo & massa molecular da
seqiiéncia derivada do gene PDC 1. E possivel que o C-terminal
da proteina seja mais extenso ou que haja uma seqgiiéncia de
insergdo. 1Isso se correlaciona com o mapeamento-FAB, onde
varios dos sinais de massa observados nao encontraram
correspondéncia na seqiiéncia derivada do gene , e racionaliza
a incapacidade de mapear o C-terminal das trés formas da
proteina, apesar dos métodos de extensiva anédlise de
seqiiéncia empregados. Por fim, é importante salientar que as
condigdes utilizadas neste trabalho ndo necessariamente
levaram ao isolamento de todas as possiveis formas de PDC.
Novas estratégias — considerando o microrganismo utilizado
(diferentes mutantes), condigdes de cultivo e processo de
purificagdo -— se fazem necessdrias para a andlise dos
produtos dos genes PDC 5, PDC 6 e outros que venham a ser
identificados para que se possa definitivamente solucionar a
questdo de distintas cadeias polipeptidicas para a enzima
piruvato descarboxilase de levedura. A abordagem  de
espectrometria de massa desenvolvida e descrita nesta tese se
apresenta como uma alternativa metodolégica ideal para tal

tipo de investigacao.
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APENDICE A

Carboidratos

Glicose
CeHi204
Ac. succinico Ac. acético  Ac. férmico .
HOOCCH;CH,CO0H CHyCOOH 4 HCOOH
Ac. propidnico (_J Ac. 1ético Hy+CO,
CH4CH,COOH + €O, CH3CHOHCOOH
ACiDO )
Acetilmetilcarbinel _ n Acstaldeido
¢—1 PIRUVICO |—
CH3COCHOHCH, CH4 COCOOH CH4CHO + €O,
2.3-Butileno glicoi(__l l Alcool etilice
CHyCHOHCHOHCH, CHyCH,OH
Ac. oxaloacético + Acetil CoA + Co;
?OCOGH
CH,COOH l
Cicle do deido citrico
Acetato ative
(Acetit CoA)
0 . .
Ac. acético
1t
"cH,c-l" T CHyCOOH
Ac. aceloacético
CH . ..
Acetona ,COICHzCOE-! Ac. buhrico
& LY
I CHyCOCH; l 7 CHyCHyCHCOOH ~—
Alcoo! isopropitico Ac. B-hidroxibutirico Alcoal butilice
CH4CHOHCH, CH,CHOHCH,COOH CHyCHaCHaCHROH

Acido pirdvico como composto-chave no metabolismo bacteriano
da glicose. Todas as reagtes sio anaerdbicas (fermentativas),
com excegdo daquelas que ocorrem no ciclo de Krebs. (Extraido
de Pelczar et al., 1980).
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APENDICE B

Lipidies

Acidos graxos

-
Acit Graxo CoA

roiting-]

Protaing Cearboidrates
Aminodcidos Glicoss
! -
5 3
o = e Etsnol
E£ 2 a5
w oW o e X
¥ o H aQ
$F= L I<
g 2 o Acetaldsido
> = 95 I;;
) |
‘ ’ / i)
———3 AC. PIRUVICO ‘:G,,, Ac. Acético
\ﬁc. tatice Ca
* MITOCONDRIA /

Aminodcidos

AcCon ¢ B oxidacdo
N

-
Acii Graxo CoA
{

1
AC. PIRUVICO

T

PyC | PDH

Ac. oxaloacético

Elongacao

At Citrigg m——m

Iciclo de Krebs ’

‘_h
Acidos Grmmﬂ

3 Ac. eitrico -

Relagdo entre as Principais vias

suas

dcido piridvico.

Maionil CoA
;A

/ isoprendides

Isopentenit

AcﬁoA-—) pirofosfate Carotendidas

Estardis

- A 4 -
Ac. oxaicacético

H &
3

AC PIROVICOE——— e

compartimentalizacgées,
{(Adaptado de

metabélicas em eucariotos, e

destacando o papel central do
Rawn, 1989).
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APENDICE C

RI RII RI R" R‘ Ri!
RONg s =R S =tREN_ 5
\5 [&] Y _/,0
H é CHy-C—C
i CHyC-coP LS
Enz—B T 0\
oY H
#
ol
A
R R R A"
R@"lbrs N R-N._S
/C\ ?O ©0 C\ M
chy L el HsC\ o
H/ O@ T@
2io - |00ﬁ§‘] TPP °Y R
R«-NYS
¢
cHy )\ SoH
B Hidroxietilamina pirofosfoto (HETPP)
ﬂi Hl! RI RH
@}*< = 2°
REN s —+RING S + CHy~C
M N
“t=o ° H
CH;’ LN
“,\ Acetaldeido
B
Enz
C

