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INTRODUCAD

A Tigacao de um aminoacide ao sey correspondente
acido ribonucleico de transferencia, com formacao de comple-
x0s amincacil-tRNAs, & o primeiro evento da biossintese de
proteinas. Apos esta etapa, denominada de ativacao dos aming
acidos, o0os aminoacil-tRNAs se dirigem para os ribossomos on-
de ocorrem as etapas subsequentes da sintese proteica.

A formagaoc dos aminocacil-tRNAs & catalisada pelas
aminoacil-tRNA sintetases ou L-aminoacidos: tRNA Ligases (AMP)
[?.C.6.1.1.{} atraves de uma reacadoc que pode ser esquematiza

do da seguinte maneira (Novelli, 1967; Mehler, 19703

2+
ARS + ATP + AA + tRHNA §ﬁ§~_5 AAR-LtRNA + AMP + PPi + ARS

{reacaoc 1)

Nesta reacgaoc envolvende ires substratus,aminoacido,
ATP e tRNA, cada aminoacido € esterificado ao grupo hidroxi-
la 2' ou 3' da ribose na extremidade 3' do tRNA. A energia
requerida para formagao desta ligacac éster e fornecida por
hidrglise do ATP que & dependente de cations bivalentes, ge-
ralmente Mg2+3 como a maicria das reacoes enzimaticas gque
utilizam ATP como fonte de energia.

Quanio aos possiveis mecanismos de reacac as ARS
estao divididas em dois grupos:

1) Enzimas que catalisam a reacac de aminoacilacao
do tRNA em uma uUnica etapa, conforme mostra a Reagao 1. Per~
tencem a este grupo as ARS que necessitam da presenca dos
tres substratos para que a reagao ocorra {Lovgren e colabora

dores, 1§75; Takeda e Chnishi, 1975).



2) Enzimas que catalisam a reacav de aminoacilacao

do tRNA em duas etapas, assim esguematizadas:

2+
Mg
ARS + ATP + AA === ARS.AA-AMP + PPi (Reagao 2)

M92+

ARS . AR-AMP + LtRNA g====> AA-tRNA + AMP + ARS (Reagao 3)

Pl

Na primeira etapa {Reacao 2), conhecida como rea-
¢ao de intercambio ATP-PPi, a ARS interage com dois substra-
tos, ATP e aminoacido, formando um complexo intermediarioc
funcional, amincacil-adenilato, onde o grupo carboxila do
aminoacido forma uma Yigacao tipo anidrido com o grupo fosfa
to 5' do ATP, desiocando pircfosfatc inorganico. Na sequnda
etapa (Reagao 3), denominada de aminoacilagao do tRNA, o ami
npgacido e transferido do complexo aminoacil-adenilato aov seu
correspondente tRNA{Mideifortecolaboradores, 1975; Santi e
Webster, 1975).

A ocorrencia de ARS nas celulas esta diretamente
relacionada com o numero de L-amincacidos naturais, isto e,
existe uma enzima para cads amincacido, embora possa existir
um ou mais tRNAs codificando um mesmo amincacido.

Sendo enzimas precursoras da sintese de proteinas,
as ARS estao presentes em todas as celulas de organismos pro
cariotos e eucariotos. Quanto a localizagao intracelular, as
ARS sao encontradas no citopiasma, e mais recentemente tem-se
isolado enzimas de organelas como mitocondrias (Chiu e Suyama,
1975) e cloroplastos (Locy e Cherry, 1978) que diferem das
ARS de origem citoplasmatica, tanto em aspectos estruturais
como em propriedades cineticas. As enzimas citoplasmiticas,

porem, $aoc as mais conhecidas, existindo amplas revisces



abrangendo os mais variados aspectos (S811 e Schimmel,1974;
Kisselev e Favorova, 1974; Schimmel e S817, 1979).

A baixa frequencia de erros na estrutura primaria
das proteinas demonstra a grande especificidade das ARS em
relacao ao reconhecimento dos seus substratos,aminoacido,ATP
e tRNA. Os fatores determinantes desta alta especificidade
nao sac conhecidos ateé o momento.

Com a finalidade de obter informacoes mais preci-
sas sobre varios aspectos, o5 autores vem procurando purifi-
car cada vez mais as ARS, sendo no entanto que poucas tem

chegado a nivel de cristalizacao.

Purificacao

besde o isolamento da primeira ARS,a triptofanil -
tRNA sintetase de mamifero por Hoagland (1955), wuma grande
variedade de sintetases tem sido isolada de diferentes fon-
tes, sendo 0s procariotos mais utilizados gue 0s eucariotos
vegetais e animais (8811 e Schimmel, 1974).

0s procariotos mais wusados para extragao das ARS

sac Escherichia coli, levedura e Bacillus stearothermophilus.

Entre as sintetases provenientes destas trés fontes, as enzi
mas de E.coli sac as mais estudadas, tendo-se recentemente
ARS para cada um dos vinte diferentes L-aminoicidos, a partir
de um mesmo extrato de c&lulas (Kern e Lapointe, 19749 . De

ram purificadas as vinte diferentes enzimas (Kern e colabora

dores, 1977).

Nos eucariolos, devido a major complexidade do sis



tema, como por exemplo as sintetases formando complexos esté
veis de alto peso molecular gue contem diferentes enzimas agre
gadas (Kellermann e colaboradores, 1979), o0 processo de puri
ficagao torna-se mais dificil, razio pela qual sio menos em-
pregados como fonte de extracao. A maior parte das enzimas
purificadas de origem animal & de mamiferos. Nos vegetais,ge
ralmente, utilizam-se sementes como fontes de purificacao
das sintetases.

O grau de homogenzidade das ARS purificadas por di
ferentes metodos e bastante variavel. Geralmente, sio empre-
gadas tres ou mais etapas cromatograficas tornando o proces-
so demorado. O usc de reagentes protetores de grupos SH e
inibidores de proteolise evitam a degradacao da enzima duran
te a purificagao. Atualimente tem-se adicionado as tecnicas
usuais de purificagao, a cromatografia por afinidade que tem
melhorado sensivelmente a homogeneidade das ARS.Neste metodo,
a enzima e fixada a uma resina e posteriormente eluida por
um ou mais dos seus substratos. Uma das resinas mais utiliza
das e a Sepharose ligada a Azul de Dextrano, devido a afini-
dade que as ARS possuem por este cromofors {Moe e Piszkiewic,
1976). A eluicao da enzima a partir deste suporte e bastante
variavel, dependendo da enzima e da fonte de obtencao .Imbauit
e colaboradores (1979) mostraram que a valil-tRNA sintetase
de cloroplastos de Etuglena gracilis era eluida por aplicacao

de uma solugao contendo L-valina, ATP e Mg2+. Em contraparti

da, Sarantoglou e colaboradores (1980), trabalhando com a
mesma enzima isolada de citoplasma de Euglena gracilis pela

mesma tecnica, somente conseguiram a eluigao utilizando o

tRNA especifico.



Uma alternativa para este metodo & o emprego de
fosfocelulose como suporte ac inves de Sepharose-azul de dex
trano. As sintetases sao adsorvidas inespecificamente enm fos
focelulose e posteriormente eluidas pelos seus respectivos
tRNAs. Yamada {1978), purificando ARS de levedura por esta
tecnica, verificou que a valil e tirosil-tRNA sintetases nao
eram eluidas pelos seus respectivos tRNAS na ausencia deMg2+
e a isoleucil-tRNA sintetase requeria a presenca de M92+ &
ATP para ser eluida pelo sey correspondente {RNA.

Os exemplos citados mostram as dificuldades no es-
tabelecimento de um metodo padrao de purificagao das sinteta
ses, pois uma mesma tecnica pode ser de simples aplicacaoc pa
ra uma determinada enzima mas nao para outras. Apesar disto,
muitas ARS foram purificadas ate a homogeneidade ¢ algumas
puderam ser cristalizadas. Entre estas podemos citar: metio-

nil-tRNA sintetase de E.coli {Zelwer e colaboradores,1976) ;

tirosil-tRNA sintetase de B.stearothermophilus (Irwin e cola
boradores, 1976); aspartil-tRNA sintetase de levedura {Dietrich

e colaboradores, 1980).

