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ABREV IATURAS

Pi = fosfato inorganico

G-1~P = glicose-l-fosfato

PLP = pirodoxal 5'~fosfato

AMP = adenosina 5'-monofosfato

ATP = adenosina 5'-trifosfeto

G-6-~P = glicose-B-fosfato

DEAE = dietil-aminoetil

EDTA = etilenodiamino-tetra-acetico

TCA = acido triclorocacaetico

TEMED = N, N, N', N'-tetra-metil-1,2-diamino etano

F = fluoreto

MB = Acido para-mercuribenzoico



INTRODUGAO

O estudo do metabolismo celular tem sido desde ha muitos anos, ob
jeto da curiosidade de inlmeros pesquisadores tais como Warburg,
Meverwoff, Krebs, Cori e muitos outros. A harmonia e a complexida
de dos sistemas vitais certamente estimularam esse grande interes
se. Desde as experiencias iniciais de BUCHNER, a levedura, dado a
facilidade com que pode ser reproduzida e manuseada no laboratd-
ric, tem se mostrado um modelo especial para o estudo do metabo-

lismo.

De fato, varias enzimas foram estudadas e intmeros passos de vias
metabblicas foram elucidados utilizando aquele organismo. No meta
bolismo de hidrato de carbono, por exemplo, varias enzimas foram
descritas pela primeira vez utilizando-se 1leveduras. No entanto,
um sistema importante na regulagac do metabolismo de carbohidra-
tos, como & o das fosforilases, n3o é muito conhecido nas levedu-
ras. Esse fato, talvez possa ser explicado devido a utilizacdo u-
sual da glicose pelas leveduras, como fonte de energia, aoc invés

do glicogenio.

0 sistema de fosforilases inicialmente cstudado, foi o de misculo

esquelético de coelho, por CORI et al. (19u43). Esse mesmo sistema
tem sido descrito e estudado nas mais variadas espécies animais e
desses estudos muito se pode conhecer, nac sé a respelto da rea-
cac inicial da glicogenolise, como da natureza do catalisador da

reacao, isto &, da fosforilase.

A fosforilase (a~l,4-glucan:ortofosfato-glucosiltransferase, -
E.C.2.4.1.1), catalisa a seguinte reagdo da glicogendlise:

glicogenio  , + Pi == glicogenio  ,y + G-1-F

A fosforilase tem sido estudada como passo inicial controlador da
via glicogenolitica, e fol descrita por CORI et al. (1943) como a
primeira enzima existente numa forma ativa e numa outra inativa,
respectivamente, fosforilase a e fosforilase b. FEvidentemente =&

existencia de duas formas de uma mesma ernzima, sugeria fortemente



que ora a enzima ativa era necessaria, ora nao, num pProcesso rapi

- . ~ o
do reversivel, e deste modo a interconversio das duag formas ser-
viria como meio de regular uma reacdo quimica importante, para o

desencadeamento de reagdes subsequentes.

Durante a interconversao das duas formas da enzima, KREBS & FISCHFER
(1956), verificaram que havia uma modificac3o quimica na protei-
na. Assim, a conversao da fosforilase b (inativa) em fosforilase
a {ativa), & realizada por uma fosforilase b quinase com transfe-
réncia de quatro grupos fosfatos do ATP para quatro residucs  de

serina na molécula da fosforilase, tornando-a ativa.

Fosforilase b
quinase

Mg2"’

2 Fosforilase b + ULATP Fosforilase a + 4ADP

A reacgao inversa ¢ catalisada por uma fosforilase-fosfatase (CORI
& CORI, 1945), que catalisa a conversdo da fosforilase a em fosfo
rilase b, com liberag¢ac dos grupos fosfatos da serina.

Fesforilase

fosfatase 2 fosforilase E + 4H_ PO

37y

Fosforilase a + 4H20

Outra caracteristica fundamental encontrada que diferencia a fos-
forilase a da fosforilase b, & quanto ao numero de MONOMEros que
fazem parte da estrutura quaternaria de cada proteina. Assim, CORI
& CORI (1345), demonstraram que a fosforilase b era um dimero, eEn
quanto que a fosforilase a era um tetramero, < MADSEN & CORI
(1956), demonstraram a participacao de grupos tiols na associagdo

dos monomeros.

Além do mecanismo regulatdrio do sistema das fosforilases através
da interconversao da forma ativa-inativa, fol ainda descrito um
outro mecanismo através do qual a fosforilase b adquire atividade
fosforilasica, devide a mudanca de conformagio da enzima na pre-
senga do AMP sem ligacdo direta com o centro ativo da proteinsa
(MADSEN, 1964), portanto, a atividade fosforildsica seria também

controlada por um mecanismo alosterico.

Um outro fator indispensavel para a atividade enzimAtica da fosfe

rilase € o grupo prostético piridoxal 5°'~-fosfato (PLP) e foi de-
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monstrado por BARANOWISKY et-al. (1957). Entretanto, o papel exa-
to deste cofator (catalitico ou estrutural) naoc foi ainda bem es-

tabelecido.

Pelo fato da fosforilase catalisar o passo inicial de uma funda-
mental via metabdlica (utilizacdo do glicogénio) a regulagac de
sua atividade, ocorre ainda por uma serie de reactes complexas e
aléem disso, varios metais divalentes, nucleotideos e hormdnios es

tac envolvidos.,

Assim, a natureza complexa do sistema enzimatico que controla a
degradagac do glicogenio, faz o sistema ideal para estudos rela-
cionados com & evolugao dos mecanismos regulatdrios. A fosfordli-
se do glicogenio ou do amido catalisada pelc sistema das fosfori-
lases, estad presente em todas as especies conhecidas, desde orga-
nismos unicelulares até tecidos altamente complexos de vegetais e
animais. Portanto, o ectudo das fosforilases nas espécies mais
simples como a levedura de cervejeiro, realizado neste presente
trabalho, pode contribuir no sentido de explicar pormenores do me
canismo de regulacac enzimatica, bem como de que forma este meca-
nismo de controle evoluiu através das espécies. Nesse contexto ge
ral discutiremos a seguir, os sistemas de fosforilases conhecidos
e as diferengas fundamentais relacionadas principalmente con o]
processo de ativacac ¢ fenomeno de associagdo-dissociagao da enzi

mé .

A fosforilase de batata € uma das unicas obtidas de plantas supe-
riores com grande rendimento e pureza (LEE, 1960). Essa enzima
nao possue sitio fosforilado (fosfato ligado ao residuc de serinal
e também ndc & ativada pelo AMP, portantc parece nao ser regulada
nem por modificagdes covalentes e nem por modificagoes alostéri-
cas. A fosforilase de batata com um peso molecular de 207.000 dal
tons e um valor de Sogw igual a 7,9, nac apresenta caracterfsti
cas de associcdo-dissociacdo da proteina e talvez por esta razao
apresenta uma maior estabilidade na presenca de agentes desnatu-

rantes do que as outras fosforilases.

A fosforilase de E.coli também nac & fosforilada, embora se tenha
observado fraca ativacac pelo AMP (CHEN & SEGEL, 1968). O peso mo
lecular desta fosforilase determinadeo pelos autores acima, foi de



250,000 daltons & a enzima nao apresentou fenomeno de associaciao
da molécula.

FOSSET et al. (1971), purificaram duas formas de fosforilase de
levedura de padeiro e por analogia com o sistema de misculo de ma
miferos, a forma ativa foi chamada de fosforilase a e a ilnativa,
de fosforilase b. As expericencias de sedimentacac indicaram que a
fosforilase a existiria como um dimero levemente associado com um
peso molecular de 250.000 daltons e um valor de Spgy = 9,85, en-
quanto que a fosforilase b existiria como um tetramerc levemente
dissociado com um peso molecular de 380.000 daltons e 8pq,=14,2.
A transformagac da fosforilase b em fosforilase a ocorreu atra-
vés de fosforilacdo da enzima, mas nenhuma das formas da enzima
era ativada pelo AMP.

Por outro lado, o sistema de fosforilases de figado de cio, se a-
presenta como um tipo diferente nos seguintes aspectos: sua forma
desfosforilada (fosforilase b) é pouco ativada pelo AMP (SUTHERLAND
& WOSILAIT, 1956) ¢ a conversao para a forma ativa ocorre pela
fosforilagdo da enzima. Ambas as formas, fosforilada (fosforilase
a) e desfosforilada (fosforilase b) possuem identicos coeficien-
tes de sedimentagac (Sopy = 8,4) com peso  molecular igual a
237.000 daltons. A forma inativa da fosforilase de figado possui

ainda uma caracteristica de ser ativada por Na,SOy 0,7M.

No misculo cardiaco, scgundo DAVIS ot al. (1987), existem 3 iso-
enzimas de fosforilases b: fosforilase IP, IIP e IIID, que podem
ser convertidas nas respectivas formas a na presenga da fosforila
se-guinase e ATP. As fosforilases II& e IIIZ sac tetrameros e pos
suem peso molecular maior que as respectivas fosforilases 11> e
IIIb, porém, tanto a isoenzima I& como IP, possuem © mesmo  peso
molecular, aproximadamente igual a 200.000 daltons. Portanto, a
isoenzima I seria semelhante a fosforilase de figado, ja que am-~
bas as formas fosforilada e nao fosforilada, possuem cceficientes

de sedimentagdo identicos.

Do ponto de vista do fenomeno da associacac-dissociagac relacio-
nado com a atividade enzimatica, o sistema de fosforilase do mus=
culo esquelético de coelho, fol o mais estudado. Assim, D& VIN-
CENZI & HEDRICK, (1967) e SEERY et al. (1987), estabeleceram ser



o peso molecular da fosforilase a (um tetramero) e da fosforilase
b (um dimero) respectivamente de 360.000 daltons (Spgy = 13,5) e
180.000 daltons (Spgy = 8,4}2 Essas duas formas da enzima podem
ainda ser dissociadas em sub-unidades menores (mondmeros) por rea
gentes desnaturantes como uréia, guanidina-HCl, etc. Experiencias
de desnaturacdo da fosforilase em uréia 8M ou em baixas molarida-
des de guanidina-HCl, fornecem dados de peso molecular dessas sub
unidades, num intervalo de 70.000 a 100,000 daltons. A  formagao
do monomerc pode ocorrer tambem pela diluigdo da fosforilase b
quando esta & previamente reduzida pelo NaBH, ou pela adigdo de
ATP (De VINCENZI & HEDRICK, 1970). Esses autores, apos o estudo
do fenomeno de agregacao sob diferentes condigdes, concluiram que
as forgas responsaveis pelas ligagCes monomero-monomero e dimero-

dimero, eram diferentes.

Durante a conversac da fosforilase a em fosforilase b pela fosfo-
rilase~fosfatase, GRAVES et al. (1960), verificaram que a libera-
cac de fosfato da fosforilase a e a perda da atividade fosforila~
sica eram reagCes paralelas. FISCHER et a2l. (1969), demonstraram
que este paralelismo realmente ocorria desde que a atividade
fosforildsica fosse medida na presenca de G-1-P 0,016M, porém a
atividade fosforilasica na presenga de G-1-P 0,05M, era muito mai
ory, mesmo apos a liberacdec de 50% do fosfato ligado 2 enzima, e
na presencga de G-6-P 0,002M, era menor. Portanto, na presenga de
G=1-P 0,05M ou G-6-P 0,002M, a reacdo de perda de atividade fos-
forildsica ndo era paralela com a da perda do fosfato. Esses re-
sultados foram interpretados assumindo que os quatyros grupos fos-
fatos ligados a fosforilase a seriam liberados com a formagac de
intermediariocs, possuindo sucessivamente 3, 2, 1 e finalmente ze-
ro grupos fosfatos e que a atividade enzimdtica desses intermedia
rics fosforilados era bastante afetada por G-1-P ¢ G-6-P. Assim ,
esses intermedidrios seriam enzimaticamante atives quando medidos
em alta concentragao de G-1-P, mas menos ativos na presenga de
G-6-F.

Ainda de acordo com os autores acima, o coeficiente de sedimenta-
cZo desses intermedidrios fosforilados & também afetado pela pre-
senga de G-1-P aumentando a proporgac da espécie mais pesada (te-
tramérica), e pela presenga de G-6-P, favorecendo a formagao da

forma dimérica. Esses mesmos autores lancaram ainda a hipotese de



que a fosforilase existiria sob duas conformagdes: uma ativa e ou
tra inativa, em equilibrio. Na fosforilase b este equilibrio ten-
deria fortemente para a conformacdo inativa a menos que efetores,
tais como AMP ou altas concentragdes de Pi fossem adicionados. A
forma fosforilada teria o equilibrio deslocado em direcio 3 con-
formagdo ativa e esta teria uma grande tendéncia a se agregar,daf
fosforilase a ou fosforilase b na presenca de AMP serem encontra-
das no estado tetramérico. Os hibridos parcialmente fosforilados,
apresentariam o equilibrio entre a conformacdo ativa e inativa
muito sensivel a efetores positivos ou negativos,. Assim, a G~1-P
favoreceria a conformagac ativa, com o aparecimento de formas te-
traméricas, e a G-6-P deslocaria o equilfbrioc para o estado inati
vo, com formagao de dimeros. Essas reacgdes de fosforilagdo e des-
fosforilagao com a formacao desses intermedidrios fosforilados,
constituiriam fator importante no mecanismo regulatorioc do metabo
lismo do glicogenio "in vivo". Portanto, as diferentes vrespostas
a concentracdes de G-1-P e G-6-P, fariam desses intermediirios
fosforilados, sensiveis controladores da utilizacdo do glicoge-

nio,

WANG & GRAVES (1864), verificaram que a fosforilase a tetraméri-
ca, quando incubada em solugoes de forga ionica alta, se dissocia
va reversivelmente em dimeros com um aumento da atividade enzima-
tica. Verificaram também, que havia um aumento na atividade espe-
cifica da fosforilase a durante a diluigcao da cnzima. Esses auto-
res estudaram o papel dessas moléculas da fosforilase no processo
catalitico, e se o aparecimento da atividade que ocorre durante a
conversac da fosforilase b em a estaria mais relacionado com a
fosforilagao ou com © processo de tetramerizacdo da proteina. Cen
cluiram que o processoc de fosforilagao da forma inativa da fosfo-
rilase era importante nfo 86 para a atividade da enzima, mas tam-
bém proporcionava condigdes termodindmicas para que os dimeros se
associassem e formassem tetrameros. Portanto, o aparecimento  da
atividade enzimdtica estaria primeiramente relacionado com a fos-
forilacdo e a consequente tetramerizacdo seria um efeito secundi-

rio.

Os resultados daqueles autores sugerem quec a forma dimérica fosfo
rilada seria mais ativa ainda que a propria forma tetramérica fos

forilada, e que a fosforilase a do misculo esquelético poderia



ser encontrada como um dimero fosforilado e nac um tetramero como

se pensava.

WANG et al. (1965}, estudando a influéncia de carbohidratos sobre
a estrutura e a atividade da fosforilase, chegaram a conclusao de
que a ativagdo da fosforilase pela pré-incubacdo com o glicogenio
estaria relacionada com a dissociagdo da enzima. Esse fato foi de
monstrado incubando~se diferentes concentragdes de fosforilase a
na presenga ¢ ausencia de glicogénio, baseando-se nos Tesultados
de WANG & GRAVES (1964}, de que a atividade da fosforilase esta~
ria relacionada com o aumento da diluigdo da enzima, onde a forma
tetramérica menos ativa se converteria em dimeros fosforilados
mais ativos. Assim WANG et al. (1965), concluiram que o glicogé-
nio induziria a dissociagio da enzima, com aumento da atividade
fosforilasica a partir de concentragoes de fosforilase a que favo
reciam a forma tetramérica e que na auséncia do glicoginio, a me-
dida que se aumentava a concentracac da enzima, havia um decresei
mo da atividade especifica, que seria devido a formacdoc de tetri-

merocs.

METZGER et al. (1967), estudaram a ativacio da fosforilase a cau-
sada pelo glicogénio usando amiloheptacsc, que também & um ativa
dor da fosforilase a ¢ que pode ser utilizado nas experiéncias de
sedinentagdo, devido ao scu raixo peso molecular. Na presenca do
oligossacarideo, a fosforilase 2 apresentou um coeficiente de se~
dimentagao igual a 7,1 e na auséncia, um valor de S = 13,7. Na
presenca de um substrato semelhante, a amilopentaose, que nao tem
a capacidade de ativar a fosforilase a, ndo se verificou a disso-
ciagao da enzima. Esses autores confirmaram também a ativacio da
fosforilase a pela pré-incubacio com o glicogenio, sugerindo que
O tetramero nad se ligaria ao glicogénio e que o dimero seria a G

nica forma ativa da enzima, quando o glicogénio € o substrato.

Estudos com medidas de “light scattering” comprovaram também que
o tetramero da fosforilase a se dissociava em espécie  diméricas
de maior atividade catalitica em solugdes de baixa conecentracao
de proteina (GRAVES et al., 1968).

0 equilibrio entre os varios estados de agregacdo (mondmero, dime

ro e tetramero), pode ser afetado por muitos fatores, tais COmo



concentragao da proteina, temperatura, pH e a presenca de ativa-
dores ou de substratos. 0 efeito do estade de agregagio das sub-
unidades da fosforilase a sobre sua atividade enzimatica devera

ainda ser melhor elucidado.

De VINCENZI & HEDRICK (1970), usando filtracdoc em gel, também de-
mostraram que sob condigdes usualmente utilizadas no ensaio da a-
tividade fosforildsica, isto &, concentracdo diluida da enzima, a

fosforilase a existia como um dimero cataliticamente ativo,

Portantoy a fosforilase tem sido isclada e estudada em grande nd-
mero, das mais variadas fontes., As fosforilases poderiam ser clas
sificadas em duas classes gerais: aquelas cujas atividades sio re
guladas por modificagdes covalentes (como a fosforilase de miscu-
lo esquelético de coelho) e aquelas nas quais ndo se encontrou a
regulagac por modificagd@o covalente, (como fosforilase de bacté-
ria e batata). Assim, todas as fosforilases inativas (fosforilase
b), descritas em espécies animais, em contraste com as de plantas

e certos microorganismos (Neurospora crassa e E.coli) pareccem ser

ativadas por fosforilagao da proteina, originando a forma  ativa
(fosforilase a), com a participagdo de uma fosforilase quinase de
pendente de ATP e Mglt. A reacdo inversa sendo catalisada por uma

fosforilase-fosfatase.

