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ABREVIATURAS

AKS a~cetosucinamato

ALA Alanina
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EDTA Etileno diamino tetra acetato
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OAA oxaloacetato

POPOP l,4wbis—(5~feniloxazol~2~il—benzeno)
PPO 2,5~difeniloxazole

PYR Piruvato

'TRIS Tris (hidroximetil)~aminometano
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I - INTRODUCAO

Sementes s3o sitios da sintese e aclimulo de proteinag
Estas reservas de proteina sio indispensaveis para a sobrevivén-
cia da planta, sendb a Gnica fonte de nitrog@nio disponivel ao
embrido durante os primeiros estigios de germinagao. Para o ho
mem, essa prote{na tem grande importa@ncia econdmica, uma vez que
sementes de plantas cultivadas, cereais e leguminosas principal~
mente, fornecem cerca de 70% da proteina consumida no mundo {KAUL,
1973).

Justamehte devido a essa importancia econdmica, semen-
tes de plantas cultivadas tém sido mais estudadas e portanto sao
melhor conhecidas em termos das caracteristicas e do metabolismo
das protefnas de reserva. Os cereais, por exemplo, geralmente
apresentam teores de proteina no grao de 8 a 13%, engquanto = gque
sementes de 1eguminosas'possuem teores de proteina mais elevados
em redor de 20 a 40%(KAUL, 1973). Tais niveis de proteinas nio
sao encontrados em qualquer outra parte da planta. Nos cereais,o
armazenamento desta proteina se localiza principalmente no endos
perma, com niveis inferiores no embrido. Nas leguminosas, ha tam
bém aclimulo de reservas no endosperma nas fases iniciais de de
senvolvimento da semente, mas estes compostos sao asgotadqs logo
em seguida e proteinas e outras reservas s3ao armazenadas no em-
brizo.

A sintese de proteina de reserva se realiza durante um
periodo relativamente curto, geralmente em menos de 20 dias. Pa-

ra o milho(MURPHY e DALBY, 1971), Vicia faba(MILLERD et al., 1971;

WRIGHT e BOULTER, 1972), Pisum sativum(BEEVERS e POULSON, 1972 ;

STOREY e BEEVERS, 1977), Pisum arvense(FLINN e PATE, 1968) e a




soja(HILL e BRIEDENBACH, 1974) a sintese de proteina durante sua

fase mais intensa atinge valores de 1 a 4 mg por dia por semente.
£ evidente que o elevado nivel de sintese de proteina na semente

exige o transporte de grandes quantidades de nitrogénio de outras
partes da planta.Este nitrogénio tem que ser fornecido em forma

reduzida devido a incapacidade, ou capacidade bastante ;imitada

da semente em reduzir o nitrato{MILLERD et al., 1975; SCHELESIER,
1977; OAKS et al. 1978) a principal forma de nitrogenio inorgd

nico absorvido pela planta(BEEVERS, 1976). Possiveis fontes de

nitrogénio reduzido incluem a folha, reconhecido sitio de assimi

lagao de nitrogénio inprgénico(BEEVERS, 1976) . Entretanto = em

fermos da nutrigao da semente, varios autores(LINCK e SUDIA; 1962;
FLINN e PATE, 1970; LEWIS e PATE, 1973) consideram que tal fun

¢ao se restringe principalmente i!folha do nd floral. A folha se

nescente também pode ser uma fonte importante, pelo menos em plan
tas que entram em senescéncia no comego do desenvolvimento das

sementes. Durante a senescéncia foliar, tem sido verificado gue

© esgotamento de proteina da folha coincide com o aciimulo de pro

teina na semente (STOREY eVBEEVERS, 1977), e que os niveis de

aminodcidos encontrados nas vias de transporte aumentam(HALL e

BAKER, 1972; PATE et al., 1974; VAN DIE e TAMMES, 1975).

As leguminosas, principalmente, dispoe de uma outra fon
te importante de nitrogénio reduzido, aquele proveniente da fixa
¢30 de nitrogénio atmosférico. Este processo se realiza nos nodu
los por bactérias em associagldo simbidtica com as raflzes (SCOTT ,
1978) . Além dessas fontes, viarios trabalhos (McKEE et al., 1955 ;
FLINN e PATE, 1970; LOVELL e LOVELL, 1970; KIPPS.e BOULTER, 1974+

MUNTZ et al., 1976) evidenciaram uma contribuigao da vagem na

nutrigao da semente. Este O6rgao normalmente se desenvolve bastan
te antes da formagao das sementes nele contido, fazendo o armaze

namento provisdrio do nitrogénio translocado, cedendo-o poste-



riormente para a semente (RAACHE, 1957; FLINN e PATE, 1968). Evi-
dentemente, a nutrigdo de sementes & complexa, envolvendo va
rias partes da planﬁa de uma forma integrada.

