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RESUMO

As enzimas Aspartato Quinase (AK) e Homoserina Desidrogenase
(HSDH) foram estudadas em sementes, folhas e raizes de arroz (Oriza sativa)
variedade IAC-165. Foi dada atencdo especial as sementes, onde maiores
atividades de ambas as enzimas foram encontradas. Foram detectadas duas
isoenzimas da AK nas sementes e nas folhas, uma sensivel a inibig¢do por lisina e
outra sensivel a inibigdo por treonina. Para a HSDH, foram encontrados indicios
da existéncia de uma isoenzima resistente ¢ de uma isoenzima sensivel a inibi¢do
por treonina, em folhas e sementes. Tanto para a AK quanto para a HSDH a
atividade encontrada em raizes foi baixa, ndo sendo possivel identificar isoformas
destas enzimas. A propor¢do das isoenzimas ndo variou durante o
desenvolvimento da semente. Por apresentarem um nivel maior de atividade
dentre os tecidos testados, as sementes foram escolhidas como material vegetal
para a purificagdo parcial da AK, por precipitagdo com sulfato de amonio 20-
50%, cromatografia de troca iénica e filtragdo em gel. A purificagdo obtida com o

uso desta metodologia foi de 28 vezes. Durante a purificagdo foi possivel
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confirmar a presenca de duas isoenzimas da AK, representadas como dois picos
de atividade distintos na cromatografia de troca i6nica e na de filtragdo em gel. O
primeiro pico em ordem de eluigdo foi identificado como a isoforma da AK
sensivel a treonina e o segundo pico como a isoforma sensivel a lisina. Os pesos
moleculares das isoformas foram estimados por filtragdo em gel em 163 kDa para
a 1soforma sensivel a lisina e 186 kDa para a isoforma da AK sensivel & treonina.
Ensaios feitos com as fragdes obtidas durante a purificagdo da AK mostraram que
apos a eluigdo em coluna de troca ionica ndo foi possivel detectar a atividade de
uma isoforma da HSDH resistente a inibi¢do por treonina, indicada em extratos
menos purificados. A isoforma da AK sensivel a treonina foi detectada durante
toda a purificagdio. Esta isoforma co-eluiu durante todos os passos de purificagdo
com a isoforma da AK sensivel a treonina, indicando que em arroz, assim como
nas demais plantas até entdo estudadas, estas enzimas fazem parte de um

polipeptideo bifuncional AK-HSDH.
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SUMMARY

The Aspartate Kinase (AK) and Homoserine Dehydrogenase
enzymes have been studied in rice (Oriza sativa) var. IAC-165 seeds, leaves and
roots. It was given special attention to the seeds, where the highest activity levels
were found. Two AK isoenzymes were detected in seeds and leafs, one sensitive
to lysine inhibition and another sensitive to threonine inhibition. For HSDH, the
presence of two isoenzymes was suggested, one sensitive and another resistant to
threonine inhibition, in seeds and leaves. For both enzymes HSDH, the activity
found in roots were too low, not allowing the identification of isoenzymes. The
isoenzymes proportion was not altered during seed development. As the seed
presented the highest levels of activity among the tissues tested, it was chosen as
the material for the partial purification of AK, through ammonium sulphate
precipitation 20-50%, ion exchange chromatography and gel filtration. A 28 fold
purification was obtained with this procedure. During the purification, it was

confirmed the presence of two distinct activity peaks in the ion exchange
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chromatography, as well as in the gel filtration. The first peak in elution order was
identified as the AK threonine sensitive form and the second peak as the AK
lysine sensitive form. The molecular weight of these isoenzymes were estimated,
by gel filtration chromatography, as 163 kDa for the lysine sensitive form and as
186 kDa for the threonine sensitive form. It was observed that after the ion
exchange purification step it was not possible to detect the activity of a threonine
resistant HSDH isoenzyme, indicated in less purified extracts. The threonine
sensitive form was detected during all the purification. This enzyme co-eluted
during all steps of purification with the AK threonine sensitive form, indicating
that in rice, as well as in the other plants studied so far, these enzymes are

presented as a bifunctional AK-HSDH polypeptide.



1. INTRODUCAOQ:

Com o crescimento da populagdo mundial, a questdo da alimentagdo e da
fome no mundo tornou-se um grande problema para a humanidade. Embora
pesquisas na area agrondmica venham aprimorando as técnicas de produgdo de
alimentos, estes esforgos ndo tém sido suficientes para acabar com a fome e
todas as consequéncias sociais que dela provém. Como a populagio mundial
continua a se expandir, ha uma preocupagdo constante sobre o numero
estimado de pessoas que a produgdo mundial de alimentos pode suportar.

A alimentagdo do homem ¢ baseada principalmente em cereais, por
serem estes uma fonte de alimentagdo barata e de facil obtengdo. Dentre os
cereais, o trigo, o arroz e o milho, nesta ordem, sdo os mais importantes. Mais
de um tergo do solo cultivavel do planeta € utilizado para produzi-los. Em toda
a América do Norte, Europa e norte da Africa, o trigo é predominante,
enquanto o arroz predomina na Asia e é o principal alimento de mais da
metade da populagdo mundial (Mantell et al., 1994).

Embora de tanta importancia na alimentagdo humana, os cereais possuem
baixo contetido protéico, cerca de 10% da massa seca (Earle et al., 1946).
Apresentam defici€éncia em aminoacidos essenciais como lisina, treonina e

triptofano (Mertz et al., 1958), tornando necessaria a complementa¢do da



alimentagdo com proteinas de outros vegetais ou de origem animal, para que se
tenha uma dieta nutritivamente balanceada. Visto que grande parte da
populagdo subdesenvolvida ndo tem condi¢Ges de acesso a proteina animal e
quase sempre tem dieta baseada na monocultura de um cereal, torna-se grande
a preocupagdo com a qualidade nutritiva que os cereais apresentam. Uma dieta
baseada exclusivamente em cereais leva a deficiéncias protéicas graves, com
efeitos muitas vezes irreversiveis para a saude e o desenvolvimento, causados
pela falta de certos aminoacidos essenciais.

A obtengdo de cereais com alto valor nutritivo tem sido objeto de estudo
de varios grupos de pesquisa em todo o mundo, envolvendo diferentes
estratégias, desde melhoramento genético classico até as modernas técnicas de
biologia molecular. O arroz, como os demais cereais, apresenta deficiéncias
em aminoacidos essenciais, principalmente lisina e treonina, porém pouco se
sabe desta planta com relagdo ao metabolismo de aminoacidos essenciais.

O estudo do metabolismo de aminoacidos essenciais tem se mostrado
extremamente importante e promissor para o desenvolvimento de estratégias
que permitam aumentar a qualidade nutricional dos cereais, ao contribuir com
informagdes sobre a regulagdo dos niveis de aminoacidos presentes. Os
aminoacidos sdo fundamentais no metabolismo celular de plantas, ndo somente
pelo papel primario de constituir as proteinas, mas por participarem em
diversos outros processos importantes, como o transporte e armazenamento de
nitrogénio e a sintese de compostos secundarios e de fitohormonios, tornando
ainda mais desejavel a compreensdo e manipulagdo da regulagdo de suas vias
metabolicas. Apesar disso, o conhecimento até hoje obtido sobre genética,
bioquimica e aspectos moleculares da regulagdo das vias metabolicas de

aminodcidos essencias em plantas ainda é muito pequeno se comparado aos



intensos estudos ja realizados em microorganismos (Cohen e Saint Girons,

1990).

1.1. A via metabdlica do acido aspartico em plantas:

A via metabolica do 4cido aspartico (Figura 1.1) tem recebido grande
atengdo de pesquisadores por ser a via de formagdo de aminoacidos
importantes como lisina, treonina, metionina e isoleucina. Estes estdo entre o
grupo de aminoacidos essenciais, assim denominados por ndo serem
sintetizados por animais ndo ruminantes. Entender como se comportam as
enzimas de sintese e degradagdo desses aminoacidos é o primeiro passo para a
manipulagdo da via e de seus produtos finais.

A via metabdlica se inicia com o acido aspartico ou aspartato, o primeiro
composto estavel com quatro carbonos, proveniente do Ciclo de Krebs, que
sera a base do esqueleto dos aminoacidos formados na via. A primeira reagdo
enzimatica ocorre pela fosforilagdo do aspartato formando o B-aspartil fosfato,
reagdo catalisada pela enzima Aspartato Quinase (EC. 2.7.2.4.). Em seguida o
B-aspartil fosfato ¢ convertido a -aspartil semialdeido, pela a¢do da enzima
Aspartato Semialdeido Desidrogenase (EC.1.2.1.11). Até este ponto a via é
comum para os quatro aminoacidos nela formados, e a partir dai se ramifica
em dois caminhos. Um deles origina o aminoacido lisina e outro os
aminoacidos treonina, isoleucina e metionina. Este ltimo caminho por sua
vez, se ramifica em outros dois, um que origina o aminoacido metionina e
outro que origina os aminoacidos treonina e isoleucina.

Na ramificagdo da via que leva a sintese de lisina, o P-aspartil
semialdeido € convertido a 2 3-dihidrodipicolinato pela enzima
Dihidrodipicolinato  Sintase (EC.4.2.1.52), e depois a piperidina-2,6-
dicarboxilato pela Dihidrodipicolinato Redutase (EC.1.3.1.26). Apds esta

()



etapa, ocorre a reagdo catalisada pela enzima Piperidina Dicarboxilase Acilase
(EC.23.1.-), formando o N-acil-2-amino-6-oxopimelato.  Seguem-se
incorporagdes de mnitrogénio ao esqueleto de carbono, pela enzima
Acildiaminopimelato Aminotransferase (EC.2.6.1.17) e em seguida pela
Acildiaminopimelato Deacilase (EC.3.5.1.18). Finalmente, modifica¢des pelas
agdbes das enzimas Diaminopimelato Epimerase (EC.5.1.1.7) e
Diaminopimelato Descarboxilase (EC.4.1.1.20) originam o aminoacido lisina.

A partir do B-aspartil semialdeido a via se divide no ramo que origina os
aminoacidos treonina e isoleucina. Primeiramente, este composto é reduzido a
homoserina pela agdo da enzima Homoserina Desidrogenase (EC.1.1.1.3)
sendo depois fosforilado a O-fosfohomoserina pela enzima Homoserina
Quinase (EC.2.7.1.39). A ultima reagdo, catalisada pela enzima Treonina
Sintase (EC. 4.2.99.2), da origem ao aminoacido treonina. A seguir, a treonina
serve de substrato para a reagfo da enzima Treonina Desidratase (EC.4.2.1.16)
sendo convertida a 2-oxobutirato. A enzima Acetolato Sintase (EC 4.1.3.18)
forma entdo, o 2-acetohidroxibutirato que em seguida é convertido em 2,3-
dihidroximetilvalerato pela a¢do da enzima Acetohidroxato Redutoisomerase
(EC.1.1.1.86). Este composto ¢ desidratado a 2-oxo-3-metilvalerato pela
enzima Dihidroxato Desidratase (E.C.4.2.1.9). Finalmente, a a¢do da enzima
Aminotransferase de cadeia ramificada (EC 2.6.1.42) da origem ao aminoacido
isoleucina.

Da sintese da O-fosfohomoserina, segue uma ramifica¢do que leva a
formagdo do aminodcido metionina. A primeira enzima envolvida
exclusivamente na sintese de metionina é a Cistationina-y-Sintase
(E.C.4.2.99.9), formadora da cistationina. Esta ¢ transformada na sequéncia
em homocisteina pela enzima Cistationina-p-liase (E.C. 4.4.1.8) e em seguida

em metionina pela enzima Metionina Sintase (E.C. 2.1.1.13). A metionina
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Figura 1.1: Via metabolica do 4cido aspartico, adaptado de Bryan, J. K. 1990a.
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Dihidroxato Desidratase; 19 Aminotransferase de Cadeia Ramificada; 20 Cistationina-y-Sintase;
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origina o composto S-adenosilmetionina pela a¢do da enzima Metionina

Adenosiltransferase (EC 2.5.1.6).

1.2. Regulacio da via metabolica do acido aspartico em plantas:

A regulagdo da via metabdlica do acido aspartico se faz em
determinados pontos chave, através da regula¢do das atividades das enzimas
que catalisam estes pontos. Em vias metabdlicas multienzimaticas, onde o
produto de uma enzima se torna o substrato da proxima, a primeira enzima da
sequéncia normalmente atua como reguladora da velocidade de todo o sistema,
sendo chamada de enzima regulatoria.

A regulagdo de enzimas, de um modo geral, pode ser feita de duas
maneiras: a nivel génico, através da regulagdo transcricional, traducional ou
pos-traducional dos genes que as codificam, ou a nivel enzimatico, com a
inibigdo/ativacdo das atividades pela presenga ou auséncia de determinados
compostos, normalmente produtos finais formados na propria via metabolica
da enzima em questdo. O processo pelo qual os produtos finais (diretos ou
indiretos) regulam a atividade de uma enzima é conhecido como “feedback”,
ou inibigdo/ativagdo retroalimentadora. No caso do produto final levar a
inibigdo da enzima, o processo é conhecido como “feedback™ negativo (ou
retroalimentagdo negativa) e quando o produto final leva a ativagdo da
atividade enzimaética o processo é conhecido como “feedback™ positivo (ou
retroalimentagdo positiva).

Na via metabolica do 4acido aspartico, cinco enzimas possuem um papel
importante na regulacdo da biossintese dos aminoacidos lisina e treonina: a
Aspartato Quinase (AK), a Homoserina Desidrogenase (HSDH), a
Dihidrodipicolinato Sintase (DHDPS), a Lisina Cetoglutarato Redutase (LKR)

e a Sacaropina Desidrogenase (SDH). A Figura 1.2 representa os pontos chave



de regulagdo da via do 4cido aspartico em plantas, as enzimas e 0s compostos
participantes.

A AK, por ser a primeira enzima da via, tem papel fundamental na
regulagdo do direcionamento do fluxo dos carbonos entre as trés ramificagdes
que ddo origem aos aminoacidos lisina, treonina e isoleucina, ¢ metionina.
Vérias 1soenzimas da AK ja foram identificadas, podendo estar sujeitas a
mibigao por “feedback” causada por determinados compostos formados na via
como lisina, treonina e S-adenosilmetionina.

A DHDPS ¢ a primeira enzima da ramificagdo que origina a lisina
(Bryan et al., 1970, Cheschire e Miflin, 1975) e também pode ser fortemente
mibida por este aminoacido (Mazelis e Whatley, 1977; Gengenbach et al.,
1978; Matthews e Widholm, 1978; Wallsgrove e Mazelis, 1981, Kumpaisal et
al., 1987). Embora até agora ndo tenham sido verificadas diferentes isoenzimas
para a DHDPS, esta enzima desempenha o papel mais importante na regulagio
da sintese de lisina.

A HSDH ¢ a primeira enzima da ramificagdo que da origem a treonina,
isoleucina e metionina. Também para a HSDH, foram identificadas isoenzimas
na maioria das plantas estudadas, classificadas de acordo com a
susceptibilidade a inibigdo por treonina, denominadas HSDH-R (isoforma
resistente a inibi¢do por treonina) e HSDH-S (isoforma sensivel a inibig¢do por
treonina) (Azevedo et al., 1997). Evidéncias obtidas em ervilha, cenoura e
milho, sugerem que ambas as atividades da AK e HSDH sensiveis a inibi¢do
por treonina fagam parte de um mesmo polipeptideo bifuncional (Aarnes e
Rognes, 1974; Wilson et al., 1991, Azevedo et al., 1992b).

S-adenosilmetionina (SAM) € um composto derivado do aminoacido
metionina, que possui efeito regulatorio em certos pontos da via do acido

aspartico. A AK pode ter sua atividade inibida pela presenga de SAM
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Figura 1.2: Regula¢do da via metabdlica do acido aspértico, adaptado de Bryan, J. K. 1990a.



(Azevedo et. al, 1992a). Quando presente juntamente com lisina, SAM tem
efeito intensificador na inibi¢do causada por este aminoacido na atividade da
AK (Rognes et al., 1980; Bryan, 1980, 1990b). Tem ainda efeito ativador
sobre a enzima Treonina Sintase (Madison ¢ Thompson, 1976) e juntamente
com a metionina pode levar a supressdo da sintese da enzima Cistationina-y-
Sintase em algumas plantas (Thompson et al., 1982).

As enzimas Lisina Cetoglutarato Redutase (EC 1.5.1.8.) e Sacaropina
Desidrogenase (EC 1.5.1.9) estdo representadas na via metabolica do acido
aspartico por participarem da via de degradagdo da lisina. A degradagio de
lisina foi estudada em bactérias, fungos, plantas e animais e quatro vias
catabdlicas diferentes foram encontradas nos diferentes organismos estudados.
Para mamiferos e plantas, foi determinado que a via de catabolismo mais
importante envolve a formagdo do acido a-aminoadipico (Nigan e Connel,
1963). A lisina é condensada juntamente com o a-cetoglutarato para a
formagdo de sacaropina, numa reagdo catalisada pela LKR. A sacaropina é
entdo degradada a a-aminoadipico-y-semialdeido e acido glutimico pela agdo
da SDH.

As enzimas LKR e SDH comecaram a chamar a atengdo dos
pesquisadores quando descobriu-se que a taxa de degradagdo de lisina estava
relacionada a quantidade deste aminoacido presente no endosperma de milhos
Opaco-2, um mutante rico em lisina e em milhos de endosperma normal (Da
Silva e Arruda, 1979). No endosperma de milho Opaco-2, as atividades
detectadas das enzimas LKR e SDH foram mais baixas do que as detectadas
em endosperma de milho normal, sugerindo que a degradagdo da lisina fosse
um passo importante na regulagdo da quantidade de lisina final encontrada no

endosperma. Em plantas, as enzimas LKR e SDH ja foram estudadas em milho



(Da Silva e Arruda, 1979; Arruda et al., 1983; Broccheto-Braga et al., 1992 e
Gongalves-Brutuille et al., 1995), tabaco (Karchi et al., 1993, 1994) e arroz
(Gaziola et al., 1997). Em milho, foi detectado que ambas as atividades de
LKR e SDH co-eluiam durante a purificagdo e em géis corados para atividade,
sugerindo a presenc¢a de um polipeptideo bifuncional com ambas as atividades
(Gongalves-Brutuille et al., 1995). O mesmo tipo de conclusdo pdde ser tirada
dos experimentos com arroz (Gaziola et al., 1997). Em tabaco, foi observado
que o acumulo de lisina na semente pode levar a estimulagdo da atividade da
LKR, sendo este processo dependente de calcio e fosforilagio de proteinas
(Karchi et al., 1995).

A regulagdo da via do acido aspartico ainda é motivo de muito estudo e
discussdo. Estudos recentes indicam que a AK parece ndo ser a principal
enzima reguladora da sintese de lisina como anteriormente se pensava, tendo
sim um maior efeito na regulagdo geral do fluxo de carbono em toda a via e na
sintese de treonina (Galili, 1995). O presente trabalho tem por finalidade a
obtengdo de informagdes sobre as enzimas AK e HSDH de arroz, contribuindo
com informagdes sobre a regulagdo da biossintese dos aminoacidos lisina e

treonina neste cereal.

10



2. REVISAQO DE LITERATURA:

2.1. As enzimas Aspartato Quinase e Homoserina Desidrogenase :

As enzimas AK e HSDH despertaram a aten¢do de pesquisadores por
estarem envolvidas com a regulacdo da sintese de aminoacidos essenciais como
lisina e treonina. Por esta razdo, muito foi estudado sobre a purificagéo,
caracterizagdo bioquimica e regulagdo destas enzimas, principalmente em
microrganismos, onde estes estudos foram iniciados. Hoje o estudo destas duas
enzimas em plantas estd mais desenvolvido, devido ao grande interesse na
obtengio de plantas com maiores teores de lisina e treonina (Bryan, 1990b). As
plantas que mais foram estudadas quanto a biossintese de lisina e treonina foram

o milho, a cenoura (principalmente células em suspensio) e a cevada.

2.1.1. A Aspartato Quinase em plantas:

A primeira sugestdo de atividade da enzima AK em plantas foi feita por
Dunham e Bryan (1969) em Marchantia polymorpha. Varios aminoacidos foram
adicionados em diferentes concentragdes ao meio de crescimento desta planta,

sendo que lisina e treonina demonstraram um padrdo de inibi¢do do crescimento
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semelhante ao encontrado em bactérias e associado as inibi¢gdes da enzima AK,
previamente caracterizada em microrganismos (Cohen e Saint-Giron, 1990).

A AK foi1 extraida de plantas pela primeira vez a partir de hipocétilos de
plantulas de milho (Bryan et al., 1970). A atividade da enzima pdde ser detectada
em extratos parcialmente purificados por precipitagdo com sulfato de amonio,
seguida de didlise e demonstrou ser inibida por lisina e ativada por alanina, valina
e 1soleucina.

Em 1973, continuando os estudos sobre esta enzima em plantas, a AK foi
extraida de gérmen de trigo e da planta Lemna minor L. (Wong e Dennis,
1973a,b). A atividade da enzima extraida de ambas as plantas pdde ser inibida
pela presenga de lisina em baixas concentragdes (0.6-2.0mM) e por treonina em
concentragdes maiores (3.0-8.0mM). Quando adicionados em conjunto, estes
aminoacidos causaram uma redugéo maior na atividade da enzima, sugerindo uma
regulagdo em conjunto por esses dois aminoacidos. Com a continuidade das
pesquisas, a atividade da AK pdde ser detectada em diferentes plantas e em algas
verdes e azuis (Aarnes, 1974). As plantas investigadas apresentaram uma
atividade que podia ser inibida por lisina e treonina, sugerindo pela primeira vez
na literatura a presenga de duas isoenzimas diferentemente sensiveis a lisina e
treonina, como ja havia sido observado em microrganismos.

Em ervilha, isoformas da AK e da HSDH, sensiveis a inibi¢do por treonina
(5mM), foram extraidas e parcialmente purificadas em colunas de troca idnica e
de filtragdo em gel (Aarnes e Rognes, 1974). A AK demonstrou ser ativada pela
presenga dos aminoacidos isoleucina, valina e alanina, conforme relatado para a
1soforma sensivel a lisina estudada anteriormente em milho (Bryan et al., 1970).
A lisina ndo teve nenhum efeito na atividade da AK de ervilha, mesmo quando
adicionada em conjunto com a treonina. Para a HSDH, dois picos de atividade

foram encontrados na elui¢do em coluna de Sephadex G-200, sendo um sensivel e
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dessa enzima em ervilha, com diferentes pesos moleculares, nio determinados
neste trabalho. Ambas as atividades de AK ¢ HSDH sensiveis a treonina foram
eluidas num s6 pico em colunas de troca idnica e filtragdo em gel, sendo este o
primeiro indicio de fazerem parte de um complexo bifuncional, como
anteriormente constatado em FEscherichia coli (Patte et al., 1967).

Cheschire e Miflin (1975), encontraram em plantulas de milho uma
inibigdo total da atividade da AK quando na presenga de 0.5mM de lisina, e
analisando também a enzima DHDPS encontraram uma inibigdo menor que
aquela observada para a AK, mesmo com 1mM de lisina. Em cevada a atividade
da AK mostrou-se sensivel a inibi¢do por lisina e também pela a¢do cooperativa
de lisina e metionina (Shewry e Miflin, 1977). Nenhum outro aminoacido testado
foi capaz de exercer qualquer efeito sobre a atividade da AK.

