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1. RESUMO

A lisina cetoglutarato redutase (LKR) e a sacaropina desidrogenase
(SDH) sao enzimas que catalisam os dois primeiros passos de degradagéao
de lisina pela via da sacaropina. Utilizando-se duas metodologias, uma das
quais descrita anteriormente por Brochetto-Braga et al. (1992) para
purificagdo da LKR de milho, observou-se que a LKR e a SDH de
endosperma de milho em desenvolvimento copurificaram em todas as
etapas. A fragdo correspondente a purificagao em DEAE-Sephacel foi
utilizada para caracterizar varios parametros cinéticos e fisicos das
enzimas. As atividades comigraram em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante e apresentaram um mesmo peso molecular de 140000. Foi
determinado o produto final de cada atividade mostrando que a LKR
condensa lisina e a-cetoglutarato em sacaropina usando NADPH como
cofator enquanto que a SDH hidrolisa a sacaropina em acido glutamico e
a-aminoadipico-5-semialdeido usando NAD* ou NADP* como cofator.
Para SDH, os valores de Km para NAD* e sacaropina foram determinados
como sendo 0,33 e 0,23 mM respectivamente. O pH 6timo para atividade
da LKR foi 7,0 e para SDH foi acima de 9,0.‘ As atividades de LKR e SDH
s6 foram encontradas em endosperma de milho em desenvolvimento nao
tendo sido encontradas em coledptilo e raiz de plantulas e nem em
embrides de sementes em desenvolvimento. Tendo sido encontradas
varias evidéncias de que as duas atividades enzimaticas estavam contidas
no mesmo polipeptideo foi utilizada a metodologia descrita por Markovitz et
al. (1984) que purificaram o mesmo polipeptideo bifuncional em
mamiferos. Fragdes altamente purificadas contendo as duas atividades
mostraram que ambas estdo contidas num Unico polipeptideo com peso
molecular de 120000. A enzima nativa apresentou um peso molecular
préximo de 260000 sugerindo uma estrutura dimérica.



2. ABSTRACT

The lysine ketoglutarate reductase (LKR) and saccharopine
dehydrogenase (SDH) catalyzes the first two sequencial steps in lysine
degradation in the major saccharopine pathway. By using two
methodologies one of which described previously by Brochetto-Braga et al.
(1992) for LKR purification from maize developing endosperm, we
observed that both activities co-purified in all steps. The fraction
corresponding to DEAE-Sephacel was used to determine kinetic properties
of LKR and SDH. Non-denaturing gel electrophoresis stained for the
enzymes showed single bands of activity with identical Rfs corresponding
to a Mr 140000. The study of the reaction products demonstrated that LKR
condenses lysine and a-ketoglutarate into saccharopine, using NADPH as
cofactor, while SDH converts saccharopine into glutamic acid and -
aminoadipic-3-semialdehyde, using NAD* or NADP* as cofactor. The initial
velocity studies of SDH showed true Km for saccharopine and NAD* of
0.23 mM and 0.33 mM, respectively. Optimunm activity was found at pH
7.0 for LKR and over pH 9.0 for SDH. LKR and SDH activities shared
tissue-specificity for the endosperm and could not be found in coleoptile or
roots of seedlings neither in embryos of developing seeds. Since the two
enzymes have proved inseparable so far, another purification was
performed using a methodology described for the same enzymes isolated
from mammalian tissues by Markovitz et al. (1984). The activities co-
purified again in all the steps. A highly purified fraction with reductase and
dehydrogenase activities showed that both activities reside in a single
polypeptide of Mr 120000. An apparent Mr 260000 obtained for the native
enzyme from developing maize endosperm suggests a dimeric structure.



3. INTRODUGAO

Os cereais sao excelentes fontes de carbohidratos, principalmente
pelo alto teor em amido, porém sao relativamente deficientes em proteinas,
cerca de 10% do peso seco (Earle et al., 1946). Além disso, o valor
nutricional dessas proteinas € muito baixo devido a baixos teores em
aminoacidos essénciais, principalmente lisina (Mertz et al., 1958; Baudet et
al., 1966). Apesar disto, os cereais sao alimentos esséncias e grande parte
de toda a proteina utilizada provém diretamente deste grupo (Kent, 1993).

Desta maneira, € importante conhecer os fatores ligados a entrada de
N amino e sua conversdao em compostos nitrogenados durante o
desenvolvimento das sementes dos cereais. Isto inclui desvendar os
mecanismos que afetam a quantidade e qualidade das prolaminas,
principal fragdo protéica de reserva dos cereais, e a disponibilidade dos
aminoacidos necessarios para sua sintese. O fato da lisina ndo ser um
aminoacido utilizado para a sintese das prolaminas implica na necessidade
de algum mecanismo que o mantenha em baixos niveis durante o
desenvolvimento do endosperma devido a seus efeitos regulatérios no
metabolismo de varios aminoacidos (Da Silva e Arruda, 1979).

A caracterizagdo de uma enzima de degradagao de lisina em milho, a
lisina cetoglutarato redutase (LKR) (Arruda et al. 1982; Arruda e Da Silva,
1983), deu inicio ao esclarecimento desta questdo. Recentemente
demostrou-se que a regulagdo da lisina cetoglutarato redutase (LKR)
ocorre coordenadamente com a regulagéao da sintese das zeinas, que sao
as prolaminas de milho (Brochetto-Braga et al., 1992), bem como da
prépria sintese de lisina (Karchi et al., 1994).

Para que possamos ter uma visdo mais ampla dos complexos passos
envolvidos na regulagdo dos niveis de lisina em plantas é necessario uma
breve revisdao das vias envolvidas na sintese e degradagéo de lisina em
varios organismos.



3.1 METABOLISMO DE LISINA

Existem duas vias de biossintese de lisina na natureza. A via do
acido diaminopimélico que é encontrada em bactérias, alguns fungos
inferiores, algas e plantas superiores (Vogel et al., 1964) e a via do acido
a-aminoadipico, encontrada nos demais grupos de fungos e leveduras
(Vogel et al., 1964, Wade et al., 1980).

Por sua vez, foram encontradas pelo menos 4 vias catabdlicas para
lisina em bactérias, fungos, plantas e animais. O catabolismo de lisina em
Pseudomonas e Sacharomycopsis liipolytica pode ocorrer via §-
aminovalerato (Takeda e Hayaishi, 1966; e Gaillardin et al., 1979)
enquanto que em alguns clostridios e em Fusobacterium nucleatum o 3,5
diaminohexanoato aparece como intermediario (Jackin e Barker 1951;
Stadtman, 1963; Bray e Stadtman, 1968). Outros compostos, derivados
diretos do catabolismo de lisina, tais como intermediarios acetilados,
norleucina-leucina, e 4-aminobutirato também foram encontrados em
Candida maltosa (Schmidt et al., 1988) e Candida guilliermondii
(Garabedian e Vermeersch, 1989). O primeiro catabdlito de lisina
identificado em mamiferos foi 0 acido a-aminoadipico (Borsook et al., 1948
e Dubnoff e Borsook, 1948). Em seguida, o acido pipecélico foi descoberto
em plantas (Zacharius et al.,, 1952) e em ratos (Rothstein e Miller, 1954).
Mais tarde, a via do acido a-aminoadipico foi caracterizada como sendo a
mais importante em mamiferos e em plantas (Nigan e Connel, 1962).



3.2 SINTESE DE LISINA
3.2.1 Sintese de lisina via acido diaminopimélico

O acido diaminopimélico é o ultimo intermediario na ramificagéo da
via de formagao de lisina a partir do aspartato (Figura 1). O aspartato € o
ponto inicial de uma sequéncia metabdlica que levara a formagéo de
treonina, lisina, isoleucina e metionina (Abelson et al,, 1952; Cohen e
Hirsch, 1954; Kalan e Ceithaml, 1954; Strassman e Weinhouse, 1953).
Muito ja se conhece sobre as enzimas, os intermediérios e a regulagéo
desta via.

Em plantas, a sintese de lisina a partir do aspartato, foi inicialmente
estudada através do acompanhamento da distribuicdo de precursores
marcados com 14C. Experimentos com varios precursores, incluindo acido
aspartico e éacido diaminopimélico, injetados em plantulas de cevada
(Moller, 1974), endospermas de mitho em desenvolvimento (Sodek ,1976)
e cloroplastos isolados de ervilha (Mills et al 1980), revelaram que a via do
acido diaminopimélico é a principal via de biossintese de lisina em plantas.
Entretanto, em Acacia foi encontrada uma pequena incorporagdo de 14C
derivado de acido a-aminoadipico em lisina (Fowden, 1960). Porém, essa
via, que envolve a produgdo de acido o-aminoadipico-3-semialdeido e
sacaropina, € encontrada apenas em alguns microorganismos (Vogel et
al., 1964). Assim, o simples fato da planta ter habilidade de converter acido
a-aminoadipico em lisina ndo prova que essa via seja utilizada, pois a
planta pode nao ter habilidade de sintetizar o acido a-aminoadipico a partir
de precursores simples. A baixa incorporagéo de 14C derivado de acetato
e a auséncia de incorporagdo de 14C derivado de sacaropina em lisina,
comprovou que em plantas esse aminoacido nao é sintetizado via acido o-
aminoadipico ( Moller, 1974).

A via metabolica do acido aspartico em plantas tem sido objeto de
muitos estudos aos niveis bioquimico, genético e molecular. Esses estudos
tem revelado que essa via é ramificada e envolve a participagao de uma
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Lea et al., 1992).



série de enzimas reguladas alostericamente (Figura 1). O ponto inicial da
via envolve a fosforilagdo do aspartato em p-aspartil fosfato pela aspartato
quinase (E.C.2.7.2.4) (AK) (Datta e Gest, 1964, Patte et al.,1966; Henke e
Wahnbaeck,1977). O pB-aspartil fosfato é transformado pela aspartato
semialdeido desidrogenase (E.C.1.2.1.11) (ASADH) em B-aspartil
semialdeido (Gengenbach et al., 1978), o qual serve como substrato para
duas outras enzimas, a dihidrodipicolinato sintetase (E.C.1.3.1.26) (DHPS)
e a homoserina desidrogenase (E.C.1.1.1.3) (HSDH) (Datta e Gest 1964,
Patte et al., 1966; Matthews e Widholm, 1978; Azevedo et al.,, 1992b). O
dihidrodipicolinato formado pela condensagao do B-aspartil semialdeido e
piruvato é o primeiro composto na ramificagdo da via que leva a formagéao
da lisina (Mills et al., 1980). J& a homoserina pode ser utilizada por duas
outras enzimas, a homoserina aciltransferase que dara origem a o-
acilhomoserina e pela homoserina quinase que originara a
fosfohomoserina. A treonina é formada pela agdao da treonina sintetase
sobre a fosfohomoserina e pode ser convertida em isoleucina pela treonina
desidratase. A cistationa pode originar-se de dois passos distintos, ou pela
acdo da cistationa p-liase sobre a o-acilhomoserina ou pela acdo da
cistationa §-sintetase sobre a fosfohomoserina. A cistationa dara origem,
ap6s mais alguns passos, a metionina. A metionina por sua vez pode ser
convertida em s-adenosilimetionina (Mills et al., 1980).

Existem dois pontos principais na via metabdlica do aspartato que
merecem consideragado quando se trata da sintese de lisina. Esses pontos
referem-se a retroinibigdo efetuada pela lisina e treonina na atividade da
AK, e pela lisina na atividade da DHPS. Em plantas, existem trés
isoenzimas da AK, duas das quais majoritarias, sao retroinibidas pela lisina
e uma que é retroinibida pela treonina (Aarnes, 1977; Davis e Miflin, 1977
e 1978; Shewry e Miflin, 1977; Henke e Wahnbaeck, 1977; Gengenbach et
al., 1978; Mattews e Widholm, 1978 e 1979; Sakano e Komamine, 1978;
Bright et al.,1978 a,b; Henke e Wahnbaeck-Spencer, 1979; Yamada et al.,
1986; Dotson et al., 1989; Ramos et al., 1991; Azevedo et al., 1992 a,b). A
DHPS parece ser representada por uma unica forma que € retroinibida



pela lisina (Aarnes, 1977; Gengenbach et al., 1978; Mattews e Widholm,
1979, Kumpaisal et al., 1987; Ghislain et al., 1990).

O papel dessas duas enzimas no fluxo dos metabdlitos intermediarios
que levam a formagao de lisina, tem sido estudado através do efeito da
adigao de lisina e treonina no crescimento de plantulas. Em trigo, a lisina e-
a treonina adicionadas isoladamente ao meio de crescimento tem pouco
efeito no desenvolvimento das plantulas, ao passo que adi¢gdes conjuntas
de concentragdes equimolares de lisina e treonina inibem completamente o
desenvolvimento da plantula (Bright et al., 1978a). Essa inibigao pode ser
revertida completamente pela metionina e seus precursores, a homoserina
e homocisteina, indicando que o excesso de lisina e treonina inibe a AK
causando escassez dos intermediarios da via e consequentemente de
metionina (Figura 1) (Yamada et al., 1986). Duas isoformas da AK foram
purificadas parcialmente de cultura de células de milho em suspensao
(Dotson et al., 1989). Ambas foram sensiveis a lisina e nao foi encontrada
nenhuma forma sensivel a treonina. A enzima é um tetramero com peso
molecular de 254000. Mais tarde, trés isoformas da AK foram purifcadas
até proximo da homogeneidade a partir de cultura de células de milho em
suspensdo. Duas delas foram sensiveis a lisina, sendo que uma delas foi
também sensivel a S-adenosiimetionina e uma terceira forma foi sensivel
a treonina. As formas sensiveis a lisina tiveram peso molecular préximo a
150000. A forma sensivel a treonina teve peso molecular estimado em
180000 e copurificou com a isoenzima da HSDH sensivel a treonina,
mostrando a possibiidade de ambas pertencerem a um mesmo
polipeptideo bifuncional (Azevedo et al., 1992a,b).

A DHPS é outra enzima de grande importancia na via de biossintese
de lisina tanto em bactérias (Datta, 1969) como em plantas superiores
(Bryan et al., 1970; Cheshire e Miflin, 1975). A DHPS faz a condensagao
do B-aspartil semialdeido e do piruvato em dihidrodipicolinato. A DHPS de
varias espécies de plantas é retroinibida por concentragdes muito baixas
de lisina (Mazelis et al., 1977; Matthews e Widholm, 1978). A enzima
apresenta uma unica forma em plantas com peso molecular de 123000



(Kumpaisal et al., 1987). A DHPS purificada de Nicotiana sylvestris
mostrou-se composta de 4 subunidades idénticas (Ghislain et al., 1990)
como ja havia sido determinado para a mesma enzima em bactérias (Hallig
e Stahly., 1976).