Mecanismo de agdo de piruvato descarboxilase de levedura.
A seqiiéncia da reacdio ocorre em trés estagios: a. formagdo de
um complexo coenzima-substrato covalente; B. descarboxilagdo;

C. dissociagio do complexo produto-~coenzima. (Extraido de
Saier, 1987).
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APENDICE D

SUPORTE
ANEL FOLHA DE ESPUMA
DE POLIURETANA TUBOS DE
5 CENTRIFUGA
= — L el
A G077
/ A 7 POLIESTIRENO
7 ,;ﬁ 7 EXPANDIDO COM
] ORIFICIQS PARA
INSERGAO DOS TUBOS
T _ BEQUER DE
R POLIPROPILENO
N‘T““““"’ DE 500 ml
| caviLHa
FITA L\ |
ADESIVA PROTETORES DE
PARA _ BORRACHA
FIXACAO
Do
BEQUER
AGITADOR
DE
TUBO

Equipamento de Green para preparo de extratos de levedura
pelo método de pérolas de vidro. (Green, 1987)
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10
20
30
49
50
60
10
80
90
100
110
120
130
140
150
160
170
180
130
200
10
220
230
240
250
260
270
280
290
300
3o
320
330
340
330
340
370
o
390
400
e
420
430
440
430
460
470
480
450
300
Ao
20
330

APENDICE E

Fullw Z:Clearw 2

FRINT *FROGRAMA PARA LINEARIZACAD DA EQUACAD: X=Xoe®{t2-t1)n (DA SILVA G.A.}"
FRINT "COMPUTADOR ATARI 250ST EXPANDIDG PARA INB RAN"
PRINT "LINGUADEN: 5T RASICY

PRINT "CODIGD DO PRUGRANA: LRRR,BAS"

print "write 1 for the following ouestion after checking the printer is on*
PRINT * ENTRE COM 05 VALDRES ENCONTRADDS QUE ESTE PROGRANA 05 TRANSFORMA®
FRINT ™ £ LOB NEPERIANDS®

LPRINT CHR${27)5"H0*;

inout "remind switching the printer on'"syes
input * exveriment number:”™;E

INFUT "NUM.OF PAIR DF VARIABLEG":N

PRINT "N= *;N

DIN X0, You

FOR I=1 TON

PRINT TAB(S)“ENTER X®:13*, V"]

INFUT $(D)

INPUT ¥(D)

LET Y{Il=Lostv (I

NEXT I

5p=0

FOR 1= TO N

SP=SP+X{1IEY(])

KEXT 1

LPRINT CHR${Z7);"W1";

LFRINT TAB(20) "LINEAR REBRESSION®

LPRINT

LERINT

LPRINT

LPRINT CHRS(Z7)1"N0":

LPRINT CHR$(27) ;74"

LFRINT TAB(3S) "EXPERTHENT NUMBER-*;

LPRINT TAB(32}*8P= *;5p

55«0

FOR I=t TO N

SE=5X+111

NEXT I

LPRINT TABL32)*SUM ¥= "35%

LET X1=51~2

PRINT *THE SGUARE OF SUM OF X AND Xt = *:)1
5ly=0

FIR =1 TO N

SURY= SUMY+Y(T)

NEXT 1

LET P5=5UMYISX

LPRINT TARBI32]  "Simy= *;Sumy

LERINT TAB{32) "SUNXISUNY is P5 = *sp§

LET Y1=50HY~?

