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1. ABREVIATURAS UTILIZADAS

AMP o Adencosina monofosfato

ADP Adenosina difosfato

Asi . Arsenato inorganico
ATP | Adenosina trifosfato
CTAB_ | Brometo de cetiltrimetilamonio
GHA gama*glutamilhidfoxamato
“_ Gln - - Glutamina

Glu . Glutamato

GS ' _ Glutamina sintetase

HA ) Hidroxilamina

Ky, ' | Constante de Michaeliié

Pi - Fosfato inorganico

Tris - Tris(hicroximetil)amino metano

Vuax Velocidade méxima de uma reagao enzi

matica | -,




I. INTRODUGAOQ.

A glutamina (Gln) forma-se a partir do glutama
ta (Glu) pela agéo'da glutamina sintetase (GS) [L—glutamato:

amdnia ligase (ADP) E.C.6.3.1.2.] .

NH, + Glu + ATP ———> Gln + ADP + Pi
3 —

Esta reagdo & muito complexa e envolve duas ou
nais etapas intermediarias, sendo que, o gama-glutamilfosfa .
to funciona como um intermediirio ligado 3 enzima (MEISTER,

1968) .

ATP + Glu ————> ADP + gama-glutamilfosfato

De‘um modo geral a GS catalisa as seguintes

reagoes de sintese ou de transferéncia (MEISTER,1968):

, Mgz+
(1) Gln +.2DP + Pi -—> Glu + NH, + ATP
g 3
ADP, Asi b
{(2) Gln + H,O Aa GIu + NH
2 ~ ) 3
ATP (ADP)
(3) Gln + NH,-OH A GHA + NH
2 < _ 3
Pi, Asi

(4) GHA + ADP. + Pi ———— Glu + ATP + NH,-OH
ST )




{31 - Glu + ATP —— pirrolidone carboxilato + ADP + Pi

- A glutamina sintetase & encontrada no reino ve

éetal (eALDAS, 1970), no reino animal (RONZIO,1969; STAHL
et al.,1972;DEUEL et al.,1972; TATE et al.,1972; TIEMIER et
‘al.,1972) e em microorganismos (PALACIOS,1976; QﬁINTO et al
1977; RHEE et al.,1978)..

| A glutamina & um aminoadcido que tem um papel
fundamental na sintese de purinas, pirimidinas e aglicares-
aminados (MEISTER,19$2). Em microorganismos & fonte de a-
tomos de nitrogénio para a biossintese do triptofaﬁo {EDWARDS
et al.,1964), acido adenilico (BUCHANAN,1960), acido citi-

dllico (HURLBERT and?CHAKROBORTY,l961), glicosaminas (LELOIR

and.CARDINI,1953), histidina (NEIDLE and WAELSCH,1969) e
‘:_carbamilfosfato (PIE?RARD and WIANE,1964). Pode também ger
fonte de grupos.éminés para a sintese de alanina e glicina
(MEISTER,1962) através ae réagaes de transaminag¢des com pi
ruvato e glioxalato;:o alfa~amino-grupo da Gln & uma poten
cial fonte de nitrogénio'para sIntese de varios aminodci -
dos por mecanismos que envolvem reagoes de transaminagdes
especificas da Gln com alfa-cetodcidos (WOOLFOLK et al.,
1966) .

Em microqrganismos, essa enzima, além de catali
sar a formagao reversivel da glutamina a partir do gluﬁamg
to e ATP, catalisa ainda, a partir da glutamina, a formé—
cao do gama-giutamilhidrgxamato e a formagao do pirrolidone
catboxilato (STADMAN and GINSBURG;lQ?é ; RHEE and CHOCK ;

-1976) .




Muitos microorganismos apresentam alta adapta-

¢ao, possuindo eficientes e flexiveis caminhos metabdlicos

de interconversao dé_compostos nitrogenados, nos quais par °

ticipa a glutamina (WADE et al., 1971; SIMS and FERGUSON',
1974; FERGUSON and SIMS, 1974a; FERGUSON and SIMS,1974b).

*'A GS de microorganismos ocorre sob duas formas

a forma ativa ou livre e a forma inatsxva que & covalentemen

te modificada. A GS @ convertida de sua forma ativa, para
sua forma inativa, pela transferénqia de grupémentos adeni

licos do ATP para residuos‘espeéificos de tirosina em cada
uma das doze subunidades da enéima; para produzir derivados
covalentes adenilicos dos grupamentos hidroxilicos fendli-

cos da tirosina. A enzima pode ser também enzimaticamente

dééadeniladaipara sua forma ativa. Ambas, adenilagéo e de

sadenilagio da GS sdo catalisadas pela enzima adenil-trans

ferase (ATase)E.C.2.7.7.42 (RHEE et al.,1978).

A habilidade dessaATase para catalisar a reagao
mencionada acima & modulada por uma proteina regulatoria
P,y © efetorgs'matabﬁlicos como glutamina e alfa-cetogluta
,rato.(SEGAL et.al.,1974). Por outro lado, essa proteina -
P ; existe sob duas formas interconversiveis, a forma ndo

modificada P A que'estimula a adenilagao da GS, enquan+'

II
to que a forma uridinilada PIID é requerida para desadeni
lagao. A interconversao da PIIA e PIID envolve llgaggo co

valente da uridina monofosfato a residuos especificos da

tirosina da proteina_PII ou a sua remogio. A-reagaé de 1i

dagdo & catalisada pela uridil-transferase (UTase) e a de

desligamento pela enzima de remogac do uridil (UR) (HOLZER,

-




1969; MANGUM et al,l963;ADLER et al,1975;RHEE et el,1978)

Em Escheriéhia coli, a GS exerce primariamente’
uma regulagao em cascata através da adenilagido e desadenila
cao (SHA?IRO et al.,1967; HOLZER,1969). O AMP exerce retro
inibigdc alostérica sdbre a enzima pelo fato de cada uma I
das doze subunidades idénticas da_glutémina sintetase pos
sam sef adeniladas. Essa enzima parece ser uma das mais
complexas de todas as enzimas regulatérias ja estudadas
' (MECKE et al., 1966;KINGDON et al, 1967a; KINGDON et al.,
1967b; SHAPIRO and S%ADMAN, 1968 ; HOLZER,1969).

