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I. INTRODUCAO

Entre os paises subdesenvolvidos, os cereais,
Ae ﬁma maneira gerallysuplementam em aproximadamente 70X as
necessidades humanas em proteinas. Nas regites tropicais e
sub-tropicais, por éxemplo, o milho tem sido o responsavel
pelo fornecimento de calorias e protefnés né dieta humana
porque ele € sem ddvida, o cereal que apresenta o maior
nunero de produtos industrializados.4 Devido ao seu alto
coneuldo de carboidratos, principalmente amido, e outros
componentes, como proteinas, dleos e vitaminas, ele se
constitui num produto bastante apreciado para sEr

utililizado comercialmnente.

Muito embora o milho normal seja considerado
uma weelente fonte de energia, Suas proteinas sfo
relativaménte de baixa qualidade nutritiva, em virtude do
baixo teor dos aminoacidos essenciais lisina e triptofano em

seun endosperma.

v

Durante o desenvolvimento da semente de
milho, as proteinas de reserva, slo sintetizadas nas células
do endosperma. Este tecido, no milho, encerra cerca de 85%
vda proteina total. As proteinas do endosperma de milho sR20
uma mistura comblexa de polipeptideons, a qual pode ser

dividida em quatro classes proteicas diferentes com base nas



suas solubilidades em solventeg distintos, de acordo com
Osborne (18927) e Moreaux e Landry (19468), ou seja, as
albuminas, Qlobulinas, zeina (pertencente .ao grupo das
prolaminas) e glutelinas, sendo que as duas ﬁltimas sgo'aﬁ

principais proteinas de reserva que ocorremn no endosperma.

fAs  fragies proteicas representadas pelas
albuminas € globulinas, pertencentes ao grupo das proteinas
soluveis em égﬁa ou solugbes salinas, diFeremh na Sua
conposigao de aminoécidos essenciais € pela concentragio de
dcido gluté@mico. Estas duas Fracﬁés, SR0 bastante
semelhantes na sua composigio, entretanto as albuminas sio
mais ricas do que as globulinas em dcido aspartico, prolina,
glicina € alanina, porém mais poﬂf@s em acido glut@mico e

arginina ( Paulis & Wall, 19249).

O grupo das glutelihaﬁ, correspondem =&
proteinas de alto peso molecular e aue 530 soldveis em
so0lugio alcalina. Esse grupo € composto de diferentes
polipept (deos que por sua vez diferem entre si na composicio
de aminecidcidos. As glutelinas, em  comparacio com  as
prolaminas, s8o mais ricas em lisina, arginina, histidina &
vtriptofano, porém apresentam menores teores de dcido

glutfimico.

A fragfo prolamina representada pela zeina, &
soliivel em Hdlcool e apresenta os nais baixos valores de
peso molecular das fragoes proteicas de  reserva do

endosperma. Esta & hoje a mais estudada das fragbes. Isto



porqué a fragfo zeina compreende mais de S0%Z do total de
proteinas da semente do milho e porque, geralmente, o baixo
teor de lisina do endosperma esta assncfado a alta proporcado
desta fraglo (Mertz é col.,1964; Mossé e col.;i966; Pauiis ©

col.,1969;: Sodek e Wilson,1971).

A zeina pode ser subdividida em tr8s fragles
de acordo com a sua solubilfdade em solventes alcodlicos, na
presenga ou auséncia de agentes redutores (Esen,i986): alfa~
zeina, sobivel em etanol a 25% ; beta-zeina, solivel en
‘etanol 60% e gama-zeina, solivel em dlcool ou tamples
contendo 2-mercaptoetanol. Diferengas significativas foram
observadas na cqmposicﬁo de aminodcidos dessas subfragles,
sendo que, a alfa~xe{né é composta.de 25% de glutamina, 20%
de leucina, 15% de alanina; 144 de prolina e outros
aminodcidos em menores propor¢oes; = beta~ée(na apresenta
164 de giutamina, i9% de leucina, 10% de prolina € contém
proporgoes significativas dos amiﬁqécidog sulfurados -~
metionina (14%) e cisteina ({(4%); j& =a gama-zeina difere
ainda\mais das outras zeinas por possuir um alto conteddo de
prolina, histidina, ‘ciste{na, glicina e valina € um baixo

teor de glutamina ¢ leucina (Esen e col.,1985; Pedersen e

col.,1986).

¢ também conhecido que a zeina & uma fragio
heterogénea em tamanho e carga (Smave»e col., 1975 Gianazza
e col.,19746: lLee e col.,19276; Righetti e col.,1977), que

consiste de wvérios polipeptideons codificados por pelo menos



quatro familias distintas de genes (Soave e col.,i978 e
1984ia).Assim sendo, quando submetida & eletroforese em géis
de poliacrilamida na presen¢a de dodecil sﬁlfato de sodio
(PAGE~éDS), a =zeina € resolvida em varios cdmponenteé de
besos moleculares distintos: gama-zeina - 27.000(Z-27);
“élfg—ze{na - 23.000(2-23), 21.000(Z-24) e beta-zeina -
15.000(2-15) e 10.000(Z-10). As bandas de 23.000 e 21.000
estfo sempre relacionadas aos polipeptideos mais abundantes
(mais que 79%Z do total), de =acordo com Gianazza e
colaboradores (41976). Pér outro lado, gquando a =eina &
submetida & focalizaclo isoelétrica .(IEF), ela € resolvida
en aproximadamente 15 componentes de pontos isoelétricos
distintos (Soave e co0l.,1973; Gianazza e col.,i1976). Baseado
nas constantes de sedimentacio e difusBo, a =zeina forma
longas cadeias tomando uma forma esférica (Mossé e Landry,

1980) .

A biossintese das proteinas de reserva do

endosperma se inicia somente aos 14 ou 45 dias apds

i

a
polinizagio e cont inua até a maturidade da semente. Tem-se
verificado também que esta sintese se did ao nivel dos
,polirriboésomas associados ao retfculo endoplasmatico rugoso

(Burr e Burr,49746; Larkins e Hurkman,i??B; Viotti e

col.,1978).

Atualmente sRo conhecidos pelo menos 43
mutantes de milho que 880 capazes de provocar alteragoes

dristicas nas propriedades fisicas e quimicas da semente.



Alguns mutantes s30 capazes de infuenciar a temperatura de
gelatiniza¢glo do amido, assim como alteram a digestibilidade
€ 0o préprio tipo de amido, ou seja, amilose, amilopectina e
polissacarideos soldveis em dgua e também écdcares 'maié
simples. Por outro lado sRo conhecidos alguns mutantes, cujo
'éfeito consiste em alterar principalmente a qualidade da
proteina do endosperma da semente. Essas mutagles provocam
alteragtes na quant idade e na qualidade das fragtes
proteicas, € tém merecido grande aten¢Ro dos pesquisadores,
tendo em vista a utiliéacﬁo das mesmas, em programas de
melhoramento da qualidade nutritiva das proteinas do
endosperma, bem como em estudos badsicos de gendtica visando
a CONPreensao do processo regulatdrio da sintese de

proteinas nesse cereal.

Entre o mutantes mais estudados destacam-se
0 opaco—-2 (02), floury~2 (£12), shrunken~2 (sh2),
shrunken—4 (sh4), brittle (bt), brittle-2 (bt2) e sugary-2
(su2). Todos esses mutantes apresentam quantidades de lisina
quase Sempre  maior Que os tipos normais, ‘sendo que, s
colocassemos todos em uma  escala descendente, o opaco-2
ficaria lécalizado no extremo gﬁperior, e os outros, numa
posicao intermedidaria entre o opaco-2 € o0s tipos normais

(Dalby e Tsai,i97%9; Misra e col.,1972).

Com base nos estudos que se tem até o
momento, entende-se hoje que nos mutantes que apresentam

alta lisina no endosperma, nAo somente a distribuigio das



re

macromoléculas s%o alteradas, como também a -composicfo da
proteina (em termos de subfraglo). Os genes 02 e 12 ¢
outros, podem nRo somente suprimir a biossintese de zefna,
mas também decrescer a propor¢giao de alguns poiipept{deds de

baixo teor de lisina na fraglo glutelina.

No mutante opaco—2, o mais estudado, além das
caracteristicas fenotipicas do endosperma serem modificadas

em relacio ao normal, o que o tornam opaco e farindceo, a

quant idade de zeina, . .neste mutante & drasticamente
diminuida, enquanto que as albuminas & globulinas e
principalmente a glutelina & proporcionalmente aumentada

iJimehes,i?éé; Mosseé, 1966 Mosué e col., 1966).
Recentemente, Marks e culaboradJVEﬁ (1985), através de
técnicas de hibridizagio de DNA e RNA, demonstraram que
esta reduglo da fragio de zeina pode ser explicada por
diferencas existentes no tempo de transcrig¢lo e no nivel de
expressio dos genes que codificam para zeina entre o
gendtipo normal e opaco-2. @ inversio das proporg¢Bes das
- fragoes proteicas do endosperma  opaco-2 faz com que este
apresente mais que o dobro de lisina em relagio ao
—endospermé normal, o que lhe coﬁFere um valor nutritivoe

sUpPErior ao nilho comum (Mertzr e col.,i964; Mertz e

col.,1968; Sodek e Wilson,1974; Lee e col., 1976)

0s loci génicos que controlam os niveis de
zeina no endosperma, sio definidos por varios autores como

genes reguladores e entre as mutagtes que ocorrem no milho,
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até o momento, sko conhecidos os genes réguladores opaco-e,
opaco-6, floury-2 e defective endosperm B-30. A localiza¢lo
dos genes reguladores nos cromossomos do milho € =&
porcentagem de zeina  inibida por  esses | genes foram
recentemente descritas por Scoave € Salamini (1984). 0 gene
opaco-2 € um gene recessivo, localizado no cromossomo 7, € 0
floury-2 estd localizado no cromossomo 4 e apresenta-se com
carater semidominante. Da mesma forma que o gene o2, também
o fl12 confere'é semente de milho, uma alta opacidade e uma
textura farindcea. Entretanto, o duplo mutante Ff1l12o2
relatado por Nelson (1966) mostrou ser também rico em
lisina, porém o fendtipo da semente aproximava-se muito do
normal. Todavia, Nelson verificou que esse fendtipo ndo era
estavel e variava em funglo do germoplasma. Ja em 1964,
Mertz e colaboradores haviam verificado que a introducfo do
GENE OPACO-2 Eemn uma linhagem de milﬁo, levava a um aumento

da lisina de aproximadamente 69%.

Afim de se entender os efeitos destes genes
mutantes, e en especial do gene opaco-2, sobre o
metabolismo de proteinas e aminoacidos do endosperma de
‘milho, aé alteragtes causadas por este gene tém sido

xtengivanente estudadas.

Assim  VArios outros efeitos tém sido
observados aldm do efeito na sintese de zeina, como por
exenplo! a) supressio completa da presen¢a de uma proteina

~denominada b-32, recentemente descoberta e que



presumivelmente controla a sintese de zeina no endosperma
(Soave e col.,i198ih); b)) aumento da atividade de
ribonuclease no endosperma opaco-2 em relaglo ao endosperma
normal (Dalbg e Davies, 19673 Wilson e Alexander, 1967); ci
aumento do nivel de aminodcidos livres no endosperma mutante
(Sodek e Wilson, 1974; Misra e col., 4i975): d) aglo direta
sobre o metabolismo de lisina no endosperma, diminuindo o
seu catabolismo em relagldo ao endosperma  normal (Sodek e
Wilson, 1970). 0 mesmo efeito de decréscimo na degradaglo de
lfsina também foi obserQadb em um mutante de cevada rico @

lisina (Brandt, 1979%).

1.METABOLISHO DE LISINA

0 endosperma de milho contém grandes
quant idades de aminoacidos livres nos‘estégios iniciais do
desenvolvimento dé semente. (Arruda e col., 4978) e =&
possibilidade de uma correlag®o existente entre a composicio
»de aminodacidos livres e a éfntese de proteina no endosperma
‘de milhe foi sugerida por estes mesmos autores quando,
comparando o milho normal com um duplo mutante (su2o2) de
alta lisina, veri?icaram que o contelddo de zeina apresentou
enormes diferencas entre estes dois gendtipos, sendo, 7,7 €
6,0 vezes maior no endosperma normal, respectivamente aos 24

e 47 dias apdés n polinizagio (dap). A redu¢fo na sintese de



zeina no duplo mutante foi associada é- um  acdmulo de
aminoacidos livres, principalmente alanina, glutamina, dcido
glut@mico, ‘asparagina e écfdo aspértico}‘que s30 importantes
componentes da =eina, enquanto que o aumento das protéfnas
{(ndo zeinas) poderia ocorrer emn resposta ao aumento dos
éminoécidoé disponiveis, sendo que a extenslc da resposta
pode diferir em diferentes linhagens de milho (Sodek e

Wilson, 1970).

.

A origem .dos aminodcidos utilizados para =a
sintese de pfotefﬁas em sementes tornou—ée um assunto cujo
interésse tem aumentado nos dltimos anos e desde que, tem—-se
demonatrado que a lisina é (o) primeiro aminodcido
nutricionalmente limitante na mgforia dos cereais mais
comumente empregados na alimentaglo humana (F.A.0.,4970), o
conhecinento sobre o‘metaboliamo deste aminodcido em plantas

¢ de consideravel importancia.

Até o momento, tem—se estabelecido duas vias
badsicas para a bioséfnteﬁe de lisina nos organismos vivos.
Uma das vias ¢ =a do dcido diaminopimélico (DAP) (Figura 1).
que ocorre em bactérias, certos fungos inferiores, algas @
>p1antas superiores (Vogel e col., 1970) e a outra, € a via
do dcido alfa~aminoadipico (AAA) e sacaropina (Figura 2) que
ocorre en outras classes de fungos inferiores, em alguns
fungos superiores, leveduras e Euglenoides (Wade, 1977; Wade

e col., 41989; Trupin e Broquist, 1965 Jones e Broqguist,



FIGURA {1 - Via biossintética de lisina através do dcido

diamino pimélico (DAPY, (Vogel e col., 1970).
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FIGURA 2 - Yia hiossintética de lisina através do acido

alfa-aminoadipico (AAAY, (Vogel € col., 1970).
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19465; Saunders e Broquist, 1966 Gaillardin e col., 1979

Vogel & col., 197@).

A suposiclo de que a via biossintética de
lisina em plantas superiores € idéntica A que ocorre em
"bactérias e fungos estd baseada tanto em estudos de
incorporagio “in vivo” de precursores radioativos da cadeia
de biossintese de lisina, e principalmente na demonstragio
da ocorréncia de enzimas e de produtos intermediarios desta
via. 05 estudos de incorporagfo “in vive” dos precursores
‘marcados tém sido realizados pela injec8o direta dos mesmos
em endospermas de cevada (Moller, 4974), de milho (Sodek,
1976) ou  injecdo no colmo de plantas de trigo e posterior
analise dos endospermés (Bilinski\ ¢ Mc Connell, 19373 Mc
Connel, 1969). J3d a demonstracio e caracterizaclio de enzinag
da via do DAP em plantas superiores tém sido feita por
diversos autores. Assim, a enzima diaminopimelato
descarboxilase (EC 4.1.8.20), a qual catalisa o dltimo passo
desta via, tem sido encontrada em um grande numerc de
tecidos de plantas superiores e extensivamente caracterizada
(Shimura e Vogel, 192663 Vogel e Hirvqnen, 1974 Mazelis e
col., 19763 Mazelis e Creveling, 19763 Sodek, 4978). Da
mesma forma, ] enzima dihidropicolinato sintase (EC
4.2.4.52) que catalisa o primeiro passo desta via, também

. tem sido demonstrada e caracterizada em plantas superiores

{Cheshire ¢ Miflin, 1975; Mazelis e col., 1977).
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No caso especifico de milho,  os dados de
Sodek (4976, 41978) e de Cheshire e Miflin (4973) trouxeram
fortes evidéncias de que a biossintese de lisina , como
também de outros aminodcidos, ocorre no endosperma € que =@

lisina € sintetisada através da via do DAP.

Da mesma forma que a biossintese, 0

’

catabolismo de lisina ainda nao esta totalmente
esclarecido, desde que, tem—se acumulado evidéncias de que
pelo menos quatro vias catabdlicas distintas tém sido
‘propostas para fungos e leveduras, microorganismos aerdbicos
¢ anaerchicos e animais (Rodwell, 1969). NRo existe nenhuma
evidéncia de que qualquer uma das vias propostas para o0s
microorganismnos aerébicbﬁ e anaerég}cOﬁ se aplica as plantas
superiores. 0 fato de que o catabolismo anaerdbico de lisina
envolve uma coenzima cobamida, torna improviavel qualquer
possibilidade de que as plantas superiores utilizem esta”
via, visto que, os derivados Byz aparentemente nio se
encontram presentes nestas plantas. A wvia catabdlica
prroposta pPara fungos & leveduras, também envolve
intermediarios que Jjamais foram encontrados em plantas
kguperioreé. Assim, Guengerich e Broquist (19764) descreveram
uma rota, via 6é~N-acetil lisina nos fungos Rhizoctonia
leguminicola, Neurospora crassa ¢ Saccharomyces cerevisae,
enquanto que Rothstein ¢ Miller ({954) sugeriram gque em
outros fungos, =a lisina pode ser degradada até dcido
aminoadipico € crotonil-CoA via dcido pipecdolico. Por outro

lado, a via degradativa utilizada em mamiferos envolve um
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minero de compostos, 06 quais tém sido encontrado em plantas
superiores, parecendo portanto, ser esta a rota mais
provavel em plantas. A via catabdlica ‘de lisina sugerida

para fungos e mamiferos estd demonstrada na Figura 3.

Nos mamiferos, a lisina pode ser convertida
até alfa-aminoadipato-semialdeido atraves de duas vias
distintas relatadas como passos iniciais do catabolismo de
lisina nestes organismos. A primeira via, na qual, =a
sacaropina ¢ um intermediario, é o reverso dos passos finais
da sintese de lisina em Fungoa e leveduras (Figura 2). A
outra via, ¢ idéntica aos trés passos iniciais do
éatabolismo de D-lisina em bactédrias (Miller e Rodwell,
19743 Chang e Adams, 1974) e contém pipecolato como

intermedidrio.

0s estudos das desordens hereditdarias do
‘metabolismo de lisina tém contribuido enormemente para a
elucidécﬁo da via degradativa de lisina em mamiferos.
Hutzler ¢ Dancis (1968), investigando os passos iniciais
desta via, em humanos, demonstraram que uma enzima - ligsina-
alfa~cetoglutarato redutase (EC 1.5.4.8) - era capaz de
'catalisar a convers@o de lisina e alfa-cetoglutarato em
sacardpina “in vitre”. A enzima foi extraida, pelos
autores, de figado humano obtido por bidpsia, € depois
parcialmente purificada. Eles observaram um pH dtimo, para @
reagio, préximo da neutralidade e um requerimento especifico

para alfa-cetoglutarato © NADPH como cofator .