Caracteristicas moleculares das ARS

Quanto ao numero de cadeias componentes das sinfe-
tases € o tipo de estrutura destas cadeias, observa-se uma
grande diversidade, dependendo da fonte usada na obtencao da
enzima e do tipo de enzima considerado. Os principais tipos
de estrutura encontrados nas sintefases sao: monomeros de ta
manhe variavel com estrutura «; dimeros de subunidades iden-

ticas wps tetrameros com subunidades diferentes ftipo asf, e



tetrameros com subunidades identicas ay, ( S811 e Schimmel, 1974).
Esta grande variacac estrutural das subunidades re

flete as grandes diferencas encontradas em relagao aos pesos

moleculares. A major parte das ARS cujas estruturas foram d

e

terminadas pertence a procariotos, principalmente F.coli. En
tre as sintetases de E£.coli encontramos desde monomeros tipo
a, com P.M.59.000, como a glutamil-tRNA sintetase (Willick e
Kay, 1976) ate tetrameros de estrutura a,8,, com P.M.227.000,
como a glicil-tRNA sintetase (Ostrem e Berg, 1674).

As vezes aparecem estudos estruturais discrepantes
para uma mesma enzima, de uma mesma fonte. Assim, para &
tirosil-tRNA sintetase de levedura, Bhanot e colaboradores
(1974) obtem um dimero a, com P.M.80.000;e Faulhammer e Cramer
(1977), um tetramero a, com P.M.116.000.

Entre as ARS que apresentam homogeneidade estrutu-
ral podemos citar a seril-tRNA sintetase, gue independente-
mente da fonte de obtencao apresenta sempre a estrutura a, e
os P.M. saoc proximos. A enzima de levedura tem P.M. 120.000
(Heider e cclaboradores, 1971): a de figado de galinha, P.M.
120.000 (Lemeur e colaboradores, 1972); e a de sementes Lupi

nus tuteus, P.M.110.000 (Jakubowski e Pawelkiewicz, 1975).

Quanto a estrutura primaria, composicac e sequencia
de aminoacidos das ARS, os dados disponiveis sao bastante con
trovertidos. Ate o momento, apenas uma sintetase foi comple-
tamente sequenciada, a triptofanil-tRNA sintetase, de B.

stearotnermophilus (Winter e Hartley, 1977), enquanto outras

sintetases so o foram parciaimente (Koch e colaboradores, 1974 .

A determinagao dos residuos de amincacidos essen-



ciais para a atividade catalilica das sintetases tem sido es
tudada por modificacoes quimicas da molecula da enzima.

A clivagem proteclitica das ARS parece ser o prin-
cipal fator responsavel pelo aparecimento de mUltiplas formas
de enzima em procarictos. Kern e colaboradores {1975) traba-
Thando com a valil-tRNA sintetase de levedura, isolaram duas
formas enzimaticas de P.M. diferentes. A enzima de menor P.M.
apresentava menor atividade especifica na reacao de amincaci
lagao. 0 uso de inibidores de proteolise durante a purifica-
cao diminuiu sensivelmente o aparecimento da enzima de menor
atividade especifica, sendo este um forte indicio de proted-
lise de enzima nativa.

A modificacao quimica das ARS por blogyueio de gru-
pos SH e um dos aspectos mais extensivamente estudadas devi-
do ao fato de que todas as sintetases saoc sensiveis a estes
reagentes. A alteracao de grupos SH destas enzimas geralmen-
te causa inativac¢ao das mesmas, as vezes diferentemente, de-
pendendo da sintetase. Assim, a triptofanili-LfRNA sintetase
de E.coli, que & um dimero a,, possue um total de quatro gru
pos SH por subunidade, porem apenas um deles reage rapidamen
te com DTNB causando inativacac da enzima {Kuehl e colabora-
dores, 1976). Por outro tado, a triptofanii-tRNA sintetase
humana, que e um dimero a,, com P.M. maior que a enzima e
E.coli, possue seis grupos SH por subunidade e quatro deles
reagem rapidamente com DTNB levando a enzima a inativagao
mo a enzima humana saoc protegidas da inativacao pela adicao

dos seus subtratos ou por reagentes protetores de grupos SH,



como o DTT. A protecao da enzima por seus substratos & um
forte indicio de que os grupos SH, em questao, fazem parte
do sitio ativo.

Pouco se sabe a respeito de ocutros residuos de ami
noacidos envolvidos nas reagles catalisadas pelas sintetases.
Porem, a necessidade de um pH otimo entre 7,0 e 9,0 para a
reagao de aminoacilagao tem chamado a atencao quanto a uma
possivel participacao dos residuos de histidina, que nesta
faixa de pH estao desprotonados. Favorova e colaboradores
(1978) verificaram que a modificagac causada por dietil piro
carbénato em 3 dos 22 residuos de histidina presentes na mo-
lecula de triptofanil-tRNA sintetase de pancreas bovino, pro
vocam completa inativagao da enzima. Na presencge dos substra
tos ou de hidroxilamina a enzima e protegida da inativacgao.

Caracteristicas cineticas das ARS

Estudcs de interacao de ARS com seus substratos e
dados cineticos utilizando-se tanto a reagac de intercambio
ATP-PPi quanto a reagac de aminoacilacac de tRNA sao impor-
tantes para o entendimento das especificidades dos substra-

tos e do mecanismo de reacgao.
Mecanismos de reagao

Conforme descrito anteriormente, a reacao de forma
cao de aminoacil-tRNA pode ocorrer em uma unica etapa ( Rea-
gao 1), ou em duas, produzindo o complexo intermediario ami-
noacil-adenilato (Reacao 2) e posterior transferencia do ami

ngacido deste complexo para o tRNA (Reacao 3).
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10

acido podem Ser o primeiro substrato a se Tigar a enzima pa-
ra a catalise (Santi e colaboradores, 1971; Midelfort e cola
boradores, 1975); D) sequencial, onde existe uma ordem de en
trada do substrato, isto e, o aminoacido pode ser o primeiro
substrato a se ligar a ARS (Myers e colaboradores, 1971}, ou
o ATP o primeiro substrato (Allende e colaboradores, 1670,
Lin e colaboradores, 1975).

Para as reagoes de formagao de aminoacil~tRNA que
ocorrem em uma unica etapa (Reacao 1), o mecanismo é do tipo
concomitante, onde os tres substratos participam simultanea-

mente da reacac {Loftfield, 1972).
Especificidade pelos substratos

Os tres substratos das ARS sao bem distintos entre
si, ou seja, uma macromolecula, o tRNA; um composto rico em

energia, o ATP; e uma molecula pequena, o aminoacido.

0 tRNA, sem duvida, e o mais estudade, permitindo
facilmente interagoes do tipo acidonucieico-proteina com
as ARS. Ao contrario das ARS, os tRHAS sao bem conhecidos

quanto as estruturas primaria, secundaria e terciaria. Atual
mente, cerca de 80 diferentes tRNAs, obtidos de diversas fon
tes, possuem suas sequencias de nucleotideos determinadas
(Rich e Rajbhandary, 1976). Entre as moleculas de tRNA hem
conhecidas, o tRNA especifico para fenilalinina, obtido de
tevedura, e usado como modelo molecular por ser o primeiro
tRNA cuja estrutura terciaria foi detalhadamente estabeleci-
da (Rich, 1974). Estudos comparativos entre estas moléculas

mestram grandes simiiaridades tanto na estrutura primaria ,com

posta de regioes com bases fixas e variaveis, quanto nas
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estruturas secundaria e terciaria, gue parecem ser comuns a
todos os tRNAs [Kim, 1978). Este fato e a alta especificida-
de das sintetases em relacgao ao reconhecimento destas molécu
las tem sido amplamente investigados visando determinar que
regiao da molecula do tRNA & utilizada pela enzima como sitio
de reconhecimento {Schimmel, 1979).

0s estudos, ateé agora mencionados, sobre o probie-
ma do reconhecimento abordam a aminovacilacao correta do tRNA,
poreém, a ocorrencia de aminoacilagaoc errada pode ser observa
da "in vitro™, Ebel e colaboradores (1973} demonstraram que
dois tipos de tRNAs de levedura, especificos para alanina e
fenilalanina, sao aminocacilados pela valil-tRNA sintetase de
E.coli ou de levedura. Em ambos os casos, a formagao do par
aminoacil-tRNA inespecifico difere da formagao do par especi
fico pelos valores de KM e de velocidade maxima. Nas reagoes
inespecificas, as KMs saoc 100 vezes maiores e a velocidade
maxima cerca de 1000 vezes menor, em Comparacao com as  rea-
coes especificas.