E possivel separar-se por eletroforese de focg'

lizagdo as duas formas de GS ,isto.8, a adenilada e a desa

denilada em Rizzobium japonicum (DARROW and KNOTTS,1977)

e em E. coli (RHEE et al., 1978). A GS de E. coli & consti

" tulda de doze subunidades idénticas, cada uma com um peso

molecular de 50 mil, arranjadas em duas cadeias héxagonais

(WOOLFOLK et al., 1966). O Bacillus caldolyticus também a-

presenta a GS com um peso molecular de 600 mil, constituida
por doze subunidades idénticas com peso molecular de 50 mil
(WEDLER et al., 1978).

Em Neurospora crassa a glutamina e ceonsiderada

como um catabolito.final do metabolismo de certos aminoaci,
dos e um precursor para a biossintese de varios compostos

e mesmo macromoléculas, incluindo, proteinas, acidos nuclei
cos e.polissacarideos. O peso molecular da GS desse fungo
& de 390 mil (PALACIOS,lQ?&); ainda em N. crassa demonstr@gl

-8e que, quando o fungo cresce em meio ‘cuja Unica fonte de

nitrogénio & o glutamato, a concentragao de GS & muito alta,




e & baixa quando a glutamina esta presente no meio de cul
tura (QUINTO et al.,1977).

As glutaminas sintetases dos tecidos animais
que sao proteinas de menor peso molecular e com menor nime
ro de subunidades, parecem ndo apresentar um mecanismo re
gulatdrio tao complexo como a apresentada pela de E. coli
(RONZIO, 1969; DEUEL et al., 1972; STAHL et al., 1972;

TATE et al., 1972; TIEMEIER et al.,1972a;TIEMETER et al.,
1972b) . |

A GS de flgado de rato & constituida por oito
subuniaades, cada uma com um éeso molecular de 44 mii. A
enzima & ativada pelo alfa—cefoglutarato na éresenga de
Mg2+ e Mn2+ e & inibida por glicina, L-alanina, L-serina e
carbamilfosfato, sendo que este Gltimo 45 inibe na-presénga
~de Mn2+ ( TATE et al., 1972 )£ sensivel a inibidores como
histidina e altas'conéentragaes de glutaﬁina, na presenga
de Mn2+; os efeitos inibitdorios sao maiores guando a con-
‘centragﬁo de gluﬁamato & limitada durante o ensaid; o alfa
cetoglutarato e citrato podem ativar ou inibir dependendo
da. concentragdo dos cdtions divalentes Mgz+ ou Mn?* presen
tes durante o ensaio, sugerindo uma interagdo entre cigde
tions divalentes, enzima, substrato, inibidor e ativador
{(DEUEL et al.; 1972) o

Em figado de hamster a enzima apresenta ﬁm'peso
molecular de 335 mil e consiste de oito subunidades cada
uma com um peso molecular dé_42 mil, sendo que a alanina e

serina sdo inibidores n3o compet ‘tivos em relagao ac gluta

mato e & ativada por alfa-cetogl: tarato (TIEMIER,1972a).




J& para cérebro de porco, essa enzima apresenta
peso molecular de 370 mio e & constitulda por oito subuni-
dades identicas, cada uma com peso molecular de 46 mil, sen
do que essa GS pode ﬁtilizar igualmente 08 iéémeros D e L
do glutamato e também o 2-aminocadipato, o 2-amino-3-metil-
giutamato e o acido é—aminopimélico como‘substratbs (STAHL
" and JAENICK, 1972).

Na regulégéo do metabolismo da amdnia e do glu
tamato a GS desempenha um papel_importantissimo, pois a in
terconversao metabélica da Gln em Glu, e vice—versé, esta
intimamente relacionéda com varias reacdes de transaminass
¢oes que ocorrem nas{células,‘reagﬁes essas importantissi-
mas para a biossinteée de certos aminodcidos e também como
via do catabolismo de amino grupo de aminoacidos. A gluﬁami
na & ainda importante prindipalménte, paré animais predomi
nantemente amoneotélicos, como fonte de amdOnia urinaria _*
através de reagao catalisada pela GS no sentido de transfor
macac da glutamina eﬁ glutamato e améhia.

Pelo menbs trés métodos tem sido descritos pa-
ra detectar-se a atividade enzimatica da GS. 0 primeiro &

medir-se o fosfato proveniente da quebra do ATP, que somen

te pode ser aplicado em extratos livres de ATPase ou ou-
tras enzimas que utilizam o ATP; o segundo baseia-se na deé

terminagﬁo direta da glutamina formada, contudo, o  mais

importante deles & o terceiro método que tem sido utiliza-
do pela maioria dos autores que tem estudado a atividade
da GS, de varias origens, através da formagao do gama-gluta

milhidroxamato catalisada pela GS a partir da reagao entre




ou glutamato ou glutamina com hidroxilamina, segundo as re

agbes abaixo (MEISTER,1968):

Glu + ATP + NH,-OH ——= GHA + ADP + Pi
pp——

2
ATP ou ADP
Gln + NH,—OH ——— > GHA + NH.
2 " 13
Pi , Asi

A GS, sendo uma enzima regulatdria importante
no metabolismo de amdnia e sendo largamente distribuida, en
contrada em animang vegetais e microorganismos, decidimos
investigar a atividade dessa enzima na regulagéo do metabo
lismo de amdénia em figado de anfibios, visto que, esses ani
mais durante a metamo;fbse, de um modo geral{ passa de uma
- fase aquatica e amoneotélica para uma fase terrestre e pre
dominantemente ureotélica, sofrendo um numero ernorme de
alteragdes morfoldgicas e biogquimicas (COHEN,1970).