3.2.2 Sintese de lisina via acido a-aminoadipico

A participagao do acido a-aminoadipico na biossintese de lisina em
alguns fungos e leveduras foi sugerido apo6s a observagdo de varios
mutantes capazes de utilizar tanto lisina como acido a-aminoadipico para
seu crescimento (Mitchael e Houlaham, 1948; Bergsrom e Rottenberg,
1950). Observou-se a ocorréncia desta via em Aspergillus nidulans e
Euglena gracilis, sendo que nestes organismos o acido pipecélico mostrou
poder participar como intermediario (Aspen e Meister, 1962; Rothestein e
Saffran, 1963).

A conversdo de L-a-aminoadipico em lisina foi demonstrada em
varios tipos de leveduras através da incubagdo com 14C-a-aminoadipico.
Apés 30 minutos de incubagdo, 90% da radioatividade da célula foi
localizada numa substancia denominada componente B e 10% na L-lisina.
Em 180 minutos, a radiotividade do componente B diminuiu 40% com
concomitante incremento na radioatividade da L-lisina para 60%. Assim,
concluiu-se que o L-a-aminoadipico foi convertido no componente B que
por sua vez foi utilizado na formagdo de lisina (Kuo et al., 1964). O
componente B ja havia sido identificado como sacaropina [-N-(L-glutaril-2)-
L-lisina] (Kjaer e Larsen, 1961, Kuo et al., 1964). A sacaropina havia sido
isolada de extrato de levedura (Darling e Larsen, 1961) indicando que este
metabdlito seria entdo o intermediario Gnico para introdugdo de grupos e-
amino na lisina. Entretanto, alguns autores sugeriram que em levedura a
biossintese de sacaropina poderia ser resultado tanto da condensacao de
lisina e a-cetogutarato (aKG) quanto de a-aminoadipico-5-semialdeido e
glutdmico (Kjaer e Larsen, 1961). Isso colocaria a possibilidade da
sacaropina nao ser um intermediario na biossintese de lisina, mas sim um
produto do catabolismo deste aminoacido nestes organismos. Trupin e
Boquist (1965) verificaram que mutantes de Neurospora crassa com
bloqueios metabdlicos nos passos envolvidos na conversao de sacaropina
para lisina apresentaram acumulo de sacaropina durante o crescimento.
Nestes mutantes, a sacaropina formada tornou-se marcada quando 14C-o.-
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aminoadipico foi adicionado ao meio de cultura, mas nao quando a 14C-
lisina foi administrada. Porém, o simples acimulo de um componente por
um mutante auxotréfico ndo era prova suficiente de que aquele metabélito
fosse um intermediario daquela rota bioquimica bloqueada. Foi necessario
mostrar que o evento mutacional causador da auxotrofia resultou na perda
ou diminuig&o da atividade de uma enzima da via em questao.

Estudos usando entdo mutantes de Saccharomyces cerevisiae
(Jones e Broquist, 1965) evidenciaram a presengca de atividades
enzimaticas alteradas na sintese dos intermediarios da biossintese de
lisina. Foram caracterizadas as enzimas sacaropina redutase e sacaropina
desidrogenase (E.C.1.5.1.7) (Figura 2). A primeira catalizou a
condensagdo de o-aminoadipico-8-semialdeido e &cido glutamico em
sacaropina enquanto que a segunda catalizou a hidrolise de sacaropina
produzindo lisina e acido aKG. Dois mutantes, lys-9 e lys-1 mostraram-se
uteis no estudo dos detalhes da biossintese de lisina a partir do acido a-
aminoadipico. O mutante lys-9, deficiente na enzima sacaropina redutase,
apresentava acimulo de a-aminoadipico-8-semialdeido enquanto que o
mutante lys-1, deficiente na enzima sacaropina desidrogenase,
apresentava acumulo de sacaropina (Jones e Broquist, 1965). A
introdugdo de altas concentragbes de lisina no meio de cultura dos
mutantes lys-9 e lys-1 ndo diminuiu a quantidade de a-aminoadipico-5-
semialdeido e sacaropina formados (Jones e Broquist, 1965). Assim, nao
se observou um sistema de inibigéo pelo produto final, ao contrario do que
ocorreu com Neurospora crassa (Trupin e Broquist, 1965).

Trabalhos mais recentes mostraram que pelo menos 6 enzimas desta
via séo reprimidas por lisina (Urrestarazu et al., 1985). Em outro trabalho
com leveduras os niveis das enzimas da via do a-aminoadipico
demonstraram estar sob controle de um sistema complexo de regulagéo
(Galardin et al., 1979). A analise de mutantes deficientes revelou que em
alguns casos € necessario mais de um gene para a expressdo de uma
Unica enzima (Maragoudakis et al., 1967; Gallardin, 1979 e Ramos et al.,
1988).

11
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A enzima 2-aminoadipato semialdeido desidrogenase (E.C.1.2.1.31),
comumente conhecida como o-aminoadipato redutase, catalisa, na
presenga
de ATP, Mg2+ e NADPH, a conversdao de o-aminoadipato em a-
aminoadipato-8-semialdeido (Sagisaka e Shimura, 1962; Larson et al,
1963) (Figura 2). Em Saccharomyces cerevisiae essa enzima é codificada
por 2 genes, LYS5 e LYS2. A analise de mutantes revelou que os produtos
génicos tanto de LYS2 quanto de LYS5 contribuem para a atividade da
enzima sugerindo que esses dois genes codificam diferentes subunidades
da enzima (Storts e Bhattacharjee., 1989 ).

Rajnarayan et al. (1992) isolaram um clone contendo o gene LYS5, o
qual foi subclonado num plasmideo denominado pSR7. Quando o
plasmidio foi utilizado para a transformagao de mutantes, estes produziram
quantidades de a-aminoadipico redutase semelhantes aquelas obtidas no
tipo selvagem. O tamanho do produto génico proveniente do gene LYS2 foi
calculado em 155000 tanto pela analise da sequéncia de DNA do gene
clonado como pela analise dos transcritos. Os 2 genes, LYS2 e LYS5,
contribuiram para a atividade da a-aminoadipico redutase. Concluiu-se
entdo que o gene LYS5 codifica um transcrito de pequeno tamanho
provavelmente néo superior a 1,65 Kb e o gene LYS2 codifica um grande
transcrito compondo ambos uma enzima heteropolimérica (Morris e
Robertson 1991).

A sacaropina redutase, catalisa a condensagdo de acido o-
aminoadipico--semialdeido e glutamato em sacaropina (Figura 2) (Jones
e Broquist 1965). As propriedades da enzima bem como seu peso
molecular parecem bastante variaveis entre diferentes organismos. Em
leveduras a enzima apresenta um peso molecular nativo entre 69000 e
73000 enquanto que em eletroforese em gel desnaturante foi encontrado
um peso molecular de 50000. O pH 6timo da reagéo reversa foi de 9,5 e 0
Km aparente para sacaropina e NAD foi de 2,32 mM e 0,054 mM
respectivamente (Jones e Broquist 1966, Storts e Bhattacharjee, 1987). Ja
em Pichia guilliermondii o pH 6timo da reagéo reversa foi determinado
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como sendo 8,8 e o peso molecular da enzima nativa foi de 90000. Os
Kms obtidos para sacaropina e NADP foram de 1,25 mM e 0,17 mM
respectivamente (Schmidt et al., 1989b).

Em Candida maltosa, outra levedura, a enzima também apresentou
um peso molecular de 90000, pH 6timo de 8,5 e Kms de 0,55 mM para
sacaropina e 0,13 mM para o NADP (Schmidt et al., 1985).

Em leveduras, estudos realizados com mutantes auxotréficos para
determinar os locus génicos requeridos para a biossintese da sacaropina
redutase, mostraram que os mutantes apresentavam bloqueios depois da
sintese do acido a-aminoadipico. Os mutantes Lys14 e Lys9 acumularam
acido a-aminoadipico-5-semialdeido e tiveram reduzida atividade de
sacaropina redutase. Concluiu-se portanto que dois genes distintos, o
LYS9 e o LYS14, foram requeridos para a biossintese da enzima (Borrel et
al. 1984). Verificou-se posteriormente que o gene LYS9 codificava a
enzima enquanto que o produto do gene LYS14 era requerido para a
expressao do gene LYS9. Além disto, mostrou-se que o a-aminoadipico-&-
semialdeido também foi um indutor do gene estrutural da enzima. A
Saccharomyces ssp é normalmente incapaz de crescer utilizando lisina
como fonte de carbono devido em grande parte a repressao causada as
enzimas da via. Assim, cogitou-se que a regulagdo promovida pelo a-
aminoadipico-5-semialdeido deveria ser um vestigio de que, em etapas
evolutivas anteriores, a mesma via era usada tanto para sintese como para
degradagdo de lisina, de acordo com o contetido de lisina no ambiente
(Ramos et al., 1988). }

A sacaropina desidrogenase catalisa o ultimo passo na via de
biossintese de lisina a partir do acido a-aminoadipico (Figura 2). A enzima
catalisa a seguinte reagao:
sacaropina + NAD(P) + H,O <——> lisina + aKG + NAD(P)H + H*.

A sacaropina desidrogenase requer NAD preferencialmente ao NADP
como coenzima (Fujioka, 1970). Em leveduras a sacaropina desidrogenase
nativa apresenta um peso molecular entre 39000 e 49000. Os valores de
Km obtidos para lisina, aKG e NADH foram 12 mM, 0,44 mM e 0,066 mM
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respectivamente. A reagéo direta (formadora de lisina) apresentou pH
6timo préximo da neutralidade, enquanto que a reagdo reversa ocorreu
num pH préximo de 10,0 (Saunders e Broquist, 1966, Ogawa e Fujioka,
1978). Na diregdo de formagdo da lisina, a enzima foi inibida por altas
concentragbes de o-cetoglutarato e lisina, mas na dire¢gdo inversa nao
ocorreu inibigdo nem por sacaropina e nem por NAD. Outros analogos
estruturais de lisina como a ornitina, norleucina e leucina foram potentes
inibidores competitivos para a reagao reversa e nio produziram nenhuma
inibigdo na reagdo direta (Fujioka, 1975). A enzima foi também inibida por
uma variedade de reagentes sulfidrilicos que reagiram com os residuos de
cisteina da molécula (Ogawa et al., 1979).

Os estudos cinéticos realizados com a sacaropina desidrogenase de
alguns fungos e leveduras revelaram que na reagio reversa a enzima
apresenta Kms para NAD e sacaropina de 08 mM e 06 mM
respectivamente (Gaillardin et al., 1979). Na reagdo direta, foram
observados Kms em torno de 1,45 mM para lisina; 0,65 mM para oKG e
0,11 mM para o NADH (Gaillardin et al., 1979, Schmidt et al., 1985,
Schmidt et al., 1989b).

Um gene clonado de Candida albicans, LYS1, foi capaz de
complementar a atividade da sacaropina desidrogenase em mutantes de
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. Os tipos transformados
Lys1* mostraram uma atividade de sacaropina desidrogenase bastante
significativa em comparagdo com os mutantes nao transformados (Garrad
e Battacharjee, 1992).
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3.3 DEGRADAGAO DE LISINA

3.3.1 Degradacao de lisina em organismos inferiores

Como discutido anteriormente, as duas ultimas enzimas da via de
" biossintese de lisina em leveduras foram capazes de realizar in vitro as
mesmas reagdes no sentido inverso. Esta propriedade permitiria entdo que
estas. enzimas pudessem participar também do catabolismo de lisina. Foi
obtido, no entanto, uma Km de 12 mM para lisina na reagéo reversa da
sacaropina desidrogenase. Este valor tdo alto sugeriu que o equilibrio da
reacao favorece a formagao de lisina (Saunders e Broquist,1966). Aléem
disto, foram identificadas outras vias através das quais a lisina €
degradada nestes organismos .

Em diferentes espécies de levedura foram observadas pelo menos 3
reagbes enzimaticas envolvidas em duas vias de catabolismo da lisina.
Como mostra a Figura 3, a lisina pode ser catabolizada via o-
aminoadipico-6-semialdeido por agdo da L-lisina-6-aminotransferase
(E.C.2.6.1.36) ou da L-lisina-6-desidrogenase (E.C.1.4.1.18) ou entao pode
ser convertida a acetillisina pela acetil: CoA:L-lisina N6-acetil transferase na
via do 8-aminovalerato (Hammer et al., 1991b; Schmidt et al., 1988).

Em Candida guilhermondii, uma levedura, observou-se que a lisina
induziu trés transaminases: a L-norleucina-leucina aminotransferase, a 4
aminobutirato aminotransferase e a 8-aminovalerato aminotransferase (Der
Garabedian e Vermeersch, 1989). Essas enzimas estdo envolvidas na .
transaminagéo da L-norleucina, do 4-aminobutirato e do s-aminovalerato
respectivamente. Sua forte indugdo, em resposta ao crescimento da
levedura em meio contendo lisina, sugere a existéncia de uma outra via de
catabolismo de lisina em leveduras onde o substrato de cada transaminase
pode. ser um metabolito intermediario desta via. Em C. maltosa e C.
albicans foram caracterizadas outras

16



!
| )

1 3
2
NS.acetillisina 2-aminoadipato-5-semialdeido
2-ceto 6-acetoamido-¢aproato 2-aminoadipato

Y | Y

5-acetoamido-valerato

2-cetoadipato

y K

glutarato semialdeido B-oxidagéo

Y

glutarato

Y

B-oxidagdo

Figura 3. Vias postuladas de catabolismo de lisina em leveduras. 1, acetyl-
CoA : L - lisina N6-acetiltransferase; 2, L-lisina : 2-oxoglutarato 6 -
aminotransferase; 3, L-lisina : NAD(P)* 6 - desidrogenase (Schmidt
e Bode, 1992).
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enzimas envolvidas no catabolismo de lisina pela via do §-aminovalerato
(Hammer et al., 1991a; Schmidt e Bode ,1992). A enzima L-lisina-¢-
desidrogenase foi fortemente induzida em células de C. albicans crescidas
em meio contendo lisina como Unica fonte de carbono (Harmmer et al.,
1991a).

Pseudomonas ssp., bactérias aerobicas, também possuem pelo
menos trés alternativas para o catabolismo de L-lisina. Esta pode ser
descarboxilada formando o 8-aminovalerato, pode sofrer deaminagao por
uma transaminase formando um intermediario ciclico, ou pode ser
primeiramente convertida em D-lisina e entdo seguir a via do L-pipecolato
(Figura 4). De 23 estirpes diferentes de Pseudomonas aeruginosa, 17
foram capazes de usar a lisina como fonte de carbono, apesar de terem
um crescimento reduzido. Nesta bactéria a lisina foi primeiro
descarboxilada em cadaverina e posteriormente degradada pela via do &-
aminovalerato (Forthergill e Guest,1977).