A especificidade enzimatica em relagac aos nucleo-
sjdeos trifosfatos existentes e quase absoluta para o ATP.As
regites da molecufa de ATP responsaveis por tal especificida
de tem sido investigada atraves do usoc de analogos do ATP
nas reagoes catalisadas pelas sintetases.Freist e Cramer(1580)
estudaram o comportamento cinetico de algumas sintetases de
tevedura, nas reacoes de intercambio ATP-PPi e de aminoacila
cao, em presenca de diferentes analogos do ATP, contendo mo-
dificacoes na ribose ou na adenina. Entre as enzimas testa-

das, com excegao da arginil-tRNA sintetase, nenhuma catalisa
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a reagao de aminoacilagac com analogos contendo modificagoes
na ribose, porem, na reacac de intercambio ATP-PPi, estes
analogos funcionam como substratos. Por outro tado, 0s analo
gos com base modificada, as vezes atuam como inibidores da
reacao de aminoacilacao, mas como substratos paraa reacao de
intercambic ATP-PPi. Estes resultados deixam claroque hid uma
maior especificidade enzimatica para a reacao de aminoacila-
¢ao, e a regiao da molecula responsavel per tal especificida
de varia conforme a sintetase.

As sintetases sao altamente especificas em relagao
aos aminoacidos naturais de forma L-. 0s D-isomeros nao sao
substratos efetivos, com excecao da D-tirosina que ¢ ativada
pela tirosil-tRNA sintetase de E.coli, com eficiencia um pou
co menor que a L-tirosina (Santi e Pena, 1973). 0 uso de ana
logos de aminocacidos tem possibilitado determinar que re-
gioes da molecula estac envolvidas no reconhecimento pelas
sintetases. Mudancas no radical do aminocacido podem causar
total rejeicao da enzima pelo analogo {lLepore e colaborado-
res, 1975}, A integridade do grupo amino parece ser fundamen
tal para a atividade catalitica das sintetases visto que 0s
analogoes contendo grupo amino modificado nao atuam como subs
tratos (Kovaleva e colaboradores, 1977). Quanto ac grupo car
boxila, as sintetases apresentam uma tolerancia pois diferen
tes analoges funcionam como inibidores competitivos, exciuiln
do a possibilidade de Tigacao do aminoacido 2 enzima atraves
da carboxila {lepore & colaboradores, 1975; Nevinskii e cola
boradores, 1975).

Nas reacoes de catdlise,as ARS necessitam tambem
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de um cation bivalente, geraimente Mgz+, Entre as fungoes
deste ion metalico, a formagio de complexc com o ATP parece
ser indiscutivel, pois na ausencia de Mg2+, ¢ ATP nao atua
como substratc, pelo menos na reacao de intercambio. Na rea-
cao de aminoacilacac, torna-se mais dificil 0 estabelecimento
de sua fun¢ao, pois além de formar complexo com o ATP, este
cation & reguerido na manutencao da estrutura do tRNA (Midel
fort e colaboradores, 71975).

0 M92+ tem influencia em varios aspectos das ARS.
Na purificacao por cromatografia de afinidade em Sepharose,
a triptofanil-tRNA sintetase de E.coli & eluida por ATP ou
tRNA especifico na auséncia de Mgz*, enguanto na presenca
de M92+ a enzima so e eluida por seu respectivo tRNA {Drocourt
e colaboradores, 1979). Com relagao ao mecanismo, Mérault e
colaboradores ({1978) observaram para a triptofanil-tRNA sin=-
tetase de pancreas bovino, gue para concentracao otima de
Mg2+, a entrada de ATP e triptofanc e ao acaso,e guando este
ion & adicionado em excessc, ATP & o primeiro substrato, em
uma sequencia ordenada.

A utilizagao de outros cations bivalentes,em subs-
tituicgao ao M92+, tem mostrado diferentes efeitos conforme a
enzima e a etapa da reacao considerada { Hyafil e Blanguet

1977 ).

3

A substituicao do M§2% por poliaminas apenas na rea
¢ao de aminoacilagdo & outro ponto bastante discutido. F ba-
seado neste aspecto que alguns autores{Pastuszyn e loftfield ,
1972; Takeda e Ohnishi, 1975} sugerem o mecanismo concomitan

te para a reagao de formacao de aminocacil-~tRNA.
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MATERIAL E METODOS

1. Material

ATP, GTP, CTP, UTP, AMP, L-aminoacidos,BSA,DTT,6SH,
B-mercaptoetancl, DTNB, aminas, poliaminas, tRNA de b.coli,
DEAE-celuiose (0,92 mEq/g), fosfocelulose (9,0 mbg/g), Coomas
sie Briiliant Blue, acrilamida, NN'-metilenebisacrilamida ,
TEMED, persulfato de amonio e glicerol, foram obtidos da "Sigma
Chemical Company" (U.S.A.).

PCMB e NEM, foram adquiridos da "Mann Research
Laboratories Inc." (U.S.A.).

Carvao ativo, foi obtido da “Merck" (Germany).

Dowex T-ag 1x8, cl (200 a 400 mesh), foi adouirida
da "J. T. Baker Chemical Co." (U.S.A.).

Papel de filtro (3 MM), foi obtido da "Whatman
Bicchemicals Ltd." {England}.

Filtros de nitrocelulose(H A W P,porosidade 0,45 v
e membranas Pellicon (tipo PT).foram adguiridas da "Millipore
Filter Corporation™ (U.S.A.).

POPOP e PPO,foram obtidos da "Beckman Instruments
Inc.™ (U.S.A.).

L-aminoacidos { C) e (QH), foram  adquirides da
"Schwarz/Mann" (U.S.A.).

Fosfato de Sodio (32P), foi obtido no "Instituto de
Pesquisas Energeticas e Nucleares” (Sao Paulo).

Treonil-tRNA sintetase de figado bovino foi purifi-
cada em nosso laboratorio.

Figado bovino foi cedido pelo Frigerifico Macuco
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(Yalinhos - Sao Paulo).
2. Metodos
2.1. Purificacao de TRS de figado de boi.

0 metodo que utilizamos para purificacao de TRS ,
baseia-se no trabaiho de Allende e colaboradores (1966, fa-
zendo~se algumas modificacoes. Coloca-se umaporcao de figado,
logo apos o sacrificio do animal, em um recipiente imerso em
gelo moido. As operagoes subsequentes saoc realizadas entre
0% e 5°C.

Homogeneizacao do tecido

Adiciona-se 200 g de figado (picado com tesoura) a
600 ml de tampao fosfato de potassio 0,08 M pH 6,8 contendo
KCT 0,1 M e homogeneiza-se {(Omni-Mixer-Sorvall) durante 2 mi-
nutos, a velocidade maxima. Filtra-se em gaze e o filtrado

obtido constitui o extrato bruto.
Eliminacao de Mitocondria

Centrifuga-se o extrate bruto a 15.000 x g durante
15 minutos {Centrifuga Sorvall). Coleta-se o sobrenadante

pos-mitocondrial.
Eliminacao de microssomo

Mantendo-se em constante agitacao a fracao pos-mito
condrial, adiciona-se lentamente solucgao de EaCEQ ate concen-
tracao final de 0,02 M. Logo apos a adigao do BaCl,, centrifu
ga-se a 15.000 x g por 15 minutes. Coleta-se ¢ sobrenadante

pos-microssomal.
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Saturacao com sulfato de amonio