EFIGURA 3 -~ Metabolismo de L- lisina em fungos e>mmmffer05,

{(Wade & col., 1980).
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Posteriormente, estudos feitos  em pacientes com
hiperlisinemia (0os quais normalmente apresentam elevados
niveis de lisina sérica) confirmaram que estes pacientes tém
uma deficiéncia em lisina-alfa-cetoglutarato redutase e
portanto, um bloqueio metabolico nos primeiros passos

degradativos de lisina (Dancis e col., 1969).

A Presenca de sacaropina em fluidos
fisiolﬁgicos humanos foi também relatada, primeirahente pOor
Carson e colaboradores (19468), qué descreveram um caso de
sacaropindria. Mais  tarde, 0% estudos de pacientes que
sofriam dezﬁacaropindria (Fellows, 1972, citado por Fellows,
1973) revelaram 9que esta desordem metabdlica & causada pelan
auseéncia de uma  enzima - saca;mpina desidrogenase (EC
1.5;1.9) - que converte sacaropina em alfa-amincadipato-
delta-semialdeido ¢ glutamato. Higashino e colaboradores
(1965) j& haviam encontrado que homogenados de figado de
rato eram capazes de odidar sacaropina na presenga de NAD™Y
até o écido-alfa*aminoad(pico~de1ta~semia]de(do, o qual foi
considerado como intermedidrio instdvel e que deveria ser
imediatamente oxidado até o dcido alfa-aminoadipico. Esta
enzima, sacaropina desidrogenase, foi purificada 120 vezes
por Hutzler e Dancis (4970) que encontraram um pH ot imo

entre 8,8 ¢ 9,0 ¢ um requerimento de NADY & sacaropina.

&4 identificagio de uma outra enzima -
sacaropina oxidoredutase - que catalisa =a hidrolise de

sacaropina ateé lisina e alfa—-cetoglutarato foi feita por
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Wang e Lewis (1972) e Felows (1973). A enzima foi purificada
29,4 vezes por Felows (1973), de F{gado de boi e apresentou
um pH dtimo de 9,2 e um requerimento especifico de NADP™
como cofator. Figados de diferentes mamiferos foram testados
para as atividades de lisina-alfa-cetoglutarato redutase,
sacaropiné oxidoredutase e sacaropina desidrogenase (Fellows
e lewis, 1973). A atividade da primeira enzima foi detectada
em todas as espécies estudadas, da mesma forma que @
atividade de sacaropina desidrogénase, embora sempre em
hfveis mais baixos que esta, implicando que sob condi¢fes
fisioldgicas normnais, a sacaropina deve ter uma alta taxa de
“turnover”. Embora a atividade de lisina oxidoredutase tenha
sido detectada “in wvitro”, o efeito “in vive” nio é
conhecido, mas existem indicagtes de que ela tenha efeitos

relativos a dieta alimentar.

Cont inuando os estudos  das deficiéncias
metabdlicas hereditarias na via degradativa de L-ligina,
Dancis & colabaradores (1974) e Cederbaum e colaboradores

(4979) encontraram defeitos enzindticos mdltiplos em alguns

pacientes com hiperlisinemia familiar, ou seja, estes
pacientes apresentaram deficiéneia das trés atividades

enzimdticas referidas acima. Estes resultados vieram mais
uma ver fornecer evidéncias para a via degradativa de lisina

com sacaropina como intermedidrio.

fis enzinmas lisina~-cetoglutarato redutase e

sacaropina desidrogenase Jja foram também purificadas de
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placenta humana, respectivamente, 450 e 380 veres por
Fiellstedt € Robinson (1975a,b), e caracterizadas em figado
humano, num estado de purificaglo parcial de 45 vezeg por
Hutzlef ¢ Dancis (4975). Em outros orgfos como misculo,

cérebro, bago, pancreas, pulmio, intestino, gl@ndula supra

renal ou em leucdcitos e eritrdcitos, somente Fforam
detectados tragos destas atividades. Mas, enquanto em

mamiferos as enzimas acima catalisam rea¢oes distintas
relacionadas &R degradagio de lisina, e nenhuma destas
atividades € reversivel (Fellows e Lewis, 1973), encontrou-
se que em fungos, leveduras ¢ Neurospora crassa, @[ NESNA
enzima - sacaropina desidrogenase - pode ser responsavel
tanto pela sintese como pela degradagio de lisina (Trubin e
Broguist, 1965; Saunders e Brogquist, 1966;Uade e col., 1988
(Figura 3). Segundo Saunders e Broguist (1964) =a reaglo
catalisada pela sacaropina desidrogenase representa o Qveném
terminal da biossintese de lisina nestes organismos, que “in
vitro” ocorre em pH alcalino. J&d a reaglo inversa exibe um
pH dtimo “in vitro” proximo da neutralidade ¢ deve ocorrer
“in vive” somente sob condigfes especificas, por exemplo, de
lisina como dnica fonte de nitrogénio no meio (D.M.Thomson,

citado por Wade e col., 1989).

Recentemente, o metabolismo de L-LU-*2C]
lisina, também Ffoi estudado em tecidos humanos usados para
autdpsia, € €m macacos, por iﬁjecﬁes intracerebroventricular
e intravenosa (Chang, 1982y . 023 tecidos humanos,

principalmente cérebro e rim, se apresentaram mais ativos em
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converter lisina a pipecolato do que préviamente descrito
para tecidos de rato e figado humano. Nos macacos, vinte e
quatro horas apdés & injegfo intraventricular, encontrou-se
quant idades subst@nciais de pipecolato e alfa-aminoadipato
marcados no cérebro e medula espinhal e quantidades muito
menores no rim, figado e plasma. A inje¢lo intravenosa
mostrou niveis muito reduzidos de metabdélitos marcados em
todos os orgios e no  plasma. Estes resultados sio
congsistentes com o5 relatados anteriormente de que em
cérebfn de mamiferos o catabolismo de lisina via sacaropina
parece ser inativado (Higashino e col., 4196%:; Hutzler e

Dancis, 1968y Hutzler e Dancis, 1979).

Eh resume, @ via ée SACAKrOPIiNna PRAregce S K
principal rota para o catabolismo de L-lisina até alfa-
aminoadipato no figado, enquanto que a via do pipecolato,
pode ter alguma contribui¢fo para o catabolismo de L-lisina

em cérebro e rima.

0s estudos do catabolismo de lisina em

plantas superiores tém sida realizados atraveés de
experimentos de incorporagio de lisina ou outros

intermediarios marcados, embora jad existam também alguns

trabalhos realizados com sistemas enzimaticos livres de

células. Existe considerdvel evidénecia de que a rota para
aminoadipato semianldeido via dcido pipecdlico seja

bastante comum em plantas superiores particularmente nos

membros das Leguminosae. O &dcido L-pipecdlico tem sido
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encontrado em grandes quantidades como um aminodcido nio-
proteico C@moum grande numero de espécies ¢ foi isolado de
Phasealus vulgaris (Grobbelaar e col., 19254). Em extratos de
Pisum sativum ¢ Phaseolus 'radiatus (Meister e col., 19379
ohservou-se a redugio enzimatica de fepiperideine—-2-
carboxilato por NAD(PYH até L-pipecolato. Qutros
exper inentos com Acacia (Fowden, 19690) e com P. sativum
(Mann e Smithies, 1955 também demonstraram,
respect ivamente, a conversEo de lisina até dcido pivecdlico

g alfa-aminoadipato e de lisina diretamente até alfa-

aninoadipato semialdeido.

Deste modo, a evidéncia para a conversio de
L-lisina atd dcido pipecdlico e glfa“aminoadipato esta bem
estabelecida. Entretanto todos o8 estudos acima  foram
realizados com membros das Leguminosae, uma familia na qual
o acido pipecdlico € bastante comum como metabolito
secundar io. Estudos feitos posteriormente com Nicotiana
glauca e Sedum acre uvsando-se precursores duplamente
marcados, mostraram que o acido pipecolico € proveniente

somente da D-lisina (Leisfnér B ocole, 1973).

Poucos estudos tém sido realizados com
plantas da familia Graminae. Nigam e Mc Connell (4963)
infiltraram plantulas de trigo de 3 semanas com L-[*4C1
lisina e DL-alfa-amino L[46-*901 adipato e depois de 9 horas
extrairam o tecido com etanol. Deste mnodo, encontraram gue =a

lisina fornecia **C em grandes quantidades para o dcido
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pipecdlico e alfa-aminoadipato e a seguir, para o
glutamnato. Estes resultados pareciam indicar gque, se

Leistner e colaboradores (41973) estavam corretos, as
plantulas de trigo deveriam racemizar a L-lisina durante o

seun metaholismo.

Mais tarde, Moller (4.976) examinou O

cataboliemo de lisina através da injegdo de varios compostos

especifticamente marcados en endospermas de plantas de
cevada. Através da utilizacio de L-CU-*?C1 lisina, L-L*?C1

‘gsacaropina € 2,46, diamino L4,7-*2C pimelato, ele demonstrou
que & via catabdlica nesta planta se procede via sacaropins
e alfa~amin0adipata-semialdefdo. A  formagio de acido
pipecdlico marcado tamhém ndo  foi observada, a meEnos que a
DL-LCL-*1C1 lisina fosse injetada, conforme as conclustes de
Leistner e colaboradores (4973). Assim, parece que  em
plantas n&o-leguminosas, a lisina pode ser degradada via
sacaroping, que ¢ o reverso da via biossintética em fungos
(Figura 2). Outras evidénecias do provdvel papel do alfa-
aminoadipato ¢ sacaropina no catabolismo de lisina em
plantas superiores foram dadas por Nawaz e Sorensen (1973),

que  demonstraram & ocorréncia hastante comum destes

compostos nas partes verdes de nove familias de plantas.

Alguns estudos sobre o metabolismo de lisina
foram realizados em endospermas de milho, onde este
aminoacido € limitante. Existem duas possibilidades de
origem da lisina durante o desenvolvimento deste tecido.
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Uma das possibilidades & através da biossintese deste
aninoacido pela via do aspartato (Sodek,197637 Henke e
Wahnbaeck,1977 ¢ 19797y Gengenbach e col.,i1978), enquantq
que, a outra possibilidade foi sugerida por Arruda e Silva
(1979) onde a lisina seria translocada, em parte ja pré—
formada, de outros tecidos da planta, para o endosperma via
seiva vascular, isto devido a consideriavel quantidade de
lisina encontrada na seiva vascular do pedunculo da espiga
em desenvolvimento. Quando [*°C1 lisina foi  fornecida ao
endosperma via sgiva vascular, Sodek e Wilson (19278
observaram que ela era convertida em outros amincdcidos tais
como, acido glutdmico e prolina, o aque trouxe Fortmﬁ-
evidéncias da ocorréncian de catabolismo desse aminodcido no
endosperma. Comparando as quantidades de lisina encontrada
na seiva vascular da espiga com o conteddo de lisina no
endosperna, Silva e Arvruda (1979) ﬁugeriram que  a  maior
parte da lisina translocada para o endosperma deveria ser

catabolizada.

Em cont inuagio a eates estudos com
endospermas  de miltho em desenvolvimento, recentemente,
Arruda e colaboradores (1982), detectaram uma enzima  que

converte lisina En  SACAroR ina. A enzima - lisina-

cetoglutarato redutase - neste tecido, cataboliza a reagfo:

Lisina + alfa-cetoglutarato + NADPH —> gacaropina + NADP™
Em endospermas imaturos, esta enTima

apresentou altos niveis de atividade a pH neutro e alta
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especificidade tanto para o cofator NADPH, como para seus
substratos lisina e alfa-cetoglutarato. A exemnplo do que
ocorre em mamiferos, supte—-se que ela -deva participar do

primeiro passo da via catabdlica de lisina em endospermas de

milho.

Vigando correlacionar a atividade de lisina-
cetoglutarato redutase com certos aspectos do metabolismo do
endosperma, Arruda e Silva (4983) verificaram que &
atividade da enzima aumenta acentuadamente com o inicio do
desenvolvimento da -semente, atinge um pico a0 redor de 20
dias apds a polinizaglo (dap) e diminui em seguida em
direcﬁo a maturidade do endosperma. 0% autores verificaram
também que o pico de atividade da enzima coincide com  ©
periodo de maior acdmulo de nitrogénio e maior sintese de
zeina no  endosperma. Além disso, a atividade de lisina -~
cetoglutarato redutase parece ser tecido especifica, pois
nfo foi encontrada atividade em outros tecidos da pléntula

tais como, raiz ¢ folha (Leite, 1988).

> Desde que, a analise dos aminodcidos do
exudato  do sistema vascular da espiga demonstrou  uma
quant idade de lisina no exudato, duas vezes maior do que
aquela necessaria para a sintese de proteinas do endosperma,
Arruda e Silva (1983), sugeriram uma possivel associagHo da
lisina—cetoglutarato redutase com a degradagio do excesso de
lisina translocado para o endosperma,  durante O

desenvolvimento da semente. Isso porque a alta velocidade de
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sintese de =eina utilizaria pouca lisina para a sintese de
proteinas, sendo que o acumulo de lisina seria entio

prevenido pela atividade da lisina-cetoglutarato redutase.

Faetudos nmais recentes com esta enzima,
demonstram que o gene opaco~-2 altera drasticamente sua
atividade durante o desenvolvimento da semente. Esses mesmos
resultados foram também observados por Hadzi e Sukalovic
(1984). Esses dados sugerem 9que @ lisina~cetoglutarato
redutase estd sob controle do gene opaco-2, indicando que ©
‘catabolismo de lisina pode ser um passo importante pelo qual
0 gene opaco~2 aumenta o conteddo desse aminodcido no

endosperma de milho (Arruda e col., 1984).

2. OBJETIVOS DO TRABALHO

O aobjetivo desta tese, & Tornecer subsideos
para o esclarecimento do papel funcional da enzima lisina-
cetoglutarato redutase no metabolismoe de lisina durante o

desenvolvinento do endosperma de milho.

Deasde que trabalhos anteriores (Arruda e
col., 41984; Hadzi e Sﬁkalovic, 19684) indicavam um importante
papel de controle do gene opaco-2 sobre a enzima em estudo,
utilizamos nesta tese uma linhagem de milho homozigota para

endospernas nornais e mutantes opaco-2, afim de que
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pudéssemos, através de um estudo comparative, conhecer o
comportamento da enzima nestas duas versoes genotipicas da
mesma linhagem e determinar suas caracteristicas moleculares
e Ff5i§05"qufmicas, através de cromatografia em colunas de
DEAE - gelulose, gradientes de sacarose e eletroforese em

géis de poliacrilamida.

Finalmente, t inhamos por objetivo ]
purificacio da enzima ¢ a producio de anticorpos contra @
mesma, a fim de utilizda-los em estudos de imnunceletroforese
‘e principalmente, de possibilitar a utilizaglo destes
anticorpos na elaboragiio de uma metodologia de selegio de
mutantes com auséneia de atividade de lisina-cetoglutarato
_reduta%e ¢ portanto cbm alto témr de lisina, mnas com

14 . .
caracteristicas normais de sementes.



26

II. MATERIAL E METODOS

{. Obten¢3o do material de estudo

Para o trabalho em questRo, utilizou-se uma linhagen

isogénica de milho — L1038 - nas duas versies: normal € opaco-2.

A linhagem $038 & derivada de uma populagfo Tuxpeno e
SEUS graos, na versao normal, apresentam as seguintes
caracteristicas: dentado, consisténeoia Aormml e cor amarela, enqguanto
“que os  grios da  versSo opaco-2 tém consisténcia farindcea e cor
amarelo-esbranquigado. Esta linhagem  foi obtida no Banco de
Germoplasma do Departamento de Genédtica ¢ Evolug@o da Unicamp e tem
sido mantida através de auto~fecundacio manual das plantas,
utilizando~se para isto, somente a primeira espiga por ser eela
prioritaria no consumo de fotossintatos depois da panfculan 0 gene
gpaco-2 foi transferido de uma linhagem americana para a linhagem em

estudo por meio de retrocruzanentos sSUCESsivVOS.

As sementes das duas versies, normal e opace~2, Toram
plantadas na Area Fxperimental da Unicamp, em linhas alternadas e
adjacentes de 40 m de comprimento, com o espacamento de & m entre

linhas e 20 cm entre planta numa densidade de plantio de  50.0090
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plantas/ha. 0 experimento foi fertilizado com™ N, Pals e K0 enm

quant idades de 60, 8@ e 30 Kg/ha, respectivamente.

O material (somente espigas) foi coletado aos 15,20,
25, 30 & 35 dias apds a polinizaglo (dap) e armazenado em freezer a

-20°0 .

2. Ensaio de LKR

A atividade de lisina-cetoglutarato redutaﬁé (LER, EC
1.5.4.8) foi medida pela incubagBo (feita em cubetas de pldstico
descartdveis de 4 ml), durante 30 miﬁhtos a 309, de uma mistura
contendo 100 mM do tampio fosfato de potdssio pH 7,0 4¢ mM do acido
alfa~cetoglutdarico neutralizado com KOM, 20 mM de lisina, 100 uM de
NADPH e @& preparacio da enzima (50200 ug de proteina) num volume
final de 4 ml. A queda de absorbfncia em 340 nm, devido & oxidagio do
NaDPH foi verificada de 10 em 40 minutos ou de 15 em 4% minutos,
durante os 30 minutos, quando normalmente @ reagdo € linear com ©
tempo. A atividade da enzima foi caleculada a partir da média (entre
duplicatas) da diferenca.entre a absorbincia no tempo zero € @
absorbdncia em 30 minutos, descontando-se o0s brancos (reaglo
ocorrida na auséncia do substrato lisina), levando-se em conta que
E@vAmM = 8,422 (340 nm) para o NADPH, ou seja, que a absorbincia de
uma solugio de @,4 mM de NADPH em 340 nm = 0,622. A atividade
especffida da enzima foi dada em nmoles de NADPH oxidado.min™%,mg de

proteina™?®.,
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3. Prepara¢io dos extratos celulares

No momento da preparagio dos extratos celulares, as
espigas eram retiradas do freezer, € uma quantidade suficiente de
sementes eram  retiradas muito rapidamente com o auxilio de uma pinga
& colocadas sobre gelo; As espigas eram recolocadas no freezer Caso
ainda contivessem SEMENtES . Das sementes, eram descartados
manualmente, com o auxilio de um bisturi, o pericarpo € o embrifo. A
seguir, 0% extratos celulares eram preparados A partir dos
endospermas imaturos, - os quais eram homogeneizados, a nﬁokser onde
indicado diferente, na propor¢io de i endosperma * &£ ml do TampZo A
(fosfato de potdssio 400 mM pH 7,9 contendo 1 mM de EDTA & 4 mM de
2-mercaptoctanol) ou Tampdo B (Fosfato de potdssio 100 mM pH 7,0
contendo & mM EDTA, % mM de Z2-mercaptoetanol ou i mM  de DTT e 15% de
glicerol) em aparelho tipo “mixer” da marca SUPEROHM. As suspenstes
obtidas eram sempre  filtradas em gaze (4 camadas) umedecida com o
tamﬁ%o de ‘extracﬁo gelado ¢ os homogeneizados eram centrifugados por
1@ minutos a 14.600 X g ou 20 minutos & 22.000 X 9 em rotor JA-20
iB0.¢ da centrifuga Beckman. Nos casos em que se trabalhou com
grandes volumes de extratos preparados em tampRo contendo 419% de
glicerol, o rotor utilizado foi o Ja-14 137.0 da mesma centrifuga.
0s sobrenadantes obtidos, denominados de FRACAO I (FI) eram logo a
seguir submetidos ao fracionamento com sulfato de amdonio ou
utilizados como indicado. Todo o material e solugtes usadas foram

mantidas entre @ e 49C.



