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RESUMO

A via de degradacdo da lisina em plantas é catalizada pela enzima bifuncional lisina
cetoglutarato redutase (LKR) / sacaropina desidrogenase (SDH). A LKR condensa lisina e
a-cetoglutarato em sacaropina usando NADPH como cofator e a SDH converte a
sacaropina em a-aminoadipato-s-semialdeido e écido glutamico, usando NAD* como
cofator. No presente trabalho foi demonstrado, em Phaseolus vuigars, a participacdo
desta enzima no catabolismo de lisina. A atividade foi medida em diferentes tecidos desta
espécie. O hipocttilo apresentou maior atividade especifica em plantas esticladas,
seguidas pela folha, vagem e raiz, com valores muito inferiores. Sementes e cotilédones
n3o demonstraram presenca mensuravel da enzima. A LKR/SDH também foi encontrada
em plantulas de feijdo carioca 80 crescidas in vitro & partir de sementes cujo cotilédone foi
retirado previamente. Usando o sistema /n vitro, a resposta enzimatica a adicéo de lisina
no meio de crescimento foi testada, demonstrando que o substrato ndo causa alteragdes
na atividade. A precipitacdio de proteinas do tecido de hipocdtilo em concentragcbes
crescentes de PEG 8000 revelou dois platds de atividade, levantando a hipdtese de haver
duas isoformas da enzima. Essa possibilidade foi reforgada posteriormente devido a
respostas diferentes a inibidores de fosfatase, os quais revelaram que a LKR/SDH em
felj@o é uma fosfoproteina, assim como ja foi observado em outras plantas. A enzima do
hipocétilo foi isolada por métodos cromatograficos, indicando ser um polipeptideo
bifuncional. No entanto, dependendo do procedimento de purificagéo, @ enzima pode eluir
como um mondmero de 94kDa, contendo apenas a atividade da SDH, ou como um
dimero de 190kDa, com ambas atividades eluindo conjuntamente. As condicbes de
iluminagdo durante o crescimento da planta revelaram exercer influéncia na atividade da
LKR/SDH.

SUMMARY

The pathway of lysine catabolism in plants is catatyzed by the bifunctional enzyme lysine
ketoglutarate reductase (LKR) / saccharopine dehydrogenase (SDH). LKR condenses
lysine and - ketoglutarate into saccharopine, using NADPH as a cofactor and SDH
converts saccharopine into o-aminoadipate 8-semialdehyde and glutamic acid, using
NAD" as a cofactor. In the present work it was demonstrated, in Phaseolus vulgars , the
participation of this enzyme in lysine catabolism. The activity was measured in different
tissues from this species. The hipocotyl presented the highest specific activity in etiolated
plants, followed by the leaf, pod and root, with much lower vaiues. Seeds and cotyledons
did not present any measurable activity. LKR/SDH was also found in carioca 80 seediings
grown, in vitro, from seeds whose cotyledon was previously removed. Using the in vitro
system, the response to lysine in the growing medium was tested revealing that the
substrate didn’t result in any change in enzyme activity. The precipitation of proteins from
hipocotyl tissue with increasing concentrations of PEG 8000 revealed two platos of
enzyme activity, raising the hypothesis that two isoforms of this enzyme are present. This
possibility was subsequently reinforced due to different responses to phosphatase
inhibitors, which revealed that LKR/SDH in P. vulagns is a phosphoprotein, as observed
with other plants. The hipocotyl enzyme was isolated by chromatographic methods,
showing it to be a bifunctional polypeptide. However, depending on the purification
procedure, it may elute as a monomer of 94 kDa containing only SDH activity, or as a
dimer of 190 kDa where both activities elute together. Light conditions during plant growth
were shown to influence the activity of LKR/SDH. '



I. INTRODUGAQ

Nas leguminosas, 70% do contetdo em proteina das sementes sao
giobulinas e estdo armazenadas em corpusculos proteicos, localizados nos
cotilédones. Existem dois tipos principais de globulinas: a iegumina e a viciling, as
proteinas restantes (albuminas) encontram-se em baixas concentragdes, somadas a
tracos de proteinas estruturais que se comportam como glutelinas (PHILLIPS, 1993).
No entanto, ao considerarmos a importancia nutricional das proteinas; € necessario
frisar que os animais ndo tem necesidade delas “per s¢”, e sim pelos aminoacidos

essenciais.

Dos vinte aminoacidos normalmente incorporados nas proteinas, apenas
onze podem ser sintetizados por animais adultos. Os outros nove séo denominados
essencias, pois ndo podem estar ausentes na dieta alimentar. Em contrapartida, as
plantas, bactérias e fungos tem a capacidade de sintetizar todos os vinte

aminoacidos .

A maioria das fohtes vegetais de proteina vem de sementes de cereais e
legumes, porém, os cereais s&o deficientes em lisina e treonina e as leguminocsas,
deficientes em metionina. Esse fato faz com que a associacéo de ambos seja
favoravel na alimentagdo, no entanto que, individuaimente, as sementes sejam

deficientes em termos nutricionais.

Muitos estudos vemn sendo realizados sobre a sintese e catobilismo destes
aminoacidos em vegetais, mamiferos, fungos e leveduras na tentativa de se

2



conhecer as vias metabdlicas envolvidas e manipuld-las, de forma a melhorar a

qualidade nutricional de legumes e cereais .

O baixo contelido de lisina encontrado nas proteinas de sementes de
cereais € o resultado de uma complexa interagéo entre o metabolismo deste
aminoacido e a biossintese das proteinas de reserva deste tecido. Existem
evidéncias de que uma alta concentragio de lisina nas células seja limitante para a
sintese de proteinas ricas neste aminoacido, devido a um mecanismo de
retroinibicdo (AZEVEDO ef af, 1997). Esse processo terminaria por afetar a outros

aminoacidos sintetizados pela mesma via metabdlica.

Por muito tempo, acreditou-se que este mecanismo de retroinibigao fosse o
ponto critico para o controle da concentragéo de lisina na célula. Entretanto, estudos
realizados neste laboratorio, e recentemente em outros (GONCALVES-BUTRUILLE,
1996; BROCHETTO-BRAGA, 1882, MARKOVITZ E CHUANG, 1987), indicam que ©

catabolismo também & um fator importante na concentragdo deste aminoacido.

Os mecanismos que reguiam a expressdo dos genes de proteinas de
reserva sio temas relativamente recentes de pesquisa, porém, uma importante
observacdo & que estes genes s&o controlados & nivel de transcric8o (HIGGINS,
1984; KODRZYCKI, ef af (1989). O locus opaco-2 foi o primeiro locus identificado em
milho afetando a sintese de proteinas de reserva da semente. O gene opaco-2
codifica uma proteina ativadora da transcrigdo que possui 0 chamado dominio
basico/ziper de leucinas (bZIP) para ligacdio com o DNA. Uma mutagéo deietéria na
proteina opaco-2 causa uma redugdo drastica nos niveis da principal fraggo de

proteinas de reserva do endosperma de milho, as zeinas (ESEN, 1986, SHEWRY e
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TATHAM, 1990), na qual a lisina estd praticamente ausente (SODEK e WILSON
1971). A classe de a-zeina, de 22 kDa é a mais afetada no mutante, (KORDRZYCKI
et al, 1989; CORD NETO ef af 1995), diminuindo severamente sua concentragéo.
Apds a descoberta do mutante opaco-2 (MERTZ ef al, 1964), um interesse
consideravel tem sido observado nas mudangas bioquimicas envolvendo o aumento
na concentracdo de lisina. Desta forma, tanto as vias de sintese quanto de

catabolismo tem sido abordadas.

A baixa concentracdo de lisina no endosperma de plantas normais pode ser
explicada, a nivel fisiologico, devido a demanda reduzida deste aminoéacido pelos
tecidos de reserva da semente (BROCHETTO, et a/, 1992) e, por consequéncia, do
embrido. A diferenca no conteldo de nitrogénio total entre o mutante (menor, em
valores absolutos) e a planta normal ocorre também devido a variagbes no contetdo
de zeina (ARRUDA ¢ SILVA, 1982; SILVA e ARRUDA, 1979), que funciona como
dreno de N em sementes de miltho. As zeinas séo amplamente relacionadas ao
conteldo de outras proteinas do endosperma, como a albumina, globulina e
aminoacidos livres, ou seja, quando a concentra¢Zo de uma proteina é alterada, as
outras também demonstram sofrer variagdo (ARRUDA e SILVA, 1982). A leucina é o
principal aminoécido sintetizado neste tecido, em concentracéo aproximadamente

2.5 vezes maior nas plantas normais, do que nos mutantes opaco-2.

Os aminoécidos essenciais lisina e treonina séo sintetisados em plantas
superiores por ramos diferentes da mesma via metabdlica (GONCALVES-
BUTRUILLE et al, 1996). A via do aspartato & primeiramente regulada por tres

enzimas chaves, a aspartato kinase (AK), a dihidrodipicolinato sintase (DHPS) ¢ a
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homoserina desidrogenase (HSD), como vemos no diagrama abaixo, modificado de
SHAUL e GALILI, 1993 (as linhas pontithadas indicam a presenca de alguns passos

intermédiarios na via).

A primeira enzima direcionada a biossintese especifica de lisina (DHPS) e a
Ultima enzima desta via metabdlica (a diaminopimelato decarboxilase)
demonstraram estar localizadas no cloroplasto de folhas verdes, como observado
em espinafre (WALLSGROVE e MAZELIS, 1980) e outras plantas (Pisum sativum e
Vicia faba). Apesar das enzimas intermedidrias n&o terem sido demonstradas, a
habilidade de cloroplastos isolados em sintetizar lisina indica que elas tambem estio

presentes nesta organela. Vale citar que o cloroplasto também tem a habilidade de
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sintetizar outros aminoécidos, como a leucina e aminoacidos aromaticos. Pesquisas
adicionais com tecidos estiolados (crescidos na ausénecia da luz) tem sido
necesséarias para elucidar o papel dos plastideos nestes tecidos, assim como
estudos génicos para revelar se essas enzimas s&o codificadas pelo genoma da

organela (WALLSGROVE e MAZELIS, 1980).

Existe, em alguns organismos, como o Bacillus esphaericus, uma outra via
paralela de biosintese de lisina, denominada via da desidrogenase-meso-
diaminopimelato  (meso-DAP-desidrogenase);, esta enzima pode catalizar
diretamente a reagdo de tetrahidrodipicolinato em m-DAP abreviando a necessidade
de 4 enzimas intermedidrias que n#o estdo presentes em Bacillus esphaericus
{MISONO ef al, 1976). Porém, o numero limitado de espécies de bactérias nas quais
a m-DAP foi encontrada levanta a questdo de se a via abreviada da desidrogenase
(na biossintese de lisina) representa uma aquisicBo evolutiva recente, ou a
sobrevivéncia do que foi, originalmente, uma forma ancestral mais simples de

produzir este aminoacido.

Neste aspecto, WENKO ef a/ (1985) registraram a existéncia desta enzima
em soja (Glycine max). Porém, ha controvérsias quanto a existéncia desta via ja que
CHATTERJEE et al, num trabalho mais recente (1994), afirmam ter encontrado, as
enzimas: sintase &cido dihidropicolinica (DHD), redutase DHD, diaminopimelato
(DAP) epimerase e DAP decarboxilase em extratos de algas Chlamidomonas, Zea
mays, Glicine max e Nicotiana tabacum. No entanto , a m-DAP desidrogenase nio
foi encontrada em nenhuma das espécies avaliadas (nem na soja, como citado

anteriormente), indicando que essa via abreviada de sintese de lisina néo é



operativa em plantas. Ao nivel evolutivo, isto era de se esperar, ja que a origem dos
cloroplastos ocorre & partir de um processc de endosimbiose (MARGULIS, 1981)

envolvendo uma cianobactéria e uma alga unicelular (ha mais de 700 milhdes de

anos), ambas sintetizando lisina pela mesma via metabodlica.

A sintese de lisina & partir do aspartato j& foi demonstrada previamente nos
tecidos do endosperma de milho (SODEK, 1976), porém, esta ndc € a Unica fonte
deste aminoédcido. Em semente, a lisina é translocada em concentragbes
relativamente altas de outros tecidos para ¢ endosperma em desenvolvimento
(aproximadamente 5% do total de aminodcidos livres) (ARRUDA e SILVA, 1979). A
giutamina e o acido aspartico demonstraram ser 0s principais aminoacidos

translocados para este tecido em milho.

Como a demanda do endosperma pela lisina é baixa, poderia-se esperar
um acumulo de lisina no endosperma em desenvolvimento. Isso n&o ocorre, sendo o
total deste aminoacidc mantido em torno de 1,5% durante o desenvolvimento
(ARRUDA e SILVA, 1982). E necessério que a concentragéio de lisina seja mantida
em niveis baixos porque concentragbes elevadas inibem a atividade das enzimas AK
e DHPS (SHAUL e GALILI, 1993} . A inibigdo da AK resultaria na falta de substratos
intermedidrios para a sintese de metionina {ver pag. 9). Este fato poderia limitar a
sintese de proteinas e ter efeitos adversos no endosperma em desenvolvimento, j&
que o nivel de metionina transiocado para a semente seria insuficiente para manter

a sintese de proteinas nos padroes adequados (ARRUDA e SILVA, 1878).