A fracao pos-microssomal, adiciona-se Tentamente
sob agitacao constante, Sulfato de amonio solido atée 40%  de
saturac¢ao. Mantem-se o pH da mistura em torno de 6.8 pela adi
cao de hidroxido de amonio 2 M. Deixa-se agitando por 1 hora.
apos completa adicao do sal. Centrifuga-se a 15.000 x g duran
te 15 minutos. Ao sobrenadante obtido, adiciona-se Sulfato de
amonio até 75% de saturacgac procedendo-se conforme descrito
para saturacgao a 40%. Apos adigao do sal, deixa-se agitando
por 2 horas. Centrifuga-se a 15.000 x g por 15 minutos,Despre
za-se 0 sobrenadante e ressuspende-se o precipitado em bLampao
fosfato de potassio 0.005 M pH 6,8 contendo DTT 70~é M. Bia-
lisa-se a suspensaoc com o mesmo tampao ate que todo sutfato

de amonio tenha sido eiiminado.
Cromatografia em DEAE-celulose

Aplica-se o material dialisado a uma coluna de DEAE
celulose (2 x 20 cm), previamente equilibrada com tampao fos-

fato de potassio 0,005 M pH 6,8 contendo DTT 1074

M. A seguir
fava-se a resina com tampao de equilibrioc, ate que a Aogn do
eluido seja inferior a 0,05. Elui-se a enzima aplicando-se um
gradiente linecar de sal, constituido de 250 m1 do tawmpao de
equilibrio e 250 mi do mesmo tampao contendo KC1 0,5 M. Reu-
nem-se as fragoes com atividade enzimatica e satura-se com
sulfato de amonio ate 75%. Apos adicao do sal, deixa-se agi-
tando por 2 horas. Centrifuga-se a 15.000 x g durante 15 minu

tos. Despreza-se o sobrenadante e suspende-se o precipitado

- - -4
em tampao fosfafo de potassio 0,05 M pH 6,8 contendo DTT 10 "M.
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Dialisa-se o material contra o mesmo tampao até completa remo

gao do sulfato de amonio.
Adsorcao em Hidroxiapatita

Mantem-se uma suspensac de hidroxiapatita previamen
te equilibrada com tampao fosfato de potassic 0,05 M pH 6,8

contendo DTT 1077

M sob agitacac e lentamente adiciona-se a
fracao dialisada proveniente da etapa anterior. Deixa-se agi-
tando por 30 minutos e centrifuga-se a 3000 x g durante 5
minutos. Despreza-se o sobrenadante sem nenhuma atividade en-
zimatica e suspende-se o gel precipitado no tampao usado para
equilibric. Deixa-se agitando durante 15 minutos e centrifuga
se a 3000 x g por & minutos. Despreza-se o sobrenadante e re-
pete-se esta operagao ate que o sobrenadante apresente ﬁggo
menor que 0,20, Neste ponto, apenas substitui-se o tampao em
questao, por tampao fosfato de potassio 0,10 M pH 6,8 conten
do DTT 19—4 M e repete-se a operacgac ate gue o sobrenadante
nao contenha proteinas. Elui-se a enzima, ressuspendendo-se a
hidroxiapatita com tampao fosfate de potassic 0,35 M pH 6,8

contendo DTT 10”74

M. Agita-se durante 15 minutos e centrifuga
se a 3000 x g por 5 minutos. Coleta-se o sobrenadante e repe
te-se este processc ate que toda a enzima tenha sido extraida
do gel. Reune-se as fracgoes contendo atividade erizimatica e
concentra-se em um concentrador de proteinas(Amicon;membrana PT)
Diatisa-se o material concentrado contra tampac fosfato de po

t3ssio 0,01 M pH 7,5 contendo DTT 1077

M
Cromatografia em fosfocelulose

Aplica-se o0 material proveniente da etapa anterior,
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em uma coluna de fosfocelulose { 1 x 8 cm), previamente equi-
tibrada com tampao fosfato de botéssio 0,07 M pH 7,5 contendo
DTT 10°% M. Lava-se a resina com este tampaoc até que a Aoag
do eluido seja inferior a 0,02. Aplica-se um gradiente linear
constituido de 100 ml do tampaoc acima e 100 wml do mesmo tam-
paoc contendo KC1 0,5 M. Reune-se as fracoes aque apresentam
atividade enzimatica, concentra-se por filtracao utilizando -
se um concentrador de proteinas. Dialisa-se o material concen
trado em tampao fosfato de potidssio 0,01 M pH 7,5 contendo DTT
10_4 M. Adiciona-se glicerol ate 50% ao material dialisade e

armazena-se a —ISOC.
2.2. Tratamento de carvaoc ativo

Usamos o metodo descrito por Kornberg e Stadman (1957),

com modificacoes.

Adiciona-se HC1 6 N ac carvac na proporgao de
10 ml/g de carvao. Agita-se a mistura com um bastac de vidro
a cada 10 minutos durante 2 horas. Deixa-se o carvao sedimen-
tar e despreza-se ¢ sobrenadante acido. Ressuspende-se o car-
vao em agua destilada, agita-se a mistura e apos sedimentacao
do carvao retira-se a aqua. Repete-se este procedimento ate
gue todo acido tenha sido removido. Adiciona-se agua ac car-

vao de maneira gue a mistura contenha 30 ¢g/100 ml da suspensao.
2.3. Padronizacao do carvao tratado

Determinamos a capacidade de adsorgac do carvao tra
tado atraves da quantidade necessaria do mesmo para total ad-

sorcaoc de cerca de 3 x 3%43 M de ATP, por medida da A

[
<

4
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- 32
2.4. Preparacao do Pirofosfato { PPi)

Empregamos o metodo descrito por Bergman (1962),com

algumas variagoes.

Transfere-se 1 ml de fosfato de  sodio dibasico
(32P) centendo de 1 a 5 mC para um cadinho de porcelana e
adicionam-se 20 uymoles de fosfato de sodioc dibadsico. Deixa-se
a mistura em estufa a SOOC, por 1 noite, para evaporacao.Trans
fere-se o residuo obtido para uma mufla, procedendo-se uma pi
rolise entre 450°C e 500°C, darante 1 hora e 15 minutos. Apos
resfriamento do material dissolve-se o residuo com 15 ml de
agua destilada, adicionando~se 5 ml de cada vez. Aplica-se o
material dissolvido em 1 coluna (1 x 4 cm) de Dowex-1 na for-
ma de cloreto. Lava-se a coluna com 20 2 30 ml de agua., cujo
eluido naoc deve conter radioatividade. Elui-se os fosfatos e
pirofosfatos aplicando-se uma mistura de HCI] 0,01 M contendo
LiC1 0,05 M. Coletam-se fracoes de 10 ml e retiram-se aliguo-
tas de 0,01 ml de cada fragao eluida para determinacac da ra-
dioatividade em um cintilador Beckman (LS-100C). Observa-se a
presencga de 2 picos contendo radiocatividade. 0 primeiro cor-
responde ao 329 eluido a partir do tubo 1 ao tubo 5. O segun-
do pico e de 32PPé cuja eluigao inicia-se a partir do tubo 15
estendendo-se ate o tubo 25. Reunem-se 0s tubos ContendGEZP?i
e ajusta-se o pH entre 8 - 9 com NaOH 0.1 N. Guarda-se o ma-

terial no congelador (~15°C).
2.5, Determinagao da Atividade Enzimatica
— —- - - . -, 3 2 -
2.5.1, Metodo de Intercambio isotdpico ATP- PPj

Acompanhamos a atividade enzimatica pela reacac de
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- . - - - 3 2 . 3
intercambioc isotopico ATP- PPi conforme descrito por Papas e

Mehler (1970} com algumas modificacoes.
A mistura de incubacao contem:

100 mM de tampao tris-HC1 pH 7.8; 1 mM de Na,Po0y5s
I mM de ATP; 10 mM de MQCEZ; 5> mM de L-treonima e cerca de
505 CPM de szi. Incuba-se esta mistura por 2 minutcs a 37%
e inicia-se a reacac adicionando-se 0,1 ml de enzime,perfazen
do-se um volume final de 1 ml. Apos 10 minutos a 379C, parali
za-se a reacgao pela adicao de 0,5 ml de HC1O, 7%. Adicionam

se a seguir 0,5 ml de carvao ativo a 30% e 1 ml de Na,P,0

47277
0,1 M. Agita-se vigorosamente a mistura durante 20 sequndos
em um agitador (tipo Vortex), filtrando-se em sequida sobre
discos de papel Whatmann 3 MM, com o auxilio de uma bomba de
vacuo. Lava-se o material retido no filtro com Na,P,0, 0,01 M
pH 7,0 (aproximadamente 15 ml). Determina-se a radicatividade
dos filtros em um cintilador Beckman.

Neste metodo a atividade enzimdtica & medida nela
guantidade de umoles de 32??% incorporada ao ATP nas condigoes
de ensaio.