Em células em suspensdo de cenoura, a atividade da AK foi parcialmente
purificada em coluna de troca ionica (Davies e Miflin, 1977). Baixas
concentragdes de treonina (1mM) foram capazes de inibir a atividade enzimatica,
sendo também inibida por concentragdes maiores de lisina (SmM). Em um
trabalho subsequente, também com células em suspensio de cenoura, Davies e
Mifflin (1978) conseguiram isolar por filtragdo em gel dois picos de atividade de
AK, um sensivel a inibigdo por lisina e outro sensivel a inibigdo por treonina,
sugerindo a existéncia de duas isoenzimas da AK independentemente reguladas.
Em estudos posteriores, também utilizando células em suspensdo de cenoura,
foram identificadas duas isoformas da AK eluidas em picos distintos durante a
purificagdo em cromatografia de troca ionica (Sakano e Komamine, 1978). Uma
delas, sensivel a inibigdo por treonina, demonstrou ser predominante,
representando 70% da atividade total de AK. A outra, sensivel a lisina, foi

responsavel por somente 30% da atividade total de AK. Nestes experimentos
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também foi mostrado que ocorriam mudangas na proporgdo da atividade total da
AK durante o desenvolvimento da cultura, evidenciando uma regulagio da enzima
durante o desenvolvimento de acordo com as necessidades de aminoacidos. A
comparagdo dos niveis de atividade da AK e dos niveis de aminoacidos derivados
do aspartato durante o crescimento de culturas de células de cenoura em
suspensdo ndo revelou nenhuma relagdo entre a atividade da AK e os niveis de
aminoacidos derivados do aspartato (Bright, et al., 1979b), sugerindo que outros
pontos da via também atuavam na regulagdo da biossintese destes aminoacidos. O
mesmo resultado foi encontrado em estudos feitos em trigo (Bright et al., 1978).
Raizes de cenoura também foram usadas para a extragio da atividade das enzimas
AK e DHDPS, tendo sido encontrada uma susceptibilidade a inibi¢do por lisina
muito maior para a DHDPS do que para a AK (Matthews e Wildholm, 1978).

Em soja, a atividade da AK foi detectada em cotilédones, calos e cultura de
células em suspensio (Matthews e Wildholm, 1979). A inibi¢do por lisina ou
treonina variou entre os diferentes tecidos analisados. Em cotilédones e calos, a
inibigdo com 1mM de treonina chegou a 70% da atividade total, e com 1mM de
lisina, a 30%, indicando a presenca de duas isoformas diferentemente sensiveis a
lisina e treonina nestes tecidos, sendo a sensivel a treonina predominante. J4 para
cultura de células em suspensdo, as duas isoformas da AK, lisina sensivel e
treonina sensivel, foram inibidas em torno de 50% na presenga dos respectivos
aminoacidos, demonstrando nido haver predominancia de nenhuma delas neste
tecido.

Lea et al., (1979), trabalhando com a AK de folhas de ervilha, demonstrou
SmM. Em 1980, trabalhando com cevada, o0 mesmo grupo identificou um novo
modelo de regulagdo da AK, onde uma agio sinergistica da S-adenosilmetionina

(SAM) com a lisina mostrou inibir a atividade enzimatica (Rognes et al., 1980).



Na década de 80 foram publicados trabalhos sobre a regulacdo da
biossintese de lisina e treonina em cevada, assim como estudos sobre obtengio de
mutantes ricos nestes aminoacidos (Bright et al., 1982a,b). O mesmo grupo de
pesquisadores estudou a regulagdo da AK de dois mutantes de cevada com alto
teor de lisina, identificando e separando por cromatografia de troca ionica duas
diferentes isoenzimas da AK sensiveis a lisina, presentes nestes mutantes com
menor sensibilidade a inibigdo (Arruda et al., 1984).

Trabalhando com folhas de ervilha e cevada, Wallsgrove et al., (1983)
descobriram a localizagdo intracelular de algumas enzimas da via metaboélica do
acido aspartico. A extragdo das enzimas, seguida de centrifugagio diferencial e
gradiente de sacarose, demonstrou que as enzimas envolvidas na sintese de lisina
(AK) e treonina (Homoserina Quinase e Treonina Sintase) se encontravam no
cloroplasto, enquanto as enzimas envolvidas com a sintese de metionina se
encontravam no citoplasma.

Experimentos iniciais de identificagdo da atividade e purificagdo da AK
foram feitos também em arroz (Shaw e Ku, 1984), espinafre (Sane et al., 1984) e
trigo (Yamada, 1986). Em arroz, a atividade de AK foi observada em folhas e
plantulas, sendo que apenas inibi¢do por lisina foi verificada, levando a uma
diminuigdo de 46% na atividade quando na concentragdo de 10mM (Shaw e Ku,
1984).

A AK sensivel a lisina foi purificada cerca de 1.000 vezes a partir de
células em suspensdo de cenoura, sendo determinadas algumas de suas
caracteristicas fisicas e cinéticas (Relton et al., 1988). O peso molecular
determinado por filtragdo em gel e eletroforese em gel de poliacrilamida nio
desnaturante foi de 250 kDa. A enzima teve a atividade inibida por 0,5mM de
lisina em cerca de 80%. A adigdo de SAM potencializou este efeito de inibig¢do.

Isoladamente, a SAM néo teve nenhum efeito sobre a atividade da AK.
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Estudos sobre a atividade da AK de extrato bruto de plantulas de Lemna
paucicostaia, utilizando um ensaio baseado no uso de aspartato e aspartil-
hidroxamato radioativos (‘*C aspartato e *H aspartil-hidroxamato), revelaram a
presenga de duas isoenzimas da AK, uma sensivel a treonina e outra sensivel a
lisina (Giovanelli et al., 1989a,b). De acordo com os resultados destes trabalhos,
os autores sugeriram que a AK ndo se encontrava em quantidades limitantes nos
tecidos da planta analisados, ndo tendo portanto fungdo regulatéria para a
formagdo de lisina e treonina.

O estudo da regulagdo da AK em plantas teve um grande avango quando
duas isoformas sensiveis a inibi¢do por lisina foram purificadas de culturas de
células de milho em suspensdo, cerca de 1.200 vezes cada uma (Dotson et al.,
1989). Nenhuma isoforma sensivel a treonina foi identificada. O peso molecular
da enzima foi estabelecido por filtragdo em gel e eletroforese (ndio desnaturante e
desnaturante) em 254 kDa, composta de duas subunidades de 49 kDa e duas de 60
kDa. Estudos cinéticos foram realizados para a AK de milho purificada (Dotson et
al., 1990a).

A purificagdo até a homogeneidade da HSDH de células em suspensdo de
cenoura (Matthews et al., 1989) permitiu a analise da sequéncia de aminoacidos
da enzima, o que demonstrou que ambas as atividades de AK e HSDH sensiveis a
inibi¢do por treonina se encontravam em um mesmo polipeptideo (Wilson et al.,
1991). Os resultados obtidos da sequéncia de aminoacidos foram confirmados
pela co-eluigdo das atividades de ambas as enzimas em colunas de troca idnica e
filtragdo em gel, assim como em géis de eletroforese ndo desnaturantes corados
para a atividade.

Azevedo et al., (1992a), estudando a AK de células em suspensdo de
milho, identificaram trés isoenzimas da AK diferentemente suscetiveis a inibi¢do

por lisina e treonina. Através de purificagdo utilizando cromatografia de troca
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10nica, filtragdo em gel e eletroforese ndo desnaturante, a atividade total da AK
pode ser purificada cerca de 10.000 vezes. Ao contrario do observado por Dotson
et al., (1989) também em células de milho em suspensdo, uma isoenzima sensivel
a treonina foi identificada. Durante a purificagdo, dois picos de atividade da AK
puderam ser detectados, o primeiro deles sensivel a inibigdo por treonina (5SmM) e
contendo lisina e SAM, o segundo pico pode ser desmembrado em duas isoformas
sensivels a lisina, sendo uma delas também sensivel a inibi¢do por SAM
1soladamente. O peso molecular das isoenzimas foi estabelecido por filtragdo em
gel, sendo estimado o peso de 180 kDa para a isoforma sensivel a treonina e 150
kDa para a isoforma sensivel a lisina. Neste trabalho também foram identificadas
duas 1soformas da HSDH, uma sensivel e outra resistente a inibigdo por treonina.
A atividade da HSDH sensivel a inibigdo por treonina co-eluiu com a AK também
sensivel a inibigdo por treonina durante todos os passos de purificagio, indicando
que em milho, assim como em cenoura (Wilson et al., 1991), ambas as enzimas
estariam contidas em um polipeptideo bifuncional (Azevedo et al., 1992b). Calcio
e calmodulina de espinafre ndo foram capazes de aumentar a atividade de
nenhuma das isoformas da AK encontradas, assim como os antagonistas de calcio
utilizados ndo foram capazes de inibi-las (Azevedo et al., 1992¢), indicando ndo
haver regulagdo destas enzimas por nenhum destes dois compostos, como havia
sido sugerido para a AK isolada de espinafre (Sane et al., 1984; Kocchar et al.,
1986).

2.1.2. A HSDH em plantas:

A HSDH fo1 isolada de plantas pela primeira vez de plantulas de ervilha
(Sasaoka, 1961). Este primeiro trabalho demonstrou a existéncia desta enzima em

plantas, porém néo enfocou caracteristicas da enzima ou a regulagido da mesma.



Em 1969, a HSDH fo1 extraida de raizes de milho (Bryan, 1969). A enzima
foi parcialmente purificada por precipitagdo com sulfato de aménio, tendo sua
atividade inibida por treonina e também por serina, acido aspartico e cisteina.

Nos estudos com ervilhas, Aarnes e¢ Rognes (1974) demonstraram a
presenga de duas isoformas de HSDH, uma sensivel e outra resistente a inibi¢do
por treonina. A isoforma sensivel pareceu co-eluir com a AK também sensivel a
treonma detectada, sendo este o primeiro trabalho que sugeriu a presenga de um
complexo bifuncional envolvendo as duas enzimas em plantas.

Estudos posteriores (Matthews et al., 1975) demonstraram que a enzima
HSDH sensivel a treonina tornava-se dessensibilizada quanto a inibi¢do causada
por treonina durante o desenvolvimento de plantulas de milho, tornando-se
progressivamente resistente, o que foi chamado de dessensibiliza¢io da enzima.
Trés formas da HSDH foram identificadas, denominadas L, II e III, diferindo entre
s1 pelos padrdes eletroforéticos encontrados em géis de poliacrilamida.

A relagdo existente entre estas formas moleculares da HSDH encontradas
em milho foram estudadas posteriormente por DiCamelli e Bryan (1975). As
1soformas tiveram seus pesos moleculares determinados por filtragdo em gel em
aproximadamente 82 kDa para a isoforma [ e 168 kDa para as isoformas I e III,
sendo estas ultimas diferentes apenas quanto a carga que apresentaram (isdmeros
diferentes em carga). As enzimas foram também analisadas quanto a distribui¢do
temporal nas plantulas de milho, inibi¢do por treonina e ativagdo por ions K. As
isoformas 1II e III apresentaram resultados semelhantes, sendo ativadas por K' e
inibidas por treonina, 0 que ndo ocorreu para a isoforma I. Diferengas quanto ao
padrdo de inibigdo e ativagio também foram encontradas de acordo com o tecido
analisado. Os estudos de localizagdo intracelular da enzima, baseados em
gradientes de sacarose, demonstraram que em milho as isoformas da HSDH se

encontravam localizadas nos cloroplastos (Bryan et al., 1977).



19

Em células em suspensdo e em raizes de cenoura, apenas uma forma de
HSDH foi encontrada, sensivel a inibigdo por treonina (10mM). A presenca de
KCl no tampédo aumentou em 185% a atividade da HSDH, intensificando também
o efeito inibitorio causado pela treonina (Matthews e Widholm, 1978). Os
mesmos autores seguiram trabalhando com cotilédones, calos e células em
suspensdo de soja (Matthews e Widholm, 1979). Os estudos demonstraram que a
atividade da HSDH de cotilédones e células em suspensio podia ser inibida em
67% na presenga de 1lmM de treonina, enquanto que em calos, a inibic¢do
encontrada nas mesmas condi¢bes foi de 77%. Quatro diferentes isoformas da
HSDH foram detectadas por eletroforese em géis de poliacrilamida de extratos de
cotilédones, sendo trés sensiveis ¢ uma resistente a inibigdo por treonina. Apenas
as trés isoformas sensiveis foram encontradas nos calos e nas células em
suspensdo (Matthews ¢ Widholm, 1979).

Diferentemente das trés isoformas observadas por Matthews et al., (1975),
apenas duas isoenzimas da HSDH, uma resistente e uma sensivel a inibi¢do por
treonina, foram separadas por cromatografia de afinidade, em milho (Walter et al.,
1979). O peso molecular das isoformas foi determinado por filtragdo em gel e
eletroforese em gel de poliacrilamida n3o desnaturante, sendo aproximadamente
70 kDa para a isoforma resistente (duas subunidades de 39 kDa) e 190 kDa para a
isoforma sensivel, sendo duas subunidades, uma de 89 kDa e outra de 93 kDa.

Posteriormente, DiCamelli e Bryan (1980) estudaram o efeito da treonina
em conjunto com os fons K no processo de dessensibilizagdo da enzima. As trés
1soformas detectadas por eletroforese em géis de poliacrilamida ndo desnaturantes
variaram em relagdo ao peso molecular encontrado, dependendo da presenga ou
ndo de treonina no tampdo, ndo tendo sido encontradas diferengas no peso
molecular das demais proteinas do extrato ndo reguladas por treonina. Este

processo de modificagdo de peso molecular entre as isoformas sensiveis a inibi¢do
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por treonina da classe II e III, provavelmente causado por diferencas na
polimerizagdo de subunidades, foi chamado de interconversdo e demonstrou ser
influenciado pela concentragio de treonina e K.

O estudo da distribui¢do das isoenzimas da HSDH de milho em diferentes
tecidos da planta revelou que a quantidade presente de cada uma delas variava de
acordo com o tecido estudado e também em relagdo ao crescimento da planta na
presenga ou auséncia de luz (Bryan e Lochner, 1981a). Também foi observado
que durante o amadurecimento das folhas, a propor¢do das isoenzimas sensiveis a
treonina das classes II e III diminuiu, enquanto o nivel da isoenzima resistente a
treonina da classe I permaneceu constante. Em estudos posteriores, também em
plantulas de milho, Bryan e Lochner (1981b) demonstraram que certas condigdes
de extragdo da enzima podiam alterar a dessensibilizagdo das isoenzimas sensiveis
a 1nibigdo por treonina durante o amadurecimento dos tecidos.

Os estudos sobre o processo de interconversido das isoenzimas da HSDH
sensiveis a inibigdo por treonina em milho, agora denominadas apenas de HSDH
I, tiveram continuidade, utilizando diferentes concentragdes de treonina e K+
(Krishnaswamy e Bryan, 1983a). Através de uma cuidadosa analise cinética do
mecanismo de rea¢do da HSDH II em diferentes condigdes, demonstrou-se que a
enzima podia sofrer uma série de rapidas ou lentas transi¢des entre varias formas
moleculares (estados) que possuiam diferentes propriedades cataliticas e
regulatérias. Foi sugerido que esses estados poderiam responder pela variagdo de
propriedades encontradas nesta enzima, assim como ter participagdo importante
na regulacdo enzimatica da biossintese de treonina (Krishnaswamy e Bryan,
1983a,b). Em 1986, a obtengdo de anticorpos monoclonais altamente especificos
para a HSDH II permitiu a purificagdo desta enzima até a homogeneidade por
cromatografia de imunoafinidade (Krishnaswamy e Bryan, 1986). O peso de 85
kDa para as subunidades da HSDH 11 foi confirmado.
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Mais tarde, a purificagdo até a homogeneidade da HSDH de cenoura
também foi obtida, pela utilizagdo de cromatografia de troca i6nica, filtragdo em
gel e eletroforese (Matthews et al., 1989). Diferentemente do relatado para as
outras espécies de plantas estudadas, além da interconversio da HSDH 1I para
formas moleculares de alto peso e sua dessensibilizagdo quanto a inibi¢do por
treonina, a HSDH I resistente também pdde ser convertida a4 uma forma sensivel a
inibigdo por treonina, sendo todos estes processos influenciados por K' e
treonina. Formas moleculares de 180, 240 e 720 kDa foram encontradas,
formadas por subunidades de 85 kDa.

A obtengdo de anticorpos policlonais para a HSDH anteriormente
purificada de cenoura comprovou a interconversio entre as formas sensivel e
resistente a inibigdo por treonina (Turano et al., 1990). Neste mesmo trabalho, foi
proposto um modelo de regulagdo da interconversdo e dessensibiliza¢do das
isoformas da HSDH. De acordo com este modelo, a alta concentragio de K' e a
baixa concentragdo de treonina durante o periodo de luz permitiriam a conversio
da HSDH para a forma resistente a treonina, favorecendo a sintese deste
aminoacido. Colaborando para a viabilidade deste modelo estdo o fato do pH do
estroma dos cloroplastos aumentar para 8.0 durante os periodos de luz (sendo este
o pH 6timo de atividade da HSDH de cenoura) e a produgdo de NADP' que
ocorre durante a fotossintese, tornando disponivel este composto que €
considerado um importante co-fator da HSDH. No escuro, ao final da
fotossintese, quando os cloroplastos ndo mais estariam sendo iluminados e a taxa
de sintese de proteinas estivesse diminuida, os niveis de treonina aumentariam, os
de K" diminuiriam, e a HSDH seria convertida para a isoforma sensivel a inibi¢io
por treonina, terminando a sintese deste aminoacido até que as condigdes

fisiologicas voltassem a necessitar de treonina livre novamente (Turano et al.,
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1990). Um trabalho posterior feito com HSDH de milho estabeleceu um modelo
semelhante para a regulagdo da HSDH nesta planta (Bryan, 1990a).

A purificagdo da HSDH de cenoura até a homogeneidade (Matthews et al.,
1989) permitiu o sequenciamento da proteina e com isso a comprovagdo da
existéncia de ambas as atividades de HSDH e AK sensiveis a inibigdo por
treonina num mesmo polipeptideo bifuncional (Wilson et al., 1991). Os trabalhos
com isoenzimas da AK em milho indicaram que o mesmo pode ser observado em
células de milho em suspensio (Azevedo et al., 1992b), sugerindo que a
existéncia de um polipeptideo bifuncional com ambas as atividades possa ser uma

regra geral em plantas.

2.2. Genética molecular da Aspartato Quinase e Homoserina

Desidrogenase:

Um gene que codifica a enzima AK foi isolado pela primeira vez em
Escherichia coli por Katinka et al., (1980). Este gene, denominado thrd, é o
primeiro gene estrutural de um operon da sintese de treonina, caracterizado em
Escherichia coli K12 (Theze e Saint-Girons, 1974), e codifica para a isoforma da
AK sensivel a treonina e bifuncional com a HSDH sensivel a treonina (AKI-
HSDHI), previamente caracterizada (Patte et al., 1967). Este gene contém 2460
pb e codifica um unico polipepitideo de 820 aminoacidos com atividades amino
terminal de AK e carboxi-terminal de HSDH.

Em 1986, seguindo as pesquisas moleculares sobre essas duas enzimas, foi
clonado o gene lysC de Escherichia coli que codifica a AKIII sensivel & lisina
(Cassan et al, 1986). Este gene codifica um polipeptideo de 449 aminoacidos com
um peso molecular deduzido de aproximadamente 48 kDa, que confirmou aquele
peso molecular de 50 kDa estimado para enzima através de métodos bioquimicos

(Richaud et al., 1973). Sua sequéncia deduzida de aminoacidos nio apresenta



semelhangas com a sequéncias de HSDH, colaborando para idéia de que a AKIII
seja uma enzima monofuncional para a atividade de AK, como ja constatado em
pesquisas bioquimicas.

Em Bacillus subtilis, a clonagem da porgdo AK do gene que codifica para a

enzima AKII-HSDHII (Bondaryk e Paulus, 1985b) revelou que as subunidades o

e B da enzima AK sdo codificadas por genes que se sobrepdem. A confirmagéo
deste fato veio em 1993, com a clonagem e sequenciamento destes genes para as
subunidades o e B, também em Bacillus subtilis (Chen et al., 1993), que
confirmou através de experimentos de transcri¢do que as duas subunidades sdo
transcritas independentemente em condi¢es normais de crescimento.

Também em Bacillus subtilis, o gene hom que codifica para a HSDH foi
clonado por Parsot e Cohen (1988). A sequéncia deste gene apresentou homologia
com as sequéncias dos genes da AK-HSDH de Escherichia coli e Bacillus
subtilis, principalmente na parte destes genes que codifica a atividade de HSDH.
O gene hom foi entdo considerado como codificador da isoforma monofuncional
da HSDH em Bacillus subtilis (Parsot e Cohen, 1988).

Na bactéria Serratia marcescens, o gene da isoforma bifuncional sensivel a
treonina (AKI-HSDH]I) foi clonado e sequenciado juntamente com todos os outros
componentes do operon de treonina (Omori et al, 1993). A sequéncia de
aminoacidos deduzida da sequéncia de nucleotideos do gene revelou homologias
deste com as sequéncias da enzima correspondente de Escherichia coli (Katinka
et al., 1988). A deducdo da sequéncia de aminoacidos também revelou que esta
enzima em Serratia marcescens €, aparentemente, um tetrimero composto de
monomeros de 819 aminoacidos. Analises de delecdo demonstraram que nesta
enzima a atividade de AK ¢é encontrada na por¢do amino terminal e a atividade de
HSDH na porgdo carboxi-terminal, como ocorre em Escherichia coli (Katinka et

al., 1988).
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O gene da AK foi clonado por complementagdo em Saccharomyces
cerevisae (Rafalski e Falco, 1988). Denominado hom3, este gene codifica a Ginica
AK presente em leveduras, sensivel a treonina e insensivel a lisina ou metionina
(Stadtman et al., 1961). A sequéncia de nucleotideos revelou que este gene
codifica um polipeptideo de 414 aminoacidos e que apresenta homologia com as
sequéncias determinadas das trés isoformas da AK de Escherichia coli: AKI-
HSDHI (Katinka et al., 1980), AKII-HSDHII (Zachin et al., 1983) e AKIII
(Cassan et al., 1986), especialmente nas regides amino terminal e central da
molécula.

Em plantas, o primeiro clone de cDNA do gene da enzima AK-HSDH foi
obtido em células em suspensdo de cenoura (Weisemann e Matthews, 1993),
através da hibridagio de uma biblioteca de cDNA com sondas sintetizadas a partir
de sequéncias da enzima purificada até aparente homogeneidade (Matthews et al.,
1989). Dois clones sobrepostos foram selecionados e mostraram em conjunto
codificar para um polipeptideo de 921 aminoacidos, incluindo a proteina madura
e um peptideo sinal de cloroplastos. A sequéncia de aminoacidos deduzida
apresentou grande homologia com as sequéncias das enzimas AKI-HSDHI e
AKII-HSDHII de Escherichia coli, indicando que este clone também codifica uma
proteina bifuncional com ambas as atividades de AK e HSDH, como ja
demonstrado em experimentos bioquimicos (Wilson et al., 1991). As
similaridades entre as sequéncias foram maiores entre a AK-HSDH de cenoura e a
AKI-HSDHI de Escherichia coli. Ambas podem ter suas atividades inibidas por
treonina, o que ndo acontece com a AKII-HSDHII de Escherichia coli, sugerindo
que esta similaridade maior entre as sequéncias pode estar relacionada a0 mesmo
mecanismo de regulag@o entre estas duas proteinas. A presenga do peptideo sinal

tipico de cloroplastos encontrado neste clone comprovou os experimentos de
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localizagdo intracelular desta enzima realizados anteriormente (Bryan et al., 1977;
Lea et al., 1979; Sainis et al., 1981; Wallsgrove et al., 1983).