Curiosamente, mutantes de cevada € milho, com AK insensivel a

retroinibic&o pela lisina n&o a acumularam no endosperma, mas sim o aminoacido
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treonina. (BRIGHT, 1982; HIBBERD e GREEN, 1982). Plantas transgénicas de
tabaco expressando genes bacterianos que codificam formas de AK e DHPS
insensiveis a retroinibicio pela lisina, também ndo a acumularam significativamente
em sementes, apesar de terem acumulado treonina (KARGCHI et a/, 1994), Como o
nivel de treonina livie foi muito maior nas sementes maduras de plantas
transgénicas, foi sugerido que o acumulo de treonina é regulado primeiramente pela
sua propria sintese. Apesar da lisina e da treonina serem sintetizadas numa via
metabdlica comum, © mesmo ndo pode ser dito em relagho a lisina, onde o
mecanismo de feedback negativo é apenas uma das formas de controle do contetdo
deste aminoacido. Mutantes de tabaco expressando apenas DHPS de bactéria
(insensivel a retroinibicdo), no entanto, apresentaram concentragbes de lisina
aumentadas significativamente (GALILI, 1994,1995), indicando que o acumulo deste

aminoacido esta mais relacionado a atividade da DHPS nesta espécie.

PERL et al (1992), utilizando batatas transgénicas com o gen quimerico
contendo a sequéncia de DNA do gen dapA de Escherichia coli, que codifica DHPS
menos sensivel a retroinibicio por lisina, expressaram esse gen em cloroplastos. A
atividade da DHPS em folhas, raizes e tubérculos das plantas transgénicas foi
consideravelmente maior e mais resistente a inibicdo pela lisina do que as plantas
controles, nao transformadas. Além disso, a atividade da enzima foi acompanhada
pelo acumulo de lisina nos trés tecidos estudados , apesar do grau de acumulo de
lisina em folhas ter sido muito inferior do que o relatado para tabaco {SHAUL e

GALILI, 1982), expressando o mesmo gen. O fato da lisina ter acumulado em

menores proporgdes do que em outras plantas transgénicas que expressam DHPS



de bactéria sugere que, em batata, a aspartato kinase (AK) também pode atuar num
papel regulatério da biosintese de lisina, revelando que a regulacéo desta via & mais

complexa do que em tabaco.

QOutra planta transformada com DHPS e AK de bactéria foi a Arabidopsis
thaliana, que também acumulou lisina nos tecidos da semente. Porém, os niveis do
aminoécido variaram consideraveimente entre os gendtipos transgénicos, de forma
que ndo foi possivel fazer nenhuma relagdo entre o acumulo de lisina e a atividade
da DHPS (TZCHORI et al, 1996). As plantas de Arabidopsis que acumularam lisina
também apresentaram alteragbes fenotipicas, detectadas nos estagios iniciais de
desenvolvimento. As espécies selvagens apresentaram altos niveis de treonina livre,
indicando que, em Arabidopsis, a regulagcéo da aspartato kinase € menos acentuada
que em outras plantas. Isso também se confirma pelo fato da expresséo da AK

bacteriana nao ter causado nenhum aumento neste aminoacido.

Os fatores envolvidos no actimuio de lisina livre em plantas ainda s&o
desconhecidos, entretanto, muitas linhas sugerem que o catabolismo de lisina
desempenha um papel importante, prevenindo 0 acumulo deste aminoacido. O
catabolismo da lisina em plantas foi demonstrado primeiramente com experimentos
utilizando **C-lisina em trigo, cevada e miiho. Nestes ensaios a radioatividade foi
incorporada em Aacido a-amino adipico e acido glutamico, indicando que a lisina e
catabolisada via sacaropina (SODEK e WILSON, 1971). Plantas normais de milho
também foram as primeiras a demonstrarem que esse catabolismo esta sujeito a

controle genético (SILVA e ARRUDA, 1879).



O primeiro passo na degradagio de lisina, em animais e plantas, é a
condensacéo de lisina e a-cetoglutarato em sacaropina pela atividade da LKR. O
passo subsequente de degradagio envolve a hidrolise da sacaropina em acido «-
aminoadipico-5-semialdeido e acido glutamico, pela SDH. A conversdo do
aminoacido em q-cetoglutarato (ou oxoglutarato) e sacaropina pela LKR requer
NADPH como cofator € a hidrdlise da sacaropina requer NAD®, como cofator
(GONCALVES-BUTRUILLE et a/ , 1996). Em milho, 10% da segunda reacido pode
ocorrer tendo NADP' como cofator da SDH. O diagrama abaixo representando o
catabolismo de lisina, encontrado em plantas e animais inclui as duas reagoes

consecutivas (1 e 2).

(1) LKR

lisina + 2-oxoglutarato + NAD(P)H + H" « sacaropina + NAD(P)"

2)
sacaropina + NAD(P)* + H,0 <« a-aminoadipato-5-semialdeido +
acido glutamico + NAD(P) + H'

As formulas estruturais das moléculas envolvidas na via, permitem observar
a fransferéncia do grupo amino entre as moléculas, como vemos no diagrama a

seguir (extraido de GONCALVES-BUTRUILLE, et al, 1996).
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De fato, foi demonstrado que a LKR e a SDH, envolvidas na degradacgéao de
lisina via sacaropina, possuem alta atividade no endosperma de milho em
desenvolvimento e sdo constituidas por dois mondmeros de 125kDa
(ARRUDA 1982 e 1983., GONCALVES-BUTRUILLE, 1996). A catalise de lisina ja foi
observada além do mitho normal, também no mutante Opaco-2 (BROCHETTO-
BRAGA, ef al,1992), onde ocorre com menor intensidade, possivelmente devido a

maior incorporagao da lisina livre nas proteinas de reserva.

Em animais, o estudo de desordens hereditarias no metabolismo de lisina
contribuiu para a elucidacio da via degradativa deste aminoacido. Pacientes com
altas concentragdes de lisina na urina e no sangue evidenciaram deficiéncia na
atividade da enzima LKR (HIGASHINO,1965 e MARKOVITZ, 1984) e a
sacaropiniria, presenca anormal de sacaropina nos fluidos fisioldgicos humanos
(FELLOWS e CARSON, 1974), decorre da auséncia da SDH. Ambas enzimas foram

isoladas posteriormente por HUTZLER e DANCIS (1968,1975).

As enzimas envolvidas no catabolismo de lisina foram encontradas em
culturas in vitro de células de figado humano, de ratos, porcos, cachorros, gatos, boi
e ovelha. A atividade especifica da SDH, encontrada em todas as espécies de
animais, foi maior que a da LKR (FELLOWS e LEWIS, 1973) e demonstrou estar
relacionada aos niveis de lisina ingeridos na dieta alimentar. Em mitocOndrias de
figado de ratos alimentados com uma dieta contendo concentragdo muito alta de
lisina, a atividade da LKR foi aumentada (FOSTER et af, 1993), porém o autor

sugere testes adicionais para uma demonstragio inequivoca da indugdo pelo
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substrato. Dois hormonios também ja revelaram efeito positivo na atividade da LKR
neste mesmo tecido, o glucagon e glicocorticoides, porem em tecido de rim, a
indugdo pela lisina ndo ocorreu (SHINNO et a/, 1980), indicando que a resposta da

LKR é tecido - especifica em animais.

A enzima LKR/SDH nativa de mamiferos é um tetrémero de 460kDa
composto de quatro subunidades de 115kDa (MARKOVITZ e CHUANG (1987). Em
cada uma estdo localizados, em dominios adjacentes, os dois sitios ativos da LKR e
SDH, caracterizando o peptideo bifuncional . Em figado de ratos (BLEMINGS ef af
1994) , a LKR/SDH foi encontrada na matriz mitocondrial e foi sugerido que essa
localizagdo subcelular requer a entrada na matriz como pre-requisito para a
degradacao de lisina no figado. RAO, et af (1992) estudaram aspectos desta enzima
no desenvolvimento de figado e cérebros de ratos, concluindo que no primeiro tecido
a atividade enzimatica aumentava ao longo do desenvolvimento, enquanto que no
segundo ocorria o inverso. As maiores atividades nos tecidos do figado de ratos
ocorreram na maturidade estabelecendo que a via da sacaropina € uma das mais

importantes que ocorre neste tecido.

FJELLSTEDT e ROBINSON (1875) caracterizaram a LKR/SDH em placenta
humana, estimando um massa molecular de 480kDa, obtido por filtragcdo em gel.
N3o houve nenhuma indicacdo de separacdo das atividades ao longo do processo
de purificagéo. Na grande maioria dos animais e plantas, as atividades da LKR e
SDH residem em um unico polipeptidec (MARKOVITZ et al, 18984, GONGALVES-
BUTRUILLE et al, 1996). A existéncia de dois dominios ligados covalentemente

num polipeptideo catalizando passos consecutivos de uma reagao tem muitas
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vantagens fisiolégicas, como por exemplo a produgdo em valores equimolares dos
produtos da traduggo. O tunelamento do substrato também permite que o produto do
primeiro passo da reagdo possa ser direcionado mais rapidamente para o segundo

dominio catalitico, evitando que seja liberado no meio.

Ao contrério do citado acima, em leveduras e fungos (NODA e ICHIHORA,
1978) as enzimas LKR e SDH estdo em polipeptideos separados e equivalem a
mondmeros de 49kDa e 73kDa. Suas atividades correspondem aos dois utimos
passos de uma via de biossintese de lisina (JONES e BROQUIST,1966;
SAUNDERS e BROQUIST, 1966) . E interessante citar que a soma do tamanho dos
mondmeros  nestes organismos corresponde ao tamanho do polipepptideo
bifuncional, em mamiferos e plantas . LKR e SDH também foram encontradas em
polipeptidecs separados em mitocondria de figado de ratos (NODA e ICHIHARA,

1978).

A LKR e SDH de plantas e animais possuem algumas propriedades
similares como meio neutro para atividade de LKR e bésico para a atividade de
SDH (GONSALVES-BUTRUILLE,1996; SAUNDERS e BROQUIST,1966; ARRUDA
et al,1982; FJELLSTEDT e ROBINSON, 1975) . Apesar da LKR e da SDH
aparentemente controlarem processos importantes em todos os organismos, a sua
funcio celular e modulacdo variam entre espécies. Os aspectos estruturais e
regulatérios da LKR e SDH em plantas aparentam ser muito mais complexos do que

tem sido elucidado previamente para bactérias e mamiferos (TANG et a/ , 1997).

Em mitho, a enzima LKR/SDH foi purificada (GONCALVES-BUTRUILLE et

al, 1996) e demonstrou-se que as atividades de redutase e desidrogenase sao
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Stimas num pH de 7.0 e 8.5, respectivamente (valores Gtimos também para
sementes de soja e arroz) . Em SDS -PAGE revelou-se a existéncia de uma banda
de 125kDa, enquanto que a forma nativa aparentou ser um dimero de 260kDa, apés
cromatografia de filtragéo. Os padrbes de eluicio revelaram que os picos de LKR e
SDH se sobrepuseram, indicando que ambos sitios ativos estavam localizados em
um Unico polipeptideo. Também pode ser observado que a atividade da LKR chegou
a ser 3.5 vezes maior que a da SDH, ao contrério do encontradc em animais

(FELLOWS e LEWIS, 1973).

A modulacdo desta enzima ainda € pouco conhecida , porém, uma avaliagac
mais profunda neste aspecto foi feita com plantas normais de milho. O sitio ativo da
LKR na enzima bifuncional LKR/SDH do endosperma demonsirou ser ativado por
Ca® , alta concentragdo salina, solventes organicos e Mg*? .0 aumento na atividade
da LKR dependente de Ca™ foi inibido por antagonistas de caimodulina N-(6)-
aminchexyl-(5)-cloro-naftalenosulfonamida (W7) e calmidazolium. O efeito da
concentracdo de sal do tampao na atividade da LKR pode ser devido, em parte, a
uma queda na atividade da agua no meio de ensaio, 0 que poderia causar

mudangas conformacionais no dominio LKR da enzima (KEMPER et a/,1988).

Para elucidar os mecanismos de ativagdo por Ca'? e forga ibnica, os
dominios de LKR e SDH foram separados (KEMPER et a/, 1998) por protedlise
(com elastase), indicando a presenca de sitios sensiveis a elastase entre os dois
sitios ativos, assim como observado anteriormente em figado bovino (MARKOVITZ e
CHUANG,1987). Porém, apds a digestao em milho, a atividade da LKR foi reduzida

significativamente, nao tendo sido observado efeito inibitério na atividade da SDH.
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Em animais, apdés protedlise (MARKOVITZ e CHUANG,1987) com elastase,
quimotripsina e papaina a enzima pdde ser separada em dois dominios de 62.7 kDa

(LKR) e 49.2 kDa (SDH), sem nenhuma perda de atividade posterior a digestao.

Em milho (KEMPER et al, 1998), a atividade da LKR foi parcialmente
recuperada na presenca de Ca®* porém néo mais respondeu ao aumento da forca
idnica, sugerindo a existéncia de diferentes mecanismos para a modulagao desta
atividade. Como a SDH ndo foi afetada pela hidrélise, levantou-se algumas
hipoteses para esse fato. Uma possibilidade € que este dominio n@o necessita de
dimerizagdo como a LKR, para ser ativo; ou ainda, que o polipepetideo SDH

contenha um dominio protéico que inibe a atividade da LKR.

Alguns dados (KEMPER et a/, 1998) revelaram que a ultima hipétese era
verdadeira. Apds hidrélise enzimatica, o perfil de eluigdo em coluna de troca idnica
revela trés picos de LKR (I, il e lll) e dois picos de SDH (1 e Il), sendo a LKR lll e a
SDH | as fragbes com maior atividade. Quando fragbes isoladas de LKR Ill s&o
ensaiadas ha presenca de SDH | e !l a atividade da LKR €& quase que
completamente inibida, indicando a presenga de um dominio inibidor situado na

SDH.