Todavia;'apesar de inﬁmérasﬁtenﬁativas de lo=
calizar a glutamina sintetase em figado ou.coragéb tanto de

girinos como de addthS'de varios anfibios como: Bufo parac-

nemis,;Rana cateSbei&na e Ambistoma mexicanum, até o presen
‘te, nao fol possivel detectar lessa enzimé nesses animais
através da formagao do gama-glutamilhidroxamato. Devido a
esse fato, nos propusemos a estudax a GSatravés daiformagéo‘
do‘gama-glutamilhidrokamato de varios 6rgaos de diferentes

animais como: cobra, pomba e rato com a finalidade de estu

darmos varios aspectos da reagao enzimatica, podermos avali

ar a possibilidade de se conseguir um método mais sensivel



que pudesse identificar a glutamina sintetase em anfibios,
bem como investigar se em certos Orgaos de outros animais
também encontrariamos dificuldades de se detectar a GS atra
vés_da.formagao de GHA. |

Nesta Tese, estudamos a atividade da GS de flga
do, bago, rim e coragao de rato; figado e coragdao de anfia
bios; flgado e coragao de pomba e figado de cobra através
da formagio do GHA a partir da rea§éb entre a glutamina e
hidroxiiamina. Determinamos o pH 6timo.dessa reacao, para
GS proveniente de flgado de.rato e figado de pomba, o efeil
to da concentragdo de hidroxilamina, o efeito da concentra
¢ado de arsenato, o efeito de varios Ions, particularmente,
o efeito da‘concéntfagéo de Mn2+ e ainda determinamos

os valores de K, aparente e V para a glutamina das en

M
zimas estudadas na presenga de diferentes concentragoes
2+

max

de Mn




II. MATERIAIS E METODOS

2.1._Materiais

Foram obtidos da firma Sigma Co.{(U.S.A.) os
sequintes reagentes: glutamina, hidroxilamina, Tris (hidrg
ximetil) . aminometano, soroalbumina bovina e brometé de ce
tiltrimetilamonio (CTAB}. Os demais reagentés usados foram
de pureza analitica;

As hdmogeneizagBes.foraﬁ efetuadas em homo-
geneizador tipo Omni—mixer da Sorvall, modélo 7656 e as
centrifugacdes em céntrifuga RC-2B da Sorval refrigerada e
as leituras fotocolorimétricas no colorimetro Turner modé
lo 330.

Os ratos e pombas utilizados neste trabalho

foram obtidos em nosso biotério; as cobras (E@%;EQES; mo-

destus) foram coletadas em uma lagoa situada na &rea da

UNICAMP; os anfibios usados foram : Rana catesbeiana, crig

da no municipio de Jﬁndiai, Sao Paulo; Bufo paracnemis, co
letadas no municipio de Itapira, S3ao Paulo e Ambistoma me-~

xicanum, da cidade de Xoximilco, México.

2.2. Métodos

2.2.1. Dosagem de proteinas

As proteIhas foram determinadas pelo método

de LOWRY et al. (1951) utilizando-se soro albumina bovina
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como padrao.

2,2,2, Preparag3o do extrato bruto (EB)

No caso dos anfibios, os flgados e coragodes
eram obtidos apds desmedulacac dos animais; no caso de fi-
gado e coracgdo de pomba, de fIgado de cobra e de £igado,
‘bago e rim de rato, os Orgaos eram obtidos apds decapita—
c3o dos animais. Os Orgaos retirados dos animais foram co-
locados imediatamente em solucdo de cloreto de sédio 0,155
M pH 7,0, ajustado com Tris, e em seguida foram picados e
lavados com a solugdo de cloreto de sbdio, até se conse-
guir uma solugdc de lavagem praticamente sem hemaceas. A-
pds esse processo os Orgaos picados foram ' ‘homogeneizados
com solugéo.de brometo de cetiltrimetilamdnio (CTAB) 0.1%,
na proporgao de 3ml de solugéo para cada grama de Orgao,no
omni~mixer durante 1 minuto, em rdtagEo'méxima (aproximada
mente 16000 rpm), a temperatura em todo o processo foi mag
tida entre 0 - 4%, ApSs a homogeneizacdo, a suspensaoc ob-
tida foi submetida a uma centrifugagdo a 12100x g/10 minu-
tos/OOC, apds o quekozprecipitado foi descartado e o sobre
nadante passava a ser o extrato bruto (EB) e se usado iﬁe—
diatamente mantinha-se a 0 - 4% ou entao armazenava-se a
- 15% , contudo a maioria dos EB por nds obtidos, nao
conservavam por muito tempo a atividade enzimitica da GS,

mesmo conservados A temperatura de —lSOC.
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2.2.3. Determina¢8o da atividade enzimatica

0 método uﬁilizado em nosso trabalho esté
bﬁseado no descrito por SHAPIRO E STADTMAN (1970}, com mg
dificagdes introduzidas nessa tese, atravds da  formadao
do gama-glutamilhidroxamato (GHA) mais amdnia, a  partir
da reacao entré‘glutamina e hidroxilamina, catalisada pe-
la GS como uma transferase, substituindo o grupamento -NHj
amida da glutamina pelo radical -NH-OH.

Nas réagﬁes gerais, as conceﬁtragSes finais
dos reagentés foram as seguintes: Gln 75mM; arsenato de
sbdio 50mM; hidrbxilémina 40mM; cloreto de manganés 50mM;
o tampdo utilizado foi Tris 0.1M pH 7.5, ajustado com &ci
do acético. Cada um dos reagentes foram preparados em so-
lugao~estoque individual em uma concentracdao  apropriada
- para qﬁe quando adicionados no meio de reacdo pudéssemos
obter as concentragaés finais acima expressas. Na mistura
dos reagentes, & muito impOrtante observar a seguinte or-
dem de adigdes: Gln, Asi, HA e MnCl,, viétb que, alteran-
do essa ordem obtIinhamos atividade enzimatica nula. O vo-
lume final da incubagdo enzimitica foi de 1,0ml. A reacdo
foi iniciada pela adicao de EB a ser estudado, numa solu-
c3o dos reagentes acima mencionados; apds incubagao a 37%
C por 10 minutos, interrompiaﬂse a reacao pela adicdo de
0.5 ml de uma solﬁgéo‘de TCA.4% —‘FeCls 3,2% em HCl 0,5N.