29

4. Fracionamento em sulfato de amonio

Para a determinacio de qual faixa de saturaglio com o
sal poderia ser encontrada a maior atividade da enzima, foram feitas
duas emtﬁacﬁes idénticas do material Li038 normal de 20 dap em TampBo
A, comag descrito no {ftem 3 acima (4% endospermas/preparagio). A
FRAGAD I de cada preparacio foi tratada com (NHa)z80. em qumntidﬁdes
crescentes de 9 a 804 , sendo um dos extratos, tratado de @ -~ 204 ,
20~ 40N, 40 - LB e 60 — 80X e o0 outro de © - 30X, 3@ -~ UOA e G5O -~
70% . Os precipitados obtidos em cada uma das fragies eram removidos
por centrifugacio de 40 minutos a 14.000 X g em rotor JA-20 180.0 ,
ressuspensos em 4,5 ml  do tampRo de extracio e dessalinizados em
coluna de Sephadex 623 (4,85 X 8,5 cm) equilibradas com © mesmo
tampio. O volume vazio de cada coluna (6,5 ml) era descartado ¢ a
fragio coletada em 2,9 ml. Aliquotas de 50 ul de cada fragBo foram
utilizadas para os ensaios de LKR. 0Os resultados obtidos das duas
preparacﬁeﬁ foram superpostos a fimn de se obter o resultado final.

Cada experimento foi repetido no minimo por duas veres.

Apas determiﬁacﬁo da faimva de saturagio onde se
concentrava a maior atividade de LKR -~ entre 35-60% - as FRAQOES I
(FI)Y passaram a ser  saturadas com  (NHa)w80a de © a 3%5% e
centrifugadas como descrito acima. 06 precipitados eram desprezados e
os sobrenadantes saturados até 60% com o sal. Os precipitados desta

-Frac:f?(o, obtidos por (:en'cri‘Pl..tgac{io, Sram Senpreé ressuspensos em minimeo
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volume do tampfo de extracio € a seguir dessaiinizadog‘em colunas de
Sephadex 6-25 (1,5 X 114 cmy Vo = 8,0 ml) ou (1,5 X 20 cmy Ve = 14,6
ml) equilibradas em tampRo de extracgfo, ‘sempre na ausénocia de
glicerol. A fragio de 35-60% (FI1), dessalinizada era coletada num
volume de 2,9-4,0 ml ou 92,9-44 ml1 conforme a coluna especificada
acima & logo ﬁtilizada para ot ensaios de LKR e/ou para outros

experimnentos.

5. Estudos de algumas wvaraveis sobre a atividade de LKR

5.1 — Influéncia do pH “

Para estes experimentos, utilizou-se preparagoes de 290
endospermas de 20 dap da versio normal, em Tampﬁo A como descrito
no rtem 3 acima. Alfquotas de 50 ul da FII (proveniente da saturagio
de 9354 com (NHa2L5804), que  continham ac redor de % mg/ml ‘de
proteina, foram utilizadas para o% ensaios de atividade da enzima
realizados na faixa de pH entre 5,0 ¢ 9,0 com trés diferentes tampies
a uma  concentragio de 100 mM no ensaiod! acetato de sddio pHs 5,0 e
5.9 fosfato de potdssio pHs 6,0 6,5 7,0 ¢ 7,5 e Tris-HCl1 pHg 7,5;

8,0; 8,5 ¢ 9,0



31

3.2 - Efeito da temperatura e da adi¢lo de agentes
protetores sabre a estabilidade da enzima em
extratos

Vinte endospermas normais de 20 dap foram, macerados
em TampXc A ou TampRo B, de acordo com o iftem 3, acima. A fragio FIT
(4 ml) Foi dividida em varias aliquotas, as quais foram colocadas,
separadamente durante 9 minutos, em diferentes temperaturas: @9C,
300, 3%UC, 40°C, 45°C e H0°C. Apds o tratamento térmico, tomou-se de
vcada uma destas aliquotas, 50 ul para ensaio de LKR, sempre feito em
duplicatas. Duas outras aliquotas foram armazenadas separadamente,
uma  no freezer a -209C (alfquota " FIIFf ou FIIf% , preparada
respectivamente em  TampHo A ou Tamp&o B) e outra na geladeira (FIlg
¢ FIlg® , relativamente ao TampSo A ou Tampiio B), =a fim de se

verificar a estabilidade da preparacfio em diferentes tampdes.

4. Estudos cinéticos

6.1 - Determinag¢io de Km para lisina e alfa-

cetoglutarato

Para estes experimentos utilizou-se aliquotas de 50

ul/ensaio da FIT obtida de preparagies de 50 endospermas normais
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opaco-2 de 22 dap homogeneizados em TampRo B, os quais continham

respect ivamente 2,49 e S,16 ma/ml de proteina, e atividades
especificas de 14,75 e 0.43 nnoles de NADPH oxidado.min™*.mg de

proteina—*,

Para a determinagio do Km para lisina foram utilizadas
as concentragoes de 120, B0, 40, 20, 10, 5 ¢ @ mM de lisina final no
ensaio, contra diferentes concentragies fivas de alfa-cetoglutarato:s

5, 4@, 20 e 40 mM. As concentragies dos outros reagentes  foram

mant idas nos valores usuais de ensaio.

Para a determinacio do Km para alfa-cetoglutarato
foram testadas as concentragoes de 40, 20, 19, &, 2,5, 1,25, & © mM
de alfa-cetoglutarato final no ensaio contra diferentes concentragies

Fixas de lisinas 4120, 80, 4¢ e 20 mM. Tambdém neste caso, manteve-se

as concentragies dos outros reagentes nos valores usuais de ensaio.

Os graficos foram expressos en velocidade da enzima
(V) como atividade especifica =~ nmoles de NADPH oxidado.min™,mg de
protefna”“ - yersus concentraglo do substrato [S1. 0s valores de Km
foram calculades através de andlise em computador pelo método de

Wilkinson (4961).
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6.2 - Estudo de inativagio da enzima frente & baixas
concentragoes dos substratos - 1lisina e alfa—
Eetoglutarato

fNGStQS experimentos, 2% endospermas normais € matantes
de 22 dap, foram homogeneizados em Tamp3o B e tratados, como descrito
anteriormente nos ftem 3 e 4, até obtengfo das FIl. As quantidades de
proteina € as atividades especificas destas duas fragbes eram,
respect ivamente, de 2,94 wmg/ml e 7,22 nmoles de NADPH
oxidado.min™".mg de proteina™*, para o material normal e 4,97 mg/ml €
2.:.6% nmoles de NADPH indado.min“*.mg de proteina™®, para o material
opaco-2. 08 enﬁaims_Foram iniciados com 5@ ul destes extratos, na
presenca de 0,629 mM de lisina ou de alfa-cetoglutarato e incubados &
30°C durante 40 minutos. Apds este periodo, eram adicionados aos
ensalios, pequenos  volumes que  elevassem & concentraclo final dos
mesmos para 49 mM de lisina ou 190 mM de alfa-cetoglutarato. A queda
na absorbf@ncia a 340 nm foi acompanhada de % em 5 minutos nos
primeir0§.1® minutos € a seguir de 40 em 42 minutos nos Wltimos 20
minutos de reaglo. Tanto os ensaios, como todos os controles e

brancaos, foram feitos em duplicatas.
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6.3 ~ Estudos de inibi¢830 pelo produto - sacaropina

Tanto 0s #tratos utilizados aqui, cone as
quanfidades, foram os mesmos descritos logo acima. 08 ensaios Fotam
preparados € dosados de maneira usual, exceto que, a eles,
acrescentou-se quantidades de sacaropina suficientes para obhtengio de

s,

concentragoes finais de ensaio de 9p 0,125 0,2

9

r 0.5 4,0 ¢ 2,0 mM.

7. Eletroforese em geis de poliacrilamida n3o-denaturantes

{PAGE). Caracteriza¢io da banda de LKR.

7.4 - Confecglo dos géis n3o-denaturantes

Os experimentos de cletroforese (em cuba vertical) em
sistema de tamptes descont inuos e nfo-denaturantes foram realizados a
pH’neutro de acordo com as instrucfes de Hames e Rickwood (4984). Os
geéis foram preparados em tamanho normal de (9 X 12)cm. comn  um
gradiente de acrilamida de H-40%  ou, onde indicado, a uma
concentraglo fixa de 64 de acrilamida no gel de resolugio. Como
catalizador utilizou~se a riboflavina a @¢,005 mg/ml final poar mistura
rde gel ou o persulfato de amonio a 0.035% final por misfura do gel de

resolucio.
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04 tampies e reagentes utilizados, estio especificados

abaixo, onde o “empilhamento” das proteinas ¢ feito a pH 7,0 , & &

separagio em pH 8,0.

a) Prepara¢io dos géis de
Gradiente ou Concentragio

Acrilamida

SOLUGGES ESTOQUES GRADIENTE

5%

AcrilamidaiBisacrilanidad(3d30:9,8)..4,67 mle.we 3,33

H
1

Tampdo de resolugio!

Trig~HC1 @,5658 M pH 7,00 ennnaryead 28 mluaaad,29

i

Riboflavina & mg/ml cuwwevwnvonswoned® Ulawswaal®

ou
(Persulfato de amonio £,9%)ceecnaa (2,23 ml)..(0.23
“‘Glicer‘ol 87Znuuuuunu.nululu-uuuuuuunun-ununuuiris

- H;,;O q-g')upun---ull-uuua-u---unuuu-n---i@ mlu........_.ﬂ.@

”-TE:MED.n-unun-uunun-nu-nl-unn--uun-uay:3 l.l]-s.nuar:.:}

rr )
resolugao -

fima de

CONC. FIXA

10% YA

Mlewwwuawe 6,9 ml

Mleaansosnndy 7o Ml

Blawnesannned@® 0l

MIdenuwnanii,9 ml)
Mlawaunvuanannaunw

Mlewvowanunnaad® ml

'.llunnu-uuuunz'.’.e u'l
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b)Y Preparagio do gel de empilhamento:
SOLUCGES ESTOQUES

B

AcrilamidatBisacrilamida(3050,8) i vanncunannunenlsas ml

H

- Tamp&o db gel de empilhamentos
(Tris-Fosfato 0,408 M pH &,0~acertado com HuP 042 .2,% ml
- Riboflavina Omg/mnleuecucunnnunucunonaunanunnnnanasat@ Wl
o
(Persulfato de amdnio £,9%) cevvevnnanunvaanaal®@,75 ml)
Hi® QoS uPununnnsnnumaunnnnunanunsnsonnnanannnnannad® Ml

"-.TE“EDI«'!-:In-n-uuulnnnuuun-u-u-uu!uuu---n-nnnn.u-uis lJ-l

¢) TampHo do Reservatdrios

- Barbital 30 mM (5,52 g/1) e Hepes 4,2 mM (1.2 9/1) a pH

7,5 ajustado com NaOH (tampfo usado sem diluir).

d) TanpRo de Amostrat

-~ Em todos os experimentos, as amostras foram colocadas no

gel no praprio tampio de extragio da enzima, acrescidas
de 10% de sacarose e de 0,002% de Azul de Bromofenol,

quando NECESSArio.
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A polimerizacio dos géis preparados  com
Riboflavina era feita sob incidéncia de lur fluorescente de
1% watts, durante 30 minutos em cada parte do gel (resolugio

e enpilhamento) .

Para os experimentos de detecgio de proteina
no gel utilizou~se cerca de 104150 ug de proteinacanal do
gel, enquanto que, para a detec¢Rlo da banda da enzima LKR

foram utilizados de 100400 ug de proteina/canal .

Todos os materiais, solugles e inclusive a
corrida em eletroforese eram mantidos entre @ ¢ 40, em
geladeira, para que nio ocorresse denaturacio da  enzima,
durante a realiﬁacﬁo do  experimento. 0 gel era subnetido a
uma voltagem constante de 420 volts (amperagem = 40_ maA
inicial) e a duracio da corrida era em torno de 4 a 6 horas.
Terminada a corrida, o gel era cuidadosamente retirado da
placa e dependendo se o gel fosse, respectivamente, revelado
para a atividade da enzima LKR ou corado para proteina, ele
era ou nao, lavado duas veres com tampBo fosfato de potdssio

1900 mM pH 7,2 gelado

N fixagio de proteinas no gel era feita por

um periodo de €,5 a 2 horas com a seguinte misturad
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SOLUGAO CORANTE:

~ Comassie Blue R-200.cusuunnununsunansnanannnnssnnn ey 8§

- Metanol B0 Juwwwsvnunsnncnnunnnannannannnunsnaanan 708 ml

-y

-'"' ﬁCidD E\CéthC) glacia\]n--n-----un-uu-u-n---uu---nu- (})C_ n‘]

Posteriormente, o gel era descorado nwx

seguinte solugiol

SOLUCAO DESCORANTE:

- M(‘:‘tan(’)] P-é-unu-u--u-n-n----nuunnuuuunun-nnunuunnuu:;}@@ l\’|1
- Acido acético glacialewueewnnnnnnnnnanonnnnanananaan’@ Ml

- H;"() de‘.‘stiladz‘:\unu-uu-nuun--uunnnuunuunu-ununnnuu---ué-’.‘ﬂ@ rﬂl

A mobilidade relativa (Re) das proteinas, ou

da enzima, era calculada dividindo~se a disténcia de

migracio destas, ou pela dist@ncia da frente de corrida do

gel, visualizada pela posi¢lo do corante Axul de Bromofenol

no gel ou pelo tamanho total do gel (quando era permitido

que o Azul de Bromofenol saisse completamente do gel, no

caso dos geis de gradiente).
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7.2 ~ Detecgloe da atividade de LKR em PAGE

A banda dalenzima LKR podia ser visualizada
no gel descrito acima (preparado com riboflavina) por um
Processo semelhante ao descrito por Susor e Rutter (4974).
Para isto, assim que fosse terminada a corrida, 0 gel era
lavado com tampio gelado como descrito logo acima ¢ incubado
por 4,5 horas a 39°C em 20 ml d& mistura de reaglo para a
enzima contendot tamplo fosfato de potdssio 100 mM pH 7,0,
lisina 20 mM, alfa-cetoglutarato (a pH 7,0) 10 mM e NADPH
5@6 uM. Depois deste tempo, o gel era lavado, sob agitagio
lenta, durante 410 minutos com tampiio, para que se pudesse
retirvar o 1xce$§o de NADPH n8o  impregnado no gel € logo a
segunir, colocado sobre um transiluminador de luz U onde era
entdo, rapidamente fotografado, com filme de 400 ASA Tri-X-

Pan com o auxilio de um filtro laranja.

A visualizagRo da banda de LKR no gel, sob
luz WV € possivel devido ano fato de que seu  substratao,
NADRH, fluoresce (em UY)  enquanto que o produto da reagio,
NADP+, nfo. Deste médo, enquanto gue a maior parte do gel,
impregnado com  NADPH fica fluorescente, quando colocado
sobre uma fonte de luz UV, a regiio bnde se encontra a banda
da enzima LKR, ndo vai apresentar fluorescéncia por que todo
- NADPH Histente ali foi logo oxidado pela enzima  até

NADRP™
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Devido & possivel ocorréncia de variagfes dos
valores de Re entre uma corrida e outra e para minimizar
este tipo de @rro, estes wperimentos eram feitos em
duplicétas nim mesmo gel de modo que, logo apds a corrida,
éste rodia ser dividido de tal forma que parte do gel podia
ser submetida A fixaglo das proteinas e parte podia ser

revelado para a atividade da enzina.

8. Eletrofaorese em geis de poliacrilamida com dodecil

sulfato de sodio (PAGE-SDS)

A metodologia de eletroforese em sistema de
tanpies descontinuos e dissociantes, descrita por Laemmli
(4970), foi utilizada com diferentes objetivos durante a
realizacio deste trabalho, sendo eles: a) observagio do
perfil de bandas obtidos ayravés desta metodologia, em
comparacio com a metodologia anterior (PAGE) para o material
normal € opaco-2, nos varios tratamentos realizadosy; b)Y
acompanhamento  do  estado dev purificacfo da enzima LKR
durante todas as etapas de purificaglc da mesma € )

determinagio do peso molecular relativo (M) da enzina.

Como em PAGE, os gdis também foram feitos em
tamanhao normal e com um gradiente de acrilamida de 5 a 20%4.

0 catalizador usado foi sempre o persulfato de amonio.



0 tampoes e reagentes

especificados abaixo, comoe se segued

a) Gel de resolugio (vol. final

SOLUCGES ESTOQUES : Mist.de

fcrilamidaiBisacrilanida(30:0,8)u. el b6
Tampiio de resolugHo:
Tl"i‘&‘;"'HC] SM F)}—l 878-.---u--n----uunun1724

SDS 1@%;-.-'5:unuunln.nn-uunlul!u-nunn@yi@

- Peroulfato de aminio 4,5 ccevunnnnu®,24

Glicerol 87% suvavwewnenonnanannnnnannt, 43
H;;‘,() q-g-p--uuun-unun-uuuunu-u---n-unuuie

TE{ME!:)u-u-unl--nunu---nu-u---nu--nuuu373®

b)Y Gel de empilhamento

SOLUCGES ESTOQUES

ut ilizados L

£y,
w4 /{.

ml

ml

ml

ml

ml

ml

= 20 ml)

Mist. de

" uaw a-a 1676)6

cessensd, 4
Pa—— Y
nenanaa@,204
nananawnd, 40
R

nunn-anﬁlyt’}@

AcrilamidaiBisacrilamida (30:10,8) i wneuwawxi, 30 ml

Tampdo de empilhamentot

Tris~HCl1 0,5 M PH é,8ucucnnuscnvannnnnnnawmyu® ml

SDS ,IL'ZZ uu.ln--u--nn--.uuuu-uu-unnununnnu-@yﬁ.@ n]]

Persulf. de aminiOueecennsonccansunannonnsea@r79 ml

‘"l:e()--l-.nnu-u-nn-u---u-uulu--lnnnuluuu--l-s.:iy:gfj rnl

TEME[)nunu--uuul--l-.u-uun-uunn-uu-n-un-uunnni@ ‘.’.1
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tHo

207

ml

ml
ml
ml
ml
ml

1l
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c) TampHo do reservatdrio?