Em Pyricularia oryzae, um fungo imperfeito, a via do &acido a-
aminoadipico funciona tanto na degradagao de lisina como na sua sintese.
Foi feita a incorporagéo in vivo de a-aminoadipico e este foi prontamente
incorporado em sacaropina, lisina livre e lisina ligada a proteina. O micélio
foi também capaz de converter L-lisina marcada em sacaropina. Porém, as
evidéncias encontradas indicaram que esta via é mais importante para o
catabolismo do que para a sintese de lisina neste fungo (Wade et al,,
1980).

Em Rhizoctonia leguminicola, outro fungo, a sintese de lisina através
do a-aminoadipico é importante quando ele cresce em meio pobre em
lisina. Porém, quando o fungo cresce em seu habitat natural, isto &, como
patégeno de leguminosas ou em meio contendo 0,1% de extrato de
levedura, ele tem grande quantidade de lisina para crescer. Nesta via o a-
NH, da lisina & incorporado ao acido pipecdlico via sacaropina. Para isto a
sacaropina oxidase, cliva a sacaropina em Aacido A1,6-piperideina
carboxilico que é entdo convertido em acido L-pipecolico (Figura 5)
(Wickwire et al., 1990a). A partir do acido L-pipecdlico, pode
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D-lisina 5-aminovaleramida
y e sy
1-piperideina-2-carboxilato 5-aminovalerato
¢ 7 11 4 ¢
L-pipecolato Glutarato semialdeido
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1-piperideina-6-carboxilato < Glutarato

(via da transaminase)
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L-2-aminoadipato _ *

* 10 Acetil-CoA

2-oxoadipato

¥

L-glutamato

Figura 4. Vias de catabolismo de lisina em bactérias aerébicas. 1, lisina
racemase; 2, L-lisina 2-monooxigenase; 3, 5-aminovaleramida
amidase; 4, 5-aminovalerato transferase; 5, glutarato semialdeido
desidrogenase; 6, reagdo pressuposta; 7, 1- piperideina-2-
carboxilato redutase; 8, L-pipecolato desidrogenase; 9, 1
-piperideina-6-carboxilato desidrogenase; 10, L-2-aminoadipato
aminotransferase; 11, L-lisina 6-aminotransferase (para reviséo
ver Fothergill e Guest, 1977).
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Figura5. Via de catabolismo de lisina em Rhizoctonia leguminicola com formagéo
de alcaléides como produtos secundarios (Wickwire et al., 1990a,b).
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haver formagao de substancias secundarias. Neste fungo, além de ser um
componente do metabolismo de lisina, a sacaropina também pode levar a
formagdo de 2 alcaldides de interesse fisiolégico a slafranina e a
swainsonina (Wickwire et al., 1990a,b).
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3.3.2 Degradagio de lisina em organismos superiores
Mamiferos

O estudo de pacientes que apresentavam altas concentragbes de
sacaropina e lisina na urina e no sangue incentivou a pesquisa da via de
degradagao de lisina no homem. Inicialmente as doengas associadas a
estes defeitos metabdlicos foram designadas por sacaropinuria (Carson et
al., 1968), hiperlisinemia e hiperlisinaria (Woody, 1964; Ghadimi et al.,
1965; Armstrong et al., 1967; Ghadimi et al., 1967).

Varios casos de hiperlisinemia e hiperlisintria foram associados a
quadros clinicos de retardamento mental e fisico (Woody, 1964; Ghadimi et
al., 1965; Armstrong et al., 1967; Ghadimi et al., 1967). Woody (1964)
sugeriu que este defeito metabdlico causa as complicagbes fisiologicas e
que os pacientes seriam incapazes de incorporar lisina em proteina, dai
seu excesso no organismo. Ghadimi et al. (1965) também associaram a
hipotonicidade muscular em pacientes hiperlisémicos e o disturbio no
metabolismo da lisina pois a miosina é particularmente rica em lisina. No
entanto, a descoberta do excesso de lisina nos fliidos de outros familiares
sadios mostrou que o excesso de lisina podia ser compativel com um
desenvolvimento normal. Além disto, ndao se encontraram maiores
evidéncias ligando o excesso de lisina e os demais disturbios. Assim, a
hiperlisinemia familiar foi diagnosticada como coincidente aos sintomas de
retardamento e nao como sua causadora (Woody et al., 1966; Woody et
al., 1967; Ghadimi et al., 1967; Armstrong et al., 1967, Ozalp et al., 1981).

A administragdo de 14C-L-lisina para individuos normais e pacientes
hiperlisémicos mostrou que havia um blogueio metabolico logo no inicio da
via de catabolismo de lisina nos individuos afetados (Woody et al., 1967).

Os primeiros trabalhos sobre catabolismo de lisina em organismos
superiores foram realizados em ratos. As primeiras evidéncias sugeriram
que a lisina em ratos era degradada via acido pipecolico (Rothstein e
Miller, 1954; Meister et al., 1957). Porém, os trabalhos de Higashino et al.
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(1965, 1967) sugeriram que em ratos a via de degradagao da lisina devia
funcionar como a reagao reversa para sintese de lisina em leveduras. A
sacaropina também foi identificada em figado humano ( Higashino et al.,
1965) e em ratos (Grove e Henderson, 1968). Em seguida Higashino et al.
(1971) verificaram o aparecimento de sacaropina e a-aminoadipico
marcados apds a incorporagao de 14C-L-lisina em figado de rato.

Duas atividades enzimaticas foram identificadas como sendo
responsaveis pela degradagdo de lisina em mamiferos, a lisina
cetoglutarato redutase (LKR) (EC 1.5.1.8) (Hutzler e Dancis, 1968;
Fiellstedt e Robinson, 1975a; Noda e Ichiara, 1978) e a sacaropina
desidrogenase (SDH) (EC1.5.1.9) (Hutzler e Dancis, 1970; Fjellstedt e
Robinson, 1975b). A LKR condensa lisina e aKG em sacaropina na
presenga de NADPH enquanto que a SDH hidrolisa a sacaropina em a-
aminoadipico-3-semialdeido e acido glutdmico na presenga de NAD ou
NADP (Figura 6). Convém ressaltar que a sacaropina desidrogenase aqui
ndao é a mesma ja citada em leveduras. A Comissdo de Nomeclatura
Biogquimica da Uniao Internacional de Bioquimica em 1972 determinou que
todas as enzimas responsaveis pela formagcao e degradagao de
sacaropina fossem designadas por sacaropina desidrogenases. Porém
estes nomes nao foram adotados em todos os trabalhos com as enzimas,
ndo havendo consenso entre eles. Assim, nés adotaremos os nomes
classicos para as enzimas em leveduras, como citado até agora, e
usaremos siglas para designar as enzimas de catabolismo de lisina em
mamiferos e plantas. Posteriormente sera feita uma correlagdo funcional e
estrutural entre elas (Tabela V).

Dancis et al. (1969), utilizando cultura de células fibroblasticas de
individuos normais e hiperlisémicos, observaram que a atividade da
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LKR foi consideravelmente reduzida em fibroblastos de individuos doentes.
A deteccdo da LKR nas células normais permitiu confirmar a via da
sacaropina como a principal rota degradativa para a lisina em células
humanas.

A LKR de figado de ratos apresentou peso molecular de 52000 em
SDS e de 230000 em filtragdo em gel sugerindo que a enzima ativa era um
tetramero. Os valores de Km para L-lisina, aKG e NADPH foram de 2,2
mM; 1,4 mM e 0,078 mM respectivamente (Noda e Ichiara, 1978).

A SDH também foi caracterizada em figado humano (Hutzler e
Dancis, 1970). O pH o6timo para a atividade da enzima variou entre 8,8 e
9,0. Os valores de Km obtidos para sacaropina e NAD foram de 0,5 mM e
0,4 mM respectivamente.

A SDH e a LKR também foram caracterizadas e copurificadas em
placenta humana. Obteve-se um peso molecular de 480000 para ambas
através de filtragdo em gel. Encontrou-se que a sacaropina foi um inibidor
competitivo em relagdo. ao aKG e nao competitivo em relagao a lisina na
atividade de LKR (Fjellsted e Robinson, 1975a). A SDH de placenta
humana teve seu pH 6timo determinado em 8,5. Os valores de Km para
sacaropina € NAD foram 1,15 mM e 0,0645 mM respectivamente. A
enzima utilizou estritamente o NAD como cofator. A L-lisina P-nitroanelida
foi um inibidor da atividade de LKR mas nao inibiu a atividade de SDH
(Fjellsted e Robinson, 1975b). Como as atividades foram copurificadas em
todas as etapas experimentais sugeriu-se que elas poderiam pertencer a
um mesmo polipeptideo bifuncional (Fjellsted e Robinson, 1975a). Porém,
o estudo anterior onde se obteve a inibicdo diferencial das atividades
colocou davidas quanto a esta possibilidade (Fjellsted e Robinson, 1975b).

ApOs a caracterizagdo das enzimas da via de catalise de lisina
redenominaram-se as doengas associadas aos excessos de lisina no
sangue e de lisina e sacaropina na urina. O termo "hiperlisinemia familiar
tipo |I" designou os pacientes com defeitos nas atividades de LKR e SDH.
O termo "hiperlisinemia familiar tipo II" designou os pacientes em que
somente a atividade de LKR estava conservada (Dancis et al., 1979).
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Finalmente Markovitz et al. (1984) purificou as atividades de LKR e
SDH de figado de boi e babuino até a homogeneidade aparente. Seus
resultados trouxeram evidéncias diretas da existéncia de uma uUnica
proteina com ambas as atividades em humanos. A enzima, purificada até
homogeneidade eletroforética, apresentou-se como um polipeptideo Gnico
com peso molecular de 115000 em gel desnaturante. A enzima nativa teve
um peso molecular aparente de 468000 sugerindo ser um tetramero com
subunidades idénticas. Desde entdo, sugeriu-se a redenominagao desta
enzima multifuncional para aminoadipato semialdeido sintetase.

Markovitz et al. (1987) submeteram o polipeptideo purificado de
115000 a uma protedlise limitada e obteve a separagédo de 2 fragmentos
com pesos moleculares de 62700 e 49200 respectivamente. O fragmento
de 62700 conservou atividade de LKR e o fragmento de 49200 de SDH.
Pela manutengao da atividade de cada fragmento, concluiu-se que os dois
dominios estdo separados e funcionam independentemente. Desta
maneira, a lisina e 0 aKG sio condensados formando a sacaropina pela
acao do fragmento de 62700 e em seguida a sacaropina € hidrolisada pelo
- fragmento de 49200 em a-aminoadipico-6-semialdeido e acido glutamico.
Esta hipotese € amparada pelo fato da lisina P-nitroanelida inibir
seletivamente a atividade da redutase nao tendo efeito sobre a atividade
da desidrogenase em placenta humana (Fjelistedt e Robinson, 1975b). Isto
solucionou as controvérsias anteriores e proporcionou uma base molecular
para as aparentes deficiéncias multienzimaticas que foram observadas na
hiperlisinemia familiar do tipo |. .Assim, na hiperlisinemia familiar tipo 1l o
dominio da desidrogenase deve estar prejudicado enquanto que o dominio
da redutase continua, mesmo que parcialmente, operante.

A uracil monofosfato (UMP) sintetase ou "complexo U" é outro
exemplo de proteina bifuncional contendo dois sitios enzimaticos
independentes. Este complexo catalisa as duas dUltimas etapas da
biossintese de pirimidina em mamiferos (Kasbekar et al., 1964, Shoaf e
Jones, 1973). Em leveduras, estas duas atividades estdo separadas em
duas proteinas distintas (Umezu et al., 1971). As atividades do "complexo
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U" em mamiferos também foram separadas por digestdo proteolitica
(Reyes e Guganig, 1975).

Traut e Jones (1977), estudando a cinética de cada uma das duas
atividades do "complexo U" concluiram que a ligagdo covalente dos
dominios protéicos facilita a montagem de um complexo multienzimatico
no qual os intermediarios ligados a enzima sao encaminhados
sequencialmente entre seus componentes. Isto proporcionaria uma
protegéo contra a diluigdo dos compontes bem como sua participagdo em
reagbes competitivas com a reagdo principal. Markovitz et al. (1987)
sugeriram que estas mesmas vantagens foram adquiridadas pelo
complexo LKR-SDH, redenominado entao para aminoadipato semialdeido
sintetase, durante o catabolismo de lisina mas que outros experimentos
seriam necessarias para responder corretamente a questao.

Outra vantagem da presenga de varias atividades enzimaticas numa
Unica cadeia protéica é a regulagdo de sua sintese em quantidades
equimolares através da amplificagdo do gene que a codifica (Wahl et al.,
1979; Kanalas e Suttle, 1984).

Plantas

Em plantas superiores a via de degradagdao de lisina € muito
semelhante aquela observada em mamiferos. O acido a-aminoadipico foi
encontrado primeiramente em Lunaria anna (Larsen, 1965) e
posteriormente tanto o acido a-aminoadipico como a sacaropina foram
encontrados em varias espécies como Fagopirum esculentum (Nabeta et
al., 1973), Hordeum vulgare (Moller, 1976a); Reseda odorata (Sorensen,
1976) e mais 10 plantas de 8 espécies diferentes (Nawaz e Sorensen,
1977).

Inicialmente considerou-se que o acido pipecélico seria um dos
intermediarios na degradagdo de lisina via a-aminadipico. Havia davida
sobre a diversidade de vias para degradagdo de lisina nas plantas
superiores. Alguns trabalhos mostraram evidéncias de que o acido
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pipecélico estava sendo formado a partir de lisina em feijao e em trigo
(Grobbelaar e Steward, 1953 e 1954; Nigan e Mc Connel, 1963; Gupta e
Spenser, 1969). Em Acacia phyllodes, quando 14C.lisina foi injetada, o
acido a-aminoadipico apareceu como o produto mais fortemente marcado,
mas também encontrou-se acido pipecoélico marcado. Por outro lado, lisina
foi formada a partir de 14C-acido pipecélico injetado em plantulas. Foi
interpretado entdo que poderia haver uma interconversdao dos
intermediarios da degradagdo de lisina em acido pipecdlico (Fowden,
1960).