No mutante de milho Opaco-2, o catabolismo de lisina é alterado de forma
que esta é degradada em menores proporgies no endosperma da semente,
comparado a planta normal. A atividade enzimatica da LKR chega a ser duas a tres
vezes menor no mutante do que no endosperma normal (BROCHETTO-BRAGA, ef

al, 1992). Como o gen Opaco-2 codifica uma proteina que se liga ac DNA (bZIP), o
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qual regula a transcricdo de diversos gens de zeinas, € possivel que o gen da LKR

também possa estar sob controle deste fator de transcricao (AZEVEDO et al, 1997).

Outra planta onde o mecanismo de indugdo da LKR foi avaliado,
apresentando resposta positiva ao Ca*? foi a Nicofiana tabacum (KARCHI, 1995). A
semente desta planta apresenta atividade enzimatica, porém na folha, onde ocorre
alta concentracéo de lisina, nenhuma atividade & observada. Plantas transgénicas
desta espécie (que expressam DHPS de bactéria) e plantas nativas, quando foram
inoculadas com lisina e Ca*? na semente, responderam aumentendo a atividade da
LKR. J4 na presenca do quelante de Ca*? , EGTA, sofreram diminuicéo na atividade
enzimatica (efeito que foi revertido ao adicionar-se Ca*> novamente). Esses
resultados sugeriram que a estimulagido da LKR pela lisina requer a liberagao de
Ca*? dos compartimentos de reserva cefular. Isso foi testado injetando-se ionomicina
nas sementes de plantas nativas de tabaco, substancia responsavel por transportar
o Ca'? através de membranas e, por conseguéncia, aumentar a concentracéo
intracelular do ion (LIU e HERMANN, 1978). Observou-se, desta forma, aumento
progressivo na atividade da LKR a medida que foi aumentada a concentragéo de
ionomicina. Ainda ndo se sabe exatamente de que forma o ion se liga ao dominio
LKR da enzima, porém é possivel que seja através de sequéncias homdlogas a “EF
hands®’, a exemplo da proteina guinase, dependente de céicio (ROBERTS e

HARMON, 1992; MUTO,1992}.

As modificacbes pos-traducionais de proteinas por fosforilagdo sao
mecanismos universais para a regulacido de diversas fungbes biologicas. Muitas

proteinas celulares sdo reversivelmente fosforiladas em resposta a estimulo externo
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ou a sinais intracelulares, o que tem gerado grande interesse em identificar e
caracterizar kinases e fosfatses vegetais que modulam o estado de fosforilacéo da
proteinas. A enzima LKR/SDH de plantas j& demonstrou que além de ser regulada
por ions especificos, responde também ao seu estado de fosforilaggo (MIRON et al,

1997).

Existemn trés classes principais de fosfatases que foram identificadas em
plantas (SMITH e WALKER, 1996) e sdo homélogas as de mamiferos, denominadas
proteinas fosfatases (PPases) serina-treonina tipo 1 e 2A e 2C ( PP1A, PP2A e
PP2C). 97% da fosforilagdo em células eucaridticas ocorre nos residuos serina e

treonina e, em proporgdes menores, nos residuos de tirosina.

Em plantas e animais, o fato de diversas proteinas cinases responderam
diretamente ao Ca', levantou a idéia de que as cinases sdo primeiramente
responséveis por regular o estado de fosforilagéo das proteinas e que as fosfatases
apenas reverteriam o efeito destas, entretanto, poucas proteinas cinases vegetais
foram caracterizadas. As cinases de plantas séo inativadas por PPases que atuam

sobre residuos de serina-treonina (MACKINTOSH, ef al, 1992) desfosforilando-os.

Um maior ntimero de trabalhos sobre as PP1A e PP2A vem do fato destas
proteinas serem semelhanetes as de mamiferos, além de diversos estudos
bioquimicos e genéticos em plantas indicarem que a PP1A e PP2A tem papel na
transducdo de sinais, regulagdo hormonal, mitose e metabolismo do carbono e
nitrogénio. As PP s&o inibidas por uma série de toxinas naturais como o &cido
okadaico, toxina marinha potente inibidora do tipo 2A (sem nenhum efeito inibidor

contra 2C) e a ciclosporina A, de ambos 1A e 2A (CICIRELLI, 1992). As PP2A foram
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encontradas em diversas espécies de plantas e na maioria dos tecidos; assim como
as PP1A, situam-se em diversas fragdes celulares, como o ntcleo, citossol e

associada 48 membranas.

KARCHI et al (1995), avaliaram a resposta da LKR quando sementes de
tabaco s3o inoculadas com acido okadaico, na inibicdo de fosfatases do tipo PP1 e
PP2A. Um aumento (na ordem de nmol) desta enzima causou estimulo progressivo
na atividade da LKR, revelando que essa enzima também & uma fosfoproteina, que

depende do seu estado de fosforilagao para tornar-se ativa.

O estudo com inibidores também confirma a presenca em plantas e animais
de proteinas fosfatases que ndo pertencem a familia das PP1A nem PP2A. As
proteinas fosfatases 2C (PP2C) sdo as menos caracterizadas dentre as proteinas
serina-treonina. Elas ndo respondem ao acido okadaico e tem sua localizag&o mais
restrita na planta, demonstrando ser citosdlica em células de cenoura, em
inflorescéncia de couve-flor @ em folhas de ervilha e trigo (MACKINTOSH, 1991 e
1992). Essa PPase tem um sitio de ligacdo com &cido abscisico e também se liga

ao Ca*2.

Qutra fosfatase de proteina encontrada € a PPase mitocondrial do complexo
piruvato desidrogenase {PDC), que é regulado, em parte, pela fosforilagao reversivel
de uma de suas sub-unidades, a piruvato desidrogenase Ela (MIERNYK ef a/,
1985). A fosforilacdo por uma cinase especifica inativa a PDH na luz e a
desfosforitagdo do PDH no escurc por uma fosfatase (serina-treonina dependente de

Mg®* ) ativaria o complexo.
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Algumas proteinas fosfatases de cloroplastos também ja foram identificadas.
Essas proteinas séo fosforiladas, na sua maioria, em residuos serina-treonina. Nos
tilacdides a fosforilacdo ocorre através de cinases dependentes da luz, enquanto
que a desfosfarilagéo, no escuro, € catalizada por fosfatases de proteina ligadas a
membrana, que sio sensiveis & fluoreto de sodio e ions molibdatos (BENNET, 1980;

CHENG, 1989; SILVERSTAIN, 1993; SUN, 1988).

Em soja, foi demonstrado que a desfosforilagéo ‘in vitro' do polipeptideo
bifuncional LKR/SDH (100 e 123kDa em SDS-PAGE) com fosfatase alcalina inibiu
significativamente a atividade da LKR (MIRON et al, 1997), mas ndo a atividade da
SDH. Esta atividade pode ser recuperada em até 10 vezes na presenca do inibidor
de fosfatase - glicerol fosfato, sugerindo gue a LKR também pode ser inativada por
uma fosfatase endégena. Apesar dos sitios ativos LKR e SDH da enzima da
semente estarem localizados num mesmo polipeptideo bifuncional, ocorrem
respostas diferentes entre eles, possivelmente devido a modificagdes pods-
traducionais da enzima. Os mesmos autores observaram que a ligago de lisina &
enzima & essencial para que ocorra desfosforilagdo por uma fosfatase alcalina,
possivelmete porque esta ligagdo alteraria a conformagao enzimatica, expondo o
residuc de fosfato em sua superficie e tomando-o acessivel a remogéo pela

fosfatase.

Desta forma a modulagdo da atividade da LKR em soja é sujeita a uma
regulacdo conjunta com lisina, de um lado o excesso deste amino&cido estimula a

atividade da LKR, possivelmente via ativacdo mediada por Ca®* de uma cinase
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protéica que fosforila o peptideo LKR/SDH, e por outro, a ligag&o de lisina ao sitio

ativo da LKR pode expde o residuo de fosfato, facilitando sua retirada.

Outra dicotiledénea avaliada quanto a LKR /SDH foi a Arabidopsis thaliana
(TANG, G. et al/, 1997). Neste estudo foi descrita a clonagem do cDNA de
Arabidopsis que codifica este polipeptideo bifuncional, contendo ambas as
atividades. Num northern biot , duas bandas de mRNA foram identificadas, uma
maior (3.5Kb), contendo as sequéncias de LKR e SDH e outra menor (1.5Kb),
contendo apenas a sequéncia de SDH. No entanto, sugeriu-se que as duas
populagdes de mRNA s3o codificadas pelo mesmo gen. Para testar se ambos 0s
mRNA eram funcionais em traduzir uma LKR/SDH bifuncional e uma isoenzima SDH
monofuncional, extratos protéicos de culturas de células de Arabidopsis foram
fracionados por cromatografia de troca idnica. Este fracionamento revelou dois picos
separados, um contendo ambas atividades e o outro, apenas com a de SDH. Um
teste de hibridizacéo in situ (TANG, G. ef al, 1897), revelou que ambos mMRNAs
estavam presentes em maior concentragéo, no ovario da flor e nos tecidos
vasculares da antera. Nas sementes maduras em desenvolvimento, foram
encontrados em maior abundancia no embrido e nas camadas mais externas do
endosperma. Esses dados indicam que a express@o de ambos os genes SDH e
LKR/SDH é regulada de maneira tecido-especifica durante o desenvolvimento da
planta. Os autores citam (dados ndo publicados) que as células vegetais também
contém uma enzima monofuncional, de 53kD, apenas com a a atividade da SDH. As
duas isoenzimas LKR/SDH e SDH s&o traduzidas de diferentes RNAs, porém, de

um mesmo gen. No alinhamento da sequéncia de aminoacidos da LLKR/SDH de
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Arabidopsis com as enzimas monofuncionais LKR e SDH de levedura, revelou-se
que a enzima bifuncional de plantas possui uma regi@c entre oS dois dominios da
enzima que ndo esta presente em nenhuma das duas enzimas de levedura. O papet
funcional desta regido intermediaria ainda néo € conhecido, no entanto, o fato de os
dominios LKR e SDH da enzima bifuncional poderem ser separados mantendo a
atividade individualmente, sugere que a regido possa permitir o folding independente
dos dominios (TANG, G. et al, 1997). Como a atividade da SDH na enzima
monofuncional encontrada apds a purificagdo foi muito maior que a da propria
encontrada na enzima bifuncional, foi sugerido que a SDH pudesse regular

negativamente o seu dominio, assim como mostrado para milho (KEMPER, 1998).

Uma espécie recentemente avaliada quanto ao catabolismo de lisina foi a
Oriza sativa (GAZIOLA, ef a/, 1997). A LKR/SDH desta planta tem aproximadamente
metade da atividade enzimatica encontrada em milho apds purificacdo envolvendo
precipitagéio com (NH4)2S04 , cromatografia de troca anidnica e de filtracao em gel .
As atividades de ambos os dominios estio localizadas num mesmo polipeptideo,
com massa molecular de 202kDa, determinada por fiitragdo em gel e por PAGE.
Neste caso, uma segunda banda de 396kDa, com ambas as atividades de LKR e

SDH, em gel nativo, indicam a presenca de uma estrutura multimérica.

A concentragao de lisina na semente de feijéo € bastante alta, de forma que
o0 mecanismo de sintese e degradagio do aminoacido nesta planta deve ser
elucidado para gque se compreenda a maneira como a lisina é acumulada neste
tecido. Até o presente momento, nenhum estudo havia sido feito sobre a atividade

da LKR /SDH em Phaseolus vulgaris e poucos trabathos abordaram o catabolismo
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deste aminoéacido em leguminosas (TANG et a/. 1997 e MIRON et a/ , 1997). No
entanto, estas investigacdes poderfo corroborar com as ja existentes, no sentido de
elucidar as causas que levam a uma menor concentragao de lisina em cereais,

quando comparada a planta em estudo.

Os vegetais sdo modelos muito atrativos para pesquisas envolvendo a
regulagéo de biossintese e catabolismo de lisina, nao apenas devido a importancia
nutricional deste aminoacido, mas também porque seu acumulo esta sujeito a uma

complexa regulagdo que aparenta ser tecido e planta - especificos.
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Il. OBJETIVOS

1. Determinagdo da atividade da LKR/SDH em diferentes tecidos de P.vulgaris.

2. Avaliagao in vitro da resposta enzimética a presenca de lisina no meio de

crescimento.,

3. Caracterizaggo da enzima do hipocdtilo (perfil de precipitacéo protéica,

resposta & inibidores de protease e a inibidores de fosfatase).

4. |solamento e purificagdo da LKR/SDH
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Hi. MATERIAIS E METODOS

Cultivo e coleta de plantas

As sementes de Phaseolus vulgaris, variedade carioca, foram
tratadas com hipoclorito de sadio (25%), per 10min. A seguir foram transferidas
para etanol 70% (3 min.), lavadas com agua milli-Q e colocadas para germinar
em vermiculita autoclavada, na camara escura de crescimento (20°C) do
Departamento de Fisiologia Vegetal da UNICAMP. O processo de esterelizacao
(das bandejas de plantio e das sementes) foi desenvolvido em capela e as
plantas foram regadas com agua estéril devido & contaminagao por fungos,
muito comum em plantas estioladas de feijdo. A germinagé@o das sementes e
crescimento das plantulas usadas em todos os ensaios procedeu-se da forma

descrita, saivo excegdes, citadas individuaimente ao longo da metodologia.