LPRINT TAB(32) "SQUARE OF SUM OF ¥ AND Yi= Yl
50N =0

FOR I=1 1O N

gE=3(11~2

SU4X)=504X)+mY
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G40 NEXT I

550 PRINT *SB(X)= ":5Q4Y%)

540 58Y=0

570 FOR I=1 1O K

580 Y=p+B)

590 GOY=SQY+V(1)*2

600 NEXT |

610 PRINT "Sdy= ";54Y

620 Ri={5P-{PSINI}*2

630 LPRIMT TAR43IZ)*Ri= *3Rt

540 RI=BO(N-(X1/N)

&350 LPRINT TAB{32)*R2= “:R2

40 R3=50Y-(YI/N}

670  LPRINT TAR{3Z}*R3= *:R3

&80 R=RIJ{R2IRY)

4%0  LPRINT TAR{32}*DETERM,.COEFIC.= ":R
700 PRINT TAR{I2)"DETERM.COEFIC.= "k

710 LPRINT CHR${27)3°5";

729 LPRINT

T30 LPRINT

740 LPRINT TAB{IZICHRS (27):%x1"s

730 LPRINT TAR{41)*y*,* |l
760  FOR I=1 TO N

T LPRINT TABLIGI™ M= *;X{D),"¥= ";¥{i);
780 REXT I

790 LPRINT CHR$(27):"H0";

00  LPRINT CHR$(271:m4":

816 LPRINT

820  B={S8F-{PS/N}I/R?

B30 LPRINT

840 L{FRINT TRRI32)"8= *:B

850  PRINT TAB(32)"B= "B

846G  A=(SUMY/N)-{BE{SX/ND)

B70  LPRINT TAR(3Z2i"A= ":A

BB PRINT TARIIZI"A= *18

896  LFRINT TAB{32)*Linear Equation*

00 LPRINT

710 LPRINT TAR(Z2)"Ye=Yralculated”: TARI4S) *Yobs. =Y ghserved®
920 LPRINT TAB{SICHR$(2)stab (2Siches(D)
930 FOR I=1 TON

940 Yo=peBINLD)

930 LPRINT TABIZ2)*Yc=A+BY= ":Yc:TAB(46)"Y0bs.= "Y1}
F40  LPRINT TAB(22)*Yeig/ll= “sEXP (Yeh s TAB(46) “YDbs, =" sEXP(Y{1))
970 HEXT {

780 LPRINT CHR$427)3"N0™;

390  LPRINT CHR${12): *fora feed

1060 END
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APENDICE ¥

R N-CH-CO~
|
~NH—CH- C-NHCHCO- -NH-CH-C
il '
CH, © CHy ©
i e —. \ —
CH, ®r CHy
| !
5t € CHy=5~CN
| ' o
CHy N +Br
H R
.
® N-CH-CO~ ; R
+
Netecred HOH o e+ Bamg-cneco-
/ )
tH, o cH,
N/ \ /
CH, 4+CHg=$~CN CH,
H* {1l
H,0,0H"
«un—?w—cnou
Ik
CH, OH

{11}

Reag@ao do brometo de cianogénio. Residuos de metionina sao
convertidos 8 uma mistura de residuos de lactona de

homosserina (I) e de homosserina (1) do C~terminal.
(Extraido de Chatterjee, 1989),
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APENDICE ¢

] \ +
[H-tHN=CH-coln ~ NH-CH-coon +H]

N

R o B fn R
HAHN=CH-CO) y~NH= G H +C0~NH=CN-CO-(NH-CH-CO),,_,~OH
An lian atdiming) Xn {ion ccila)

7 " o
H~{HN-CH~CO),_,~NH-CH-C=0 + R,NvéH—CO-—!NH—(’:H—CO!n_,—-DH
8n lion acilg) ¥n lion ambdnic)

" ® o]
H—{HN=CH=CO)p_ ~NH-CH-CO~NH, +CH=CO~{NH=CH-COl,,_,~OH
Cn fion amanic} In (ion alquile}
H* H*
f ? ] EHR' R'%H
H={NH-CH~CO, _ ~NH-CH cH-co—mH:zH-co!,._,wou
dn wn
HY

rF Ll

]
uu:cn-co—mu-éﬂ-co),,_,-on

n

Estruturas dos ions produzidos a partir de peptidios por
espectrometria de massa. Os ions A, n’ C,r X:r ¥ e

Z, resultam da clivagem do esqueleto peptidico, sendo os' trés
Primeiros a partir do N-terminal e os Gltimos, do C-terminal,
enquanto que d, w e vV, 8¢ originam da perda parcial ou total
de cadeias laterais.” 0 uso de letras maidsculas para
denominar os ions de cadeia peptidica foi mantido de acordo
com a nomenclatura de Roepstorff & Fohlman (1984) e de letras
mindsculas para os ions das cadeias laterais, de acordo com
Johnston et al. (1988). Nestes Ultimos, R’ denota um subs-
tituinte, quando houver, no &tomo de carbono do aminoédcido
clivado. (Adaptado de Johnson et al., 1988),
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