- Tris—-glicina 0,0125 M pH 8,3 contendo @,4% de 8DS (3,0 g
de Tris-base: 44,4 g de glicina: 41¢ ml de 8SDS 410% e H.0

GuBula 1flitro, usado sem diluwir) .

d) Tampfio de amostra (2 X concentrado)s

- Tampao do Reservatdrio (ACima)eennunnnwnasaand,® ml

SDE; 1@%-‘-Il-un-ln-nn---unnuu------n-uunuuununu;}ys h\l

- 2-mercaptoetanol 1007 ceiccccsnwunnnnanwnasunaa@r,o ml

ﬁ::lll dc\ BI’C)D'IO'F(-I‘NO] Oygxnn-aunuu-un-nununuunney@u\j r“l

H

- H;;-,O qa‘f)np--n-un--n-n---nunnu-nuu-uunnn-unnununi@ fnl

Fote tampfo era guardado a -200C em aliquotas de 4 ml.

& quant idade de proteina colocada por
pocinho, nestes gdis variava entre 101900 uyg, dependendo da
metodologia de fixagio de proteifnas que iria ser usada a

seguir ou do objetivo final do experimento.

& corrida em PAGE-SDS foi sempre realizada i
temperatura ambiente sob voltagem constante de 590 V no gel

de empilhamento e de 400 V no gel de resoluglo.
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8.1 - Outros métodos de fixagSo0 de proteinas em géis

de poliacrilamida

Normalmente, a fixacHo de proteinas em PAGE

4

ou PAGE-SDS  foi sempre feita como descrito no item 7.1

acima, mas dependendo da sensibilidade requerida ou do
ohjetive do superimento, também foram utilizados,
respect ivamente, 0s seguintes métodos: a) Metodologia de
fivacio com a associacio Comassie Blue-Prata, descrita por

De Moreno e colaboradores (498%) e bIFixagBo com KC1 @,205 M

descrita por Hager e Burges (1980).

9. Cromatografia de troca idnica em DEAE - celulose

Nos experimentos de cromatografia de {troca
isnica do material normal e opaco-2, procurou-se aplicar as
colunﬁﬁ sutratos um pouco mais purificados e para tanto, O
\procedimento usado foi o seguinted 60 endospermas de 22 dap
(de cada material) foram homogeneizados em 335 ml do Tampiao
B: os homogenados foram filtrados em gaze e submetidos & uma
centrifugacio de 3.000 X g (Rotor JA-20), por 12 minutos =
,4007 para remocio dos restos celulares. 0s sobrenadantes
foram a Seguir Submgtidos A centrifugagio de 1035.000 X g en

rotor 70 Ti (Centr {fuga Beckman -~ Ultra Model LB ~ 80 M) por
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i hora a  4°C e estes sobrenadantes fracionados com
(NHa)2504. A Ffragho entre 235-60% de cada material, obtida
poOr centrifugacio a 22.000 X g, era ressuspensa em 1 mlr
coletada apds dessaﬁinizacﬁo em 3,5% ml e diluida (4243, em
Tampio B, para uma concentragfo de proteina ao redor de 3
mg/ml, para posterior aplicag8o as colunas (§ X 0,9 cm) de
DEAE~celulose, previamente montadas e equilibradas em Tampio
B. As quantidades de proteinas colocadas nas colunas foram
de 22,23 e 22,26 mg respectivamente para o material normal &’
opaco-2. Seguindo-se a colocagfo das amostras, as colunas
Foram lavadas com o Tampfo de equilibrio (50-60 ml) até
obtencio de absorbdncia a 280 nm, menor que 9,923 e entfo, a
eluigio era feita com gradientes lineares (60 ml) de 0-0,3 M
de KC1 no mesmo  tampBo. As  fragtes coletadas tinham  um
volume de 2,20 ml e aliquotas de %10 ul e 100 ul foram
utilizadas para as dosagens de prote?na e atividade de LKR,
respect ivamente. As fragies eluidas das colunas Com
gradiente de KCl1 ¢ que apresentaram maior atividade da
enzima, foram reunidas e precipitadas até 704 com (NHa2250a4.
0s precipitados de cada material, assim obtidos, foram
ressuspensos em  volumes minimos do Tampio B (0,5%-0,7 ml)
para uma concentracio de proteina em torno de 4L mg/ml,
dessalinizados por didlise contra duas veres 500 ml  do
mesmo tampio € a seguir, este material foi usado nos

evperimentos de PAGE e PAGE~SDS, ou para outros ENSRI OB
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10. Determinacio do Peso Molecular Relativo (M) da

enzima

O M. da enzima foi determinado por trés

metodologias diferentes, como se segued

1i0.4 - Gradientes de sacarose

Para estes edperimentos, foram utilizados 4¢
endospermas de 20 dap de cada versio - normal e opaco-2 -
homogene i zados em  Tamplo B sem glicerol, como descrito no
item 3 acima. Aligquotas de 0,2 ml da FIIL, quer do material
normal  como do material mutante e que cont inham,
respect ivamente, cerca de 4,% e 2,0 ny de proteina, fToram
depositadas em gradientes lineares de sacarose (9 a 2090 de
4,6 ml (volume total = 4,8 nl) preparados com o tampzo de

wtragio da enzima, também na auséncia de glicerol. Apds a
‘centrifugacﬁo a 90.020 X g em um rotor SW 43K da 8pinca,
por 47 horas a 4°C, as fragoes (25 de @ ,2 ml) eram colhidasg
do fundo para o topo do gradiente com o auxilio de uma bomba
peristdltica, Dois marcadores, hemoglobina bavina (M-
44,.500) ¢ catalase (Mr 240.000) eram colocados juntamente
com a amostra, em quantidades de 3 a % mg respectivamente,

ou em gradientes paralelos e secus perfis determinados
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sequndo ftens 12 e 413 (Material e Métodos). Em alguns dos
exper imentos s¢  foi colocada a hemoglobina como marcador .

Aliquotas de 450 ul destas fragoes foram utilizadas para a

dosagem da atividade de LKR.

0 peso molecular da enzina, foi caloculada én
relag®o a  um ou outro dos padrfes utilizados, de acordo com
Martin e fAmes (19464), através da formulas

&Y

S v M
w4, et Ko r pwdro
e s e e 1 e FR e oo o e s o o ot B ] e e e e e e o e et e o y
4o .
pe 4] Velawmaonh « Mr‘ cewe by .

onde, r = dist@ncia em centimetros do topo do gradiente &
banda de proteina, 8. & Sa corresponden respectivamente aos
coeficientes de sedimentagio do padrfo e da amostra e M. =

peso molecular relativo.
16.2 - Filtragao em gel Sephadex G-209

Uma coluna (41,7 X 60 cm) de Sephadex G-200
foi montada € equilibrada em Tampio B diminuido de glicerol.
0 flusto variou entre 8 e 19 ml/hora ¢ a pressio de operaglo
’usada foi de 40,5% a 11 cm. O volume de exclusio da coluna
foi determinado pelo volume de eluiglo de Blue Dextran 2.000

(M- = 2,000.000) ¢ para a calibragio das colunas foram
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utilizadas os seguintes padriess catalase (de figado
boving), albumina bovina e ovalbumina, numa concentracio de
190 a 195 my/ml de proteina. A amostra ¢ os padroes (@,7 a 1,9
ml, contendo 419% dé glicerol) foram aplicadas & coluna e a
seguir foram coletadas fragles de 2,0 ml, em presenga de
glicerel para uma concentracio de 40% final, onde indicado.
A amostra, submetida 2 filtraclo em gel, foi
proveniente do material normal com 2@ dap hmmmge%éixadu en
Tamp&o B. Nestes edperimentos Fforam utilizadas, tanto
aliquotas da FII, como tambeém, uma fraglo mais purificada
deste material, obtida apds cromatografia em DEAE-celulose.

Maiores detalhes, se encontram em Resultados — (tem 6.

19.3 — Eletroforese em géis de paliacrilamida

A eletroforese em PAGE-SDS ou PAGE foi feita
como essencialmente descrita anteriomnente nos itens 7 e &,
senda que ., para ® determina¢ﬁd do M. da enzima eram
aplicados, nos gdis, padries de peso molecular. Deste modo,
em PAGE, utilizou-se um “kit” de calibraglo da Pharmacia de
alto peso molecular (HMW) ,o0 qual foi preparado de acordo
com as instrugtes do fabricante para este tip; de gel, e
continha os seguintes padroes: tiroglobulina (4669.000) que
nao entrou no gel; ferritina (440.000); catalase (232.000);

lactato desidrogenase (140.000) e albumina (67.000). Em
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PAGE-SDS,este mesmo  “Kit” HMW, foi preparado sob condigtes

dissociantes, também de acordo com as instrugdes do
fabricante. Neste caso, o0s valores de peso mnolecular
utilizados como padries passavam @’ er o8  seguintest

tiroglobulina (330.900): ferritina (metade da subunidade -
A2¢.,000):  albumina (67.000); catalase (60.000); lactato

desidrogenase (34.000) ¢ fervitina (18.500).

0 peso molecular da amostra  fFoi eat imada
atraveés de uma curva de calibrag8o de log M. versus
mobilidade da amostra ¢ dos padrfes no gel (Re) e através do

método de Plikaytis e colaboradores (19860 .

44. Purificag3o de LKR e caracterizaglfo imunolodgica

A purificagfo da enzima € sua caracterizagio
atravds de testes imunoldgicos, foram feitas como se segue

(Ver também Tabela IV

$14.14 - Extrag¢3o, fracionamento em (NHZ)Y=50, e

ultracentrifuga¢io

Todas ag etapas foram realizadas entre 0 e

4°C. 0 material utilizado para a purificacio da enzima foi
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a versao normal da  linhagem em estudo. Cerca de 3.000
endospermas de 20 dap foram utilizados para a extragio de
LKR homogencizados em liquidificador com 1.000 ml do Tamp&o
B. O Hommgeneizado.Foi filtrado em gaze, centrifugado =
22,106 X g (FI), fracionado até 3%5-607% com (NHa)uS0. =&
dessalinizado em 4 colunas de Sephadex 6-25 (20 X 1.%om
como descrito anteriormente no ftem 3. O volume total obtido
das 4 colunas (43 ml) foi logo diluido para 78 mi (FITY em
Tampio B e submetido a uma centrifugauﬁo de 4 hora a 105,000
X g emrotor 70 Ti -~ Centrifuga Beckman Ultra Model LB-8B0M.
0 sobrenadante (FRAGAO III ou FIII - 76 ml) foi diluido trés
vezxes no  tampfo acima, para uma concentragio de proteina en
torno de 2 mg/mt e foi = seguir aplicado em uma coluna de

PEaE-celulose .

11.2 - Cromatografia de troca idnica em DEAE -~

CELULCSE

Uma coluna de DEAE-celuwlose de dimensdes (48
X 2,%cm foi montada e equilibrada  em Tamplo B para este
evperimento. A amostra acima (FITI), contendo 4472 mg de
proteina, foi aplicada & coluna ¢ a seguir, a coluna foi
llavada com cerca de 500 ml do mesmo tampfo, até obten¢gao de
absorbincia a 280 nm menor que 9,9%. A e¢luicio da coluna Féi

feita caom  um gradiente linear (250 ml) de 2-0,5 M de KC1 em
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Tampio B. As fragdes coletadas tinham wum volume de 5 ml e

aliquotas de 20 ul foram utilizadas para a dosagem de LKR.
s fragies que apresentaram maior atividade especifica da
enzima LKR (fragoes de 25 & 29) Fforam reunidas e
precipitadas até 70% com (NHa)w»S0a. 0 precipitado, obtido
por centrifugaclo a 23.700¢ X g, fOoi ressSUspenso num minimo
volume do tamp@o de extracio e dializado contra 2,7 litros

do mesmo tampio, durante a noite.

11.3 - Cromatografia de afinidade em Blue—~Sepharase

CL-éB

A FRAGAO acima (FIV)Y obtida apds didlise em
3,0 ml, contendo 17,34 mg de proteina, foi submetida =R
cromatografia de afinidade em uma coluna (8 X 4,5)cm  de
Blue—~Sepharose CL-6B, montada e equilibrada também em Tamp&o
B. Durante =a lavagem e eluigio da coluna, o fluxo foi de 9
ml/hora, enquanto que, durante =a aplicacio da amostra,
manteve-se um  fluxoe menor de 6,6 ml/hora. Apds a penetracio
vde toda & amostra, a coluna foi fechada por 39 ninutos para
permitir que houvesse maxina ligacio da proteina (enzima) &
resina. A seguir, a coluna foi lavada com 50 ml do tampRo e
Qquilfbrio até absorbfincia a 280 nm  menor que 0,04 e =a
cluicio foi entlo feita com um gradiente linear (30 ml) de @

a 15 mM de NADPH no mesmo tampio. As  fragies coletadas
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(2mnl/tubo)  foram individualmente colocadas em sacos de

didlise ¢ entfo dialisadas contra 4,5 e 3,0 litros de

Tampfio B, ‘durante a noite. Aligquotas -de 1% ul e 100 ul
destas fragies foram utilizﬁdas para a dosagem de atividade
da enzima e proteina respectivamente. Todas as fragles do
pico de atividade de LKR (fragfes 10 a 16) foram novamente
dialisadas (1 fragRo/tubo de dialise) contra duas trocas de
2?2 litros do tampfo fosfato de potassio 10 mM pH 7,0 contendo
EDTA 4 mM e DTT 4mM durante a noite. A seguir, elas foram
recolhidas individualmente, liofilizadas e guardadas a =209
(FRAGAO V) ou logo utilizadas na preparacdo do anticorpo e

nos experimentos de eletroforese em géis de poliacrilamida.,

£4.4 - Preparagio de anticorpo contra LKR

Cinco das amostras liofilizadas,  como
descrito acima, que continham maior atividade - de = LKR

(fraghes de 14 a 19 e um total de 2,% mg de proteina, foram
FESGUSPENGRE cada uma em 100 ul de Mo e 100 ul do tampio de
amostra 2 X concentrado, normalmente usado em PAGE-8DY (ver
item 8 descrito anteriormente). A seguir, as amostras foram
fervidas durante S minutos € aplicadas em 3 gédis de PAGE-SDES
(cerca de 40 ul  de amostra/canal - sendo, 23 canais usados

com as amostras € 4 restantes com os padroes de  HMW)

preparados e corridos, como descrito neste mesmo ftem. &



52

fivacio das proteinas nos géis, apos corrida;_Foi feita com
KC1 6,29 M e DTT imM (Hager ¢ Burgess, 1980) & a banda de
alto peso malecular (134.9000), enriquecida durante =
purifi&ac%o de LKR (Frgura 24) foi removida dms‘canais com ©
élelio de um bisturi. 05 pedacinhos de géis foram deixados
durante =a noité a =70, liofilizados no dia seguinte até

ficarenm completamente secos & a seguiy macerados com 13 ml

tampio fosfato de potdssio 26 mM pH 7,0 estéril. M
SUSPENSHO , assim obtida, foi utilizada para injegio

alternada, com diferen¢ga de 1 semana, em dois coelhos machos
da linhagem New Zealand, em trés etapas durante um periodo
de cérca de 2 meses. Na & gtapa aplicou-se 4 ml  da
suspensiio, acrescido de 4 mwml do tamplo acima e 2 mi do
Adjuvante Complefo de Freund; na 2% etapa (15 dias apds =a
primeira) aplicou-se 2 ml da suspensio, misturados em 2 ml
de Adjuvante Incompleto de Freund; na 3™ (cerca de 30 dias
apos a‘ﬁ“) foram aplicados 3 ml da suspensfo, misturados com

2 ml do Adjuvante Incompleto de Freund.

Tanto o soro inune como nao-imune dos coelhos
foi coletado por d@cantacﬁﬁ das hemdaceas do sangue, deixado
em geladeira durante & noite (ou por 3 horas a 37°0) e
posterior centrifugagio de 419 minutos @ J.000 X g
(Centrifuga de mesa Evcelsa Baby -~ FANEMY. A seguir, os
dois tipos de soro foram aliquotados em tubos epﬁendor??%,
submet idos a mais uma centrifugagio de 9 minutos a 10.000 X
g e 08 seobrenadantes guardados em pequenos volumes de 200 ul

[P

UNICAM
BINLIOTECA CENTRAL
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n 200, até  um pouco antes do uso, nos  ensaios

imunoldgicos.

{i1.5 - Uestern Blot

Seguindo-se A& corrida  das amostras  dos
experimnentos de purificagio (ou de outros experimentos) em -
PAGE-SDS, os géis eram deixados durante 2 horas 2
temperatura ambiente em Tamp#o de Transferéncia (Tris-base
48‘ mM, glicina 39 mM, SDS 0,14 e metanol 204 e
posteriormente suas proteinas eram transferidas pPara
membranas de nylon Hybond-N, por um periodo de 2 horas com 0
auxilio de um  aparelho da LKB - Multiphor Novablotb
Electrophoresis Transfer Unit -~ mpekando a 2,8 mA/en® no
mesno tampio acima. As membranas eram, em sceguida, incubadas
com agitagio rotatdria, a 37°C por 4 hora em solugfo salina
tamponada (TBS) a pH 7,6 (Tris-HC1 20 mM, NaCl 4137 m)
contehdo 9,1i% de Tween—20 e S% de leite desidratado e
desengordurado (Molico) e logo apdis, transferidas para uma
solugao de TBS contendo 5% de Molico ¢ mais o antisoro a uma
diluicfo de 11500, na gual, eram incubadas a 37°C, durante a
noite, tambénm com'agitacﬂo rotatdria. As membranas eram
entio, endaguadas 2 vezes rapidamente com Tween—-20 0,14 em
TBS (TRS-T) e depois lavadas 3 vezes por perifodos de 49

minultos em TBSE-T. As memnbranas, assim lavadas, eram
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incubadas a 3790, com agitagio, com o conjugado Proteina A ~
I*#=% (40 uCi} em TBS durante 4 horas, depois do que elas
eram novamente enxaguadas, lavadas comoe descrito acima e
secas normalmente sbbre paéel' de filtro Watman 3MM. Depois
de totalmente secas, elas eram expostas sobre filme de Raio

X, durante a noite a -70%.

i2. Ensaio da atividade de catalase

A catalase, quando colocada como padrfo nos

gradientes de SACArose, Era medida de acordo com &
metodologia descrita por Terenzi ¢ colaboradores (1971)

utilizando-se Me0n e KI como reagentes.

13. Dosagem de hemoglobina

A hemoglobina bovina, também utilizada como
padrio nos gradientes de sacaregse, era mnedida pela suan
absorbincia em 54% nm, de uma diluicRo de 190 ul de cada

fragfo do gradiente para 4 ml da mistura de reaclo da enzima

LKR, depois de terminada a incubagfo da mesma.
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14. Dosagem de Proteina

A quantificagfo de proteinas foi feita por

uma modificacio do método de Bradford (Spector,i1978).