Dez dias apds a germinacio, ou logo apds a emergéncia da folha
cotiledonar, as plantas foram coletadas em nitrogénio liquido no escuro,
separando-se folhas verdadeiras, raizes, hipocétilos e cotiledones, os quais
foram armazenados & - 70 ° C. As vagens e sementes foram exiraidas de
piantas adultas, cultivadas em campo, coletadas e armazenadas da mesma
maneira. Todos os dados foram obtidos da variedade carioca de Phaseolus

vulgaris, com algumas excec¢des, citadas no decorrer deste capitulo.
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Isolamento enzimatico de diferentes tecidos

Neste ensaio a LKR/SDH foi isolada de diferentes tecidos de feijao -
carioca e do endosperma de milho, como descrito por MARKOVITZ e CHUANG
(1987), com pequenas modificacbes. Outros tipos de Phaseolus vulgaris
denominados de feijdio-preto e feijdo-branco (adquiridos em mercado local,
crescidos em camara escura, coletados e armazenados da mesma forma que a
variedade carioca) foram usados como parametros de comparac@o neste
ensaio. As plantas de milho foram crescidas em campo no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP, autopolinizadas,
coletadas em nitrogénio liquido no 18° dia apés a polinizagdo (DAP) e
armazenadas & — 70°C. Os passos seguintes foram executados a 4°C. Os
tecidos (15g de cada tipo) foram homogeneizados (3:5 pfv) em tampao A,
constituido de fosfato de sédio 50mM (pH7.4), contendo DTT 1mM, EDTA 1mM
e Benzamidina 15mM, em homogeneizador SUPERHOM. Apés filiragem em 3
camadas de gaze, seguiu-se centrifugacéo do material 4 20000g por 10 min. e
nova filtragem do sobrenadante. Foi retirada uma aliquota para medida da
atividade enzimética do extrato bruto (EB), abaixou-se o pH para 5.5 com
NaH-PQ4 e adicionou-se PEG 8000 até uma concentragdo final de 15,0%. As
amostras foram centrifugadas a 20000g por 10min. € o material em sedimento,
contendo atividade da LKR e da SDH, foi ressuspenso em tampéo B,

constituido de Tris-HCI 50 mM, pH 8.5, contendo EDTA 1imM e DTT 1mM .
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Determinag¢ao Protéica

A concentracdo de proteinas (ug/mL) presente nas diferentes
amostras foi determinada pelo método de BRADFORD (1976), com o kit Bio-

Rad protein assay. A albumina de soro bovina (BSA) foi usada como padrao.

Ensaios enziméaticos

A atividade da LKR foi medida espectrofotometricamente, a 340nm,
na direcdo de NADPH para NADP*, a 30°C, como descrito por BROCHETTO-
BRAGA ef al (1992) com pequenas modificacdes. Os reagentes somaram um
volume final de 0.8mL, contendo lisina 20mM, o-cetoglutarato 10mM
{neutralizado a pH 7.0 com KOH), NADPH 0.1mM, Tris-HCL 15mM (pH7.4) e
H,O Milli-Q (q.s.p.800ul). Os controles foram feitos procedendo-se ao ensaio
enzimatico como descrito acima, na auséncia de lisina. A atividade da SDH
também foi medida espectrofotometricamente, & 340nm, seguindo a redugéo de
NAD* para NADH, em reacéo cujo volume final foi de 0.8mlL, contendo
sacaropina 1mM, NAD® 0.4mM, Tris-HCL 100mM (pH8.5) e H2O gsp 800ul.
Os controles foram realizados como descrito, na auséncia de sacaropina.
Diferentes volumes de extratos enziméticos foram utilizados para medida de

atividade da LKR e SDH, de acordo com ¢ tecido e a etapa de isolamento.
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Os dados obtidos da curva de absorbancia foram transformados em
unidades enzimaticas totais (ou por g de tecido) e em atividade especifica
(unidade por mg de proteina). Uma unidade de atividade enzimatica é definida
como a quantidade de enzima capaz de catalisar a reagao necessaria para
oxidar 1 nmol de NADPH (LKR) ou reduzir 1nmol de NAD" (SDH) , por minuto,

4 30°C.

Analise estatistica

Os resultados de cada experimentc sé&o apresentados como a media

aritmética entre trés (ou mais) repeticdes, acrescidas de erro ou desvio padrao.

Fracionamento com PEG 8000

O Polietileno Glicol age diminuindo a solubilidade protéica e
causando sua precipitagio por um mecanismo de exclus&o, onde as proteinas
ficam confinadas ao espago inter-polimeros. Ao contrario dos sais como o
sulfato de aménio (também usado para precipitacdo protéica), essa queda na
solubilidade independe da forga idnica do meio e sim do tamanho da proteina e

do polimero (INGHAM,K.C., 1990).

60 gramas de tecido do hipocdtilo de feijdo foram homogeneizados
(1:2 piv) em tampi#o A , filtrados e centrifugados a 20000g. Foi retirada uma
aliquota do sobrenadante para medida da atividade de LKR/SDH no extrato

bruto. O pH foi abaixado para 5.5 com NaH:PO4 e as proteinas foram
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precipitadas com PEG 8000 por 30 min. Para obten¢o do perfil de precipitacac
protéica procedeu-se da seguinte maneira: o extrato foi dividido em fragdes de
igual volume e foram adicionadas porcentagens crescentes de PEG-8000,
partindo sempre do extrato bruto (0% de PEG) e aumentando 1.5% na
concentracio a cada amostra (0, 1.5, 3.0, 4.5...até 19.5%). Decorridos 30 min.,
o material foi centrifugado & 20000g por 10 min. e o sedimento contendo a
atividade enzimatica foi ressupenso em tampéo B. 50 ul do extrato enzimatico

foram utilizados para a leitura da LKR e 100ul para a SDH.

FATORES QUE PODEM AFETAR A ATIVIDADE DA LKR/SDH

Disponibilidade de lisina no meio de cultivo

300 sementes de Phaseolus vulgaris foram tratadas (como citado
anteriormente) e germinadas em papel de filiro autoclavado sobre bandejas
estéreis no escuro. Apos emissdo da radicula os eixos embrionarios foram
retirados das sementes, transferidos para meio de cultura contendo micro e
macronutrientes (Murashige and Skoog Basal Salt Mixture 50%-Sigma), pH 5.4,

acrescidos de Phytagel Plant / Gellan Gum agar substitute 50%-Sigma.

Metade das plantas cresceram em meio contendo lisina numa
concentragdo de 10 mM e a outra metade em meic sem lisina. Apos 72 horas

de crescimento sob irradiancia constante de 50umol.m?.s™, as plantulas foram
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coletadas. (uma média de 13 gramas por tratamento) e sujeitas a ensaio para
medida de atividade enzimatica. Todos os tecidos foram homogeneizados
conjuntamente, ndo havendo separacdo entre os 6rgéos. A extragdo e ©
isolamento da enzima seguiram como descrito anteriormente. Foram
determinadas as atividades enzimaticas do extrato bruto e das duas fragdes
protéicas, precipitadas com 7.5% e 7.5-17.0% de PEG8000. A medida de
atividade da LKR/SDH foi realizada com 80 ul do EB e 30ul do extrato

enzimatico de ambas as fragbes protéicas .

Inibidores de protease

Quatro amostras de 30 g de hipocétio de feijdo foram
homogeneizadas (3:5p/v) em SUPERHOM. A primeira foi extraida com tampao
fosfato de sédio (NaH,PO4) 50mM, contendo DTT 1mM, EDTA ZmM e
Benzamidina 15mM ; a segunda no mesmo tamp&o contendo os inibidores de
protease Aprotinina 50uM , Leupeptina 100uM e PMSF 0.5mM; a terceira e a
dltima com tampdo A contendo os mesmos inibidores de protease acrescidos
de NaF 1mM e 25mM, reépectivamente. Apés homogeneizac&do o material foi
filtrado em 3 folhas de gaze e centrifugado a 20000g por 10min a 4°C. Abaixou-
se o pH das amostras para 5.5 com NaH,;PO4e as proteinas foram precipitadas
com PEG 8000 na concentracdo de 15%. O material sedimentadc foi
ressuspenso em tamp&o B em todos os tratamentos. Nos ensaios enzimaticos
foram utilizados 25uL do extrato enzimatico, tanto para determinacéo da LKR

quanto da SDH.
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Inibidores de Fosfatase

Para todos os ensaios descritos abaixo foram utilizados 15g de
tecido, os quais foram homogeneizados em tampdo A (3:5p/v). As variacoes
referentes aos componentes deste tampdo de extragéo e do tampao B séo
descritas a seguir. Todos, inclusive os do controle, foram acrescidos de 2%

BSA e 0.5mM do inibidor de protease PMSF.

Os inibidores de fosfatase foram adicionados ac tamp&o A ¢ B em
concentragdes crescentes nos quatro tratamentos efétuados, excetuando-se o
controle. Quatro tipos foram estudados: molibdato (Na;MoO,), fluoreto de sodio
(NaF), vanadato (NasVO,) e o EDTA, que pode atuar como inibidor de
fosfatases que se ligam a residuos de tirosina e de serina {PROMEGA, 1996).
As concentragbes destes inibidores encontram-se nas legendas das figuras, no

capitulo de resultados.

Além do EB, duas fragGes protéicas precipitadas com 7.5% e 7.5-
15.0% de PEG 8000 tiveram atividade enzimética determinadas usando-se,
tanto para LKR quanto para SDH, 60ul do extrato enzimatico. A atividade da
LKR foi medida especirofotometricamente, a 340nm, na diregdo de NADPH
para NADP *, a 30°C, como descrito por BROCHETTO-BRAGA et af (1992)
com pequenas modificagdes. Os reagentes somaram um volume final de
0.8mL, contendo lisina 20mM, a- cetoglutarato 10mM (neutralizado a pH 7.0
com KOH), NADPH 0.1mM, TrissHCL 175mM (pH7.4) e HC milli-Q

(g.s.p.800ul). O controle foi feito procedendo-se ao ensaio enzimatico como
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descrito, porém, na auséncia de lisina. A atividade da SDH também foi medida
espectrofotometricamente & 340nm, seguindo a redugéo de NAD" para NADH
em reacio cujo volume final foi de 0.8mL, contendo sacaropina 1mi, NAD*
0.4mM, Tris —HCL 100mM (pH8.5) e H,O gsp 800ul. O controle foi feito na

auséncia de sacaropina, como descrito acima.

BSA

30g de tecido de hipocttilo foram extraidos em tamp&o A (3:5pfv)
contendo 2%BSA e 30g no mesmo tamp&o sem BSA . Retirou-se uma aliguota
dos extratos brutos para medida da atividade enzimatica. Apés precipitagéo
com 7.5% de PEG 8000, o material sedimentado foi ressuspenso em tampao B
contendo 2%BSA (ou sem BSA, no controle). Os sobrenadantes seguiram
precipitacgo com PEG 8000 (7.5 - 15.0%) por 30 min. e foram centrifugados a
20000g por 10min. a 4°C. Os sobrenadantes foram descartados e o material
sedimentado foi ressuspenso em tampao B contendo, ou n&o (conirole)
2%BSA. Para determinacdo da atividade da LKR e da SDH foram utilizados

80uL do exirato enzimatico .

Decaimento da atividade enzimética in vitro

O material vegetal usado neste ensaio foi o hipocétilo de plantulas
estioladas de trés tipos de Phaseolus vulgaris (a variedade carioca, o feijao-

branco e o feijao-preto ) e 0 endosperma de plantas selvagens de Zea mays .
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Os passos seguintes sucederam-se a 4°C. Foram homogeneizadas
15g de tecido em tampéo A (3:5 p/v) contendo BSA na concentracéo de 2% e
PMSF 0.5mM. Apés centrifugacdo a 20000g por 10min. e fiiragem do
sobrenadante, abaixou-se o pH para 5.5 com NaH:PO4 e precipitou-se as
proteinas com PEG 8000 na concentragéo de 15%. O material sedimentado foi
ressuspenso em tampdo B e a atividade enzimatica da LKR e da SDH foi
estimada a intervalos regulares, durante um periodo de 50 horas (o extrato foi
mantido em geladeira & 4°C entre os ensaios). O mesmo procedimento foi feito

com o extrato enzimatico do endosperma de mitho .

Esse experimento teve como objetivo comparar o grau de
estabilidade do sistema LKR/SDH do material em estudo com o de milho,
reconhecidamente estavel dentro do periodo de tempo investigado. Para tal,
foi plotada uma curva de atividade enzimatica X tempo para cada planta, as
quais foram ajustadas para uma regressao linear . A partir da equagao da reta
foi possivel determinar o tempo que a enzima leva para perder metade da
atividade maxima (t + ), dado que reflete uma estabilidade aproximada da

proteina em estudo.

VariacOes na irradiancia durante o desenvolvimento vegetal

As sementes foram tratadas e germinadas em vermiculita
autoclavada, como descrito previamente. Trés condicdes de irradiancia foram
aplicadas durante o crescimento vegetal: camara escura (iradidncia = 0);
camara clara (do Departamento de Fisiologia Vegetal da UNICAMP) com

33



irradiancia constante de 446 umol.m”s’ e casa de vegatagdo (do mesmo
Departamento), com 72% da iradiancia total (100% = exposicéo direta ao sol).
Os valores foram obtidos com com o sensor de irradiancia LI-190SA-LI-COR

acoplado ao Dataloffer Li-1000.