32

Atividade especifica e definida como umoles de PPi

incorporados por mg de proteinas.
2.5.2. Metodo de aminocacilacao do tRNA

Conforme descrito por Allende e colaboradores{1970),
determinamos a atividade enzimatica pela formacao de AA-LRNA,

usando-se aminoacido radioativo.

A mistura de reacao cujo volume final & 0,1 ml,contem:
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2.9, Ativacaoc de DFEAE-celulose

Ativamos a resina segundo o metodo descrito por

Peterson e Sober (1962).
2.10. Ativacao de fosfocelulose
Empregamos o metodo descrito por Peterson (1970).
2.11. Eletroforese em gel de Poliacrilamida

Utilizamos o metodo descrito por Ornstein (1964).

Para coloracao e descoloracgao empregamos o  metodo

de Vesterbeg (1972).
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TABELA 1

Purificacao de TRS a partir de 200 g de figado bovino pelo meé
todo (2.1). As principais etapas da purificacio estdo resumi
das na tabela abaixo. A atividade enzimatica foi determinada
pelo metodo (2.5.1). Neste método unidade enzimitica (U) e de
finida como umoles de **PPi incorporados ao ATP nas condigcoes
de ensaio. A dosagem de proteinas foi feita pelo metodo (2.6).

Volume {Protefnas | Unidades | Ativ.esp.| Purifi

Fragoes {m1) totais totais U/mg cacao
Extrato 600 32.940 2.100 0,006 ]
Sobr. pos mito .
condrial 500 17.800 1.700 0,10 1.5
Sobr. pos mi 450 12.915 1.395 | 0,1 1,7
crossomal ’ . s s

757 sat. com
sulf. amonio 110 4.994 577 0,12 1,d
(apos dialise)

DEAE~celulose ig 571 112 G,20 3,1
Hidroxiapatita 10 91 64 0,70 11
Fosfocelulose 3 16 199 7,53 118

{(50% glicerol)
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11

A 280 (0—o)

T T

20 40

NUMERO DA AMOSTRA

FIGURA 1 - Cromatografia em DEAE-Celulose

Conforme descrito em metodos (2.1.), o material dialisado con-
tendo 1.560 mg de proteinas, foi aplicado em uma coluna de DEAE
-cel. {2 x 20 ¢m). A enzima foi eluida com um gradiente Tinear
de KC1 a partir do ponto indicade na figura. Coletaram-se fra-
coes de 20 ml e determinou-se a concentracac de proteinas por
feitura da ﬂZBO (0——0) & a atividade enzimatica (e---8) pelo me
todo de intercambio isotopico (2.5.1).

CPM. 1073 (o--e)
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que nao se fixam a resina, entre estas proteinas a hemoglobi-
na que e um dos principais contaminantes € quase toda elimi-
nada. A ausencia de atividade enzimatica neste pico proteico,
indica que toda a enzima permanece ligada a resina. Apos a
aplicacao do gradiente de KC1 dois picos protefcos sao obser-
vados e entre eles situa-se o pico de atividade enzimatica.Es
te perfil de eluigado da TRS foi constante em todas as purifi-
cagoes efetuadas. Com relagcao a atividade especifica esta eta
pa fornece um pequeno aumento conforme indica a TAB.I. A esta
bilidade da enzima apos eluida e mantida por uma Semana a 1%¢c.

Na etapa seguinte, cromatografia por adsorcao em
hidroxiapatita, obteve-se um razoavel aumento na atividade
especifica como mostra a TAB.I. A quantidade de gel necessa-
ria para total adsorgaoc da enzima, foi estabelecida atraves
da dosagem da atividade enzimatica no sobrenadante obtido apos
centrifugacao do gel contendo enzima adsorvida. Mantendo-se a
proporgac de 20 g de hidroxiapatita para 1 g de proteina, con
seguimos completa adsorcao da enzima. A extracaoc da enzima da
hidroxiapatita foi feita com tampao fosfato 0,35 M.Nesta fase
a TRS e muito instavel devendo ser concentrada imediatamente
apos extracgao, dialisada e submetida a cromatografia em fosfo
celulose que & a ultima etapa da purificacao.

A FIG.2 mostra o perfil cromatografico da TRS en
fosfocelulose. Dois picos de proteinas sao mostrados na figu-
ra. 0 primeiro pico eluido livremente nac apresentou nenhuma
atividade enzimatica. No segundo pico proteice que & eluido
pela aplicacac de um gradiente linear de KC1 de 0 a 0,5 M a

TRS & eluida conforme mostra o pico de atividade enzimatica.
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FIGURA 2 - Crcmatografia em fosfocelulose

0 material proveniente da extracao em hidroxiapatita conten-
do 106 mg de proteinas foi aplicado a uma coluna de fosfocelu-
lose (1 x 8 cm) conforme metodos (2.1). A partir do ponto indi
cado na figura, aplicou-se um gradiente linear de KCI1 para elul
cao da enzima. Foram coletadas fracoes de 10 ml. Proteinas
(0———0) e atividade enzimatica (e---8) foram determinadas de

maneira identica ao descrito na fiqura 1.

CPM. 107 (& -o)
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FIGURA 3 - Eletroforese analitica em gel de poliacrilamida.

50 ug de enzima proveniente da ultima etapa de purificagao,
foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida confor-

me método (2.11).
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FIGURA 4 - Influencia do pH na reacao de intercambio ATP-PPi

0 meio de reagao foi preparado com diferentes tampoes: aceta
to pH 5,0 { o ); fosfato pH 6,15 6,7y 7,13 7,5 e 7,8 ( o ) ;
tris-HCY pH 7,85 8,0: 8,3; 8,5 e 9,0 { & ) borato pH 9,0{ &4 )
A determinacao da atividade enzimatica e o meio de reacao es-
tao descritos em metodos (2.5.1). A reacao foi catalisada por
10 pug de enzima.
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FIGURA 5 - Influéncia da concentracao da enzima na reacgao de

intercambio ATP-PPI.

0 metodo utilizado na determinagao da atividade enzimatica
e o meio de reacao estao descritos em metodos (2.5.1). Exceto
a concentragao da enzima que variou conforme indicado na figu
ra, 0s demais reagentes foram mantidos fixos. CPM  representa
a atividade enzimatica nas condicoes de ensaio.
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FIGURA 6 - Variacao da concentracaoc de magnesio na reagac de

intercambio ATP-PPi.

A atividade enzimatica foi determinada em fungao das concen
tracoes de M92+ indicadas na figura pelo metodo (2.5.1). G
meio de reacdo descrito neste método sO sofreu alteracao en

relacao ac %q2+. A reacao foi catalisada por 10 ug de enzima.
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FIGURA 7 - Efeito da concentragaoc de ATP na reagao de intercam
bio ATP~-PPi.

0 grafico superior a direita indica a atividade enzimatica
em funcao de diferentes concentracoes de ATP. A determinacaa
da atividade enzimatica e o meio de reacgac contendo concentra-
¢oes variaveis de ATP conforme a figura, estao descritos em me
todos {2.5.1). A concentracao de enzima em cada ensaio. foi 10
ng. 0 grafico inferior a esquerda e de Lineweaver e Burk, atra
“yes do qual determinou-se a KM do ATP.
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FIGURA 8 - Influencia da concentracao de treonina na reacac de

intercambio ATP-PPi

As concentracces de treonina indicadas no grafico superior a
direita, foram utilizadas no meio de reacao e a atividade enzi-
matica foi determinada pelo método (2.5.1). Exceto a concentra-
cao de treonina, o meio de reagao descritc neste metodo.nao foi
alterado. A reacao foi catalisada por 10 ug de enzima. A KM da
treonina foi determinada pelo grafice inferior a esquerda, se-

gundoc Lineweaver e Burk.
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FIGURA 9 - Varijacao da concentracac de PPi na reacao de inter-
cambio ATP-PPi

Utilizando-se, as concentragoes de PPi indicadas no grafico
superior a direita, determinou-se a atividade enzimatica pelo
metodo {2.5.1). 10 ug de enzima foram utilizadas nos ensaios e
no meio de reacac, apenas, a concentracao de PPi foi variavel.
C grafico inferior a esquerda @ a determinacao da KM do PPi,
conforme Lineweaver e Burk.
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TABELA II
Influencia do tRNA na reacdo de intercambioc ATP-PPi
0 tRNA foi adicionado ao sistema completc conforme indicado

na tabela. A dosagem da atividade enzimatica e o sistema conm
pleto estdao descritos em metodos (2.5.1). A reacao foi «cata
tisada por 10 ug de enzima.