O primeiro clone genomico da AK em plantas foi obtido em Arabidopsis
thaliana (Ghislain et al., 1994), utilizando-se o clone de ¢cDNA de cenoura
(Weisemann e Matthews, 1993) como sonda em uma biblioteca genomica.
Comparagoes deste gene com as sequéncias do cDNA da AK-HSDH de cenoura e
dos genes thrA e metl de Escherichia coli demostraram 80,0%, 37.5% e 31,4%
de similaridade, respectivamente, sugerindo que este gene seja o equivalente ao
gene thr4 em plantas. Este gene esta presente em Arabidopsis thaliana em copia
tinica. Sua regido codificante € interrompida por 15 introns, relativamente
pequenos (78-134 pb), uma caracteristica de genes de Arabidopsis thaliana.

Em milho, a hibridagdo do clone de cDNA de cenoura do gene da AK-
HSDH com uma biblioteca da ¢cDNA de folhas revelou trés clones putativos
(pPAKHSDH 1, 2, 3) para subunidades desta enzima (Muehlbauer et al., 1994c).
Estes clones demonstraram serem diferentes entre si na sequéncia de nucleotideos
e mapa de restri¢do, indicando que se tratam de genes diferentes. As sequéncias
de aminoacidos deduzida dos clones 1 e 2 apresentaram homologia com as
sequéncias de Escherichia coli, Serratia marcescens, Saccharomyces cerevisae,
Daucus carota e Arabidopsis thaliana, indicando codificarem o mesmo gene da
AK-HSDH. O clone 3 néo foi muito estudado por ser bem menor que os outros
dois. A sequéncia de aminoacidos deduzida também demonstrou que os clones
pAKHSDH 1 e 2 codificam para um polipeptideo de 822 aminoacidos com
peptideo sinal caracteristico de cloroplastos, assim como ja encontrado para os
clones das outras espécies estudadas. O peso molecular do polipetideo, estimado
de acordo com a sequéncia de aminoacidos deduzida, revelou ser semelhante ao

obtido para a subunidade da enzima em experimentos de eletroforese em gel de
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poliacrilamida desnaturante, entre 89 e 90 kDa (Walter et al, 1979;
Krishnaswamy e Bryan, 1986).

Anticorpos produzidos contra polipeptideos sintetizados com base na
sequéncia de aminoacidos deduzida dos clones reagiram com a enzima
parcialmente purificada contendo ambas as atividades em experimentos de
“Western Blot”. Os clones se expressaram de forma igual nos diferentes tecidos
estudados, indicando ndo haver tecido-especificidade. Analises da localizagdo
cromossomica por RFLP demonstraram que o clone pAKHSDH1 esta localizado
no cromossomo 4 brago curto e 0 pAKHSDH2 no cromossomo 2 brago longo.
Juntos, estes resultados demonstraram que em milho existem pelo menos trés
genes expressando subunidades da enzima AK-HSDH, sugerindo haver uma
familia de genes envolvida na codificagdo desta enzima (Muehlbauer et al.,
1994c).

Até o momento, com excec¢do do gene /lysC de Escherichia coli, nenhum
outro gene que codifica para a isoforma da AK sensivel a lisina foi clonado.
Experimentos utilizando este gene e outros clonados codificadores para a
isoforma bifuncional AK-HSDH como sonda, assim como anticorpos obtidos
contra a isoforma sensivel a lisina purificada de varias espécies, falharam em

isolar este gene.

2.2.1. Estrutura dos genes ¢ mecanismos de regulaciio génica :

Analises da sequéncia de nucleotideos dos genes da AK clonados
revelaram a presenga de sequéncias conservadas e relacionadas a sintese de
aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos KFGG (lisina-fenilalanina-glicina-
glicina) ¢ usualmente encontrada no comego da sequéncia codificante para AK,

logo apds o peptideo sinal. Esta sequéncia foi encontrada sempre na por¢io do
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gene codificante para AK e se observa em todos os genes de AK-HSDH clonados
até o momento.

A sequéncia de aminoacidos DPR (aspartato-prolina-arginina) ¢
encontrada na metade da regido codificante para AK. Altamente conservada entre
as AKs, ¢ provavelmente responsavel pela atividade de quinase, pois apresenta
grande homologia com o dominio de quinase do gene da 3-glutamil quinase de
Escherichia coli (Deutch et al., 1984; Ghislain et al., 1994). Outra sequéncia de
aminoacidos conservada ¢ GXGXXG, associada ao dominio de ligagdo do
NADPH a proteina (Weisemann e Matthews, 1993; Omori et al., 1993; Ghislain
et al., 1994).

Analises da sequéncia de nucleotideos da regido promotora do gene da
AK-HSDH de Arabidopsis thaliana (Ghislain et al., 1994) revelaram a presenga
de TATA e CAAT “boxes”, nas posi¢des 1 e -87, respectivamente. Putativos
elementos cis de ligaqﬁo-de fatores de transcrigdo também foram encontrados para
este gene. A sequéncia TGACTC foi encontrada a -181pb do TATA “box”,
sendo um possivel sitio de ligagdo do fator de transcricdo tipo GCN4,
caracterizado em leveduras como um regulador positivo de varias enzimas
relacionadas a biossintese de aminoacidos (Hinnebusch, 1988). Esta sequéncia
também foi encontrada no gene da AK-HSDH clonado na prépria levedura
(Rafalski e Falco, 1988).

A sequéncia GATGACGTGG foi encontrada em Arabidopsis thaliana a -
744 pb do TATA “box” caracterizada como um possivel sitio de ligagdo para o
fator de transcrigdo opaco-2, conhecido regulador da sintese das prolaminas de
milho zeinas de 22 kDa, coordenadamente sintetizadas com enzimas da
biossintese de aminoacidos (Broccheto-Braga, et al., 1992). A presenga destas
sequéncias de ligacdo do opaco-2 sugere que a expressio da AK-HSDH de

Arabidopsis thaliana também possa estar sob o controle deste fator de transcrigio.
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Recentemente, foi demonstrado que o fator de transcrigio opaco-2 ¢ capaz de
controlar a expressdo da forma citosolica da enzima Ortofosfato diquinase 1
(Maddaloni et al., 1996), uma enzima importante na fotossintese de plantas C e
envolvida na biossintese de aminoacidos por fornecer fosfoenolpiruvato,
consumido durante este processo.

Nos estudos moleculares realizados em milho (Muehlbauer et al., 1994b,c),
foram encontradas no dominio da HSDH dos clones de AK-HSDH, sequéncias de
aminoacidos homologas a certas sequéncias de proteinas regulatérias participantes
de um sistema de regulagdo por fosforilagdo denominado modulos de transmisséo,
detectado em alguns procariotos (Parkison e Kofoid, 1992). Este sistema consiste
de duas proteinas com dominios especificos que sdo fosforilados durante uma
resposta adaptativa a um estimulo ambiental. Embora caracteristico de
procariotos, ja havia sido proposto que este sistema existisse em plantas, nas
proteinas de resposta a etileno denominadas Etr1, de Arabidopsis thaliana (Chang
et al., 1993). Anadlises posteriores das sequéncias dos genes de AK-HSDH
anteriormente clonados demonstraram que estas sequéncias também se
encontravam presentes nestes genes, o que colabora para a idéia de que este venha
a ser um mecanismo de regulac¢do da atividade das enzimas AK-HSDH.

As descobertas destas sequéncias putativas de ligagdo dos fatores de
transcri¢do opaco-2 € GCN4 nos promotores e regides regulatorias dos genes da
AK-HSDH, assim como as sequéncias associadas aos modulos de transmissdo de
procariotos, levam a especulagdes sobre um mecanismo geral presente na
regulagdo destas enzimas, respondendo a estimulos externos e atuante de uma

forma muito mais complexa do que antes imaginado.
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2.3. Mutantes e plantas transgénicas no estudo do metabolismo de

aminoacidos da via de acido aspartico:

2.3.1. Mutantes vegetais :

Os estudos sobre mutantes de plantas com alteragdes no contetdo dos
aminoacidos da via metabolica do acido aspartico foram iniciados em 1974,
quando estudos em culturas de tecidos indicaram que o crescimento de embrides
de varios cereais podia ser inibido pela presenca de lisina e treonina no meio de
cultura (Green e Philips, 1974). A inibi¢do do crescimento podia ser revertida
com a adigdo de metionina ou homoserina, sugerindo uma atuagdo complexa de
lisina e treonina na regulagdo da biossintese destes aminoacidos.

Desde entdo, varios cereais cujas metodologias de crescimento e
regeneragdo in vitro estavam estabelecidas, passaram a ser alvo de intensos
estudos para fins de obtengdo e caracterizagdo de mutantes com altos niveis de
lisina e/ou treonina, com o intuito de se obter plantas com melhor valor nutritivo e
compreender melhor a regulagdo da biossintese destes aminoacidos.

Em milho, calos derivados de cultura de tecidos foram selecionados em
meio de cultura com adigdo de lisina e treonina, apés mutagénese induzida por
azida sodica. Alguns mutantes resistentes deram origem a plantas estaveis como o
mutante Askl, primeiramente denominado Ltrl e atualmente tratado como
Ask1LT19. Este mutante apresenta niveis de treonina no endosperma aumentados
em 75-100 vezes em relag@o ao normal (Hibberd e Green, 1982) .

A caracterizagdo bioquimica dos mutantes Askl demonstrou que o gene se
encontra localizado no brago curto do cromossomo 7 (Azevedo et al., 1990).
Foram obtidos duplos mutantes dos cruzamentos de Askl com mutantes de
endosperma como o mutante Opaco-2, que demonstraram que a presencga do gene

mutado ask/ levava a uma intensificagdo de efeitos ocasionados pelo Opaco-2,
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como o acumulo de amino acidos soliveis e a reducfio da sintese de zeinas de 22
kDa (Azevedo et al., 1990). Estudos subsequentes demonstraram que o gene ask/
codifica a isoforma da AK sensivel a lisina, que no mutante Askl se encontra
insensivel a este aminoacido por causa de uma mutagdo (Dotson et al., 1990b).

Em 1990, outro mutante derivado de cultura de tecidos de milho foi obtido
por sele¢do na presenga de lisina e treonina no meio de cultura (Diedrick et al.,
1990), denominado Ask2. Foi caracterizado como mutante de um segundo gene
codificador para a enzima AK, ask2.

Estudos realizados nas progénies dos mutantes obtidos de milho
demonstraram que estes dois genes mutantes, ask/ e ask2, sdo responsaveis pela
resisténcia a lisina e a treonina e conseqiiente superprodugdio de treonina
(Diedrick et al., 1990). Foi demonstrado também que a enzima AK purificada do
endosperma dos mutantes Ask] e Ask2 é menos sensivel & inibigdo por lisina que
a enzima purificada de plantas normais (Dotson et al., 1990b), confirmando os
resultados anteriores.

Mutantes resistentes a lisina e treonina também foram obtidos em cenoura
(Cattoir-Reynerats et al., 1983) e cevada (Bright et al., 1982a,b), por metodologia
semelhante a utilizada em milho. Em cevada, os mutantes demonstraram conter
formas das isoenzimas da AK menos sensiveis ou totalmente insensiveis a lisina
(Arruda et al.,, 1984). Também em Nicotiana sylvestris, mutantes resistentes a
lisina e treonina apresentaram acumulo de treonina nas folhas e sementes das
plantas regeneradas, e isoformas da AK menos sensiveis a lisina (Frankard et al.,
1991).

Sele¢do de mutantes obtidos em meios contendo analogos de lisina, como a
S-aminoetil-cisteina (AEC), tem sido um método utilizado para a obtenc¢do de
plantas com niveis de lisina alterados. Este tipo de estratégia ja foi aplicada com

sucesso em plantas como o milho (Azevedo e Arruda, 1995), o arroz (Schaeffer e



31

Sharpe, 1987) e Nicotiana sylvestris (Negrutiu et al., 1984). Embora este tipo de
pressdo de selegdo tenha levado a altera¢des nos niveis de lisina encontrados nas
folhas e sementes de algumas espécies estudadas, em outras, estes niveis ndo
parecem ser alterados, como no caso da batata (Jacobsen, 1986). Em outras
plantas a lisina ¢ somente acumulada em tecidos vegetativos, como em
Pennisetum americanum, que apresenta um aumento de 5-7 vezes nos niveis de
lisina no caule e nas folhas (Boyes e Vasil, 1987). Normalmente estas alteragdes
no conteudo de lisina estdo associadas com o aparecimento de caracteristicas
agrondmicas indesejaveis, tais como alteragdo na coloragdo das folhas, reduzida
atividade fotossintética, diminui¢do no tamanho da semente e redugio da
fertilidade.

A resisténcia apresentada por alguns mutantes selecionados em meio
contendo o analogo de lisina AEC esta relacionada, na verdade, 3 uma menor
absor¢@o deste analogo pela célula do que & uma menor sensibilidade de suas
enzimas. Este é o caso de alguns mutantes obtidos de cevada (Bright et al.,
1979a), trigo (Kumpaisal et al., 1988), milho (Miao et al., 1988) e Arabidopsis
thaliana (Vernaillen et al., 1985).

Plantas de Nicotiana sylvestris resistentes a selegdo em meios contendo
AEC apresentam reduzida inibi¢do da atividade da enzima Dihidrodipicolinato
Sintase (DHDPS) quando na presenca de lisina (Negrutiu et al., 1984). Este
trabalho forneceu mais uma evidéncia de que a DHDPS, juntamente com a AK,
controla a sintese de lisina.

As analises de duplos mutantes obtidos do cruzamento de mutantes de
Nicotiana sylvestris selecionados em meio com lisina e treonina (Frankard et al.,
1991) com mutantes selecionados em meio com AEC (Negrutiu et al., 1984),
demonstraram que o nivel de lisina encontrado nas folhas foi aumentado em 20

vezes em relagdo as plantas normais. Os niveis de treonina e metionina
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encontrados foram iguais ou menores do que o de plantas normais e dos mutantes
parentais. Analises das atividades das enzimas AK e DHDPS nos duplos mutantes
demonstraram que na presenga de lisina estas enzimas tinham inibi¢io méaxima de
suas atividades em torno de 50%. Contudo, os duplos mutantes apresentaram
fendtipo anormal, com redugdo da area foliar e encurtamento da haste floral

(Frankard et al., 1991).

2.3.2. Plantas Transgénicas :

Estudos recentes tém demonstrado que os niveis dos aminoacidos lisina e
treonina podem ser modificados com a obtengdo de plantas transgénicas
expressando formas das enzimas AK e DHDPS de bactérias insensiveis a inibigio
por lisina.

O gene dapA, que codifica a enzima DHDPS de Escherichia coli (Richaud
et al., 1986), foi utilizado para transformar tabaco e obter plantas com niveis de
lisina mais altos (Shaul e Galili; 1992a). Esta enzima em bactérias possui menor
sensibilidade a inibigdo por lisina do que a enzima de plantas. Plantas de tabaco
foram transformadas via Agrobacterium tumefaciens com duas construgdes
diferentes, ambas contendo o gene dapA e o promotor constitutivo 35S, porém s6
uma delas contendo um peptideo sinal para cloroplastos. Analises das plantas
transgénicas demonstraram niveis de lisina aumentados em 40 vezes nas folhas
das plantas transformadas com a construgdo contendo o peptideo sinal para
cloroplastos. Nenhum aumento nos niveis de lisina foi observado nas plantas cuja
construgdo ndo continha o peptideo sinal, confirmando a localizagdo intracelular
desta enzima previamente determinada (Wallsgrove et al., 1983).

Seguindo esta estratégia, 0 mesmo grupo utilizou o gene /ysC mutante de
Escherichia coli, que codifica para uma forma da AK sensivel a lisina, para

transformar plantas de tabaco (Shaul e Galili, 1992b). Plantas transformadas com



o peptideo sinal de cloroplastos na construgdo demonstraram um aumento de 2-9
vezes na quantidade de treonina soluvel nas folhas e quando crescidas em casa de
vegetacdo apresentaram também aumento nos niveis de isoleucina e lisina (5,5 e
20,0 vezes, respectivamente). Estas plantas apresentaram porém, altera¢des como
diminuigdo da area foliar, esterilidade parcial e atraso no florescimento. Plantas
que tiveram a proteina direcionada ao citoplasma tiveram apenas um ligeiro
aumento no nivel de treonina e nfo apresentaram alteragdes morfologicas ou
fisiologicas.

Em experimentos subsequentes, 0 mesmo grupo obteve plantas de tabaco
co-expressando as duas enzimas AK e DHDPS bacterianas (Shaul e Galili, 1993).
Isto foi feito através do cruzamento das plantas trangénicas anteriormente obtidas,
que expressavam separadamente cada uma das enzimas. As plantas co-
expressando as duas enzimas demonstraram possuir um nivel de lisina nas folhas
muito maior do que as plantas que expressavam somente a DHDPS bacteriana,
demonstrando que a AK também participa efetivamente do controle dos niveis de
lisina. O contetido de treonina destas plantas foi menor do que o das plantas
expressando somente a AK bacteriana, mas ainda 2,5 vezes maior do que o de
plantas normais. Estas plantas, assim como as que expressavam somente a
DHDPS bacteriana, apresentaram fenotipo anormal, como morfologia foliar
alterada, perda parcial da dominéncia apical e esterilidade parcial.

Outros grupos de pesquisadores seguiram utilizando estas mesmas
estratégias. Glassman, (1992), utilizou o mesmo tipo de construgdo para
transformar plantas de tabaco. O gene dapA foi fusionado a um fragmento de
DNA codificando o peptideo sinal e colocado sob controle do promotor
constitutivo 35S. As plantas transformadas apresentaram um aumento de 100

vezes nos niveis de lisina nas folhas em relagdo as plantas normais, porém
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também apresentaram alteragdes morfologicas como clorose nas regides
intravenais e dominancia apical reduzida.

O gene dapA de Escherichia coli também foi utilizado para transformar
plantas de batata via Agrobacterium tumefaciens, produzindo plantas com maior
atividade da DHDPS e maior contetdo de lisina, principalmente nas folhas (Perl
et al., 1992). O aumento no conteudo de lisina nas folhas foi de 5 vezes em
relag@o a plantas nfo transformadas e nos tubérculos e raizes foi ainda menor. A
explicagdo proposta para esta diferenga em relacdo aos melhores resultados
obtidos anteriormente em tabaco foi uma maior participagdo da AK na regulagio
dos niveis de lisina em batata, limitando a atuagdo da DHDPS. As plantas nfo
apresentaram fendtipos anormais.

Em experimentos posteriores, foi utilizada uma nova estratégia envolvendo
promotores tecido-especificos. Karchi et al. (1993) transformaram plantas de
tabaco utilizando o gene /ysC de Escherichia coli ligado a uma construgdo
contendo, além do peptideo sinal de cloroplastos, um promotor especifico de
sementes obtido do gene codificador das proteinas faseolinas de feijio. Plantas
assim obtidas apresentaram um aumento de 14-17 vezes na quantidade de
treonina solavel e de 3 vezes na quantidade de metionina solivel nas sementes.
Nenhum aumento nos niveis de lisina foi obtido, nem caracteristicas morfologicas
anormais foram observadas.

Plantas transformadas com estes genes também foram obtidas em canola e
soja, utilizando-se estratégia semelhante (Falco et al., 1995). O gene dapA de
Corynebacterium glutamicum e o gene lysC mutado de Escherichia coli, ligados
ao promotor de faseolinas (Slightom et al, 1983) e o peptideo sinal de
cloroplastos do gene da subunidade menor da Rubisco de soja (Berry-Lowe et al.,
1982) foram utilizado para transformar, via Agrabacterium tumefaciens, plantas

de canola. As plantas transformadas com o gene da DHDPS apresentaram um



aumento no contetdo de lisina livre nas sementes em torno de 100 vezes. A
transformagdo com o gene /ysC mutado da AK de Escherichia coli também levou
a um aumento nos niveis de treonina. Plantas transformadas co-expressando os
dois genes ndo tiveram um aumento muito maior nos niveis de lisina como antes
demonstrado em tabaco (Shaul e Galili, 1993). Interessantemente, estas plantas
com maiores niveis de lisina também acumularam acido o-aminoadipico e
sacaropina, compostos provenientes da degrada¢do de lisina, sugerindo que o
controle dos niveis de lisina também ¢ realizado pela via de degradagdo. Soja
transformada via bombardeamento de particulas com as mesmas construgdes
apresentou resultados semelhantes (Falco et al., 1995). Nenhuma das plantas
apresentou fenotipo anormal, mas em canola uma diminui¢do na germinagdo das
sementes foi constatada.

O fendtipo anormal constatado em plantas transgénicas e nos mutantes
selecionados que acumulam lisina pode ser comparado as alteragdes apresentadas
por mutantes anteriormente obtidos como o0 opaco-2 e b-32 de milho. Este dois
mutantes apresentam niveis mais altos de lisina no endosperma do que os milhos
normais, porém também apresentam caracteristicas agrondmicas desfavoraveis
como alteragdo da morfologia foliar, reduzida capacidade de produgdo e
endosperma mole suscetivel ao ataque de fungos durante a estocagem do grio.

De alguma maneira o acimulo de lisina parece exercer efeitos negativos no
desenvolvimento normal de algumas partes da planta, sendo este um efeito
especifico de lisina, j4 que o aumento nos niveis de treonina ndo leva a este tipo
de alteragdo. Efeitos semelhantes foram observados em algumas plantas
transformadas com a bactéria Agrobacterium rhizogenes e regeneradas
(Schmulling et al., 1988) e no mutante resistente a auxina axr-1 de Arabidopsis

thaliana (Estelle e Somerville, 1987), o que leva a sugestdo de que o efeito do
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acumulo de lisina esteja relacionado a atuagdo de reguladores de crescimento de

plantas (Glassman, 1992).



3. OBJETIVOS:

Este trabalho teve como objetivo:

- Detectar a atividade das enzimas Aspartato Quinase e Homoserina

Desidrogenase em arroz.

- Identificar e purificar parcialmente as isoenzimas da Aspartato Quinase e

Homoserina Desidrogenase presentes nas sementes de arroz.

- Estabelecer subsideos sobre a regulagdo da sintese dos aminoacidos lisina

e treonina nas sementes de arroz.

- Verificar se ambas as atividades da isoenzima da Aspartato Quinase
sensivel a treonina e Homoserina Desdidrogenase sensivel a treonina residem

num polipeptideo bifuncional.



4. MATERIAIS E METODOS :

4.1. Material Vegetal :

O material vegetal utilizado nos experimentos foi o arroz (Oriza sativa),
plantado no campo experimental do Departamento de Genética, ESALQ-USP, em
Piracicaba. As sementes plantadas pertencem a Colegdo de Arroz do Departamento
de Genética da ESALQ-USP, gentilmente cedidas pelo Prof. Akihiko Ando. A
variedade utilizada foi o arroz de sequeiro IAC-165.

As sementes foram plantadas no campo, no inicio do verdo de cada ano, em
linhas de 50 m separadas por 25 cm (Figura 4.1). As plantas cresceram no campo,
com irrigagdo quando necessario, até o florescimento e producgfio de sementes.