O que aconteceu nestes experimentos entretanto foi que a 14C-lisina
utilizada era uma mistura contendo os enantiémeros D e L-lisina. Para se
definir se haveriam diferengas na degradagdo de cada um deles era
necessario emprega-los separadamente. Os estudos, realizados com 2
espécies de Sedum e em Nicotiana glauca, mostraram que o acido
pipecélico encontrado como produto de degradagdo de lisina derivava
somente da D-lisina (Leistner et al., 1973). Resultados semelhantes foram
obtidos em Neurospora crassa. Além disto, mostrou-se que o &acido
pipecélico participou de uma via irreversivel de conversdo de D-lisina em
L-lisina neste organismo (Miiller e Leistner, 1975). |

Buscou verificar-se 0 a-aminoadipico e a sacaropina presentes nos
extratos de plantas ndo derivavam de contaminagdo com fungos ou
mesmo devido a ocorréncia da via de sintese de lisina através destes
intermediarios. Para isto, acido a-aminoadipico e a sacaropina marcados
foram administrados a plantas de cevada. Mostrou-se que nao havia
formagao de lisina derivada destes compostos. Além disto, a injegao de
14C_3cido aspartico e 14C-4cido diaminopimélico mostrou que a sintese de
lisina via acido aspartico € a principal via para as plantas superiores
(Moller, 1974; Moller, 1976b).

Foi entao estabelecido que a principal via de catabolismo de lisina em
plantas era através do acido a-aminoadipico. Buscou-se ainda elucidar a
magnitude de sua ocorréncia no endosperma de cereais devido ao

r-,_,_..m._..k.. e ;«ﬁ;
R A S
28 N B N S



interesse no aumento do nivel de concentragdo deste aminoacido em
varias espécies cultivadas.

A lisina incorporada nas proteinas de reserva da semente pode ser
sintetizada no proprio endosperma (Sodek, 1976), mas é translocada em-
propor¢gdes consideraveis de outras partes da planta através do floema
(Lawrence e Grant, 1964, Da Silva e Arruda, 1979).

Sodek e Wilson (1970), estudando o metabolismo de 14C-lisina e
14C-leucina em endosperma em desenvolvimento de milho normal e
opaco2, observaram que a '4C-leucina foi recuperada como tal tanto em
milho normal como em mutantes opaco2. No entanto, 0 mesmo nao
aconteceu com a 14C-lisina. No endosperma normal, grande parte da 14C-
lisina injetada foi recuperada como acido glutamico e prolina, mas quase
nao houve conversao no endosperma opaco2. A propor¢do de lisina
injetada que foi convertida aumentou com o desenvolvimento da semente.
A marcagdo no embrido das espigas normais foi em grande parte na
proépria lisina, sugerinda entdo que o endosperma foi um sitio de conversao
de lisina.

O catabolismo de L-lisina foi comparativamente observado entre
endosperma de milho normal e sugary-opaco2. O endosperma mutante
sugary-opaco2 e o endosperma normal receberam uma quantidade igual
de lisina preformada. No entanto, os padrées de acumulagdo nos dois
gendtipos foram bastante diferentes. Estas diferengas iniciaram-se apartir
de 14 dias ap6s a polinizagdo. O endosperma normal mostrou redugéo na
concentragcdo de lisina durante sua maturagdo enquanto que o
endosperma mutante tendeu a manter um nivel constante de lisina. No
endosperma normal, o conteudo de lisina observado foi 2,5 vezes inferior
aquele estimado a partir do fluxo de entrada na espiga. Ja no endosperma
mutante o conteudo estimado e encontrado foram semelhantes. Verificou-
se entao que o catabolismo de lisina foi maior no endosperma normal que
no duplo mutante. Isto demonstrou que a taxa de converséo da lisina pode
ser um mecanismo fundamental para o controle do nivel de lisina no
endosperma (Da Silva e Arruda, 1979).
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As enzimas envolvidas no catabolismo de lisina ja& haviam sido
estudadas em humanos e animais. A LKR foi caracterizada em
endosperma de mitho em desenvolvimento (Arruda et al., 1982). A enzima
mostrou especificidade para lisina, aKG e NADPH. A formagdo de
sacaropina foi demonstrada e o pH 6timo para sua atividade foi préximo a
7,0. Os valores de Km encontrados para lisina € aKG foram de 5,2 mM e
1,8 mM respectivamente. A observagao da preseng¢a da enzima reforgou a
hipétese da via do acido a-aminoadipico no catabolismo de lisina em
plantas. Observou-se que a atividade da LKR aumentou durante o
desenvolvimento do endosperma atingindo um pico aos 20 dias apds a
polinizagdo, sendo que a atividade coincidiu com o periodo de maximo
acumulo de nitrogénio e zeinas (Arruda e Da Silva, 1983). Como a
quantidade de lisina encontrada na seiva da espiga foi mais de duas vezes
superior aquela necessaria para sua incorporagdo nas proteinas do
endosperma sugeriu-se que a atividade da LKR estava associada a
reciclagem dos grupos. amino da lisina durante o desenvolvimento da
semente. Desta maneira a LKR impediria que lisina livre fosse acumulada
no endosperma.

A LKR de milho exibiu um peso molecular de 140000 em gel
desnaturante. Estudos cinéticos demonstraram que a sacaropina foi um
inibidor nao-competitivo com relagdao ao aKG e competitivo com relagao a
lisina. A LKR extraida de mutantes opaco2 teve caracteristicas
essencialmente semelhantes aquelas do endosperma normal. Porém, sua
atividade foi grandemente reduzida neste mutante. Além disto, a enzima foi
produzida de maneira coordenada com os niveis de zeina durante o
desenvolvimento do endosperma. Foi sugerido entdo que o gene opaco2,
que é um transativador das zeinas de 22000, pode estar envolvido na
regulagao do gene da LKR no endosperma de milho (Brochetto-Braga et
al., 1992).

Karchi et al. (1994) expressou enzimas bacterianas para sintese de
lisina em sementes em desenvolvimento de tabaco. Foi observada a
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sintese e a catdlise de lisina nas varias plantas transformadas e a
modificagdo do acimulo de lisina e treonina nas sementes destes
mutantes. Foram expressas a AK e a DHPS de Escherichia coli que sao
insensiveis a retroinibigao por lisina. As enzimas foram expressas em altos
niveis mas houve somente um pequeno incremento de lisina livie em
alguns estadios do desenvolvimento da semente. Entretanto foi observado
um aumento elevado da atividade da LKR nas plantas transgénicas em
relagdo aos controles sugerindo a presenga de um mecanismo de controle
do metabolismo de lisina durante o desenvolvimento das sementes de
tabaco exercido pela prépria lisina.
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4. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

- purificar e caracterizar as atividades da LKR e SDH envolvidas nos
dois primeiros passos de degradagao de lisina em endosperma de milho
em desenvolvimento,

- mostrar que ambas as atividades residem num polipeptideo
bifuncional.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1 Obtencao do Material Biolégico

Sementes imaturas com aproximadamente 18-20 dias apods
polinizagdo (DAP) produzidas pelo hibrido simples Agroceres F-35 foram
coletadas e armazenadas em congelador -20 °C ou -70 °C.

Para os ensaios de tecido especifidade foram utilizadas plantulas do
mesmo material.

5.2 Ensaios Enzimaticos:
5.21 LKR

Os ensaios para a atividade da LKR foram feitos como descrito por
Brochetto-Braga et al. (1992). Foram feitas as seguintes modificagdes: a
solugdo de ensaio teve, num volume final de 0,3 ml, 20 mM de lisina, 10
mM de aKG, 0,112 mM de NADPH, tampéao fosfato de potassio 100 mM
pH 7,0 e 0,03 a 0,1 mg de proteina. Nos controles foi medida a atividade
residual ocorrida pela oxidagao inespecifica de NADPH sem adigdo do
substrato lisina.

A atividade da LKR foi detectada pela queda de absorbancia em 340
nm utilizando-se um espectrofotometro Beckman DU65. Foi considerado
para calculo que a absorbancia de uma solugdo com 0,1 mM de NADPH a
340 nm equivale a 0,622. Uma unidade enzimatica foi definida como a
quantidade, em mg de enzima, requerida para oxidar 1 yM de NADPH em
1 minuto.

Para medida da atividade foram utilizadas cubetas de quartzo e a
leitura foi feita apds misturar a enzima a solugdo de reagéo, deixando-se
pré-incubar por 1 min dentro do aparelho aquecido a 30°C. Depois deste
periodo, fez-se o monitoramento da atividade a 340 nm durante 5 min
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utilizando-se um trocador automatico de cubetas. Os ensaios foram feitos
em duplicatas e o resultado final foi conseguido pela média dos valores
das repeti¢cdes diminuido do valor do controle.

A quantidade de proteina foi dosada utilizando-se o kit da Biorad,
baseado no método de Bradford (Bradford, 1976) e usando soroalbumina
bovina (BSA) como padrao .

5.2.2 SDH

Os ensaios para atividade da SDH foram feitos num volume final de
0,3 ml contendo 1 ou 2 mM de NAD, 1 ou 2 mM de sacaropina, tampéo
Tris-HCI 100 mM pH 8,5 e 0,03 a 0,1 mg de proteina. No ensaio controle
foi medida a atividade residual ocorrida pela redugao mespecﬁ' ca do NAD
sem adigao do substrato sacaropina.

A medida da atividade da SDH foi feita como para LKR, a atividade de
SDH foi detectada pelo aumento da absorbéncia em 340 nm. Considerou-
se para calculo que a absorbancia de uma solugao de 0,1 mM de NAD em
340 nm equivale a 0,622. Uma unidade enzimatica foi definida como a
quantidade, em mg de enzima, requerida para reduzir 1 M de NAD em 1
minuto .

5.3 Purificagao da LKR e SDH de acordo com Brochetto-Braga et al.
(1992).

5.3.1 Preparagao dos extratos celulares, fracionamento com sulfato
de amoénio

O extrato bruto foi preparado conforme descrito por Brochetto-Braga et
al. (1992) com as seguintes modificagbes: as espigas com 20 DAP foram
retiradas do congelador -70°C e colocadas sobre papel aluminio em caixa
isotérmica contendo gelo. As sementes foram dissecadas com auxilio de
uma pinga. Descartou-se o pericarpo € o embrido dos gréos ficando
somente o endosperma para ser utilizado. Acrescentou-se tampéo A
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(fosfato de potassio 100 mM pH 7,0; 1 mM EDTA; 1mM DTT e 15%
glicerol) na proporgao de 1 ml para cada endosperma. A homogeneizacao,
centrifugagdo e fracionamento 35-60% em sulfato de amdnio do extrato
ocorreram como descrito no trabalho citado.

O precipitado 35-60%, depois de ressuspendido num volume minimo
de tampao A, foi dessalinizado por duas passagem consecutivas em
colunas de Sephadex G25 ou G50.

5.3.2 Ultracentrifugagao

O extrato dessalinizado proveniente do fracionamento com sulfato de
amoénio 35-60% foi ultracentrifugado por 1 h a 4°C numa ultracentrifuga
Beckman a 118000xg.

5.3.3 Cromatografia de troca iénica

Para cromatografia de troca ibnica foi utilizada uma coluna preparativa
de DEAE-Sephacel de 1,8 X 23 cm equilibrada em tampao A num fluxo de
1ml/min. O extrato ultracentrifugado foi diluido 1,5 vezes em Tampao A e
aplicado na coluna. A coluna foi eluida com Tampao A até uma
absorbancia, em 280 nm, menor que 0,05. As proteinas foram eluidas da
coluna em um gradiente linear de 0-0,5 M de cloreto de potassio (KCI)
preparado num volume total de 500 ml deTampao A. As fragdes foram
coletadas num volume de 5 ml. Foram retiradas aliquotas das fragdes para
dosar as atividades da LKR e SDH. Os ensaios para cada uma das
atividades foram realizados adicionando-se 40 pl das fragées na solugao
de ensaio. Outros 300 pl foram utilizados para estimar a quantidade de
proteina eluida pela medida da absorbancia em 280 nm.

As fragbes contendo as atividade da LKR e SDH foram reunidas e
precipitadas em sulfato de aménio 70%. Esta fragao foi ‘centrifugada 16
min a 20000xg num rotor Beckman a 4°C. O precipitado foi ressuspendido
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num volume minimo deTamp&o A e dessalinizado usando-se "spun
columns" de Sephadex G25 ou G50

5.3.4 Deterninagao de peso molecular

Detecgdo das atividades da LKR e SDH em géis de poliacrilamida
nao desnaturantes

Confecgao dos géis de poliacrilamida nao-desnaturantes

As eletroforeses em sistemas de tampdes descontinuos e nio-
desnaturantes foram realizadas em meio neutro. Foi utilizado o sistema
BioRad com géis de tamanho 20 x 20 cm.

O gel gradiente 5-20% nao-desnaturante foi preparado conforme a
metodologia descrita por Brochetto-Braga et al. (1992).

Para determinagao do peso molecular das proteinas utilizou-se 2,5 pg
de proteina dos padrées de peso molecular conhecido. As proteinas
padrao para géis nao-desnaturantes foram: ferritina (440000), catalase
(232000), lactato desidrogenase (140000) e soroalbumina bovina (67000).
O segmento de gel revelado para proteinas foi corado com "Comassie
blue".

Para determinagdo da atividade das enzimas utilizou-se 40ug proteina
da fragdo DEAE-Sephacel em q"uatro canaletas do gel.

A corrida foi feita em voltagem constante de 80 volts. Ap6s a corrida, o
gel foi cortado e as canaletas contendo as fragbes enzimaticas e os
padroes foram separadas.

A mobilidade relativa (Rf) das bandas correspondentes a cada um dos
padrées de peso molecular foi calculada dividindo-se a distancia de
migragao das bandas pela distancia da frente de corrida no gel, visualizado
pelo azul de Bromofenol. Estes valores foram usados para construgdo de
uma curva hipérbole com auxilio de um programa de computador
denominado Eletroforese de autoria de Adilson Leite.
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Revelagao da atividade de LKR em gel

O gel foi condicionado em tampao fosfato 100 mM pH 7,0 por 20 min a
40C. O tampéo foi descartado e repetiu-se o processo mais duas vezes
proporcionando o pH 6timo para atividade da LKR. O gel foi colocado
numa solugdo com os seguintes substratos: 20 mM de lisina; 10 mM de
aKG; 0,3 mM de NADPH em tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0.
A revelagao foi feita sob agitagdo suave, no escuro, por 30 min a 30°C.
Para visualizagdo da atividade de LKR, o gel foi colocado sobre um
transiluminador de luz ultra-violeta (UV) e rapidamente fotografado com
uma camera fotografica polaroide. O ensaio controle foi feito com outro
seguimento de gel porém omitindo a lisina da solugéo de revelagao.

Revelagao da atividade de SDH em gel

O gel foi condicionado em tampaoTris-HCI 100 mM pH 8,5 por 20 min
a 4°C. O tampao foi descartado e repetiu-se o processo mais duas vezes
proporcionando o pH 6timo para atividade da SDH. O gel foi coloado numa
solugdo com os seguintes substratos: 4 mM de sacaropina; 2 mM de NAD:;
0,5% de "nitroblue tetrazolium"; 0,1 mM de fenazina metassulfato em
tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,5. A revelagao foi feita sob agitagdo suave,
no escuro, por 30 min a 30°C. A visualizagdo da atividade da SDH se
deveu a reagéo do NADH, formado durante a atividade da enzima, com os
sais de tetrazdlio originando a formazona que é azul-avermelhada e se
acumula sobre a banda. O ensaio controle foi feito com outro segmento de
gel porém omitindo a sacaropina da solugdo de revelagéo.