Apds 10 dias as plantas foram coletadas, os tecidos referentes aos
diferentes 6rgaos foram separados e congelados em nitrogénio liquido. A

medida da atividade enzimatica seguiu como nos ensaios anteriores.

PURIFICAGAO DA LKR/SDH
Método 1

A LKR/SDH do hipocétilo foi purificada de maneira semethante a
utilizada por GONCALVES-BUTRUILLE, et af (1996) na purificaggo da enzima

do endosperma de milho. Os passos seguintes foram executados a 4°C.

400¢g de tecido foram homogeneizados em tampéo A (para maior
estabilidade enzimatica foram acrescidos os inibidores de protease PMSF
0.5mM, Aprotinina 50uM e Leupeptina 100uM), filtrados e centrifugados a
20000g por 10 min. Apés retirada de aliquota para medida da atividade do
extrato bruto, o pH foi abaixado para 5.5 com NaH:PO, e adicionado PEG
8000 até uma concentracio final de 7.5%. As amostras foram centrifugadas a
20000g por 10min., e o material sedimentado contendo atividade da LKR e da

SDH foi ressuspenso em tamp@o B. O sobrenadante foi precipitado com PEG
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8000 na concentragdo de 7.5%-15.0% e o sedimento, apés centrifugacdo a

20000g por 10min., foi ressuspenso em tamp&o B .

Dialisou-se o material em tampdo B durante 12 horas seguindo
centrifugagdo por 10min. & 20000g e inoculagdo em coluna cromatografica
DEAE — Sephacel. Ap6s eluigdo, num gradiente de 0-500mM NaCl, as fragOes
contendo atividade de LKR/SDH foram reunidas e precipitadas com 70%
(NH,),S04 durante 30 minutos. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a
20000g, dialisada em tamp&o B por 12 horas e inoculada em coluna de troca
idnica Protein Pak Q 8HR (Waters), num gradiente de 0-500mM NaCl, em
HPLC. As fragbes que demonstraram atividade para LKR/SDH foram reunidas e
as proteinas foram precipitadas com 70% (NH4)2S04 seguindo didlise contra o
tamp3o B por 12 horas. Apos centrifugagdo a 20000g por 10min. o material foi
aplicado em HPLC na coluna de filtragio Superdex 200HR 10/30 (Pharmacia)
em tampdo B (contendo 300mM NaCl). As fragbes coletadas tiveram sua
atividade enzimatica dosadas segundo ensaic enzimatico descrito
anteriormente. Foram usados volumes variados de enzima, de acordo com a
etapa de purificagio e com a atividade em questé@o no ensaio (LKR ou SDH).
Em todas os passos do procedimento de purificagdo os extratos tiveram
concentragio protéica determinada, com o objetivo de se calcular os valores de
atividade especifica. . Uma aliquota do materia! purificado foi resguardado para
avaliagdo de massa molecular em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-

PAGE), segundo LAEMMLI (1970).
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O grafico do Kav X log da MM obtido com dados dos padrdes de
peso molecular (tiroglobulina, ferritina, catalase, BSA e ovoalbumina) apds
cromatografia em Superdex 200HR 10/30 (no mesmo tamp&o que a enzima em
estudo) foi usado para estimar a massa molecular, segundo LAUE e RHODES

{1990).

SDS-PAGE

As proteinas foram separadas em gel denaturante de poliacrilamida,
numa concentragio de 8%. 4.0ug de proteina (em estagios consecutivos da
purificagéo da LKR/SDH de Phaseolus vulgaris), foram aplicadas em cada
recipiente do gel equivalentes a (ao) - 1, Extrato Bruto; 2, Fracao precipitada
com PEGS8000; 3, cromatografia de troca ibnica DEAE Sephacel, 4,
cromatografia de filtragdo em gel, Superdex 200HR 10/30; 5, LKR/SDH
purificada de Zea mays e 6, ¢ padréo de peso molecular 10kDa protein ladder
(GIBCO-BRL). A diferenca na metodologia de extragédo das enzimas de ambas
as plantas (feijdo e milho) € que a uUnica fragéo protéica utilizada para
purificacdc da enzima em Zea mays foi a precipitada com 7.5-15.0% de
PEGS000, que reune maior atividade enzimatica nesta espécie. O processo foi
realizadoc em amperagem constante (de 15mA) e, apds revelagdo com
Commassie Blue, o peso molecular foi determinado pelo programa ELETRO

(autoria do Prof. Adilson Leite, CBMEG - UNICAMP).

A amostra de LKR/SDH purificada do hipocdtilo de feijdo foi
concentrada 9X em Amicon - 30 e comparada & enzima do endosperma de
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milho num segundo SDS-PAGE (8%). 4.0ug de proteina foram aplicadas nos

recipientes 1, enzima de Phaseolus vulgaris e 2, Zea mays .

WESTERN BLOTTING

A produgéo dos anticorpos policlonais foi feita anteriormente a este
estudo, no CBMEG, segundo metodologia basica de DUNBAR e SCHWOEBEL
(1990). Para testar a afinidade de enzimas LKR/SDH purificadas do hipocétilo
de feijao-carioca, por anticorpos produzidos contra a mesma enzima do
endosperma de milho, utilizou-se um ensaic de Western Blot, segundo
TIMMONS e DUNBAR (1990). Primeiramente foi feito um ge!l denaturante de
poliacrilamida (8%) aplicando-se neste amostras de proteinas das etapas
consecutivas de purificacdo pelo Método 1, que s&o. extrato bruto, fragdo
protéica precipitada com PEGB000 e dialisadas, amostra eluida apos indculo
em coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel e didlise, amostra eluida apds
inéculo em coluna de troca idnica Protein-Pak 8Q em HPLC e apods coiuna de
filtracdo Superdex 200HR 10/30, em HPLC. O perfil eletroforético destas
amostras foi comparado ao da enzima purificada de milho e ao padraoc de peso

molecular pre-stained .

Apos eletroforese o gel foi equilibrado em tampéo de transferéncia
(Tris-HC! 25mM, Glicina 190mM e 20% metanol) por 10 minutos. A

transferéncia das proteinas para membrana de nylon (Hybond-N, Amersham)
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foi feita 2 0.8 mﬁ«mpx'cm2 (utilizando-se apareiho Multiphor Novablot, LKB) , por
2 horas. A membrana foi bloqueada durante a noite a 4°C em solugio
bioqueadora (20mM Tris-HCI, pH7.4, 137mM NaCi, 0.1% Tween 20 e 5%
Molico {(Nesti€). Todos os passos subséquentes foram realizados a temperatura
ambiente, sob agitacdo. A reagdo com o anticorpo primario (anti-LKR/SDH de
milho) foi realizada por 2 horas, em tampao Tris-HCI, pH 7.4, NaCl 137mM e
5% Molico (Nestlé). A membrana foi lavada 3 x 15 min. com Tris HCI, pH 7.4,
137mM NaCl e 0..05% Tween 20. A reacdo com o anticorpo secundario {(Anti-
Rabbit igG Alkaline Phosphatase Conjugate -Sigma) foi realizada por duas
horas em tamp&o Tris-HCI, pH 7.4, NaCl 137mM. Novamente a membrana foi
lavada 3 x 15 minutos com Tris-HCI, pH 7.4, NaCl 137mM e 0.05% Tween 20.
A membrana foi equilibrada com Tris-HCI 10mM, pH 9.5, NaCl 100mM e MgCl,
50mM ,por 5 minutos e colocada em solugo reveladora (Tris-HCI 10mM, pH
9.5, NaC! 100mM, MgCl, 50mM e CSPD 1:000 (Tropix), no escuro, por 20
minutos. O excesso de solucdo reveladora foi retirade e a membrana exposta
em filme de auto-radiografia (Amersham) por 15-20 minutos a temperatura

ambiente.

ISOLAMENTO ENZIMATICO
Método 2

Este método foi adaptado para Phaseolus vulgans devido a rapida
perda de atividade da LKR ao longo do processo de purificacéo nesta planta. O
procedimento é seis vezes mais rapido que o Método 1 (com duracéo de
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12horas), mantendo-se ambas as fungbes enzimaticas (de redutase e de
desidrogenase). Além do tempo de extragdo, diversas caracteristicas dos
tampdes utilizados foram modificadas na tentativa de se melhorar a estabilidade

enzimatica.

Todas as etapas a seguir foram feitas & 4°C. 100g de tecido de
hipocétilo foram homogeneizadas (1:2 p/v) em tampéao K-PO4 100mM, pH 7.0,
contendo DTT 1mM, EDTA 1mM, BSA 2%, PMSF 0.5mM, lisina 2mM, o-
cetoglutarato 2mM (substratos da LKR), e 5% PVPP, adicionado no momento
da homogeneizagio. A amostra foi filtrada em trés camadas de gaze e
centrifugada & 20000g por 10 min. Retirou-se uma aliquota do extrato bruto
para medida da atividade enzimatica e o material seguiu para precipita¢gédoc em
35% (NH4)>SO04 por 30 min. Apés centrifugacéo & 20000g por 10min. ©
sobrenadante foi sujeito 4 nova precipitagdo com, de 35-70%, por 30 min. e foi
centrifugado a 20000g por 10min . A purificag&o seguiu apenas com a segunda
fracdo protéica (35-70% (NH.)S04 ), j& que a primeira apresentou atividade
enzimatica muito baixa. O material sedimentado foi ressuspenso em tampao
KPQ, 100mM, pH 7.0 contendo lisina 2mM e a-cetoglutarato 2mM, uma
aliquota foi retirada para medida das atividades enzimaticas e o restante seguiu
cromatografia em coluna Sephadex G-50 (no mesmo tampéo). 6.0mL do extrato
enzimatico foram aplicados a coluna e coletados em aliquotas de 500uL.
Apenas a fragdo com maior atividade enzimatica (de LKR e SDH) foi aplicada

(500uL) em coluna Superdex - 200 HR 10/30. Nesta coluna de filtracdo foi
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utilizado o Tampéao Tris-HC! 50mM, pH 7.0, contendo NaCl 300mM, DTT 1mM,

EDTA 1mM, PMSF 5mM.

Todas as etapas de purificacdo tiveram atividade de redutase e
desidrogenase determinadas € concentragao protéica dosada pelo método de

BRADFORD (1976), com o kit profein assay da Bio Rad.

40



V. RESULTADOS

Atividade enzimatica em diferentes tecidos

A maior atividade por grama de massa fresca, foi encontrada na folha
(Figura. 01A} e a maior atividade especifica no hipocdttilo (Figura. 01B) de P.
vulgaris. A atividade por miligrama de proteina da LKR/SDH em folhas, vagens e
raizes demonsirou ser muito baixa, chegandc a praticamente zero em sementes e
cotilédones. Comparando-se a atividade especifica da LKR/SDH (apds precipitagcao
com PEG 8000) do endosperma de milho com a do hipocétilo de feijdo, vemos que
a primeira é aproximadamente 12 vezes maior (Figura. 01B).

A distribuigio desta enzima nos tecidos demonstrou ser semethante entre a
variedade carioca 80 e outros tipos de P.vuigaris denominados popularmente de
feijdo-preto e feijio-branco. A atividade enzimatica foi maior na folha, estando em
torno de 15 unidades por grama de massa fresca (Figura 02), e a maior atividade
especifica (Figura 03) no hipocsétilo, (aproximadamente 8 unidades/ mg de proteina)
para todas as plantas estudadas. Os outros tecidos n&o demonstraram ocorréncia
mensuravel da via de catabolismo de lisina.

A atividade da LKR/SDH nos diferentes tecidos (Figuras 1 e 2) refere-se a
enzima de plantas estioladas de P. vulgaris, coletadas logo apos a emergéncia da
folha cotiledonar (10 dias ap6s a germinagéo) e plantas adultas (sementes e
vagens), crescidas em campo (Figura 1). Tecidos em diferentes estagios de

maturagdo ndo foram objetos de investigagdo ja que o objetivo principal
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Atividade erzimatica LKR (Jll) SDH (T 3)

{unidade { g massa fresca) (unidade /mg proteina)

R S v F € H E

P. vulgaris Z. mays

Figura 01. Afividade enzimatica total (A) e especifica (B) da LKR/SDH
nos diferentes tecidos de Phaseolus vulgaris e no endosperma de
Zea mays. F, folha; C, cotilédone; H, hipocétiio e E, endosperma. Foram
utilizadas enzimas precipitadas com 15% PEG 8000.As barras acima das
colunas representam o ero padrao (n=3).
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Figura 02. Atividade enzimatica da LKR e SDH em (A) feifao-branco,
{B) feijao-preto e {C) carioca 80. R, raiz; F, folha; C, cotilédone e H,

hipocttilo.Foram utilizadas proteinas precipitadas com 15% PEG 8000.

As barras acima das colunas representam o erro padrao da média (n=3).
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Figura 03. Atividade especifica da LKR e SDH em (A) feijgo-branco, (B)
feijso-preto e (C) carioca 80. R, raiz; F folha, C, cotilédone e H, hipocstilo.
Foram utilizadas proteinas precipitadas com 15% PEG 8000.As barras
acima das colunas representam o erro padrio da média (n=3).
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deste trabalho foi o estudo das propriedades fisico-quimicas da enzima, assim como
a sua purificagdo.

De acordo com estes resultados (Figura 1, 2 e 3) puderam ser escothidos
espécie e 6rgdo vegetal mais apropriados para caracterizacao e purificacéo da

enzima.