Apos o florescimento, foram coletadas sementes em diferentes estagios de
maturagdo. Trés estagios foram estabelecidos para a coleta, denominados estagios
1, 2 e 3, respectivamente 7, 14 e 21 dias apds o aparecimento das anteras (Figura
4.2). As sementes foram coletadas manualmente e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido, ainda no campo e depois estocadas em freezer -70°C até o
momento de sua utilizagéo.

No caso da utilizagdo de folhas e raizes nas analises, estas foram obtidas

pelo do cultivo de plantas em vasos mantidos em casa de vegetagdo. As sementes
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foram plantadas em substrato comercial, cerca de 40 sementes por vaso e as plantas
molhadas todos os dias por irrigagdo automatica. Apos 20 dias de plantio as folhas
e raizes foram coletadas manualmente, separadas do substrato com a ajuda de jato
de agua, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer -

70°C até a utilizac3o.

4.2. Experimentos Preliminares

4.2.1. Extracido das enzimas Aspartato Quinase (AK) e Homoserina

Desidrogenase (HSDH):

4.2.1.1. Obtencio de extratos celulares:

Para a obtengdo dos extratos celulares, o material vegetal foi homogeneizado
em tampdo de extragdo especifico para cada uma das enzimas, conforme
composi¢do demonstrada a seguir, na proporgio de 2ml de tampao de extragdo para
lg de tecido, em almofariz (folhas e raizes) ou em liquidificador (sementes). Antes
da homogeneizagéo, foi adicionado ao tampdo o inibidor de compostos fendlicos
PVPP (polivinilpirrolidona), marca Sigma, na proporgdo de 1g de PVPP para 10g
de material. O extrato foi entdo filtrado em camada dupla de gaze, e centrifugado
em centrifuga refrigerada Beckman modelo J2-MC, a 4°C, 10.000 rpm, por 30
minutos para a remogio completa de remanescentes celulares. Foi utilizado o rotor
JA-20 para tubos de aproximadamente 40ml de capacidade para extracdes de
pequena escala (50-100g) e o rotor JA-14 para garrafas de capacidade de 250ml
para extragdes de larga escala. O precipitado formado foi desprezado e o

sobrenadante, denominado extrato bruto, recolhido.
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Figura 4.1: A Aspecto da plantagdo de arroz variedade IAC-165 no campo

experimental do Departamento de Genética, ESALQ-USP. B Panicula de arroz
variedade IAC-165 florescendo.
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,

Figura 4.2: A Paniculas de arroz variedade IAC-165 nos estagios 1 e 2. B

Paniculas de arroz variedade IAC-165 no estagio 3.
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TAMPAO DE EXTRACAO DA AK:

Concentragdo (mM) g/l
Tris 50 6,055
KCl 200 14,91
EDTA 0.1 0,037
DTT 1 0,154
PMSF* 0.1 0,017
L-Lisina 2 0,365
L-Treonina 2 0,238
Glicerol 10% 100ml

O pH foi ajustado para 7.4 com a adi¢do de HCI 2N.

* Dissolvido em 1ml de isopropanol, adicionado logo antes da extragéo.

TAMPAO DE EXTRACAO DA HSDH:

Concentragdo (mM) g/l
Tris 50 6,055
DTT 2 0,308
EDTA 1 0,37
L-Treonina 5 0,595
Glicerol 10% 100ml

O pH foi ajustado para 7,5 com a adi¢do de HCI 2N.

4.2.1.2. Precipitacdo com sulfato de amonio:

O sobrenadante obtido na primeira centrifuga¢do foi submetido a
precipitagdo com sulfato de aménio, marca Reagen, para a satura¢do de 60%. A
adi¢do do sulfato de amdnio foi feita aos poucos, com agitagdo lenta em agitador

magnético e no gelo. Apds a dissolugdo de todo o sulfato de amonio, o extrato foi
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mantido em agitag@o lenta por mais 30 minutos, em gelo, sendo depois novamente
centrifugado por 30 minutos, a 10.000rpm ¢ 4°C. Os precipitados obtidos foram

armazenados em freezer -20°C até a utilizagdo.

4.2.1.3. Dessalinizacio das amostras:

Os precipitados obtidos da extragdo das enzimas foram ressuspendidos em
tampdo de eluigdo especifico, de composicdo descrita a seguir (pagina 42). A
quantidade de tampdo utilizada foi a menor possivel, apenas suficiente para
ressuspender completamente os precipitados ao ponto de poderem ser passados nas
colunas de Sephadex G-50, onde foram dessalinizados em seguida. Cada coluna foi
montada de acordo com a quantidade de amostra a ser dessalinizada, quantidade
esta que ndo ultrapassava 25% do volume total da coluna. As colunas depois de
montadas foram equilibradas com o tampio de elui¢do especifico da enzima, na
quantidade de 3 vezes o volume total da coluna.

As proteinas eluidas foram monitoradas utilizando o reagente de Bradford
(Bio-Rad) em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. Em 1 ml de reagente diluido de
acordo com 1instrugdes do fabricante, foi adicionada uma gota que saiu da coluna,
acompanhando-se a coloragdo obtida. A proteina em contato com o reagente torna
a solugdo azulada. Quanto maior a concentragdo de proteina, mais intensa é a
coloragdo. Quando o reagente de Bradford, por avaliagdo visual, indicava a saida
de proteina da coluna, iniciava-se a coleta da amostra. Todo esse processo foi
conduzido a 4°C, com reagentes previamente gelados e em banho de gelo,
diminuindo perdas na atividade da enzima. A amostra dessalinizada foi mantida em

gelo e imediatamente utilizada.



TAMPAO DE ELUICAO DA AK
Concentragdo (mM)

Tris 25
DTT 1
L-Lisina 0.1
L-Treonina 0.1
Glicerol 10%

O pH fo1 ajustado para 7,4 com a adigdo de HCI 2N.

TAMPAO DE ELUICAO DA HSDH:

Concentragdo (mM)

Tris 25
DTT 1
EDTA 1
L-Treonina 0.1
Glicerol 10%

O pH foi ajustado para 7,5 com a adigido de HCI 2N.

4.2.2. Ensaios enzimaticos da enzimas AK e HSDH:

g/l
3,027
0,154
0,018
0,012
100ml

g/l
3,027
0,154
0,37
0,017
100ml

4.2.2.1. Ensaio enzimatico da AK:

44

O ensaio utilizado para medir a atividade da enzima AK foi baseado no

ensaio do hidroxamato (Pechere e Capony, 1969). Neste ensaio, a hidroxilamina

presente ¢ convertida a hidroxamato ao reagir com o acil-fosfato, formado pela

reagdo da enzima na fosforilagdo do aspartato. O hidroxamato presente pode entdio

ser medido por espectrofotometria a 505nm, fornecendo indiretamente a atividade

da enzima.
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Nos experimentos preliminares, foi utilizada a metodologia de ensaio da AK
desenvolvida para células de milho em suspensdo (Azevedo et al, 1992a). Apos a
otimizagdo da metodologia de extragdo e ensaio da AK em arroz, alguns detalhes
do ensaio foram modificados. Pela metodologia descrita para milho inicialmente
utilizada, para cada fragdo da enzima analisada foram feitos um Branco, um
Controle, e Tratamentos que incluem na solugdo de ensaio os aminoacidos L-lisina
e L-treonina, juntos e separadamente, na concentragdo final de 5mM. A seguir
estdo demonstradas as concentragdes finais e os volumes das solugdes utilizadas

Nnos ensaios:

Seolucio Composicio Volume
AK1: Tampdo Tris 20mM, DTT 0.25mM, glicerol 20% pH 7,4 (100pd)
AK2:Aspartato 50mM pH 7,4 (100ul)
AK3:MgSO, 12.5mM (500l)
AK4: Hidroxilamina 4M pH 7,4 (50ul)
AKS:ATP 20mM pH 7.4 (50ud)
Enzima: (100ul)
Solugiio 4cida de cloreto férrico: FeCl; 0.37M, HCI 0.67M, TCA 20% (500ul)

Para o Branco, o aspartato foi substituido por agua destilada. Aos Controles
e Brancos foram adicionados 50ul de agua destilada e aos tratamentos com
aminoacidos, o mesmo volume da solugdo do aminoacido em questdo para a
concentragdo final de SmM, tendo o ensaio um volume final de 500ul. A reagdo foi
iniciada com a adi¢do do ATP. As fra¢des foram encubadas a 35°C por 1 hora, ¢ a
reagdo paralisada pela adigdo de 500ul de solu¢do acida de cloreto férrico. As

leituras foram feitas em cubetas descartaveis de poliestireno da marca Sarstedt, em
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espectrofotometro Beckman modelo DU 640 a 505nm. Os ensaios foram feitos em
duplicata, e a média das absorbancias foi utilizada para o calculo da atividade da

enzima.

4.2.2.2. Calculo da atividade da AK:

A atividade da AK durante todos os experimentos foi calculada em nkatal,
que representa a atividade necessdria para converter um nmol do substrato
aspartato por segundo. Para calcular a atividade, uma curva padrdo de hidroxamato
foi feita, e a partir dela foi possivel calcular a quantidade de hidroxamato formada
na reagdo baseada na absorbancia obtida no ensaio. A curva padrio foi feita com as
solugdes de DL-aspartato-B-hidroxamato nas concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5 e 3,0 mM, lidas em espectrofotdmetro a 505nm. Foi feita uma regressdo linear
com os valores encontrados, e a reta obtida foi utilizada para calcular o
hidroxamato formado em cada ensaio enzimatico. A atividade especifica em nkatal
foi obtida dividindo-se a quantidade de mM de hidroxamato formados pela
quantidade de proteina da fragdo testada (determinada conforme explicado a seguir)

e pelo tempo de ensaio em segundos.

4.2.2.3. Ensaio enzimatico da HSDH:
A atividade da HSDH foi medida pela formagdo do NADPH na reagdo

reversa da enzima. A enzima tem como substrato a homoserina, levando a
formagdo do aspartato semialdeido , utilizando 0 NADP™ como co-fator. O ensaio
foi baseado em Matthews et al. (1989), adaptado por Azevedo et al. (1992a). O
ensaio € composto das seguintes solugdes, nas seguintes concentra¢des finais e num

volume final de 1ml:
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Solu¢io Composicao Volume
HSDH1:Tris-HC1 [100mM], KC1 [150mM], EDTA [0,5mM],

DTT [ImM] pH 9,0, 700l
HSDH2: NADP+ [0,48mM ] 100ul
HSDH3: Homoserina [20mM] 100ul
Enzima: 100ul
Treonina [SmM]: 10ul

Para cada fragdo da enzima analisada foi feito um ensaio contendo um
Branco, um Controle, e também um Tratamento com o aminoacido L-treonina na
concentragdo final de SmM. Para o Controle, foram utilizados 700ul de HSDHI1,
100ul de HSDH2, 100l HSDH3 e 100ul da enzima, colocados diretamente em
cubetas descartiveis de poliestireno. Para o Tratamento, as mesmas solugdes e
quantidades foram utilizadas, porém foram acrescentados 10ul da solugdo estoque
de L-treonina, para uma concentragdo final de 5SmM. Para o Branco seguiu-se o
mesmo padrdo, porém a homoserina foi substituida por 100ul de agua destilada.

A reagdo foi iniciada com a adi¢do do NADP'. As leituras de absorbancia
foram feitas logo a seguir em espectrofotometro Beckman modelo DU-640, no
comprimento de onda de 340nm. Depois de zerar o equipamento com o Branco, o
Controle e o Tratamento foram medidos (Tempo 0) e logo apds todos foram
encubados em banho-maria a 32°C por 30 minutos. Depois deste tempo, o Branco
foi novamente utilizado para zerar o espectrofotometro e em seguida os Controles e

Tratamentos (Tempo final) foram medidos.
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4.2.2.4. Calculo da atividade da HSDH :

Para calcular a atividade da HSDH foi levada em conta a diferenca entre a
absorbéncia obtida no Tempo inicial (Ti) e no Tempo final (Tf) de encubacido. Para
cada fragdo o ensaio foi feito em duplicata e a média das absorbancias obtidas foi
usada para calcular a atividade. Cada nmol de NADPH formado significa um
aumento de 0.00622 na absorbancia a 340nm. O niimero de nmoles de NADPH
reduzidos foi calculado pela diferenga de absorbancia obtida no ensaio de cada
amostra e entdo dividido pelo tempo de ensaio em minutos para obter a quantidade
de nmoles de NADPH formados por minuto. Este valor foi dividido pela
quantidade de proteina da amostra, previamente determinada como explicado a

seguir, obtendo-se a atividade especifica em nmoles.min™.mg prot. ™.

4.2.2.5. Determinacio da quantidade de proteina presente na amostra:

A quantidade de proteina foi calculada de acordo com o método de Bradford
(1976) utilizando-se o reagente de Bradford (Bio-Rad).

Para determinar a quantidade de proteina das fragdes, 20pul das mesmas
foram adicionados a 1ml do reagente diluido de acordo com a especificacdo do
fabricante. Para o Branco, foram adicionados 20l de tampdo de eluigdo da enzima
em questdio a 1ml do reagente. Cubetas de poliestireno descartaveis foram
utilizadas para a leitura da absorbancia, em espectrofotdmetro, a 595nm. Para cada
reagente preparado (diluido) uma curva padrio foi feita usando-se a proteina
Soroalbumina Bovina (BSA) como padrio e a partir dela calculou-se a
concentragdo de proteinas das amostras.

Para a obtengdo da curva padrdo, uma solugdo estoque de BSA na
concentra¢do de 1mg/ml foi usada para a preparagio de solugdes 0,1; 0,2; 0.4; 0.6 ¢
0,8mg/ml de BSA. Estas solugdes, assim como a solugdo estoque (1mg/ml), foram

medidas pelo método de Bradford. Os resultados foram plotados em grafico mg/ml
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x absorbancia, a regressdo linear foi calculada, e a reta tragada. Estes valores foram
entdo utilizados como referéncia para determinar a quantidade de proteina.

Para cada frago a ser analisada quanto a quantidade de proteina foram
feitas duas medidas conforme explicado, sendo a média das absorbancia utilizada
para calcular a quantidade de proteina de acordo com a curva padrdo. Para uma
melhor adequag@o dos valores de absorbancia a curva padrio tragada, as amostras
foram diluidas na propor¢do necessaria para que os valores de absorbancia
ficassem entre 0,15-0,35 e esta diluigdo foi levada em conta na determinacdo da

quantidade de miligramas de proteina por mililitros de frag#o.

4.2.3. Determinacio da atividade das enzimas AK ¢ HSDH em diferentes

tecidos de arroz:

Para conhecer a distribui¢do das enzimas AK e HSDH na planta de arroz,
foram feitas extragdes destas enzimas utilizando sementes (50g), raizes (30g) e
folhas (50g), obtidos conforme explicado anteriormente. Para este experimento, o
estagio de desenvolvimento do endosperma escolhido foi o estagio intermediario 2,
e as raizes e folhas de plantas de 20 dias. A extragdo e o ensaio seguiram a

metodologia anteriormente apresentada.

4.2.4. Determinacio da atividade da AK e HSDH em diferentes estagios

de maturacio da semente de arroz:

Amostras de sementes dos trés estagios foram usadas para a extragdo das
enzimas AK e HSDH, seguida de ensaio para atividade, conforme descrito
anteriormente, com o fim de se determinar o estagio com melhor atividade para ser
utilizado nos experimentos seguintes. Para a extragdo, 30g de sementes de cada
estagio foram utilizados para cada enzima. A extragdo e o ensaio seguiram a

metodologia proposta para milho, anteriormente apresentada.
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4.2.5. Otimizacido da metodologia de extracio das enzimas AK e HSDH:

4.2.5.1. Fracionamento em sulfato de amoénio:

Para determinar qual a faixa de saturagdo de sulfato de amoénio em que as
duas enzimas podiam ter suas atividades recuperadas, um experimento de
fracionamento com sulfato de amonio foi realizado para cada uma delas
separadamente.

Neste experimento, foram utilizados 100g de sementes imaturas de arroz no
estagio 2, para a extragdo de cada uma das enzimas. A obtengdo dos extratos
celulares foi feita como anteriormente descrito. Apos a obtengdo do extrato bruto
de cada enzima, estes foram divididos em duas partes iguais, que foram
precipitadas em diferentes faixas de saturagdo com sulfato de amonio. Uma delas
fo1 precipitada entre as faixas de saturagido de 0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80%
de sulfato de amonio. A outra parte foi precipitada entre as faixas de saturagio de
0-30%, 30-50% e 50-70%. Cada precipitado obtido em cada faixa de saturagdo foi
dessalinizado em colunas de Sephadex G-50 e a atividade foi determinada como

descrito anteriormente.

4.2.6. Otimizacio da metodologia de ensaio da AK:

Para determinar as condi¢des ideais para o ensaio da atividade da enzima
AK em arroz, testes foram realizados variando-se as condi¢des de ensaio
estabelecidas para milho, até ficarem estabelecidas as melhores para arroz. A
fracdo de enzima utilizada nos experimentos de otimizagdo foi obtida em uma
extragdo de 50g de sementes imaturas de arroz do estagio 2, precipitada para uma
saturagdo de 60% de sulfato de amonio e dessalinizada em coluna de Sephadex G-

50.



4.2.6.1. Determinacéio do melhor tipo de Branco no ensaio:

Para que a atividade da enzima seja medida por espectrofotometria, é
necessario que um Branco seja estabelecido, para que possa ser interpretado pelo
espectrofotometro como a absorbancia zero a partir da qual devem ser feitas as

medidas. Para tal, foram testados cinco tipos de Brancos, como descrito a seguir:

1) Branco sem aspartato: Este Branco foi feito de acordo com o estabelecido para
o ensaio de milho. A ele nio foi adicionado o substrato da enzima, o aspartato.
Todos os demais componentes do ensaio foram adicionados conforme o ensaio

padrao para milho.

2) Branco sem ATP: A este Branco ndo foi adicionado o ATP. Todos os demais

componentes do ensaio foram adicionados conforme o ensaio padrdo para milho.

3) Branco TO para enzima: A este Branco a enzima sé foi adicionada apds o
tempo de encubagdo, imediatamente antes da adi¢do do cloreto férrico, ndo
permitindo que houvesse tempo para a reagdo da enzima. Todos os demais

componentes do ensaio foram adicionados conforme o ensaio padrdo para milho.

4) Branco T0 para ATP: A este Branco o ATP s6 foi adicionado depois do tempo
de encubagdo, imediatamente antes da adi¢do do cloreto férrico, ndo permitindo
que houvesse tempo para a reagdo da enzima. Todos os demais componentes do

ensaio foram adicionados conforme o ensaio padrdo para milho.

5) Branco TO para aspartato: A este Branco o aspartato so foi adicionado depois

do tempo de encubagdo, imediatamente antes da adi¢do do cloreto férrico, ndo



permitindo que houvesse tempo para a reagdo da enzima. Todos os demais

componentes do ensaio foram adicionados conforme o ensaio padrdo para milho.
Um ensaio Controle utilizando as condi¢des estabelecidas para milho foi

realizado. Esse Controle foi medido utilizando os diferentes Brancos para a

constatac¢do das diferencgas obtidas com cada um.

4.2.6.2. Determinacdo da melhor concentracio de substrato e tempo de

A concentracdo de aspartato no ensaio € fator critico na atividade da enzima.
Para que seja obtido o méximo de atividade possivel, o aspartato deve estar em
concentragdo saturante para que possa ser utilizado sem restrigdes. Por outro lado,
um excesso de aspartato no ensaio pode ocasionar uma reagdo deste com o
hidroxamato independente da atividade da enzima, levando a uma absorbancia que
ndo reflete a verdadeira atividade catalitica. Para testar a melhor concentragdo de
aspartato a ser utilizada, ensaios de atividade da AK foram encubados por
diferentes intervalos de tempo e com diferentes concentragdes de aspartato.

Foram testadas as concentragdes finais no ensaio de 50mM, 100mM e
250mM de aspartato e os ensaios foram encubados durante 1h e 30 minutos, a
35°C, e lidos em espectrofotdometro a 505nm em intervalos de 30 em 30 minutos.
Foram feitos trés Controles e trés Brancos, referentes a cada concentragdo de
aspartato testada, um para cada tempo. Os Controles tiveram suas atividades
medidas de acordo com o Branco da concentragdo correspondente, com o fim de

eliminar um possivel efeito de altas concentragdes de aspartato na absorbancia.



4.2.6.3. Determinacio da interferéncia de aminoacidos sobre a atividade

da AK:

Foram realizados ensaios de atividade da AK incluindo Tratamentos com a
presenga de aminoacidos em diversas concentra¢des, para se determinar a
interferéncia destes aminoacidos na atividade da enzima. Os aminoacidos testados
foram: L-lisina, L-treonina, L-metionina, L-valina e L-lisina + L-treonina, nas
concentragdes finais de 1mM, 2mM, 5mM e 10mM. O ensaio foi conduzido a
35°C, durante 30 minutos. Para eliminar interferéncias causadas pelos proprios
aminoacidos na absorbancia, cada tratamento teve o seu Branco com a adigdo do
aminoacido correspondente na maior concentragdo (10mM). Os ensaios foram
feitos em duplicata e a média das absorbancias foi utilizada para calcular a

atividade da enzima.

4.2.6.4. Determinécﬁo da melhor faixa de pH para a atividade da AK de

arroz:

Com o intuito de determinar qual a melhor faixa de pH a ser utilizada nos
ensaios enzimaticos, o ensaio Controle padrio estabelecido para milho foi realizado
em diferentes pH: 6,8; 7,1; 7,4; 7,7; e 8.0. Para estes ensaios, as solugdes do
tampdo (AK1), de ATP (AK4), de aspartato (AK2) e de hidroxilamina (AKS5),
tiveram o pH ajustado para cada um dos valores de pH. As concentragdes dos
componentes do ensaio permaneceram inalteradas. Os ensaios foram feitos em
duplicata e encubados por 60 minutos a 35°C, sendo depois lidos a 505nm. O
Branco utilizado foi feito de acordo com o padrao do ensaio de milho (pH 7.4). As

médias das absorbancias foram usadas como resultado final.
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4.2.6.5. Determinacio da melhor concentracio de ATP e Mg'" a ser

utilizada nos ensaios enzimaticos:

As concentragdes de magnésio (MgSQO,4) e ATP do ensaio da AK foram
variadas com o intuito de determinar qual a melhor propor¢do Mg /ATP para a
realizagdo dos ensaios enzimaticos. As concentra¢des finais no ensaio de 0; 2,0;
6,25; 12,5 e 25,0mM de Mg™" e de 0; 5; 10; 20 e 40mM de ATP foram testadas
separadamente e em combinagdes entre si. Os demais componentes do ensaio
permaneceram inalterados. Os ensaios Controles foram feitos em duplicata,
encubados a 35°C durante 60 minutos e lidos em espectrofotdmetro a 505nm. O
Branco foi feito de acordo com o ensaio padrdo de milho (12,5mM Mg'" e 20mM
ATP). As médias das absorbancias foram utilizadas para a obtengdo dos resultados

finais.