37



5.3.56 Cromatografia em camada delgada para identificagao dos
produtos de reagao da LKR e SDH

Os produtos de reagdo da LKR e SDH foram detectados por
cromatografia em camada delgada (TLC) com "background" fluorescente.
Foram usadas placas da Sigma de silica-gel sobre vidro 20x20 cm. As
reacbes foram preparadas com a fragdo da purificagdo em DEAE- -
Sephacel.

Para detecg¢do dos produtos da atividade da LKR foi realizado um
ensaio num volume inicial de 0,3 ml com 20 mM de lisina; 10 mM de aKG;
1 mM de NADPH; 20 ug de proteina e tampéao fosfato de potassio 100 mM
pH 7,0. O ensaio foi conduzido por 2 horas a 30°C , 1 mM de NADPH foi
acrescentado a cada 20 min.

A reagao foi interrompida por fervura durante 5 min e colocagao
imediata no gelo. O volume final foi liofilizado, ressuspendido em alcool
70% para preciptagao das proteinas presentes e centrifugado a 15000xg
por 5 min. O sobrenadante foi retirado e liofiliado. Fez-se nova
ressuspensao em 10 pl de agua. Esta amostra foi aplicada numa placa de
TLC.

Para detecgcao dos produtos finais da atividade da SDH foram
procedidos trés ensaios. Os ensaios tiveram, num volume inicial de 0,3 mt:
4 mM de NAD; 4 mM de sacaropina; 20 ug de proteina e 100 mM de
tampao Tris-HCI pH 8,5. Dois ensaios foram conduzidos por 2 horas a
30°C e 4 mM de NAD foi acrescentado a cada 20 min. O terceiro ensaio,
ou controle, foi mantido no gelo para evitar a acdo da enzima sobre o
substrato. ‘

Um ensaio com 2 h foi tratado da mesma maneira que o da LKR para
aplicagdo na placa de TLC. O segundo ensaio e o controle foram
reservados para detec¢do do a-aminoadipico-3-semialdeido usando o-
aminobenzaldeido.
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Na mesma placa de TLC onde foram aplicados os ensaios para LKR e
SDH foram aplicados também 2 pl de uma solugdo 10 mM de aKG e de
cada um dos aminoacidos: lisina, sacaropina, acido glutamico e acido a-
aminoadipico. Apés a aplicagdo das amostras a placa foi seca usando-se
um secador de cabelos manual. Em seguida a placa foi colocada numa
cuba vertical contendo o seguinte sistema de solventes: butanol, acetona,
dietilamina, trietlamina e agua na proporgdio de 10:10:1:1:5,
respectivamente. ,

A placa permaneceu na cuba até a frente de corrida atingir, por
capilaridade, 2 cm da borda superior. Foi entdo retirada da cuba e seca.
Em seguida, procedeu-se a visualizagdo do aKG com auxilio de luz UV e
sua posigao na placa foi assinalada. Foram aguardados mais 3 dias de
secagem no ambiente. Fez-se entdo a revelagdo borrifando-se uma
solugdo 0,2% de ninidrina em acetona e colocando-se a placa a 80°C por
15 min. Foi observado o aparecimento de manchas azul-avermelhadas na
posi¢cao de cada um dos aminoacidos. '

Para detectar a presen¢a do a-aminoadipico-§-semialdeido no ensaio
para SDH utilizou-se a metodologia descrita por Basso et al. (1962).
Observou-se a reagdo do a-aminoadipico-6-semialdeido com o-
aminobenzaldeido pois ele ndo reage com a ninidrina ndo podendo ser
visualizado na placa de TLC.

Aliquotas de 0,2 ml do ensaio com 2 horas e do controle foram
adicionadas a 0,1 ml de solugdo de o-aminobenzaldeido e deixadas a
temperatura ambiente por 10 min. O espectro de absor¢ao da reagéao foi
medido num espectrofotdometro Beckman DU65. Apés leitura do ensaio
completo e do controle, foi construida a curva do espectro de absorgao
correspondente a formagao do acido a-aminoadipico-8-semialdeido nas 2
horas de reagéo.
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5.3.6 Efeito de cofatores e pH nas atividades de LKR e SDH

Determinou-se o efeito dos cofatores e do pH sobre as atividades da
LKR e SDH em 2 tampées diferentes: o tampao fosfato 100 mM com pHs
variando de 5,5 a 8,5 e o tampéao Tris-HCI 100 mM com pHs variando de
7,0 a 10,0. Utilizou-se a fragao protéica da purificagdo em DEAE-Sephacel.

Os ensaios para atividade da LKR foram feitos num volume final de 0,3
mi contendo 20 mM de lisina; 10 mM de oKG 0,112 mM de NADPH e 36
ng de proteina.

Os ensaios para atividade da SDH foram feitos num volume final de
0,3 mi contendo 1 mM de sacaropina, 1 mM de NAD e 36 ng de proteina.

Foram também realizados ensaios usando o NADP como cofator para
a atividade de SDH. Para isto foram feitas reagbdes idénticas aquelas
descritas acima para atividade da SDH, substituindo o NAD pelo NADP na
mesma concentragao. -

As atividades enzimaticas foram monitoradas em espectrofotémetro
como descrito anteriormente. '

5.3.7 Determinacgao da tecido especificidade da LKR e SDH

Foram preparados, extratos de endosperma e embrido-de sementes
com 20 DAP e coleoptilo e raiz de plantulas apés 3 dias de germinagéo.
Foram utilizados em média 12g de cada um dos tecidos para iniciar a
extragao.

Logo apds coledptilos e raizes serem cortados das pléntulas, foram
pesados separadamente e colocados em Tampao A ( fosfato de potassio
100 mM pH 7,0; 1 mM de DTT; 1 mM de EDTA e 15 % de glicerol) a 4°C
na proporgéo de 1 g para 5 ml de tamp&o. Embrides e endospermas de
sementes com 20 DAP também foram separados, pesados e colocados
em Tampao A na mesma propor¢ao. Os materiais foram entado
homogeneizados separadamente em um triturador Superohm. Filtrou-se
cada suspensdo em 8 camadas de gase. Centrifugou-se cada fragao de
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tecido por 25 min a 20000xg num rotor Beckman. Os sobrenadantes de
cada tecido foram fracionados em sulfato de aménio 35-60% e novamente
ressuspendidos em Tampao A, como descrito por Brochetto-Braga et al.
(1992). As fragdes foram dessalinizadas em "spun columns" montadas com
Sephadex G50 em seringas de 5§ ml. As seringas foram preparadas
centrifugando-se a resina ressuspensa em Tampao A a 153xg por 5 min no
mesmo rotor.

Para dosagem das atividades foram utilizadas aproximadamente 100
pg de proteina dos extratos de cada tecido. As atividades da LKR e SDH
foram determinadas em duplicata para cada um dos tecidos.

5.3.8 Parametros enzimaticos da SDH

Determinacao do Km para sacaropina e NAD

Os estudos de velocidade inicial da rea¢ao para a atividade da SDH
foram feitos variando-se a concentragdo de NAD em trés concentragdes
fixas de sacaropina e variando-se a concentragdo de sacaropina em trés
concentragdes fixas de NAD. Os ensaios foram realizados num volume
final de 0,3 ml em tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,5 e contiveram 51 nug de
proteina proveniente da fragdo DEAE-Sephacel.

Os graficos foram expressos em concentragdo do substrato (S)
sobre velocidade da enzima (V) com atividade especifica (nmoles de
cofator/min/mg de proteina) versus concentragdo do substrato (S), ou seja,
SV x S. Os valores de Km foram calculados com ajuda do programa
ENZIFITER (Leatherbarrow, 1987).

Estudo de Inibigdo para SDH

Verificou-se a possibilidade de inibigdo da atividade da SDH por seus
produtos finais e pelos substratos da LKR. O ensaio completo conteve 30
ug de proteina da fragdo de DEAE-Sephacel; 1 mM de sacaropina, 1 mM
de NAD em 100 mM de tampéo Tris-HCI pH 8,5.
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Para testar a inibigdo da atividade da SDH por seus produtos finais
acrescentou-se em um ensaio completo 0,5 mM de acido glutdmico, em
outro 0,5 mM de a-aminoadipico e num terceiro 0,5 mM de ambos os
compostos. Para testar a inibigdo da atividade da SDH pelos substratos da
LKR acrescentou-se em um ensaio completo 10 mM de lisina, em outro 5
mM de aKG e num terceiro 10 mM de lisina e 5 mM de aKG. Todos os
ensaios foram feitos em duplicata. A
5.4 Purificagao da LKR e SDH de acordo com Markovitz et al. (1984)

5.4.1 Preparagao dos extratos celulares, fracionamento em PEG-8000
(polietilenoglicol)

Foi feita uma adaptagdo da metodologia descrita por Markovitz et al.
(1984) para purificagdo da aminoadipato semialdeido sintetase de
mamiferos. Esta proteina possui 2 dominios protéicos contendo as
atividades da LKR e SDH.

Espigas de milho com 18 DAP foram debulhadas e os graos foram
~ armazenados a -70°C. Homogenizou-se 1100 g graos inteiros em 1 litro de
tampao de extragdo Tampéo D (fosfato de sédio 25 mM pH 7,4; 1 mM de
DTT; 1 mM de EDTA ) com auxilio de um triturador Superhon. Ap6s sua
lise, o extrato foi fitrado em 8 camadas de gase. Fez-se a primeira
centrifugagéo a 20000xg por 10 min numa centrifuga Sorval. Foi medido o
volume do sobrenadante e retirou-se uma aliquota de 1 ml deste extrato
bruto (EB) para dosagem de proteina e atividade enzimatica. O pH do
extrato foi entéo abaixado pela adicido de uma solugdo NaH,PO4 2,5 M até
o pH 5,5. O sobrenadante foi fracionado progressivamente usando uma
solugdo de polietileno glicol (PEG) 8000 50% (p/v) em &agua. Todo o
procedimento foi realizado a 4°C.

42



Tabela contendo os volumes utilizados de PEG para precipitacdo das

proteinas:
Fragao pH 5,5 : 5% 7,5% 15%
volume [ volume PEG (50%) ]
2180ml 218 ml  109ml 327 ml

Adicionou-se solugado de PEG 50% ao EB, pH 5,5; até atingir uma
concentragdo final de 5%. Esta solugdo foi deixada no gelo para
precipitacdo das proteinas durante 30 min. Em seguida o extrato foi
centrifugado a 20000xg por 10 min. O sobrenadante foi ajustado para uma
concentragcdo de PEG de 7,5%, as proteinas foram precipitadas e
sedimentas da mesma maneira. O sobrenadante, obtido apés
centrifugagdo a 20000xg por 10 min, foi ajustado finalmente para uma
concentragao de PEG 15%. O preciptado obtido ap6s esta centrifugagao,
foi ressuspendido em 85 ml do tampao E (Tris-HCI 50 mM pH 8,4; 2mM
DTT; 1,56 mM EDTA ). Em seguida o extrato foi dessalinizado através de
dialise em 2 litros de Tampao A por uma noite. Apds a didlise, a fragao
PEG 15% foi centrifugada por 5 minutos a 400xg. As atividades de LKR e
SDH foram determinadas previamente nos sobrenadantes e precipitados
de cada passo utilizado no fracionamento com PEG. As duas atividades
predominaram na fragao precipitada com 15% PEG.
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5.4.2 Cromatografia de troca idnica usando equipamento para
cromatografia liquida de alta resolu¢iao (HPLC)

Usando um HPLC condicionou-se uma coluna de DEAE (Protein Pak
DEAE 8HR 1000 a 8 um 10x100 mm) em Tampao E num fluxo de 1,5
ml/min. Injetou-se a fragdo de PEG 15% na coluna, 14 ml de cada vez. Em
seguida eluiu-se com Tampao E, durante 30 minutos, retirando-se as
proteinas que ndo aderiram na resina. Fez-se entao a eluigdo das enzimas
num gradiente 0-0,5 M de NaCl em Tampéo E por 2 horas e meia. Foram
recolhidas fragbes de 1,25 ml e as atividades da LKR e SDH foram
dosadas. Em seguida aumentou-se a concentragdo do tampao até 1,5 M
de NaCl retirando-se proteinas que estavam fortemente ligadas na resina.
A coluna foi condicionada novamente em Tampdo E e fez-se nova
aplicagao do extrato de PEG 15%. Foram feitas 6 aplicagdes para injetar
os 85 ml provenientes do fracionamento com PEG 15%.

- As fragbes eluidas da cromatografia em DEAE foram reunidas e
precipitadas em sulfato de aménio 70%. A fragdo foi sedimentada a
20000xg, 10 min, numa centrifuga Sorval. O "pelete" foi ressuspendido
num volume minimo de Tampao E e procedeu-se a didlise no mesmo
tampdo. O volume final da fragdo, ap6s cromatografia em DEAE e
dessalinizagao, foi de 7,5 ml. Esta fragao foi recromatografada na mesma
coluna em condigbes semelhantes porém usando um gradiente mais
restrito para incrementar sua resolugao.

A recromatografia dos 7,5 ml provenientes da DEAE foi realizada
injetando-se este volume em duas etapas na coluna de DEAE. A diferenga
foi que, ap0Os a injecdo, fez-se a eluigdo da coluna com 0,075 M de NaCl
em Tampéo E. O gradiente foi iniciado nos 0,075 M e conduzido até 0,5 M
de NaCl em Tampao E. Da mesma forma, as fragbes contendo as
atividades da LKR e SDH foram precipitadas em sulfato de aménio 70% e
centrifugadas a 20000xg, 10 min, numa centrifuga Sorval. A fragao final da
recromatografia em DEAE foi ressuspendida num volume de 0,8 ml de
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Tampao G (100 mM de fosfato de potassio pH 7,0; 1 mM de DTT, 1 mM de
EDTA e 300 mM de NaCl).

5.4.3 Filtragao em gel usando HPLC

Usando o equipamento de HPLC preparou-se uma coluna de
Superdex (Protein Pak Superdex 200 HR 10x300 mm) em Tampao G num
fluxo de 0,5 mhmin. Foram aplicadas aliquotas de 0,2 ml do extrato da
recromatografia em DEAE a cada inje¢ao na coluna de Superdex. Eluiu-se
a coluna com Tampao G durante 60 min, coletando-se fragbes de 0,25 ml.
As fragbes que continham as atividade da LKR e SDH foram reunidas num
volume total de 1,58 ml e mantidas neste Tampao G a 0°C.