Adicoes ao sistema completo pmoles de “#PPi/min.mg
nada 0,63
0,3 mg 0,63

0,6 ng 8368
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TABELA II1I

Especificidade enzimatica em relagac aos L-aminoacidos na rea
cao de intercambioc ATP-PPi.

A atividade enzimatica foi determinada pelo metodo {(2.5.1),
variando-se o AA adicionado ao meio de reagao conforme indica
do na tabela. A quantidade de enzima por reacao foi 10 ug.

L-amincacidos umoles de *%PPi/min.mg
Treonina 0,56
Leucina 0,00
Isoleucina 0,00
Prolina 0,00
Fenilalanina 0,060
Triptcfano 0,00
Serina 0,02
Glutamina 0,00
Valina 0,00
Histidina 0,11
Metionina 0,00
Glicina 0,00
Lisina 0,00
Cisteina 0,00
Ecido Glutamico 0,00
Arginina 0,00
Tirosina 0,00
Alanina 0,00
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TABELA IV

Especificidade enzimatica em relacao a outros nuclectidecs na
reacgao de intercambio ATP-PPi.

O0s nucleotideos indicados na tabela, foram adicionados ac meio
de reagao na concentragao 1 mM. A atividade enzimatica foi de
terminada pelo metodo (2.5.1) e 10 pg de enzima foram utiliza
das por ensaio

Nucleotideos umolies de *FPPi/min.mg
- 0,00
ATP 0,63 |
uTe 0,00
GTP 6,02
CTP 0,01
AMP 0,00
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TABELA Vv
Influencia de Cations hivalentes na reacac de intercambio
ATP-PPi.
A atividade enzimatica determinada pele metodo (2.5.1}, foi

verificada na presenca dos cations bivalentes indicados.A rea
gao foi catalisada por 10 ug de enzima e a concentracao dos
cations foi 5 mM.

Cations umoles de *“PPi/min.mg

] 0,00
Mg2t 0,55
Mn 0,17
70t 0,12
ca’t 0,02
Ralt 0,00
cult 0,00
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TABELA VI

Influencia de aminas na reacao de intercambio ATP-PPi

As aminas indicadas na tabela foram adicionadas aeo meio de
reacao em substituicao ao M92$, exceto no controle ondec;MgZ+
foi mantido na concentragao 5 mM. A concentracao final das
aminas foi 5 mM e 10 §§'de enzima foi usada por ensaio. A ati

vidade enzimatica foi determinada pelo método (2.5.1).

Aminas pmoles de TYPPi/min.mg

- 0,00
controie {+Mg2+) 0,55
diamino etano 0,00
1,2-diamino propano 0,00
1,5-diamino pentano 0,01
1.6-diamine hexanc 0,00
espermidina 0,00
espermina 0,01
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TABELA VII

Efeito de reagentes sulfidrilicos na reacao de intercambio
ATP-PPi.

10 ug de enzima previamente dialisada foi adicionada ao siste
ma completo contendo as adicoes discriminadas na tabela abai
xo. 0 sistema completo e a determinacao da atividade enzimati
ca estao descritos em métodos (2.5.1).

Adicoes ao sistema completo pmoles de *ZPPi/min.mg
nenhuma 0,62 %
+ 1 mM de DTT 0,64
+ 0,1 mM PCHMB 0,12
¢,6 mM DTNB 0,54
+ 2,5 mM NEM 0,60
+{1mM DTT + 0,1mM PCMB) 0,60
+{1mM DTT + O,6mM DTNB) 0,58
+(1mM DTT + 2.5mM NEM 0.64
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FIGURA 10 - Efeito do pH na reacao de aminocacilagao

Determinou-se a atividade enzimatica, em diferentes pH,uti-
1izando-~se os sequintes tampoes 60 mM: cacodilato pH 5,8;6,0;
6,3 e 6,8, Tris-HC1 pH 7,3 7.5; 8,0 e 8,5, Borato pH 9,0. 0Os
demais componentes do meio de reacao nao foram alterados. A
atividade enzimatica e a composicao do meio de reacao estao
descritos em metodos (2.5.2).
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FIGURA 11 - Variacdo da concentracac de enzima na reagao de

aminoacilacac

A dosagem da atividade enzimatica e o meio de reacao estao
descritos em metodos (2.5.2). Exceto a concentracac de enzima
que variou conforme indicado na figura, as demais condicoes
foram mantidas. CPM representa a atividade enzimatica nas con

dicoes de ensaio.
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FIGURA 12 - Incremento da velocidade na reacao de aminocacila-

cio na presencga de diferentes concentragoes de BSA

Mantendo-se as condicoes conforme metodos (2.5.2) para de-
terminacgao da atividade enzimatica, variou-se apenas a concen

tracao de BSA no meio de reacgao como indicado na tigura.
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FIGURA 13 - Efeito da concentracao de magnesio na reagao de
amincacilacao

A atividade enzimatica foi determinada pelo metodo (2.5.2},
em presenca de diferentes concentragoes de Mg2+. Utilizou-se
nos ensaios o meio de reagao descrito neste metodo, variando-

- 72+ )
se somente a concentracac de Mg conforme a figura.
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FIGURA 14 - Variagao da concentragac de ATP na reagac de amino-

acilagao

0 grafico superior a direita mostra a atividade enzimatica em
funcao de diferentes concentragoes de ATP. A dosagem da ativida
de enzimatica e o meio de reagac contendo as concentragoes de
ATP indicadas na figura, estac descritos em metodos {(2.5.2). O
grafico inferior a esquerda & de Lineweaver e Burk atraves do

qual determinou-se a KM do ATP.
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FIGURA 15 - Influencia da concentragac de tRNA na reagao de

amincacitacao

As concentracoes de tRNA indicadas no grafico superior a di-
reita, foram adicionadas ao meio de reacao e a atividade enzi-
matica foi determinada pelo método (2.5.2). 0 meic de  reacao
descrito neste metodo so foi alterado em relacao a concentracao
de tRNA. A KM do tRNA foi determinsda pelo grafico inferior a
esquerda, segundo Lineweaver e Burk.
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FIGURA 16 - Efeilo da concentracac de treoninag na reacao de

aminocacilacao

A atividade enzimatica foi determinada pelc metode (2.5.2)em
presenca das concentra¢oes de treonina indicadas no grafico su
perior a direita. Exceto a concentracao de treonina gque variou
no meioc de reagao, o0s demais compeonentes nao foram alterados.
Atraves do gréfico inferior a esquerda, determinou-se a KM da

treonina contorme Lineweaver e Burk.
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TABELA VIII

Especificidade da TRS em relagao a L-amincicidos na reacao de
aminoacilacao.

Utilizou-se o metodo (2.5.2) para determinacgao da atividade
enzimatica. Os L-aminodcidos radicativos foram adicionados
conforme indicado na concentracio final de 0,01 mM. Usou - se
200 ug de tRNA, e a reacao foi catalisada por 0,86 ug de enzi
ma.

L-aminoacidos radioativos AA-tRNA formado (nmoles/min.mg)
{(1*C) treonina 1,87
(1*C) cisteina 0,00
('“C) fenilalanina 0,17
(*H) triptofano 0,23
{*H) arginina 0,00
(*H) leucina 0,00
(*H)} lisina 0,00
(*H) metionina 0,00
(*H) prolina 0,00
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TABELA IYX

Especificidade da TRS em relacdo a nucleotideos trifosfato na
reacao de aminoacilacgdo.

A determinacgao da atividade enzimidtica e o meio de reacao es
tao descritos em metodos (2.5.2), Exceto a concentragac de
tRNA 200 ug e o tipo de nucleotideo adicionado conforme indi
ca a tabela, as demais condigoes foram mantidas. Utilizou-se
G,86 ug de enzima.

(Y*CYThr-tRNA formado
{(nmoles/min.mg)

Nucleotideos

- 0,00
ATP 2,00
QTP 0,24
CTP 0,13

Utp 6,00
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TABELA X

Efeito de cations bivalentes na reacac de amincacilagao.