Apds o encerramento das reagdes, os preci-
pitados foram descartados por c:entrifugac;éo emn uma c-'entr_i_
fuga Eppendqrf,-a 13000 rpm/2 minutos, a temperatura am-

biente. O sobrenadante (1,5 ml) foi diluido em igual volu
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"me de agua destilada. A quantidade de GHA produzida duran
te a reagaoAdoi determinada pela intensidade de coloragao
formada pelo GHA na presenca de ret3 en meio acido, medi-
~da pela absorcgio de.luz de comprimento de onda  igual a

500 nm (Asponm) -

2.2.4. Definigdo de unidade de GS

Expreséamos neste trabalho por 1 U.A. (uni
dade absoluta arbitﬁéfia) cada milésimo de ASOOnm corres-
pondente ao GHA produzido em 10 minutos de reag¢ao a 37%.

A atividade especifica (A.E.)} corresponde

ao namero de U,A./mg de prqteina do EB gue contém a enzi-

ma estudada.
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ITI. RESULTADOS

3.1. Efeito do ADP sobre a atividade da GS

'Nesta tese determinamos a atividade enzimé

tica da GS, exclusivamente, através da reagao:

Mnt2, Asi,

Gln + NH_-OH ¥ ~glutamil hidroxamato + NH,

2

Virios autores utilizam esta reagéo e esw-
tudos sobre GS, usando o ADP como co-fator necessirio pa-
ra a reagao. Entretanto pudemos demonstrar que o ADP & ab
solutamente dispensdvel na reacgdo catalisada pela G$ de
figado, bago e rim de rato, de figado e éorag&o de pomba,
e de figadc de cobra, visto que, éncontramos, particamen-
te a ﬁesma atividade especifica para ecada enzima estudada,

na auséncia ou presénga de ADP 0.8mM (Tabela 1).

:3.2: Efeito do Qg

élutamina sintetase de figados de rato .e
pomba apreséntaﬁ um pH &timo entre 7,0 e 7,5. No pH 6,0 a
atividade enzimftica é'praticamente reduzida a 50% em re-
lagao a encontrada no pH Otimo. Em pH abaixo de 4,5 a ati

vidade & praticamente nula (Figura 1)

3.3. Efeito de diferentes Ions divalentes sobre a ativida
de da GS

) . .
A formagdo do gama-glutamil hidroxamato ca
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TARELA 1, Efeito do ADP sdbre a formagao'do GHA ca- -

talisada pela GS de figado, hago e rim de rato; fi-

_gado e coraclo de pomba, e flgado de cobra.

Atividade especifica (2)

com ADP 0,8 mM

Orgéo (1) —

: gem ADP
Fr 483 (£24)
Br 398(123)
Rr 216 (f11)
- Fp 472 (f24)
Cp 455 (¥19)
Po 738 (£36)

497(*26)

389 (*27)

222(+13)

487(124)
448 (X25)

719 (%£39)

(1} Pr, Br e Rr representam GS de figado, baco

(2}

5

rim de rato respectivamente; Fp e Cp represen=

tam a de figado e

gado de cobra.
Atividade especifica representa ¢ niimero de u-
nidades arbitririas da reacdo enzimdtica

mg de proteinas :do ER. Em cada ensaioc as

coracao de pomba; Fc a de f1

por

concen

tragoes finais dos reagentes foram: Gln 75mM;

Asi 50mM; HA 40mM; MnCl
tato 0,1M pH 7,5

riais e Metodos).

50mM e tampao Tris-ace
(Outrds detalhes ver em Mate—




-

:

Atividade especifica(UA/mg)
-

,

FIGURA 1 - Efeito do pH sdbre a GS de figado de pombo ( e-wwe )
e de figado de rato ( o=o0 ). As concentragoes finais dos
reagentes foram: Gln 75 mM;Asi 50 mM; HA 40 mM; MnCl, 50 mM,
o tampao utilizado foi acetato-icido acdtico 0,1 M pfra os
pHe 4,0 a 5,0; para os pHs 5,5 a 7,0 foi o tampéo imidazol
0,1 M e para os pHs acima de 7,0 utlllzamos tampao Tris—-ace

tato 0,1 M.




talisada por GS de figado, bago e rim de rato & absoluta-

-mente dependente do Ion Mn*? o este ndo pode ser substitul

‘ +2 +2 +2.
do por outros Ions divalentes como: Mg °, Co °, Fe e

ca™® (Tabela 2)

TABELA 2. Efeito de cAtions divalentes sohre a ativi-
dade da GS de filgado, baco e rim de rato. '

Cation Atividade especifica (1)
divalgnte flgado | baco rim
MnZt omM 0 0 | 0
Mn2t 5mm 220 | 172 - 86
Mn2* 50myM ‘580 320 158
Mg SﬁM 0 | | 0 0
MgZ* somM 0 0 - 0
co?t smm © 0 0 0

* co?t somm o 0 0
Fe?+ SmM o 0 0
re’’ 50mM 0 | 0 0
ca?t smu U 0 | | 0
ca®t 50mm 0 0 0

(1) Atividade especIfica representa o nimero de unida
des arbitrdrias da reagao por mg de proteinas do
EB (ver Materiais e Métodos). Em cada ensaio ' as
concentragdes finals dos reagentes foram: GCln 75
mM; Asi 50mMy; HA 40mM:; MnC12 50mM e tampao Tris
acetato 0,1M pH 7,5.