A fragao resultante da primeira filtragdo em gel foi precipitada em
sulfato de aménio 70% e ressuspendida em 0,15 ml de Tampao G. Apos
duas semanas de estocagem a 0°C, a fragdo obtida na filtragdo em gel foi
recromatografada para melhor separar a LKR e a SDH das proteinas de
peso molecular proximo. A coluna de Superdex foi condicionada da mesma
maneira em Tampao G e a recromatografia foi feita em duas aplicagdes.
Foram coletadas fragoes de 0,15 ml e dosadas as atividades da LKR e
SDH.

Para determinagdo da curva de peso molecular foi injetada uma
solugdo padrdao de peso molecular conhecido contendo as seguintes
proteinas: ovoalbumina (43000), soro albumina bovina (67000), aldolase
(158000), catalase (232000), ferritina (440000) e também "Blue dextran"
para medir a frente de corrida. As proteinas foram monitoradas por
absorbancia a 280 nm. Construiu-se uma curva com a transformagao dos
valores de tempo de saida de cada proteina padrao e estimou-se assim o
peso molecular da proteina com atividade da LKR e SDH.
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5.4.4 Eletroforese das fragoes resultantes da purificagao

Para confecgédo dos géis de poliacrilamida foi utilizada a metodologia
descrita por Brochetto-Braga et al. (1992). Porém, foi usado o sistema para
mini-géis da BioRad e procedeu-se a coloragdo com prata como sera
descrito.

Foram aplicadas no gel as seguintes quantidades de proteina de cada
uma das fragdes: extrato bruto 0,82 ng; fracionamento com PEG 15% 0,89
ng; DEAE recromatografia 0,73 pg; Superdex recromatografia 0,35 pg.
Para determinagéo dos padroes de peso molecular foi utilizado 0,5 ng de
uma solugdo contendo miosina (200000), fosforilase B (97000),
soroalbumina bovina (68000), ovoalbumina (43000), anidrase carbdnica
(29000), p-lactoglobulina (18400) e lisozima (14300).

Coloragao com Prata:

Fixou-se o gel em duas etapas, primeiro colocando-se por 1 hora na
solugao fixadora | (Etanol 50%, acido acético 12%, 0,5 ml/l de formaldeido
37%) em seguida transferindo-se para o fixador Il (etanol 50%) por 20
minutos. Retirou-se o fixador Il e repetiu-se esta etapa mais uma vez.

Ap6s fixagao, foi feito um pré-tratamento do gel por 1 min em solugéo
de tiossulfato de sdédio 0,02%. O gel foi lavado 3 vezes por 20 segundos
com agua ultrafiltrada. Depois da lavagem colocou-se o gel 10 min na
solugdo de impregnacao (nitrato de prata 0,3%, 0,75ml/l de formaldeido
37%) sob agitagdo suave no escuro. Lavou-se novamente da mesma
maneira. As proteinas foram reveladas colocando-se o gel na solugao
reveladora (carbonato de sédio 0,4%; 0,5m/l de formaldeido 37%) até o
aparecimento das bandas. Finalizou-se a revelagdo com uma solugéo de
bloqueio (metanol 50%, acido acético 12%).

O gel foi fotografado e depois colocado para secar entre 2 papeis
celofanes sobre uma placa de vidro a temperatura ambiente.
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6. RESULTADOS

6.1 Purificacao da LKR e SDH pela metodologia descrita por
Brochetto-Braga et al. (1992) e determinagcao dos parametros
enzimaticos

6.1.1 Cromatografia em DEAE-Sephacel

A SDH foi parcialmente purificada de endospermas imaturos de milho
utilizando-se tampbes e condi¢bes similares aquelas descritas para
purificacdo da LKR do mesmo tecido (Brocheto-Braga et al., 1992). A
sequéncia de passos para obtengédo e o grau de purificagdo da enzima
podem ser vistos na Tabela 1. O grau de purificagao foi calculado sempre
em relacdo ao extrato fracionado com sulfato de aménio. Antes dos
ensaios, as fragbes obtidas em cada passo foram dessalinizadas em
colunas de Sephadex G25 ou G50. Depois do fracionamento em sulfato de
amonio e da ultacentrifugagao, a preparagao foi aplicada a uma coluna de
DEAE-Sephacel e foi eluida com um gradiente de cloreto de potassio em
Tampao A como mostra a Figura 7. Um unico pico contendo a atividade
da SDH foi eluido entre 0,2 e 0,3 M de cloreto de potassio. A atividade
especifica da fragdo de DEAE foi cerca de 19,1 vezes maior em relagdo ao
passo anterior.

As fragbes da cromatografia em DEAE-Sephacel foram também
testadas para atividade da LKR. O pico da atividade da enzima foi
detectado nas mesmas fragées observadas para SDH (Figura 7).

A preparagao obtida neste passo de purificagao foi utilizada para
analise de varias caracteristicas de ambas as enzimas tais como:
atividades da LKR e SDH em gel nao-desnaturante e determinagao do
peso molecular, tecido especificidade, produtos das reagdes, pH 6timo,
Km dos substratos da SDH, inibigao da atividade da SDH.
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‘igura 7. Padrao de eluigao das atividade de LKR e SDH em uma coluna de DEAE-
Sephacel. Foi aplicada a proteina proveniente do fracionamento em sulfato
de aménio 35-60%. A coluna foi eluida usando-se um gradiente de 0 - 0,5
M de KCI em tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0; 1 mM de EDTA,
1 mM de DTT; 15% de glicerol. As atividades foram determinadas usando-
se 40 pl das fragbes eluidas da coluna. As atividades foram eluidas nas
mesmas fragdes numa faixa de gradiente entre 0,2 e 0,3 M de KCI.

48



eujajo.d bw/ui/HdAVN NO g¥N lowu,,

ulw/gwN lowu,

‘opdely ejsep HAS p SpepIAe ep BAllBWNSS Bu oesioaidwi eiab anb o eoyjoadsaul apepiAle Bjje Wajuod 0jniq OJelixa oe sajuapuodsaiiod
sopep so anbiod 'v'S %09-6¢ wa ogdeydioaid ap oedey e ogdejas wa sepenojed weio) HAS Sp apepiAle ep ogdeladnoas @ ogdesylund v p

G's801 82 L'6L vib GL801 8'ce |1soeydes-3v3qa

- 18 V'L ' 8/6€¢ Gezl ogdebnjuuasenin

V'S %09-S¢

- 00!l o'l 8've 0068€ LLGL oedejpdioaud

- - - €T z8sel 1919 gonig ojesnx3
- % (sezan) - . Buw
eoyjoadsy eoyjoadsy lejol |eloL
apepIAlY ogbdeladnoay ogdeoyund SpepIAlY apeplAly eu|ajoid

U1 HAs
"(Z661)

‘|e }o ebe,g-onayooig ap eibojopojaw opunbas ‘oyjiw ap soinjewl sewsadsopus ap YX1 @ HAS ep oedeoyund °| ejaqel

49



6.1.2 Atividade em gel de poliacrilamida e peso molecular

A preparagao enzimatica obtida ap6s cromatografia de troca i6nica foi
submetida a uma eletroforese em gel de poliacrilamida nao desnaturante
num gradiente de 5-20%. Apds a corrida, o gel foi cortado em 5 tiras
longitudinais, 4 delas contendo uma aliquota da enzima e uma quinta
contendo os padroes de peso molecular. Duas foram utilizadas para
revelar a atividade da LKR: ensaio completo e controle; as outras duas
para revelar a atividade da SDH: ensaio completo e controle e a ultima,
contendo os padrées de peso molecular, foi corada com "Coomassie blue".

O gel revelado para atividade da LKR mostrou uma banda formada
pelo consumo do NADPH ao ser exposto a luz UV (figura 8, canaleta 2). O
NADPH impregna o gel tornando-o fluorescente. Onde a enzima esta
atuando forma-se uma mancha escura pela falta de fluorescéncia. No
ensaio sem lisina o gel apareceu completamente claro, ou seja, nao
demonstrou nenhum consumo inespecifico do NADPH (Figura 8, canaleta
1). _

O gel revelado para atividade da SDH mostrou uma banda azul-
avermelhada formada pelo acumulo de formazona (Figura 8, canaleta 4).
Isto deveu-se ao consumo do NAD neste local. A enzima atua formando o
NADH que reage com os sais de tetrazdlio presentes produzindo a
formazona. O controle, sem sacaropina, ndo apresentou formagao de
bandas, ndo havendo entdo consumo inespecifico do NAD (Figura 8,
canaleta 3).

As bandas da LKR e SDH apresentaram migrag¢des idénticas. O peso
molecular das atividades foi estimado em aproximadamente 140000 para
ambas as enzimas utilizando-se a curva construida apartir dos valores de
Rf dos padroes de peso molecular no gel nao-desnaturante (Figura 8).
Este mesmo valor jd havia sido encontrado para a LKR de milho
(Brochetto-Braga et al., 1992).
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Figura 8. Revelagdo da atividade da LKR e SDH em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante. Foram utilizadas 64 ug de proteina da fragcao purificada em
DEAE-Sephacel em cada canal do gel. Os segmentos de gel foram
lavados 3 vezes no tampao de cada uma das enzimas a 4°C. A revelagiao
foi feita a 30°C. O controle e o ensaio para LKR foi fotagrafado em luz UV.
(1) Controle para LKR, 10 mM de a-cetoglutarato em 0,1 M de tampao
fosfato de potassio pH 7,0 (2) Ensaio para LKR, igual anterior mais 20 mM
de lisina; (3) Controle para SDH, 2 mM de NAD; 0,1 mM de fenazina
metassulfato; 0,5% de nitroblue tetrazélium em 0,1 M de tampéo Tris-HCI
pH 8,5; (4) Ensaio para SDH, igual anterior mais 4 mM de sacaropina. Os
numeros indicados a esquerda indicam os seguintes marcadores de peso
molecular: 440000, ferritina; 232000, catalase; 140000, lactato
desidrogenase; 67000, albumina.

51



6.1.3 Tecido especificidade

Os extratos preparados de endosperma, embrido, coledptilo e raiz
foram fracionados em sulfato de amoénio 35-60%, dessalinizados em
Sephadex G-50 e testados para atividade da LKR e SDH (Tabela Il).

O extrato proveniente do embrido apresentou uma alta atividade
inespecifica de desidrogenases pois houve um grande consumo de NAD
tanto no ensaio da SDH contendo sacaropina como no ensaio em branco.
A resultante porém foi nula, ou seja, ndo se observou a existéncia da
atividade da SDH neste tecido.

No extrato de raiz e no extrato de coledptilo nao foi detectada atividade
de nehuma das duas enzimas. Tanto a atividade da LKR como SDH s6
foram encontradas no extrato de endosperma com 20 DAP.

6.1.4 Produtos da reagao

A identidade dos produtos das reagdes catalizadas pelas atividades da
LKR e SDH foi determinada por cromatografia em camada delgada e
analise do espectro de absorsao (Figura 9A e B).

A reagdo com lisina, aKG e NADPH permitiu a formagdo de um
composto que comigrou com o padrao da sacaropina presente na placa
(Linha 3 e 7 da Figura 9A). O oKG em excesso na reagdo mostrou-se
fluorescente sob luz UV. A lisina e a sacaropina reagiram com ninidrina
formando uma mancha azul-avermelhada. Isto demonstrou que a agéo da
LKR, presente no extrato, foi responsavel pela formagao da sacaropina.

A reagdo com sacaropina e NAD permitiu a formagéo de um produto
que comigrou com o acido glutdmico (Linha 5 e 6, Figura 9A). O acido
glutamico apareceu na placa corado por ninidrina. A reagdo também
produziu um composto que reagiu com o o-aminobenzaldeido. A reagéao foi
confirmada pelo aparecimento de cor alaranjada com pico maximo de
absorgao em 470 nm (Figura 9B). Esta reagdo ¢ indicadora
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Figura 9. Identificagdo dos produtos de reagdo das atividades de LKR e SDH. A
reacdo para SDH teve iniciaimente, em 0,3 ml: 4mM de NAD, 4 mM de
sacaropina e 20 ug de proteina da cromatografia em DEAE-Sephacel em
0,1 M de tampao Tris-HCI pH 8,5. A cada 20 min, 4 mM de NAD foram
adicionados. A reagao durou 2 h. A mistura de reagéo para LKR conteve,
num volume inicial de 0,3 ml: 20 mM de lisina, 10 mM de a-cetoglutarato, 1
mM de NADPH e 20 ug de proteina da cromatografia em DEAE-Sephacel
em 0,1 M de tampao fosfato de potassio pH 7,0. A cada 20 min, 1 mM de
NADPH foi adicionado. A reagao durou 2 h. As reagdes foram fervidas 5
min, as proteinas foram precipitadas com alcool 70% e separadas. A
mistura foi liofilizada, ressuspendida em 10 ul de agua e foi aplicada numa
placa de silica para TLC com fluorescéncia. Foram aplicados também 2 pl
de solugdes 10 mM dos seguintes compostos: Figura 9A (1) lisina; (2) o-
cetoglutarato; (3) sacaropina; (4) acido a-aminoadipico; (5) acido glut-
amico. (6) ensaio para SDH; (7) ensaio para LKR. Figura 9B Identificagdo
do a-aminoadipico-6-semialdeido pela reagdo com o o-aminobenzaldeido.
Aliquotas de 200 pul do ensaio de sacaropina com 2h de reagdao e do
controle foram reagidas com 100 pul de uma solugdo de o-
aminobenzaldeido durante 10 min. O espectro de absor¢ao da reagéo foi
medido em um espectrofotdmetro Beckman.
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da presenga do a-aminoadipico-8-semialdeido na mistura de reagéo
(Basso et al.,1962). Deste modo, confirmou-se que a SDH atuou sobre a
sacaropina levando a formagéo de acido glutdmico e a-aminoadipico-3-
semialdeido.

A equagcio de reagio, confirmada pela presenga dos produtos finais de
ambas as atividades enzimaticas, esta descrita na Figura 6.

6.1.5 pH o6timo

A atividade maxima da LKR foi observada a pH 7,0 (Figura 10A). O
NADH nao substituiu o NADPH em nenhum dos pH testados. A atividade
de SDH aumentou em meios mais basicos mostrando uma curva sigmoéide
a partir do pH 6,0 e atingindo valores maximos nos pHs acima de 9,0
(Figura 10B). Ja com relagdo ao requerimento de cofator a SDH
apresentou cerca de 10% da atividade testada em todos os pHs quando o
NADP substituiu o NAD na reagao (Figura 10B).

6.1.5 Estudos cinéticos

Os estudos cinéticos para a atividade da SDH foram feitos variando-se
a concentragdo de NAD em trés concentragdes -fixas de sacaropina e
variando-se a concentra¢éo de sacaropina em trés concentragbes fixas de
NAD (Figura 11A).