Quanto a agdo do AMP (ativador alostérico) nem todas as  enzimas
830 ativadas por esse nucleotideo: novamente a maioria das fosfo-
rilases de animais apresentam uma maior ou menor . ativagdo pelo
AMP em contraste com as enzimas de vegetais, onde o AMP apresenta

um efeito nulo.

A maioria das fosforilases a animals, tem a tendencia de se apre-
sentar na forma tetramérica, ¢ as fosforilases b na dimérica. Con
tudo este fato ndo & verificado com as fosforilases de figade ou
com a iscenzimal de coracdo de coelho, pois tanto a fosforilase a
e a b permanecem como dimero. Por outro lado, FOSSET et al.(1971)
descrevem a fosforilase ativa da levedura de padeiro como um dimg

» - .~
o e a 1nativa como um Tetramero.

Az leveduras de padeiro e de cervejeiro (ragas de Saccharomyces

cerevisiae) crescem em meios diferentes quanto ao conteudo de 02,
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isto &, a aeragdoc & muito maior para o crescimento e multiplica-
gdo das leveduras de padeiro, do que para as leveduras de c¢erve-
jeirg (HOUGH et al., 1971). CHESTER (1963), verificou uma ativa-
¢d@o da biossintese de glicogenio nas leveduras de cervejeiro quan
do erescidas em anaerobiose, e uma rapida degradacgdo do polissa-
carideo quando a levedura era colocada em aercbiose. Esse autonr
estudando o provavel mecanismo do efeito do 02, notou gque a respi
ragdo celular ndo era a responsavel por aquela maior  degradacdo
do glicogénio, visto que o mesmo efeito foi observado em mutantes
deficientes de citocromo-oxidase., A velocidade do consumo de gli-
cose por uma suspensao de levedura crescida em anaerobiose e de
pols colocada em aerobiose, fol a mesma quando mantida em anaero-
bicse. Portanto, observou-se um aumento da glicogenolise e nzo da
glicdlise, nas leveduras crescidas em anaercbiose e posteriormen-
te colocadas em aercbiose. Este fato faz CHESTER sugerir que o e-
feito do 0, descrito acima seria anterior 3 formagdo de G-6-P.

Contudo, n3o se esclareceu até hoje, como o efeito do 02 sobre a
degradacdo do glicogénio poderia estar relacionado com uma possi-

vel alteragdo no sistema das fosforilases,

Uma outra caracteristica relevante € o fato da levedura de cerve-
jeiro viver tanto em condigdes anaerdbicas como nas parcialmente
aerdbicas. Contudo, essas leveduras mesmo na presenca de 05 nao
perdem a capacidade de fermentar a glicose até etanol, assemelhan
do-se assim com células cancerocsas que s3o capazes de produzir
lactato em aerobiose e em anaerobiose. Essas caracteristicas

levam-nos a acreditar que as leveduras de cervejeiro possam ser-
vir como um excelente modelo bioldgico para estudos biocguimicos
de tecidos que vivem em condigdes de menor aercbiocse do que ou-

tros, e para contribuir na elucidacdo do efeito Pasteur,

Assim, foi de nosso interesse estudar o sistema de fosforilases
da levedura de cervejeiro, com a finalidade de investigar prova-
veis diferencas que existiriam entre um sistema de fosforilase de
um organismo que vivesse em maior anaerobiose (como € a levedura

de cervejeiro), do que outros (como & a levedura de padeiro).

Um outro objetivo deste trabalho, foi o estudo eveolutivo-compara-

tivo entre as fosforilases de virias origens, ja que as fosforila
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ses do reino vegetal diferem bastante das do reino animal, e mes-
mo no reino animal ocorrem diferengas marcantes entre as fosfori-
lases de diferentes tecidos. 0 estudo do sistema de fosforilases
da levedura de cervejeiro {(protista) pode contribuir no conheci-
mento sobre o desenvolvimento das fosforilases durante a evolugio
das espécies, e sobre o fenomeno da regulacdo enzimitica desse

sistema.

Na presente tese, apresentamos o estudo de propriedades fisico-
quimicas e bioquimicas das fosforilases de levedura de cervejeiro,
NResse sentido determinamos o coeficiente de sedimentacio, de difu-
SA0, a composicdo de amino-3cidos, volume parcial especifico, pe-
so molecular e mobilidade eletroforética da fosforilase ativa. In
vestigamos também, alteracdes de algumas dessas propriedades cau-
sadas pela inativagdo enzimitica da fosforilase ativa de levedu-

ra de cervejeiro.

Desta forma, estudamos diferencgas estruturais que exlstem  entre
as formas ativa e inativa da enzima, com a finalidade de relacio-
nar o fendmeno da dissociagio~associacZo proteica com a atividade
enzimdtica, e comparar essas propriedades observadas na levedura
de cervejeiro, com as de padeiroc e 2s de outros sistemas de fosfo

r it » )
rilases de varias origens.
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MATERTAL £ METODOS

A levedura de cervejeiro, foi lavada, prensada e colocada para se
car a temperatura ambiente. Essa levedura seca, fol usada para ob

tengao da fosforilase a e fosforilase-fosfatase.

Extraiu-se e purificou-se o glicogénio de figado de cocelho, de a-
cordo com o métode de BELL & YOUNG (193u),

Alfa-D-glicose-1-fosfato foi de procedéncia comercial (SIGMA  ou
equivalente), ou fol preparada a partir de batata pelo metodo de
McCREADY & HASSID (1955).

Gel de fosfato usado na purificacdo da fosforilase-fosfatase, foil
preparado de acordo com KEILIN & HARTREE (1938).

A resina anionica, DEAE-celulose, marca SIGMA, tinha a capacidade
de 0,86 megq/ml, com "mesh" mé&dio. Usou=se para a cromatografia de
troca idnica, um coletor de fragic BUCHLER, e a absorbancia (260
a 280 nm), detectada por um monitor UVISCAN III, GILFORD, foi vi-

sualizada por um registrador RECTI-RITER, Texas Instruments.

Espectrofotometro BECKMANN DU, foi o utilizado na dosagem do trip
tofano e nas leituras de absorbincia para a determinacio da con=
centracdo e atividade da enzima.

Para as medidas de viscosidade, usou=se o viscosimetro tipo
CANNON-FENSKE, tamanho 50, com certificado de calibracao da
United States Testing Co. Inc.

Efetucou-se a andlise de amino-acidos em analisador BECKMANN, mo-
delo 120C, equipado com uma coluna longa contendo resina tipo AA-
15, para analise dos amino-acidos neutros e acidos e -uma curta
com resina tipo PA-35, para a anilise dos amino-dcidos  basidos;

ambas as resinas da marca BECKMANN,

Para a determinagdao do coeficiente de sedimentagiao e difusac, u-

sou-se uma centrifuga analitica SPINCO, mocdelo E, equipado com



controle eletronico de velocidade, diafragma "schlieren' . com
"phaseplate", sistema de controle e indicacido da temperatura  do
rotor e sistemas Sticos: schlieren, de interferéncia e de absor-

¢do no ultra-violeta,

Para as operagdes de preparagac e purificagio das enzimas, usou-
se uma centrifuga SORVAL RC2-B.

Utilizou-se para a determinacac do peso seco da fosforilase uma

balanca microanalitica METTLER, modelo MS5.

As chapas metalograficas das experiéncias de sedimentagdo e difu-
sao,foram reveladas com revelador KODAK tipo D-19 e as chapas ul-
tra~violeta, com o tipo D=~11. Ambas foram fixadas com  fixador
Kodafix,

A acrilamida, a bis-acrilamida e o TEMED usados para a eletrofore

se foram da marca BDH.

Os outros reagentes usados foram de marca SIGMA, MERCK, BAKER, ou

equivalentes,

METODOS

1. PREPARACAO DA POSFORILASE DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO -~ A enzima
foi preparada e purificada essencialmente segundo o método de AI-

ROLDI (1873).

1.1, Preparacdo do Extrato Bruto - Uma determinada quantidade de

levedura seca mais Aagua (proporgido de 1 g da levedura para 3 ml
de adgua), foi autolisada a 37°9C, durante 3:30 horas. Apds autdli-
se, deixou~se na camara fria durante mais ou menos 12 horas para
a total ativacdc da fosforilase. Depois o autolisado foi centrifu
gado a 6,000 g (rotor GS5=-3) durante 20 minutos, obtende-se o s0-
brenadante, que fol denominado de extrato bruto. Nesta etapa e

nas subsequentes a temperatura foi mantida de 0 a 4©C,

1,2. Precipitacdo com sulfato de Protamina -~ Para cada 10 ml do

extrato bruto adicionou-se lentamente, 1 ml de solugao de sulfato



de protamina 2,5%. Apds a adic@o agitou-se por mais 20 minutos e
centrifugou-se a 12.000 g (rotor $S-34), durante 20 minutos.

A fosforilase fol extraida suspendendo-se o precipitado com 1 ml
de tampdo citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5 para cada 10 ml do ex-
trato bruto original. Essa suspensdo ficava sob agitacdo durante
20 minutos e em seguida centrifugava-se a 12.000 g (rotor §S=34)
durante 15 minutos. Essa extragac foi repetida mais uma vez. Os

dois sobrenadantes foram reunidos e utilizados na etapa seguinte,

1.3. Tratamento por gel de fosfato = 0 gel de fosfato foi prepara

do na propria solugio da proteina de acordo com CANNATA & STOPPANI
(1964), da seguinte maneira: adicionava-se tampioc fosfato de po-
tassio 0,5M pH 7,2 e acetato de cdlcio 1M simultaneamente sobre a
solugao da proteina em agitagi@o na proporgao de 5 ml do tampic e
2,6 ml do acetato de cdleio para 100 mg de proteina. Apds comple-
ta adigdo dos reagentes, mantinha-se a agitacdo durante mais uma
hora em banho de gelo. Em seguida centrifugava-se a 27.000 g (ro-

tor SS8-34) durante 20 minutos.

1.4%. Precipitacdo por dialise contra (NH412§9455%de saturagao - 0
sobrenadante do tratamento pelo gel de fosfato foi colocado para
didlise contra tampdc citrato 0,1M -~ EDTA 1 mM, pH 6,5 contendo
(NH4)280LF 556% de saturagdo, durante 12 horas na camara fria. 0

precipitado obtido por uma centrifugacioc a 27.000 g (rotor S8-3L)
durante 20 minutos, fol dissolvido com tampdo citrato 0,1M - EDTA
1 mM, pH 6,5, Dialisava-se essa solugdo contra o mesmo tampdo, du
rante mais ou menos 12 horas, antes do segundo fracionamento com

sulfato de amonio.

1.5, Segundo fracionamento com Sulfato de Amonio - Apds o primei-

ro fracionamento que teve como finalidade concentrar 'a protei-
na, o segundo foi efetuado com solucado de (NHu)QSOu 100% de satu-
ragdo, pH 6,5. A adiclo foi efetuada lentamente (durante mais ou
menos 3 horas), até o aparecimento de ligeira turvacdo (50% de sa
turacdo de (NH,),50,). A concentragio de proteina para essa pre=
cipitagdo deve ser em tornoc de 5 mg/ml para melhor rendimento a
purificacao. Apds repousc de uma hora em banho de gelo, centrifu-
gau~se e o scbrenadante fol levado a 60% de saturagdo, nas mes-

mas condigCes da precipitacdo anterior, deixando-se em repouso

[
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por mais 12 horas., A solugdo foi em seguida centrifugada a 27.000
g (rotor S$S-34) durante 15 minutos, e o precipitado dissolvido em
tampdo citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5,

1.6. Cromatografia em DEAE-celulose = Antes de ser submetida a

cromatografia a solugdo de proteina obtida da precipitag3oc a 60%
de saturacao de (NH,),S0, foi dialisada durante 3 a 4 horas con-
tra tampdo citrato 0,01M - EDTA 1 mM pH 6,5. '

A fosforilase foi separada através de passagens sucessivas de so-
lugles tampdes de eitrato, 0,01, 0,02, 0,05, 0,1 e 0,5M contendo
EDTA 1 mM pH 6,5 em uma coluna de DEAE-celulose de 180 mm de altu
ra e 15 mm de didmetro. Um volume de 1 ml era recolhido em cada
tubo do coletor que ja continha 1 ml de (NHu)zsou 100% de satura-
cdo pH 6,5. A fosforilase foi eluida da coluna com o tampao citra
to 0,5M - EDTA 1 mM pH 6,5 e em seguida precipitada com (NHH)QSOL+

sdlido.

2. ENSAIO DA ATIVIDADE DA FOSFORILASE

2.1. Principio - A atividade da fosforilase foi determinada pela
quantidade de fosfato liberada a partir de’ glicose~l=-fosfato
(G-1-P) de acordo com CORI et al. (1355),.

glicogénio(n) + fosfato =5 G-1-P + glicogénio(n_l)

A reagao acima, na qual fol baseada o ensaio da fosforilase, esta
deslocada "in vitro" para o sentido da sintese de glicogenio, is-
to &, para a esquerda. Determinou-se a quantidade de fosfato libe
rado pelo método de LOHMANN & JENDRASSIK (1926), onde o fosfomolib
dato de amonio & reduzido pelo dcido amino-naftolsulfdnico, resul

tando uma coloragao, cuja leitura da absorbancia foi efetuada a

660 nm,

2.2. Procedimento - A enzima convenientemente diluida foi incuba-

da com o mesmo volume de uma solugdo tampao citrato 0,1IM =~ EDTA
1 mM pH 6,5, contendo glicose~l-fosfate 0,03M e glicogénio 2%. A

pds 5 minutos de reagdo a temperatura ambiente, uma aliquota de
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0,2 ml foi retirada e adicionada a 1 ml de TCA 10%. O precipitado
obtido foi removido por centrifugacdo e 0,6 ml do sobrenadante foi
adicionado a 5,0 ml de dgua. Efetuou-se a reac&o corada com a adi
gdo de 1,0 ml de molibdato de amdnio 2,5% em H,50, 5N e 0,4ml de &
cido aminonaftolsulfdnico. Apds 7 minutos de reagdo a 37°C a ab-

sorbancia foi determinada a 660 nm.

2.3. Unidade de fosforilase - Uma unidade de fosforilase foi de-

terminada come a quantidade da enzima necessiria para a formacgac
de um micromel de fosfato, a partir de G=1=-P, por minuto, nas
condigdes descritas acima.

3. DOSAGEM DE PROTEINA - Foram utilizados tres métodos de dosagem
de proteina, dependendo da quantidade nas preparagdoes ou de pre-

senga de substancias que interferiam em um determinado método.

3.1. Dosagem de proteina pela reaciao de biureto - 0 metodo de
WEICHSELBAUM (1946), modificadoc por DITTERBRANDT (1948), & basea-

L] 2+ - —
do na cor azul do complexo formado pelos ions Cu com ligacgoes

peptidicas em meic alecalino.

Un volume de 1 ml da solugdo de proteina contendo de 20 a 400 ug
de nitrogénio foi adicionado a 1,5 ml do reagente de biureto. Man
tinha-se esta mistura a 37°C durante 30 minutos. A leitura da ab-

sorbancia foi feita a 555 mm,

3.2. Dosagem de proteina pelo reagente de FOLIN-CIOCALTEAU (1927)
modificado por LOWRY et al (1951) - Essa dosagem baseia~se na rea
¢ao da proteina com ions de Cu?+ em meio alcalino e na reducac do
reagente fosfomolibdico - fosfotlngstico, pela tirosina e triptofa

no presentes na proteina tratada pelos reagentes anteriores, com

consequente aparecimento da cor violeta, cuja absorbincia & lida

a 700 rmm.

A 0,25 ml de uma solugdo de proteina (20 a 40 ug) foi adicionado

2,5 ml de uma mistura assim preparada: para cada 106 ml de uma SO
lugdo contendo 52,7 g de Na,C0,.10 H,0 e 0,4 g de NaOH, adiciona-
va~se 1 ml de CuS0.5H,0 0,2% e 1,0 ml de tartarato de sddio e po-

tassio 5%. Incubava-se a solucdo da proteina com a mistura acima
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por 10 minutos & temperatura ambiente e depois adicionava-se 0,25
ml do reagente de fenol. Apds 10 minutos de reacao, fazia-se a

leitura da absorbancia a 700 nn.

3.3, Dosagem de Proteina por espectrofotometria -~ A concentragaoc

da proteina foi determinada neste método pelas leituras de absor-

béncia em 280 nm e 260 nm e usando-se a equagdo de KALCKAR (1347),

concentragac de proteina (mg/m1)=(1,55xA, 40 )=(0,76xA 50 )

4., DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE SEDIMENTAGAO DA FOSFORILASE a
DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO - A determinacio do coeficiente de sedi
mentagao da enzima foi realizado segundo métodos descritos por
SHACHMAN (1857) e ALMEIDA (1873). A velocidade de sedimentagdo dr
/dt de uma particula em um campo gravitacional & funcad de seu pe

s, sua forma e da intensidade de campo exercida sobre ela.

%% = sulr (equacgao 1)

onde:
w = velocidade angular em radianos por segundo = 21§Fm

r = distancia em centimetros do Apice do pico ao centro de rota-~
cao

s = coeficiente de sedimentagao em segundos
t = tempo

Integrandorse a equagao 1 e assumindo 8§ constante para pequenas

distancias "dr", temos:

r t,‘t

S ar . g2 \

v
o @]
portanto:
wz.sot ~
log r = log vy + T ER (equagao 2)

?

ro - € a posigao do dpice do pico no tempo zero, que por conven-
gao e a posigao atingida quando o rotor atinge 2/3 da veloci
dade escolhida para a corrida.



De acordo com a equagao 2 locando-se log r contra t, obtem-se uma

. .. - 42
reta, cujo coeficiente angular e = 7355%, onde se pode calcular =
3

a partir do valor conhecido de w.