~ 3.4. Efeito da variacao da concentracido de Mn+2 sobre _a
atividade da GS |

“Pudenos demnnstrar para. todas as qlutamina
sintetases dos diferentes drqios de animais, por nds estu

~dados, que as enzimas 830 sensiveis & quantidade total de
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™2 existente no meio de reagdo. Verificamos que na auseén

cia do Ion, a reag@o enzimitica ndo ocorre e ha presenga
de éoncentraéaes de mn*? desde 0,lmM atd 50mM a reagdo ‘é
estimulada; embora concentragaes de Mn*? a partir de 10 mM
causassem a formagﬁo de um precipitado provavelmente de ar
senato de manganés. Demonstramos ainda que concentracdes
de Mn+2 superiores a 50mM causaVam‘uma acentuada inibicao
 da reacdo enzimatica. |

Devido & formagao do precipitado acima refe
rido, todas as nossaé indicacgoes de_concentragéo de ion
mn*? a partir de 10mM ndo expreSéa necessariamente a quan-
tidadé real de Mn+2 édlﬁvel, mas sim a quantidade total do
fon existente no meié de reagao

Assim; GS de figado de rato apresenta um au

\7 mento de cerca de trés vezes quando na presenga de Mn+2-50

nM em relacao a.ativgdade da enzima na preseng¢a de Mn+2
ImM (Figura 2}« Para GS de baco (Figura 3-a) e de rim (Fi-
gura 3-B) de rato observamos um fa£0 semelhante ao observa
do com GS de figado de rato. Da mesma forma pudemos demons
trar efeito andlogo de concentragbes de un*? sobre.a étivi

dade de GS de flgado de cobra (Figura 4) e de figado (Fiqg-'

ra 5-3) e coragac (Figura 5-B) de pomba.

3,5. Efeito da concentracdo de arsenato (Asi) sobre a ati-
' vidade da GS |

Estudamos.o efeito da concentragao do. Asi, =, \ 

sobre a atividade espééifica da GS de figado, bacgo 'e. rxm

de rato e verificamos que o Asi & indispensavel para a.reg_
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Atividade especificall.A/mg)

Ao
[Mr J(mM)

FIGURA 2 - Efeito da concentraqao de MnCl. sdbre a atlv1dade
especifica da GS de figado de rato. As %oncentragoes finais
dos outros reagentes foram: Gln 75 mM; Asi 50 mM; HA 40 mM e

‘tampao Tris-acetato pH 7,5. '




19

-

£

and

Atividade especitica({U.A/mg)

o d——t———d———o
| [Mnr](mM)_

FIGURA 3 - Efeito da concentragao de MnCl, sObre a atividade
espegifica da GS de bago (A) e rim (B) d% rato. As concen -
tragoes finais dos outros reagentes foram: Gln 75 mM; Asi
50 mM; HA 40 mM e tampao Tris-acetato pH 7,5.
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Atividade especitica(U-A/ma]

bt
[Mr Jerm)

FIGURA 4 - Efeito da cbncentragao de MnCl. sdbre a atividade
especifica da GS de figado de cobra. Y concentragoes fi -
nais dos outros reagentes foram: Gln 75 mM; Asi 50 mM; HA 40

mM e tampao Tris-acetato pH 7,5.
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(U.A/mg)

o

-
b
-

53
S

Atividade eSpecnfiea

i EEa— 0 50—
D o,
[ Jemm)
acdo de MnCl, sdbre a atividade

(B} de pomba. AS
Gln_75 m;

FIGURA 5 — Efelto da concentr
especifica da GS de figado (A) e coraga
concentragoes finais dos outros reagentes foram:
Asi 50 mM; HA 40 mM e tampao rris-acetato pH 7,5.
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cao énzimética, pois quando nao temos o mesmo meio de rea
gdo a atlvidade especifica da GS & nula. Quando aumenta-

nos a concentrég&o de Asi temos aumento gradativo da ati-
vidade enzimitica, atd 40mM, concentragbes superiores a

40mM provoca idénticos estimulos 3 reacgdo (Figura 6).

3.6, Efeito da concentracdo da hidroxilamina (HA) sobre a
atividade da GS S

Invesﬁigando—se o efeito da concentragdo
da HA sobre a atividéde_especifica da GS de fiqado (Figu-
ra 7), rim (Figura B%A).e baéo (Figura 8-B) de rato, pude
mos demonstrar que aﬁmenténdo-se a conentra¢ao de HA, gra
dativamente, verifica-se também um aumento gradual da ati

vidade enzimdtica, sendo que a concentracdo & de 40mM pa-

ra todos os Orgaos de rato estudados e concentracBes supe
riores a esse valor, causaram uma parcial inibicdo da en=

zima (Figuras 7 e 8).

3.7. Efeito da concentracdo da Gln sobre a atividade enzi-

‘matica da GS na presenca de diferentes concentrages

+ - Ld . L
de Mn” . Determinacdo do Km e Vmax das reacdes

Estudamos o efeito da variac8o da velocida
de enzimatica, causada pela variagdao da concentragdo de
Gln em diferentes concentragdes de Mn+2. Determinamos é
atividade especifica da GS de figado (Figura 9-A); bacgo
(Figura 9~-B) e de rim (Figura 9-C) de rato e observamos
que auméntando a concéntr&gﬁo de Glh ocorre um aumento da

atividade enzim3tica, & vezes, como notamos para figado
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:

:

Atividade espec ffica(U-A/mg)

B
-]

et
[Agi] (mM)

FIGURA 6 - Efeito da concentragao de Asi sObre a atividade
especifica da GS de figado { o——o0 }; bago (x — x ) e
rim ( e——e ) de rato. As concentragoes finais dos outros
reagentes foram: Gln 75 mM; HA 40 mM; MnCl2 50 mM e tam -
pao Tris—acetato pH 7,5.
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8
¥

2001

Atividade especisica(U-A/mg)

G 30 5 80 &
~ [HAlmM)

FIGURA 7 -

100

Efeito da: concentragao de HA sObre a atividade

especlfica de GS de figado de rato. As concentragoes fi =
nais dos outros reagentes foram Gln 75 mM; Asi 50 mM; M-nCl2

50 mM e tampao Tristacetato pH 7,5.