A intersecdao observada na figura 11A demonstra uma pequena
variagdo no valor calculado para a Km de sacaropina. O mesmo aconteceu
para a SDH de placenta humana (Fjellsted e Robinson, 1975b) e este fato
foi indicativo de que o valor de Km para sacaropina é dependente da
concentragao de NAD.

Por sua vez, o valor de Km para NAD independe da concentragéo de
sacaropina. Os valores de Km estimados foram 0,23 e 0,33 mM para a
sacaropina e o NAD respectivamente (Figura 11B).
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Figura 10. Efeito do pH e de cofatores nas atividades de LKR (A) e de SDH (B). A
atividade de LKR foi determinada em 0,3 ml de uma solugdo contendo 0,1
mM de tampao fosfato de potassio (pH 5,5 - 8,5) ou 0,1 M de tampao Tris-
HCI (pH 7,0-10,0); 20 mM de lisina; 10 mM de a-cetoglutarato; 0,112 mM
de NADPH e 36 ng de proteina da fragdo DEAE-Sephacel. A atividade de
SDH foi determinada em 0,3 ml de reagdo contendo 0,1 M de tampao
fosfato de potassio (pH 5,5-8,5) ou 0,1 M de tampao Tris-HCI (pH7,0 -
10,0); 1 mM de sacaropina; 1 mM de NAD (e , 0) ou NADP (A, A) e 36 nug
de proteina da fragdo DEAE-Sephacel.
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Figura 11. (A) Grafico de Hanes para determinagao do valor de Km para sacaropina
na atividade da SDH. O valor de Km para sacaropina foi determinado
usando sacaropina como substrato variavel e trés concentragdes fixas de
NAD O ensaio conteve 51 ug de proteina da fragdo DEAE-Sephacel;
sacaropina numa faixa de 0 - 1,0 mM e NAD nas concentragbes fixas de
0,25 (4), 0,5 (®) e 1 mM (@) em tampéao Tris-HCI 0,1 M pH num volume final
de 0,3 ml. (B) Grafico de Hanes para determinagdo do valor de Km para
NAD na atividade da SDH. O valor de Km para NAD foi determinado
usando NAD como substrato variavel e trés concentragbes fixas de
sacaropina. O ensaio conteve 51 ng de proteina da mesma fragédo, NAD
numa faixa de 0 - 1,0 mM e sacaropina nas concentra¢ées fixas de 0,25
(A); 0,5 (@) e 1,0 mM (@) no mesmo tampéao.

57



6.1.6 Inibigao da atividade da SDH

A atividade da SDH nao foi inibida pelo acido glutamico ou pelo acido
a-aminoadipico quando foram adicionados em ensaios separados nem no
mesmo ensaio na concentragdo de 0,5 mM cada um. Da mesma maneira,
a SDH nao foi inibida pelos substratos da LKR, lisina e aKG na
concentragdo de 5 e 10 mM respectivamente, quando foram
acrescentados em ensaios separados nem no mesmo ensaio (resultados
nao apresentados).

6.2 Purificagao da LKR e SDH pela metodologia descrita por Markovitz
et al. (1984)

‘Um extrato bruto das proteinas de endospermas imaturos com 18
DAP foi fracionado com PEG 8000 depois de condiciona-lo em pH 5,56. A
LKR e a SDH precipitaram quando a concentragdo de PEG atingiu 15%.
As etapas de precipitagao a 5 e 7,5% de PEG aumentaram a pureza do
extrato, antes que as enzimas precipitassem a 15%. Apés o fracionamento
a LKR e SDH foram purificadas através de HPLC em cromatografia de
troca ibnica e filtragao em gel. Um resumo dos resultados da preciptagao
pode ser visto na Tabela lil.

A LKR e a SDH copurificaram em todos os passos e tiveram
rendimentos similares ap6és cada um deles, com exceg¢ao do ultimo, a
recromatografia em Superdex. A LKR teve sempre uma atividade maior do
que a SDH, em média 3,5 vezes com exce¢ao do ultimo passo quando
esta relagéo caiu para 1.

Apo6s a primeira cromatografia na coluna de DEAE, a atividade total
das enzimas decresceu em média 16 vezes para ambas as atividades
contra um incremento na purificacdo de cerca de 7 vezes ( dados nao
mostrados). Nesta coluna as proteinas sdo submetidas a um incremento
gradual da forga idnica durante sua eluigdo. A filtragcdo em gel aumentou
em quase 10 vezes
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a pureza do extrato em relagado ao passo anterior, com uma perda minima
de ambas as atividades. Ou seja, o rendimento ndo foi muito diferente do
obtido no passo anterior porém quase ndo houve perda do contetudo
enzimatico da fragdo entre estes dois passos. Convém observar que nesta
coluna as proteinas nao estao sujeitas a diferengas na forga ibnica pois
nao ha mudanga na concentragdo salina do tampé&o durante a eluigao das
proteinas.

Entretanto houve redugio na recuperagdo das atividades de ambas
as enzimas apds a recromatografia nesta mesma coluna, prinCipaImente
da atividade da LKR. Esta queda levou a uma taxa de purificagéo bastante
diferente entre elas. Talvez isto ndo se deva a uma purificagao diferencial
das duas atividades, mas sim a uma perda exclusiva da atividadade da
LKR neste passo de purificagdo. Acredita-se que esta redugdo ocorreu
durante a estocagem e nao durante a segunda passagem pela coluna de
Superdex. A enzima permaneceu duas semanas a 0°C, antes da
recromatografia em Superdex, em Tamp&o G, que contém 300 mM de
NaCl.

As figuras 12 e 13 mostram respectivamente a cromatografia e a
recromatografia na coluna de DEAE. A Figura 14 e 15 mostram
respectivamente a cromatografia e a recromatografia na coluna de
Superdex. Nestes quatro passos apresentados observa-se que os picos
das atividades da LKR e SDH estao contidos nas mesmas fragbes. O
peso molecular das enzimas, estimados a partir do perfil obtido da coluna
de filtracdo em ‘gel, foi de 260000 (Figura 16).

- Outro fato interessante, observado nos perfis cromatograficos da
coluna de Superdex (Figuras 14 e 15), foi a variagdo provocada na curva
de forga idnica por proteinas de baixo peso molecular eluidas no final da
cromatografia. Estas proteinas apresentaram peso molecular de cerca de
19000. As fragbes provenientes da filtragdo em gel ndo deveriam conter
proteinas de baixo peso molecular pois o peso estimado para as enzimas
foi de 260000. Mesmo assim, durante a recromatografia destas fragses,
apareceu novamente um pico de baixo
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Figura 12. Padrdo de eluigdo das atividade de LKR ¢ SDH na cromatografia em
DEAE usando HPLC. Foi aplicada uma fragdo do fracionamento em
15% de PEG. A coluna foi eluida usando-se um gradiente de 0 - 0,5 M
de NaCl em 50 mM de tampdo Tris-HCI pH 8,4; 2 mM DTT; 1,5 mM
EDTA. As atividades de LKR e SDH foram ensaiadas usando 20 ul das
fracdes eluidas da coluna. As enzimas foram eluidas nas mesmas
fragbes numa faixa préxima a 0,2 M de NaCl. Apés o gradiente, a
coluna foi lavada no mesmo tampao aumentando-se a concentragcao de
NaCl até 1,5 M.
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Figura 13. Padr3o de elui¢cdo das atividade de LKR e SDH na recromatografia em
DEAE usando HPLC. Foi aplicada uma fragdo da cromatografia na
mesma coluna. A coluna foi lavada com 0,075 M de NaCl em 50 mM
de tampao Tris-HCI pH 8,4; 2 mM DTT; 1,5 mM EDTA. Foi eluida
usando-se um gradiente de 0,075 - 0,5 M de NaCl no mesmo tampao.
As atividades foram ensaiadas usando 20 ul das fragoes eluidas da
coluna. As enzimas foram eluidas nas mesmas fragbes numa faixa
pré6xima a 0,2 M de NaCl. Apés o gradiente a coluna foi lavada
aumentando-se o gradiente de NaCl até 1,5 M.
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Figura 14.Padrao de eluicdo das atividade de LKR e SDH na cromatografia em
Superdex usando HPLC. Foi aplicada uma fragao da recromatografia
em DEAE. A coluna foi eluida em tampao fosfato de potassio 100 mM
pH 7,0, 1 mM de DTT, 1 mM de EDTA e 300 mM de NaCl. As
atividades foram ensaiadas usando 20 pl das fragfes eluidas da
coluna. As enzimas foram eluidas nas mesmas fragoes.
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Figura 15. Padrao de eluigdo das atividade de LKR e SDH na recromatografia em
Superdex usando HPLC. Foi aplicada uma fragdo da cromatografia em
Superdex. A coluna foi eluida em tampao fosfato de potassio 100 mM pH
7,0; 1 mM de DTT, 1 mM de EDTA e 300 mM de NaCl. As atividades
foram determinadas usando 20 pl das fragdes eluidas da coluna. As
enzimas foram eluidas nas mesmas fragoes. '
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Figura 16. Determinagédo do-peso molecular da proteina contendo as atividades de

LKR e SDH em coluna de Superdex usando HPLC. A proteina com
atividades de LKR e SDH proveniente da cromatografia em DEAE foi
aplicada na coluna de Superdex e eluida no tampao G (ver materiais e
meétodos). Foram utilizados os seguintes marcadores de peso molecular:
ovoalbumina (43000), soro albumina bovina (67000), aldolase (158000),
catalase (232000), ferritina (440000). A eluicio dos padrées foi monitorada
pela absorbancia a 280 nm. O padriao de eluigdo das enzimas foi
acompanhado pela medida de cada uma das atividades. A equagdo de K, ,
= (Ve - Vo) (Vi - Vo) foi calculada, onde Vg = volume corresponente a
eluicdo da proteina, V, = volume interno da resina (2,256 ml como
determinado com blue dextran 2000), e V; = volume da coluna (24 ml). O
peso molecular da enzima contendo as atividades de LKR e SDH foi
determinado usando a fungao linear de (-log K,;)1/2 versus peso molecular
(Siegel e Monty, 1966).
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peso molecular provocando uma mudanga na forga ionica. Este fato
indicou a possibilidade da ocorréncia de dissociagéo de alguma proteina
ligada a LKR/SDH. A grande perda de atividade da LKR em relagado a SDH
ap6s a recromatografia sugere que algum fator estimulador da atividade da
enzima, principaimente da LKR, se dissocia durante a purificag&o.

7 Eletroforese em gel de poliacrilamida dos passos da purificagao

Em gel desnaturante, contendo as frages da purificagdo (metologia
de Markovitz et al.,1984) observou-se que a banda correpondente as
enzimas purificadas tem peso molecular de 120000 (Figura 17) que é
muito similar aquele observado para a enzima em humanos (Markovitz et
al., 1984 e 1987). Este valor também & préoximo ao encontrado para as
atividades enzimaticas no gel nao-desnaturante e por Brochetto-Braga et
al. (1992). Nota-se, pela Figura 17, a intensificagdo gradual da banda
correspondente a enzima durante os passos da purificagao.
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Figura 17.Eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante das fragdes da
purificagdo enzimatica de LKR e SDH por metodologia de Markovitz et al.
(1984). O gel foi corado com prata (ver materiais € métodos). Foram
aplicadas no gel as seguintes quantidades de cada uma das fragdes: (1)
extrato bruto 0,82 ng; (2) fracionamento em 15% de PEG 0,89 ng; (3)
DEAE recromatografia 0,73 ng; (4) Superdex recromatografia 0,35 pg.
Para determinagao dos padrées de peso molecular foi utilizado 0,5 ug de
uma solugdo contendo miosina (200000), fosforilase B (97000), BSA
(68000), ovoalbumina (43000), anidrase carbbnica (29000), 8-
lactoglobulina (18400) e lisozima (14300).
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7. DISCUSSAO

A degradagao de lisina em mamiferos &€ semelhante a via reversa de
sua biossintese em fungos e leveduras (Kuo e Saunders, 1964; Saunders
e Broquist, 1966). As enzimas de degradagdo em mamiferos foram
caracterizadas como sendo a LKR e a SDH (Hutzler e Dancis, 1968;
Hutzler e Dancis, 1970; Fjellstedt e Robinson, 1975a,b). As atividades da
LKR e SDH foram caracterizadas em mamiferos como componentes de
um polipeptideo bifuncional (Markovitz et al., 1984 e 1987). Foram
iniciados estudos sobre a LKR de milho (Arruda et al., 1982; Arruda e Da
Silva, 1983; Brochetto-Braga, 1992), porém nada se conhecia sobre a
atividade da SDH em plantas. Nossos estudos relacionaram-se a
caracterizagdo de ambas as atividades enzimaticas da LKR e SDH em
endosperma de milho em desenvolvimento, monstrando que, como em
mamiferos, estas atividades estao contidas numa tnica proteina.

Foi feita a cromatografia em camada delgada dos produtos de reagdo
das atividades da LKR e SDH de endosperma de milho em
desenvolvimento (Figura 9). Comprovou-se a presenga das enzimas no
extrato protéico e que sua equagao de reagdo se da como descrito na
Figura 6. Nesta reagdo o grupo €-NH, da lisina € transferido para o
carbono a do aKG formando acido glutadmico e o residuo da lisina origina o
acido o-aminoadipico-3-semialdeido. A sacaropina € o intermediario
estavel desta reagao de transaminagao.

As atividades enzimaticas que correspondem as duas Ultimas
reagbes da sintese de lisina em eucariotos inferiores sao reversiveis
podendo realizar a catalise de lisina em determinadas condigdes (Jones e
Broquist, 1966; Saunders e Broquist, 1966). A enzima de leveduras
correspondente @ LKR é a sacaropina desidrogenase e a enzima
correspondente a SDH é a sacaropina redutase. Foi feita uma comparagéo
entre as caracteristicas das enzimas de plantas, mamiferos e leveduras
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que possuem atividades analogas. Um resumo destas caracteristicas
encontra-se na Tabela IV.

Como pode ser visto, os pHs 6timos utilizados para as atividades da
LKR e SDH em humanos sao semelhantes aqueles observados para as
duas ultimas enzimas da via de sintese de lisina em leveduras quando elas
estao realizando a reagdo em seu sentido contrario. A sacaropina
desidrogenase faz sua reagao reversa em pH 7,0 (Saunders e Broquist,
1966) e a LKR de mamiferos também tem atividade maxima neste mesmo
pH (Hutzler e Dancis, 1968). A sacaropina redutase tem pH 6timo para
reagdo reversa, em torno de 9,0 (Jones e Broquist, 1966) como acontece
para a SDH de mamiferos. Em placenta humana a SDH mostrou uma
curva de pH bastante caracteristica com atividade étima no pH 8,5
(Fjellstedt e Robinson, 1975b). Nao se obteve uma curva caracteristica de
pH para a SDH de milho, mas os valores 6timos de pH foram acima de 9,0.
Outra similaridade da SDH de milho com a enzima em humanos foi a
capacidade de utilizagao do NADP como cofator, além do NAD (Fjellstedt e
Robinson, 1975b). Assim, a LKR e a SDH de milho, a exemplo das
enzimas em humanos, demonstraram ter os mesmos requerimentos de pH
que as enzimas de leveduras.