4.1. Procedimento experimental - Fosforilase foi dialisada contra
tampao citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5 durante 24 horas. Amostras

de diferentes concentragoes de proteinas foram colocadas em célu-

las de aluminio ou de epon, de setor simples ou duplo, usando-se
rotor tipo AN-D. A velocidade de rotagac foi de 60.000 rpm e a
temperatura de 10°C.,

Usocu-se sistema otico "schlieren® para concentracoes supericres a
1 mg/ml e o sistema de absorgac no ultra-violeta para concentra-

¢oes abaixo de 1 mg/ml da proteina.

As medidas dos deslocamentos dos picos foram efetuadas nas foto-

grafias ampliadas de 5 a 15 vezes com um ampliador fotografico.

4.2. Determinagac do Fator de Ampliaca@c e da Posicdo do Pico - A

chapa fotografica que se obtinha ja era uma imagem ampliada pelo
sistema Otico da ultracentrifuga. Para visualisar melhor o pico,
isto &, para diminuir o erro na medida das distancias dos desloca
mentos dos picos, ampliava-se a imagem através de um ampliador fo
tografiecc, Assim, as distancias medidas eramn afetadas por  éstes

dois fatores de ampliacgao.

Tomando-se como referéncia a Figura 1, que & uma imagem tipica de
uma sedimentacdo, visualizada através do sistema Otico "schlieren”

temos:

a) Determinacao do fator de ampliacaoc (F) - A distancia real en-

tre a linha de referencia interna (R]) e a externa (Rp), linhas
essas obtidas pelo contrapeso, € de 1,60 cm. Portanto, o fator de
ampliacac (F) sera a distancia medida em centimetros entre as du-

as linhas da fotografia ampliada dividida por 1,60.cnm.

b) Determinacao da posicao do pico - Sendo,

R1P = distancia em centimetros entre a linha interna de referén-
cia ao apice do pico;
R1Ryp = distancia entre a linha de referencia interna e externa;

F = fator de ampliagao e igual a ilgog
_ 3
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DIRECAO DE SEDIMENTAGAO »

Fig. 1 - Imagem obtida com o sistema otico "schlieren" em uma ul-
tracentrifuga analitica.
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r = distancia real do &pice do pico ao centro de rotacao.

Para a determinagdo da distancia real do pico a linha interna de
referencia, a distancia RyP deve ser dividida pelo fator de ampli

agao (F), ou seja, E%R.

A posigao do pico deve ser dada em relagdo ao centro de rotagio.
A distancia entre o centro de rotagao e a linha interna de vefe-
rencia e de 5,70 cm, mas devido a elongacgdo do rotor por agao da
forga centrifuga, esta distancia deve ser acrescida de 0,02 cm.
Dessa forma calculamos a distancia real do pico ao centro de rota

gac (r):

r=-13-%£+ 5,72

4.3. Calculo do coeficiente de sedimentacdo (s) - 0 logaritmo de-

cimal das distancias do pico ao centro de rotacdao foram locados

contra o tempo. A inclinagdo da reta obtida foi calculada atraves

da expressao:

p =D . ¥ x (t.logr) - It . Tlog ™ (eguacdo 3)

n It - (It)?

sendo:

b = ineclinagao da reta
n = nimerc de pontos

t = tempo em minutos

0 cceficiente de sedimentacac foi calculado pela expressdao abaixo

proveniente da equagao 2.

= E;E%E X b (equagao 4)
60w

Os valores de Z;ﬁ%ﬁ sao encontrados em tabelas de acordo com a ve
60w .
locidade usada na experiencia.

0s coeficientes de sedimentagao obtidos para as diferentes concen
tragoes de proteina, foram corrigidos para a condigao padrao de

temperatura 209C e para o solvente agua, através da expressao:
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n n - TP
Soow = Sopg () (22 (2= Y 20w,
N20 My 1 -7 Pt

(equagac 5)

onde:
Sobs = coeficiente de sedimentagao obtido na experiéncia
D501 . . . ~ . .
n = viscosldade relativa do tampao de dialise da proteina em
w i~ - . ™ .
relagac a agua, na temperatura da experiencla.
n

—= = viscosidade relativa da agua na temperatura da experiéncia

em relagac a 20°C.
V = velume parcial especifico da proteina.
P20w = densidade da agua a 20°C.

t = densidade do tampdo de diadlise da proteina na temperatura

da experiencia.

0 coeficiente de sedimentagdc real (SEOWJ foli obtido colocando-se
os valores de SZOW contra as concentragoes de proteina e extrapo-~
lando-se a reta para a concentragao zero. 0 ponto onde a reta se

encontra com o eixo das ordenadas (8%, ) foi calculado pelo méto-

. 20w
do do Quadrado Minimo.

5. DETERMINAGAO DO COEFICIENTE DE DIFUSAQ - O método utilizado foi
o da difusac livre, baseadc na segunda lei de FICK.

de dZc
()4 = D(=—)¢
dt dx 2

onde

do _ . ~

e gradiente de concentragio

¢ = concentragac da proteina

t = tempo de difusao

D = ceeficiente de difusaoc

x = distancia da difusio

A Figura 2 mostra © processo de difusac com o tempo, pProcesso
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Fig. 2 - Esquema do processo de difusao de uma proteina na ultracentrifuga em fungao do tempo
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servada pelo sistema Otico "schlieren'.
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esse que fol medido pelo gradiente de refragao. 0 gradiente do In
dc -

dice de refragao e proporcicnal a g Pelo sistema otico ‘'schlie-

ren”. Portanto, utilizou-se para o calculo do coeficiente de difu
530, o tratamento matemdtico de WERNIER da segunda lei de  Fick

(GUEDES, 1949).

2
d —C_ - -~
(a%)t = -/fwoe - e bt (equagao 6)

. dO L] - ]
Como mostra a Figura 2, T atinge o seu valor maximo quando x= 0

e a equacgao acima fica igual a

do o]

Ca&x’t =/410T

- . dc -~ - -
Sabendo-se que o valor maximo de ax corresponde a altura maxima e

que a area do pico "schlieren" & proporcional a ¢, e porbanto

P de . . - .
substituindo-se Ix © & respectivamente por Hmax (altura maxima) e
A

schl (area do pico "schlieven™), temos da eguagao 6.

A
(H-S-S-}lg:)2 = D, 4Tt (equagao 7)
max

A
Locando-se (gﬁgﬁi) contra o tempo, obtem-se uma reta cuja inclina

max
gao dividida por uf, fornece o coeficiente de difusao  aparente

(D).

5.1. Procedimento experimental - A celula da ultracentrifuga uti-

lizada para a determinacao do coeficiente de difusaoc foi do tipo
capilar “synthetic boundary', de setor duple e o rotor foi o AN-
D. Fez~gse a corrida a 6.000 rpm, na temperatura de 10,80C e a di-

fusao foi acompanhada pelo sistema otico "schlieren™”.
As fotografias tiradas em tempos determinados foram ampliadas e
os picos copiados em papel milimetrado para posterior determina-

¢ao das areas por integragao grafica, pelo método dos retangulos.

0s dados obtidos foram colocados numa tabela come segue: .



Somatdria das | Fator de |Aitura X ! |
alturas  (h) | ampliacao ?Ele? rea, em Asenl 2 _ Tempo em
dos retangu- | horizontai| ‘"max cm ‘" )" =y | segundos
los (F) em cm| “Pscny’ max l (t)

Desta forma, calculando-se a somatoria das alturas (h) dos retan-
gulos, o fator de ampliagac horizontal (F) ji descrito na pagina
17 e Hmax dos picos, pode-se determinar Aschl’ e desses dados ob
tem~se em seguida
_ Aseniy 2
y = g
max
De acordo com a equagdo 7 cbtem-se o coeficiente de difusdo (D),

utilizando~se os dados da tabela acima.

O coeficiente de difusdo aparente (D) foi corrigido para as condi

¢oes padrdes (agua a 209C) de acordo com a expressao:

Doy = Diggady (2 f]:l") (nr;";) (equagio 8)
onde
D = coeficiente de difusao aparente
t = temperatura na qual a experiéncia foi efetuada (°C)
27$9£E= viscosidade relativa do solvente para a égua na temperatu
d ra da experiencia
Ttw = viscosidade da dgua na temperatura da experiencia
Nog = Viscosidade da dgua a 20°C,

6. DETERMINACAO DA COMPOSICAO DE AMINO-ACIDOS - Determinou-se a
composigao de amino-Zcidos, realizando-se hidrdlises acidas com
HCl 6N e &cido metanosulfdnico (LIU, 1972) e para determinacic dos
amino-acidos sulfurados, utilizou-se o método de oxidagac com aci
do perférmico (HIRS, 1967). Os residuos foram determinados pelo a

nalisador automatico (conforme descrito em Material e Métodos).

Para dosagem do triptofanc usou-se © método  espectrofotométrico
de acordo com SPANDE & WITKOP (1967) e o método pelo  analisador
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de aminc-acidos apos hidrolise com acido metanosulfdnico.

6.1. Hidrdlise &cida com HCl BN - Amostras contendo aproximadamen

te 0,5 a 1,0 mg de fosforilase foram colocadas num tubo de ensaio
"pyrex” previamente estrangulado no tergo superior, juntamente com
2 a 3 ml de HC1l 8N. O tubo fol resfriado no gelo, borbulhou-se ni
trogenio para a eliminagdo do ar e apds vicuo, foi selado e colo-
do a 11090C  20C, durante 20, 40 e 70 horas.

Ap0s o tempo de hidrdlise, a amostra foi secada sob pressao redu-
zida e o residuo dissolvido em 0,5 ml de tampdoc citrato 0,2M pH
2,2. Essa solugac foi em seguida colocada no analisador automati-

co de amino-aridos.

6.2. Hidrolise acida com dcido metanosulfdnico - Aproximadamente

2 mg de fosforilase, apds didlise contra a Hp0 foi liofilizada no

proprio tubo de hidrdlise.

A esse tubo adicionou-se 1 ml de acido metanosulfdnico 4N conten-
do 0,2% de 3, (2-aminoetil) indol - HCl e apés 5 p de pressido in-
terna foi selado e colocado a 110°C durante 22 horas. Apos esse
tempo de hidrdlise adicionou-se 1 ml de NaOH 3,5N e completou-se
o volume para 5 ml com tampac citrato de sddio pH 2,2 contendo
30% de polietileno glicol. Um volume de 1 ml foi usado para a co-
luna curta e o mesmo volume para a ccluna longa do analisador de
amino acidos.

6.3. Determinacac dos amino-acidos sulfurados - A fosforilase foi

oxidada pelo dcido perfdrmico segunde a técnica de HIRS (1967) e
apds hidrdlise dcida (HC1 6N) de 22 horas a cisteina e cistina fo
ram determinadas como acido cisteico e a metionina como metionina

sulfona, pelo analisador de aminc-acidos.

6.3.1. Oxidacdo com acido perfdérmico - O acido perférmico foi pre
parado tomando-se 1 ml de Hp0p a 30%, mais § ml de 3cido formico

88%. Agitava-se e deixava-se a temperatura ambiente por uma hora.

Aproximadamente 2,0mg de fosforilase foi dissolvida em 1 ml de &dci
do perfdrmico preparado recentemente. 0 tempo de oxidagdo foi de
4 horas em banho de gelo, depois adicionou-se 0,15 ml de acido
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bromidrico 48% a 09C para a eliminacio do excesso do oxidante.

Em seguida o tubo foi conectado e um evaporador rotatdrio evapo-
rando-~se © solvente a W0CC,

0 material seco, fol submetido a uma hidrdlise acida adicionando-
se 0,5 ml de HCl BN a 110°C durante 22 horasg.

6.4. Determinacao do triptofanc por espectrofotometria. Método de
SPANDE & WITKOP (1967) ~ Pequenas aliquotas de N~bromosuccinimida
0,01M foram adicionadas num volume conhecido de solugao de fosfo-

rilase dissolvida em uréia 8M pH 3,8. Apds cada adicdo, agitava-
se suavemente, deixava-se em repouso pelo menos durante 10 minu-
tos e lia~se absorbancia a 280 nm. O reagente oxida o triptofano
a um produto denominado oxindol, causando uma diminuigdo da absor
bancia e portanto, encerrava-se a adigao do reagente quandc se no
tava um aumento de absorbancia devido ao excesso de N-bromosucei-
nimida que provocava a adigao de bromo no oxindol. Para calculo
do nimero de residuos de triptofano usou-se a seguinte expressio:

AA280 ¥ 1,31 x P.M.xV

P x 5500

(equacao 9)
onde
n = numero de residucs de triptofano por mol da proteina

&AZSO = diferenga entre absorbancia inicial da solugdo e a minima
obtida apés adigdo de N-bromosuccinimida. Essa diferenca
e corrigida da diluicdo sofrida em consequéncia da adigao

de N-bromecsuccinimida.

1t

V = volume inicial da solugac titulada

P
P.M. = peso molecular da proteina

5500 = coeficiente de extingao molar do triptofano a 280 nm
1,31

H

peso seco da proteina titulada (mg)

-/t . - » . -
fator empilrico necessario para corrigir o valor de A280 Am
devido ao fato de que tambem o oxindol formado absorve luz

a 280 nm.

6.5. Determinagao do triptofanc em Analisador de amino-acidos - A

determinacao de residuos de triptofano foi realizada também por
hidrélise acida com &cido metanosulfonico tal como descrito em
6.2.



6.6. Cdlculo da concentragdo dos amino-3cidos - Atravds dos croma

togramas obtidos da anilise dos amino-acidos, a concentracic dos

mesmos fol calculada usando-se a seguinte equagao:

pmoles = %lﬂm (equacao 10)
H.W
onde
H = altura liquida de cada pico
W = nimero de pontos na metade superior do pico
Cy.y = constante caracteristica de cada amino-dcido, calculado de

um cromatograma padrao (quantidades conhecidas de cada ami

no=-acido).

7. DETERMINAGA® DO VOLUME PARCIAL ESPECTFICO - 0 volume parcial
especifico da fosforilase foi calculado a partir da composicdo de
amino-acidos, considerando o volume parcial especifico de cada re
sfduo, de acordo com o método de COHN & EDSALL (1943).

(Wi x Vi)

T (equacao 11)
i

1

onde

V = volume parcial especifico da proteina
Vi
Wi

volume parcial especifico de cada residuo de amino-acido

porcentagem em peso do amino-dcido i na proteina.

8. OBTENGAC DA FOSFORILASE-FOSFATASE DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO {de
acordo com STREHLAU et al., 1273) - A levedura seca usada neste
processo foi obtida, conforme descrito na pégina 11, e foi ho
mogenizada com &agua (na proporgdc de uma grama para 3 ml de dgua)
e colocada para autolisar durante 3 horas e meia, num banho-maria
a 37¢cC.

0 auteolisado fol centrifugado a 27.000 g (rotor SS-34) durante 15
minutos e ao sobrenadante (extrato bruto) apds didlise contra
agua, durante 20 horas, adicionou-se lentamente uma solugao de
sulfato de protamina 2,5% na proporgac de 1:10 (v/v com o sobrena
dante). Centrifugou-se a 27.000 g (rotor SS-34) durante 15 minu-
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tos e © precipitado foi eluido duas vezes com o tampao citrato
0,1M EDTA 10 mM pH 6,5. O volume do tampaoc usado para cada elui-
gdo foi 1/10 do volume do extrato bruto.

O eluato foi tratado em seguida com gel de fosfato envelhecidolna
proporgac de 1 ml do gel (0,043 mg/ml) para 1 mg de proteina, a-
pos ter acertado o pH do eluato para 6,0 com acido acético. Essa
precipitag¢ao se prolongava por mais uma hora, com agitagio e em

banho de gelo.

Em seguida centrifugava-se a 27.000 g (vrotor S5-34%) durante 30 mi
nutos e ¢ sobrenadante foi concentrado por uma didlise a vacuo a
49C. A solugao obtida foi dialisada contra EDTA 1 mM pH 7,5, du-

rante 12 horas.

9. ENSAIO DA FOSFORILASE-FOSFATASE - Usualmente incubava-se nos
ensalos para medir atividade da fosforilase-fosfatase, ou para ob
tengac da fosforilase inativa, 1 mg de fosforilase de laevedura
(100 a 500 unidades) com 0,05 mg de fosforilase-fosfatase de leve
dura, em uma solugao de concentracao final de Tris 0,05M - pH 7,5
(ajustado com HC1l) ~ EDTA 5 mM, a 309C.

A atividade da fosforilase-fosfatase era efetuada determinando-se
a atividade fosforildsica do substrato, em aliquotas retiradas da
incubagac apds diferentes tempos. Ao mesmo tempo fazia-se uma in-

cubag&o nas mesmas condigOes, porém na ausencia da enzima.

Apés a inativagao total da fosforilase obtinha~se a fosforilase i
nativa por precipitagdo, pela adigdo de (NH,),80, sélido até satu

ragao 100%.

10. ENSAIO DA FOSFORILASE b QUINASE DE MUSCULC ESQUELETICO DE COE
LHO SOBRE FOSFORILASE b DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO (KREBS & FISCHER

1852)

10.1. Ativagaoc da fosforilase b quinase - 10 ul de fosforilase b
quinase (6,0 mg/ml) era incubada com 10 pl de uma solugdo conten
do ATP 0,018M, Mg?* 0,06M pH 7,0 ¢ 10 ul de uma solugaoc tampic
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de B-glicero-fosfato - Tris 0,125M pH 8,6, durante 30 minutos a
379c¢C.

Apds esse tempo a reagio era interrompida com a adigdo de 1 ml de
B-mercapto-etanol 0,015M pH 8,6.

10.2, Atividade da fosforilase b quinase sobre a fosforilase ina-

tiva de levedura - A reagdo da ativacdo da fosforilase inativa de

levedura de cervejeiro foi realizada incubando-se volumes iguais
de: fosforilase-quinase ativada, fosforilase inativa, scolugdao de
ATP 0,018M, Mg2* 0,06M pH 8,5. A ativacdo foi acompanhada pela do
sagem da atividade fosforildsica. '

11, ELETROIORESE EM GEL DE POLTACRILAMIDA -~ A acrilamida foi poli
merizada de acordo com o método de ORNSTEIN & DAVIS (1963), modi
ficado por DAVIS et al. (1967) em tubos de vidro de dimengdes
6x80 mm.