Nos edperimentos em coluna, a quantidade
total de proteina foi monitorada através da absorbancia a

280 nm.

i5. Reagentes

l.-lisina, acido alfa~-cetoglutdrico, NaADPH
(tipo IIIY, resina de troca ionica, DEAE~celulose, catalase,
“albumina de soro bovino, ovalbumina, DTT, 2-mercapioetanol,
barbital, 8D, TEMED, MTT e PME foram obtidos da SHigma

Chemical Co., St. Louis, Mo., EUA.

yp

e resinas  Sephadex 6-2% e 6-200, Blue-
Sepharose CL-6B e o “Kit” de peso molecular HMW (ART NO.LL7~
QAAG--Q1L/40 - C-009-03) foram adquiridos da Pharmacia, F.

Chem. AB. Uppsala, Suéciaa

Proteina A ~ I*™% o o +filme de Raio X
(Hyperfilm -~ MP) eram provenientes da Amersham International

F) l~0-
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CAdjuvantes completo e incompleto de  Freund

cram da Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA.

Tados os  demais reagentes utilizados  foran
sempre provenientes da E. Merck de Darmstadt, Alemanha, ou

Riedel—~de Haen A6 Seelze~Hannover.



57

ITI. RESULTADOS

i. Padr3o de atividade de LKR durante o desenvolvimento

do endosperma de milho normal e opacao—-2

Arruda e Silva (4L983), Jja haviam demonstrado

que a atividade de  LKR aumenta com o inicio do
desenvolvimento do endosperma, atinge um pico ao redor de

20 dap e entho decresce prmgreéﬁivamente em diregio &
maturidade da semente. Posteriormente, Arruda €
colaboradores (1984), concomitantemente & Hadzi e Sukalovic
(4984), investigando sementes de linhagens de milho normal e
mutante opaco-~d, sugeriram dque esta enzima  estava  sob
controle do gene opaco-2, de modo que a Presenca deste gene
mutante no  endosperma de wmilho, levava a um declinio na
atividade de LKR durante o desenvolvimento deste tecido, =a
exemplo do  que pode ser observado para a linhagem utilizada
comne material de estudo desta tegse (Figura 4), onde aos 29
dap a versao normal  apresenta niveis de atividade de LKR

trés veres maiores que a VErsio opaco-2.



FIGURA 4 ~ atividade da enzima LKR em fungfo da maturagio

da semente, em dias apds a polinizagio (dap).



Normal
\—Opaco-2
N

35

30

|
25

'3}

10
S

(1-6w ¢y-uiw *opDpix0o HJQVN 8P sejow u ) ¥MT 30 3QVAIALY

Polinlzacgdo

Apos a

Dias



59

2. Fracionamento em sulfato de ambnio. Efeito do pH,
temperatura e estocagem dos extratos em
presenca/auséncia de agentes protetores no extrato,

sohre a atividade da enzima.

Uma alta atividade de LKR entre 25 e 7% de
saturacio com (NHa)ab0. jd havia sido previamente encontrada
por frruda & colaboradores, no entanto, afim de iniciarmos o
trabalho proposto Jd com preparaGies Um POUcCo mais ricas em
atiQidade da enzima, procuramnns  encontrar a faida de
saturagho, com © sal, mais estreita, na qual pudesse estar

concentrada a atividade da enzima. -

Os ~xpériment0$ foram feitos com sementes de
20 dap da versic normal, como descrito ém Material e Métodos
- ftem 4, & o0& resultados dog experimentos feitos em duas
etapas se  encontram na Tabela I. A superposicio destas duas
etapas de Ffracionamento (Figura %) nos permitin concluir gque
poder{amms encontrar @ atividade de LKR mais precisamente
entre 3% e 607 de ﬁgturacﬁo com (NH) o804, A recuperacio de

proteina nestes experimentos foi senpre em  torno de 460 a

7%,

A partir da determinagio da fFaiua ce
saturacio onde poderia se encontrar maior atividade de LEKR,
todos os outros experimentos passaram a ser realizados com a

fracio obtida entre 3%5-60% (FRACAO 11 ou FII) ou com uma



TAZBELA I - Fracionamento em (NH4)ZSO4, utilizando-se o material L1038 normal, 20 DAP. O extrato foi

preparado segundo Material e Métodos, sendo gue para os ensaios foram sempre utilizados

50 pl de cada fragc2o. {EB = extrato bruto).

FR

EB

F1
F2
F3

EB

F1
F2
F3

Etapa 1 -~ Fracionamento: 0-20%, 20-40%, 40-60%

ACAO PROTEINA VOLUME ATIVIDADE TCTAL
(mqg) TOTAL (ml) { nmoles.min?lfracéo'l)
33,75 15,0 117,36
(0-20%) 0,43 2,5 1,07
(20-40%) 8,16 2,5 3,75
(40-60%) 9,56 2,35 86,24
" (60-80%) 2,99 2,5 0,00
Etapa 2 - Fracionamento: 0-30%, 30-50%, 50-70%
31,54 14,6 172,13
(0-30%) 1,14 2,5 0,80
(30-50%) 10,77 2,5 : 68,59
(50-70%) - 6,79 2,5 36,71

e 60-80%

RECUPERA
RPARENTE

(100)

77,6*

(100)

61,6%

ATIVIDADE
ESPECIFICA
( nmoles.
.min?lmg'l)
3,48

2,49
0,46
9,02
0,00

5,46

0,70
6,37
5,41

PURIFICAGEQ

(1,0

3,4%

(1,0)

2'3**

* Representa a recuperacdo aparente levando-se em conta a soma das atividades totais durante o fracionamen:zo

** Representa a purificacdo obtida em relacdo ao EB, levando-se em conta a soma das atividades especif

rante o fracionamento.

icas du

09



FIGURA

5

Superposicio das duas etapas do fracionamento
com (NHa)2804. A atividade de LKR, aqui esta
expressa em  atividade total.fragBo™*, ou seja,
em  nmoles de  NADPH oxidado.min™*,volume de
fragiom?*, | | e va , corresponden
respectivamente &s etapas I (0-20%, 20-40%, 40—

GOX e H0-80%) e 11 (0-30%, 30504 e UO-70%).
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fragio ainda mais purificada gue esta. Deste modo, a FIT foi
entdao utilizada nos edperimentos que se  seguem, confomne

descrito em Material e Métodosz -~ iftem 5.

A influéncia do pH na atividade de LKR foi
estudada na faiva de pH 5,9 a 9,0, utilizando~-se para isto
trés diferentes tamples como estad demonstrado na Figura é
Comn podemps observar, a enzima apresentou  um  maximo de
atividade em pH 7,0 quando foi utilizado o tamplo fosfato de
potdssio. Esse resultado eata em acordo com o encontrado

anteriormente por Arruda e colaboradores (1982).

0 efeito do aumento da temperatura e da
eastocagem dos jextratoé sob diferentes condigdes foram
testados em  extratos preparadoz na auséncia (Tampio A) e
presenga {(Tamnpio B)Y de protetores enzimdticos - glicerol 495%
¢ 2-mercaptoetanol SmM ~ como descrito em Material e Métodos
~itens 3 e B.2. Na Tabela 11 pode ser observado gque @
atividade especifica da enzima em fungio da temperatura tem
0 MESMO compartamento, independente do extrato ser preparado

em Tampio A ou Tampio B.

Quando se medid a atividade da enzima da FIT,
na presenga e auséncia de protetores, durante a estocagem de
aliquotas guardadas em geladeira {(g) ou freezer () (Tabela
1LY, verificou—-se que.para o material normal, a atividade
especifica da  enzima praticamente nio se altera até depois
de 24 haras da extraglo da mEsma, independente  da

preparagao, mas a partir de 48 horas, observa-se uma gqueda



FIGURA &

Aatividade de LKR em funcio do pH. fAc A ),
tampRo acetato de sdédior ( O——=©0 ), tmhpﬁm
fosfato de potdssio e (F——-———#), tampio Tris-
MC1. Todos os tamptes foram utilizados na

concentracio de 100 nM Ffinal nos ensnios.



63

80 pH

es

10,001

g g 3 g

© < ~N

1-DUI401d ap BW *| “uiw * OPDPIXO HJQVYN P s2jow U



64

TABELA II - Efeito da temperatura sobre a atividade de LKR na fra-
¢80 de 35-60% da L1038 normal, preparada em Tampdao A
(fosfato de potédssio 100mM pH 7.0 contendo lmM de EDTA
e 1lmM de 2-mercaptoetanol) ou Tampac B (fosfato de po-
tdssio 100mM pH 7.0 contendo lmM EDTA, 5mM de 2-mercap-
toetanol,e 15% de glicerol).

Temperatura ) at%vidade.dg LKR ) -1
(OC) (nmoles de NADPH oxidado.min ~.mg de proteina )
Tampao A Tampao B
0] 10,07 10,74
30 10,58 11,89
35 10,37 11,52
40 10,05 11,38
45 6,57 9,05

50 | 0,10 0,00




65

TABELA III - Efeito da estocagem da fragdo de 35-60% sobre a es-

tabilidade da enzima LKR, utilizando-se a L1038 nor
mal como material, na auséncia (Tampdo A) e presen-
¢a (* - Tampao B) de protetores - 2mercaptoetanol

5 mM e glicerol 15%.

Tempo FiIlg FIIf FIIg* FII£*
(horas) (nmoles de NADPH oxidado.min—l. mg de proteinas—l)

0 10,07 10,69 10,69 10,69

24 11,58 11,98 11,15 7,41

48 7,07 6,77 11,21 8,33

1 més 0,70 5,06 10,43 9,05

FIIg e FIIf - correspondem as aliquotas da freg¢do proteica obtidas

entre 35-60% de satura¢ao com (NH4)ZSO4 estocadas respectivamente

_em geladeira e freezer. (ver Material e Métodos).
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de atividade na preparacho feita em Tampio &. Na preparagio
da enzima em Tampio B, pode-se observar atividade até 4 més
apds a extraglio, mesmo na aliquota estocada em geladeira -
Fllg¥. Em contrapartida, nas ‘alfquotab estocadas &m
geladeira (FIlg) e freezer (FIIFf) preparadas em Tampao A&, =
atividade da enzima se apresentoud quase ausente em Fllg
com uma queda de cerca de  H0% en FIIFf. Extratos nmais
purificados que a FII apresentaram uma estabilidade de LKR
inversamente proporcional ao nivel de purificacio da enzima,
mesmo em  Tamplo B. Estes resultados ndo estio demonstrados,
mas foram observados na medida em  que o0 edperimentos de
purificacio foram sendorrealizadOQ, e na realidade, estdo em

acordo com o esperado.

3. Estudos cineticos

Uma vez que, © matefial vegetal wutilizado
neste estudo, difere genotipicamente daquele usado por
Arruda e colaboradores (4982), era de interé@sse determinar
os valores de Km para os substratos lisina e alfa-

cetoglutarato, neste material.

Para tanto, na determinagfo do Km  para
lisina, de acordo com Material e Métodos - ftem 4.4, =
concentragio de NADPH foi mantida a wum nivel constante,

enquanto que a lisina foi tomada como substrato wvariavel
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(concentracoes de 0, 9, 10, 20, 40, 80 e 4120 mM) na presenca
de concentracoes fTixas de alfa-cetoglutarato (5, 10, 20 & 40
mHY & na determinacio do Km para alfa-cetoglutarato, da
mesna forma  a concentracgio de NADPH  permanecen constante,
enquanto que, © alfawﬂetogiutarato passoill a ser o substrato
varidavel {(concentractes de 0, 1,295, 2,9, S, 10, 20 ¢ 49 nM)
em presenca  de concentragdes fidas de lisina (20, 40, B0 e

120 mM) .

O0s  dados apresentados em graficos de V
(velocidade) versus L[81 (concentraglo do substrato) estio
demonstrados nas  Figuras 7{(4,B) e 8{(A,B) respectivamente

para o material normal e opaco~-Z.

O Km para lisina, nos materiais normal e

opaco-a2, foi calculado atravds de anadlise em  computador,
pelo método de Wilkinson (4964) para uma  concentragio

constante de S5 omM de alfa-cetoglutarato. O0s valores
encontrados foram de 8,7 e 4,1 mM, respectivamente para =a
l“,....‘.'.’. - gy o - S & | - . 1 . & &7 4 H oo o A g

versao nornal € opaco~Z, 0% quais gstao  bem proximos do
valor de 5,2 mM encontrado por Arrada e colaboradaores

4982 .

0 Knm para alfa-cetoglutarato n{o foi
calculado nesta tese, devido ao fato de que o0s estudos
cinéticos realizados com este subatrato demonstraram
resultados bastantes complexos, como pode ser constatado nas

Figuras 7(B) e S9{(B) donde se observa forte inibigRo da



FIGURA 7

Cindtica de LKR no material normal. (A

Velocidade de LKR  em nmoles  de  NADPH

oidado.min™*.ng e proteina™®* (Q) VErSUS
concentragio do substrato L-lisina, &1
diferentes concentragies fimas ce alfa-

cetoglutaratos 5 mM ( O—13 ), 10 oM ( B—= ),

20 mM ( O===0 ) e 40 mM ( S—B ). (B):

Velocidade de LKR VEF GBS concentragio do
substrato alfa-cetoglutarato,  em diferentes
concentragies fivas de L-lisinas 29 mM

¢ F—0 ), 40 mM ( @8 ), B2 oM ( OO ) &
129 va( 0 Y. 05 ensaios foran realizados com
aligquotas de H2 ul  da FRAGAO 11, obtida de uma.
preparagio de ﬁ®'end0§perma$ normais, de 22 dab,
em Tampaao B & que continha 2,49 mg/ml de proteina
e atividade especifica de 44,75 nmoles de NADPH

axidado.min™*,mg de proteina=*, (Ver HMaterial e

Métodos ~ Ttem 6.4).
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FIGURA 8 - Cindtican de LKR no material mutante opaco-2. (A):
Velocidade de LKR £m nmoles de NADPH
odidado. min™*, mg de proteina~?* (V) versus
concentragio do substrato L-lisina, @m
diferentes concentragtes do  substrato alfa-
cetoglutaratos 5 mM ( O—0 ), 10 mM ( 8—=a ),
20mM ( O-=--0O ) & 490 mM ( 8—=B9 Yuo (B3
Velocidade de LKR versus toncehtravﬁo do
substrato alfa-cetoglutarato &M diferentes
concentragies Ffixas de L-=lisinat 20 miM
{ O—L >, 40 w4 ( BH—B >, 80 mM ( O~~-0 ) @
129 M ( B—G ). 0s ensnios foram realizados
com aliguotas de S0 ul da FRAGAO 11 de uma
preparacac de 59 endospermas mutantes opaco-2,
homogeneizados em TampﬁQ'B, ¢ gue continha 5,46
mg/nl de proteina e atividade especifica de
2,43 nmoles de  HNADPH oxidado.min=*.mg de
proteina~*, (Ver Material e Métodos -~ item

(.)ui) "
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atividade de LKR & medida que se aumenta a concentragio de

alfa—-cetoglutarata.

Durante os estudos de determinacio de Km para
lisina € alfa-cetoglutarato, pudemas verificar que em
presenca de baixas concentragtes destes substratos ocorriam
desvios da curva normal de velocidade versus concentragio do
substrato (V versus [51). Unma das explica¢gbes para tal fato,
poderia ser que nestas condigdes, @ enzima sofre
inativagao durante o transcorrer do enssio. Com base nesta
‘suposiclo, foram realizados experimentos segundo Material e
Métodos -~  {tem 6.2, 0s resultados estiio mﬁﬁtrad0$ na Figura
7, onde 96 e 9B, correspondem respectivamente ao estudo dn
enzima frente a-baixas. concentracéeﬁ de lisina e alfa-
cetoglutarato para o material  normal (FILY e 9C e 9D,
correspondem a  lisina ¢ alfa-cetoglubtarato para a versio
opaco-2 (FIIN. As FIT normal e opaco-2, continham 2,91 e
4,97 mg/ml  de proteina e atividades especificas de 7,22 ¢

A

2,65 nmoles de  NADPH widado.min™* . mg de proteina™?®,

respectivanente.

Nas Figuras 90, B, C e D estamos mostrando e
comparando 0t niveis de queda de aborbancia a 3490 nm, dos
"e - ~ N
brancos (reagao ocorrida na auséncia do substrato em
e ’ - . "t
questan) com o0s niveis de queda em baixas concentragies,
aseguindo-se logo apds, a adicio de altas concentragies do
asubstrato, adicionado aos 10 nminutos de ensaio (seta sabre

os graficos). A medida de absorbincia foi feita de 5 em o



FIGURA

9

Estudo do comportamento da enzima LEKR  em
presenga de  baixas concentragdes de substrato.
0w graficos estldo %xpfﬁﬁﬁoﬁ em absorbancia &
349 nm versus tempo de reaglo  em minutos. Br
{ = pegaglo ocorrida na auséncia de substratod;
()  eEnsaios controlesy {(———-) ENGaios
experinentais. & seta indica o tempm'em que'foi
adicionada uma maior gquantidade do substrato em
wﬁtudbu (") e (B) referem—-se, respectivamente,
ag eciado de lisina e alfa-cetoglutarato, no
mate. " 1 normals (G & 1§0)) referem—se
fgualo~nte a lisina ¢ alfa-cetoglutarato, no
material opaco-2. (Ver Material e Métodos -

feem $.2).
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minutos nos primeiros 40 minutos € a seguir de 10 em 10
minutos nos dltimos 20 wminutos dos ensaios. Podemos
chservar, em todos os Qréficos, que nos prineiros 19 minutos
{(com 0,625 mM  de lisina ou de alfa-cetoglutarato -
pontilhade) tem—se uma queda da  absorb@ncia a 340 nm,

paralela &s retas controles com 0,425 mM  de substrato

durante todo o tempo de ensaio. A partir do momento da

adi¢ho de maiar quantidade de substrato, = queda da
absorbancia se torpa mais acentuada, atingindo 08 niveis

dos ensaios normais {(com 49 mM de lisina € 40 mM de alfa-

cetoglutato) .

Com estes dados podemos entfo afirmar que =a
enzima nio sofre inativagio En Presenca de baisas
concentragies de substrato (lisina ou alfa-cetoglutarato) e
que portanto, os desvios observados nos graficos de cindtica

nic se devem a este fato.

Como descrito em Material e Métodos -~ ftem
6.3, as FIl dos materiais normal ¢ opaco-2 foram submetidas
a testes de inibi¢fo da enzima, pelo proddto da reagio -
sacaropina - adicionado aos ensains em concentragoes
crescentes de @ a 2 mM final. 0 objetivo era determinar
quais eram 0% n(yeis de inibi¢Ro pelo produto. Assim,
obgservou-se que com 2mM de  sacaropina final nos ensaios,
estes niveis Fforam da  ordem de 66% ¢ 404, respect ivamente,
para L1938 normal & L1038 opaco-Z. Basecando-se apenas nNesses

resultados da Figura 10(A,B) nfo foi possivel se determinar



FIGURA 40 -~ Estudo de inibigao da enzima pelo produto
sacaropina de 2 a 2 oM final nos ensaios. (A)
material normal, (BY material opaco-2. (Ver

Material e Métodos - Ttem 6.3).
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qual tipo de inibigcRo ocorre. 0 estudo da cinética da
inibicXo pelo produto da reagio, ndo chegou a ser realizado
durante o ‘trabalho desta tese, podendo vir a ser feito em

trabalhos posteriores.