Os cations abaixo indicados, foram adicionados ao meio de rea
¢ao em substituicao ao %92+, exceto no controle onde o Mg2+
foi mantido. 0 meio de reagao & a determinagao da atividade
enzimatica estaoc descritos em métodos (2.5.2). A reagac  foi

catalisada por 0,86 pg de TRS.

Cations bivalentes (*"C) Thr-tRNA formado
(nmoles/min.mg)
- 9,00
Mgt 1,67
M2t 0,92
Ba’ 0,72
cal’
7nl? 0,00




TABELA XI

Efeito de aminas na reacao de aminoacilacgao.

Adicionou-se ao meio de reacido as aminas abaixo indicadas na
concentracac 10 mM em substituicio ao &g2+. 0 meio de reacao
e a determinacao da atividade enzimitica estao descritos en
metodos (2.5.2). A reacio foi catalisada por 0,86 ug de enzi
ma .

Aminas (*"C)Thr-tRNA formado
[nmoies/min.mg)

- G,00
controle (+Mg2+) 1,67
diamino etano 0,10
t,2~diamino propanc G,16
1,5~diaminoe pentano 0,00
1,6~diamino hexano ¢,01
espermidina 1,02
espermina 0,03
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TABELA XII

Influencia de reagentes sulfidrilicos na reacaoc de aminoacila
cao.

0,86 ug de TRS previamente dialisacda foi ytilizada nes en
saios. Determinou-se a atividade enzimatica pelo metodo
(2.5.2). 0 sistema completo diferencia-se do meio de reacaoc
descrito neste método, apenas pela ausencia de GSH.

(**"C)Thr~tRNA formado
(nmoles/min.mg)

Adigoes ao sistema completo

nenhuma 1,96
1 mM GSH 2,58
0,25 mM NEM 0,18
0,30 mM DTHNB 0,00
I mM GSH + 0,25 mM NEWM 2,89

1T mM GSH + 0,30 mM DTNB 1,57
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3.12. Influencia de reagentes SH

A protecac da enzima por GSH durante a reacac, pode
ser verificada na TAB.XII. Na auséncia de GSH a atividade en-
zimatica & reduzida em 24% em cemparacac com a atividade obti
da na presenga de GSH, tomada como 100%. Guanto aos reagentes
bloqueadores de grupos SH, NEM e DTNB observa-se inativacgao
da enzima em 93% e 100% respectivamente. Em presenca de GSH,
a inativacao causada pelo DTNB & parcialmente eliminada,obten

do-se 61% de atividade enzimatica. Com relagao ao NEM, o GSH

protege totalmente a enzima da inativacao.
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sobrenadante bos mitocondrial com Ball, a uma concentracao fi

nal de 0,02 M. A opcdao por um destes dois métodos fo: feita

atraves de um estudo comparative, usando um mesmo extrato ce-
tular que foi dividido em duas porgoes, sendo uma precipitada

com BaCll, e a outra ultracentrifugada. Verificamos

que a per-

da de atividade especifica do material precipitade com BaC]

2

e recuperada na etapa seguinte, que e saturacao com sulfato

de amonic a 75%. Por esta razio e por ser mais simples e mais

rapida que a ultracentrifugacio, a eliminacao de microssomo
por precipitacaoc com Ball, foi mantida.
A proxima etapa que apresentou dificuldades, foi a

dialise do material 75% saturado. Devido a alta concentracao

de sulfato de am@nio, a sua eliminacioc por dialise ndo ocorre
em menos de 24 horas, ainds gque sucessivas Trocas de tampao
sejam efetuadas. Em decorréncia desta prolongada diilise, fre
quentemente uma porgao de enzima e perdida por denaturacao,
sende necessaria uma centrifugagao, antes de realizar a croma
tografia.

Quantoc as etapas cromatograficas, os resultados fo
ram repetitivoes nas diversas purificagoes efetuadas. Devido
a0 baixo teor de proteinas do material eluido da coluna de
fosfocelulose, a concentraciao foi feita por filtracic em mem-
de nitfeceluliose sob pressdo.de nitrogenio, evitando as

prelengadas recessarias quando sulfato de amonio @

TRS durante a purifi-

rased.
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2 , | - . .
de Mg e foi.constante ate 20 mM. Disto tiramos que as rela-
2+

goes ATP:Mg 1255 1:10 e 7:20 sao efetivas na reacao. Para a

e

N ) 24 - -
concentragao fixa de Mg 10 mi e concentracao variavel de ATP

(FIG.7) estas relacgoes ATP:M92+, sao igualmente eficientes.Em

2+ -
ambos 0s casos observa-se gue tanto o ATP guantc o Mg
Timitantes da velocidade da reacgdo, desde de que estas

cces nao sejam mantidas.

Quanto ao PPi, observa-se uma inibicao da velocida-
de da reagao para concentracoes acima de 1 mM (FIG.9). Consi-

derando-se que este substrato também forma complexo com 0

M§2+ e que a relacac PPi:M92+ otima foi 1:10, consaguimos re-

parcial da inibigao, quando aumentamos a concentracao
para valores proximos da relagdo Gtime. Porém.o aumen

— + - . : :
to da concentracao de Mgz para concentragoes de PPi acima de

2 mM que sao inibidoras, causam precipitacac de pirofosfato

de magneésio. Deve-se levar em conta, também que concentracoes

elevadas de PP1, causam diluicao isotopica no ensaio.

Em resumo, os valores das KMs para cada um dos subs

tratos, envolvidos nesta reagan, estac em concordancia com os

vatores de KMs descritos para as sintetases em geral{ Schimmel

e Soil, 1979).

i

O efeito do tRNA na reacao ATP-PPi foi praticamente

nulo, conforme indicade na TAR.II. A

H L3 i .

i5Y]

sua fungao nesta reacao,
¢ bastante discutida devido a existéncia de trés sintetases,
glutamil-, glutaminil- e arginil-tRNA sintetase que nao cata-
tisam 2 reagao de intercambio na ausencia de tRNA, sendo este

um forte argumento contra a reacao de amincacilacao em 2 eta-

as, geralmente aceita para as demais sintetases. Kern 2
B G {
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6%

titul o ATP na reacdo ATP-PPi catalisada pela TRS de figado

de rato.

0 requerimento de citions bivalentes, geralmente

2+ s x T3
Mg™, parece ser um fato indiscutivel para esta familia de en-
zimas,pelo menos na reagac ATP-PPi { Santi e Webster, 1975)

Porem a substituigao do Mg2+ por ocutros cations bivalentes |,

causa diferentes niveis de atividade dependendo do cition e

da enzima em quest3o. Na reacao ATP-PP4, observamos uma subs-

tituigao parcial pelo Mn2+e Zn2+ {TAB.V) que causam 22% de

- ) L - 2+ 2+ 2+
atividade enzimaticay com relacao ao Ca Ba e Cuy

%

» nenhuy

me ativagao foi observada. 0 efeito real da substituicac do

Mg~ nesta reacdo, e dificultado devido a precipitacac da maio
rta dos cations utilizados, com excegac do Zn" e Cu” . Devido
3 necessidade de manter uma concentracao otima de

2+ .. .
, diminuir a

cations no

ensaio, com Ja foi discutide em relacdo ao Mg
concentracac destes para evitar precipitaciao poderia causar

i i

resultades falsos, Quantso aoc cobre que apesar de nao precipi-

I'ss
=5
-3
o

compietamente inative, pode-se atribuir um outro efeito,

VI

g e a capacidade deste cation de coxidar grupos SH gue podem

estar envolvidos com a atividade da enzima { Kern e Lapointe,
19763,

Por outro lado, a substituicao do M§2+ por diaminas
¢ poliaminas, nao mostrou qualquer efeito na reacio ATP- PPi
(TAB.Y1). Sendo cations polivalentes ampltamente distribuidos
na natureza e capazes de interagir com acidos nucleicos e pro
teinas (Cohen, 1877) o seu possivel efeito nas reagdes catali
sadas pelas sintetases tem sido amplamente estudado. Para a

nossa enzima, assim como para as ARS de uma maneira geral, a
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reagao ATP-PPi n3o e catalisada por aminas, na ausencia