0 gel de poro pegueno continha acrilamida 5%, N,N' - metilenobisa
crilamida 0,2% em tampao TRIS-HC1 0,006M, pH 7,9 (algumas vezes a
quantidade de cloreto na forma de NaCl foi aumentada 10 vezes), e
pelimerizava=-se com 0,2 ml de persulfato de amdnio (120 mg/ml) e
0,1 m1 de N,N,N'",N' =~ tetra-metil-1,2-diamino-etano (TEMED) dilui

do 10 vezes para cada 10 ml da solugdo acima.

0 gel de poro grande, constituido de acrilamida 3%, N,N'-metileno
bisacrilamida 0,76% em tampdo imidazol - HCl 0,006M (quando se de
sejava bandas bem estreitas, aumentava-se 10 vezes a quantidade de
ions C17) pH 5,8, foi polimerizado misturando-se a essa solugdo,
persulfato de amonio e¢ TEMED nas mesmas condigdes acima.

0 gel de peoro grande polimerizava-se sobre o gel de poro pcgueno,
nupa altura correspondente a 1/10 da altura do gel de poro peque-

no.

A proteina num volume de 10 a 20 pl (20-30C ug) foi diluida em 50
ul de tampao imidazol =~ HC1 0,06M pH 5,8 contendo glicerol 25% e
f-mercaptoetanol 0,015M e colocada sobre o gel de poro grande.
Tampao TRIS-asparagina 0,035M pH 8,0 foi utilizado nas cubas de ¢
letroforese, e a migragac fol visualizada pela adigdo de azul de
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bromo-fenol 0,00004% na cuba de polo negativo. Para cada tubo pas
Sava-se uma corrente constante de 2 mA até que o indicador migras
se pelo menos 60 mm no gel de poro pequeno.

Os geles foram removidos dos tubos e tratados com acido tricloroa
cético 10% por 30 minutos e depois a proteina foi corada com solu
¢do de dcido acético 7% contendo negro de amido a 0,5%, durante
10 a 20 minutos. O excesso do corante foi removido por lavagens
com acido acético 7%. Para a determinagio da atividade fosforili-
sica, os geles foram incubados a 300C numa solugac contendo glico
se-l~fosfatc 0,03M, CaCl, 0,2M, dextrina 5% e maleato .de sddio
¢,05M, pE 6,5. Em seguida os geles foram mergulhados numa solugac
contendo TRIS~Maleato 0,08M e Pb (N03)2 0,003M, pH 7,0 durante
uma hora a temperatura ambiente, para depois serem lavados com
dgua destilada, durante mais ou menos 20 horas. A atividade da
fosforilase foi detectada pelo aparecimento de bandas de cor pre-
ta (PbS), quando os geles foram colocados em solugao de sulfeto
de amonio 5%, durante 5 minutos.

Foram realizadas eletroforeses em diferentes concentragdes de gel
de poliacrilamida, segundo o método de HEDRICK & SMITH (1968), pa
ra o estudo do comportamento melecular da fosforilase tratada e
nao tratada por fosforilase-fosfatase de levedura.

Para a formagao de gel de poro pequeno de concentracac de 10% fo-
ram adicionados 1,0 g de acrilamida e 0,04 g de bisacrilamida, pa
ra 10 ml de tampao TRIS~HC1 0,006M pH 7,9. As outras concentra-
goes de gel de poro pequenc (4, 5, 6 e 7%) foram obtidas por dilu
igdo dessa solugdo de 10% de gel. Cada polimerizacac era feita na
presenca de persulfato de amonio e TEMED conforme descrito para
os geles a 5% de acrilamida.

12. Métodos estatisticos

12,1, O Metodo do Quadrado Minimo - 0 método utilizado para o cal

culo da inclinagaoc da reta, tanto para as experiéncias de determi

nagac do coeficiente de sedimentagdo e difusdo como para a deter-
minagao aproximada do peso molecular nas experieéncias de eletrofo

rese em gel de poliacrilamida, foi o do Quadrado Minimo.
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Usou~se a segulnte expressao:

h o= LEX . y) - Ex . Iy
n £x?2 - (Ix)?

(equagao 12)

onde

b = inclinacac da reta

n = numeroc de pontos

X = valores das abcissas
\ valores das ordenadas

H

12.2.. Cileulo do desvio padrdo - Para o calculo do Desvio Padrio

foi utilizada a seguinte equacao:

Oa = H%— Z(agy - 7?2 (equagao 13)
onde
ca = desvio m&dio do valor a

numero de pontos

n
aj = diferentes valores de a
a

valor médio de a
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RESULTADOS

1. Propriedades fisico-quimicas da fosforilase a de levedura de

cervejeiro (Saccharomyces cerevisiae)

A fosforilase a purificada extensivamente pelo método descrito no
capitulo Material e Métodos, foi submetida a uma serie de experi-

éncias com a finalidade de se estabelecer suas propriedades fIsi
* - o A om oW —~ -
co-quimicas., Essas propriedades possibilitaram nao so o estabele-
. L ) - .
cimento de constantes flsico-quimicas e peso melecular, como tam-

bém contribuiram como critério de pureza da enzima.

1.1. Determinacac do coeficiente de sedimentagao de fosforilase a

de levedura

Essas determinagoes foram feitas utilizando-se solugao de fosfori
lase exaustivamente dialisada contra tampao citrato 0,1M - EDTA
1 mM pH 6,5. A partir de uma solugao de concentragac 1,43 mg/ml
(peso seco), a solugac foi diluida convenientemente para se deteyr
minar o coeficiente de sedimentagdo em diferentes  concentragoes
da proteina. Em todas essas experiéncias, a ultracentrifuga Spinco
modele E, foi adicionada a uma velocidade de 56.000 rpm, mantendo
~se o rotor a temperatura de 10°C. A solugao de fosforilase fo1
colocada num dos setores de uma célula de duplo setor e o ‘tampao

de dialise no outro.

Quando o rotor atingia 2/3 da velocidade maxima (56.000 rpm), esse
tempo foi considerado o tempo zero. Utilizando o sistema Stico
"schlieren”, fotografias foram batidas em intervalos regulares a

partir do tempo zero.

A Figura 3 representa o perfil de ultracentrifugacdo da solugao
de fosforilase de concentracao 1,43 mg/ml, batendo-se fotografias

em intervalos regulares.

Atraves das fotografias ampliadas obteve-se os dados da Tabela I,
que permitiram calcular as distancias dos picos "schlieren® da

proteina ao eixo de rotagao, conforme descrito em Material e Méto




Fig. 3 - Processo de sedimentacao de fosfor¢lase & de levedura de cervejeiro (1,43 mg/ml). As
chapas fot05lallcqs representam os diagramas "schlieren’ obtidos em diferentes tempos de cen-
trifugacao., Corrida feita a 56.000 rpm, a 100C. As regioes em

reapondem as regioces em preto da chapa meta¢ogra¢lca.
para a direita.

brnnco da fotografia acima cor-
A dlregao da sedimentacao é da esquerda

_Ze.,..



TABELA I

Dedos para o calculo do coeficiente de sedimentagdo da fosforilase a de levedura de cervejeiro
em tampac citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5. Concentragao de proteina: 1,43 mg/ml. A corrida de

ultracentrifugagao fol realizada a 56.000 rpm. na temperatura de 10°C.

Foto n@® R,P RiRyp R{P/T 3%2(2)5’72 log Eii?o(i? t2 t x log v
1 4,6 23,1 0,320 6,040 0,7810 7 49 5 ,4670

2 5,4 23,0 0,376 6,096 0,7850 15 225 11,7750

3 6,4 23,0 ° 0,445 6,165 0,7899 23 529 18,1677

4 7,3 23,0 0,508 5,228 G,79uY 31 961 24 ,626U

5 8,2 23,0 0,570 6,290 60,7986 39 1521 31,1454

6 9,3 23,0 0,647 6,367 0,8039 50 2500 40,1950

7 10,3 23,0 0,716 6,436 0,8086 58 3364 46,8988

8 11,2 23,0 0,779 6,499 0,8128 66 b 356 53,6448

9 12,2 23,0 0,849 6,549 0,8175 74 5476 60,4950
10 13,1 23,0 0,311 6,631 0,8216 82 68724 67,3712
Soma 8,0133 Lyb 25705 359,7863

Obs.: o significado dos dados dessa tabela encontra-se em Material e Metodos.
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dos.

A partir do logaritmo das distancias do pico "schlieren™ ac cen-
tro de rotagac (log r) e dos tempos em que as fotografias  foram
batidas, construiu~se um sistema de coordenadas cartesianas como
mostra a Figura 4, onde se locou em ordenadas ¢ log r e em abcis-
sas o tempo (t).

Da reta obtida, calculou-se a inclinagdo da mesma, aplicando-se o©
metodo do Quadrado Minimo, de acordo com a equagao 12.

Substituindo-se os valores da Tabela I temos:

10 x 359,7863 =~ 4ub x 8,0133

- "
10 x 25705 x 198025 = 5,412 x 10

h =

Foi achado assim, o valor de 5,412 x 10~ para a inclinagao da re
2,303

{(que
60w
como explicado anteriormente, e tem um valor de 1,116 x 1079) re-

ta. 0 produto do valor da inelinagdo da rcta pelo fator

presenta o valor de S para a concentragao de fosforilase de 1,43

mg/ml e & igual a 6,04 x 10713 seg.

Esse valor foi corrigido para as condigdes padrdes, isto &, para
o solvente égua e temperatura de 20°C, aplicando-se os valores da
Tabela II a equagao 5. Esta tabela representa os tempos de escoa-
mento das solugOes tampao obtidas nas temperaturas das experien -
cias. Considerando-se o valor da densidade da solugao tampao igual

ao da agua obtem-se:

13

398,1 . 355,05y . 5 15 x 10713 seg

i, -13
6,04 x 10 (262,0 X 3359

S

20w

De modo analogo, também foram calculados os valores de S,, =~ para

as outras concentragoes de proteina usadas.

A Tabela III, representa os valores de S,, ~encontrados para as

diferentes concentragoes de fosforilase de levedura.

A Figura &, representa os valores de 3,, locados num sistema de

coordenadas cartesianas em relacdo a concentracao da proteina (c¢)
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Fig. 4 - Variagao do 1ogar1tmo da distancia dos picos ao eixo de
rotagao (log r) em fungao do tempo (t). Concentragao de proteina
utilizada: 1,43 mg/ml. Velocidade de sedimentagao igual a 56.000

rpm a temperatura de 10¢°C.
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TABELA IT

Tempos de escoamento da agua e das solugoes tampdo, medidos com o
viscosimetro tipo Cannon-Fenske nas temperaturas das experiéncias
de velocidade de sedimentagdo e difusao.

Selvente . .
Temperatura - Agua Tampao 1 Tampac 2
10,00C 338,1 seg - 356,00 seg i
10,89C 333,0 seg 353,6 seg -
20,00C 262,0 seg - -

Tampao 1 - tampdo citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5 de didlise do
material, utilizado na determinacac do coeficiente de
difusao.

Tampao 2 - tampdo de didlise (citrato 0,1M - EDTA 1073 pH 6,5) da
proteina, utilizado na determinagdo da velocidade de
sedimentacao.

TABELA IIT

Coeficiente de sedimentagao (Sjqgy) obtido para diferentes concen-~
tragoes de fosforilase e os valores da intersecgao (ai) da reta
(S20w em fungao de cada concentragido de proteina).

Concentragao S f Intercepto

I S

0,29 § 8,46 8,59

0,u3 8,64 | 8,84

| 0,57 8,50 8,76

| 6,73 _ 8,33 | 8,66

| 1,43 i 8,15 8,80
|




-37-

So0w

9.0

8,0 A L

05 10
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Fig. 5 - Determinagao de Sgow da fosforilase a de levedura de cer
vejeiro a partir da variagido de 8,y M fungado da concentragao de
proteina (c¢).
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e a reta obtida pelo método do Quadrado Minimo como descrito  em
Material e Métodos.

Calculado o valor da inclinagac da reta, obteve-se a partir de ca
da par de valores (§,, x ¢), um ponto de intersecgdo a, no eixo
das ordenadas, a partir da equagao da reta a = v - bx.

0 valor médio dos ponteos de intersecgdo obtidos de cada par de va
lores (8,,. e c) foi achado: a = 8,73 x 10713 seg.

A Tgbela III também mostra os valores dos pontos de intersecgao a
para as diferentes concentrag¢oes de proteina.

Desta forma obteve-se o valor de 50, = 8,73 x 10713 seg ou 8,73
20w g

svedbergs.

0 desvio padrdo da média, isto &, do valor de 895, foi obtido a
partir da equacao 13.

Assim, o valor de S%Ow encontrado para a fosforilase a de levedu-

ra, foil Sgow = 8,73 * 0,10 svedbergs.

1.2. Determinacao do Coeficiente de Difusdo da fosforilase g  de

levedura

Para se determinar o coeficiente de difusao, a enzima foi exausti
vamente dialisada (54 horas) contra tampao citrato 0,IM - EDTA 1
mM pH 6,5,

A solugao da enzima numa concentragao de 2,16 mg/ml (peso seco) ,
foi colocada numa célula especial tipo capilar "synthetic bounda-
ry" de duplo setor, que foi colocada no rotor previamente esfria-
dc.

Una velocidade de cerca de 6.000 rpm foi imprimida a centrifuga e
a temperatura se mantinha a 10,8°C durante a experiencia. Depois
de mais ou menos 5 minutos houve a formacao da fronteira proteina

-solvente ¢ uma primeira chapa foi batida.
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No decorrer do processo de difusdo, fotografias foram batidas em
intervalos regulares de tempo.

A Figura 6, mostra uma série de chapas fotograficas reveladas, do
processo de difusdo, em diferentes tempos.

A partir das fotografias ampliadas como ja descrito, as areas dos
picos do diagrama "schlieren" foram determinadas por integrancao
grafica, como mostra a Figura 7.

Com os dados obtidos das ampliagdes fotogrificas foi construida a
Tabela IV, que permitiu o calculo das areas e alturas miximas dos
picos nos diferentes tempos. Locando-se num sistema de coordena-

das cartesianas, o tempo em abeissas e %{A )2 nas ordenadas ob-
nax
tem-se uma linha reta (Fig. 8) cuja inclinacdo foi determinada pe

lo método do Quadrado Minimo.
Substituindo-~se os dados apresentados na equagao 12, obtem-se:

b = (4 x 63,495) - (6360 x 0,0807) _ 4,32 x 107% om?/seg

(4 x 13,51 x 101%) - 40,45 x 106

0 valor da inclinagao da reta (4,32 x 1076 cm2/seg) foi substitul

do na equagac 7, obtendo-se:

4,32 x 1076
172,566

D = 3,44 x 1077 cm?/seg

Portanto, obtivemos o coeficiente de difus3o aparente da fosfori-

lase a igual a 3,44 x 1077 cm2/seg.

Este numero foi corrigido para as condigoes padrao (solvente=igua
e temperatura=200C) levando-se em consideracaoc a viscosidade

da &gua e das solugdes tampac expressas na Tabela II.

Nessas condigoes o Djpg, da fosforilase a de levedura pode ser cal
culado a partir da equacgdo 8:

293,04y, (353,86, 333,0

- w7 2
793,8°%°333,0" X 75770 = 4577 x 1077 cm/seg

D = 3,4 x 1077 x ¢

20w
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Fig. 6 - Difusao da fosforilase a de levedura de cervejeiro. As chapas fotograficas foram bati-
das nos tempos em segundos indicados acima.

A concentragao de proteina foi de 2,16 mg/ml. Velocidade de rotacao igual a 6.000 rpm e a Tempe
ratura foi de 10,80C.



DIFUSAO DA FOSFORILASE DE LEVEDURA

FOTO N°5
=h=37,40

Fa 291 ;0'- = 18,56
g Henay = 3,50

- 28,70 cem _ o

Fig. 7 ~ Integragao grafica do pico "schlieren" para a determinacdo da area pelo método dos retangulos, onde cada re
tangulo tem 0,20 om de largura.

~Th=



TABELA IV

Cilculo de dados necessarios para determinagdo do coeficiente de difus3o da fosforilase a de le

vedura de cervejeiro em tampao citrato 0,1M EDTA 1 mM, pH 6,5.

Somatoria das Fator de Kp 2
.~ ea (cm4) Altura
alturas{(h) dos ampliacgao = A 7 3. Tenpo: t
Foto ne retangulos horizontal | A=Zh x Q%E HmaXl?iﬁ) (Hmax) x10%sy (seg) 'y
(Zh) (F) max
2 B4, 45 18,7188 0,4749 3,0 2,784 510 1,420
3 43,15 18,7580 00,4603 6,43 5,338 990 5,285
Yy 39,80 18,7188 0,4252 4.4 9,338 1850 18,208
5 37,40 i 18,5625 0,8030 3,5 13,258 29140 38,581
Soma 30,718 6360 53,4385

,_..Z-h—.
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TEMPO (SEGUNDOS X 10793)

A )2
Hmax
difusdo da fosforilase a de levedura de cervejeiro, em fungao do
tempo. Concentragao de proteina igual a 2,16 mg/ml em tampao ci=-
trato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5.

Fig. 8 - Variagao de ( dos picos "schlieren” do processo de
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1.3, Determinagac do volume Parcial Especifico da fosforilase a

de levedura

0 volume parcial especifico foi calculado a partir da composicio
de amino acidos da proteina (cf. pdg. 49),

A Tabela V mostra como foi calculado o volume parcial especifico
da fosforilase a, de acordo com o valor do volume parcial espeoi-

fico de cada amino acido descrito por COHN & EDSALL (1943).

Substituindo~se na equagac 1l os valores da tabela V obtem-se:

v (Wi x Vi)
1
e 73,03 3
I e =
vV 100,08 0,73 em®/g

1.4, Determinagdo do peso molecular da fosforilase 4 de levedura

O peso molecular (M) da enzima foi calculado de acordo com a equa
gao de SVEDBERG:

RT . SSOW
M = G (equagdo 14)
20w &
Sabende-se que:
o] - ~13
- 7 em?
Dogy = 4:77 x 10 emt/seg
V (volume parcial especifico ) = 0,73 cm®/g
R (constante dos gases) = 8,314 x 107 erg . grau™l . mo1”?l
T (temperatura) = 293K
o (densidade da agua a 20°C) = 0,9982 g/cm?
Temos ,
7 -13
1 - 8,314 x 107 x 293,2 x 8,78 x 10 - 164.970

4,77 x 1677 (1 - 0,73 x 0,9982)

Portanto o peso molecular da fosforilase a de levedura de cerve -
jeiro achado foi de 164.%70 daltons.