-
3

Atividade especs'fica(U~A /mg)

FIGURA 8 - Efeito da concentracdo de HA sdbre a. atividade
especifica da GS de rim (A) e de bago (B) de rato. As
concentragoes finais dos outros reagentes foram: Gln 75
mM; Asi 50 mM; MnCl, 50 mM e ramp3c Tris-acetato pH 7,5.
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5001

"
400]. - / _ ‘/’QOmM_
300} _ / / e 5mM

200

1ok

300 / - =
' —"*20mM
200 . /.,--/'/. ol
/-/" MM
100 y/,/'::ifr’ T 80mM |

200 ‘ / o | . i
. " "20mM

Atividade especifica(U.A /' mg}

ool .//,/0 - __%:SmM
/_/;’:/.~ﬂ ¢ BOmM |
méggfﬁ:: :
5 % ~—4b B 53 700
[Ginl(mm)

FIGURA 9 - Efeito da concentragao da Gln sObre a atividade
especifica da GS de figado (A),bago(B) e rim (C) de rato
na presenga de diferentes concentragoes de MnCl,, como in
dicadas na figura. As concentragoes finais dos %utros~re§

" gentes foram: Asi 50 mM; HA 40 mM; MnClz-SO'mM3é tampaso
Tris—acetato pH 7,5. ' :
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(Figura 9-A) e rim (Figura 9¥C) de rato , concentracGes su
periores a 80mM de Gln causam inibicdo da atividade enzimé
tica. A partir dos resultados obtidos na Fiqura 9 calcula
nos através da equacao de Lineaweaver-Burk, os valores de
Km e Vmax para figado (Figuré 10-3); ba@o‘(Fiqura 10-B)  e
rim (Figura 10-C) de rato cujos valores estao expéstos_ na
Tabela 3. |

Na Pigura 1l demonstramos o efeito da con-
céhtraééo de Gln em diferentes concentracoes de Mn2+ para
cqragab e figado de pomba, observamos gue concentragao su-
perior a 80mM de Gln em concentracdo de 5mM de Mn*? ocorre
diminuigao da atividéde enZﬁhética. A partir dos resulta-
dos obtidos na Figuré-ll calculamos através da equacao de
Lineaweaver-Burk os ﬁalores de ¥m e Vmax para GS de cora-
g¢ao (Figura 12-3) e figadof&Fiqura 12-B) de pomba cujos va
lores estdo expostos na Tabela 3.

Por oﬁtro lado, na Figura 13, de maneira ég
melhante, estudamos efeito analogo, para figado de cobra e
da mesma maneira a partir dos dados'obtidos, calculamos a-
través da equacdo de Lineaweaver-Burk os valores de Km e
Vmax para GS de figado de cobra(Figura 14) cujo valor estd

exposto na Tabela 3.
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(ﬂtividade especifica)J {x10?) (U.A/mg)’

[Gind (i) € x107 )

FIGURA 10 - Dupla-reciproca da variacdo da atividade especifica
da G5 de fligado (A), bago (B) e rim (C) de rato, em funca o
da variagao da Gln, na presenga de diferentes concentragoes
de MnCl,, como indicadas na figura. As retas foram obtidas

’ .
pelo mé%odo dos minimos quadrados a partir dos pontos expe-
rimentals mostrados na Figura 9 .
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FIGURA 11 - Efeito da concentragdo da Gln sdbre a atividade
especifica da GS de coragao (A) e figado (B) de pomba, na
presenga de diferentes concentrcoes de MnCl., ecomo indicado
na figura. As concentragées finais dos outrds reagentes fg
ram : Asi 50 mM; EA 40 mM;.MnC1250 mM e tampao Tris-aceta-
to pH 7,5. o : ' .




(Atividade especigica) '(x10* ) U

4 6

| [csm]'1 (mM)™ (x10?)

FIGURA 12 - Dupla-reciproca da variagdo da atividade &
ca da GS de coragao (A) e figado (B) de pomba, em £
variagao da Gln, na presenga de diferentes concentr
MnClz,como indicados nas figuras. :AS-retas-ff”“~
pelo“método dos minimos quadrados a partir
rimentais mostrados na Figura 11 '
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Atividade especifica{U.A/mg)

FIGURA 13 - Efeito
especifica da
tes congentr
centragoes fina:

40 mM; Mn012 50
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FIGURA 14 - Dupla rec1proca da varlagao da atividade especifi
ca da GS de figado de cobra, em fungao da variagac da con-
_centragao da Gln, na presenga de diferentes concentrgbes de
MriCl como 1ndicados ha figura.l3. As retas foram obtidas
pelo metodo dso mlnlmos gquadrados a partir dos pontos experi
mentails mostrados na. rigura 13. '
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IV, DISCUSSAQ.

A glutamina sintetase catalisa a seguinte rea=
¢ao metabdlica reversivel:

G8

(L) Glu + NHy + ATP - =~ Gln + ADP ++ Pi
: < '

L2+ 2+

Mg?' ou Mn?
Além desta reagdo cldssica a GS pode apresentar outras ativi
dades cataliticas estas incluem a formagao do gama-glutamild
hidroxamato quando amdnia & substituida por hidroxilamina

( reagdes 2 e 3); a arsendlise da glutamina | reacao 4 ) e a

formagao de pirrolidone~carboxilato ( reagao 5 ):

(2) Glu + ATP + NH.-OH -—————> GHA + ADP + Pi
2 T ]

ATP ou ADP

(3) Gln + NH,0H = >~ GHA + NH,
Pi , Asi
(4) Gln + HZO 5 Glu + NH3
(5) Glu + ATP : pirrolidone carboxilato + ADP + Pi

Segundo MEISTER (1968) os nucleotideos s@o reque
ridos para todas as reagoes catalisadas pela GS, o requerimen .:

to para nucleotideos & estequiométrico para as reagdes 1, 2

e 5, mas somente pequenas quantidades de nucleotideos sao ne-

O RIGAMM®
CaBLIOTECA EENTR A
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‘cassariqs paxa as.oﬁtra xea¢@ES. P&ta Gs de E~ coii;ta@—

to o ATP como o ADP. na cancentragao de 2,5 x 10 =7 M pro
duz uma ativagao. da atividaée enzimatica (WELLNER and
MEISTER,1966) e foram encontrados valores do Ky aparente
da enzima para ADP e ATP como sendo respeeﬁivamEnte 4,0
x 1077 e 3,6 x 10 4M (WOOLFOLK et al.,1966).