4.2.6.6. Determinacio da melhor concentracio de hidroxilamina a ser

utilizada nos ensaios enzimaticos:

Para a determinagdo da melhor concentragdo de hidroxilamina a ser utilizada
nos ensaios enzimaticos, foram realizados ensaios Controle para a atividade da AK
variando-se a concentragdo de hidroxilamina presente. As seguintes concentragdes
finais no ensaio foram testadas: 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 600mM. Os ensaios
foram feitos em duplicata, encubados a 35°C e lidos a 505nm em
espectrofotometro. O Branco foi feito de acordo com o ensaio padrdo para milho,
com uma concentragdo final no ensaio de 400mM de hidroxilamina. As médias das
absorbéncias obtidas para cada concentragdo foram utilizadas para a obtengdo do

resultado final.
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4.2.6.7. Determinacio da melhor temperatura de ensaio:

Para determinar qual a melhor temperatura de encubagdo para a atividade da
AK de arroz, ensaios Controles foram feitos e encubados nas temperaturas de 25,
30, 35, 45 e 55°C, por 60 minutos e depois lidos a 505nm. Para cada temperatura
foram feitos dois ensaios Controle e um Branco e as médias das absorbéncias

foram utilizadas como resultado final.

4.2.6.8. Determinacio do efeito da concentracio de KCl na atividade da

AK de arroz:

Devido a necessidade de utilizagdo de tampdes com altas concentragdes de
KC1 em experimentos com resinas de troca idnica, a possivel interferéncia dos ions
K" na atividade da AK foi verificada. Para isso, o tampdo AK1, componente do
ensaio e normalmente sem KCl, foi substituido em ensaios controle por tampoes
das seguintes concentragdes de KCI: 0, 100, 200, 300, 400 e 500mM. Os demais
componentes do ensaio permaneceram inalterados. Os ensaios foram feitos em
duplicata, encubados a 35°C por 60 minutos e lidos a 505nm. O Branco foi feito

com tampdo sem KCI.

4.2.7. Cromatografia de troca ionica:

Para proceder a purificagdo da AK, foi realizada a cromatografia de troca
ionica com colunas de resina de troca aniénica FFQ-Sepharose, da marca Sigma.
Esta resina é fornecida em solugdo 20% de etanol e antes de ser utilizada fo1 lavada
em agua deionizada por varias vezes, com o fim de retirar todo o etanol
remanescente.

Depois de lavada, a resina de FFQ foi empacotada em coluna de vidro com

auxilio de bomba peristaltica em fluxo de 2ml/minuto. Apds completo



empacotamento da resina, esta foi equilibrada com tampado de elui¢do da AK e

entdo mantida em geladeira até 0 momento do uso.

4.2.7.1. Eluicdo do tipo “Step-Wise” da enzima AK:

Na eluigdo do tipo “Step-Wise”, foram utilizadas amostras da enzima AK
provenientes de extragdes de 250g de sementes imaturas no estagio 2, precipitadas
com sulfato de aménio para uma saturagdo de 60% e dessalinizadas em colunas de
Sephadex G-50.

A amostra foi aplicada a coluna de troca i0nica FFQ Sepharose de 2,5 x 8
cm, equilibrada com tampdo de eluigdo sem KCl, com o auxilio de bomba
peristaltica em fluxo de 2ml/minuto. Apos a aplicagdo de toda a amostra, a coluna
fo1 lavada com 3 volumes do mesmo tampdo de eluigdo sem KCI com o o qual foi
equilibrada (3 vezes o volume da coluna), com o fim de retirar da coluna todo o
material que ndo tenha se ligado, denominado fragdo ndo ligante. A fragdo ndo
ligante foi coletada em tubo mantido em gelo, e uma aliquota foi congelada em
freezer para analise posterior. Todas as elui¢cdes utilizando colunas de troca i6nica
foram realizadas a 4-10°C, com auxilio do equipamento de cromatografia de baixa
pressdo Econo-System da Bio-Rad, constituido por bomba peristaltica digital de
fluxo programével, monitor detetor de absorbancia a 280 nm e registrador ligado ao
monitor, que permite um acompanhamento da saida de proteinas da coluna. Todo o
processo de aplicagdo e lavagem da fragdo ndo ligante da coluna foi acompanhado
pelo monitor de absorbancia a 280nm. Pelo monitor ¢ possivel determinar em que
momento, desde a aplicagdo da amostra, o excesso de proteina ou fra¢do nio
ligante comeca a sair, determinando assim o volume interno da coluna.

Depois da proteina estar ligada a coluna e toda a fragdo nao ligante ter sido
removida, foi iniciada a eluigdo “Step-Wise”. Ao tampdo de elui¢gdo normalmente

utilizado foi adicionado KCl para a obtengdo dos tampdes nas seguintes



57

concentragdes crescentes de KCl: 100mM, 200mM, 300mM, 400mM, 500mM e
IM. Estes tampdes foram aplicados um de cada vez a coluna, na ordem crescente
de concentragéo e as fragdes de cada uma destas aplica¢des coletadas e mantidas
em gelo. As eluigdes foram feitas com um fluxo de 2ml/minuto e as amostras foram
retiradas a cada 2 minutos, num total de 4ml por amostra. Foram aplicados 40 ml
de cada tampdo, num total de 10 amostras coletadas para cada tampdo aplicado,
sendo 60 amostras coletadas.

As fragdes foram testadas para atividade Controle de AK e HSDH. Fragdes
com atividade Controle de HSDH foram testadas para o Tratamentos com L-
treonina (SmM). Os ensaios seguiram a metodologia anteriormente descrita.

A absorbancia a 280nm de todas as fragdes foi medida em cubeta de

quartzo, utilizando como branco o tampéo de elui¢do da enzima sem KCI.

4.2.7.2. Eluicio do tipo Gradiente Linear de KCI da enzima AK:

A AK foi extraida a partir de 250g de sementes imaturas de arroz, com
precipitagdo com sulfato de amonio para a saturagdo de 60% e dessalinizadas em
colunas de Sephadex G50. A coluna de FFQ foi montada com 2,5 x 12 cm, e
equilibrada com tampao de eluigdo sem KCl. A aplicagdo da amostra e lavagem da
fragdo ndo ligante foram feitas como descrito anteriormente.

Apoés a saida de toda a fragdo ndo ligante, o gradiente foi iniciado
empregando-se um sistema de dois reservatorios interligados (“gradiente maker™),
um contendo 150ml de tampdo de elui¢gdo sem KCI e outro contendo 150ml de
tampdo 500mM de KCl. O fluxo de eluigdo foi de 2ml/min. As fragdes comegaram
a ser coletadas, com a ajuda de coletor de fragdes automatico da marca LKB-
Pharmacia modelo Redifrac, depois da retirada de um volume de tampao
correspondente ao volume interno da coluna, num total de 75 fracdes de 4ml cada,

coletadas e mantidas em gelo.



As fragdes foram testadas para a atividade Controle de AK. Frag¢des com
atividade foram testadas para atividade de AK Controle e Tratamentos com
L-lisina, L-treonina, L-lisina + L-treonina na concentragdo final no ensaio de SmM.
Todas as fragdes também foram testadas para a atividade da HSDH Controle e
Tratamento treonina SmM. Os ensaios foram feitos de acordo com a metodologia

anteriormente descrita.

4.3. Protocolo final de purificacio parcial da AK:

Apos a otimizagdo da metodologia de extragdo e ensaio, foi possivel

elaborar o protocolo final visando a purificagio parcial da enzima.

4.3.1. Extracio da enzima:

O tecido vegetal utilizado nas anélises foi a semente de arroz no estagio 1 de
desenvolvimento. Para a extragdo da enzima, sementes congeladas de arroz foram
homogeneizadas com tampdo de extra¢do em liquidificador doméstico, em
geladeira. A quantidade de sementes € o volume de tampio utilizados foram
padronizados para 500g e 1000ml, respectivamente. Apos homogeneizagdo rapida
no liquidificador, suficiente para a quebra do endosperma e o contato do material
de reserva com o tampdo, o extrato foi filtrado em camada dupla de gaze em
peneira para um becker mantido em gelo, com ajuda de pistilo para ajudar a
extra¢do do material de reserva.

Apds a homogeneizagao, o extrato foi centrifugado em centrifuga refrigerada
Beckman modelo J2-MC, rotor JA-14, 10.000 rpm, por 30 minutos a 4°C. Os
precipitados foram desprezados e o sobrenadante, ou extrato bruto, mantido em
gelo. Uma aliquota de 1ml do extrato bruto foi congelada em freezer -20°C para

analises posteriores.



Para a separag@o das proteinas do sobrenadante, utilizou-se a precipitagdo de
proteinas com sulfato de amoénio para uma saturagdo na faixa de 20-50%. Ao
sobrenadante mantido em gelo, foi adicionado vagarosamente sulfato de amonio,
para saturagdo a 20%, com agitagdo lenta. Apds completa solubilizagdo do sulfato
de amonio, o sobrenadante foi mantido nesta agitagdo por mais 30 minutos e depois
novamente centrifugado, durante 30 minutos, 10.000 rpm e a 4°C. Os precipitados
obtidos foram desprezados e o sobrenadante ja saturado a 20% foi utilizado para
satura¢do at€¢ 50%. O volume de sobrenadante obtido foi medido e utilizado para
calcular a quantidade de sulfato de amoénio a ser adicionada para uma saturagdo a
50%. A adigdo do sulfato de amdnio ao sobrenadante foi feita da mesma maneira.
Apoés completa solubilizagdo e¢ mais 30 minutos de agita¢do lenta foi feita uma
nova centrifuga¢do nas mesmas condigdes anteriores. O sobrenadante obtido foi
desprezado e os precipitados contendo as proteinas congelados em freezer -20°C

até a utilizagdo.

4.3.2. Dessalinizaciio em coluna de filtracio em gel Sephadex G-50 :

Para a remog¢do do sulfato de amonio usado para a precipitagdo, a proteina
obtida foi passada em coluna de filtragdo em gel, Sephadex G-50 20x2,5cm.

As colunas foram equilibradas com 300 ml do tampao de elui¢do cada uma e
mantidas a 4°C. Cada precipitado obtido da extra¢do foi ressuspendido em 6 ml de
tampdo de eluigdo aplicado nas colunas. A elui¢do da proteina foi monitorada
usando o reagente de Bradford (Bio-Rad) em tubos de microcentrifuga de 1,5 ml, a

4°C. A amostra dessalinizada foi mantida em gelo até a utilizagdo, logo a seguir.
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4.3.3. Cromatografia de troca ionica :

O passo seguinte na purificagdo da enzima AK foi a cromatografia de troca
i6nica, em resina de troca anidnica FFQ-Sepharose. Uma coluna de 12x2.5¢m foi
empacotada e equilibrada com o tampédo de eluigdo da enzima sem KCl. Toda a
eluigdo utilizando colunas de troca idnica foi realizada com auxilio do equipamento
de cromatografia de baixa pressdo Econo-System da Bio-Rad. Todo o processo foi
realizado em geladeira a 4-10°C.

Apos a aplicagio da amostra, foi feita a elui¢do da fragdo ndo ligante, como
descrito anteriormente. Apos a remog¢do desta fragdo a coluna foi lavada com
200ml de tampdo de elui¢do adicionado de KCl para uma concentracdo de 100mM,
com o fim de retirar todas as proteinas da coluna que podiam ser eluidas com até
100mM de KCl. Em seguida foi realizado um gradiente linear de 100-350mM de
KCl, conforme anteriormente explicado. O fluxo utilizado também foi de 2ml/min
e 75 fragdes, de 4ml cada uma, foram coletadas. Estas fragdes foram testadas para a
atividade de AK Controle e de HSDH Controle. As fragdes com atividade de AK
foram testadas também para os Tratamentos L-lisina, L-treonina, L-lisina + L-
treonina na concentragdo final de 5mM. As que apresentaram atividade de HSDH
também foram testadas para o Tratamento com L-treonina na concentragio final de
5SmM. Os ensaios da AK foram realizados a 35°C, por 30 minutos, com 100mM de
aspartato ¢ utilizando o Branco TO para enzima. Os ensaios da HSDH foram feitos
como anteriormente mencionado.

A absorbancia a 280nm de todas as fragdes foi medida em cubeta de

quartzo, utilizando como branco o tampio de elui¢do da enzima sem KCL.
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4.3.4. Filtracido em gel em coluna de Sephacryl S200 para purificacio e

determinacio de peso molecular :

As amostras que apresentaram alta atividade do gradiente 100-350mM KCl
foram utilizadas em experimentos em coluna de cromatografia de filtragdo em gel
em coluna de resina Sephacryl S200 da marca Pharmacia. As amostras com
atividade de AK da etapa anterior foram precipitadas com sulfato de aménio a 70%
de saturagdo e centrifugadas, rotor JA-20, a 10.000 rpm, a 4°C, por 30 minutos,
para precipitagdo das proteinas contidas no extrato.

O precipitado foi ressuspendido em tampdo de elui¢do até o volume de
3,5ml e aplicado em colunas de Sephadex G-50, de volume total de 15ml. Dos 7ml
resultantes da dessalinizagdo, 2ml foram aliquotados para analise posterior e
guardados em freezer -20°C. Os outros 5ml foram aplicados em uma coluna de
filtragdo em gel Sephacryl S200 de 2,5 x 83,2cm, previamente equilibrada com o
mesmo tampdo de eluigdo. As proteinas foram eluidas da coluna com auxilio de
bomba peristaltica usando um fluxo de 0,7ml/minuto. Foram coletadas 60 fragdes
de 3,7ml com auxilio de coletor de fragdes.

Todo o processo de eluigdo foi feito com a coluna em geladeira expositora a
temperatura média de 5°C. A coluna foi previamente calibrada exatamente nestas
mesmas condigdes, com tampdo Tris-HCI pH 8,0 contendo 50mM de KCI, 10% de
glicerol ¢ 1TmM de DTT. A coluna foi calibrada com o seguinte conjunto de
marcadores de peso molecular: Azul de Dextrano (2000 kDa), Catalase (232 kDa),
Soroalbumina Bovina (67 kDa), Quimiotripsina A (25 kDa) e Ribonuclease A (13,7
kDa).

As fragdes foram mantidas em gelo, e as atividades enzimativas ensaiadas
em seguida. Para as fragdes com atividade, foram realizados além do Controle,

ensaios com os tratamentos com L-lisina, L-treonina, L-lisina + L-treonina,
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conforme descrito anteriormente. O ensaio foi realizado a 35°C, por 1 hora,
usando-se 100ul de enzima e 100mM de aspartato. As fragcdes também foram
testadas para a atividade da enzima HSDH Controle e Tratamento L-treonina.

Os valores dos pesos moleculares das enzimas foram obtidos pela inferéncia
do volume de elui¢do da enzima em relagdo aos volumes obtidos pelos padrdes

através de regressio linear.

4.3.5. Tabela de purificacdio parcial da AK de endospermas de arroz:

As fragOes obtidas durante o processo de purificagdo parcial da AK foram
testadas para a atividade Controle e Tratamentos das duas enzimas, AK e HSDH.
Todos os volumes de cada passo da purificagdo foram anotados. A quantidade de
proteina foi determinada pelo método de Bradford, conforme anteriormente,
descrito para a determinagdo da atividade especifica obtida em cada passo. Estes

valores foram utilizados para montar a tabela de purifica¢do da enzima AK.

4.4. Eletroforese em géis de poliacrilamida nio desnaturantes :

4.4.1. Eletroforese das fracoes resultantes da purificacio:

As fragdes obtidas durante o processo de purificagdo parcial da enzima AK
foram submetidas a eletroforese em géis de poliacrilamida ndo desnaturantes.

Foram feitos quatro géis contendo as seguintes amostras cada um:

1) Fragdes representando o gradiente 0-500 mM KCl

2) Fragdes representando o gradiente 100-300mM KClI

3) Fragdes representando Sephacryl S200

4) Fragdes extrato bruto, Sephadex G50, fragdes com atividade combinadas da FFQ
e fragdes com atividade combinadas da Sephacryl $200.



63

O sistema utilizado foi o de eletroforese vertical da Bio Rad, modelo
Protean II xi cell (20 x 20cm) tendo o gel 0,75cm de espessura. Os géis foram
preparados de acordo com o sistema de eletroforese descontinua estabelecido por
Laemmli (1970). O gel de resolugdo teve concentragdo de 10% de acrilamida e o
gel de empacotamento teve concentragdo de 4% acrilamida. As solugdes estoque

para o preparo dos géis estdo apresentadas a seguir.

SOLUCOES ESTOQUE _PARA O PREPARO DOS GEIS DE
POLIACRILAMIDA NAO-DENATURANTES

SOLUCAO A

Tampao do gel de resolugio (Gel inferior):
36,3g Tris, marca Gibco-BRL

ajustado para o pH 8,9 com HCI

Agua destilada q.s.p. 100ml

SOLUCAO B

Tampio do gel de empacotamento (Gel Superior):
6g Tris, marca Gibco-BRL

ajustado para pH 6,7 com HCl

Agua destilada q.s.p. 100ml

Tampiao de amostra:

Iml do tampéo do gel de empacotamento

Iml de Glicerol, marca Synth

1ml de solugéo de azul de bromofenol, marca Sigma

preparada diariamente
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Tampio de corrida (5x concentrado):
15,2¢g Tris marca, Gibco-BRL

72,0g Glicina, marca Sigma

ajustado para pH 8,3 com HCI 1M
Agua destilada q.s.p. 11

SOLUCAO C
38,9¢ acrilamida, marca Sigma
1,1g bis-acrilamida, marca Sigma

Agua destilada q.s.p. 100ml

Persulfato de aménio :
100mg persulfato de amonio, marca Sigma
Agua destilada q.s.p 1ml

preparado diariamente

Todo o material utilizado, como placas de vidro, pentes e espagadores, foi
cuidadosamente lavado e limpo com etanol antes da montagem dos géis. Para a
montagem do gel inferior (resolugdo), as solugdes estoque foram pipetadas nas
quantidades apresentadas a seguir (pagina 70) e cuidadosamente misturadas para
evitar a formagdo de bolhas. O gel foi aplicado nas placas ja montadas. Em seguida
foi colocada uma fina camada de isopropanol sobre a solugdo do gel montado,
ainda ndo polimerizado. Apods a polimerizagdo, o isopropanol foi retirado com a
ajuda de papel de filtro, ¢ o gel lavado com 4gua destilada. O gel superior
(empilhamento) foi montado de maneira semelhante ao gel de resolugdo. O mimero
de canaletas do pente utilizado dependeu do nimero de amostras a serem

analisadas por gel.
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Gel Inferior:
12,5ml Solugdo A
12,5ml Solugdo C
25,0ml agua destilada
95ul TEMED

125ul Persulfato de aménio

Gel Superior:
5,0ml Solugdo B
2,0ml Solugdo C
11,0ml agua destilada
40ul TEMED

75ul Persulfato de amonio

Apés a completa polimerizagdo do gel superior o pente foi retirado e a
aplicagdo das amostras foi feita com auxilio de microponteiras da marca Bio-Rad.
Foram aplicados em cada canaleta 60ul de amostra ja misturada ao tampio de
amostra na propor¢do de 1:1. Os marcadores de peso molecular, quando utilizados,
foram comprados da Sigma, kit MW-ND-500, diluidos em tampdo de amostra na
proporgdo de 1:1. Foram eles: Urease (272 kDa o trimero ¢ 545 kDa o hexamero),
Soroalbumina bovina (66 kDa o monémero e 132 kDa o dimero) e Ovoalbumina
(45 kDa). Foram aplicados 20l da solugdo de marcadores de peso molecular em
cada gel.

A corrida do gel foi realizada a corrente constante de 30mA por gel, em

geladeira, utilizando-se uma fonte Bio-Rad modelo 1000/500 até que o azul de
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bromofenol chegasse ao final do gel. Neste momento os géis foram retirados das

placas com ajuda de espatula e a coloragdo pelo método desejado iniciada.

4.4.2. Coloracio dos géis de poliacrilamida nio desnaturantes:

Os géis foram corados pelo método de prata de acordo com a metodologia
descrita por Gomes (1995). As solugdes utilizadas estdo apresentadas a seguir.
Apos a corrida, cada gel foi transferido para uma bandeja plastica contendo a
solugdo fixadora e mantido a temperatura ambiente por 12 horas. Passadas 12 horas
na solugdo fixadora, o gel foi transferido para a solugfo incubadora e deixado por
15 minutos. O gel foi entdo lavado por trés vezes em 250ml de agua deionizada por
10 minutos, com agitagdo constante. Procedidas as lavagens, o gel foi transferido
para 250ml da solugdo de prata por 20 minutos e entdo transferido para 250ml da
solugdo reveladora até a revelagdo das bandas. A reagdo foi paralisada pela adigao
de 250ml da solugdo fixadora final, seguindo-se a lavagem do gel em agua corrente

por 2 horas. O gel foi mantido em solugdo de glicerol 10% em agua.

SOLUCOES UTILIZADAS PARA A COLORACAO DE GEIS PELO
METODO DE PRATA (para a coloracio de um gel de até 1mm de espessura):

Selucao fixadora:

100 ml Etanol, marca Merck
25ml Acido acético, marca Synth
Agua deionizada q.s.p. 250ml

Solu¢ie incubadora:
17,0g Acetato de sodio, marca Synth
75,0ml de Etanol, marca Merck
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1,0g de Tiossulfato de sddio, marca Merck
1,3ml de Glutaraldeido 25%, marca Sigma, adicionado logo antes do uso

Agua deionizada q.s.p. 250ml

Solucéo de Prata:
0,25g de Nitrato de prata, marca Synth
50ul de Formaldeido 50%, marca Merck, adicionados somente na hora do uso

Agua deionizada q.s.p. 250ml

Solugio reveladora:
6,25g de Carbonato de Sodio, marca Synth
25ul de Formaldeido 50% marca Merck, adicionados somente na hora do uso.

Agua deionizada q.s.p. 250ml

Solucio fixadora final: |
3,65¢g de Sodio EDTA.2H,0 marca Merck
Agua deionizada q.s.p. 250ml.



5. RESULTADOS:

Os resultados apresentados neste capitulo referem-se aos experimentos
explicados no capitulo anterior. Estdo apresentados na forma de graficos, Figuras
e tabelas, na ordem em que foram mencionados anteriormente. A discussido dos
resultados obtidos esta apresentada no proximo capitulo.

A variagdo encontrada nas absorbancias das repetigdes de ensaios da AK
de uma mesma fragdo foi muito pequena, e esta boa repetibilidade ¢ uma
caracteristica do ensaio do hidroxamato. Para a HSDH, embora as absorbancias
obtidas variassem, a diferenga de absorbancia entre o tempo inicial e o tempo
final de ensaio de uma mesma fragdo ensaiada nas mesmas condi¢des também foi
pequena. Os desvios padrdo dos resultados de otimizagdo de extragdo e ensaio,
assim como os dos experimentos iniciais de tecido-especificidade e do
desenvolvimento da semente, ndo foram apresentados porque nido foram
considerados significativos dentre a pouca variagdo apresentada nos ensaios.
Portanto, estdo apresentadas as médias das absorbancias ou a atividade especifica
de uma fragdo baseada na médias das absorbancias dos ensaios realizados. Nos
experimentos de eluigdo em coluna de troca ibnica e filtragdo em gel, os
resultados apresentados foram escolhidos dentre as diversas elui¢Ges realizadas,

tendo sido escolhidos os mais representativos do padrdo usualmente encontrado.



69

S.1. Determinaciio da atividade da AK e HSDH em diferentes estagios

de desenvolvimento da semente:

O resultado deste experimento mostrou que a atividade da AK pode ser
detectada durante todo o desenvolvimento da semente, sendo o estagio com maior
atividade o estagio 1 (Figura 5.1). O padrdo detectado mostra que a atividade
desta enzima diminuiu conforme o amadurecimento da semente.