Calculo de dados necessarios para determinagao do volume parcial especifico da fosforilase

TABELA ¥

de levedura, baseado na composigac de amineo-acidos. 2
. - . n? maxime de Pesec Molecular Wi (% em peso Vih (go%ume . .
Amino-acido | osfduos (A) |dos residuos (B)| & ¥ B do residuo ESpeCltlco Wix Vi
o residuoc)
Lisina 3,7 128,2 474,3 6,358 0,82 5,212
Histidina N 137,2 1371,2 1,838 0,67 1,232
Arginina 2 156,2 374 ,9 5,024 0,70 3,517
Ac.Aspartico 9, 115,1 1116,5 14,861 0,60 8,977
Treonina 2, 101,1 222 ,4 2,980 0,70 2,088
Serina » 87,1 357,1 4,785 2,63 3,015
Ae.Glutamico , 129,1 1187,1 15,915 0,66 10,504
Prolina s 97,1 349 ,6 4,685 0,76 3,861
Glicina s 57,1 239,8" 3.213 C,Bu 2,056
Alanina s 71,1 341,3 h,573 0,74 3,384
Cisteina s 103,0 42,0 0,565 0,63 0,356
Valina N 39,2 386,9 5,184 6,86 4,458
Metionina »8 131,3 10%,0 1,056 0,75 0,792
Isoleucina S U 113,2 384,9 5,158 0,90 L,6u2
Leucina s 113,2 769,8 10,315 0,90 9,284
Tirosina s 163,2 4490 ,6 5,904 0,71 4,192
Fenilalanina a iu7,2 397.,4 5,325 0,77 4,100
Triptofano » 186,0 167 ,4 2,243 0,74 1,660
Total 7485,0 160,082 73,026

(*) Valores obtidos de COHN & EDSALL

(1943),

_Sﬂ-‘-
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1.5, Determinacao da razado friccional da fosforilase a de levedu-

ra

O valor do coeficiente de fricgdo (f) foi calculado, utilizando a
seguinte equagao:

f = DKT (equagao 15)

20w

onde: K é a constante de Bcltzman (1,38x10-16 erg.grau~l.mol"t); T
€ a temperatura absoluta (2939K); N & o nimero de avogadro (6,023
x 1023 mo1™) e b,y = 4,77 x 1077 em?/seg.

Substituindc-se esses valores na e acdo 15,temos:

. 1,38 x 10716 x 293
4,77 x 107

= 84,77 x 1077

0 valor do coeficiente friceional minimo (fpin ), que é o coefici
ente friccional que a proteina apresentaria se possuisse uma for-
ma esférica, porem conservando o seu volume real, foi calculado u
tilizando a seguinte equagio:

fmin = 67 n (%L%ﬁ%) (equagao 16)

onde: n € a viscosidade da 3dgua a 20°C (0,01 poise); M & o peso
molecular (165.000 daltons); V é o volume parcial especifico (0,73

cem3/g)

Portanto:
£ . = 63,1416 x 0,01 (3 X 185.000 x 0’32) = 68,43 x 1077
min 4%3,1416x6,023x10

A relagdo entre o coeficiente de fricgdo (f) e o coeficiente de
friegao minimo (£ 3,), que indica o quanto a particula se afasta

da forma esférica, pode entdo ser calculado:

-9
£.084%,77 x 1077 L o,

min 68,43 x 1-9

£
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Dessa maneira, pode-se prever que a forma da molécula da fosfori-
lase possua uma forma algo distante da esférica. Tal afastamento
da forma esférica seria causado pelo grau de solvatagaoc e/ou/ pe-
la assimetria molecular. A influéncia do grau de solvatagao e da
assimetria sobre a forma da fosforilase pode ser avaliada a par-
tir da equag¢ao abaixo:

3 f z f%-(vz - LI (equacac 17)
min V2

f% € a relagdo dos coeficientes friccionais considerando as molé-
culas completamente anidras, e representa uma medida da  assime-
tria molecular; v2 ¢ o volume parcial especifico da proteina e V3
¢ do solvente e ¢y ¢ a guantidade de agua de solvatagao expressa

por grama de proteina.

Os dados obtidos até o presente momento nao nos permitiram calcu-
lar diretamente o grau de solvatagac §3, da proteina, portanto,
foi calculade o grau de solvatacao madximo de uma situagdo extrema
da molécula, isto &€, a molécula tendo uma forma completamente es-

ferica.

Desta forma, se a molécula da fosforilase a fosse completamente
esferica f/fo seria igual a 1 ¢ neste caso o valor de £/f 40
(s1,24), seria causado exclusivamente pelo grau de solvatacgio,que

pode ser calculado pela equagao abaixo:

£F L = (o
v

© que nos permitiria calcular indiretamente 64,

0,73 + 87 . 1,001
0,73

(1,24)° =

§1 = 0,66 g/g

Portantoc, 0,66 g de dgua € a maior quantidade capaz de solvatar 1

grama de fosforilase.

Uma vez conhecido o grau de solvatagac maximo, e, partindo~se do
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principio de que as proteinas nac sac totalmente solvatadas e nem
altamente assimétricas, pode-se calcular a relagio f/fo, admitin
do-se que a particula em solugac contenha a metade do seu valor
maximo de solvatagio, isto &, estid somente 50% solvatada.

No nosse caso f/fo = 1,24% x (0573 ! 8’;3 X 19001)1/3 = 1,1
bl

Considerando~se a forma de uma proteina como um elipsdide de revo
lugao {prolato ou oblato), £/fo é diretamente proporcional a rela
¢30 entre o raio maior e menor do elipsdide (a/b). Esse valor pa-
ra cada proteina pode ser encontrado por interpolagdo grafica, on
de f/fo estd locada contra a relagao axial (a/b). Se a hipotese
acima for préxima da realidade, a fosforilase corresponde a um
oblato ou prolato com a relagac axizl = 2,8 (TANFORD, 1967).

1.6. Calculo do raio de Stokes da Fosforilase a de levedura  de

cervejeiro

0 raioc de Stokes da fosforilase foi calculado usando a expressiao:

R, = £/81n (equagac 18)

coeficiente de friccdo

y
I

viscosidade do solvente

Substituindo os valores ja conhecidos na equacao 18, obtem-se:

. 84,77 x 1079
e ~ b x 3,116 x 0,01

= 0,045 x 107° om = 45 R

Assim, o raio de Stokes calculado para a fosforilase a de levedu-

ra de cervejeiro fol de 45 .

1.7, Determinacao do coeficiente de absorcao ﬂ%éo o de fosforila

se g de levedura de cerveleiro

Para se determinar o valor de A%EO np? uma solugac de fosforilase

foi extensivamente dialisada, contra agua destilada durante cinco
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dias com varias trocas de agua da diflise.

A absorbancia da solucdo foi determinada no espectrofotometro mo-
delo Beckman DU-2 a 280 nm de comprimento de onda. Tal solugac re
velou uma absorbancia de 0,530. Uma aliquota da solugao dialisada
foi colocada em estufa a 110°C e varias pesagens foram executadas
até obtengac de peso constante.

Por calculo conveniente encontrou-se que uma solugao de fosforila
se com 0,41 mg/ml de proteina (pesc seco) apresentava a absorban-
cia de 0,530,

1% .
Dessa forma o valor resultante de AZBO nm foi de 12,9.

2. Determinagdo da ComposigAo de Amino-Acidos de Fosforilase a de

levedura de cervejeiro

2.1. Hidrdlise acida com HCl BN

0 produto de hidrdlise dcida (HC1 6N) foi cromatografado utilizan

do-se analisador automdtico de amino-acidos.

A Tigura 8 representa uma cromatografia de 40 horas onde se usou
o hidrolisado acido (HCL 6N) de 0,5 mg de fosforilase.

A Tabela VI foi composta a partir do cromatograma. 0 numero de de
unoles de cada amino-acido foi caleulado a partir da equagac 10,
e o nlmero provdvel de residucs de amino-dcidos foi calculado con
siderando a histidina, o amino-acido em menor quantidade como re-~

Lol . - Ll
ferencia e igual a um residuo.

0 numerc maximo de residuos de amino-dcidos da fosforilase foi cal
culado em tempos diferentes de hidrdlise (20, 40 e 70 horas), pa-
ra avaliacdo do peso molecular minimo que foi de 7180. A Tabela

VII, mostra esses resultados, mas naoc estac incluidos nesta tabe-
la, 0s resultados de residuos de cisteina,metionina e triptofano.
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TABELA VI

Numero de umoles de cada amino- ac1do e o numero provavel de residuos calculados tomandc como re-

ferencia unitaria a histidina. Hidrdlise acida (HCl BN) de 40 horas a 110 t 2°C.
_ umoles
Amino-acido Ligggede Altura a?ii?a l?%é%gg Egﬁigg ($§ Hx W [Hx W | Coo pr232§2§ de
Cwa residuos
Lisina 0,001 0,053 | 0,027 | 0,052 14,3 0,744 40,5 {0,018 4,0
Histidina 0,002 0,011 0,006 0,009 21,0 0,189 35,9 |0,005 1,0
Amonia 0,004 0,153 0,078 9,1u9 23,2 3,457 34,3 |0,101 20,0
Arginina 0,003 0,014 0,009 0,011 - 33,0 0,363 33,7 |0,01]1 11,0
Aspartico 0,001 0,102 0,051 0,101 14,6 1,475 30,6 |0,0u8 10,0
Treonina 0,005 0,030 8,017 0,025 15,0 0,375 33,8 |0,011 2,0
Serina 0,007 0,047 0,027 0,040 14,5 0,580 28,5 | 0,203 4,0
Ac.Glutamico 0,001 0,070 { 0,035 { 0,069 19,3 1,332 28,9 | 0,460 9,0
Prolina 0,000 0,010 0,005 0,010 20,0 0,200 12,0 }0,168 3,0
Glicina -0,002 0,028 0,013 0,030 19,3 0,579 30,3 10,019 4,0
Alanina -0,002 0,027 | 0,022 | 0,029 23,0 0,661 29,3 {0,023 5,0
Valina 0,000 0,017 0,008 0,017 28,0 o,u76 27,7 | 0,017 3,0
Iscleucina 0,008 0,042 0,025 0,03u 15,4 0,524 32,1 10,016 3,0
Leucina 0,008 0,058 0,033 0,050 16,5 0,825 30,1 | 0,027 5,0
Tirosina 0,002 0,014 { 0,008 | 0,012 26,0 0,312 27,8 | 0,011 2,0
Fenilalanina 0,002 6,015 0,008 0,013 28,0 0,364 28,9 | 0,012 ¢} 2,0

._'[g_



Determinagao do peso molecular minimo da fosforilase a de levedura de cervejeiro,

TABELA VII

meros maximos de residuos, obtidos em diferentes tempos de hidrdlise acida (HC1 BN) a 110

através dos nu

OCI

nimerc calculado

de

) nimero de moles res fduos ne mégimo P. molecular
Amino-acidos de residuos |[dos residuos{ Ax B
20 h 40 h 70 h 20 h 40 h 70 h (A (B)

Lisina - 0,018 | 0,026 ~ 3,6 3,7 3,7 128,0 474 ,3
Histidina 0,005 [ 0,002 - 1,0 1,0 1,0 137,2 137,2
Amonia - 0,101 | 0,099 ~ 20,0 14,1 20,0 - -
Arginina - 0,011 0,017 - 2,2 2,4 2,4 156,2 374 ,9
Ac.Aspartico 0,057 { 0,048 { 0,057 9,7 3,6 8,1 9,7 115,1  {1116,8
Treonina 0,012 | 0,011 | 0,012 , 2,2 1,7 2,2 101,1 222 4
Serina 0,02% { 0,020 | 0,021 , 4,0 3,0 4,1 87,1 357,1
Ac.CGlutamico 0,053 | 0,046 | 0,053 g, 9,2 7,6 9,2 129,1 |1187,7
Prolina 0,024 | 0,017 } 0,025 3, 3,2 3,6 3,6 97,1 349 ,6
Glicina 0,025 | 0,019 | 0,025 ) 3,8 3,6 L,?2 57,1 239,8
Alanina 0,028 | 0,023 | 0,027 , 4,6 3,9 4,8 71,1 31,3
valina 0,023 | 0,017 | 0,025 , 3,k 3,6 3,9 99,2 386 ,9]
Iscleucina 0,020 { 0,016 | 0,021 3,k 3,2 2,0 “ 3,4 113,2 384,9
Leucina 0,040 | 0,027 | 0,037 , 5,0 5,3 6,8 113,2 769 ,8
T irosina 0,016 | 0,011 | 0,018 , 2,0 2,3 2,7 163,2 440 ,6
Fenilalanina 0,017 0,012 0,017 s 2,0 2.4 2,7 147 ,2 397 ,4
Soma - - : - - ' - - -

71890,¢

.—-ZS_
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2.2, Hidrdlise acida (HC1 6N) apls oxidacdo com dcido penfdrmico

A proteina oxidada pelo dcido performico e depois hidrolisada na
presenga de HC1 6N apresentou os amino-~acidos sulfurados (cistei-
na, cistina e metionina) na forma de acido cisteico e metionina
sulfona, cujos nimeros de residuos por 100.000 g de proteina, es-
tdo na Tabela VIII.

TABELA VIII

Nimero de residuos de amino-acidos sulfurados™ e de triptofano”
por 100.000 g da fosforilase a de levedura de cervejeiro.

h

. ne provavel
Amino-acidos n? de umoles | de residuocs
por 100.000 g

Cisteina 0,013 5,0
Metionina 0,018 11,0
Triptofano 0,021 13,0

* Amino- acidos _obtidos por oxidagao da proteina, com acido per-
formico e apds hidrolise pelo HC1l 6N durante 22 horas a 110°C.

*% Amino-acido obtido pela hidrdlise com acido metanosulfonico, du
rante 22 horas a 110°C.

7.3, Hidrolise acida com acido metanosulfonico

A determinagiac de residuos de amino-3dcidos da fosforilase a de le
vedura fol realizada também pela hidrdlise na presencga de  acido
metanosulfonico, obtendo-se inclusive os residuos de triptofano,
j& que durante a hidrdlise acida pelo HC1 6N, ha destruigdo dague
le amino-acido. Os residuos de triptofano obtidos estic na tabe-
la VIII.

A Tabela IX mostra os resultados da hidrdlise dcida pelo acido me

tanosulfonico, apos hidrdlise de 22 horas a 110°C.

2.4, Determinacao do triptofano por espectrofotometria

As leituras espectrofotométricas da sclugdo de fosforilase a em
uréia 8M pH 3,9 apOs adigio de aliquotas de N-bromo-succinimida



Hidrdlise dcida da fosforilase a de 1@Vedura de gerv
sulfonico durante 22 horas a 11G9C. Calculo do nime

TABELA IX

dos por 100.000 g da proteina.

ejeiro com acido metano-
ro provavel de awmino-aci-

Amino~acidos Numero de ﬁggiﬁgog' ﬁégidﬁgz A X B Hunere ggovével
wmoles (A) {B) residucs/100.000g
Lisina 0,077 5 128,72 512.,8 68
Histidina 0,019 , 137,2 137,2 17
Arginina 0,0u5 , 186,72 374,39 4g
Ac.aspartico 0,139 , 115,1 840 ,2 123
Treonina 0,038 2,0 101,1 202,72 3y
Serina 0,067 , 87,1 304,8 59
Ac.Glutamico 0,131 e 129,1 890,8 117
Prolina 0,050 s b 97,1 252,5 by
Glicina 0,065 , 57,1 194,11 57
Alanina 0,074 s 71,1 277,3 66
Valina 0,059 s 99,2 307.,5 52
| Isoleucina 0,051 5 113,72 305,5 4g
Leucina 0,105 . 113,2 622,56 93
Tirosina 0,039 2,0 163,2 326,4 34
Fenilalanina 0,049 2,6 147,72 38,7 1
Soma 5931,8

- - - - - el .
* 0 numero de residucs foi calculado, tomando como referencia unitaria a his-

tidina.

._-hg_



=-55=

0,01 M estdaoc na Tabela X.

TABELA X

Varlagao de absorgao a 280 nm da fosforilase a de levedura em
ureia 8M pH 3,9 apcs reagao com concentracdc crescentes de N~bro-
mo- SuCClnlmlda.

80 suiiiﬁimféirﬁTSZM diiiiggod?f) £ x Aygy | Bhygg
0,620 - - - -
10,610 10 1,003 0,622 0,008
0,610 20 1,007 0,614 0,006
0,590 30 1,010 0,596 | 0,021
0,560 40 1,013 0,567 0,053
0,520 50 1,017 0,529 0,091
0,480 60 1,020 0,490 0,130
0,485 70 1,023 0,498 0,124
0,490 80 1,027 0,503 0,117
L 8,500 90 1,030 0,515 0,105
0,540 100 1,033 06,558 0,062

0 volume inicial da solugao de fosforilase foi de 3,0 ml, conten-
do 1,43 mg de proteina (peso-seco) e o numero de residuos de trip
tofano foi calculadd para 100,00 g, de acordo com a equagac 9

QAESD x 1,31 x P.M, x V
p x 5500

onde

- 0,13 x 1,31 x 1060.000 x 3,0 - 5.5
1,43 x 5500 ?

3. Evidéncias da existencia de duas formas de fosforilase de 1le-

vedura de cervejeiro

Estudos preliminares, em nosso laboratorio, sugeriam a existéncia
de duas formas de fosforilase. Desde os primeiros passos da puri-
ficagao da fosforilase de levedura de cervejeiro acumulamos dados
nesse sentido. Assim, no extrato brute autolisado incubado a 0©C
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verificou-se uma ativagdo da enzima, como mostra a Figura 10.

Na Figura 1l mostramos a ativacdo da enzima mais purificada conse
quida na temperatura de ~10°C, na Presenca de glicerol. Outra ex-
periencia que atesta o processo de ativacdo da enzima & mostrado
na Figura 12, quando a solugao da enzima foi dialisada contra tam
pao citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5, contendo (NH,),50, 55% de sa
turagao.