Outros dados, como o valor de Km encontrado para os substratos de
cada uma das enzimas estdo também contidos na Tabela IV. Na atividade
da SDH de endosperma de milho o valor de Km para sacaropina mostrou
ser dependente da concentragdo de NAD (Figura 11A) como acontece
para a SDH de placenta humana (Fjellsted e Robinson, 1975). Além disto,
nao houve grande variagdo do valor de Km para sacaropina entre as
diferentes espécies citadas. E importante observar que o fato desta
proteina em plantas e humanos ser bifuncional pode complicar a estimativa
dos valores de Km para a LKR e a SDH . Este fato nao foi considerado a
priori nestes experimentos.
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O peso molecular encontrado para as enzimas em leveduras foi de
aproximadamente 49000 para a sacaropina desidrogenase (Saunders e
Broquist 1966), (correspondente a LKR de plantas e mamiferos), e de
73000 para a sacaropina redutase (Jones ‘e Broquist, 1966),
(correspondente a SDH de plantas e mamiferos). Em humanos o
polipeptideo bifuncional apresentou um peso molecular de 115000 e a
enzima nativa foi um tetrdmero de 468000 (Markovitz et al., 1984). O
fragmento responsavel pela atividade da LKR teve peso molecular de
62700 e o responsavel pela atividade da SDH, 49200 (Markovitz et al.,
1987). Assim nao é possivel estabelecer uma correlagdo entre os pesos
moleculares para os dominios enzimaticos entre mamiferos e leveduras. O
polipeptideo bifuncional em milho teve peso molecular estimado préximo
de 120000 em gel desnaturante (Figura 17) bastante préximo daquele
encontrado em mamiferos.

O interesse pela degradagdao de lisina em humanos se deve ao
estudo de disturbios associados a altas concentracées de lisina e
sacaropina no sangue e na urina (Ghadimi et al., 1967; Armstrong et
al.,1967; Carson et al., 1968). Estes distarbios metabdlicos estdo
associados a alteragbes na via de degradagao de lisina e com a perda das
atividades da LKR e SDH (Dancis et al,, 1969). Em alguns casos, os
individuos afetados possuiam defeitos para ambas as atividades (Dancis et
al., 1976). Isto sugeriu que as enzimas poderiam estar associadas de
alguma forma permitindo que uma mutagdo afetasse as duas atividades
enzimaticas. Durante algum tempo nao se conseguiu separar as atividades
destas enzimas durante os processos de purificagdo (Fjellsted e Robinson,
1975a). Comprovou-se porém uma inibi¢do diferenciada para ambas as
atividades (Fjellsted e Robinson, 1975b). Somente apés a purificagdo da
proteina até a homogeneidade, constatou-se que a LKR e a SDH faziam
parte do mesmo polipeptideo (Markovitz et al,, 1984). Novas evidéncias
surgiram quando a protedlise parcial deste polipeptideo demonstrou que
cada atividade estava separada em um dominio protéico (Markovitz et al.,
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1987). Desta maneira, pode-se explicar, a exemplo de outras doengas em
humanos, como uma tnica mutag&o foi responsavel pelo aparecimento de
doengas associadas a mais de uma enzima.

No nosso estudo, ambas as atividades da LKR e SDH de
endosperma de milho em desenvolvimento copurificaram até a ultima
etapa da purificagdo (Tabela | e lll; Figuras 7, 12-17). Ambas as atividades
apresentaram um mesmo peso molecular na coluna de filtragao em gel
correspondente a 260000 (Figura 16). Quando as atividades da LKR e
SDH foram reveladas em gel ndo-desnaturante, as bandas de cada enzima
apresentaram migragao idéntica (Figura 8). Desta maneira, sugerimos que,
como em mamiferos, as atividades da LKR e SDH de endospermas de
milho em desenvolvimento estdo contidas num polipetideo bifuncional. A
estimativa do peso molecular de 120000 em gel desnaturante e de 260000
para a enzima nativa sugere que a proteina ocorra como um dimero.

A existéncia de outras proteinas contendo dois diferentes dominios
enzimaticos responsaveis por reagdes em cadeia vem corroborar estes
achados. A UMP sintetase ("complexo U"), que catalisa as 2 dultimas
reagbes da sintese de novo de pirimidina em mamiferos, € um bom
exemplo (Umezu et al.,, 1971; Shoaf e Jones, 1973). As enzimas deste
complexo também foram copurificadas e s6 puderam ser separadas por
protedlise parcial (Reyes e Guganic, 1975). O mesmo ocorreu com a a-
aminiadipico-8-semialdeido sintetase em humanos (Markovitz et al., 1987).
Considera-se que este arranjo protéico dos dois dominios enzimaticos
possibilita o encaminhamento sequéncial dos substratos da via- metabdlica
evitando que eles sejam diluidos (Traut e Jones, 1977).

Outra vantagem destas enzimas estarem num mesmo polipetideo e
nao simplesmente complexadas é a regulagdo conjunta de sua sintese. Foi
observado em células mutantes de rato, resistentes a pirazofurina, a
superexpressdo da UMP sintetase. Uma das causas da superexpressao
deveu-se a amplificagdo génica (Kanalas e Suttle, 1984). Existe ainda
outra proteina nesta mema via, a aspartato transcarbamilase (CAD), que

72



cataliza os 3 primeiros passos da sintese de novo de UMP (Shoaf e Jones,
1973). Da mesma maneira, foram encontradas células mutantes
resistentes ao fosfonacetil aspartato (PALA) que superexpressaram esta
proteina multifuncional devido a amplificagao génica (Wahl et al., 1979).
Desta forma, a ocorrénia de varias proteinas multifuncionais numa mesma
via permite que poucas mutagbes causem a superprodugio dos seus
produtos finais. Se considerarmos o metabolismo de lisina no endosperma
de milho, incluindo sua sintese e seu catabolismo, observa-se a presenga
de duas proteinas bifuncionais, a AK/HSDH (Azevedo et al., 1992b) e a
LKR/SDH.

A atividade da LKR é regulada coordenadamente com a taxa de
acumulagdo de zeinas (Brochetto-Braga et al., 1992). Isto tem duas
implicagdes fisiologicas importantes. Primeiro porque as zeinas, que s&o
as proteinas que mais acumulam no endosperma, nao tém lisina na sua
constituicao (Dalby e Tsai, 1975). Segundo porque, embora alguma lisina
seja sintetizada no endosperma (Sodek e Wilson, 1970), uma grande
proporgdo do contetdo encontrado no endosperma, é translocado para a
semente durante seu desenvolvimento (Lawrence e Grant, 1964; Da Silva
e Arruda, 1979). Desta forma, deve ocorrer catabolismo de lisina nas
sementes normais para evitar seu acumulo. A alta atividade da LKR
durante o desenvolvimento do endosperma previne este acumulo de lisina.

Sabe-se que o catabolismo de lisina é mais intenso no endosperma
de milho normal do que no endosperma mutante opaco2 (Sodek e Wilson,
1970). O endosperma opaco2 possui menor conteido de zeinas
contrabalanceado por um maior teor de glutelinas e globulinas, que s&o
mais ricas em lisina (Misra et al, 1972). Observou-se que a atividade da
LKR foi bastante reduzida no endosperma opaco2 em todos os estadios do
desenvolvimento (Brochetto-Braga et al., 1992), sendo que nio se
encontrou diferenga nas caracteristicas da LKR de endosperma normal e
opaco2.-O padréo da redugdo de sua sintese no endosperma opaco2 foi
similar ao encontrado para as zeinas. Isto indicou a ocorréncia de
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regulagdo da sintese da LKR pelo gene opaco2 igualmente as zeinas.
Nos observamos que as atividades de LKR e SDH de milho sé&o
encontradas especificamente no endosperma em desenvolvimento nao
sendo encontradas no embrido das sementes com 20 DAP nem nas raizes
e coleoptilos das plantulas (Tabela Il). Isto confirma a hip6tese de que o
endosperma €, por exceléncia, o local de reciclagem dos grupos amino da
lisina. A atividade da SDH vem complementar a catalise de lisina iniciada
pela LKR.

E provavel que a atividade da SDH acompanhe o mesmo padrao de
regulacdo que a LKR e esteja assim sujeita a regulagéo pelo opaco2. O
fato delas estarem presentes no mesmo polipeptideo facilita sua sintese e
regulagao. ' ' '

Karchi et al. (1994) observaram que o metabolismo de lisina, sintese
e catalise, foi regulado de maneira coordenada durante o desenvolvimeto
de sementes de tabaco. A atividade da LKR foi incrementada quando
houve um aumento do suprimento de lisina livre causado pela injegao
deste aminoacido nos frutos em desenvolvimento ou pela expressao de
uma DHPS bacteriana. Este aumento foi coordenado com o da expresséao
da DHPS sugerindo que os altos niveis de lisina estimularam a sintese da
LKR. Observou-se que a lisina que permanece na semente, apés o
decréscimo da atividade da LKR, ndo é acumulada devendo existir ainda
outro tipo de controle para o seu acumulo além de sua degradagao pela
" LKR.

Os dados da tabela de purificagdo das enzimas (Tabela Ill) mostram
que elas foram bastante sensiveis aos tratamentos que incluiram
incremento na concentragdo de sal dos tampdes, principalmente a
atividade da LKR. Durante a manipulagdo das enzimas purificadas
segundo Brochetto-Braga et al. (1992), observou-se que a fragao ap6s a
DEAE manteve a atividade da SDH e principalmente da LKR estavel por
muito mais tempo do que a mesma fragéo purificada segundo Markovitz et
al. (1984) (dados nao apresentados). Acredita-se que o tratamento com
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NaH2oPOy4, para abaixar o pH antes da preciptagdao com PEG, pode ser um
dos fatores responsaveis. Este tratamento pode alterar a estrutura da
proteina, particularmente quanto a atividade de LKR, que pode conter, a
exemplo da enzima de mesma fungdo em leveduras, residuos de cisteina
relacionados com sua atividade (Ogawa et al., 1979). Outra possibilidade
talvez mais provavel € de que alguma proteina, especiaimente associada
com a atividade da LKR, se dissocia da enzima durante o processo de
purificagdo. A detecgao de uma proteina de baixo peso molecular ap6s a
recromatografia em Superdex sugeriu essa hipbtese. Esperariam-se
encontrar, no perfil da recromatografia, somente proteinas de peso
molecular proximo ao da enzima, 260000. Observou-se na verdade um
pico com peso molecular aproximado de 240000 pouco antes das fragées
com atividade de LKR/SDH, mas apareceu um pico de proteinas de baixo
peso molecular (Figura 15), como ja havia ocorrido na cromatografia na
mesma coluna (Figura 14). Isto suporta entdo nossa teoria de serem elas
provenientes de uma dissociagdo da enzima, pois calculando-se a
diminuigdo do seu peso, estimado em 19000, do peso do dimero da
enzima, 260000, obtém-se 240000, como encontrado. Outros
experimentos seriam necessarios para comprovar a relagdo entre estas
trés proteinas e poderiam levar a novos dados sobre a regulagado destas
enzimas.

Sabe-se que varias enzimas em animais sao reguladas por uma
proteina denominada calmodulina e vem se buscando descobrir mais
sobre sua atuagdo em enzimas de plantas (para revisdo ver Roberts e
Harmon, 1992). Uma calmodulina de milho foi isolada e sequenciada
recentemente e apresentou uma alta homologia com calmodulinas de
plantas e de outros organismos (Griess et al., 1994). Seu peso molecular
foi estimado em 16812 e ela possui 4 sitios para a ligagdo de calcio, tendo
um pl estimado de 3,81. Uma proteina com estas caracteristicas seria
capaz de causar o deslocamento da forga ibnica como o observado nas
- cromatografias em Superdex (Figuras 14 e 15). Além disto, o tipo de
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ligagao que ela teria com a enzima e sua propria constituigao devem ser
bastantes sensiveis a variagdo da forga ibnica do meio. Isto e seu peso
molecular sugerem que a proteina de 19000 seja uma calmodulina.

A atividade da LKR foi sempre mais sensivel aos diferentes
tratamentos a que a enzima foi submetida. Por outro lado, em todas as
fragbes da purificagdo a atividade da LKR foi superior, cerca de 3,5 vezes,
a da SDH. Elas s6 se igualaram no ultimo estadio quando ambas as
atividades ja haviam sido bastante reduzidas. Uma hipétese interessante
seria a regulagdo da LKR/SDH, principalmente da LKR, por calcio-
calmodulina. Mostrou-se recentemente que ao contrario das suspeitas
anteriores, nenhuma das trés isozimas da AK de milho estdo sob
regulagdo de calcio e calmodulina (Azevedo et al., 1993c). Resultados
preliminares, nao apresentados nesta tese, mostraram que a LKR, mas
nao a SDH, é sensivel a EGTA, e é ativada por célcio e por calcio-
calmodulina.
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7. CONCLUSOES

1. As atividades de LKR e SDH sao responsaveis pelos dois
primeiros passos da catdlise de lisina no endosperma de milho em
desenvolvimento. ‘

2. A LKR atua condensando a lisina e o aKG em sacaropina. Seu pH
6timo de atuagdo é 7,0 e ela utiliza exclusivamente o NADPH como
cofator. :

3. A SDH atua hidrolizando a sacaropina, formada pela agao da LKR,
em acido glutadmico e a-aminoadipico-3-semialdeido. Tem pH 6timo acima
de 9,0 em tampéao Tris-HCI. A enzima utiliza preferencialmente o NAD
como cofator podendo também utilizar o NADP.

4. A SDH nao é retroinibida por seus produtos finais, acido glutamico
€ a-aminoadipico-8-semialdeido, nem pelos substratos da LKR, lisina e
oKG.

5. A atividades de LKR e SDH em endosperma de milho em
desenvolvimento fazem parte de um polipeptideo bifuncional.

6. Este polipeptideo bifuncional contendo as atividade de LKR e SDH
é endosperma especifico, nao ocorrendo no embrido de sementes em
desenvolvimento, nem nas raizes e no coleoptilo de plantulas.

7. O polipetideo contendo as atividades de LKR e SDH possui peso
molecular de 120000 em gel desnaturante e 280000 em filtragdo em gel,
devendo ser um dimero. '
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