Os resultados dos ensaios com os Tratamentos lisina, treonina e lisina +
treonina na concentragdo de SmM demonstraram que estes aminoacidos causaram
a ibigdo da atividade da AK nos trés estagios, sugerindo a presenga de
1soformas da AK sensivel a cada um destes dois aminoacidos durante todo o
desenvolvimento da semente. O padrdo de inibigdo encontrado mostra que em
todos os estagios a lisina foi capaz de inibir mais fortemente a atividade total da
AK do que a treonina, indicando uma predominancia da isoforma sensivel a lisina
nos trés estagios de desenvolvimento da semente (Tabela 5.1). Em todos os
estagios a 1mbig¢do causada pela presenca dos dois aminoacidos juntos foi
praticamente igual a4 soma da inibi¢do causada por cada um deles separadamente
(Tabela 5.1).

Os resultados obtidos para a HSDH indicaram que esta enzima também
pode ser detectada em todos os estagios do desenvolvimento da semente e que,
semelhante ao encontrado para a AK, o estagio de maior atividade também foi o
estagio 1 (Figura 5.2). Em todos os estagios foi detectada inibigdo pela presenga
de 5mM de treonina, sendo esta inibigdo mais forte no estagio 1 (Tabela 5.2).
Estes resultados sugerem a presenga de uma isoforma sensivel a treonina com

predominéncia no inicio do desenvolvimento da semente.
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Figura 5.1: Atividade especifica da AK durante o desenvolvimento da semente de
arroz. Os tratamentos feitos incluem a presenga dos respectivos aminoacidos no

ensaio na concentragdo final de SmM (Lys + Thr = lisina-+treonina).

Estagios 1 2 3
Inibicéio (%)
lisina 54% 37% 41%
treonina 27% 24% 27%
Lys+Thr 81% 68% 65%

Tabela 5.1: Inibi¢do causada pela presenga dos aminoacidos lisina, treonina e
lisina + treonina (Lys + Thr), na concentragdo final de 5mM, na atividade da AK

durante o desenvolvimento da semente.
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E Controle

H treonina

Atividade HSDH (nmol/min./mg prot.)

Figura 5.2: Atividade especifica da HSDH durante o desenvolvimento da semente
de arroz. O tratamento com treonina inclui a presenga deste aminoacido no ensaio

na concentracao final de SmM.

Estagios 1 2 3
% Inibicio

treonina 61% 57% 40%

Tabela 5.2 Inibigdo causada pela presenga do aminoacido treonina, na
concentracdo final de SmM, na atividade da HSDH durante o desenvolvimento da

semente.
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5.2 Determinacio da atividade da AK e HSDH em diferentes tecidos de

arroz:

Os resultados dos experimentos de tecido especificidade da enzima AK
mostraram que esta enzima pode ser detectada nos trés tecidos analisados (folhas,
sementes e raizes), sendo que a atividade mais alta foi encontrada nas sementes
(Figura 5.3). Nas sementes e nas folhas pdde ser detectada a influéncia dos
amino4cidos lisina e treonina, quando presentes no ensaio, inibindo a atividade da
enzima.

Tanto em sementes como em folhas a inibi¢do da atividade da AK causada
por lisina foi mais forte do que a causada por treonina (Tabela 5.3). A atividade
da AK detectada em raizes foi baixa, e a presenga dos aminoacidos lisina e
treonina inibiu totalmente a atividade encontrada. Por causa da baixa atividade
encontrada neste tecido ndo foi possivel determinar a porcentagem de inibig¢do
causada pela presenga de lisina e treonina.

No experimento de tecido especificidade da HSDH foi detectada a
predomindncia da atividade da enzima em sementes e folhas, ndo sendo
encontrada atividade em raizes (Figura 5.4 e Tabela 5.4). Tanto em sementes
como em folhas a presenga de treonina (SmM) no ensaio levou a uma inibi¢io da
atividade da enzima, demonstrando a existéncia de uma isoforma sensivel a

inibi¢do por treonina nestes dois tecidos.
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Figura 5.3: Atividade especifica da AK em diferentes tecidos de arroz. Os
tratamentos feitos incluem a presenga dos respectivos aminoacidos no ensaio na

concentragdo final de 5SmM (Lys + Thr = lisina + treonina).

Tecidos Sementes Folhas
% Inibicio
lisina 48% 35%
treonina 24% 23%
Lys+Thr 76% 52%

Tabela 5.3: Inibicdo causada pela presenca dos aminoacidos lisina, treonina e
lisina + treonina (Lys + Thr), na concentragio final de 5SmM, na atividade da AK

em sementes e folhas de arroz.
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Figura 5.4: Atividade especifica da HSDH em diferentes tecidos de arroz. O
tratamento com treonina inclul a presenga deste aminoacido no ensaio na

concentragdo final de SmM.

Tecidos Sementes Folhas
% Inibicao

treonina 41,5% 42.6%

Tabela 5.4: Inibicdo causada pela presenca do aminoacido treonina, na
concentragdo final de SmM, na atividade da HSDH em sementes e folhas de

arroz.
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5.3. Otimizacdo da metodologia de extracio das enzimas AK e HSDH

de sementes de arroz:

5.3.1. Fracionamento em sulfato de aménio:

O resultado do experimento de fracionamento com sulfato de aménio para
a enzima AK esta apresentado na Figura 5.5. A realizagdo do fracionamento
utilizando duas séries diferentes de faixas de saturagdo permitiu uma melhor
definicdo da faixa de concentragdo da atividade da enzima. Como pode ser
observado neste grafico, a atividade da enzima AK se concentra principalmente
entre as faixas de saturagdo com sulfato de amonio acima de 20% e abaixo de
50%. Os ensaios feitos com as fragdes obtidas do fracionamento realizado com as
faixas de saturagdo de 0-20, 20-40, 40-60 e 60-80% indicaram que 54,3% da
atividade total da enzima obtida neste fracionamento pdde ser detectada entre 20-
40,0% e que 45,7% podde ser detectado entre 40-60% de saturagdo. Para o
fracionamento feito com as faixas de 0-30, 30-50 e 50-70%, os resultados
mostraram que a faixa de 0-30% apresentou 20,8% da atividade total, a faixa de
30-50% apresentou 67,8% e a faixa de 50-70% apresentou 11,4% (atividades
apresentadas na Tabela 5.5). Deste modo, uma modificagdo no primeiro passo de
purificagdo da enzima foi introduzida, substituindo-se a precipitagdo com sulfato
de amonio de 0 a 60% de saturagdo por uma precipitagdo em duas etapas, a
primeira de 0 a 20% e a segunda de 20 a 50% de saturagdo, eliminando uma
quantidade maior de proteinas presentes no extrato.

Os Tratamentos com os aminoacidos lisina e treonina, realizados com as
fragoes obtidas do fracionamento da AK, revelaram que o padrio de inibigdo
causado pela presenca destes aminoacidos foi o mesmo em todas as faixas de

saturagdo que apresentaram atividade da enzima AK, indicando que as possiveis
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1soenzimas sensiveis a estes aminoacidos estavam presentes na mesma faixa de
saturacao.

Os ensaios feitos com as fragdes obtidas do fracionamento com sulfato de
amonio realizado para HSDH, utilizando as faixas de 0-20, 20-40, 40-60 e 60-
80% de saturagdo, demonstraram que 67,4% da atividade total da enzima pdde ser
detectada entre 20-40% e que 32,6% podde ser detectada entre 40-60% de
saturagdo. Os ensaios do fracionamento utilizando as faixas de saturagdo de 0-30,
30-50 e 50-70% revelaram que 35,9% da atividade total da enzima pode ser
detectada entre 0-30% e 64,1% entre 30-50%. Estes resultados indicaram que a
atividade desta enzima pdde ser melhor recuperada com precipitagdes com sulfato
de amodnio acima de 20% e abaixo de 50% de saturagdo com sulfato de amonio.

Os ensaios feitos para a HSDH, utilizando o aminoacido treonina na
concentragdo final de SmM, mostraram que em todas as faixas de saturagdo com
atividade de HSDH a inibigdo causada pela treonina foi encontrada, indicando
que em todas as faixas a isoenzima da HSDH sensivel a inibi¢do por treonina
estava presente.

A partir destes dois experimentos, ficou determinado que ambas as
enzimas (AK e HSDH) poderiam ser parcialmente purificadas utilizando a

precipitagdo com sulfato de amonio nas mesmas faixas de saturagio.
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Figura 5.5: Atividade especifica da AK extraida de sementes de arroz no

experimento de fracionamento com sulfato de amonio. Os tratamentos feitos

incluem a presenga dos respectivos aminoacidos no ensaio na concentragdo final

de 5SmM (Lys + Thr = lisina + treonina).

ATIVIDADE / FAIXA DE PRECIPITACAO COM SULFATO DE AMONIO

0-20% | 20-40% | 40-60% | 60-80% | 0-30% | 30-50% | 50-70%
controle | 0 0,107 0,09 0 0,042 0,137 0,023
treonina | 0 0,081 0,064 0 0,030 0,105 0,016
lisina 0 0,065 0,052 0 0,024 0,075 0,015
Lys+Thr | 0 0,040 0,029 0 0,014 0,053 0,008

Tabela 5.5: Atividade da AK em nkat/mg prot.

em cada faixa de saturacdo

utilizada no experimento de fracionamento com sulfato de aménio. Os

Tratamentos incluem a presenga no ensaio dos aminoacidos na concentragdo final

de 5mM (Lys + Thr = lisina + treonina).
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Figura 5.6: Atividade especifica da HSDH extraida de sementes de arroz no

experimento de fracionamento com sulfato de amonio. Os tratamentos incluem a

presenga do aminoacido treonina na concentragao final de SmM.

ATIVIDADE / FAIXA DE SATURACAO COM SULFATO AMONIO

0-20% | 20-40% | 40-60% | 60-80% | 0-30% | 30-50% | 50-70%
controle | 0 0,91 0,44 0 0,47 0,84 0
treonina | 0 0,53 0,26 0 0,27 0.45 0

Tabela 5.6: Atividade da HSDH em nmol/min./mg prot. em cada faixa de

saturagdo utilizada no experimento de fracionamento com sulfato de amonio. O

Tratamento com treonina inclui a presenga deste aminoacido no ensaio na

concentragdo final de SmM.
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5.4. Otimizaciao da metodologia de ensaio da AK:

5.4.1 Determinacio de melhor tipo de Branco no ensaio:

Os resultados do experimento para a determinagdo do melhor tipo de
Branco a ser utilizado no ensaio estdo apresentados na Figura 5.7. Este
experimento revelou que a maior absorbancia a 505nm € obtida com a utilizagio
do Branco TO (tempo zero) para a enzima, que foi adotado como Branco neste

trabalho.

S.4.2. Determinacio_da melhor concentracio de substrato e tempo de

ensaio:

Os resultados deste experimento estdo apresentados na Figura 5.8 e na
Tabela 5.8. Neste experimento observou-se que com o aumento da concentragio
de aspartato houve um aumento na absorbancia obtida, o que indicou que na
concentragdo de S0mM de aspartato a enzima poderia nio estar saturada com o
substrato aspartato. A concentragdo de 250mM apresentou maior absorbancia que
a de 100mM, porém como altas concentragdes de aspartato no ensaio poderiam
levar a um aumento na absorbincia que poderia nfo refletir necessariamente a
atividade da enzima, a concentragdo de 100mM de aspartato foi escolhida como
padrdo para o ensaio da enzima AK de arroz.

Quanto ao tempo de ensaio, uma regdo linear nido foi observada mesmo
variando-se a concentragdo de aspartato, visto que a absorbancia obtida com o
tempo de 30 minutos ndo chegou a dobrar aos 60 minutos e a triplicar aos 90
minutos de reagdo. Sendo assim, com 30 minutos de reagdo ¢ possivel obter da
enzima uma absorbancia mais alta, levando a uma maior atividade especifica e
economizando tempo de ensaio. O tempo de 30 minutos de reacfio foi escolhido

como padrdo para os ensaios da AK em arroz.
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Figura 5.7: Determinagdo do melhor tipo de Branco a ser utilizado no ensaio da
AK extraida de sementes de arroz. A absorbancia de ensaios Controle com 50,
100 e 250mM de aspartato foi medida com cada um dos tipos de Brancos

testados.
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Figura 5.8: Efeito do tempo de encubagdo e concentragido de aspartato utilizado

no ensato da AK extraida de sementes de arroz.
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5.4.3. Determinacio da interferéncia de aminoacidos na atividade da

AK:

Este experimento demonstrou que dentre os aminoacidos testados,
treonina e principalmente lisina foram capazes de produzir efeitos inibitorios
sobre a atividade da AK de arroz. Tanto para lisina como para treonina a
concentragdo de 1mM ja foi capaz de inibir a enzima, e maiores concentragdes (5
e 10mM) ndo provocaram uma inibicdo maior (Figura 5.9). Apesar disso, a
concentragdo de SmM de lisina e treonina foi escolhida para ser utilizada nos
Tratamentos, por ja ter sido largamente utilizada nos experimentos descritos na
litaratura.

Valina e metionina ndo demonstraram capacidade de inibir a atividade da
AK, ao contrario, em concentragdes maiores (5 e 10mM) provocaram um

aumento na atividade.

5.4.4. Determinacao da melhor faixa de pH para a atividade da AK de

arroz:

O tampado utilizado e o pH mantido no ensaio sdo muito importantes para a
atividade da enzima. A Figura 5.10 apresenta o resultado do experimento de
determinagdo do melhor pH para a atividade da AK de sementes de arroz
utilizando tampdo Tris. Como pode ser observado neste grafico, dentre os pH
testados, a AK apresentou maior absorbancia no pH de 7,4. Portanto este pH foi

mantido no ensaio da AK de arroz.
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Figura 5.9: Interferéncia dos aminoacidos metionina (Met), valina (Val). treonina
(Thr), lisina (Lys) e lisina + treonina (Lys + Thr) na atividade da AK extraida de
sementes de arroz. Os tratamentos incluem a presenca destes aminoacidos nos

ensaios nas concentragoes finais de 1, 2, 5 e 10mM.
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Figura 5.10: Efeito do pH na atividade da AK extraida de sementes de arroz.
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5.4.5. Determinacio da melhor concentracio de ATP e Magnésio

(MgSO0,) a ser utilizada nos ensaios enzimaticos:

A concentragdo de Magnésio e ATP presentes no ensaio tém grande
influéncia na atividade da enzima e para a obtengio da melhor atividade possivel
se torna necessario o estabelecimento da melhor proporgio destes dois elementos
no ensaio. A Figura 5.11 mostra o efeito da concentragio de Mg~ (MgSO,) no
ensalo da AK. Como pode ser observado, mantendo-se a concentragio de ATP em
20mM, a melhor absorbancia no ensaio é obtida com a concentragdo de Mg de
12,5mM, sendo que o aumento do Mg~ para 25mM leva a uma queda
significativa da absorbancia nestas condigdes. Na Figura 5.12 é possivel observar
que mantendo-se a concentragdo de Mg ' em 12,5mM e variando-se a de ATP
obtém-se a melhor absorbancia com 20mM de ATP e uma ligeira queda na
absorbancia ¢ obtida com o aumento da concentragio de ATP para 40mM.
Ensaios feitos variando-se a concentragdo tanto de Mg™" quanto de ATP (Figura
5.13 e Tabela 5.7) demonstraram que a maior absorbancia é mesmo obtida com a
combinagdo de 12.5mM Mg~ e 20mM de ATP, sendo portanto mantidas estas

condigdes no ensaio da AK de arroz.
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Figura 5.11: Efeito da concentragio de MgSO4 (Mg ') na atividade da AK

extraida de sementes de arroz, com concentragdo de ATP constante em 20mM.
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Figura 5.12 : Efeito da concentra¢do de ATP na atividade da AK extraida de

sementes de arroz, com concentragdo de Mg~ constante em 12,5mM.
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[ATP]
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Figura 5.13: Efeito da proporgdo Mg /ATP na atividade da AK extraida de

sementes de arroz.

ATP (mM) s 10 20 40
MgSO, (mM)
2 0,103 0,138 0,122 0,069
6.25 0,098 0,125 0,120 0,128
12.5 0,076 0,096 0,142 0.118
25 0,034 0,053 0,062 0,064

Absorbancia 505nm.

Tabela 5.7: Efeito da proporgdo Mg /ATP na atividade da AK extraida de

sementes de arroz.
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5.4.6. Determinacdo da melhor concentracio de hidroxilamina a ser

utilizada no ensaio da AK:

A concentragdo de hidroxilamina presente no ensaio precisa ser alta o
suficiente para garantir a conversdo do f-aspartil fosfato, formado pela AK, em
B-aspartil hidroxamato, numa velocidade muito mais rapida do que sua hidrolise
para aspartato. Como demonstrado na Figura 5.14, as concentragdes de 400, 500 e
600mM de hidroxilamina foram as que propiciaram a maior absorbancia dentre as
coentragdes testadas. Embora concentragdes maiores que 400mM de
hidroxilamina ndo causem reduc¢éo na absorbancia obtida, elas foram descartadas
por poderem causar instabilidade nas absorbancias obtidas em ensaios de fragdes
protéicas com alta concentragdo de KCI (Davies, 1977a), e a concentragdo de

400mM escolhida como padrido nos ensaios.

5.4.7. Determinacio da melhor temperatura de ensaio:

Em todos os trabalhos publicados envolvendo o ensaio de atividade da AK
de plantas foi utilizada a temperatura padrdao de 30°C, exceto em um trabalho
preliminar com arroz (Shaw e Ku, 1984) e em milho (Azevedo et. al, 1992a),
onde a temperatura padrdo foi otimizada para 35°C. O efeito da temperatura na
atividade da AK de arroz investigado neste trabalho estda demonstrado na Figura
5.15, na qual pode ser observado que para arroz a temperatura 6tima de ensaio
para a atividade da AK também ¢ de 35°C. Abaixo de 35°C, a absorbancia obtida
foi menor, indicando que a enzima ndo seria tdo efieciente em temperaturas
menores que 35°C. A encubagdo em 45°C causou uma drastica diminui¢do na
absorbancia encontrada, embora ndo tenha causado a desativagdo completa da
enzima, como relatado para arroz por Shaw e Ku (1984), o que ocorreu neste

trabalho somente a 55°C.
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Figura 5.14: Efeito da concentra¢do de hidroxilamina no ensaio da AK extraida

de sementes de arroz.
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5.4.8. Determinacio do efeito da concentracio de KCIl na atividade da

AK de arroz:

Devido a utilizagdo de tampdes com alta concentragdo de KCl durante os
passos de purificagdo da AK e ao fato dos ions de K afetarem a atividade da
HSDH em plantas (Bryan et al., 1990), um experimento foi feito para estabelecer
as possiveis interferéncias dos ions K" na atividade da AK. A Figura 5.16
representa os resultados obtidos neste experimento. Como pode ser visto neste
grafico, a presenga de altas concentragdes de KCl no tampéo do ensaio da AK nio
teve nenhuma interferéncia na absorbancia encontrada, o que fez com que
tampoes com KCl fossem usados normalmente em experimentos de colunas de

troca 16nica.

3.5. Cromatografia de troca ionica:

5.5.1. Eluicao do tipo “Step-Wise” da enzima AK:

Os resultados destes experimentos estdo apresentados nas Figuras 5.17 e
5.18. A resina FFQ-Sepharose foi escolhida por ja ter sido largamente utilizada
em trabalhos com a AK (Relton et al., 1988, Dotson et al., 1989 e Azevedo et al.,
1992a) e por apresentar uma boa resolugdo na eluigdo das proteinas a ela ligadas,
suportando um fluxo de eluigdo alto (2-5ml/min) sem perda da definicdo de
eluicdo.

Como pode ser visto na Figura 5.17, os ensaios realizados com as fragdes
obtidas neste experimento mostraram que toda a atividade da AK pdode ser eluida
da coluna numa concentragdo em torno de 300mM de KCl (fragdes 21-30), sendo
a maior atividade encontrada na fragdo 25. Nenhuma atividade de AK foi

encontrada nas fragdes de proteinas eluidas (Figura 5.18) nas concentragdes de
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100 (fragdes 1-10), 200 (fragdes 11-20), 400 (fragdes 31-40) e 500mM (fragdes
41-50) de KCI. A lavagem final com tampdo 1M de KCl (fragdes 51-60) retirou
todas as proteinas remanescentes na coluna e novamente, nenhuma atividade de
AK foi encontrada nesta fragdo, mostrando que nenhuma proteina com atividade
desta enzima havia ficado ligada a coluna, confirmando que toda a atividade de
AK se encontrava no pico de 300mM de KCI. Similarmente, a fragdo ndo ligante
também ndo apresentou nenhuma atividade de AK.

As fragdes obtidas também foram testadas para atividade de HSDH. A
Figura 5.19 apresenta os resultados obtidos. Assim como para a AK, a HSDH
pdde ser totalmente eluida da coluna de troca i6nica com o tampio contendo
300mM de KCI (fragdes 21-30), sendo a fragdo 25 a de maior atividade. As
fragdes correspondentes aos picos de 100mM (fragdes 1-10), 200mM (11-20),
400mM (31-40) e 500mM de KCl (41-50) ndo apresentaram atividade de HSDH,
assim como as fragdes obtidas da lavagem final com o tampdo contendo 1M de
KCl (fragdes 51-60) e a fragdo ndo ligante. Os ensaios feitos com as fragdes que
apresentaram atividade de HSDH mostraram que todas apresentaram inibi¢do da

atividade na presenga de treonina SmM (Tratamento treonina).
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Figura 5.16: Efeito do KCl na atividade da AK extraida de sementes de arroz.
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Figura 5.17: Atividade da AK nas fra¢des obtidas da eluigdo tipo “Step-Wise” de

coluna de troca i6nica FFQ-Sepharose.
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Figura 5.18: Padrdo de eluicdo de proteinas na elui¢do tipo “Step-Wise” da AK,

detectadas pela absorbancia a 280nm.
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deste aminoacido na concentra¢do de SmM.
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5.5.2. Eluiciao da AK de Gradiente Linear de 0-500mM de KCI:

As Figuras 5.20A-F representam os resultados obtidos da elui¢do da AK de
arroz de um gradiente linear de 0-500mM de KCl, em coluna de troca idnica
FFQ-Sepharose. Os ensaios feitos com as fragdes provenientes do gradiente
mostraram que a AK foi completamente eluida da coluna entre as concentragoes
de 200mM e 350mM de KCl (fragdes 30-53), sendo o pico de atividade
encontrado em torno de 290mM de KCl (fragdo 43, Grafico 5.20A).

Embora apenas um pico de atividade AK Controle tenha sido encontrado,
os Tratamentos feitos com lisina e treonina indicaram a presenga de duas
isoformas da AK, uma predominante e sensivel a inibi¢do por lisina (fragdes 39-
53, Figuras 5.20A, B) e outra sensivel a inibi¢do por treonina (fragdes 30-38,
Figuras 5.20A, C). O pico de atividade da isoforma sensivel a lisina foi
encontrado em torno de 290mM, semelhantemente ao pico Controle. O pico de
atividade da isoforma sensivel a inibi¢do por treonina foi encontrado em torno de
225mM de KCl. Na auséncia de dois picos de atividade Controle que
demonstrassem claramente a presenga das isoformas, a determinagdo da fragéo
pico de cada isoforma foi feita pelo calculo da porcentagem de inibigdo causada
pelo Tratamento em questdo, nas fragdes suscetiveis a inibi¢do, tendo sido
considerada a fragdo pico aquela que apresentou maior atividade Controle (dentre
as suscetiveis a inibi¢@o) e maior porcentagem de inibi¢do (Figuras 5.20A, B e C).