Por outro lado, verificamos que no precipitado resultante da cen-
trifugagao a 20.000 g do extrato bruto, existe um sistema catali-
sador da ativagao da fosforilase ("enzima ativante"), ativado pe-
lo ATP, sugerindo ser uma proteina quinase, como demonstramos na
Figura 13.

Consideramos esses dados, embora preliminares, evidéncias impor-

tantes na comprovagao da existencia de duas formas de fosforilase

na levedura de cervejeiro.

4. Evidéncias de Diferencas em peso meolecular das formas ativa e

inativa de fosforilase de levedura de cerveijeiro

Os achados de STREHLAU & FOCESI (1973), vieram contribuir signifi
cantemente nos estudos das formas de fosforilases de levedura de
cervejeiro. Esses autores encontraram em extratos de levedura, a
enzima fosforilase-fosfatase, capaz de catalisar a conversiao da
forma ativa (fosforilase a) em forma inativa (fosforilase b). A
enzima promovia a remogac de fosfato inorganico da fosforilase a.
Essa enzima foi demonstrada ser inespecifica, tendo agio sobre a
fosforilase a de musculo esquelético de coelho, contudo, nio age
sobre esteres fosforicos de baixo peso molecular, como glicose-6-

fosfato, alfa-glicero-fosfato, etc.

A Figura 14 mostra o processo de inativacdo e desfosforilacao de
fosforilase a de levedura e de musculo esquelético de coelho.

Baseado nos estudos acima descritos, obtivemos também as duas for
mas de fosforilase de levedura de cervejeiro, isto &, fosforilase
a (ativa) e fosforilase b (inativa). A Tabela XI mostra a varia
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ATIVIDADE ESPECIFICA
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Fig. 10 - Ativacao (nos intervalos de tempos 0 a 3:30 horas e 24 a 27 ho
ras), da fosforilase no extrato bruto autolisado em fungdoc do tempo. Tem
peratura de 0°C,.
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Fig. 11 - Influencia da temperatura sobre a fosforilase a de leve
dura, parcialmente purificada nos tempos 0 e 60 minutos.
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Fig. 12 _- Ativagdo da fosforilase de levedura de cervejeiro duran
te a dialise contra tampao citrato 0,1M - EDTA 1 mM pH 6,5 conten
do (NHy),SOy 55% de saturagao. Temperatura de U4OC.
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Fig. 13 - Influencia do ATP na ativagio da fosforilase de levedu-
ra de cervejeiro. Sistema de reagao: Mg*+ 0,0uM, F~ 0,1M, EDTA
10 mM, tampao citrato 0,1M pH 6,5, fosforilase de_ levedura e a
"enzima ativante". A coluna A representa a ativagdo da fosforila-
se no sistema de reacgao. A coluna B representa a ativagao da fos-
forilase no sistema de reagac + ATP 2 mM. Tempo: 5 minutos; Tempe

ratura: 250C.
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Fig. 14 - Atividade da_ fosforilase a de levedura de cervejeiro
(0) e de miusculo esquelético de coelho (A) e liberagao de fosfato
1norgan1co de fosforilase a de levedura (@) e de musculo esquelé-
tico de coelho (&), sob a agao de fosforilase-fosfatase da levedu
ra de cervejeiro.
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TABELA XTI

Agdo da fosforilase-fosfatase de levedura sobre a fos
forilase ativa de levedura. -

Tempo de reagao (minutos) 0 60 120

Unidades de atividade da

fosforilase (uM Pi.min”t. 125,0 | 39,0 0,0

mi~1)

cao de atividade fosforilasica durante o processo de inativagdo
pela fosforilase-fosfatase de levedura e a Tabela XII os dados da
subsequente ativagio pela fosforilase-quinase de musculo esquelé-
ticc de coelho com as quais efetuou~se uma eletroforese em gel de
poliacrilamida 5%, como descrito em Material e Métodes.

TABELA XII

Acao da fosforilase-quinase de mlsculo esquelético de coelho so-
bre a fosforilase inativa de levedura de cervejeiro.

Tempo de reagac (minutos) 0 20 60 90

Unidades de atividade da

fosforilase (uM Pi.min™t. 0,0 25,0 90,0 90,0

m1~ 1)

A Figura 15 mostra as fosforilases inativa e ativa, submetidas a
um campo elétrico e uniforme em suporte de gel de poliacrilamida,
como ja descrito. As bandas de proteinas correspondentes ds fosfo
rilases inativa (Fig. 15~B) ¢ ativa (Fig. 15-C) foram reveladas
com negro de amido. O teste de atividade fosforilisica realizado
diretamente em gel, conforme descrito em Material ¢ Métodos, c
mostrade na Fig. 15-D, apos a migracgdo eletroforética da mistura

das duas formas da enzima. Demonstrou-se¢ dessa forma que apenas a
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Fig. 15 - Eletroforese em gel 5% de poliacrilamida, da fosforila-
se ativa e inativa. As proteinas foram reveladas com negro de ami
do: 15-A, controle (sem proteina); 15-B, fosforilase . inativa;
15-C; fosforllase ativaj 15-D, representa a atividade fosforllasi
ca reallzada diretamente em gel, conforme descrito em Material e
Métodos, de uma mistura das duas formas da enzima, apés a eletro-
forese; 15-E, representa o controle do teste de at1v1dade enzi-

matica.
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banda correspondente a do gel 15-C & a fosforilase ativa, uma vez
que a correspondente do gel 15-B, ndo apresentou atividade.

Evidencias a respeito da variagdo dos pesos moleculares das duas
formas de fosforilases foram realizadas atpavis de  eletroforese
utilizando geles de poliacrilamida em diferentes concentragoes
(6,6 e 7%), como descrito em Material e Métodos, segundo HEDRICK
& SMITH (1968). Neste método, proteinas isdmeras de tamanho o is0
meras de cargas, também podem ser analisadas por eletroforese de
gel em diseo. Locando-se o logaritmo das mobilidades relativas da
proteina contra as diferentes concentragoes de gel de poliacrila-
mida as proteinas isdmeras de tamanho d3o retas nio paralelas, in
terceptando-se em um ponto comum perto da concentracac 0% de gel;
as proteinas isdmeras de carga dao retas paralelas e as proteinas
que diferem tanto em carga como no tamanho dao retas nao parale -
las, interceptando-se enm concentragoes de gel distantes de 0%.

Aqueles autores verificaram que havia uma relagao entre peso mole
cular e inclinagao das retas obtidas acima, isto €, quanto maior
© valor absoluto da inclinag¢do da reta, maior o peso molecular da

proteina.

A Figura 16 mostra o comportamento eletrofordtico das duas formas
da enzima em geles de poliacrilamida de concentragao de 5, 6 e 7%.
As bandas de proteina reveladas com negro de amido, da fosforila-
se ativa (16-A) apresentaram migracdes eletroforéeticas malores
que as da fosforilase inativa (16-B). A Figura 16-C representa a
atividade fosforilasica realizada diretamente em gel, apés a mi-
gragdo eletroforética de uma mistura das duas formas da enzime de
menstrando-se que as bandas correspondentes as da Figura 16-~A sao
ativas.

Os valores das mobilidades relativas (Rm) das bandas das protei-
nas e dos logaritmos dessas mobilidades, nas diferentes concentra
gOes de gel, se encontram na Tabela XIII.

A variagac da expressio 100 log (Rm x 100) em fung¢ao da porcenta-
gem de concentragdo de gel de poliacrilamida, esti representada
na Figura 17. Pelas retas obtidas calculou-se a inclinacao das
mesmas, obtendo-se para a fosforilase ativa o valor de ~-7,0 e pa-



Fig. 16 - Eletroforese de fosforilase ativa e i
e 7%. 16-A, bandas de fosforilase a reveladas c
ladas com negro de amido; 16-C, atividade fosfo

nativa em gel de poliacrilamida de concentragao 5, 6
om negro de amigo; 16-B, bandas de fosforilase b rE-
rilasica das duas proteinas, apos a eletroforese.
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TABELA XIII

Valores das mobilidades relativas (Rm) da fosforilase
va (a) e inativa (I), nas concentragoes de 5, 6 e 7% de gel
de poliacrilamida.

Fosforilase ngcngr?g?o ngziiigafgm) 100x1og(Rmx100)
A 5 0,51 171
A 6 0,40 160
A 7 0,37 157
I 5 0,25 1450
I 6 0,13 111
I 7 0,08 90

ra a fosforilase inativa -256,0.

Uma outra preparagac de fosforilase de levedura tambem foi tratada pe
la fosforilase~fosfatase e as duas formas da enzima foram submeti
das a ultracentrifugacac para se avaliar os respectivos coeficientes
de sedimentacdo. A Figura 18 mostra as fotografias tiradas da cor
rida de sedimentacac das duas formas da fosforilase, numa célula
bissetorial,onde em um dos setores foi colocada a solugao de fosfo
rilase 4 e no outro, a enzima tratada previamente por fosforilase
-fosfatase. A analise dessa figura, revela que tanto a fosforila-
se ativa (imagem inferior) como a inativa (imagem superior) apre-
sentam tres componentes, e que 0s da fosforilase inativa seriam

mais pesados que os da ativa.

Pela Figura 19 que € um esquema ampliado da Figura 18-B, e pelos
dados dos valores de SQOw de cada componente das duas formas da
enzima mostrados na Tabela XIV observa-se que os componentes (I,
I, e I;) da fosforilase inativa possuem respectivamente valores
de S,y maiores que os da fosforilase ativa (A1, Ay e A3). Esses
dados sugerem um possivel fendmeno de associagdo-dissociagdo das
moléculas com formagac de espécies de maior peso molecular, duran

te o processo de inativagado.

0 valor da porcentagem relativa de cada pice foi calculade, rela-



Fig. 18 - Processo

rilase inativada pe
cidade de sedimenta
obtidas em diferent

de sedimentagao de fosforilase ativa de levedura (imagem inferior) e fosfo-

1§ fosforilase-fosfatase de levedura
gao de 60.000 rpm a temperatura de 1
es tempos.

de cervejeiro (imagem superior). Velo-
0°C. A, B, C, De E representa as fotos

...89..
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S20y=1.76

Fig. 19 - Esquema da sedimentagao da fosforilase inativa (imagem
superior) e da fosforilase ativa (imagem inferior), a partir da
Fig. 18-B, com os valores de Sgqy dos diferentes componentes e
respectivas porcentagens.
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TABELA XIV

Vglores de 520w dos componentes de uma preparacac de fosfo-
rilase ativa (A), A e Ag) e dos da mesma preparagac, trata
da com a fosforilase fosfatase (I1, I, e I3). -

Componentes S90w Componentes 520w
Ay 1,76 I 2,38
A, 8,32 I, 11,90
Ag 13,26 I, 19,59

cionando os valores das areas dos picos, calculados por integra-
cao gréfica3 pelo método dos reténgulos. Assim, encontrou-se para
cada componente da fosforilase ativa, Ay, Ay e Az, os valores res
pectivos de 54%, 33% e 12% e para os da inativa, I;, Iy e I3, os
valores raspectivos de 68%, 22% e 10%. Portanto, pode-gse determi-
nar a proporgac entre os valores das porcentagens de Al:AQ:AS de
5,4:3,3:1,2 e para I7:I9:I5 de 6,8:2,2:1,0.

Com a finalidade de se obter outras informagdes estudou-se o com-
portamento eletroforetico dos componentes dessas preparagoes de

fosforilases.

A Figura 20 mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida 5% da
fosforilase ativa, onde a revelagac com o negre de amido mostrou
tres bandas distintas (Fig. 20-A). A atividade fosforilasica, de-
terminada diretamente em gel € mostrada na Figura 20-B. Dessa for
ma demonstrou-se que a banda de proteina, de maior concentracgdo e
de maior mobilidade eletroforética, € o Unico componente que pos-

sui atividade fosforildsica detectdvel nestas condigdes.

A Figura 2?1 mostra a migragao eletroforéetica em gel de poliacrila
mida 5% das duas preparagoes de fosforilase, uma tratada e outra
nao tratada por fosfatase. A Figura 21-A, representa a eletrofore
se da fosforilase ativa tratada por fosfatase, 21-B representa a
da fosforilase ativa nao tratada pela fosfatase e 21-C representa

o teste da atividade da fosforilase, da mistura das duas prepara-
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coes.

Observou-se que, 0s componentes da fosforilase tratada pela fosfa
tase apresentaram um perfil eletroforético diferente dos da fosfo
rilase nao tratada pela fosfatase. No perfil da fosforilase trata
da pela fosfatase, notou-se a ausencia do componente que apresen-
tou atividade fosforildsica,na preparagdc ndo tratada pela fosfa-
tase, e o aparecimento de um componente com migragdo eletroforéti
ca diferente da dos componentes da fosforilase ativa.

A Figura 22 comprova os resultados acima, onde o gel 22-A Yepre-
senta a eletroforese da preparacac nao tratada por fosfatase, o
gel 22-C representa a preparagac tratada por fosfatase nas mesmas
condigoes e o gel 22-B a mistura das duas preparagdes. 0s calcu-
los dos valores das mobilidades relativas (Rm) estao representa-
dos na Tabela XV. A fim de verificar o comportamento molecular
desses componentes das duas formas de fosforilases, repetiu-se as
experiencias em diferentes concentragdes de gel de poliacrilamida
segundo o método de HEDRICK & SMITH. A Figura 23 mostra o compor-
tamento eletroforético da proteina ativa em geles de concentra-
goes de 7, 6 e 5% (A, B e C respectivamente). A Figura 24, mostra
o comportamento eletroforético da proteina inativa, também em ge-
les de concentragao 7, 6 ¢ 5% (A, B e C respectivamente.

Na Tabela XVI temos ©¢s valores das mobilidades relativas de cada
banda e dos logaritmos dessas mobilidades. A partir dos dados des
sa tabela foi calculado para cada componente, o valor das incli-
nagoes da reta 100 x log (Rm x 100) em fungdo da concentragao de
gel, cujos resultados estao na Tabela XVII.

A discussao detalhada sobre hipSteses relacionadas com o apareci-
mento dos tres componentes nas preparagoes das duas formas de fos
forilase, bem como alteragao de peso molecular e de mobilidades e
letroforéticas observadas, sera apresentada no capitule '"Discus-

sao”,



Fig. 20 - Eletroforese de fosforilase a de levedura de cervejeiro em gel de poliacrilamida 5%.

Proteinas reveladas com negro de amido 0,5% (20-~A); atividade fosforildsica (20-B); controle da
atividade enzimatica (20-C).

Fig. 21 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 5%,da fosforilase tratada (21-A) e nao tratada
por fosfatase (21-B), reveladas pelo negro de amido; 21-C representa a atividadc fosforilasica.

Fig. 22 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 5%, de fosforilase nao tratada (22-A) e da trata
da pela fosfatase (22-C) ¢ a mistura das duas (22-B). Todos os 3 geles foram revelados com negro
de amido 0,5%

-.Z 4...



TABELA XV

Valores das mobilidades relativas (Rm) em eletroforese de gel de
poliacrilamida da fosforilase tratada (I, Iry, Iryr) e nao trata
da (A7, A1, ArT1) por fosforilase-fosfatase.

Valores das Mobilidades Relativas (Rm)
Componentes T n - —
Teste de Proteina™™ Teste de atividade®*®
%
Ay 0,26 -
ATt 0,57 -
AT1T 0,65 0,64
I 0,26 -
It 0,u49 -
I111 0,58 - .
' !
* A numeragao I, II e III corresponde aos componentes de menor

média e maior migragic eletroforética, respectivamente.
*%  Proteinas reveladas com negro de amido 0,5%

#%% Determinagao da atividade fosforildsica no proprio gel como
descrito em Material e Metodos.




Fig. 23 - Eletroforese da fosforilase ativa da
levedura de cervejeiro em gel de poliacrilami-
da nas concentragoes de 7% (23-A), 6% (23-B) e
5% (23-C). As proteinas foram reveladas por ne
gro de amido 0,5%

Wi
A B C

Fig. 24 - Eletroforese da fosforilase de leve-
dura de cervejeiro inativada pela fosfatase de
levedura de cervejeiro em gel de poliacrilami-
da nas concentragoes de 7% (24-A), 6% (2u-B) e

5% (24-C). As proteinas foram rcveladas por ne .

gro de amido 0,5%.
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TABELA XVI

-7 5w

Valores das mobilidades Relativas (Rm) dos componentes da fosfori

lase ativa (Ar, A7

eAI

valores de 100 x log (Rm X 100).

11’ ¢ dos da inativa (I, Iy7 e Iyyy) e

5% de gel 6% de gel 7% de gel
Componentes '
100xlog 100xlog 100x1log
B 1 Rmx100)] B (Rmx100)| ™ |(Rmx100)
Iy 0,31 149 0,15 118 0,05 70
It 0,50 170 0,30 148 0,17 123
IIII 0,58 176 0,39 159 0,25 140
Ar 0,30 148 0,14 115 0,086 78
Aty 0,57 176 0,39 158 0,25 140
ArTT 0,60 178 0,51 171 0,42 162
%* A numeragao I, IL e IIT corresponde aos componentes de menor

média e maior

migracao eletroforética respectivamente.

TABELA XVII

Componentes da fosforilase ativa (Ay, Ary e AIrI) e da fosforila-

se lnativa (Iy, I
100 x log (Rm x 10
mida.
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e Iry)_e valores das inclinagcCes
em fungac de porcentagem de gel de poliacrila

das retas

Componentes Iggllgzggo Componentes Iggllgzgio
Az ~35,0 Iz ~89,5
Art ~18,0 Irt ~23,0
Ar1r ~8,0 , 11z ~18,0




—-T76
DISCU3SA0

Por ahalogia com o sistema de fosforilase de musculo esquelético
de coelho, no sistema de fosforilases de levedura de cerveijeiro,
as formas ativa e inativa foram também chamadas, respectivamente,

de fosforilase a e fosforilase b.