Fracionamento com PEG 8000

Foi observado que a SDH aumenta progressivamente nas fracbes até 19,5%
de PEG (Figura 04) enquanto a LKR reveiou dois platds de atividade enzimatica,
das proteinas precipitadas com 3.0 - 7,5% e 13,5 - 19,5% de PEG-8000. A partir
deste resultado, alguns aspectos investigados avaliaram separadamente as fracoes
protéicas, com © intuito de investigar a possibilidade de haver duas isoformas da

enzima em P. vulgaris.

Para selecionar a totalidade das proteinas de cada platd, alguns ensaios
posteriores utilizaram duas precipitagdes com PEG 8000. Primeiramente com 7.5% e

depois com 7.5-15.0% PEG, utilizando-se o sobrenadante da primeira precipitacao.

FATORES QUE PODEM AFETAR A ATIVIDADE DA LKR/SDH

Digponibilidade de lisina no meio de cultivo

A presenga de 10mM lisina no meio de crescimento da plantula nao resultou

em diferencas significativas na atividade especifica da LKR /SDH {em nenhuma das
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Flgura 04.Perfil de atividade da LKR/SDH em diferentes fragdes protéicas
do hipocdtilo de P.vuigars, precipitadas com concentragdes crescentes
de PEG 8000. As barras acima das colunas representam o erro padr&o
{n=3).
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fraches protéicas avaliadas) quando comparadas ao controle, crescido em meio
sem lisina (Figura 05). A conceniracdo de substrato escolhida para ser adicionada
ac meio foi relativamente alta (10mM), comparada a outros estudos feitos
anteriormente (KARCHI et al 1995), por injegdo de lisina na vagem. Esse
procedimento foi tomado garantir uma resposta enzimatica mensuravel, ja que no
presente estudo o amino&cido foi adicinado ao meio, tendo que ser absorvido

previamente pela pianta.

Inibidores de_protease

Alguns inibidores de protease adicionados ao tampéo de extragdo (tampéo
A) foram favoréveis & atividade enzimatica da LKR/SDH, indicando a ag8o de
proteases no hipocdtilo de feijdo (Figura 08). Aqueles que melhoraram a atividade
foram a Aprotinina (50uM),a Leupeptina (100uM) e o PMSF (0.5mM). O Fluoreto de
Sédio (NaF) demonstrou ser inibitério quando adicionado nas concentragbes de
1mM e de 25mM. Esses dados se referem ao contelido total de LKR/SDH (obtido da
precipitacdo das proteinas com 15% PEG) e foram obtidos desta forma visando uma

purificagéo posterior com o maior volume e atividade de enzima possivel.

Inibidores de Fosfatase

Os inibidores sintéticos de fosfatase utilizados no presente trabalho para
avaliar o papel da fosforilaggo da LKR/SDH de P.vulgaris foram o vanadato (inibidor
de fosfatases do tipo PP2A e 2C, que atuam sobre residuos de serina-treonina);
molibdato (Na:Mo04.2H,0), inibidor de fosfatases que atuam sobre os mesmos

47



g

2

2~ 10+
(] 5.
§x N
vﬁ 4—
q

§_ 2
Se

g—' +LYS -LYS +LYS -LYS +LYS -LYS
:

Extrato Bruto 75%PEG 7.5-17%PEG

Figura 05. Afividade especifica da LKR/SDH em pléntulas de Phaseolus vulgaris
cultivadas na presenga (+LYS) e auséncia (- LYS) de lisina. Em ambas as condiges, foi
derminada a atividade enziméatica no extrato bnito, fracdo PEG 7.5 % e fracio PEG 7.5
-17%. Os exiratos foram obfidos & partir da homogeneizag4o conjunta de todos os tecides
da planta. As barras acima das colunas representam o efro padréo da média (n=3).
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Figura 06. Efeito de inibidores de protease na atividade da LKR/SDH do hipocétio
de Phaseolus wuigaris, extaida com tampéo fosfato pH7.4, contendo DTT 1mM, EDTA
2mM e Benzamidina 15mM (CONTROLE); com o mesmo tampéo acrescide dos inibidores
de protease Aprotinina 50 uM; Leupeptina 100 uM e PMSF 0.5 mM (COCKTAIL); e com
o0 COCKTAIL somado a imM e25mM NaF. QO exirato foi precipitado com PEG 8000 15% ,
cenfrifugado e ressuspenso usando Tris - HCl pH 8.5 com os mesmos inibidores. As

barras acima das colunas representam o erro padrdo da média (n=3).

49



residuos; NaF, inibidor de proteinas tirosina-fosfatases (PTPases) e EDTA, usado
como inibidor de PTPases, PPases2A e 2B (proteinas serina-treonina). Todos
esses inibidores sdo indicados para investigacbes de fosforilagcdo protéica
(PROMEGA, 1996) e demonstraram que, quando presentes no meio de extragdo

enzimatica, alteram a atividade da LKR/SDH em feijéo, conforme relato a seguir.

Molibdato (Na;Mo04.2H,0)

As duas fracbes protéicas responderam de forma oposta em relaggo ao
efeito causado pelo molibdato (NaMo04.2H,0) na atividade enzimatica (Figura 07).
Enquanto a frag&o precipitada com 7.5% de PEG 8000 (denominaremos esta fracao
de A) sofreu aumento progressivo na atividade da LKR com o aumento na
concentracio do inibidor, a outra, precipitada com 7.5-15.0% (denominada neste
estudo de fragéo B) sofreu diminuicdo na atividade, tanto da LKR, quanto da SDH,
em concentracdes & partir de 5mM. Esses dados indicam gque na fracdo A a
fosforilagao da enzima (possiveimente num residuc serina-treonina), foi favoravel ao
aumento na sua atividade enzimatica, principalmente da func&o redutase (LKR). Ja a
atividade da fracdo B, demonstrou ndo ter sido favorecida pela manutengdo da

enzima no seu estado fosforilado.

Fluoreto de Sadic (NaF)

O Fluoreto de Sodio (NaF) revelou ser inibidor da atividade da LKR/SDH,

mesmo guando presente em baixas concentragbes (ja havia sido testado como
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inibidor de protease (Figura 06) em concentragdes maiores). Todos os valores em
gradiente testados (0.3; 0.6; ¢ 0.9mM) causaram pequena diminui¢do na atividade
enzimatica da LKR na frac&o A (Figura 08) e o mesmo ocorrey com a SDH, & partir
de 0.6mM, na fracgo B. Como o NaF age sobre fosfatases que atuam sobre residuos
de tirosina, denominadas fosfotirosinas (PROMEGA, 1996), acreditamos gque essas

fosfatases (PTPases) ndo estio envolvidas no mecanismo de ativagdo enzimatica.

EDTA

O EDTA & comumente usadc como queiante de metais pesados durante
processos de purificaggo. Porém, o reagente também pode ser utilizado como
inibidor de fosfatases que atuam sobre residuos de tirosina e residuos de serina-
treonina (PROMEGA, 1996). Neste ensaio, o EDTA foi usado com o intuito de
impedir a desfosforilag@o de algum residuo da enzima em estudo, que pudesse estar

afetando a sua atividade.

Na fracdo A (Figura 09), n&o houve aumento significativo em nenhuma
das funcées enziméticas (de redutase ou desidrogenase) com o aumento na
concentragio do EDTA . Ja na fragdo B, houve queda tanto na atividade da LKR

quanto da SDH, com o aumento nesta concentragio .

Um aspecto importante observado neste resultadc é que numa das
isoformas (fracéo B), o controle do ensaio {que ndo tinha EDTA acrescido aos
tampdes de isclamento enzimatico) teve atividade significativamente maior do que
os outros tratamentos, mesmo quando a concentracdo deste composto gquimico

estava muito baixa (0.1mM).
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Figura 07. Efeito do aumento na concentracfo de molibdato (Na,MoOQ, )
na atividade enzimatica total do (A.) extrato bruto, (B.) fragde PEG 7.5%
e (C) PEG 75-15%. As baras acima das colunas representam
o erro padrdo da média (n=3}.
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Vanadato de Sadio (NasVO4)

Devido & resposta positiva da enzima ao molibdato (obtida em ensaio
anterior), 10mM desse inibidor foi adicionado ao tampéo A e B para todos os
tratamentos , inciuindomo controle. Logo, esse resultado avalia uma acéo conjunta

de dois inibidores de protease, sendo o vanadato acrescido em concentragbes

crescentes, a cada tratamento.

Foram obtidas (Figura 10) respostas antagbnicas nas duas fragoes
enzimaticas avaliadas. Em um gradiente crescente (0, 0.05, 0.15 e 0.25mM) ocorreu
diminuicdo progressiva na atividade da LKR na fraggo A. Ja na fragc B ocorreu
aumento na atividade da LKR, até 0.05mM. A partir desta concentracdo houve

inibigdo das duas fungbes enzimaticas.

BS

O BSA foi adicionado aos tampdes de extragdo e isolamento da LKR/SDH
com a intengédo de protegé-la contra a acZo das proteases e manter uma maior
estabilidade da enzima. A albumina também age contra lipideos e acidos graxos

impedindo que esses atuem compiexando proteinas.

Este ensaio avaliou separadamente a resposta do exirato bruto e das duas
fragGes protéicas denominadas A e B. Pelos resultados, pudemos observar que
ambas responderam de maneira diferente a presenga de albumina. Enquanto para a
fragdo A o BSA nado exerceu nenhuma influéncia significativa na LKR/SDH, a outra

chegou a aumentar sua atividade em até 4 vezes, para as duas fungdes
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Figura 10. Efeito do aumento na concentragéc de Vanadato
na atividade total do (A) extrato bruto, (B) fragdo PEG 7.5%
e (C) PEG 7.5-15%. Ostampdes de isolamento enzimatico
em todos os fratamentos,incluindo o controle, foram acrescidos
de10mM Na,MoO . As barras acima das colunas representam
o erro padrio da média (n=3).
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enzimaticas (Figura 11). Disso pode se concluir que a LKR/SDH pertencente a
fracio B & mais susceptivel a protecdo pelo BSA, mantendo melhor a conformagao
enzimética. Ou ainda, que as proteases, lipideos e acidos graxos atuam mais
acentuadamente nesta fragdo protéica. As respostas diferentes entre as fragdes

também refletem duas isoformas enzimaticas no hipocétilo de P. vuigaris.

Decaimento in vitro

A atividade da LKR/SDH no hipocétilo de feijdo medida ao longo de 50
horas, demonstrou que o t1/2 (tempo que a enzima leva para perder metade da
atividade maxima) variou entre 21 (feijdo-branco) e 33 horas (carioca) para a LKR e
de 77 {feijao-branco) a 193 (carioca) horas para SDH (Figura 12). Esses fatos
demonstram que em P.vulgaris a estabilidade enzimatica da fungdo redutase € de
3.6 a 5.8 vezes menor que a da desidrogenase. O feijdo-carioca apresentou, dentre
as plantas estudadas da mesma espécie, maior estabilidade para as duas fungdes
enzimaticas.

No endosperma de milho (Zea mays), a enzima revelou (Figura 12) ser (10-
12'X) mais ativa, que em P. vuigans, possuindo um t1/2 de 175.4 horas para a LKR,
o que indica estabilidade enzimética muito superior (até 833 vezes maior),
comparada ao feijao carioca. Também foi observado que a relagao entre o t1/2 da
SDH e da LKR foi diferente em Zea mays , sendo que nesta planta a LKR mantém
por mais tempo sua atividade (11/2 = 175.4 horas) comparada 2 SDH (t1/2 =127.93

horas), inverso do que procede em feijao.
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Figura 12. Comparagdo do decaimento na atividade da LKR/SDH ao longo do tempo.
A enzima foi extraida do endosperma de milho {A), hipocétilo de feijao-brance (B), de
feijio-preto (C) e carioca 80. A equaghc de regressho linear e t,, (tempo quea
enzima leva para perder metade da atividade méxima) foram determinados para cada

planta.
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Variagdes na irradiancia durante o desenvolvimento vegetal

As plantas de P. wulgaris crescidas no escuro tiveram o hipocotilo mais
desenvolvido do que aguelas crescidas na luz, além de ndo terem desenvolido
epicttilo. Naquelas crescidas em casa-de-vegetagdo ou em camara-clara o
hipocttilo € bem menor e ocorre o desenvolvimento de epicdtilo. As folhas das
plantas estioladas também s&o afetadas pela falta de luz, possuindo menor area de
limbo e coloragdo amarela, possivelmente causada pela baixa concentracdo de

clorofila no tecido.

Tanto as plantas crescidas em camara-clara (irradiancia de 44.6 umol.m2s)
quanto em casa-de-vegetacéo (72% da irradidncia em campo) apresentaram menor
atividade da LKR/SDH do que aquelas crescidas em camara-escura. A atividade
total (nmoi.min"'ml"!) destas plantas apresentou valores muito proximos a zero, de
forma que a atividade especifica {(Figura 13) permite melhor avaliagdo dos dados e
comparacéo entre as plantas. As enzimas, que foram precipitadas em sua totalidade
com 15% PEG 8000, apresentaram atividade da LKR em torno de 2 unidades/mg de
proteina € da SDH préxima a zero. O hipocdtilo, tecido que apresentava maior
atividade em condicBes de estiolamento, ndo apresentou nenhuma quando a planta

foi crescida em camara clara (Figura 13 C).