4. Caracterizagio da banda de LKXR e detecglo da
atividade da enzima em g€is nao—denaturantes

(PAGE)

‘ O estabelecimento da metodologia de
eletroforese sob» condigies nAo-dissociantes, descrita  em
Material e Métodos =item 7, foi um passo importante, o qual,
possibilitow o monitoramento da enzima de mangira majs
adequada durante as etapas de purificagio da mesma atravds
da deteceio da sua atividade diretamente em gel, o que,
seria inpossivel de ser feito em PAGE-SDS. 05 experimentos
iniciais foram feitos em Qéiﬁ de &% de acrilamida  com
persulfato de amonio. Talves devido & possivel inibi¢Ro da
enzima pelos  {ons NHa* nesta  linhagem, nem sempre se
conseguiun  observar atividade da mesma em gel, nestas
cmndicﬁe&.’Posteriormenté, 08 géis passaram a ser preparados
com ribhoflavina ®,90% mg/ml, onde este problema  foi
gsolucionado. Mais tarde, a confecelo dos géis conm gradiente
de acrilamida de 5 a 10% também possibilitoun uma melhor

resolugiio de bandas.
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FIGURA it

PAGE, & &%, da  FRACAQ

20 endospermas NOFMARis

Tampio B, contendo. 8
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NADPH oxidado.min™* mg
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de bandas de proteina. A
proteina correspondente
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70, 150,
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corresponden,
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tetrazolium @,% mg/ml e PMS 2,2 mg/nl na mistura de reagio
para LKR  em gel e posterior incubagio de 3 a 4 horas a 3¢e0
no escuro.  Em alguns '%Hperimant0$, ] mesma parte do  gel
submetida & incubagfo para LKR foi também utilizada para
visualizagio da banda da enzima apds incubaglo com o sistema
acima. Apds um periodo de cerca de 2,% horas podia  ser
ohservado o aparecimento de bandas claras na mesma posicio
no gel onde anteriormente se via auséncia de fluorescéncia

(handa de LKR)Y enqguanto que, todo o restante do gel adguiria

uma color E\(}I%(C) RHCUINA .

A reacio  com MTT e PMS para a detecgfo da
enzima no  gel SE baseia no  fato de que o MTT  age como
aceptor terminal de elétrons provéni@nte da  oxidagfo do
NADPH, adguirindo uma  coloracdo escura  intensa Ao se
reduzir. 0 PME também € usudo porgue SErve Como carregador
de Tons  HY entre a coenzima reduzida (ou o grupo prostético
da enzima) & o sal de tetraxolium. Portanta, no caso da
enzima LKR, uma redutase, se observa uma ausénocia  da
cwloracﬁw escura  na regiao do gel onde se encontra & enzima
(onde todo o NADPH deve estar na forma de NADPYY e a
‘preﬁenca de  coloracio na maior parte do gel onde o HADPH se

encontra impregnado.

0s resultados nio sHo apresentados nesta tese
porque esta metodologia demonstrow ser menos especifica que
a primeira. VAr ias vezes se  observou além da  banda

correspondente & posi¢lo da enzina, 0 aparecimento nem
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asempre constante de outra banda nfo correspondente & enzima
e de menor peso molecular. Estes dados voltarfo a  ser

discut idos posteriormente (ver iftem % -~ Resultados).

4.4 -~ Comparacloc do perfil eletroforético e da
atividade de LKR em PAGE entre o material

normal e opaco-2

Afim de se determinar ! possibilidade de
ocorréncia de wvariagoes no perfil de bandas de proteina ou
na atividade de_LKR vista em gel nRo-denaturante, entre o
material normal e mutante, aliquotas da FII de endospermas
normais & opaco-2 coem 2% dap, contendo respectivanente 8,2 ¢
8,% ma/ml de proteina e atividades especificas de 10,7 ¢ 1,2
nuoles de NADPH  oxidado.min™* . mg~* de proteina, foram
utilizadas, para um experimento de eletroforese feito enm

duplicata num mesmo gel como descrito anteriormente.

Na Figura 126, pode-se observar a parte do
gel revelada para a enzima, apdés a incubacio com a miﬁfura
de reagdo para LKR e fotografada sobre um transiluminador de
Tuz UWW. Nesta mnetade do gel colocou-se uma maior quantidade

de proteina em relag®o A& outra metade (Figura 12B), ou seja,

duplicatas de 4¢ e 50 ul da FII normal e opaco-2,
alternadamente. Pode ser notado, na Figura 126 Q

aparecimnento de uma banda somente onde foi colocado no gel =



FLGURA 2

L 1

- PAGE, aw &%, da FRACRO Il de preparagies de 25

endospermas normais € opaceo-2 de 285 dap, em
20 ml do  Tampfo B, as gquais continham
respect ivamente, 8,2 ¢ 8,3 myg/ml de prmtmfna_e
atividades especificas de 10,7 e 4,2 nmoles de
NADPH Ridado.mnin™* ng de prote{na”*"r (A)
padrio de atividade de LKR vista em 9@1"_(83
padrdo de bandas de proteina. & seta indica a
banda de proteina correspondente 4 atividade da
enzima, vista no mesmo gel. 1 e @ correspondem
a preparagio de endospermas normais, contendo
respect ivamente, 40 e 39 ul do extrato, no gel,
em (A) e 10 e 290 ul, no gel, em (B); 2 e 4
correspondem & preparaciio de endospermas opaco-
2, vontendo respectivamente, 49 ¢ 99 ul  do
svtrato, no  gel em (A) ¢ 10 & 29 ul, no gel em
(BY. A fixagio de proteinas em  (B)Y foi feita

o

com Coomassie Blue R-2E90.
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FII do material normal com 490 ¢ 5@ ul, engquanto que, no
material opaco-2, nada foi detectado. 0 Re desta banda,
neste experimento  foi igual a 0,29 (dist@ncia de corrida da

banda = 1,9 cm; distdncia da frente do gel = &,% cm).

A parte do gel corada para proteina  com
Comassie Blue R-2%50, pode ser'visualizada na Figura 128,
onde se aplicou aliquotas de 10 ¢ 20 ul em duplicatas dos
extratos acina, também colocados em ordem alternada. Apesar
de =a atividade, em gel, ter sido diFeEente entre  os%
endospermas normal e opaco-2, ndo foi possivel (pelo menos
por esta metodologia) se observar um padrfo diferencial de

bandas de proteina em todo o gel para estes materiais.

4.2 — Correlagao entre a sintese de proteinas e o
padrao de atividade de LKR durante o

desenvolvimento do endosperma

De posse dos dmdos‘ da Figura 4, onde foi
Feito um  estudo comparativo entre o material normal e
mutante, sobre =a variagfo da atividade de LKR em fungdo da
maturacio da  semente, queriamos verificar se também em gel

”e

ce poliacrilamida, sob condicoes nao-denaturantes,
poder famos notar alguma correspondéncia entre a atividade da

enzima,observada nestes extratos, ¢ a intensidade de bandas

de proteina no gel.
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As Figuras 134 & 138, corresponden,
respect ivamente, aos experimentos feitos com os extratos
normais e opaco~2 de 19 a 35 dap. Estes extratos foram todos
pr@par#doa gm TampHo B com 1¢ endospermas, de acordo com
ﬁateria] e Métodos - fitem 3, e continham de 2 a 7 mg/ml de
proteina. Em cada canal, nos géis, foram colocados volumes
que contivessem exatamente 100 ug de proteina. Nota—se na
Figura 1384 uma banda de Ry = 0,29 fdiﬁtﬁncia de corvida da
banda = 2,20 cm 3 frente do gel = 7,3 ocm) localizada na
.mesma regizo  onde, nos experimehtoﬁ anteriores, observou-se
atividade de LKR em gel, a qual diminui de intensidade 2
medida que o endosperma atinge a maturidade. Da mesma forms,
na Figura 413B, correspondente‘ an material  opaco-2, também
pode-se notar uma banda de Re = 0,24 (dist@ncia de corrida
da banda = 4,9 cm 3 distdncia da frente do gel = 8,0 cm) que
apresenta maior intensidade entre 413 a 20 dap e diminui de

intensidacde & medida que se aumenta os dap.

5. Perfis cromatograficos em colunas de DEAE-celulose

de extratos normais e opaco—-2

Como mencionado anteriormente (iftem 4 -
Resutados), o sistema de revelagfo de LKR em gel nRo-
denaturante com MTT-PMS sugeriu a presenca de isoenximnasg

nestes extratos, enquanto que, o sistema de revelagio do gel



FIGURA 43

PAGE, a &%, da FRAGRO II de preparacdes de 10
endospermas normnais  (A) & opaco~2 (BY, de 19 a
2% dap, em Tampio B. As preparactes continham
de 2 a 7 mg/ml de proteina, € em cada canal dos
géis colocou-se 400 ug de proteina. Os canais
1, 2 3, 4 e % corresponden, respectivamente,
&m (ﬁ) e em  (BY, a 19, 20, 25, 30 e BBIdapn
Motar em  (A) a banda de Re = 0,29 ¢ em (B), a
banda de Re = 9,24, As proteinas foram F'xada&

com Coomassie Blue R-250.



82



83

sobre luz UV sempre demonstrouw a presencga de uma wnica bandsa
da enzima para o material normal. AFIim de se solucionar esta
questio, extratos de endospermas normais e mutantes de 22

dap foram cromatografados em DEAE-celulose ¢ analizados para

a atividade de LKR.

s Figuras 144 & 148 mostran,
respect ivamente, os perfis cromatograficos em  colunas de
DEAE~celulose de extratos normais e opaco-2, que haviam sido
previamente centrifugados a 109,000 X g € depois fracionados
com (NHa)Y 80, até a faixa de 39-60%, como descrito em
Material & Métodos - ftem 9. Estes extratos foram preparados
em Tampio B Com 69  endospermas de cada material e a
guant idade de prot@fna.aplicada ﬁs‘cmluna% em cada caso Foli
de 22,23 mg do extrato normal ¢ 22,26 mg do extrato opaco-2,

bt he ]

com atividades especificas de 14,09 ¢ 8,22 nmoles de MADPH
oxidado.min™* .. mg de proteina™?®, respect ivamente. £
interessante salientar que, nos dois casos, o pico de
atividade de LKR ¢ simétrico € que toda a atividade dan
enizima  foi eluifda em 0,2 M de KC1. Mesmo  en outros
sxper inentos (resultados n8o demonstrados) em que se testou
>gradienteﬁ de KC1 de 0 a ©,8 M, para eluicRo das colunas,
observou-se sempre @ presenca de um unico pico de atividade
de LKR. Assim, em concordincia com o resultado observado em
g¢is nio-denaturantes, revelados com o sistema de luz UV, =
cromatografia de troca i6nica em DEAE-celulose mostrgu @
eisténcia de  somente uma FarmaAda enzima LKR na Fraﬁﬁa

sobdvel dos endospermas da linhagem em gquestio. Desta forma,



FIGURA 14

Cromatografia de troca ionica em  colunas de
DEAE-celulose para o .matmrial normal (A e
opaco-2 (BY., ( @@ ) absorbancia a 280 nmy
{ O—0  atividade de LKR .4100 ul de fraglo-s,
Para a preparagio dos  extratos, en (A) ¢ (B),
partiu-se do mesmo numnero de endoﬁpe9m3§ (HG) &

a quantidade de proteina. aplicada ds colunas,

também foi a mesmna em anbos experinentos (22,2

medY. 0 wvalores de atividade especifica da
enzima nestes sxbratos eram, respectivamente, .
de 14,05 ¢ 8,22 nmoles de NADPH  oxidado.
SinT*omg de proteinaT, para o material normal

e opaco-2. (Ver Material e Métodos - item 9.
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o sistema MTT-PMS usado para revelagfo dos géis acima foi,
neste  caso, considerado como inespecifico e portanto

abandonado neste estudo.

Quanto ao nivel de atividade total recuperada
nestes experimentos,  levando-se em  conta o ndmero tobtal de
endospermas on o total de fragtes eluidas no pico de LKR em
cada caso, obteve-se respectivamente para o material normal,

e 201,63

3,3% nmoles de NADPH odidado.min™*,endosperma™
nmoles de  NADPH osidado.min.”™®, e parza a versio opaco-2,

4,76 nmoles de NADPH oxidado.min™*.endosperma™® e 106,44

nmoles de NADPH oxidado.min."?*,

6. Determinag3o do [ de LKR através de
ultracentrifugagio, filtragso en gel e

eletroforese em géis de poliacrilamida

O0s estudos  previamente realizados em colunas
de troca ianica em DEAE-celulose e em eletroforese  sob
condi¢tes nfo~dissociantes, com extratos normais € opaco-2,
J& haviam demonstrado a e#iﬁt&ncia dg um  dnico pico de
atividade para a enzima LKR, a gqual aparentava possuir um
alto peéo leecuiar devideo aos baixos valores de R

AL

anteriormente demonstrados nestes g9édis.
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Afim de confirmarmos estes resultades e  ao
nesmo tempo, detﬁrmiﬁarmos o M- da enzima, a FII dos
materiais normal e opaco-2 de 20 dap, foi submetida &
anéligé em gradientes de sacarase conforme descritb em
Material e Métodos - item $0.4. Na Figura 1%, observa-se um
tipico perfil obtido bara estes experimentos. 0 material
normal (Figura 188) e o material opaco-2 (Figura 138>
caont inham neste caso, em @,2 ml de amostra, respectivamente
i, ¢ 2,0 myg de proteina com atividades especificas de 6,8 &
4,4 nmoles de NADPH oxidado.min™,.mg de proteina~*. Neste
superimento  especifico ndo fol possivel determinar @
atividade de catalase, mesmo colocada em grande quant idade
(7.5 mg) num cgradiente paralelo, mas em  experimnentos
anteriores, observou-se atividade desta enzima préadimo @
fragio 11. As setas no grafico indicam =a posigio de
sedimentagfo da  hemoglobina bovina tipo 1L (M. =  64.500)

colocada come  padrfo Juntamente  com as anostras em cada um

dos gradientes. Deste modo, tanto em relagio 2 catalase,em
oubtros  experinentos, cong en relagio & hemoglobina,

encontramons um  peso nolecular de cerca de 1690.9090, para o
dnico pico de atividade observado, em gradientes de
sacarose, tanto para o mnaterial normal comp para o opaco-2

da linbagem 1638.

A FiltracZoe em gel Sephadex (200 tambdém foi
utilizada para a determinagio do peso molecular . de LKR.
Para tanto, foram realizados reperimnentos preliminares  em

que a FRACAO IT proveniente de 40 endospermas do material



FIGURA 15

Perfil de mmdimentacﬁo para a  enzima LEKR, em
gradientes lineares de sacarose (5 a 207, (A)
material normal. (B) material opaco-2. A%
quant idades de proteina aplicadas nestes
gradientes foram de- 4,5 mg em (A) ¢ 2,0 mg em
(BY, com atividades gspecificas de 6,8 ¢ 4,4
nmales de NADPH oxidado.min™.mao de proteina™?®,
respectivamente. A seta indica 2 posigRo de
sedinentagifo da  hemoglobina bovina (Mr 64.500)

utilizada como padrio interng nos gradientes.

(Ver Material e Mdtodos ~ {tem 19.4).
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normal, preparada segundo Material o Métodos ~ iftem 4, ou as
fragles eluidas com KC1  de colunas de DEAE-celulose, que
cont inham ﬁaior atividade da  enzima, foram submetidag 2
fFiltragio em gel Sephader  G6-200 numa  coluna (1,7 X 69 cm)
previamente equilibrada e calibrada como descrito em
Material e: Métodos — {tem 10.2. Em vista do fato de nestas
condigies, ndo se ter conseguido detectwar atividade dé LR
nas fragies da coluna de G-200 ou as veses, a atividade
observada, além de apresentar baixos niveis, também continha
perfis de degradagdo, os experimentos passaram, desta forna,
a ser realizados com maiores quantidades de endospermas
normais, Jja  que para o opaco-2, 0s resultados seriam ainda
mais dificeis de serem obtidos, devido aos baixos niveis de

atividade de LKR observados no mubtante.

Na Figura ié, abserva-se o perfil obtidoe apds
cromatografia de troca ionica em coluna (4,5 X 8,7 cm) de
DEARE-celulose da FII obtida do extrato de 500 endospermas
normais de 20 dap em 25 ml do Tamplo B, segundo Material e
Métodos -~ ftem 4. A quantidade de proteina aplicada & coluna
foi de 488 mg, com atividade especifica de 7,33 nmoles de

NADPH oxidado.min™*.mg de proteina™?*,

As fragtes (44, 12, 13 e 14) eluidas com KC1
e que continham alta atividade especifica de LKR, foram
reunidas, precipitadas com  (NMHa)R80. até 70%, e apds
ressuspensio em 0,7 ml do TampBa B, foram diretamente

aplicadas & coluna de G-200. A quantidade de proteina



FIGURA 16

Cromatografia de troca ionica em  coluna
DEAE~celulose para o material normal .
quant idade de proteina aplicada & coluna foi
189 mg, com atividade especifica para LKR

7,33 nmoles de  NADPH oxidado.minT?® mg

e

de

de

de

proteina™*, { 8-——® ) ahsorbincia =a 280 nms

{ O—0 ) atividade de LKR.1929 ul de fragiors,

fi seta indica o momnento em gue Foi iniciada

eluigio com o gradiente de KC1 (@ & 9,5 M).

N
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FTGURA

17

Filtragfo em gl Sephadex  G-200 das fragles
(41, 412, 13 e 14) do gradiente de KC1 na coluna
de DEAE-celulose (Fig. 16)Y, as gquais continham
maior atividade de LKE & cerca de 8 mg de
proteina total. ( @—B8 ) absobfncia a 280 nm;

{ O---0 ) atividade de LKR. 50 ul de fraglo—*,
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aplicada & - coluna foi cerca de 8 mg ¢ a coleta das fragoes
fai feita em tubos contendo glicerel para uma concentracio
final de 10%. Na Figura 17, pode ser obsérvado o perfil,apis

filtragdo em gel, para a8 enzimu.

4

O peso mnolecular  (M-) calculado para  a

- , - . ~e
enzima, através da curva de calibragao preparada para esta
coluna, foi de 170.000, o que estd em bom acordo com aguele

obtido em gradientes de sacarose.