O Tratamento incluindo lisina e treonina juntas teve drastico efeito
mibitorio sobre as fragdes com atividade da AK, levando a uma inibigéo total das
fragdes, com excecdo das fragdes pico (39-45), onde embora a inibi¢do tenha sido
encontrada, ndo chegou a ser total como nas demais fra¢des (Figura 5.20D). Para
a maioria das fragdes, a soma da atividade obtida com o Tratamento lisina e da
atividade obtida com o Tratamento treonina resultou, aproximadamente, na

atividade Controle obtida para esta fragdo, demonstrando que a atividade total
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obtida foi o resultado da soma das atividades de cada uma das isoformas
encontradas.

Ensaios para HSDH feitos com as fragdes obtidas neste gradiente
mostraram que a atividade de HSDH pode ser detectada somente nas fragdes 28-
36, sendo todas suscetiveis a inibigdo por treonina (inibi¢éo total da atividade). O
pico de atividade da HSDH foi encontrado na fragdo 34 (226mM KCI, Figura
5.20E). Baseado nas informagdes obtidas neste experimento um novo gradiente

fo1 estabelecido utilizando as concentrag¢des de 100-350mM de KCl.
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Figura 5.20A: Padrdo de elui¢do em coluna de troca idnica da AK parcialmente

purificada de sementes de arroz, em um gradiente linear de 0-500mM de KCI. Os
tratamentos feitos incluem a presenga dos respectivos aminoacidos no ensaio na

concentragdo final de SmM.
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parcialmente purificada de sementes de arroz, em um gradiente linear de O-
500mM de KCI. (B) AK Controle e Tratamento lisina 5SmM; (C) AK Controle e

Tratamento treonina SmM.
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5.5.3. Eluicde da AK em Gradiente Linear de 100-350mM de KCl:
Os resultados obtidos do gradiente linear de 100-350mM de KCl estdo

apresentado nas Figuras 5.21A-G. Neste gradiente, assim como no anterior (0-
500mM KCI), a atividade Controle da AK pdde ser totalmente eluida entre as
concentragdes de 200 a 330mM de KClI (Figura 5.21A). Devido a melhor
separagdo obtida neste gradiente (250mM em 75 fragdes), foi possivel identificar
dois picos de atividade de AK Controle, ao invés de somente um como
encontrado no gradiente anterior. Os Tratamentos com lisina e treonina indicaram
a presen¢a de duas isoformas da AK, uma sensivel a inibi¢do por lisina e
correspondente ao segundo pico Controle em ordem de eluigdo encontrado
(Figuras 5.21A e 5.21B), e outra sensivel a inibi¢do por treonina e correspondente
ao primeiro pico Controle em ordem de eluigdo (Figuras 5.21A e 5.21C). Assim
como no gradiente anterior, o pico de atividade da isoforma sensivel a lisina foi
detectado com cerca de 285mM de KCl (fragdo 56) e o pico da isoforma sensivel
a treonina com cerca de 230mM (fragdo 39). O tratamento incluindo lisina e
treonina levou a inibigdo total de quase todas as fragdes, com exceg¢do daquelas
pertencentes aos picos de atividade Controle, onde embora a inibigdo nido tenha
sido total, foi bastante forte (Figura 5.21D).

As fragdes obtidas neste gradiente também foram testadas para a atividade
de HSDH Controle, tendo sido detectada atividade somente nas fragdes de 33-52,
sendo o pico de atividade encontrado a 236mM (fragdo 41), coincidindo com o
pico de atividade da AK sensivel a inibigdo por treonina. Todas as fragdes com
atividade de HSDH foram totalmente inibidas com o Tratamento treonina 5SmM

(Figuras 5.22E, G).
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Figura 5.21A: Padrdo de elui¢gdo em coluna de troca i6nica da AK parcialmente

purificada de sementes de arroz, em um gradiente linear de 100-350mM de KCI.
Os tratamentos feitos incluem a presenga dos respectivos aminoacidos no ensaio

na concentragdo final de 5mM.
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Figuras 5.21B e 5.21C: Padrio de eluigdo em coluna de troca idnica da AK
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Tratamento treonina SmM.
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Figuras 5.21D e 5.21E: Padrio de eluigdo em coluna de troca idnica da AK

parcialmente purificada de sementes de arroz, em um gradiente linear de 100-
350mM de KC1 de KCl. (D) AK Controle e Tratamento treonina SmM; (E) AK

Controle, Tratamento treonina 5mM, HSDH Controle e Tratamento treonina

S5mM.
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5.6. Filtracido em gel em coluna de Sephacryl S200 para purificaciio e

determinacio de peso molecular:

Os resultados obtidos dos ensaios realizados com as fragbes provenientes
da eluigdo da AK na coluna de filtragdo em gel Sephacryl S200 revelaram
somente um pico de atividade de AK composto por 10 fragdes (19-28) (Figura
5.22A). Os tratamento realizados com os aminoacidos lisina e treonina
separadamente demonstraram que a atividade das primeiras 5 fragdes do pico de
atividade Controle puderam ser inibidas na presen¢a de treonina e menos por
lisina (Figuras 5.22A, B e C). As ultimas cinco fragdes do pico tiveram o
comportamento contrario, tendo suas atividades fortemente inibidas por lisina e
pouco por treonina. Esses tratamentos permitiram identificar as fragdes
correspondentes as isoformas sensivel a lisina (24-28) e a sensivel a treonina (19-
23). O tratamento com os dois aminoacidos, lisina e treonina juntos, mostrou que
a atividade Controle observada no pico equivale a soma das atividades das duas
1soenzimas separadamente, apresentando uma inibigdo quase total de todas as
fragoes. Estes tratamentos permitiram determinar qual a fragdo que continha
maior atividade de cada uma das isoenzimas, determinando quais as fragdes pico
de cada uma delas.

A fragdo 25 representa o pico de atividade Controle da AK pois apresenta a
maior atividade de todas as fragdes. O pico de atividade da isoforma sensivel a
mibig¢do por lisina também se encontra na fragdo 25, pois é a fragdo de maior
atividade com a maior inibi¢do por lisina (Figura 5.22B). Os pesos moleculares
foram estimados utilizando-se a curva de calibragdo da coluna utilizada (Figura
5.23), a partir de equagédo de regressdo linear , calculada pelos volumes de eluigdo

de padroes apropriados.
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Para a isoforma sensivel a inibig¢do por lisina (Figura 5.22A, fragdes 24-28)
o peso molecular foi estimado em 163 kDa e no caso da isoforma sensivel a
inibig¢do por treonina (Figura 5.22A, fra¢des 19-23) em 186 kDa.

As fragOes obtidas desta eluigdo também foram testadas para a atividade da
HSDH. Os resultados, apresentados nas Figuras 5.22 E, F e G, mostram que a
atividade de HSDH foi encontrada somente na fragdes de 18-26, sendo o pico de
atividade na fracdo 23. Todas as fra¢es tiveram suas atividades totalmente
imbidas pela adigdo de SmM de treonina (Tratamento treonina). Apesar de
apresentar-se como um pico mais amplo em namero de fragdes, o pico de
atividade da HSDH coincidiu com o pico de AK sensivel a treonina, sugerindo

um peso molecular similar ao desta AK (186 kDa).
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Figuras 5.22B e 5.22C: Eluigdo da AK parcialmente purificada de sementes de

arroz em coluna de filtragdo em gel Sephacryl S200 (B) AK Controle e

Tratamento lisina. (C) AK Controle e Tratamento treonina.
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Figuras 5.22D e 5.22E: Eluigdo da AK parcialmente purificada de sementes de

arroz em coluna de filtragdo em gel Sephacryl S200 (D) AK Controle e
Tratamento lys+thr. (E) AK Controle e Tratamento treonina, HSDH Controle e

Tratamento treonina.
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Figuras 5.22F e 5.22G: FEluigdo da AK parcialmente purificada de sementes de

arroz em coluna de filtragdo em gel Sephacryl S200. (F) AK Controle e HSDH
Controle. (G) HSDH Controle e Tratamento treonina.



112

6.0 T T T
y =7.2062-1,6769x
2=0,951019
5.5 i
5.0 -
g
§’ 4.5 -
401 =
! I !
315.00 1.25 1.50 1.75

Ve/Vo

Figura 5.23: Curva de calibracdo e determinagdo de peso molecular da coluna de
filtragdo em gel Sephacryl S200: 1 Catalase (232 kDa), 2 Soroalbumina Bovina
(67 kDa), 3 Quimiotripsina A (25 kDa) e 4 Ribonuclease A (13,7 kDa), AK

sensivel a treonina, AK sensivel a lisina.
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5.7. Tabela de Purificacio da AK de sementes imaturas de arroz:

A Tabela 5.8 apresenta o resultado da purificagdo da AK. Esta tabela foi
feita com o resultado de uma purificagdo realizada de acordo com o protocolo
final de purificagdo parcial estabelecido. Foi escolhida dentre varias outras tabelas
calculadas com base nas purificagdes parciais realizadas, por representar bem o
padrédo encontrado nas demais tabelas.

Como pode ser observado, até o final dos passos de purificagdo utilizados a
atividade da AK foi purificada cerca de 28 vezes. A primeira aliquota de
purificagdo, o extrato bruto, ndo pode ser considerado como o inicio da
purificagdo por apresentar atividade de outras enzimas que ndo a AK, detectadas
por ndo apresentarem inibi¢do quando feitos ensaios com a presencga de lisina e/ou
treonina. Portanto, a purificagdo obtida da fragdo do extrato bruto até a fragédo
depois do fracionamento com sulfato de aménio ndo pode ser levada em conta
para o calculo da purificacdo final. A maior eliminagdo de proteinas ocorreu no
passo de precipitagdo com sulfato de amoénio, diminuindo a quantidade de
proteina de cerca de 11200mg/ml presente no extrato bruto para cerca de
840mg/ml. O passo de maior eficicia na purificagdo foi a filtragdo em gel em
coluna Sephacryl S200, que também foi o passo que apresentou o pico mais
definido, com menor namero de fragdes.

Para a HSDH, a purificagdo obtida com a metodologia empregada foi
semelhante a obtida para a AK. Porém, diferente do encontrado para a AK, a
atividade da HSDH no extrato bruto pode ser levado em conta na purificagdo
total, 0 que demonstra que os passos de purificagdo posteriores ao extrato bruto
foram menos eficientes na purificagdo desta enzima do que na purificacdo da AK.
O passo de maior purificagdo também foi a eluigdo em coluna de filtragdo em gel

Sephacryl S200.
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5.8. Eletroforese em géis de poliacrilamida nio desnaturantes:

5.8.1. Eletroforese das fracoes resultantes da purificacio:

As Figuras 524 e 5.25 correspondem, respectivamente, aos géis de
poliacrilamida ndo desnaturantes feitos com as fragdes provenientes dos
gradientes 0-500mM de KCl e 100-350mM de KCI. Nestes géis ndo foi possivel
identificar quais bandas representam as isoenzimas da AK. Porém, pdde-se notar
que o gel do gradiente 100-350mM apresentou uma quantidade menor de bandas
do que o gel do gradiente 0-500, ja que neste gradiente houve a eliminagdo de
proteinas eluidas com menos de 100mM e mais de 350mM, indicando uma
purificagdo obtida com a adogfo do gradiente 100-350mM de KCl no protocolo
de purificagdo.

A Figura 5.26 corresponde ao gel de poliacrilamida ndo desnaturante das
fragdes obtidas da eluigdo em coluna de filtragdo em gel Sephacryl S200. Como
pode ser visto neste gel, as primeiras fragdes contém as bandas mais pesadas e as
fragdes seguintes contém gradualmente as bandas mais leves, correspondendo
portanto ao padrio de eluigdo esperado numa coluna de filtragdo em gel.
Novamente, nio foi possivel identificar quais as bandas correspondentes as duas
isoenzimas da AK identificadas nos gradientes. A purificagdo obtida neste passo
em relagdo ao anterior (gradiente 100-350) pode ser percebida na concentragio
das bandas em um menor numero de fragdes, inclusive revelando bandas mais

leves ndo visiveis anteriormente, que mais concentradas tornaram-se visiveis.
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Figura 5.24: Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante corado com
prata das fragdes obtidas da eluicdo da AK em um gradiente linear de 0-500mM
de KCI, em coluna de troca ionica FFQ-Sepharose. As quinze canaletas contém as
seguintes fragdes nesta ordem: 1-30, 2-32, 3-34, 4-36, 5-37, 6-40, 7-43, 8-44, 9-
46, 10-48, 11-50,12- 55, 13-60, 14-65 e 15-marcadores de peso molecular. Para
este gradiente, o pico de atividade da AK Controle e da AK sensivel a lisina foi

detectado na fragao 43 e o da AK sensivel a treonina na fragdo 37.
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Figura 5.25: Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante corado com
prata das fragdes obtidas da elui¢do da AK em um gradiente linear de 100-
350mM de KCI, em coluna de troca iénica FFQ-Sepharose. As quinze canaletas
contém as seguintes fragdes nesta ordem: 1-30, 2-33, 3-36, 4-39, 5-42, 6-45, 7-48,
8-51.9- 54, 10-58,11-60, 12-63, 13-66, 14-69 e 15-75. Para este gradiente, o
primeiro pico de atividade da AK Controle e da AK sensivel a treonina foi
detectado na fragao 42, e o segundo pico de atividade Controle e da AK sensivel a

lisina foi detectado na fragéo 58.
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Figura 5.26: Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante corado com
prata das fragdes obtidas da eluigdo da AK de coluna de filtragdo em gel
Sephacryl S200. As quinze canaletas do gel correspondem as seguintes fragdes
nesta ordem: 1-5, 2-10, 3-15, 4-20, 5-23, 6-25,7-28, 8-30,9-32, 10-34, 11-40, 12-
45, 13-50, 14-55 e 15-marcadores de peso molecular. Nesta eluigdo o pico de AK
Controle e o pico da isoforma sensivel a lisina foi detectado na fra¢do 25, sendo o
pico da isoforma sensivel a treonina na fracdo 23. A primeira canaleta com
proteinas visiveis no gel corresponde a fragdo 20. Na ultima canaleta estd o

marcador de peso molecular.
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Figura 5.27: Eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante corado com
prata das fragoes obtidas nas estapas de purificagio da AK. As canaletas do gel
correspondem as seguintes fragdes nesta ordem: 1-extrato bruto, 2-apds
precipitagdo 20-50% sulfato de amonio, 3-fragdes com atividade de AK reunidas
do gradiente 100-350mM, 4-fragdes com atividade de AK reunidas da Sephacryl

S200 e 5-marcadores de peso molecular.



6. DISCUSSAOQ:

Para o inicio dos experimentos deste trabalho, o primeiro passo foi a
identificacdo da presenga das atividades das enzimas AK e HSDH na planta de
arroz. Como até entdo apenas um trabalho preliminar havia sido feito sobre a
atividade da AK em arroz (Shaw e Ku, 1984), utilizando plantulas da variedade
Shingchu 56, foi necessario identificar em quais tecidos a atividade de ambas as
enzimas poderia ser melhor detectadas na variedade IAC-165.

Os resultados obtidos no experimento de tecido especificidade mostraram
que dentre os tecidos analisados, as atividades das enzimas AK e HSDH de arroz
podiam ser melhor detectadas em sementes. Folhas, raizes e sementes, assim
como plantulas e células em suspensdo, sdo tecidos que ja foram extensivamente
utilizados como material biolégico nas pesquisas anteriores sobre a atividade das
enzimas AK e HSDH em plantas. Tendo sido detectada a localizagio intracelular
das duas enzimas nos cloroplastos (Bryan et al., 1977b e Wallsgrove et al., 1983),
poderia se esperar que a atividade encontrada em folhas fosse maior do que a
atividade encontrada em sementes e raizes. A alta oxida¢do dos extratos obtidos
de folhas durante o processo de extragdo, mesmo com o uso de inibidores de

compostos fenodlicos como o PVPP, deve ter diminuido a atividade encontrada
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para ambas as enzimas neste tecido. Além disto, todos os trabalhos anteriores
utilizando AK extraida de folhas foram caracterizados por baixas atividades.

Embora o primeiro isolamento da atividade da enzima HSDH em plantas
tenha sido feito utilizando raizes de milho como material biologico (Bryan,1969),
nado foi possivel encontrar atividade de HSDH nos extratos obtidos de raizes de
arroz. Para AK, embora tenha sido detectada atividade em raizes de arroz, esta foi
muito baixa se comparada a atividade encontrada em sementes e folhas. A baixa
quantidade de proteina presente nos extratos de raizes (dados ndo demonstrados)
pode ter sido um fator que contribuiu para que os niveis de atividade de ambas as
enzimas tenham sido baixos neste tecido.

Pelos resultados obtidos, as sementes demonstraram ser o melhor material
biolégico para a detecgdo da atividade e purificagdo de ambas as enzimas. A
analise da atividade da AK em sementes ja havia sido feita em trigo (Wong e
Dennis, 1973a) e soja (Matthews e Widholm, 1979). Sendo a semente um orgio
de armazenamento de nutrientes, inclusive proteinas e aminoacidos, parece
natural que este seja um tecido com alta atividade das enzimas responsaveis pela
regulagdo da sintese de lisina e treonina. Além disso, os principais aminoacidos
translocados para as sementes sdo asparagina e glutamina, tornando entdo
necessaria a existéncia de toda a “maquinaria” enzimatica para a conversio destes
nos demais necessarios a semente.

Estudos sobre a sintese de lisina e seu transporte na planta de milho,
mostraram que este aminoacido incorporado nas proteinas de reserva da semente
podia ser sintetizado no proprio endosperma (Sodek, 1976) ou translocado de
outras partes da planta (em quantidades menores) através do floema (Lawrence e
Grant, 1964; Da Silva e Arruda, 1979). Caracteristicas da semente de arroz no
estagio utilizado para as andlises ndo permitiram que o endosperma fosse

separado do embrido, o que poderia fornecer uma analise mais detalhada sobre
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qual destes tecidos estaria contribuindo mais com a atividade das enzimas, visto
que em milho a atividade especifica é maior no embrido (Brennecke et al., 1996).

Em relagdo a atividade da AK, os tratamentos feitos com lisina e treonina
indicaram a presenga de duas isoenzimas independentemente reguladas por cada
um destes aminoacidos nas sementes e nas folhas. A maior inibi¢o causada pela
lisina nestes dois tecidos indicou uma predominancia de uma isoforma regulada
por este aminoacido em relagdio a uma isoforma regulada por treonina,
principalmente em sementes.

A maioria das plantas estudadas até o momento apresenta duas isoformas
da HSDH: uma sensivel e outra resistente a inibi¢do por treonina. Em milho, a
1soforma resistente ¢ responsavel por cerca de 20% da atividade total da HSDH
encontrada nas plantulas e em folhas isoladas, sendo o restante da atividade
atribuida a isoforma sensivel (DiCameli e Bryan, 1975). De modo geral, a maioria
da atividade de HSDH detectada nas diversas plantas e tecidos analisados pode
ser atribuida a isoforma sensivel & treonina. Para a HSDH de arroz, o padrio de
mibigdo obtido em folhas e sementes indica a existéncia de uma isoenzima
sensivel a inibigdo por treonina, capaz de inibir cerca de 40-60% da atividade. O
restante da atividade ndo inibida pela treonina pode ser atribuida 4 uma isoforma
resistente.

Tendo sido detectada a maior atividade de ambas as enzimas nas sementes,
buscou-se determinar possiveis diferengas em suas atividades durante o
desenvolvimento deste orgdo. Ambas as enzimas apresentaram maior atividade no
mnicio do desenvolvimento da semente. Sendo o inicio do desenvolvimento o
periodo de maior crescimento das sementes em geral, com a produgdo das
proteinas de reserva, seria de se esperar que a atividade das enzimas de regulagio

da sintese de lisina e treonina fosse também maior neste periodo.
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A propor¢do de inibigdo causada pelos aminoacidos lisina e treonina na
atividade da AK manteve-se semelhante durante o desenvolvimento da semente,
com a lisina inibindo mais fortemente a atividade da AK do que a treonina. Em
experimentos anteriores realizados com a AK em plantas, foram observadas
modifica¢des em relagdo as isoformas predominantes durante o desenvolvimento
de culturas de células de cenoura (Davies e Miflin, 1978; Sakano e Komamine,
1978) e soja (Matthews e Widholm, 1979). Em arroz, estas modificagdes de
predominancia ndo foram encontradas durante o desenvolvimento da semente.
Esta diferenga em relagéo as culturas de células de cenoura e soja pode-se dever
as caracteristicas da propria planta de arroz, ou de diferengas na regulagdo da
biossintese de lisina e treonina nas células submetidas ao cultivo in vitro.

Para a HSDH, foi detectada a diminui¢do da propor¢do da isoforma
sensivel a inibi¢do por treonina durante o desenvolvimento, ao longo dos trés
estagios, assim como diminuigdo da propria propria atividade da HSDH. Esta
dimnuigdo na propor¢do da forma sensivel também foi encontrada nos estudos
com plantulas de milho (DiCamelli e Bryan, 1975; Matthews et al., 1975). Como
Ja mencionado, o inicio do desenvolvimento da semente é a fase em que a
semente mais se desenvolve e as proteinas de reserva sdo formadas. Sendo assim,
a diminuigdo da atividade poderia ser explicada por uma menor necessidade de
treonina na semente mais desenvolvida. Nos experimentos de purificagdo das
enzimas, discutidos mais adiante, ndo foi possivel detectar uma isoforma da
HSDH resistente a treonina. A presenga de KCI no tampdo HSDH1 que compde o
ensaio da enzima, assim como de treonina nos tampdes de extra¢do e eluigdo,
pode ter contribuido para o aumento da inibigdo causada pela treonina, como ja
relatado para milho (DiCamelli e Bryan, 1975). Estudos mais detalhados sobre o
efeito do KCI seriam necessarios para se determinar até que ponto o K nio

estaria sensibilizando formas resistentes, como ja relatado para a HSDH de



124

células de suspensdo de cenoura (Matthews et al., 1989). Pela inexisténcia de
dados anteriores sobre a atividade e regulagdo da HSDH em arroz, torna-se dificil
estabelecer se essas diferengas sdo proprias da cultura de arroz ou se foram
detectadas apenas nas condigdes utilizadas neste trabalho.

Através do experimento de fracionamento com sulfato de amonio realizado
para ambas as enzimas foi determinado que a melhor faixa de saturagdo com
sulfato de amonio para recuperar a atividade da enzima é a de 20-50%. Este é um
dado interessante, visto que todas as demais plantas estudadas a faixa otimizada e
utilizada foi de 35-60% (Aarnes e Rognes, 1974; Relton et al., 1988; Dotson et
al., 1989; Azevedo et al., 1992a).

A medida da atividade da AK neste trabalho foi baseada no ensaio do
hidroxamato, utilizado pela primeira vez para medir a atividade da AK por
Pechere e Capony (1968). Este ensaio foi escolhido, ao invés dos ensaios
acoplados da Piruvato Quinase-Lactato Desidrogenase (Cheschire e Miflin, 1975)
ou da Aspartato Semialdeido Desidrogenase de levedura (Dotson et al., 1990a),
por sua praticidade, principalmente quando um grande nimero de fragdes precisa
ser analisado, o que é comum em experimentos de purificagdo. A maior
desvantagen do ensaio do hidroxamato para medir a atividade da AK é o fato da
hidroxilamina, na presenga de ATP e Mg ", poder ser convertida a hidroxamato
pela atividade de duas outras enzimas comumente encontradas em plantas: a
Asparagina Sintetase (EC 6.3.1.1) e a Aspartil-tRNA Sintetase (EC 6.1.1.12). A
inclusdo de Tratamentos com lisina e treonina leva a inibicdo somente a atividade
da AK, podendo entdo ser usada como uma maneira de verificar se a absorbancia
obtida no ensaio é ou nio derivada somente da AK. Neste trabalho, foram
verificadas absorbancias inespecificas da AK somente na fragdo do extrato bruto,

ndo sendo detectadas nos passos de purificagdo seguintes, provavelmente porque
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estas enzimas (Asparagina Sintetase e Aspartil-tRNA Sintetase) sejam
precipitadas numa faixa de satura¢do de sulfato de amonio diferente da AK.