Poderiamos, & partir destes dados, levantar duas hipdteses; uma delas &
que a auséncia de luz é estimulante na sintese ou ativagdo da LKR/SDH. A outra €
que a presenca de luz pode ser inibitoria para ambos os mecanismos. De qualquer
forma, as duas hipoteses explicariam o fato deste enzima sé ter sido encontrada, até

ent3o, nos tecidos de reserva da semente, que se encentram protegidos da luz.
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Afividade especifica (unidade / mg de proteina)

LKR (gl > SoH (1)

Figura 13. Comparagio da atividade especifica da LKR/SDH entre

Phaseolus vulgaris cultivados sob diferentes codigbes de iluminagao.

{A) cAmara-escura, (B) casa de vegetacao, com 72% da imadigncia
em campo & (C) camara-clara, com iradiancia de 44,6 umol.m>s™.
H, hipocttilo; F, folha; R, raiz; C, cotilédone ¢ E,epicStilo, As barras
acima das colunas indicam o erro padréio da média (n=4).
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Purificagdo da LKR/SDH

Método 1

Os resultados obtidos apds a Ultima coluna cromatografica (de filtracao,
Superdex 200HR 10/30) indicaram que a enzima de P. wulgaris tem um perfil
semelhante de eluicdo para as duas fragdes protéicas avaliadas (fracdo A Figura 14
e B Figura 15). O Kav coincide para as duas, revelando massa molecular de 94,08
kDa {Figura 16). No entanto ambas as fracdes chegam ao final da purificagio

apenas com atividade da SDH.

Ja foi observado, em resultados anteriores do presente trabatho (Figura
12), que a atividade da LKR decai rapidamente com o tempo, tendo um t1/2 de
aproximadamente 30 horas, o que por si j& explicaria o fato deste método (que
demanda 72 horas) ndo ser 0 mais adequado para manter ¢ carater bifuncional da

enzima.

O fato da LKR perder sua atividade a medida em que e passado pelas
colunas cromatograficas (Tabela 1) e principalmente pelas dialises, ja foi observado
em Glycine max por MIRON, et al (1997) e em Zea mays por KEMPER ef a/ (1998).
No entanto, como atividade da LKR/SDH nestas espécies & bem superior
(aproximadamente 10 X) que a mesma em P.vulganis, a bifuncionalidade € mantida

até o finai da purificacdo.
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Figura 14. Perfil de eluicdo da enzima SDH de Phaseolus vuigans
precipitada com 7.5% PEG 8000, no diitimo estagio de purificagio em
coluna Superdex 200 HR. Fragbes de 0.25 mL foram coietadas e
tiveram sua atividade determinada usando 50ul de enzima.Uma unidade
de atividade enzimatica é definido como a concentragio de enzimas
necesséria para a oxidagio de tnmot de NADPH ou redugéo de Fnmol

de NAD, por minuto, & 30°C.
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Figura 15. Perfil de eluicBo da enzima SDH de Phaseoius vulgaris
precipitada com 7.5-15.0 % PEG 8000, no dlitimo estagio de purificaggo
em coluna Superdex 200 HR. Fragbes de 0.30 mL. foram coletadas e
tiveram a atividade determinada usando 100ul de enzima. Uma unidade
de atividade enzimatica & definida como a concentragio de enzimas
necesséria para a oxidacfo de 1nmol de NADPH ou reducéo de 1nmol

de NAD, por minuto, & 30°C.
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Figura 16. Determinagio da massa molecutar {MM) da SDH por

cromatografia em coluna Superdex 200-HR.As proteinas usadas como padréo
foram Tircglobulina MM 689000, Ferritina=440000; Catalase = 232000; BSA =

87000 e Ovoalbumina=43000. Kav & uma constante que representa o volume

disponivel da fragfo estacionaria do gef, e iog MM, ¢ logaritmo da massa

moiecular. A enzima de P.vuigans estd indicada pela seta, revelando MM=

94089 KDa,. a urifica elo método 1.
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TABELA 01. Purificacdo da LKR/SDH do hipocétilo de Phaseolus vulgaris,
variedade carioca 80, em diferentes etapas, segundo o método 1.

LKR SDH
Fracdo Proteina Atividade Atividade Rec Atividade Atividade Rec LKR/
Total Total Especifica Total Especifica SDH
mg nmol. unidade/mg % nmof. unidadesmg %
min.”.mr’ min.”.mi’
extrato 4256 7237.0 17.0 100 50659 11.9 100 1.42
bruto
PEG 2227 1138.06 5.1 167 16679 7.48 33 0.682
7.5-15%
DEAE 10.21 50.9 498 0.7 221.5 21.7 44 022
dialis.
Protein 0.88 0 0 0 134.5 162.8 26 0
Pak Q
Super- 3.36 0 0 0] 56.7 16.8 1.1 0
dex
200HR

Uma unidade de atividade enzimatica & definida como a concentragdo de enzimas
neg;esséria para a oxidacéio de 1 nmo! de NADPH ou redugdo de 1 nmol de NAD, por min.a
30°C.

Gel SDS-PAGE

A Figura 17, apresenta o perfil em SDS-PAGE das proteinas obtidas em

etapas consecutivas (recipientes 1, 2, 3 e 4) da purificacdo. Apos eluigg&o em coluna

Superdex 200HR 10/30, a LKR/SDH do hipocétilo de P.vulgaris é revelada como

uma banda mais forte com massa molecular igual a 91.7kDa . O recipiente 5, refere-

se a LKR/SDH purificada do endosperma de Zea mays pelo mesmo método (cedida

por Kemper,E.L/CBMEG-UNICAMP), usada para comparagdo enire as massas

moleculares. Aproximadamente 4ug de proteina purificada de ambas as espécies

foram aplicadas no gel e a coloragao foi feita com Comassie Blue.
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Figura 17. SDS-PAGE de amostras das etapas consecutivas da
purificagdo de LKR/SDH em Phaseolus vuigaris, comparado
a4 enzima purificada do endosperma de Zea mays. Os recipientes
representam: 7, o extrato bruto; 2,a fragdo PEG ; 3, coluna DEAE
Sephacel ; 4,Superdex 200HR; 5, LKR/SDH de mitho e 6 o padrdo
de peso molecular 10k Da protein ladder (GIBCO-BRL). Comasssie
blue (Sigma) foi usado para revelagio do gel. As setas indicam, no

recipiente 4 e 5, a suposta banda de LKR/SDH do hipocétilo de feijdo,

(91.7 kDa) e a da mesma enzima em mitho (125 kDa).
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A enzima de feijgo purificada foi concentrada 9x em Amicon 30 e sujeita
novamente & SDS-PAGE (Figura 18). Uma banda mais forte (no recipiente 1,
equivalente & LKR/SDH de P. vulgaris) de 91.7kDa e outra de 125kDa (recipiente 2,
equivalente & enzima de Zea mays) foram reveladas. A massa molecular da enzima
de P. vulgaris determinada por SDS-PAGE (91.7kDa) esté muito préxima aquela
obtida apds cromatografia de filtragdo pelo Método 1(94,08kDa), revelada para as

duas fraches protéicas (A e B) avaliadas.

Western Blotting

A LKR/SDH extraida e purificada do hipocdtilo de P.vulgaris, sujeita a
Western Blotting com anticorpo de coelho anti-LKR/SDH de mitho (Zea mays) néo
revelou nenhuma banda aparente. Este fato pode ter ocorrido porque o anticorpo
produzido contra a LKR/SDH de milho n&o reconheceu a mesma enzima em feijao ,
devido a inespecificidade destes (Figura 19). Apenas a enzima de milho, usada
como controle, reconheceu o anticorpo demonstrando uma banda equivaiente a

125kDa (MM da enzima nesta espécie).

Isolamento da LKR/SDH

Método 2

O isolamento da LKR/SDH obtido por um processo mais curto, somado &
algumas alteragbes de tampdo, demonstrou (Tabela 02) ser mais eficaz na

manutengdo da bifuncionalidade. Desta forma, a enzima contendo as duas
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125.0 kDa -
110

91.7 kDa -
80

80

Figura 18. SDS-PAGE da enzima LKR/SDH apds purificagio
do (1) hipocotilo de Phseolus vuigaris e (2) endosperma de Zea mays.
O recipiente 3 representa o padrdo de massa molecular 10kDa profein
ladder (GIBCO-BRL). A enzima de feijdo foi concentrada previamente
{(9X) em Amicon-30.Cada recipiente contém 32ug de proteina. Comassie
Blue (Sigma) foi usado para revelagéo do gel.
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-125 kDa

Figura 19. Western Blotting da LKR / SDH extraida de Phaseolus
viigaris, em etapas consecutivas da purificacdo (Método 1). Os
recipientes equivalem a 1, extrato bruto; 2, fracdo PEG; 3, amostra
eluida de coluna DEAE -Sephacel; 4, de coluna Protein Pak- Q; 5,
coluna Superdex 200 HR 10/30. O recipiente 6 PoOSSui a mesma
enzima purificada de mithoe o 7 equivale ao padrdo pré-stained
de massa molecular. Foram usados anticorpos de coelho anti-LKR/
SDH de Zea mays e Anti-Rabbit I9G Alkaline Phosphatase Conjugate
-8igma, como anticorpo secundario.
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TABELA 02. Isolamento da LKR/SDH do hipocdtilo de Phaseolus vuigaris, variedade
carioca 80, em diferentes etapas , segundo o método 2.

LKR SDH
Fragio Proteina Atividade Atividade Rec Atividade Atividade Rec LKR/
Total Total Especifica Total  Especifica SDH
mg nmol. u/mg % nmoi. u'mg %
min.”".mt’ min.”".mi"
extrato 620.0 2580.8 4.18 100 840.0 1.35 100 3.07
bruto
35-710% 301.0 352.2 1.17 1364 920.0 3.05 109 0.38
(NH,),S0,
Sepha- 7217 34.83 0.48 1.34 38.7 0.53 46 09
dex
G-50
Super- 459 5.8 0.126 0.22 2742 0.59 3.2 021
dex 6
200HR

Uma unidade de atividade enzimatica & definida como a concentracdo de enzimas
nenoessaria para a oxidacdo de 1 nmol de NADPH ou redugdo de 1 nmol de NAD, por min.a
30°C

atividades enziméticas (de redutase e desidrogenase) eluiu num mesmo pico

(Figura 20), revelando massa molecular equivalente a4 190.2kDa (Figura 21). Essa

massa equivale a aproximadamente o dobro da obtida pelo Método 1, que foi de

92.5kDa e por SDS-PAGE, 91.7kDa. Este dado levanta a hipotese da enzima de

feijdo ser um homodimero de 190.2kDa e que os peptideos constivintes, de

92.5kDa, foram separados ao longo do processo de purificacao.

As modificagbes metodoldgicas que permitiram manter a bifuncionalidade da

enzima foram : 1. mudanca no pH e forga idnica do meio (tampéo fosfato de sédio

100mM, pH7.0), 2. presen¢a de substratos da enzima (ZmM lisina e 2mM -

cetoglutarato), 3. adicho de um antioxidante e protetor contra fendis no momento

da homogenizacéo dos tecidos (5 % de PVPP), 4. precipitacdo com (NH,).SO0,,

71



)

0,6
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Absorbéncia a 280nm (

0,0-
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Atividade enzimatica { unidade / fragdo)
LKR {—— ) SDH{—=— )
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Figura 20. Periil de eluicio da enzima LKR/SDH de Phaseolus vulgarns
em coluna Superdex 200 HR, apds isoclamento {método 2). Fragdes de 0.25
mL foram coletadas e tiveram sua atividade determinada usando 50 ul de
enzima.Uma unidade de atividade enzimatica € definida como a concentragio
de ehzimas necessaria para a oxidagsio de 1nmol de NADPH ou reducéo de

1nmoi de NAD, por minuto, & 30°C.
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0,4+

0,3

Kav

0,24

0,14

0,0

46 48 50 52 54 56 58 6,0
log, MM

Figura 21. Determinacio da massa molecular {MM} da LKR/SDH por
cromatografia em coluna Superdex 200-HR As proteinas usadas como padrdo
foram Tiroglobulina MM =669000; Feritina=440000; Catalase=232000; BSA =
67000 & Ovoalbumina=43000. Kav é uma constante que representa o volume
disponivel da fragsio estaciondria do gel, e log MM, o logaritmo da massa
molecular. A enzima de P. vulgaris estd indicada pela seta, revelando MM =

190228 KDa, apds isclamento pelo método 2.

73



substituindo o PEG 8000 e a necessidade de abaixar o pH para 5.5, 5. redugéo no
namero de etapas cromatograficas (a troca idnica demonstra reduzir drasticamente a
atividade da LKR), 6. Substituicdo da dialise por dessalinizagdo em Sephadex G-50
e 7. reducdo do tempo de purificagdo (de 72 para 12 horas), devido a rapida
mudanca de conformacdo enzimatica e conseguente queda de atividade,

principalmente na fungéo redutase.
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V. DISCUSSOES E CONCLUSOES

Foi verificada a existéncia, em Phaseolus vulgaris, de atividade da lisina
cetoglutarato redutase / sacaropina desidrogenase (LKR/SDH), principal enzima da
via de degradacgfio de lisina. As evidéncias obtidas neste trabalho sugerem que a
enzima de feijdo tem um carater bifuncional, com os sitios ativos da LKR e da SDH
situados num mesmo polipeptideo, como ja foi verificado em outras plantas
(ARRUDA et al, 1982; BROCHETO-BRAGA et &/, 1992, GONCALVES BUTRUILLE,
1996: TANG, 1997; MIRON, 1997 e GAZIOLA, 1997) e em mamiferos (FELLOWS e
LEWIS, 1973), incluindo a espécie humana (FJELLSTEDT e ROBINSON, 1975). A
enzima demonstrou ter maior atividade no hipocétilo de feijdo-branco, feijdo-preto e
carioca 80, crescidos em condigdes de estiolamento (Figura 02) e, desta forma, este
foi o tecido escolhido para caracterizaggo e purificagio da enzima.