For e . [ . . o : LR . .
Somente para se ter uma ideia do grau  de
purificacio obtido para a enzima, neste tipo de experimento,
encontrou-se que o aumento da atividade especifica de LKER

foi da ordem de 27 vezes emn relagio & FIT.

fe mwtndolméiaﬁ de eletroforese em gel de
poliacriiamida na auséneocia (PAGE) ¢ presenga do agente
digssociante ~ dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDSY  foram
também enpregadas na  determinacio do  peso molecular  da
enzima  LKR. Coma para estes experimentos, preferiuv-se
utilizar & enzima num  estado de maior purificagio, os

resultados se encontram no prdiding ftem.

7. Purificagio e caracterizagio imunocldgica de LKR

Para os experimentos de purificagio (Tabelan

VY, utilizou-se somente endospermas da versio normal com 29



. TABELA IV - Purificégio de LKR de endospermas imaturos de milho normal de 22 dap.

Passos de Volume Proteina Atividade Atividade es
‘ pecifica (nmo . i s ~
purificacio (ml) {total) (total) les de NADPH Rendimento Purificac¢ao
(ng/ml) . (nmoles. oxidado .min~1 (%) (- vezes)
min—1) .mg prot—1)
Centrifugacdo a 1158 . 3,73 6514 1,51 100 1

22.000Xg (FI)

Precipitacio com 76 20,22 8023 5,22 123 3,5
(NH,) ,80, (35-60%)

(FII)

Centrifugacao a 76 15,42 8919 7,61 134 5,0
105.000Xg (FIII)

DEAE - celulose 3 5,78 2534 146,12 39 97
(FIV) |

Afinidade em Blue- 8 0,25 . 822 414,31 13 275

Sepharose CL-6B (FV)

43
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dap. 0 homogeneizado de cerca de 3000 endospermas  foi
previamente centrifugado a 22.600 X g, fracionado com
(NHA) 2504 ma faixa de 35-604, ¢ submetido & centrifugagho de
105,090 X g antes de ser aplicado em uma coluna de DEAE-
celulose (Figura 18), como descrito em Material e Métodos -~
item 44.4. A quant idade de proteina  aplicada nesta colunm
fai de 4472 mg, com atividade especifica de 7,6 nmoles de
NADPH oxidado.min™*.mg de proteina™*. As fragies (29 a 29
de maijior atividade de LKR eluidas com o gradiente de KC1 .,
na cromatografia em DEAE-~celulose, foram reunidas &
submet idas & cromatografia de afinidade enm Blue-Sepharose
GL=6B (Figura 49). A enzima foi eluida com 12 mM de NADPH,
através de um  gradiente de ©0-15% mM de NADPH. Testes
anteriores de adicHo de diferentes concentragies combinadas
dos substratos - lisina ¢ alfa-cetoglutarato - com NADPH,
no melhoraram a elui¢Ho da enzima da coluna de afinidade. A
preparacio mais pura da enzima, obtida apds cromatografia de
afinidade, teve um enrigquecinento de 275 veres em atividade
especifica com relagio ao primeiro passo de purificagﬁm,
sendo  que, & recuperacio foi de 42,6% e a atividade
especifica final foi de 444 nmoles de MADPH oxidado.min™*,.mg

de proteina™*,

A enzima purificada foi a seqguir, resalvida
por eletroforese em gédis de poliacrilamida sob  condigles
denaturantes (PAGE-SDSY e nBRo-denaturantes (PAGEY, segundo

Material e Métodos ~ (tens 7 e 8.



FIGURA 18

Cromatografia de troca i6nica em  coluna de
DEAE-celulose do  sobrenadante de 105.000 X 9,
de uma  preparagio de cerca de 3000 endoﬁp@rma%
normais de 20 dap em Tampio B (ver também
Tabela IV e Material e Métodos -~ (tem ii.ﬁ)" )
quant idade de proteina aplicada & coluna foi de
L4797 mg, com atividade especifica de 7,64 nmblmﬁ
de NADPH Todidado. minT%, wmg de proteinaTt.,

( @D ) absorbincia a 280 nmy ¢ OO

atividade de LKR.29 ul de fragio—®,
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FIGURA 19

Cromatogratia de afinidade em  Blue-Sepharose

CL-6B, das fragles (25 a 29) de maior atividade

de LKR, eluidas com o gradiente de KC1, d=a

cromatografia en DEAE-celuloge (Figa 18). A

quant idade de proteina aplicada & coluna foi de

17,34 muy, com atividade especifica de 146,14

nmeles  de NADPH oxidado.nin™*, ng de

proteina~™d, ( Q-9 ) proteina total  en

mgsmtl 3 (0 OO ) atividade de LKR.1H5 ul de

FragRo* (ver  também Tabela TV & Material e

Métodos ~ Ttem 14.3).



95

(lwy

—1,8

Pw) YNIZLloHd (@)

dawN

10—

_
8 3

op sejow u)

(j-tw j=ujw * opoP X0 HJAVN
UM 33 34aVaIAlLY (0)



FIGURA 20

() PAGE, de gradiente (3 a 1QX), dos passos da_
purificacio de LKR (ver também Tabela IV). 04
canais do  gel, 1, 2,.3, 4 e 0, correspondem
respect ivamente, as  fragoies FI, FII, FIIL, FIV
¢ FV  desta tabela. A fixngio de proteinag (10
uwgleanal do gely foi feita pelo método de De
Moreno & colaboradores (L983). () ﬁtividadé de
LKR revelada em parte do mesmo gel, para a FIY
(cerca de 3900 ug de proteina). Os padries de
peso molecwlar ubtilizados agui foram: Ferritina
- 449,000, catalase - H32.0900, lactato.
desidrogenase ~  1490.000 e 3lbumina hovina -

ST .00
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Nas Figuras 204A,B8) observa-se o perfil de
bandas proveniente da eletroforese em gel de poliacrilamida
sob  condigdes nio-denaturantes, de todos os passos  de
purificacio. Este gel foi feito em duplicata para a fixagdo
de proteinas  (204), pelo método combinado de Comassie Blue-
Prata (De Moreno e col., 498%9), e para a detecgdo da
atividade da enzima, somente na FRACEO IV (20B), como
especificado em Material e Mdtodos -~ item 7.2. A quantidade
de proteina colocada individualmente nos canais de & a 9 do
_g@l foi da ordem de 1@ uy, enguanto que, no canal 6 do mesno
gel, a quantidade de proteinag foi  da ordem de 300 ug. Az
Figuras acima, demonstram que em PAGE, a enzima purificada
€ m Blue~Saphar0$¢ aparenta ser  homogénea, como pode  ser
visto pela dnica banda de proteina, a gqual, também &
correspondente & atividade da enzima detectada na parte do

gel revelado para a atividade da mesma.

QO peso molecular dwn enzima nativa foi
eat inado neste experimento, tanto através da  curva de
calibragio com os padries de peso molecular (HMW)  como

através do tratamento de Plikautis e colaboradores (L1986) e

foi da ordem de 140.000.

Quando o mesmo experimento acima foi feito
sob condicies denaturantes, verificou-se (Figura 21) que a
ensima purificada Ge encontrava ainda parcialmente
homogénea. &  quantidade de proteina aplicada em cada canal

do gel também foi da ordem de 10 uy e a Tixagdo das mesnas



FIGURA

24

’

PAGE-8DS, de gradiente (% a 20%), dos passos de
purificacio de LKR (Tabela IW. A {ixacio de
proteinas (49 wg/canal do gel) foi feita pelo
metodo de  De Moreno e colaboradores (1985). 04
padries de peso melecular utilizados foram?
ferritina — 222,000, albumina hovinag ~ 47.9000,

catalase —~ 690,009, lactato desidrogenase -

36.920 e ferritina ~ 18.500.
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também foi feita pelo método indicado logo acima. No canal
onde a enzima se  encontra com maior grau de purificacio,
nota-se a presenca de  uma banda predominante de alto peso
molecular (134.000), e uma outra banda bem menog intensa dé
menor peso  molecular (S54.000). A preparagio de anticorpos
paliclonais, foi feita (segundo Material ¢ Métodos ~ ftem
£4.4) contra  esta banda removida de um gel de PAGE-SDS,
cujas proteinas  foram fixadas com KC1 9,29 M de acordo com
Hager e Burgess (1980). Desde gque, as diversas tentativas de
eluicgio ou eletroeluicgio da enzima, a partir de géis nio-
denaturantes, como  também, os esforgos no sentido de se
recuperar a  atividade de LKR, posteriormente & sua eluicio
de géis dissociantes (Hager e Burgess,i980) foram sempre
infrut iferas, e pelo fato de que, esta foi a dnica banda gque
s nostrouw  enriquecida durante os passos de purificaciio, em
PAGE-SDS, nos parecen  bastante pvo?ével que  esta bands

correspondesse a enzima LKR.

fipds & obten¢glo dos anticorpos, e devido &
pouca quant idade do material de estudo ainda existente, ©
titulo do antisoro contra  LER nao foi determinado, mas

et ima~5€ que seja no minino 1:1500.

Os eatudos de Western blot contra Qm gel de
PAGE-S8DS  de todmﬁ as  etapas da purificagio da enzima
Cidéntico ao da Figufa 21 revelou que os anticorpos foram
capazes de  reconhecer uma dnica banda de M. 130.000 nos

extratos mais purificados, mas reconheceram duas bandas nos
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URA 22 -

Western blot da  enzima ewm PAGE-~SDS, de
gradiente (5 a  29%), - com 0% anpticorpos
policlonais produridos contra a  mesma. 0 gel
Toi preparado  identicamente ao  gel da Figura
24, com exceeio de que, em cada canal, colocou-
se 199 uy de proteina, de cada uma das fragtes
da Tabela V. 4, 2, 3, 4 ¢ 0§, correspondem
respectivamente, as  fragies FI, FITL, FIiI, FIV

e FU. (Ver Material e Métodos — ftem 44.5).
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extratos da centrifugacio a 22.000 X g e da precipitagio com
sulfato de amonic. 0O0s resultados cotio apresentados na

desconhecida,

BN

Figura 22. A& origem desta segunda banda nos

wisténcia de

]

desde aque todos os outros resultados indicam a

uma unica Torma da enzima LKR.

Aafim de wverificarmos se © 9 mesno poderia
artorrer com a versio opaco-2, extratos  da versio normal e
opaco-2, preparados semelhantemnente  aos trés estagios
iniciais da purificacio de LKR , foram submetidos &
eletroforese emn um gel de PAGE-S8DS e pasteriormente
analisados por Western blot. A Figura 23 mostra que, também
ém ertratos mutantes menos purificados, QCOrre
reconhecimento por parte dos anticorpos de uma mesma banda

de proteina correspondente aquela vista em extratos NOFMais.



FIGURA

23

Western blot da enzima  em PAGE-5D5, de
gradiente (5 A 2QNY, - com  os anticorpos
policlonais produxidos  contra a mesma. Neste
experimnento, sio comparadas diferentes fragies
do material normal (4, 2 ¢ 3) ¢ opaco-2 (4, 9 @
&Y. Em cada canal  do gel aplicou-se 50 ug dé
proteina. Canais 4 e 4, sobrenadante de 3.900 X
g3 2 e %, fraclo proveniente da precipitagio
com  (NHa)LB0a gntre 354607 p 3 e &,

sobrenadante de 105,909 X 9.
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Iv. DISCUSSAQ

Desde  a descoberta do valor nutritivo
superior do mutante de milho opaco-2 (Mertz ¢ col., 1964).
considerdvel atencRo tem sido dada a este gene mutante para
0 entendimentos dos efeitos por ele causados no metabolismo

de aminpdacidos e proteinas no endosperma  de milhao. 0 gene

OpacCo-2  age COMo  um gene regulatdrio, moadificando =
conposigio das proteinas do  endogspermn e aumnentando  seu

conteddo de lisina, um aminodcido limitante no milho comum.
0 decréscine no catabolismo deste amineodcido pode ser o
responsavel, pelo mnenos em parte, por esse aumento (§ilva ©

Arruda, 1979).

ﬁtualménte, muito pouce ¢  conhecido sobre o
metabolismo de  lisina em  endospermas de milho. O estudos
desta tese se relacionam, & enzima - lisina-cetoglutarato
redutase (LKRY - caracterizada, neste tecido, por Arruda t
colaboradores (1982) ¢ que deve participar do primeiro passo
do catabolismo de iiﬁina, a  exemplo do  que  QCorre em

mamiferos (Hutzler e Dancis, 1968; Dancis e col., 1949).

A enzima LKR foi estudada em uma linhagem de
milho homozigota - L1038 - nas verstes normal € opaco-2. 0s
super imentos onde estudamos as  variagoes das atividades de

LKR a0 longo do desenvolvimento dos  endospermas normais e
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mutantes (Figura 2) mostram que o padrao de atividade, no
endosperma opaco-2, & drasticamente diminuido em relaclo ao
normal e estd bem correlacionado com a agio do gene opaco-o
sobre Auma menor intensidade de sintese de =eina no
endosperma mubtante, em desenvolvimento (Resultados deste
laboratdério, nRo publicados). Ao mesme  tempo, EEGES
resultados indicam gue o controle da atividade da enzima
pode ser um importante mecanismno, pelo qual, o0 gene opaco-
aumenta o conteddo de lisina no endosperma de milho. As
variagies dos padries de atividade da  enzima podem também
estar associados & sintese da enzima, COMO  sUgerem O
experimentos de eletroforese em PAGE (Fig. 13A,B) pela
intensidade de - bandas de proteinas  correspondentes &

atividade da enzima en gel.

&

Como demonstrado anteriormente por  Arruda e

colahoradores (4982, a enzima LKR de milho, da mesma forma
. * .
que a  enzima de pamiferos, difere em algune aspectos da
enzima de microorganismos (Saunders e Broguist, 198667 Wade e
cal., 1986, Ou SeJa, tanto a enzims de milho como & de
mami Teros, requeren  NADPH ao invés de NADH como cofatory a
sua funcio ¢ degradativa e nao de sintese & no equilibrio a
Eald -, . . e ”e -

reacio é  favorecida na diregdo da formacao da sacaropina. O
pH dtimo encontrado para a enzima de milho, em nossos
euper imentos foli igual a 7,0 ,confirmando assim, o wvalor
obtido anteriornente por Arruda e colaboradores (49820 .
Hutzler e Dancis (19468) tambhém haviam relatado um valor de

pH dtimo igual & 7,9 para a enzina de figado bumano, mas num
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estudo posterior {Hutrler e Dancis, 4973 encontraram que ©
valor correto era de 7,8. J&d para & mesna enzina de placenta
humana (Fjellstedt e Robinson, 1978a) o wvalor de  pH

encontradao foi de 7,35,

A estabilidade da atividade de LKR frente &
variaches da temperatura e durante a estocagem dos extratos
foi testada de maneira semelhante & enzima de figado humanao
(Hutwler e Dancis, 1975, em que, no primeiro ca%m,-a ensima
fai exposta & diferentes temperaturas por curtos intervalos
Cde tempo e @ seguir analisada para & atividade residual & no
segundo caso, umna fracio dos sxbratos foi estocada a -2090
e monitorada para & atividade da enzima. Neossos resuliados
estio em perfeito acordo com aquéleﬁ encontrados por estes
autores, sendo que, tanto a ensima de milho como a de figado
humano perdem @ atividade rapidaments swm tenparaturas acima
de 40 (Tabela I1). Estes autores tambdém mncdntraram, A
zenplo do que ocorre com a FLIF de milho (Tabela II11), um=a
queda de 50X na atividade original dGPOiﬁ‘dﬁ um  mes  de
estocagem a -20°C. Nossos resultados (Tabela Y11 demonstram
gue esta  queda pode ser evitada ou minimizada pela presenca
de 2-mercaptoetanol ouw DTT no extrato, os quais n3o foram
utilizados nos extratos da enzima de  figade humano. Estas
observagtes sugeren que o sitio ativo da enzima de milho
envolve grupos  ~6H. Uma  fragio um pouco mais purificada d=a
enzima de figado, tambdém perdeu sua atividade em uma semana,

apds estocagem a —~20°C
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Existem ainda outras caranterfﬁticaﬁ em que,
as enzimas de figado e de milho 80 muito semelhantes.
Frxemplo disto, & o fato de que Hutzler e Dancis (4979)
encontraram para =@ enzima de figado um efeito de inibighio
pelo produto da reaglo, da ordem de 30%, quando i oM de
sacaropina:Foi adicionada no sistema padrio de ensaio. Pa?a
a enzima  de milho, encontramos uma  inibi¢Ro de S94% para o
material normal e.de 2774 para o mutante opaco-2, com 1 oM de
sacaropina nos ensaios. Taxas de " inibigio maiores ainda
foram encontradas com 2 oM de sacaropina nogs  ensaios
(Figuras 104 e 410BY. A inibi¢io encontrada para a enzima de
figado foi do tipo competitiva tanto para lisina, como pars
alfa-cetoglutarato. Jd& para a enszima  de  placenta  humana
(Fiellstedt ¢ Robinson, 197%5a) =a inibigio pér SACArop insn
demonstrou ser competitiva em relagho alfa-cetoglutarato e
nfo-competiva  em relagio  a lisina. Infelizmente, nao
cheguamos a  realizar estudos mais detalhados para determinar

que tipo de inibiciy ocorre com a engima de milho.

Qs estudos de velocidade inicial de LEKR no
material normal e opaco-2 (Figuras 7 ¢ 8) demonstram padries
de cindtica bastante complexos, onde se observa inibi¢Ro da
atividade da enzima em altag.cmncentrmcaaﬁ do substrato -
lisina ou alfa-cetoglutarato. A constante de Michaelis foi
determinada somente para lisina, J&d que a cinéti&a de él?aw
cetaoglutarato se apresentou mais complexa que a de lisina.
0 valores de Km  encontrados para lisina, na  linhagem em

estudo, foram de 8,7 e 4,14 mM, respectivamente para os
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materiais normal £  opaco-2, enquante  que Arruda G4
colaboradares (4982 encontraram um  valor de 5,2 mMt  para
lisinaf ne hibrido de milko ML-2000 X ML-2091. Comno
discutido anteriormente por  Arruda e Silva  (4983), a
concentracao de lisina do vendomperma est inada  com base no
contelddo de dgua  deste tecido, & de 5,8 mM aos 410 dap,
2-2 mM nos estdgios intermedidrios € 744 mM  de 49 até
wE o dap, concentragtes altas bastante para suportar =@
atividade da enzima. Entretanto, como também mencionado por
estes autores para maiores evidéncias da atividade da enzima

“in vive”, torna-se necessario & localizagfo da enzima no

endosperma.

1023 sxpe}imentoa deéta tese, uwutilizando-se
cromatografias en coluna de DEAE-celulose, gradientes de
sacarose, filtragio en  Sephadex 6-200 e revelagio da
atividade da enzima  en géis  de poliacrilamida  nao—
denaturante, demonstram que no milho, existe apenas uma
nica forma  da enzima  LKR na fragfio solidvel de endospermas
normais @ mutantes opaco-a. A ensima €& elulda da
cromatografia de troca ionica com concentracies de KC1 em
torno de Q.2 M, & 0 peso mmlecular caloulado para & enzima
variouw dependendo ta técnica‘ utilizada de 160.00¢% em
gradiente de sacarose e Filtraglo em gel, até 134,000

calculado em gdis de poliacrilamida.