No entanto demonstramos que para as glutaminas =

-~

sintetases extréidas de flqado, bago e rim de rato; figad@.
e coragac de pomba e figado de cobra a presen@a do ADP e abso
lutamente dlspensavel, assim todos Os ensaios mostrados

nesse trabalho foram‘reallzados na auséncia desse nucL@@tli
dec. Esse resultado poﬁe sugerlr que a GS de orlgem anlmal

tenha um comportamento diﬁenente en rela@a@ a. de~m1@r0@@ga~ o

nismos, quanto a depéndenc1a de ADP na reagao en21mat1

Neste trabalhc @Etectamos a at1v1dade de todas

as glutaminas sintetases por nos estudadas através da far—'"

&N
magao de GHA a partir da Gln e HA na presenga de an @'Esl
como esquematizado abaixo:

2% N
Gln + HA _Asi Mn 'GHA + NH,

Encontramos para essa reacgao um pH otime em
torno de 7,5, determinado para GS de figado de rato e figgr
do ‘de rato e figado de'pomba. Esse valor € comparavel dom

os ja descritos para GS de outras origens, como a de figa?

do de hamster cujo pH otimo esta entre 7 3 a 7 8 (TIEMEIER
e MILMAN, 1972a) e para a d@_l}

entre 7,3 a 7,7 (WOOLFOLK et al.,1966).
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A\reag&oignziméticé, por nos Qstudada, catali-~
sadapela.GS-é-absolutamente dependente de Mn+2. Outros i-
ons divalentes como: Mg+2, Ga+2, Co+2, Fe+2 nao substituem
O Mn+2, no entanto,fcgm'micﬁOorganismos foi demonstrade que

o] Mn+2 pode ser substituido.por alguns autros ions ddvalen-

tes, embora sejam menos eficientes. Dessa forma para GS de

_Bacillus subtilis o;Mn+2 pode ser substituido pelos seguin

tes ions em ordem decrescente de ativagao: Cu+2; Cofz;“Ni+2
Fe+2, Ca+2, Ba+2 (Déuel an Stadtman, 1970). Nesse sentddo

procuramos determin&r qual seria a concentragao 6tima-dé
Mn+2 como ativador ia reagdao enzimatica. Para todas as GS
estudadas demonstraﬁos'que a ooncentragap de 50 mM & a que
mais esﬁimula a enzima, e concentracoOes superiores & essa
causam uma acentuada inibigac, entretanto, concentragdes de
Mn+2 acima de 10 mM presentes no ensaio de reagao provo-
cam o aparecimento dé um precipitado, provévelmente de ar-
senato dé.mangaﬁes, que nao ‘interfere, aparentemente,._na
: 2

reagdo, visto gue demonstramos que na presénga de Mn 50

mM a atividade e cerb? de tres vezes maior do que na pre-
seﬁ%é‘de 10 mM.‘Dess§ forma todas as concentragoes de'Mh+2
a partir de 10 mM nao expressa necessariamehte‘a gquantida-~
de real de Mn+2 soliivel, mas sim a quahtidadg do 'ion exis-
tente no meio de reaé&o. |
Baseando nesses resultados ufiliZamos nos en-
salos para determinar atividade da GS a concentragao de
50 mM e verificamos que se uﬁs&ssemés concen‘tragaes‘-_-af‘:baa';_xq_ :'

de 10 mM, GS de certos Orgdos como do.rim e bago de rato
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que passuem menofes-quantidades de enzima_apfesentari&m
uma atividade muito baixa e em alguns casos poderia passar
despercebida,

Estudando atividade da GS para figado,_bagé e
rim dé rato demonstrgmos qué_o arsenato e hidroxilamina 55@7
também reqﬁeridos para.a_reagﬁo, no entanto observamos éue
o aumento da conCEntragio de Asi at& 40 mM causam um aumeh
to da atividade en21matica e concentragoes acima dessa ate'
100 mM { nao foram estudadas concentrag@es superlores)cau-_
sam idé&nticos efeltos sobre a atividade enzimatlca igual
ao causado pelo Asi 40 ™M, Por outiro lado o aumento da con
centraqao de HA até 40 mM causam aumento da atividade enzi
lmatica, porém concen?rag@es acima desta causam uma pareial
inibicao _:

Shapiro é‘stadtman (1970} determinam a ativida
de de GS de E. géii,futilizando_as seguintes concentragoes
dos reagentes, péra é;formaqao do' GHA: ADP 0,8 mM, Gln 60
mM, arsenato de pot&ésio 40 mM, hidroxilamina_125 mM e
MnCl2 6 mM. Nesta Tese estabelécemos gue as melhores con=
centragoes dos raagen@es, pata a mesma rea¢ac e dispensan-
do-se o ADP por razdes ja expostas, $do as Seguintes: -Glﬁ
75 mM, Asi 50 mMﬁ HA 40 mM e MnC12 SO‘mM. Dessa forma, pe-
lo menos, para a% GS aos'animais_estudados, &s concentra-
¢goes dos xeaéentés p;éposta por aqueles.autétés impiicariﬁﬁ-

numa determinagdo da atividade enzimitica, no minimo, trés
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fo paracnemisL Rana catesbelana (girinos e adultos) e Am-