A atividade no hipocdtio de feijdo carioca 80 demonstrou ser
aproximadamente 12x inferior (Figura 1) aquela encontrada no endosperma de
mitho apos precipitagdo com PEG 8000, podendo chegar a 3000X menos apos
purificacao .

Na ampla gama de trabalhos que se referem a atividade da LKR/SDH em
plantas, a enzima foi extraida de sementes (Nicotiana fabacum, Zea mays,
Arabidopsis, Glycine max e Oriza sativa) e, até o momento, n&o havia sido
encontrada em outro local. KARCH! et al (1995) chegaram a afirmar que esta via
metabdlica estava restrita apenas a esse tecido. Em feij&o, pudemos observar que o

padréo de distribuigdo da enzima varia de acordo com a irradiancia (Figura 13)
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recebida ao longo do crescimento da plantula, no entanto, nenhuma das condighHes
estudadas induziram a atividade enzimatica na semente e nem no cotilédone.

O conteudo de aminoacidos nos grios de Phaseolus vulgaris determinado
por BLANCO e BRESSANI (1989) revelou que a isoleucina, a leucina e a lisina
configuram entre os aminoacidos essenciais presentes em maior concentracio.
Segundo os autores, ocorre uma alta demanda de lisina pela semente, de forma que
esta se encontra incorporada as proteinas de reserva, especialmente a globulina e a
albumina.

E possivel que uma maior incorporagéo de lisina nas proteinas de semente
seja responsavel pela baixa concentragdo deste aminoécido de forma livre, o que
explicaria a inexisténcia de atividade da LKR/SDH na semente de feijao. Em mitho,
onde a demanda do endosperma é muito pequena (BROCHETO, ef al, 1992), a
lisina livre & mantida em torno de 1.5% (ARRUDA e SILVA, 1983), neste caso,
devido a alta atividade da LKR/SDH. Um dado que compiementa a hipdtese acima é
que em tecidos de outras espécies, como a folha de tabaco (com alta concentracio
de lisina incorporada as proteinas), também néo foi detectada nenhuma atividade
de LKR /SDH (SHAUL e GALILI,1992) .

O conteddo de lisina no hipocétilo de P. vulgaris ndo tem sido abordado em
outros trabalhos pelo fato desse dérgéo vegetal ndo ter interesse a nivel alimentar
(no ocidente), como ocorre com a semente. Desta forma nao podemos avaliar se a
atividade mais alta encontrada no hipocétiio tem ailguma relagéo com o conteudo de
substrato neste tecido. No entanto, & possivel que uma concentracéo relativamente
baixa de lisina livre, que estivesse sendo fransiocada pelos tecidos condutores,

fosse a responsavel pela via catabdlica demonstrada no hipocdtilo.

76



Na duas fragdes precipitadas com PEG, a atividade da LKR demonstrou ser
sempre maior que a da SDH (no hipocdtilo), assim como encontrado no endosperma
de milho (KEMPER et al , 1998) e na placenta humana (onde a LKR chega a ser 5X
mais ativa que a SDH). Porém, o inverso ocorre em figado de humanos, ratos,
porcos, cachorros, gatos, rapoza e ovelha (FELLOWS e LEWIS, 1973). Essa
diferenca é reflexo de uma enzima cuja atividade varia de acordo com a especie e

com o tecido em questdo.

A precipitacdo de proteinas do tecido de hipocdiilo em concentracGes
crescentes de PEG 8000 revelou (Figura 04) dois platds de atividade enzimatica,
levantando a hipétese de haver duas isoformas da enzima, que precipitariam em
concentragbes diferentes. Aiguns dados obtidos posteriormente contribuem com
essa possibilidade, como por exemplo as respostas antagonicas destas fragdes a
um mesmo inibidor de fosfatase (Figura 7 e 10) e a presenca de BSA (Figura 11),

indicando modulacéo e estabilidades diferenciadas.

A LKR/SDH também foi encontrada, no presente trabatho, em plantulas de
feijao-carioca 80 crescidas in vitro & partir de embrides cujo cotilédone foi retirado
previamente. Nestas condi¢des a adi¢ao lisina nc meio de crescimento demonstrou
(Figura05) nd@o causar alteragbes significativas na atividade da enzima, em
nenhuma das fragbes protéicas avaliadas. Neste caso, a atividade foi medida em
extratos contendo todos os tecidos homogeneizados conjuntamente (da planta
crescida in vitro) j& que a quantidade de material seria muito pequena para
separacio dos drgéos. Desta forma, é possivel que uma resposta ao substrato, no

sentido de aumentar o catabolismo, tenha sido mascarada devido a mistura destes
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tecidos. TANG ef a/, (1997) demonstraram que a expressao de ambos os genes
SDH e LKR/SDH , encontrados em Arabidopsis, € regulada de maneira tecido
especifica durante o desenvolvimento da planta,

KARCHI et a/, (1995), no entanto, obteve sucesso induzindo a atividade da
LKR/SDH em Nicofiana tabacum através de adigéo exdgena de lisina em sementes
de plantas com 16DAP, ou no chamado “breaking point”. Usando-se este método,
sementes em desenvolvimento com baixa atividade de LKR a tiveram aumentada
significativamente. Porém, as plantas estudadas eram crescidas em campo e
encontravam-se mais maduras, comparado com as condi¢gbes do presente trabalho.
Paralelo a isso, a resposta da enzima foi estimada apenas no tecido da semente de
tabaco, de forma que uma comparagéo direta dos resultados induziria a erros de
concluséo.

Assim sendo, estudos complementares da resposta a lisina (como por
exemplo a injecdo direta nos tecidos do hipocdtilo de plantas mais maduras) seriam
necessarios para esclarecer os mecanismos de indugio pelo substrato.

Foi demonstrado (Figura 06) que a presenga de Aprotinina, PMSF
(inibidores de serina proteases) e Leupeptina (inibidor de tiol proteases) nos
tampdes de isolamento enzimatico € favoravel a atividade da LKR/SDH extraida do
hipocétilo de feijgo . Estes inibidores séo benéficos “a enzima devido a presenca de
proteases agindo no extrato que, em condigdes normais possivelmente estariam
confinadas em compartimentos celulares, mas no momento da homogeneizacdo sao
liberadas atuando contra a enzima em estudo. As células vegetais, especialmente

na familia das leguminosas, possuem inibidores de protease agindo como
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reguladores de proteinas endégenas, como proteinas de reserva e até na protecao
de plantas (BOWLES, 1980) contra patégenos.

A LKR/ SDH de P. wulgaris também é afetada pelo seu estado de
fosforilacdo, assim como ja foi observado em soja (MIRON et al, 1997), tabaco
(KARCHI, et al, 1995) e em milho (KEMPER, et al, 1998). Segundo resultados
obtidos com inibidores de fosfatase, foi observado que alguns tipos aiteram atividade
da LKR/SDH (Figura 07 e 10) de feijao, especiaimente aqueles que agem sobre
fosfatases as quais atuam em residuos de serina-treonina na proteina.

A fosforilag@o protéica é bem estabelecida como um mecanismo regulatorio
em plantas superiores, porém, até pouco tempo, apenas algumas enzimas vegetais
eram conhecidamente reguladas desta maneira. A descoberta dos inibidores de
fosfatase significativamente avancaram o conhecimento dos processos biologicos
que sdo controlados por fosforilagdo protéica reversivel (SMITH e WALKER, 1996) e
tem auxiliado na identificaco fisioiégica de substratos para classes especificas de
proteinas fosfatases.

Alguns trabalhos (BENNET,1980,CHENG,1985 e SILVERSTAIN,1983) e
SUN,1989) demonstraram que fosfatases serina-treonina enconiradas no tilactide
de diferentes espécies de plantas sdo sensiveis ao molibdato. Esse inibidor tambem
foi usado no presente estudo, demonstrando que a fosforilagdo tem importante papel
na ativagdo da LKR/SDH de feijdao. Somado ao vanadato (também especifico de
fosfatases que se ligam a residucs de serina-treonina), esses foram os inibidores
que causaram alteracéo mais acentuada na atividade da enzima em estudo. Desta
forma, € possivel que, em feijdo, a LKR/SDH seja controlada pela

fosforilagao/desfosforilagao de um residuc de serina-treonina .
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As variagbes observadas entre a fragdo A e B (Figura 07 e 10) na resposta
aos inibidores de fosfatase pode ter explicacdo no fato das enzimas destas fragGes
(duas possiveis isoformas da LKR/SDH) serem moduladas de maneira diferente. Em
Arabidopsis, onde ocorrem duas isbformas da enzima (TANG ef al, 1997}, uma
apenas com o sitio ativo da LKR e outra com ambos {(LKR e SDH em um mesmo
polipeptideo), © equilibrio entre elas demonstrou ser importante no controle do

catabolismo de lisina.

O EDTA, cujo papel como inibidor de fosfatases foi investigado neste
estudo, demonstrou causar queda significativa na atividade enzimatica (Figura 09)
da fragdo B, mesmo quando presente em baixas concentracdes. E provavel que
esta suposta isoforma da enzima dependa de algum ion, o qual foi quelado pelo
EDTA. Uma segunda hipétese é que o reagente tenha causado uma mudanca no
estado de fosforilacdo da proteina, que demonstrou ser desfavoravel a atividade
enzimatica da LKR/SDH.

Outra diferenga observada entre as duas possiveis isoformas da enzima do
hipocétilo é a resposta & presenca de BSA (Figural1) nos tampGes. Apenas a
fracdo B é beneficiada, aumentando a atividade em até 6X. Os fatores que podem
estar contribuindo com esse fato sdo que:; esta fracdo estaria sofrendo maior acéo
de proteases efou complexagao por lipideos e &cidos graxos e, além disso, o BSA
estaria agindo como substrato e conferindo protecdo a molécula. Qutras enzimas
vegetais também ja apresentaram resposta positiva @ proteinas adicionadas ao

meio. A extragio com caseina {(SANTORO e MAGALHAES, 1983) causou aumento
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no t1/2 (tempo que a enzima leva para perder metade de sua atividade maxima) da
redutase nitrato, devido um efeito estabilizante na atividade enzimatica.

A estabilidade enzimaica medida em P.vulgaris e Zea mays revelou (Figura
12) que a fungdo desidrogenase da enzima € mais estavel (6X) que a funcao
redutase em feijgo, o que ndo ocorreu com o milho, onde as duas fungbes s&o
mantidas por tempo aproximadamente igual. Comparando-se a estabilidade da LKR
de milho e de feijao vemos que a primeira é 8.1X mais estavel, além de ser 12X

mais ativa, logo apds a exiragéo € precipitagio protéica.

Devido & instabilidade observada em feijdc, os métodos de purificagdo
comumente usados para outras plantas (Método1) néo foram favoraveis a enzima,
causando queda na atividade. Além do periodo de extragio exceder a meia vida da
enzima, alguns passos como a didlise e as cromatografias de troca idnica (dados
ndo demostrados) revelaram afetar profundamente a LKR. Ao final das etapas
cromatograficas a LKR/SDH elui como um mondmero de 94.08kDa (Figura 14 e 15)
contendo apenas a atividade da SDH, resultado obtido para as duas possiveis
isoformas. Esse valor estd de acordo com o obtido em gel denaturante, onde a

enzima se apresenta como uma banda mais forte de 91.7kDa.

Num processo mais curto (Método 2) de isolamento, a LKR/SDH chega ao
final das etapas cromatogréficas com as duas atividades eluindo num mesmo pico
(Figura 20). Isto sugere que ambos os sitios ativos estdio situados num so
polipeptideo, assim como foi encontrado nas outras espécies vegetais. Desta forma,

a enzima se apresenta com massa molecular de 190.2kDa (Figura 21).
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Como a massa molecular da enzima encontrada apds purificagdo parcial
(94.08kDa) & aproximadamente metade daquela obtida em procedimentos mais
curtos de isolamento, é possivel que tenha ocorrido uma separagéo dos dois
polipeptideos constituintes da enzima e que a LKR/SDH de feijgo seja um
homodimero de 190.2kDa. Se a LKR depender da estrutura dimerizada para exercer
sua atividadé, provavelmente esta tenha sido a razéo da manutengdo apenas da

funcdo desidrogenase o final da purificag&o.

Assim sendo deve-se optar entre um isolamento parcial (sem algumas
etapas necessarias para purificagéo total) onde ambas as atividades sdo mantidas,
ou um procedimento mais longo onde apenas a SDH € mensuravel. Os dados de
cinética enz_imética, que exigem uma melhor purificacéo do material para serem
obtidos, ficam prejudicados devido a dificuldade de se obter a enzima bifuncional.

As condigdes de iluminagéo ao longo do desenvolvimento vegetal revelaram
afetar a atividade da LKR/SDH (Figura 13). A enzima nao foi encontrada em
nenhum dos tecidos de plantas crescidas em casa-de-vegatacéo (sob luz natural) e
nem em camara clara (com luz constante). Esse fato possivelmente ocorre devido a
cinases e fosfatases que respondem a luz e que seriam responsaveis, junto a outros
fatores, pelo controle da LKR/SDH em feijao. No entanto, estudos adicionais seriam

necessarios para a methor compreenséo deste mecanismo.
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