Ndgs purificamos a LKR de endospermas de milho

normal por  um fator de 27% vezes € esta € a prineira
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preparaciao quase  que homogénea da enzima obtida de tecidos
vegetais. 05 anticorpos policlonais contra LEKR (purificada
de endospermas normais) através dos testes de Western blot
reconhéceu em gel de 8DS uma dnica banda de peso molecular
de 130.000 nos estdgios de maior purificecfo da enzima e
alédm desta, uma outra banda de menor peso molecular (M.

80.902) nos estdgios de menor grau de purificagio. O mesmo
foi observado em extratos da versio opaco-2. Até o momento,
desconhecemos a explicacio para taie resultados, desde que,
os experimnentos de gradientes de sacarose, feitos com &
'FRQGKO 11 (25%-40%), & o0s de cromatografia de troca ionica,
sempre demonstraram @ presenga de uma dnica forma da enzima

LKR, nestes extratos.

Fom tecidos humnanos, esta enzima foi

purificada, 4% veress, de figado (Hutzler e
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Dancis, L9795 e, 450 vezres, de placenta (Fjellstedt e
Robfnﬁon, 1978a)Y. A enzima de placenta, apresentoun um peEsa
malecular de 480.0900 cm  Sepharose 4B e tanto esta como a
enzima de Figado nio puderam ser separadas das atividades de
ﬁacarépina desidrogenase  presente nestes mesmos tecidos. No
caso da  enzima de placenta humana, nao foi obtida nenhuma
indicacio de separacio destas duas atividades, quer através
do processo de purificagio ou através da presenca  de
detergentes nos extratos, mas as indicagtes de que‘eﬁtaa $00
duas enzimas distintas, nheste tecido, sio as 5eguintéﬁﬂ @l
requerinento de  cofator NADPH  para LKR & de NAD* para 8DM:

b)) pH dtimo de 7,3% para LKR e 8,5%-8,9 para  SDH @

~3
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principalmente, ) | inibicio de LKR por L-ligina—-p=-
pnitroanilida, o gque nio ocorre com a SDH. No caso  das
enzimas de figado, existe o mesmo requerimento diferencial
destes cofatores ¢ os valores de pH dtimo s8o de 7.8 par#

LEKR & 8.8 para SDH.

Resultados anteriores deste laboratdrio
(Arruda e le., 1984 obtidos através de estudos com
endospermas de milho isolados de hibridos ou de iinhagenﬁ
nas versoes normal e opaco~-2, demonstram que a atividade de
gsacaroepina desidrogenase também se  gncontra presente neste
tecido & que da mensma forma  como ocorre  €m placenta €
figado humanos, @ enzina catalisa a conversio de sacaropina
©=m a]FaMaminmmdfpicm*dglta~ﬁemialdﬁ{d0, requer  NADY  como
cofator, € tem pH dtimo alcaling de 8,6. 0s valores de Km
encontrados para  sacaropina € NAD® na enrima de milho foram
de @,005 & 0,2 mM, respectivamente. Desde que, as dosagens
de atividade de 8DH nRo foram feitas nests tese, nio podemos
descartar a hipdtese de que tanbdm na fragio sobdvel de
endospermas se  encontrem juntamente presentes as atividades
de LKR e 8DH, a exemplo do que ocorre em tecidos humanos. No
entanto, a aparente homogeneidade obtida para a enzima LKR,
purificada através de cromatagrafia de afinidade, e
verificada posteriormente  en gel de 8D8, parece anular esta
hipdteﬁe, Ainda neste particular, ¢ de muito interésse
ressaltar que  mesmno que as enzimas  de hilhm se encontrem
Juntas, elas  apresentam ainda outras caracteristicas que as

colocam como enxinas distintas, como foi observado por
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Arruda ¢ colaboradores (1984). Assim, a analise, feita por
estes autares, das atividades de LKR e SDH em diferentes
linhagens de milho, nas versoes normal e opaco-2, de 15 a 39
dap, demonstrou que? a) aparentemente, ao contrdario da LKR,
aos niveis de atividade de 8DH, durante o desenvolvimento do
endosperma, em algumas linhagens € bastante baimxo ou nulo ewn
qualquer uma das versces estudadas:; b)) a atividade de 8DH
nao & alterada pela presenca do gene opaco-2, indicando que
este gene afeta somente a primeira enzima da via degradativa
.de lisina, neste tecido, e nRo afeta a segunda enzima. A
presenga de  um possivel inibidor da atividade de LKR nos
endospermas  mutantes também‘ fai descartada  por estes
avtores. Isto vemn, portanto, mais uma wvesr reforgar @
suposicio de que-a degradacio de lisina ¢ um meio inportante
pelo qual o gene opaco-2 aumenta o conteddo de lTisina no

endosperma.

Uma comparacio feita entre as correspondentes
enzimas de  levedura, com as enzimas de milho, placenta @
figado humano (ver TABFLA V) revela aque aquelaz t8m
diferengas contrastantes com respeito a0 peso molecular, pH
1dtimo, requer inent o de cofator ¢ principalmete, como
mencionado anteriormente  (ver Introdug®o - ftem 4), uma
mesna enzima  pode ser responsavel pela sintese e degradagio
de lisina, via sacaropina, em levedura, N. crassa ¢ alguns
fungos. Entretanto, a conversio de sacaropina  atd alfa-
aminoadipico-delta-semialdeido & glutamato € catalizada pela

enzima ~ sacaropina desidrogenase, NAD™  (EC 4.5%.4.9) oy
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! Tecido |pH Cofator Inibidor Temp. P.M, Estabilidade Especificidade Km
i ) r 2C Lis. Bacaropina xoglutarato Cofator
Tecidos ’7,8 NADPH Produto da rea- R32C - 1 mes a -20¢C [Pelos l,5x10‘3M h x 10—JM 2 x 10~5MiHutzler e Dancis
Humanos gio:sacazgpina ou 10 min. em (Substratos (1968, 1975)
alx1l0 M Temperat. abai
xo de 402C
Figados 7,0 NADPH M C1 Bosc | - |4h a 30%C - - - - - Fellows (1973);
Fe mami— 5 x 10-2M Fellows e
feros J Lewis (1973)
Placenta [7,35 NADPH p-lisina-p-nitrd 372C {480.000;a pH 7,5 na Pelos - - - - Fjellstedt e
Humana | anilida e S-2- presenga de Substratos Robinson (1975)
aminoetil-L-cjs 2-ME 5x10 M
teina a 1x10 M e EDTA_,
e sacaropina a L x10 M
3. 3%10-%M
Piricu- 6,8 NADPH - 272C - - - - - - - Wade e col.{1980)
leria
Lyzags d
Milho 7,0 INADPH Proauto da rea- | 303C |130,000|1 mes a 20¢C  Pelos “I5,2x10-3y - - - Arruda e col.
gao - sacaropi- a (na FII);1 se- Substratos e (1980) e esta Te—
na:1 a 2x10 M 160.000 |mana a 48C (FV) 5, 7x10" M se (1989)
na L1038 B
B f : ) . =2 =2 -5
Pevedo e e 10 NAD Reagentes Sulfi- 252C { 49,00Q!entre pH 5 e-8 | Pelo 1,2x10 %y - M,4 x 10 M 4,6x10 M |Saunders e
N-crassa%ara a drilos p-hidroxi e em concentra | Substrato Broguist (1966)
feagao mercurobepzoato coes de KC1
inversd a 5 x 10 M acima de O,IM
g dire4
ta
resp/td
Figado 8,8~ NAD p~Hidroxi-mercu~,30%C - a -20%C diver- | Pelo - 5x10—4M - 4x10‘4M Hutzler e Dancis
umano ~9,0 iro benzoato a 1x sos meses {ex-— | Substrato (1970)
10 M; HgCl_ d trato bruto) 5 .
CuSO  a 2. a 379C {extra-
4_3 to purificado i
1x10 M 120 vezes)
%igados 8,8 NAD 30%C - - - - - - - Fellows e Lewis
de mani- - (1973)
feros
Flacenta 8,5- NAD;NADP - Glutamato 372 |480.000 - Pelo - 1,15x10 M - 65,4510 M |Fjellstedt e
Bumana 8,9 } menor ve . a Substrato Robinson (1975)
ilocidade | 5x10 M
de reacao .
P. oryzae 9,6 NAD - R72C - - Pelo - - - - Wade e col.(1980)
Subgtrato
Milho 3,6 NAD 30¢C - - - - 4.5x10-5M - bx10-4M Fellows e lLewls
; ! i (1973)




112

NADP* (EC 4£.9.4.49) - (ver Figura 3), como também ocorre em
mamiferos ¢ plantas superiores, demonstrando assim, que =
via de sacaropina ¢ uma via catabdlica comum entre todos

cates organismos

A partir da discussEo acima, parece que um
campleto conhecimento das enzimas implicadas, quer nn
sintese ou degradacio de lisina, principalmente em plantas,
& um PAss0 NECESSANIo  PAra que  Se possa degenvoiver LR
abordagem experimental que permita o desenvolvinento de
novos € diferentes métodos para a producio de mutantes com
alto teor de lisina e portanto, com maior valor nutritiva.
Nesta tese, estudamos ¢ caracterizamos a enzima - lisina
ceto-glutarato redutase (LKR)Y - é-qualy deve participar do
primeiro passo  do catabolisme de lisina em endospermas deo
miltho. A purfFicacﬂu e a produciio de anticorpos policlonais
contra a enzima purificada, realizada nesta tese, servirao
em  breve na elaboracio de metodologias de selegio de
mutantes com auséncia de atividade da ENEima &
caracter fsticas normais de semente, e que partanto, possuanm

altos teores de lisina no endosperma.
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V. CONCLUSOES

& partir dos resultados obtidos neste

trabalho, concluimos que?t

a) a =atividade de LKR & encontrada na fragfo soldvel de
endospermas normais € mutantes opaco—-2. Extratos fracionados
com (NHa) 2504, mostraram que =a enzima estd concentrada na

faixa de 35-60%4.

b)Y durante o desenvolvimento do endosperma, a atividade de
LKR sofre flutuacgbes que parecem ser coincidentes com a suf
aintese, € nos estdgios intermedidrios (ao redor de 29 dap),
a enzima, no material normal, chega @& atingir niveis de
atividade tr&s vezes maiores que aqueles encontrados no

material opaco-2.

¢y a enzima LKR tem algumas caracteristicas bastante
semelhantes  A&s enzimas  de placenta e figado humano,
comnos requer inento pelo cofator NaDPH, pH ot imo,

termoestabilidade, inibi¢io pelo produto  sacaropina, e @A
exenplo destas, deve participar do prineiro passo do

catabolismo de lisina em endospermas de milho.

)Y a cinédtica da enzima, tanto para lisina como para alfa-
cetoglutarato, mostrouw  ser bastante complexa para ambos 0

substratos, principalmente para alfa-cetoglutarato. O
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valores de Km encontrades somente para lisina foram de 8,7 ¢

4,45 oM, respectivamente para o material normal e opaco-2.

€) 0 estudo comparativeo da enzima nos dois pateriais

nornal e opaco-2 - em PAGE e PAGE~SDS ndo demonstrou
qualaguer diferenga no  padrio de bandas de proteinas,
enquanto que, =@ deteceo da atividade de LKR em gel ndo

s 2

denaturante, ¢ & possivel para o material normal.

’

)Y o8 perfis da atividade de LKR obtidos através de
cromatografia em DEAE-celunlose, ultracentrifugagio &
gradientes de sacarose ¢ Filtragio em gel Sephadex G-200,
demonstraram a presencga de um dnico pico da enzima na fragio
solivel de endospermas normais e opaco-dd, 0 qual, sémpre
apresenta menareé niveis de atividade no endosperma opaco~2,
em relagio a0 normal, indicando que a enzima LKR estd sob o

controle do gene opaco-2.

g) 0 peso molecular encontrado para @ enzima variou de
130,000 (em gdis) a 1460.000 pelas (técnicas acima., A enzima

deve ser uma moldocula monomérica.

’h) Ot  estudos da caracterizacio imunoldgiﬁa realizados com
os anticorpos policlonais contra a enzima purificada através
de uma  sequiéncia de passos de fracionamento com (NHa L8504,
nltracentrifugaglo e cromatodrafias de troca ionica e
afinidade, demonstraram o reconhecimento, por parte destes
anticorpos, de wuma Udnica banda de Mr 430.000 nos extratos

purificados e de duas bandas nos extratos da centrifugagio =
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3,000 X g ou A 22.000 X g e na fraglo saturada com
(NHa) 2504 entre 35-604. A or igem desta segunda banda, ated o

-

momento, nos € desconhecidaa
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VI. RESUNMO

Neste trabalﬁo, foram determinadas algumas
caracte#fﬁticaﬁ da enzima lisina-cetoglutarato redutase (EQ
£.5.4.8) de endospermas normais e opaco-2 da  linhagen
homozigota de milho - L 4038. A exemplo dJdo que ocorre em
mamiferos, esta enzima deve participar do primeiro passo do

catabolisno de lisina e catalisa & reaglol
Ligina + alfa-cetoglutarato + NADPH - sacaropina + NADP®

Durante o desenvolvimento do endosperma, @
atividade de LKR mostrou variagtes significativas em anbos
0% gendtipos, as  quais, parecem ser coincidentes com a sun
sintese, sendo que, ela aumentow  loge no inicio do
desenvolvinento da semente, encontrou um pico aos 20-29 dias
apds a polinizacio e decresceu, em seguida, em direcio a
maturidade da semente. 0 padrio de atividade, no endosperm:
apaco-2, ¢ drasticamente diminuido em relaglo =ao normal,
Chegaﬁdo A ser trés vezes menor que este nos estdgios
‘intermediérims do desenvoivimento  do endosperma. Ao
mesmo  tempo, quando extratos de endospermas normais @
mutantes opaco-2 foram submetidos a eletroforese em géis de
poliacrilamida (sob condi¢goes nio-denaturantes), € a seguir,
a atividade de  LKR foi revelada em gel, uma bands

carrespondente a  atividade da  enmima, foi possivel de ser
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visual izada somente no material normal. ates resultados

indicam que a enzima LKR  estd sob controle do gene opaco-2.

Cerca de 3.000 endospermas da versio normal,
no periodo de maior atividade de LKR, foram utilizados para
a purificacio da enzima através de uma sequéncia de passos
de fracionamento em sulfato de amonio, ultracentrifugacio e
cromatografias de troca i6nica e afinidade. A preparagio
mais  pura obtida da cromatografia de afinidade foi
enrigquecida 275 vexes € tinha uma atividade especifica de

414 nmoles de NADPH.min™*.mg de proteina ™. A enzima deve

SET UMA manomero  de Mr 130.000 a 41460.0006, conforme
determinada por filtragio em gel Sephadey G206,

ultracentrifugacio em gradientes de sacarose € eletroforese

em géis de poliscrilamida. A banda mais intensa de
M 434,009, praveniente da eletroforese seb  condigtes

denaturantes da  enzima purificada, Ffoi atilizada para @
preparacao  de anticorpos policlonais, em coelhos HNew

Zealand. 0s  ewperimentos de  Western blot, utilizando~ae

estes anticorpos, foram realizados com 04 axtratos
provenientes dos diferentes passos da purificagio da enzima,

resolvidos por eletroforese em gel de poliacrilamida {(sob
condi¢ies denaturantes). 102 fﬁsultadoﬁ demonstraram o
reconhecimento, por parte destes anticorpos, de uma dnica
banda de Mr 130.000 nos extratos purificados. Entretanto,
nos extratos da centrifugacio a 3.000 X g ou a 22,000 X g e
naqueles fracionados com sulfato de =zminio, =a&lém desta

handa, uma segunda bhanda de menor peso molecular { My
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§0.000), foi também reconhecida por estes anticorpos. A
origen desta banda, até o momento nos € desconhecida, desde
que todos os resultados obtidos, neste trabalho, indicam a
existéncia de uma dnica forma da enzima na fragio soluvel de

endospermas normais ¢ mutantes opaco~-2.

ﬁ.enzima de milho tem propriedades bastante
similares hs enzimas de figado ¢ placenta humanos, tais
Come requer imento pelo cofator NADPH, pH. ot ima,
termoestabilidade ¢ inibigie pelo produteo - sacaropina. A
cinética da enzima mostrouw ser bastante complexa para amnbos
substratos. 0s valores de Km encontrados para lisina foram
de 8,7 e 4,1 M, respectivamente para as versoss normal

OPACO~



119

VII. SUMMARY

Lysine~ketoglutarate reductase (LKR, EC
£.5.4.8) was investigated in endosperms of homozygous normal
and opaque~2 versions of L1938 maize inbred line. The enzyme

catalyses the following reactions
Lysine + X ~ketoaglutarate + NADPH ——> saccharopine + NADP*

The enzyme activity in . both genotypes
increased with the onset of seed development, reached a peal
around 20 days after pollination and then decreased towards
seed matuwrity. The enzyme activity of opagque-2 endosperm was
2-3 times 10w@r-than the normal endosperm. BExtractes from
normal and opagque-z endosperms were resolved by
polyacrilamide gel electrophoresis and developed for LER
activity., & band corresponding  to the enzyme activity was
detected only in the normal extract. These results suggest

that LEKR is under control of opagque-2 gene.

Three thousand endosperms  of the normal
version of Li0o38 taken at the period of highest enzyme
activity were uwsed for the purification of LKR  through a

sequence  of steps including ammoniuam sulfate fractionation,

wltracentrifugation, and ion—exchange and affinity
chromatography. The purest preparation aghtained after

affinity chromatography was 275 fold enriched and had  a

apecific activity of 454 nmol.min™*"mg protein™*. The
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molecular weight of the enzyme as determined by gel
filtration, gradient centrifugation and gel electrophoresis
was  in the range of 130.000 to 160.000. Polyclonal
antibodies against the purified enzyme were raised in

rabbits. Western blot analysis using anti—~LKR antibodies was

n

carried ont with extracts of different purification steps
resolved by sodium  dodecil sulfate poluacrilamide gel
electrophoresis. A& single imnnunoprecipitated band of 430,000
was obserwved in the purified extract. In crude and ammonium
'ﬁulphate fractionated ﬁxtracfﬁ an additional band of 86.000
cross~reacted with the anti~LKR antibodies. The origin of
this band is unknown, since all other data demonstrated =

unigque form of LKR bhoth in normal and opague-2 endosperms.

The maize enzyne was very similar to that
found in human tissues in  several aspects, including
specificity for NADPH, pH  optimum, thermal stability and
product inhibition. Kinetic studies with lusine and alfa-
ketoglutarate revealed ,comhléx Km for hoth substrates. The
Km for lysine was 8,7 and 4,41 mM, Fegpectivelg for normal

and opagque-2 materials.
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