“bistoma mexicanum nas nossas gondigées, foi impdssivel de-
tectar a atividade'dafenzima nesses animais., Do mesmo modo
também nao.conseguimos-detectar GS em cora¢ac de rato.
Conﬁudo n%o estamos ainda convencidos de que
nao existifia GS néssgs animais,.visto-que a mesma € am-
plamente distribuida, sendo encontrada em vegetais, mi-
croorganismos é,énimais. Uma.das.hipéteses provaveis pa-
ra explicar poderia ser uma incapacidade da GS daquelesr
animais de catalisareﬁ a reagao de formagﬁd do GHA ou
outra hipotese poderi@ ser a existéncia de inibidores da
enzima gque surgeriam ﬁurante_o proéesso de extracgao da GS.
A determﬁnagao dos valbres-de Ky aparente e
V. oax Para Gln da glut;mina sintetase de filgado, bagq'e rim
de rato; filgado e corﬁgﬁo de pomba e figado de cobra na pre
senca de diferentes cbncentragSes de M-n+2 mostrou que pro-
vavelmente para GS deium meémo drgao teriamoé um valor = de

K. & diferentes valores de Vm assim, éncontramos oS se-

M

guintes valores médios de K, aparente:

ax'

ORGAO Ky,
Figado de cobra 64,5
Figado de pormba 55, 8
Coragao de pomba 39,8
.Figado de  rato 67,5
Béqo de rato 64,2
Rim de réto '120,4



39

Os valores de K, de GS de figado e bago de ra-

M
to s30 préximos, ehquanto que diferem muito da de rim, sen .
do que este & quasé © dobro. Este fato sugere que GS de di
ferentes 6fg50$ devam ser isoenzimas. |

A grande alteracgdo dos valores de Vyay © © va-
lor constante do Kyt para Gln enqontrados em diferentes con

2+, de cada GS estudada, sugere que a ciné

centragoes de Mn
tica das reagoes catalisadas por essas enzimas seria se-

melhante a observada numa inibig¢ao nao conipetitiva.
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V. RESUMO

A glutamina sintetase {L~glutamato:am6nia liga-
se (ADP) E.C.6.3.1.2.j, enzima regulatdria do metabolismo
do glutamato e da amdnia, € amplamente encontrada em vege-
tais, animais e microorganismos. Todavia nac pudemos iden
tificar a presenga da GS em coragao de rato ou em figado
e corag@o de varios anfibios. Lstudos foram efetuados so-~
bre alguns fatores que afeﬁam a atividade da GS como trans
ferase na formagao do gama~glutamilhidroxamato, a partir
da reagﬁd catalisada pela GS entre a glutamina e hidroxila
amina na presenga de Mn2+ e.arsenato. Foi demonstrado para
essa reagdo enzimatica gue o ADP nao & requerido quando se
ensaiou a atividade da GS de figado, rim e bago de rato;
figado e coracgac de éomba e figado de cobra, dc contrario
do estabelecido por varios autores gue utilizam o ADP para
~determinar essa atividade da G5 de microorganismos. = Nos-
sos dados sugerem gue, para as G5 dos Orgaos animais estu-
dados as melhores condigdes para a determinagao da ativida
dade enzimética sao és gseguintes: glutamina 75 mM, hidro--
xilamina 40 mM,ﬁarsenato 50 1M, M2t 50 mM, Tris-acetato
0,1 Mpd 7,5. A hidroxilamina em concentragao acima de
50 mM e Mn™? em concentragdo acima de 50 mM inibem a enzi-
ma, enquanto que concentragﬁes de Asi acima de 40 mM { até
100 mM foram estudadas) mantém o mesmo efeito sobre a rea-

céo enzimatica.
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: DetermlnaMOS 0s valores de_KM aparente Vmax

para glutamlna de GS dos orgaos dos anlmals estudados Mna
_presenga de concentragoes de m*? 2+ 20, 50 ou 80 mM. Os
valores de KM aparemte para GS de um determinado- orgao é

praticamente c0nstan£e e os de V

variavam significati-
max Ve L signd at

vamente, nas diférentés.conéentragaes de'Mn2+._Esse con-
portamento & andlogo ao de uita cinética de reacdo enzimi-
tica na presenca de um inibidor nao‘competitivb. Os valo~.
res de K, aparente para glutamina de G5 de 6;géos diferen

tes - de um mesmo animal, sao diferentes entre si.
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VI. ABSTRACT

The glutamine sinthetase |L-glutamate:ammonia
ligase (ADP) E.C.6.3wl.2.J (G8) , regulatory enzyﬁe of
glutamate and ammonia metabolism, is extensively found in
plants, animals and microorganism. However we could not
found G5 in rat heart or in liver and heart of several
amphibians. We studied some factors that affect the forma
tion of gamawglutamylhidroxamate froﬁ the transfer reac
tion between glutamihe and hydroxamine catalysed by G5,
in the presence of an+ and arsenate. Several authors use
ADP in this enzyme reaction of microorganism GS, but we
demonstratea that ADP is not requifed for the activity of
GS from'liver, kidney énd spleen of rat; liver and heart
of dove and liver of snake. Our data suggest the best rea
gent concenﬁration for obtaing the hiéhest GS activity,ih
our experimental conditions, are the following: glutamine
75 mM, hydroxamine 40 mM, sodium arsenate 50 mM, MnCl2
50 mM, Tris-acetate 0,1 M, pH 7,5. Lager concentrations
of hydroxamine than 40 mM and Mn2+ than 50 mM cause an
inhibition on enzyme activity, but larger concentrations
of arsenate than 50.mM'do not., |

We determined the values of apparent K and

M

Vmax for glutamine of GS from the studied animals organs
_ ) _

in the presence of wm** at concentrations of 5, 20, 50 or

80 mM. For a specific animal organ it was found Ky appro-
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ximately constant but the vmax varies sigﬁicatively in
o,
-+
function of different an concentration. This behavior
is analog to the enzyme kinetics of non-competitive inhi-

bitioh. The apparent K values for glutamine of G5 from'

M
different organs of same animal, are different for each

organ enzyme.
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