Mot (Royama, 19747,

de

Quanto a inativagaoc das ARS por reagentes bloqueado

res de grupos SH observa-se uma ampia variedade de efeitos,

conforme a enzima e & reacac utilizada para determin

L

cao da

atividade enzimatica (Lipscomb e colaboradores, 18763, 0 PCMB

o

causou a perda de 81% da atividade enzimitica que foil recupe-

rada em presenga de DTT, enquanto o NEM e o DTNB praticamente

nao causaram qualquer efeito na reagac ATP-PPi (TAB.VIL).Quan
to ao NEM e DTNB, poder-se-ia pensar qgue estes reagentes te-
nham atuado em grupes SH, nac envolvidos na atividade catali-
tica da TRS, pelo menos nesta reacac. Ostrem e Berg{ 1974 )mos
traram que para a glicil-tRNA sintetase de E.coli, o NEM rea-

ge rapidamente com um grupo SH de uma das subunidades desta

enzima, causando um estimulo na velocidade da reacioc ATP-PPi.

catali

Porem, esta enzima modificada por NEM, nic & capaz de
sar a reagao de aminoacilacdo. P-nidroximercuribenzoats cau-
so0u a perda da atividade enzimatica em ambas as reagoes deyi-
do a dissociacao das cadeias o e 8 componentes desta enzima.
3. Determinacao dos pard@metros cingticos pela reacao

de amincacilacgdo

Por este metodo de determinacao da atividade enzima
tica, foram feitos praticamente os mesmos estudos cinaticos
que na reacaoc ATP-PPY. As condigoes Gtimas de ensaic foram de
terminadas, verif%candowsé a influencia do pH na reacgac,assim

o~ ; . . 2 .
come da concentracgao de enzima; BSA; Mg e de cada um dos

]
or

[

oSt

g
]

tos. Com estas condigoes estabelecidas, foram feitos

i
%

4+
e

udos relativos a especificidade enzimatica, substituicac
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tema heteroiogo que & propicio para aminoacilacées incorretas,

principaimente quando se utiliza LRNA bruto ( Schimmel e Sol7,

1979).

dade em comparagao com 0s outros nucleotideos testados ( TAB.

IX}. & peguena velocidade da reacao obtida na presencga de GTP

g CTP, 12% e 6,5% respectivamente, pode ser jusitificada

uma menor exigencia da TRS em relacdo a adenina. Freist e co-

taboradores (1978) observaram que analogos do ATP contendo mo

dificacgoes na base, servem como substrato nas reacoes de ami

noacilagao, cataiisada pela TRS de levedura, porem reduzem a

25% a velocidade da reacao. Por outro lado, analogos contendo

modificagoes na ribose sdo completamente inativos.

A substituicao do Mg2+ por outros cations bivalen-
tes nesta reagao, mostrou resultados bem diferentes enm compa-
ragao com a reacaoc ATP-PP{ (1AB.X). Com excecao do En2+ que

nao possue qualquer efeito na reacao os demais cations utili-

.. - 2+ . )
zados substituem parcialmente o Mg na seguinte ordem de efi

ciencia: ﬁgg%m 1004 > Un ¥ - 554> Batt - ﬁ3ﬁ}>€ag+ 39%. As cau-

.

it

sas destes diferentes graus de eficiencia nao sdo bem determi
nadas. Lomo nesta reacao o PPi & substituido pelo tRNA, e sen
do o PPi a principal causa da precipitacac na reacao ATP-PPi,
poder-se-ia pensar que estes cations fossem capazes de formar
complexos com o ATP embora menos eficientemente que o Mg2+.
Us efeitos de aminas em substituicdo ao Mg2+ estao
indicades na TAB.XI. Observa-se que as diaminas s$3o0 substitu-
intes pouco eficientes, engquanto a espermidina & capaz de

causar ©1% de aminoacilagdo. A funcao das poiiaminas princi-
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palmente, & bastante discutida na reacaoc de aminoacilacao,

pois em alguns casos, elas sac capazes de catalisar a reagaoc
com a mesma eficiencia que o Mgz+(7akeda e Onisni, 1975). Por
outro lado, Santi e Webster {1975 observaram que a substitui
cao do Mg2+ por espermina & devida ao tRNA, que mesmo apos ex
tensiva dialise contra EDTA, ainda retem Mgz+na sua estrutura

em quantidade suficiente para formar compiexo com o ATP, sen-

do apenas aparente o efeito estimuylante da espermina.

A inativagao da TRS por reagentes bioqueadores de
grupos 5H pode ser observada na TAB.XII. Enguanto o NEM e 0
OTNB causam inativacao completa da enzima nesta reacan, na
reagao ATP-PPi nenhum efeito foi observado na atividade enzi-
matica por estes mesmos reagentes. Este diferente efeito cau-
sado na TRS conforme o método utilizade pvara determinacao da

atividade enzimatica pode ter sido causado por algum tipo de

alteracao na molecula da enzima, inativando o sitioc do tRNA

S]]

que & substrato na reacaoc de aminoacilagao, mas nao d rea-

Gao ATP-PPi. A inativacao da enzima por qualguer um destes

reagentes e evitada em presenca de GSH.
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Durante a purificacao da TRS, a determinagao da ati
vidade enzimatica foi feita pelo metodo ATP-PPi. Conforme nos

s0s resultados cineticos, observa-se que nesta reacao gntre

0s varios fatores que podem afetar a atividade enzimatica, a

concentragao de PPi e um dos principais porque o mesmo & ini-

bidor da reagao quando utilizade fora da concentracac Gtima,

que & de | mM. Como as condicoes oBtimas para esta reagao S0
foram estabelecidas com a enzima relativamente homogénea e de
vido a instabilidade da TRS, & provavel que a concentragac de
PPi 2 mM utilizada para determinacao da atividade enzimatica
durante as etapas da purificacio tenha side o principal fator

responsavel pelos baixos indices obtidos.

Quanto ac comportamento cinetico da TRS, observa-se
que grandes diferengas saoc encontradas, conforme o método uti
iizado na determinagac da atividade enzimatica, devendo-se ob

servar o meétodo utilizado para comparagaoc de resultados com

guiras sintetases.

Finaimente, a faita de conhecimento da exata estry-

tura da TRS de figado de boi, assim como das ARS de eucario-

tos em geral limita um maior entendimente do seu comportamen-

to cinetico, principalmente no que se refere 3 inativacao da

enzima por reagentes SH.
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A treonii-tRNA sintetase foi purificada de figado

bovine utilizando-se centrifugacoes diferenciais, saturacao

fracionada com sulfato de amonio e Cromatografias em DEAE~

celulose, hidroxiapatita e fosfocelulose., A purificacgaoc foi

de cerca de 120 yezes, com rendimento de 7%. A eletroforese

em gel de poliacrilamida mostrou que a purificacac nao est3

totalmente homogénea. A enzima & mais estivel a -20°C em pre

senca de 50% qlicero].

Com esta enzima foram realizados estudos fisico-

quimicos com a finalidade de determinar alguns parametros ci

neticos. Na reacio de intercambio ATP-PPi, onde a presenca

de tRNA nao e necessaria, e as especificidades pela tregnina
€ peio ATP sao bastante altas, obteve-se KMIATP) :l,é,éﬂhéﬁ;
KM(treonina) = 1,2.107"M: ki(pirofosfato) = 2,1.10 %,  na
reagao de formagac de treonii~tRNA foram obtidos: KM{ATP) =
=2,2.10 "M, KM{treonina)= @.Egmﬁﬁ; KM{tRNA Y= QBQ.lﬁmaﬁ,Ambas

- , PR - - . _
as reacgoes dependem de Mg £ 520 sensiveis a reagentes syl-
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SUMMARY

Threony!-tRNA synthetase was extracted from beef
Piver and purified by differential centrifugations, neutral

salt precipitation and chromatographic procedures. The degree

of purification obtained was about 120 foid, with a yield of

7%. The analysis by polyacrylamide electrcphoresis has shown

a small heterogeneity at the last step of the gnzyme

purification,

The kinetic parameters were studied and the KM

values determined: KM(ATP)= 1.1 x 1077 m; KM(threcnine)

1.2 X EG_Q M and KM{(PPi)= 2.1 x ED‘Q M for ATP-PPi exchange

reaction. For threonyi-tRNA formation reaction the KM values

found were: 2.2 a 10°° M (ATP); 4 x 1070

2.4 x 1074 n (tRNA). Both reactions were Mg2+ dependent and

M {(threonine) and

presented sensibility to sulfhydryl reagents.
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