0 coeficiente de sedimentagao (SZOW) determinado para a fosforila
se a de levedura de cervejeiro, igual a 8,15 x 10713 seg, assim
como o valor do coeficiente de difusao (D2Dw)’ igual a 4,7?:{10“7
cm2/8eg, sao mais ou menos semelhantes aos valores encontrados pa
ra fosforilase b de mUsculo esquelético de coelho, isto e, Soow ©
8,42 x 10713 seg e Dy = 4olh X 1077 em?/seg, porém, diferem dos
da levedura de padeiro, determinados por FOSSET et al. (1871), on
de o valor de 820w foi de 9,65 para a fosforilase a (com um peso
molecular = 250.000 daltons). Devido ao fato do peso molecular en
contrado para o mondmero ser de 103.000 daltons, FOSSET et al.
(1971), consideraram a fosforilase a de levedura de padeiro, como
um dimero parcialmente associado.

Com os dados de 3 e do volume parcial especifico, o peso

20u° P20 4
molecular de acordo com SVEDBERG, pode ser determinado para a fos
forilase a de levedura de cervejeiro e encontramos o valor de
165.000 daltons. Fmbora nao tenha sido determinado ne presente
trabalho, o peso molecular do monomero, pelos valores conhecidos
de peso molecular de outras fosforilases, podemos prever qua a

. : . . . L
fosforilase a de levedura de cervej]elro seja um dimero.

0 volume parcial especifico da fosforilase a de levedura de cerve
jeiro (0,73 cm3/g), determinado pela composigio de amino-dcidos &
igual ao da fosforilase de levedura de padeiroc e semelhante aocs
de outras fosforilases, como de misculo esquelético - de coelho
(0,737 emS/g) e de "dog-fisch" (0,746 cm3/g).

Algumas propriedades fisico-quimicas das fosforilases a e b de le
vedura de cervejeiro determinadas neste trabalho, estdao descritas
e comparadas com as das outras fosforilases de diferentes origens
na Tabela XVIII.



Algumas propriedades fisico-quimicas de fosforilases

TABELA XVIII

SC20w

Fontes da enzima Mo§:i31ar (x107135eg) E (10'7cﬁ%?:eg_l) i Vap | A%EOnm £/fo rate ?E)StOkeS
| Fosf- %ogihgﬁ?§g1° 370.000 | 13,5 é 3,3 0,737 E 11,9 1,35 63,0
: Fogz- %ogihgﬁ%§?1° 185.000 8,4 ; 4,1 ' 0,737 | 11,9 1,35 49,3
ToR e B | 1eseonc oh | - -1 - - -
rost b e fmae | dssoco | osw - e :
' ' i
ugnggigh“dﬁa) 203.000 |, 10,0 - - _ - } ?
"Eﬁzf%iﬁh"d?s> 19%.000 8,8 - ; 0,746 | 12,9 - -
?°g£'p§dgirge“?ﬂ§ra 250.000 9,6 - - | 14,9 - -
R BT : - M -
?°5§; %eiﬁe§2§§§“’a 165.000 | 8,7 b7 éo,?ao 12,9 1,10 45,0
Foefi pdeteveduwra | igsone | sa : R -

Wil | w1 M :

(1) Dados de APPLEMAN et al. (196 et al
dos de FOSSET et al. (I371); (5) Dados de YA-PIN LEE (1860).

6)3 (2) Dados de SEERY et al.

(1867); (3) Dados de COHEN et al. (1971); (M) Da

1
]
3

I
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A determinagao do volume parcial especifico, assim como a determi
nagac de peso molecular minimo da proteina, foram realizadas apar
tir da composigao de amino-acidos, levando-se em consideracao o
numero maximo de resfduos, obtidos entre os resultados dos croma-
togramas em varios tempos de hidrolise, visto que certos amino-
acidos, s3o destruidos durante uma hidrolise mais prolongada, cen-
quanto que outros amino-acidos requerem um tempo bem maior para a

sua liberagao.

Na determinagao de amino~dcidos sulfurados, segunda a técnica de
HIRS (1967), a conversao da cistina em &acido cisteico se da com
um rendimento de 85-90%, enquanto a oxidacdo da metionina & metio
nina-sulfona & bastante quantitativa. O nimero de residuos sulfu-
rados encontrados para a fosforilase de levedura de cervejeiro em
relacao acs de outras fosforilases, descritos na literatura, es-
tao na Tabela XIX .

Quanto a determinacdc do nimero de residuos de triptofano na fos-
forilase a de levedura, o metodo espectrofotométrico segundo
SPANDE & WITKOP (1967), usando uréia 8M como agente desnaturante,
nos deu o resultado de 6,5 residuos de triptofanc por 100,000 23
da fosforilase de levedura de cervejeiro. Esse dado & bastante in
ferior acs encontrados nas outras fosforilases, inclusive na de

padeiro.

SPANDE & WITKOP (1987), demonstraram que o tratamento da proteina
pela uréia 8M & importante, visto que titularam com N-bromo-succi
nimida, apenas 4 dos 8 vesiduos de triptofano da hemoglobina na
ausencia de uréia. Devido ac fato da fosforilase de levedura de
cervejeiro apresentar um numero de residuos de triptofano  infe-
rior aos de outras fosforilases, decidimos expor a proteina & a-
gdo da uréia 8M durante 20 horas, porém o resultado foi o mesmo,
isto &, 6,5 residuos por 100.000 g da enzima. No entanto, através
do método pela hidrdlise com dcido metano-sulfdnico, encontramos
um numero de residuos de triptofano igual a 13 por 100.000 grames
de fosforilase a de levedura de cervejeiro. Embora, aparentemen-
te, o0 método de SPANDE & WITHKOP, seja muito sensivel nao pode~
mos até o presente, justificar a disparidade dos resultados encon

trados.
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TABELA XIX
Eomp051gao de amino~acide por 100.000 g de fosforilase de vérias fon-
es
A Levedura | Levedura |Levedura|Misculo]FIgado B
Amino~acidos |cervejeiro|cervejeiro padeiro| coelho |coelhof~3tala

(1) (2) (3) (i) 5y | &)
Lisina 52 68 55 46 53 68
Histidina 1y 17 15 21 24 16
Arginina 34 40 37 63 48 40
Ac.Aspartico 136 123 115 99 101 92
Treonina 31 3y 42 34 36 45
Serina 57 59 52 30 L3 47
Ec.Glutamico 129 117 103 103 91 113
Prolina 50 by 39 42 38 37
Glicina 59 57 49 51 53 62
Alanina 67 66 55 65 67 76
Valina 5% 52 58 61 62 57
Isoleucina 48 s 57 58 53 55
Leucina 95 93 84 82 86 68
Tirosina 38 3u 34 38 26 31
Fenilalanina 38 by 40 38 43 39
Ac.Clisteico B 5 8 12 -
Metionina - 11 15 21 24 13
Triptofano 6,5 13 18 13 12 21

(1) Hidrdlise com HC1 6N a llOOC Valores maximos das hidrolises
0 numero de residuos de triptofano foi

20,

40 e 70 horas.

de
- obtido

por espectrofotometria de acordo com SPANDE & WITKOP (1967)

{23

HC1 durante 22 hcoras a 11000,

(3)
se.

(4)
(5)
(6)

Hidrdlise dcida (HC1 6N).
Dados de FOSSET et al.

Dados recalculados de SEVILHA & FISCHER (1989).
Dados recalculados de WOLF et al.
Dados de KAMOGAWA et al.

(1971).

(1968).

Hidrdlise com dcido metanosulfonico YN e 3,

Valor médio de 24

(1970).

(2 aminoetil) indol -

e 48 horas de hidrdli
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A composigac de amino~icidos da fosforilase a de levedura de cer-
vejeirc esta descrita e comparada com a de outras fosforilases, na
Tabela XIX. A composigdo de amino-acidos da fosforilase a de leve
dura de cervejeiro foi comparada com as outvas de diferentes fon-
tes através do fator de divergencia, segundo HARRIS et al. (1969)
onde a enzima da levedura parcceu ser distante da fosforilase de
nasculo esquelaético de coelho (0,065) e uma menor divergencia foi
verificada com a fosforilase de figado (0,048) e com a fosforila-
se de batata (0,047). O fator de divergéncia da fosforilase de lc
vedura de cervejeiro em relagdo a de padeiro foi  menor ainda
(0,082). 0 fator de divergéncia de HARRIS, entre fosforilases de
misculo dos vertebrados & em torno de 0,027 (FOSSET et al., 1971).
Esses dados indicam maior ou menor semelhanca quimica entre pro-
teina, servindo de comparagio entre fosforilases de diferentes o-
rigens e no estudo da evolugdo das fosforilases atravds das espé~

cies,

Quanto ao processo de ativagdo da fosforilase de levedura de cer-
vejeiro, o seu controle parcce estar mals relacionado a fosforila
gao da enzima, desde que fol encontrada uma fosforilase-fosfatase
que provoca a desfosforilacdo da fosforilase a com conseguente i~
nativagao da enzima e indiciocs da existéncia de uma fosforilase-
quinase, conforme ja descrito anteriormente no capitulo Resulta-
dos.

Fazendc um retrospecto, as fosforilases de plantas superiores, co
mo a de batata, parecem nao ser reguladas nem por modificacoes a-
lostéricas e nem por modificacdes covalentes /KAMOGAWA et al.
1968), e portanto, nac apresentariam um sitio fosforilado e nem
seria estimulada pelo AMP. Segundc esses autores, nas experiencias
de sedimentagao, o efeito do p-cloromercuribenzoato sobre a fosfo
rilase de batata, nao mostrou evideéncia de dissociacao em sub=-uni
dades, contudo, a presenca de uréia 4M causa o aparecimento de um
simples pico de Spqgy = 5,5 enquanto que o Sogy na ausencia de

uréia foi de 6,5.

A fosforilase de bacterias, como por exemplo a de E.coli, também
nao € fosforilada, embora uma fraca ativacao pelo AMFP tenha sido
encontrada (CHEN & SEGEL, 1968).



No sistema de fosforilase de figade de coelho, a forma desfosfori
lada continua inativa mesmo na presenga de AMP e a ativacgio ocor-

re durante a fosforilagac da proteina.

Por outro lado, no sistema de fosforiiases de misculo esqueletico
de coelho, existe o processo de ativagao da fosforilase b (desfos
forilada) por alosterismo pelo AMP, além do processo de ativagao
por fosforilagac da proteina.

As enzimas responséveis pela interconversiac das duas formas de
fosforilase, fosfatase e quinase de animais apresentam um baixo
grau de especificidade. Por exemplo, a fosforilase b quinase e a
fosforilase-fosfatase de musculo esquelético de coelho, sao capa-
zes de catalisar as interconversdes das fosforilases b em a, e vi
ce-versa, respectivamente, de outros animais. Também foi demons-
trado gque a fosforilase b quinase de mUsculo esquelético de coe-
lho, € capaz de catalisar a ativagac da fosforilase b de leve
dura de cervejeiro, conforme j& descrito neste trabalho. Alem
disso a fosforilase-fosfatase ancontrada na levedura de cerveijei-
ro mostrou-se também ser inespecifica agindo sobre a fosforilase
& de misculo esquelético de coslho, com consequente liberagao de
fosfato inorganico, womo mostra a Figura .1Y4. Contudo, essa bai-
xa especificidade observada para as enzimas que catalisam a inter
conversac das fosforilases, nao occrre no sistema de fosforilases
de padeiro, isto porque FOSSET et al. (1871), demonstraram gue
tantc a fosforilase b quinase, quanto a fosforilase-fosfatase de
misculo esquelético de coelho, nidc tem agdo sobre as fosforilases
de levedura de padeiro. Esse fato pode ser relevante comc um dos
critérics de comparagdo entre o sistema de fosforilase de levedu-

ra de cervejeiro em relagdo ac de padeiro.

A fosforilase b de levedura de cervejeiro, obtida apds agao da
fosforilase-fosfatase sobre a fosforilase a apresentou-se com um
peso molecular maior do que o da fosforilase a, pelo critério de
eletroforese em diferentes concentragoes de geles, como demonstra

mos em Resultados.

Pelo critério de sedimentacgao, também pudemos cbservar que prova-

]

velmente a fosforilase b de levedura de cervejeiro tem um peso .

lecular maior que o da fosforilase a. Neste aspectc o cistema de
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fosforilases de levedura de cervejeirc se assemelha com o de pa-
deiro, visto que neste ultimo sistema, FOSSET et al. (1971), de-~
monstraram que a fosforilase b (inativa e desfosforilada) tem um
peso molecular maior do que o da fosforilase a (ativa e fosforila
dal). Estes autores dapresentam a fosforilase a como um dimero as-
sociado, de peso molecular de 250.000 daltons e a fosforilase )

COmMO um tetramero parcialmente dissociado de pesoc molecular de
390.000 daltons.

0 peso molecular e outras propriedades fisico-quimicas que encon
tramos para a fosforilase a de levedura de cervejeiro, sugerem
que a enzima esteja numa forma de dimero fosforilado, semelhante
ac que ocorre com a fosforilase a de musculo esquelético do coe-
iho, embora esta Ultima tenha uma grande tendéncia a tetrameriza-
¢ao, fendmeno este ndo verificado com a fosforilase a de levedura
de cervejeiro.

Observagao feita por COHEN et al. (1971), sugere uma correlagao
entre a tetramerizagao e a cristalizacac a baixas temperaturas.
Assim, somente fosforilase a de masculo esqueletico de coelho, hu
mano e de rato, associam-se quase que completamente quando crista
lizam~se a 0°C, enquanto as fosforilases de "dog-fish" e lagosta,
bem como isoenzima I do misculo cardiaco de coelho e a fosforila-
se de figado, que n@o apresentam a tendénecia de formagao de tetra
meros, nao se cristalizam. O mesmo fato parece ocorrer com as fos
forilases b na presenga de AMP. As enzimas que tetramerizam apos
a adigdo do nucleotideo, como a do misculo esqueldtico de coclho
(KENT et al., 1958) e a do rato, cristalizam-se a ooc, enquanto
que fosforilase b de misculo de "dog-fish" e de figado de rato,
cujo tamanho parece inalteravel apds a adicdo do nucleotideo, nio
cristalizam a 0°C. No caso da fosforilase a de levedura de cerve-
jeiro, bem como para a fosforilase a de levedura de padeiro, onde
nac foram verificados os fendmenos de tetramerizagac das formas a

tivas, tambem ndo se conseguiu a cristalizagcao das enzimas.

Em experiencias de elctroforese em difcrentes concentracoes de gel
HEDRICK et al. (1969), observaram que a fosforilase a ¢ b de mis-
culo esquelético de coelho comportavam-se como isomeros de cargas
elétricas diferentes e com o mesmo peso molecular (170.000~180.000

daltons}, possuindo a fosforilase a uma maior carga negativa. A
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eletroforese foi realizada em PH 8,5 a 33°C e nessas condigdes a
fosforilase a apresentou um valop Sogw = 855 e a fosforilase L,
Spow = 8,8. Mas, csses autores mostraram ainda que a fosforilase
& na temperatura de 4°C e pH 6,5 apresentava um valor Spqgy, = 14,7
porem, o valor de Sooy da fosforilase 4 tendia ao valor de Sipy,
da fosforilase b quando aumentava-se novamente o PH ¢ a temperaty
ra.

Para a fosforilase @ de levedura de cervejeiro, a determinacao do
coeficiente de sedimentacdo foi realizada a 10°C o pH 6,5 ¢ o va-
lor encontrado foi de 8,15 §, enquanto que o valor de 8¢y da fos
forilase a de misculo de coelho, nessag condigoes é aproximadaman
te, igual a 14,0, Portanto, essa cvidéncia também favorece a nlpo
tese de que a fosforilase a de levedura de cervedjeire néao apresen
taria o fenomeno da tetramerizagac. As experidéneias de eletrofore

se em diferentes concentragdes de gel, segundo HEDRICK et  al.
(1869), foram realizadas a 49C e o pH foil de 8,0 e a fosforilasc
& de levedura de cervejeiro comportou-sc com um peso molecular me
nor que a fosforilase b inativa. Nessas condigoes do temperatura
¢ pH, a fosforilase a do misculo vsqueldtico de coelho, tem um va
lor de 820w
madamente igual a 8,0, o que comprova, mais uma vez, que a fosfo-

= 17,1 e a fosforilase b, um - valor de S,, aproxi-

rilase a de levedura de cervejeiro nfo tende a formar tetrameros,
mesmo nas condicoes de pH o temperatura que favorecem a tetrameri
zagic da fosforilase a de misculo esquelltico. Aldm disso, om ou-
tras condigdes, verificamos que a fosforilase b de  levedura de
cervejeiro, sempre apresentou um peso molecular maior do que a

forma ativa.

Pelo fato do sistema de fosforilases de levedura de cervejairo,
ser ativado por fosforilacac, este sistema assemelha~se mais aos
do reino animal do que aos do reino vegetal , embora haja diferen-
Gas entre o sistema de fosforilase de levedura com os de animais.
Assim, enquanto que a fosforilase a de mUsculo esqueldtico tende
a se tetramerizar e se cristalizar, a fosforilase a de levedura
nac apresenta essas propriedades e nessc Ultimo sistema parece ha
ver um fonomeno de associagio apds a inativacio por desfosforila-
¢cao da enzima. Contudo, a fosforilase a de levedura se aprescnta
como um dimero fosforilado, tal como a fosforilase a de mlscuio

esquelético.



Em relagao ao sistema de fosforilase de figado, a diferenca esta
em que a transforma¢ao da fosforilase a em b de figado nio causa
fenomeno de associagio nem aumento de peso molecular da proteina,
fendmenos estes que ocorrem no sistema de fosforilases da levedu-

ra de cervejeiro.

A presenga ou a ausencia do processo de ativac¢ao por fosforilacao
de fosforilases b de varias origens, e a possibilidade de tetrame
rizagao, estao correlacionadas na Tabela XX. Analisando os dados
apresentados nesta tabela, parece ser evidente gue © processo de
ativagac da fosforilase b em a, por fosforilagao ocorra preferen-
cialmente nos sistemas de fosforilases do reino animal e nos de
levedura, nac sendo observado nos de bactérias, fungos e vege-
tais. Por outro lado, a possibilidade de tetramerizagio da fosfo-
rilase apds fosforilacdo, parece ser exclusiva de apenas alguns

tecidos animais, como o muscular.

Nao se tem informacdo de como a fosforilacgdo da fosforilase b a-
carretaria uma mudanga conformacional, que resultaria no apareci-
mento da atividade, nem como a atividade fosforildsica seria ex-
plicada no caso das fosforilases que ndo sdoc reguladas pelo meca-

nismo de fosforilagao-desfosforilagao.