O ensaio utilizado nos experimentos iniciais foi o otimizado para milho
(Azevedo et al., 1992a), e neste trabalho foi otimizado para a AK de arroz. A
otimizagdo do ensaio visou determinar as melhores condigdes para obtencéio de
absorbancias altas que refletissem diretamente e especificamente a atividade da
AK. Este fato ¢ particularmente importante devido aos baixissimos niveis de
atividade que esta enzima apresentou nos organismos nos quais foi estudada até
entao.

Pela variagdo da concentragdo do aspartato no ensaio, foi observado um
aumento na absorbancia que indicou que a enzima ndo estaria saturada com o
substrato. Este resultado, contudo, ¢ bastante curioso, pois em trabalhos anteriores
que utilizaram concentra¢des de até 100mM de aspartato, ndo foram observadas
limitagdes de substrato, nem mesmo quando fragdes altamente purificadas e
concentradas foram usadas. Portanto, optou-se pela concentragdo de 100mM de
aspartato no ensaio, que ndo demonstrou ser insuficiente durante o
desenvolvimento deste trabalho, visto que amostras com as mais variadas
concentra¢des de AK foram utilizadas sem qualquer indicio das mesmas estarem
subestimadas.

Como observado na figura 5.8, o ensaio ndo produziu reagdo perfeitamente
linear ao longo de 90 minutos, mesmo variando-se a concentragdo de aspartato.
Apés 30 minutos de reagdo ocorreu uma sensivel modificagdo na inclinagdo da
reta, que no caso da concentragdo de 100mM de aspartato indicou que a atividade
da AK poderia estar sendo subestimada em aproximadamente 50%. Esta ndo
linearidade tem sido observada em trabalhos anteriores com este método de
ensaio da AK (Davies, 1977a e Azevedo et al., 1992a). E possivel que o proprio

tempo de 30 minutos de reagdo também ndo esteja representando a velocidade
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inicial de reagdo, pois a absorbancia ndo foi medida em tempos inferiores a 30
minutos. Contudo, adotar tempos de ensaio inferiores a 30 minutos significaria
estar trabalhando com absorbancias baixas.

Pela analise da interferéncia de aminoacidos na atividade da AK, foi
verificado que dentre os aminoacidos testados, somente lisina e treonina possuem
efeito inibitorio sobre a atividade da AK, mesmo nas concentragdes mais baixas
de 1 e 2mM. Estudos cinéticos feitos para a isoforma sensivel a lisina de células
em suspensdo de milho purificada até a homogenidade (Dotson et al., 1990a)
demonstraram que esta enzima possui um sitio de ligagdo especifico para a lisina,
e que outros amino4cidos basicos ndo foram capazes de causar o mesmo efeito
inibitério. A purificagdo até a homogeneidade da isoenzima da AK sensivel a
treonina também permitiu a identificagdo de um sitio especifico de ligagdo para
treonina (Matthews et al., 1989). As inibigdes causadas por lisina e treonina sdo
indicios da presenca de duas isoenzimas da AK, uma sensivel a lisina e outra
sensivel a treonina.

Valina e metionina nio tiveram nenhum efeito inibitorio sobre a AK, ao
contrario, induziram o aumento da atividade quando presentes nas concentragdes
de 5 e 10mM. O efeito de ativagdo da atividade da AK pela presenga de valina foi
relatado anteriormente em outras plantas (Aarnes € Rognes, 1974; Davies e
Miflin, 1977). O aumento da atividade constatada, principalmente nas
concentragdes de 5 e 10mM, poderia levantar suspeitas sobre ser este um real
efeito de ativagdo, ou apenas um efeito de aumento da absorbancia causado por
maiores concentragdes destes aminoacidos no ensaio. Porém, o fato de ter sido
feito um Branco para cada Tratamento adicionado do aminoacido na maior
concentra¢do (10mM) diminui esta suspeita, levando a possibilidade de que uma
ativagdo real da AK por estes dois aminoacidos seja feita somente em

concentragdes mais altas. Uma explicagdo para este fato seria a inexisténcia na
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enzima de um sitio catalitico especifico para estes aminoacidos, tornando
necessaria a existéncia dos mesmos em maiores concentra¢des para que o efeito
fosse atingido. Outro aspecto importante a ser ressaltado é o fato da metionina ser
um aminodcido formado na propria via regulada pela AK, sendo mais provavel
que levasse a inibicdo da enzima, e ndo a ativagdo. A S-adenosilmetinina,
derivada da metionina, demonstrou ser capaz de inibir a atividade da AK de arroz,
e mais ainda em conjunto com a lisina (dados preliminares ndo apresentados neste
trabalho), assim como demonstrado em outras plantas (Rognes et al., 1980;
Relton et al., 1988, Azevedo et al., 1992a). A metionina ndo apresentou 0 mesmo
comportamento.

O pH 6timo determinado para a atividade da AK nos experimentos de
otimizagdo do ensaio foi de 7,4. Tendo sido a AK localizada nos cloroplatos
(Wallsgrove et al., 1983), seria esperado encontrar um pH 6timo de atividade
perto do determinado para os cloroplastos, que no estroma varia de 8.0 durante o
dia a 7.3-7.5 durante a noite (Lea e Leegood, 1993). Porém, a elevagdo do pH do
ensaio para 8.0 levou a uma diminuigdo de 34% na atividade da AK. E possivel
que nas condigdes de ensaio determinadas in vitro o pH 6timo de atividade da AK
seja diferente de seu pH 6timo in vivo.

A concentragdo dos co-fatores Mg™" e ATP influenciam diretamente os
niveis de atividade da enzima. A proporgio de Mg '/ATP utilizada nos ensaios de
atividade da AK de arroz foi otimizada em 12,5mM de Mg'" e 20mM de ATP. A
quantidade de ATP presente no ensaio pode ser fortemente limitante,
principalmente pela possibilidade da presenga de ATPases no extrato, que
competiriam com a AK pelo ATP. Sendo assim, o ATP precisa estar presente em
€xcesso para garantir a saturagdo necessaria para a atividade total da AK. A
presenga de ATPases em trabalhos sobre a AK utilizando extratos de plantas foi

detectada em cenoura (Relton et al., 1988) e milho (Azevedo et al., 1992a). Em
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ambas as espécies, bandas de ATPases foram observadas em géis corados para
atividade de fragdes de AK ja purificadas. A concentragdo de Mg~ normalmente
presente no cloroplasto ¢ de 3-6mM (Lea e Leegood, 1993), menor do que a
utilizada nos ensaios. Porém, na condi¢do de 20mM de ATP, a concentragdo de
12.5mM de Mg'" foi a que forneceu a melhor proporgio Mg /ATP para a
atividade da enzima.

A temperatura de encubagdo do ensaio da AK foi otimizada em 35°C, a
mesmo temperatura 6tima obtida anteriormente para a AK de arroz (Shaw e Ku,
1984) e milho (Azevedo et al., 1992a). Assim como no trabalho de milho, mas
diferentemente do obtido no trabalho de arroz, na temperatura de 45°C ndo foi
detectada a inativagdo total da enzima, o que s6 ocorreu a 55°C. Esta diferenga
em relagdo ao trabalho anterior de arroz pode ser devido ao fato de que a
variedade de arroz utilizada neste trabalho, assim como a linhagem de milho da
qual se obteve a cultura de células em suspensdo (Azevedo et al., 1992a), sdo
derivadas de um ambiente tropical quente. Sendo assim, pode-se imaginar que as
enzimas das plantas provenientes de uma clima mais quente estejam aptas a
suportar temperaturas mais elevadas. Com excessdo dos trabalhos de arroz e
milho, a temperatura de ensaio da AK sempre foi mantida em 30°C, sem que
houvesse sido feita nenhuma otimizagdo neste sentido. Portanto, fica dificil
estabelecer se a temperatura Otima encontrada, assim como a temperatura de
mativagdo, sdo caracteristicas gerais nas plantas ou se diferem em relagdo a
espécie/variedade.

Com relagdo a concentragdo de KCl e sua interferéncia na atividade da
AK, nenhum efeito fo1 observado. Este aspecto é importante dada a varia¢do na
concentragdo de KCl nas fragdes obtidas durante a purificagdo em coluna de troca

i0nica. Além disso, ja foi constatado que a concentragdo idnica pode afetar a
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atividade enzimatica de enzimas, como observado para a enzima LKR de milho
(Cordeiro-Neto et al., 1997).

Durante os experimentos de purificagdo utilizando coluna de troca i6nica,
identificou-se inicialmente um pico de atividade da AK e um pico de HSDH por
eluigdo do tipo “Step-Wise”, e posteriormente nos experimentos de elui¢do do
tipo gradiente linear dois picos de atividade de AK e um de atividade de HSDH
foram identificados. A eluigdo do tipo “Step-Wise” foi conduzida inicialmente
para verificar a viabilidade deste tipo de resina na separagdo de proteinas e obter
informagdes sobre as faixas de concentragdes de KCl capazes de eluir as enzimas
AK e HSDH, assim como, se possivel, identificar as possiveis isoenzimas.

Posteriormente, com a adog¢fo da eluigdo das isoenzimas AK e HSDH em
gradientes lineares de concentragdo de KCl (0-500mM e 100-350mM), foi
possivel obter uma melhor purificagdo e identificar as isoenzimas. A utiliza¢do de
um gradiente linear de 0-500mM de KCl identificou dois picos de atividade para a
AK, que foram melhor separados com a utilizagdo de um gradiente linear nas
concentragdes de 100-350mM de KClI, o primeiro sensivel a inibi¢do por treonina
e insensivel a inibigdo por lisina, e o segundo pico sensivel a inibigdo por lisina e
entdo considerados como duas isoenzimas da AK, diferentemente sensiveis a
inibig¢do por lisina e treonina. O primeiro pico em ordem de elui¢do, detectado
com 225mM KCIl, foi identificado como a isoforma sensivel a treonina e o
segundo pico, detectado com 285mM KCl, foi identificado como sendo a
isoforma sensivel a lisina. A atividade total encontrada foi considerada como a
soma das atividades das duas isoenzimas presentes. Os tratamentos efetuados com
as fragdes obtidas dos gradientes demonstraram a especificidade da inibigdo

causada pelos dois aminoacidos em cada pico, indicando que a diminui¢do quase



total da atividade obtida nos ensaios com lisina e treonina juntos (lys+thr) devia-
se a mibi¢do de cada uma das isoformas separadamente.

Os dados obtidos neste trabalho e nos trabalhos anteriores com AK de
plantas sugerem que a presenga de pelos menos duas isoenzimas da AK, uma
sensivel a treonina e outra sensivel a lisina, deva ser uma caracteristica normal da
regulagdo da biossintese de lisina e treonina em plantas, assim como ja
determinado para microorganismos. Estas duas isoenzimas ja foram detectadas e
purificadas em ervilha (Aarnes e Rognes, 1974), cenoura (Relton et al., 1988;
Matthews et al., 1989) e milho (Azevedo et al., 1992). Em outro trabalho com
milho (Dotson et al., 1989), duas isoformas sensiveis a lisina foram identificadas,
enquanto que a isoforma sensivel a treonina ndo foi encontrada. Estudos feitos em
milho (Dotson et al., 1989; Azevedo et al., 1992a), cenoura (Relton et al., 1988) e
cevada (Bright et al., 1982a), indicaram a existéncia de duas isoformas sensiveis a
lisina, sendo que uma delas também seria sensivel a inibigdo por S-
adenosilmetionina (Rognes et al., 1980; Relton et al., 1988, Dotson et al., 1989 e
Azevedo et al., 1992a). Dados n3o apresentados neste trabalho indicaram a
presen¢a desta isoforma também em arroz, sendo que estudos mais detalhados
serdo conduzidos posteriormente.

A andlise das fragdes obtidas nos gradientes em coluna de troca idnica da
AK permitiram identificar a atividade de uma isoforma da HSDH sensivel a
inibi¢do por treonina co-eluindo juntamente com a isoforma da AK sensivel a
inibigdo por treonina. A existéncia de uma isoforma da HSDH resistente a
inibigdo por treonina ja foi relatada em outras plantas estudadas quanto a
atividade da HSDH. Esta isoforma parece estar presente em arroz nas fra¢des
provenientes da precipitagdo entre 20-50% com sulfato de amonio. Neste passo de
purificagdo, nem toda a atividade da HSDH pdde ser inibida pela presenga de

treonina, indicando que o restante da atividade nio inibida poderia de dever a uma
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1soforma resistente. Porém esta isoforma ndo pode ser detectada durante os
experimentos com troca idnica e filtragdo em gel em Sephacryl S200. A
incapacidade de detectar esta enzima apds a coluna de troca idnica poderia ser
devida a pouca afinidade desta enzima pela resina de FFQ-Sepharose, nio se
ligando completamente a coluna e portanto ndo tendo sua atividade detectada nas
fragdes obtidas no gradiente. Contudo, ensaios feitos com a fragdo ndo ligante
retirada da coluna de troca idnica apos a aplicagdo da amostra ndo detectaram a
atividade da enzima nesta fragdo, indicando que a mesma nio estaria entre as
proteinas que ndo se ligaram a coluna. Além disso, este tipo de resina foi utilizada
com sucesso em experimentos com AK de milho (Azevedo et al., 1992b) onde a
1soenzima da HSDH resistente a treonina foi identificada.

Outra explicagdo para a ndo indentificagdo de uma isoforma da HSDH
resistente a treonina seria a dessenbilizagdo da isoforma resistente em sensivel,
como ja detectado em células de cenoura em suspensdo (Matthews et al., 1989).
Neste trabalho com HSDH de cenoura, a dialise da enzima feita em tampao com
5mM de treonina levou ao aparecimeto somente da isoforma sensivel a treonina,
enquanto a dialise feita em tampéo sem treonina e com K" levou a deteccio das
1soformas resistente e sensivel a inibigdo por treonina. No caso das enzimas de
arroz, as extragdes da enzima AK utilizada nos experimentos de troca iénica (com
cujas fragdes foram feitos os ensaios para a determinagdo da presenga da HSDH)
foram feitas em tampdo Tris com 200mM de KCl e 2mM de treonina e as elui¢des
feitas em tampdo Tris 0-500mM de KCI1 com 0.1mM de treonina. Sendo assim, a
presenga de 2mM de treonina no tampdo de extragdo poderia ter levado a
interconversdo da forma resistente, que ndo teria sido dessensibilizada nos demais
procedimentos da purificagdo posteriormente. A confirmagdo desta possibilidade
precisaria de mais experimentos sobre o efeito do K' e da treonina na atividade da

HSDH de arroz, o que sera realizado posteriormente. A utilizagdo destas mesmas
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condigdes de extragdo, elui¢do e ensaio nos experimentos com a HSDH de milho,
onde uma isoforma resistente a inibigdo por treonina foi encontrada (Azevedo et
al., 1992b), aliada as informagdes obtidas anteriormente, onde em todas as plantas
estudadas fo1 possivel detectar uma isoforma resistente, torna provavel que em
arroz realmente exista uma isoforma resistente a inibigdo por treonina, como
observado nas fragdes de extrato bruto e apods precipitacdo com sulfato de
amoénio, mas que ndo foi possivel purificar posteriormente.

O peso molecular determinado por filtragdo em gel para as isoenzimas da
AK em arroz foi de 163 kDa para a isoenzima sensivel a lisina e 186 kDa para a
1soenzima sensivel a treonina. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos em
milho, onde os pesos de 150 kDa e 180 kDa foram encontrados para as
isoenzimas sensiveis a lisina e treonina, respectivamente (Azevedo et al., 1992a).
No entanto, estes resultados sdo diferentes dos pesos moleculares determinados
por filtragdo em gel e eletroforese ndo desnaturante para as isoformas sensiveis a
lisina de milho (Dotson et al., 1990a) e cenoura (Relton et al., 1988), ambos em
torno de 250 kDa. Porém, a obtengdo de clones de cDNA do gene da AK-HSDH
de cenoura (Weisseman e Matthews, 1993) e milho (Muehlbauer et al., 1994b,c)
indicou um peso molecular estimado para as subunidades da enzima de 90 kDa,
que formando um dimero de 180 kDa teria um peso molecular semelhante ao
encontrado para as isoenzimas da AK sensiveis a treonina (e possivelmente
bifuncionais com atividade de HSDH) de milho (Azevedo et al., 1992a,b) e arroz
(este trabalho).

O resultado de co-cluigdo das isoenzimas da AK e HSDH sensiveis a
treonina também foi encontrado na eluicdo em coluna de filtragdo em gel
Sephacryl S200. A co-eluigdo destas duas enzimas nestas duas colunas durante o
processo de purificagdo da AK sugere que em arroz ambas as enzimas fagam

parte de um polipeptideo bifuncional, assim como sugerido inicialmente em
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ervilha (Arnes e Rognes, 1974), ja comprovado em cenoura (Wilson et al., 1991)
e em milho (Azevedo et al., 1992b). Embora a evidéncia final da bifuncionalidade
destas enzimas em arroz s6 possa obtida com a purificagdo da enzima até a
homogeneidade e a subsequente demonstragdo de que ambas as atividades estao
contidas do mesmo polipeptideo, os dados de co-elui¢do aliados aos dados
obtidos nas outras plantas estudadas, levam a sugestio da existéncia de um
polipeptideo bifuncional também em arroz.

A existéncia de polipeptideos bifuncionais é um fato conhecido em plantas,
assim como em bactérias, leveduras e animais. Na bactéria Escherichia coli ja foi
comprovado que a atividade da AK sensivel a treonina esta contida no mesmo
polipeptideo que a atividade da HSDH sensivel a treonina (Patte et al., 1967).
Também na via do acido aspartico, as enzimas LKR e SDH fazem parte de um
mesmo polipeptideo bifuncional, assim como constatado em milho (Gongalves-
Brutuille, 1995) e arroz (Gaziola et al.,, 1997). Em humanos, as atividades das
enzimas 6-Fosfofruto-2-Quinase e Frutose-2-6-Bifosfatase estdo contidas num
mesmo polipeptideo bifuncional, com atividade de formagdo e degradag¢do de um
potente regulador do metabolismo da glicose, a frutose-2,6-bifosfato (Meacei, et
al., 1996).

Polipeptideos bifuncionais apresentam algumas vantagens em relagdo a
polipeptideos monofuncionais. Uma delas é o fato de, no caso do polipeptideo
apresentar atividades de enzimas em sequéncia na via metabdlica, permitir que os
produtos/substratos sejam direcionados a proxima enzima sem que ocorra nenhum
desvio destes para outra parte da via. Este é o caso das enzimas LKR e SDH, que
catalisam, respectivamente, o primeiro e o segundo passo de degradagio da lisina
em plantas. Também permitem uma melhor compartimentalizagdo do processo.
No caso da AK-HSDH de plantas, sendo estas enzimas produtos de genes

nucleares com atividades localizadas nos cloroplastos, a existéncia de um



polipeptideo bifuncional torna necessaria a importagdo de apenas um polipeptideo
para o cloroplatos, ao invés de dois. Uma outra vantagem dos polipeptideos
bifuncionais € a versatilidade de regulagdo que proporcionam. As duas atividades
sdo submetidas aos mesmos mecanismos de controle génico, como por exemplo
em processos de amplificagdo génica, onde as duas atividades podem ser
superproduzidas, ao invés de apenas uma, modificando os niveis de ambas as
atividades na célula (Wahl et al., 1979). No caso de plantas, a versatilidade de
regulacdo de sistemas enzimaticos se torna muito importante, visto que ndo
possuem, como o0s animais, a capacidade de mudar de ambiente quando as
condi¢des se tornam desfavoraveis, precisando ter mecanismos flexiveis que as
permitam enfrentar as mais diversas situagdes ambientais.

Varias evidéncias sugerem a ocorréncia de uma fusido de genes durante a
evolugdo criando a molécula bifuncional AK-HSDH (Cohen e Saint-Giron, 1990).
Na bactéria Escherichia coli, a analise da sequéncia do gene AKI-HSDHI mostra
que o codon ATG que codifica a metionina 249 ¢ precedido pela sequéncia TTG
TTG AAG TCG. Cada um desses “triplets” poderia ter sido um codon de
terminagdo ambar que uma simples mutacdo de base transformaria num cédon
normal, levando a fusdo de ambos os genes pela aboligdo de dois codons de
terminagdo comumente encontrados no final dos genes. Esta fusdo deve ter
ocorrido apds o advento das Enterobacteriaceae (Robert-Gero et al., 1970). Um
controle coordenado das duas atividades a nivel transcricional e traducional,
assim como um controle por treonina comum em ambas as atividades, poderiam
ser as vantagens evolucionarias de uma proteina bifuncional.

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para um melhor
entendimento da regulagdo da via de biossintese dos aminoacidos essenciais lisina
e treonina, tanto em arroz, onde este é o inico estudo em detalhe sobre aspectos

de regulagdo da via, como em plantas de um modo geral. Pelos resultados



apresentados neste e em outros trabalhos podemos concluir que esta via
metabdlica em plantas esta sujeita a um complexo controle a nivel génico e
enzimatico e que muitos estudos ainda sfo necessarios para a completa

compreensdo dos mecanismos de controle envolvidos.



7. CONCLUSOES:

1. As enzimas AK e HSDH podem ser encontradas em folhas e sementes de arroz

da variedade IAC-165. Em raizes, somente a atividade da AK pode ser detectada:

2. Em sementes e folhas foram detectadas as atividades de duas isoenzimas da
AK, uma sensivel a inibi¢do por lisina e outra sensivel a inibi¢do por treonina,
sendo a isoenzima sensivel a lisina predominante. Nestes tecidos também foram
obtidos indicios para a existéncia de duas isoenzimas da HSDH, uma sensivel e

outra resistente a inibi¢do por treonina.

3. Durante o desenvolvimento do endosperma a atividades especifica de ambas as
enzimas diminiu. Para a AK, a propor¢do das isoenzimas encontradas ndo se
alterou, enquanto para a HSDH a propor¢ido da isoenzima sensivel a treonina

diminuiu.

4. O processo de purificagdo parcial da enzima AK de sementes imaturas de arroz

apresentado permite a separagdo de dois picos de atividade representando as duas



isoenzimas da AK identificadas. A isoenzima sensivel a lisina pode ser eluida ao

redor de 285mM de KCl e a sensivel a treonina ao redor de 225mM de KCl.

5. Os pesos moleculares das isoenzimas da AK foram estimados em 163 kDa para
a 1soforma sensivel a lisina e de 186 kDa para a isoforma sensivel a treonina. A

isoforma da HSDH também teve o seu peso molecular estimado em 186 kDa.

6. As atividades das isoenzimas da AK e da HSDH sensiveis a treonina co-eluem
durante os passos de purificagdo adotados, o que leva a sugestdo da existéncia de
um polipeptideo bifuncional com atividades de ambas as enzimas, assim como

detectado em outras plantas e microrganismos.
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