Sabe-se que entre os variocs sitios cataliticos da fosforilase, o-
xistem os grupos envolvidos com a agregacdo das moléculas, sendo
relo menos dois responsaveis pela formagdo do dimero e do tetrame
ro, € qQua parecem ser diferentes, segundo trabalhos de De VINCENZIT
&« HEDRICX (1970}, onde estudaram nas fosforilascs de musculo es-
quelético de coelho a agdo de varios fatores sobre as ligagdes mo
nomero-mondmero e dimero-dimero. Assim, AMP, ATP, temperatura o
substratos tem efeitos diferentes sobre os dois tipos de ligagao.
0 AMP promoveria a dissociacao da forma tetramerica de fosforila-
se a enquanto favoreceria a associlacdc do dimero ndc fosforilado
da fosforilase b, com a formagao de tetrameros. O efeito do  ATP
no estado de agregagao, causa a dissociagio do dimero da fosfori-
lase b em mondmero, nao tendo nenhuma acfo sobre a fosforilase as
Pouco se sabe entretanto, sobre os grupos envolvidos na agregacao
das sub-unidades. Um dos sitios responsaveis, seria o seril-fosfa
to, gue =std relacionado com a ~gdo da quinasc. Assim, em pH dci-

do ¢ baixas concentracous do proteina, o dimaro fosforilado da



Propriedodes compnrativas do

TABELA XX

fosfeorilases
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de varias origens.

(10) Dodos de

YA-PI0 LEY (15%60)

Fentes da Peso AtivacTo por Qetramerizagﬁg
enzima Molecular fosforilrcao apos fosforilocao
Plrquetrs
human~s (1) 177,000 ¥ ¥
Misculo de ,
conlho (2) 185.000 + +
Misculo de .
pate (3) 185.000 + 4
‘Geculo de ]
s5po () 138.000 + 1
Mseulo de _ _
Flgado  d 185.000 s :
coalho (6) :
Levedura de 200.000 . -
padeirs (7) '
Levadgrg de 165.000 . B
cervejeivo
Heurospora -
(8) 320.000
E.coll 250.000 -
(9)
Bxtata -
(10) 247.000
(1) Dodos de KARPATKIN & LANGER (1969)
(2) Dodos de APPLEMAN et al. (1966)
(3) Dados de SHEVILHA & FISCHTR (1968%)
(4} Dados de METZGIR et al. (1868)
(5) Dados de COUEN et al. (1970)
(8) Dados de SEERY et al. (1867)
(7) Dados de FOSSET ot al. (1871)
(8) Dndos de SHEPIFRD & SHGREL (1969)
(¢) Dados de CIHIFEM & SEGEL (1968)




fosforilase a tende a so dissociar om monomeros, enquanto gue o
dimero nio fosforilado da fosforileose b nfo apresenta estr tenddn

cia naquclas condicoes.

0 sitio de fosforilagdo da fosforilase b parcce ser realmonte di-
ferente do da ativacdo alostérica pelo AMP. NOLAN o+ al. (1984)
demonstraram que a fosforila =2 b de musculo esquelético de coclho

continua com = nosgibilidads

AMP mesmo apbés o romocio triptic:

dz ser otivada 2logtericomente nelo
,.P.,

3
|

- -
da um hextnentideo contindo 3

by

r:33duc sorins. transformando o enzima em fosforilese b,

ey - - . - — -
Durante o estudo da cinetice da agao da fosfatase de musculo o8-

quelitico de coelno, FISCHER o

I
ct

t al. (1967), langaram a  sazuin

|

hipdtese envolvida no fenomeno da regulacio do sistema das fosfo-
rilases: a) o fosforilase a oxistiria como um tetramero contando
um residuc de seril-foszfato nora cade unidade monomdrica; b)) cad
uma das quatro ligagous seril--fosfato seria hidrolisada nn mesmn
velocidede; ©) durante » reacdo da fosfatase, haveria formacio de
hibridos fosforilndo~desfosforilados, gue estariam em um astado
de ecquilibrio entre duas conformagSes possiveis (tetrameros ou dal
meros). Para espceies totalmente fosforiladas o equilibrio favore
ceria a formagao de tetrameros, enquanto para as espécies total-
mente desfosforiladas, favoreceriaz o formagao de dimercs: d) oque
le equilibrio ¢ afetado por efetores como Gi-P ou AMP gque promo-
vem a tetramerizecio, enquanto que G-6-~P ou glicose favorecem o

formagdo de especics diméricas.

Portanto, segundo a hipdtese de FISCHER et al. (1967) ~ atividade
enzimdtica desses hibridos dependeriam da presenca de efetores co
mo G-1-P gue Aumentoria a atividade fosforildsica favorecendo o
formag2o dos tetrimeros, cnquanto que G-6-P favorecendo as ospo-

- » - - - L b - -
cies dimericas, tornariom os hibridos menos Ativoes.

Aqueles autores scpararam Cssces intermedidrios fosforilados atra-
ves de uma coluna de TEAE-celulose, con gradiente de NaCl. A pri-
meira frhedo o ser eluida da colunn foi a forma completamente des
fosforiladn seguida de outras duas de croscuntes gquantidades de
residuos de serina fosforilodos Essas intermediivios fosforila-
dos poderiam estar relacionados com os tros componcentes que obtis

verlos em algumas preparcgoes de fosforilase de levedura de cerve-
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jeiro. Nessas nossas preparagoes, esses tres componentes foramn e~
luidos da coluna de DFAE-celulose num mesmo Dico que possuia ati-
vidade fosforilasica, eluido por uma forga idnica menor {tampao
citrato 0,1M -~ EDTA 1 mdM pPH 6,5) do que a usual (tampio cltrato
0,51 ~ EDTA 1 mM pH 6,5).

Aqueles tres componentes da fosforilase de levedura de cervaieiro
apresentaram coeficientes de sedimentac3o bastante distintos, con

forme mostramos em Resultados. Além disso, parece quec *todos os

tres componentes sao substratos da fosforilase~fosfatase, visto
que, encontrameos valores de SZUW maiores do que os corrasponden:-
tes da preparagao nao tratada pela fosfatase.

Esse relacionamento dos componentes da fosforilase de levedura de
cervejeiro que observamos, com os intermedidrios fosforiladoz de
misculo esquelético de coelho, carece de mais dados, tais como o
do conteudo de seril-fosfato e a atividade enzimatica de cada com
ponente, que serao objetos de estudos préoximos. A acdo da fosfata
se, diminuinde o nimero de fosfato ligado a serina de cada um dos
tres componentes talvez condicionaria a formagao de outros tipos
de asscciagac com formacadc de outros componentes, com valores de
Sopyy @iferentes. De acordo com o trabalho de CHIGNELL ot al.
(1968), haveriam outros tipos de interacoes entre as sub-unidades
além das que mantem os dimeros ou as que mantem 0s tetrameros. Is
ses autorss realizando experiéncias com fosforilase a de misculo
csquelético de coelho, tratada com  Aacido para-mercuribenzoico
(PHML), ¢ncontraram outros tipos de agregados. Nas experiéncias er
gel de poliacrilamida quando se adicionou PMB & fosforilase da, ob
scrvaram uma série de bandas aldm do mondmero, dimero e tetrimero
¢ uma intermedidria entre o dimero e¢ o tetramero, que eventualmen
te seria o trimerc. Através de ultracentrifugacdo, sob as mesmas
condigoes, somente quatro componentes foram resolvidos, O coefici
ente de sedimentagaoc do primeiroc pico foi de 5,98 que representa-
ria o mondmero; o segunde pico sedimentou a 8,25 que correspondc-
ria ao dimero; o tercciro (11,58) @ o quarto (13,28), corresponde
ria ao tetramero como na fosforilase a nativa  (KELLER & CORT,
1953).

CHIGNELL ¢t al. (1868), utilizando os valores dos coeficientes

. ; , ) - - -
fricecionais, e dados de microscopia elctrdonica do dimero e tetra-
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mero, obtiveram coeficientes de sedimentagao calculados e propuse
ram modelos de configuragado, os quais resumimos na Tabela XXI, re
lacionados com os observados para a fosforilase de levedura de

cervejeiro.

TABELA XXI

Modelos de configuracdes possiveis para polimeros de fosforilascs
propostos por CHIGNELL et al. (1968), relacionados com os coefi-

cientes de sedimentacao.

Fosforilase de musculo cs= Fosforilase de le
walético de cocelho vedura de cerve
d jeiro
—
Configuracdo Scalculado Sobservado Sobservado
(1> (2) (3)
o 5,6
g 8,4 8,2 8,3
§ 10,3
1:1_55 _
an 11,2
J
i 11,7 11,9
b
13,2 -
L i 13,3 13,3
NN 20,0 20,0 19,6

(1) Valores de S calculados atravas de dados de coeficlente fric-
cionais e de microscopia eletronica (CHIGNELL et al., 1968).

(2) Valores de S obtidos de agregados do fosforilase a gquande tra
toda com PMB (CHIGFELL ¢t al., 1968)L

{3) Valores de S obtidos de uman preparacac de fosforilase a ¢ fos
forilase b de levedura de¢ cervejeiro.
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Os dados do coeficiente de sedimentagao obtidos para os agregados
de CHIGNELL et al. (1968), estd3o bastante proximos aos valores te
oricamente calculados, bem como com os valores que obtivemos para
0s componentes da fosforilase ativa e inativa da levedura de cep-
vejeiro. Mas come foi frisado por aqueles autores, esses valores,
apesar de mostrar grande semelhanca, podem ser produto de casuall
dade.

E de nosso interesse futuro, a separagao desses componentes de
fosforilase obtidos da levedura de cervejeiro e o estudc quimico
¢ cinético para maior avaliacao da hipotese de que © numero de
fosfato ligado & proteina, condiciona diferentes tipos de agrega-
dosg.

Uma diferenga que parece ser significativa entre o sistema de fos
forilase de levedura de padeiro e o de cervejeiro, € o fato le
que © grupo do Prof. TFischer conseguiu isolar parcialmente uma
proteina quinase de levedura de padeiro, responsavel pela fosfori
lagao da fosforilase b, mas ndo conseguiu isolar a fosforilase-
fosfatase. Por outro lado, o grupo do Prof. Focesi, isolou parci-
almente purificada a fosfatase de levedura de cerveljeiro, mas nao
conseguiu isolar uma quinase. Essas contradigoes provavelmente es
tariam relacionadas com o fato de que a fosforilase de levedura
de padeiro encontra-se preferencialmente no seu estado ativo, su-
gerindo uma malor presenca da fosforilase-quinase, enquanto que a
de cervejeiro, encontra-se preferencialmente no estado inativo,su
gerinde maior presenga da fosforilase-fosfatase. Lsszas hipdteses
poderiam explicar o mais facil isolamento da quinase no primeiro
caso e da fosforilase~fosfatase no segundo caso. Essas diferencas
poderiam estar condicionadas pela maior ou menor presenga de 0y

no meio de cultura de cada uma daquelas ragas de Saccharomyces cg

revisiae. Essa hipotese pode estar relacionada com os achados de
CHESTER (1963), embora este autor nao tenha relaciocnado a diminui
gao da concentragdc de glicogénio, observado nas leveduras anaerd
bicas, com alguma possivel alteracdo do sistema de fosforilase,
quando as leveduras eram colocadas na presenca de maior quantida-
de de 07. O possivel efeitc do 0Oy sobre o sistema de fosforilase
de levedura de cervejeiro, poderia de alguma forma contribuir no
esclarecimento do efeito Pasteur nas leveduras, ac nivel do siste

ma das fosforilases.
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Como ja foi descrito acima, a fosforilase na levedura de cervejel
ro, fol encontrada inicialmente no seu estado mais inativo, 8o se
verificando uma ativagao depois de um periodo de incubagdo a 0°C,
talvez condicionada a presenga do O0,. Outra ativagao verificada
foi durante a didlisec de uma preparagac parcialmente purificada
de fosforilase de levedura do cervejeiro, contra tampao citrato
0,14 - EDTA 1 mM, pH 6,5 contendo (NHu)zsou 55% de satu
ragao. Lssa ativagac poderia estar relacionada com a verificoda
com a fosforilase b de fiIgado de coelho, que se ativa na presenca
dz Hn,80, 0,7M.

!

Arece-nos portanto que também a fosforilase de levedura de cerve
jeiro € ativada por um complexo mecanismo regulatdrio o que permi
te de fato que o seu sistema seja um fator importante na regula-
cao do metabolismo dos cerbohidratos. Assim, & fosforilase de le-
vedura de cervejeiro, semelhantemente com outras fosforilescs de
origem animal seria ativada por fosforilagao, contudo, quanto ao
processo de dissoeciagio-associagao, mostrou-se difervente em rela-

cdio aguclas fosforilascs, como ja discutimos anteriormente.

Segundo CHIGNELL et al. (1968), o sistema das fosforilases, cons-
titui um exemplo de como a atividede enzimatica estd relacionada
com a alteragac do estado de agregagao da proteina, tal como ocor

r.: em 2lguns outros sistemas regulatdrios.

A complexidade do regulagaoc dos sistomas de fosforilases de ani-
mais & confirmade também pela presenca de varios sitios na molécu
1a da enzima, que sdc responsaveis pela atividade catalitica, as-
sim temos, o sitio scril-fosfato, o sitioc do PLP, o sitic do AMP
¢ os sitios responsaveis pela agresagao da proteina, etc. Isso o=
corre principalmente nas fosforilnses de musculo esqueldético, om
bora outros sistemas de fosforilas:s animals parecem aprecentar
gqunse todos esses sitios, o mesmo acontecendo com as leveduras.
Pov outro lado, as fosforilases dc plantas superiores e bactérias
nopecem nao possuir um mecanismo regulatdrio muito complexo, nao
apresentando o sitio seril-fosfato, nem © fenomeno de  agrogagdo
da proteina, ¢ nem a ativagao por alosterismo, e sac comumente cn

controdoas no scu estado ativo.

-

A complexidade da fosforilase do musculo esquelético, possuindo
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tantos sitios importantes para a atividade enzimatica, talvez se-
ja a justificativa do clevado peso molecular encontrado para o mo
nomero da enzima (70.000-~100.000 daltons segundo SEERY et al.,
1970) ao questionarem por que o mondmero da fosforilase teria um
peso molecular tdo elevado em relacdo aos mondmeros de outras pro
teinas. Entretanto, essa justificativa ndo explicaria a razdo
das fosforilases de vegetals e¢ de bactérias, que nio possuem ague

les referidos sitios, apresentarem um pesc molecular elevado.

Essencialmente, pouce se conheéce gsobre o8 grupos que formam o si-
tio catalitico das fosforilases e a sua conformagdo espacial e es
tudos ainda devem ser realizados no sentido de contribuir para o
melhor conhecimento do mecanismo regulatdério do sistema de fosfo

rilases e do metabolismo do glicogenio, principalmente "in vivo®.

Acreditamos que o estudo do sistema das fosforilases de levadura
de cervejeiro, podera contribuir para o estudo de varios as-
péctos do mecanismo regulatorio da atividade fosforilasica, o
quc os resultados aprcsentados neste trabalho possam ajudar em um
malor esclarecimento dos diferentes mecanismos de regulagao da a-

tivagdo-inativagio de fosforilasces de varias origens.



RESUMO

Foram determinados os valores das propriedades fisico-quimicas pa

ra a1 fosforilase a de levedura de cervejeiro:

2) Coeficiente de Sedimentagac (sgow) = 8,7 x 10—13 seg

7

h) Coeficiente de Difusao (D ) = 4,77 x 10~ ch/seg

20w
c) Volume Parcial Especifico = 0,73 em/g

d) Peso Molecular = 165.000 daltons

~ . . o)
Rozae Fricecional = 1,1 ¢ Raio de Stokes = 45 A

[
N

Foi discutida & possibilidnde da fosforilase a de levedura de cer

cjeiro cstar sob uma forma dimérica ¢ fosforilada, devido ao fa-
to do apresentar peso molucular igual o~ 165.000 ¢ ser inativada
por desfosforilacao, catnlisada por ume fosforilase-fosfatase en-
contrada na levedurs de cerveldjeiro. Lssn levedura e a levedura de

padeiro sao ragas de Saccharomyeces cerevisiae, que crescem em uma

menor ou maior aeraciao, respcectivamente. 0s sistemas de fosforila-
s¢s dessas leveduras apresentam varias difercencgas observadas nes-~

te trabnlho e por outros autorces:

a) orescenga e purificagac da fosforilase-fosfatase na levedura de

cervejeliro e nao na levedura du padeiro;

H) prescnga e purificagao da fosforilase~quinase na levedura  de
padeiro, ¢ presenga provﬁvel mis nao isolomento da enzima, na

levedurs de cervejeiro:

¢) prascnga da fosforilasce, 33 no seu estado ativo na levedura de

padeiro e no estado inativo na laevedura de cervejelro;

d) a fosforilase-quinase de lovedura de padeiro,nac ativa a in-
toveconversae da fosforilase b cm 2 do misculo esquelético da
coelho, enquanto cuc o fosforilase-fosfatase de levedura de
cervejeiro catalisa ~ conversic do fosforilasc a em b do muscu

lo esquelstico de coelhos

o fosforilase~quinase de musculo esqueletico de coelho ativa a

©
S
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conversao da fosforilase b em a da levedura de cervejeiro, cn-
quanto gue nao tem agdo sobre a fosforilase de levedura de pa-
deiro.

Foram descritas experiencias mostrande que a fosforilase b de le-
vedura de cervejelro possue peso molecular maior que da fosforila
s¢ 0, devido provavelmente a um processo de associlacdo. As fosfo-
rilases de levedura de cervejeiro apresentam fendmeno de associa
cao-dissociagao proteica, durante o processo de interconversio
das duas formas da enzima, scmelhante ao das fosforilases de leve
dura de padeiro, porém difcrente das fosforilases do ffgado e de
musculo esquelético. 0 fendmeno da interaglo proteina-proteina,im
portante no meonnimso d- rozulagdo cnzimdticn, ¢ a existéncia  do
uma forma ativa (Fosforiladn) e inativa (desfosforilada), coloca
o sisteme de fosforiloses dn levedura de cervejeiro mais  proximo

aog de onimais do qu.. aos do vegetnis.
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