Quanto ao transporte de ﬁitrogénio, parece que este
processo nac vem ao acaso uma Vez que existem compostos especifi
Ccos para este fim. Nao sd0 numerosos os trabalhos sobre este as—
sunto, mas a evidencia acumuléda até o momentc aponta as amidas
como a forma principal de nitrogénio translocada dentro da plan-
ta (BEEVERS, 1976; MIFLIN e LEA, 1977). Principalmente nas legumi
nosas, a amida que se destaca ﬁo translocado & a asparagina(PATE

1971) . Por exemplo, em Lupinus albus(PATE et. al., 1974; ATKINS

et. al., 1975); Pisum arvense (PATE e WALLACE, 1964}, Pisum sati-

vun {LEWIS e PATE, 1973), soja(STREETER, 1972) e Medicago sativa

(LEE e SMITH, 1972), mais do que a metade do nitrogénio translo-
cado esta na forma de asparagina. A importancia da asparagina nao
se restringe as leguminosas, também ocorre em altas concentra
¢Oes na seiva de beterraba(JOY e ANTCLIFF, 1966). Em certos ca-
sos, tal como Lupinus (ATKINS et al., 1975) Pisum(PATE et. al.,
1965) e beterraba(JOY e ANTCLIFF, 1966), encontram-se também no
translocado quantidades apreciaveis de outros aminoacidos, entre
eles acido glutdmico, glutamina e Acido aspartico, embora aspa-
ragina seja predominante. Por outro lado no milho (ARRUDA e SIL-
VA, 1979) e Datura(LEWIS, 1975), a asparagina nao & importante
no sistema de transporte, sendo predominante a outra amida, glu-
tamina.

Possivelmente, é mais do gue mera coincidéncia gue as
plantas que utilizam asparagina como meio de transporte de nitro
génio também sdo fixadoras de nitrogénio atmosfédrico. Certamente
asparagina € o produto final na fixagao simbidtica de nitrogénio
(SCOTT, 1978) e porténto o composto principal translocado dos nd

dulos &sfolhas(PATE, 1969; STREETER, 1972). De fato, o apareci




mento de asparagina no sistema de transporte de Pisum arvense
coincidiu com o inicio da fixagdo de nitrog@nio pelos nddulos |,
chegando a 60% de nitrogénio translocado. Em seguida, apds a flo
ragdo, quando os nddulos comegcavam a degenerar, o nivel de aspa-
ragina na seiva tamb@&m caiu(PATE et al., 1965). Estes dadoé ate
certo ponto, refletem a produgao de aspéragina pelos nodulos, mas
nao significam que toda a asparagina translocada & proveniente da
fixagao de nitrogénio. Pelo menos, tem sido demonstrado (PATE,1971)}
que os altos niveis de asparagina no translocado de leguminosas &
independente da origem do nitrogénio, seja de nitrogénio atmosfé
rico ou de nitrato.

A escolha de asparagina e glutamina para o transporte
de nitrogénio dentro da planta tem certa 18gica. Estas amidas sao
derivadas de glutamato e aspartato gque sSo, porisua vez, intima-
mente ligados aos cetoldcidos do ciclo de Krebs e o metabolismo
de carboidratos. Isto permite a pronta formagdo ou degradagdo do
esqueleto de carbono. Além do mais, possuem uma relagdo N/C alta,
assim reduzindo o investimento de carbono pela planta para o
transporte de hitrogénio. Fora a glutamina(2N:5C) e a asparagina
(2N:4C) ; apenas a arginina(4N:6C) possui uma relagdo mais alta.
Entretanto, a arginina também desempenha um papel semelhante,sen
do o componente principal no transporte de nitrogénio em Arvores
(TROMP e OVAA, 1973).

Outro fator a favor da selegdo de amidas para o trans-
porte de nitrogénio & o fato que sao os produtos primdrios da as
similagao de nitrog@nio. Esquemas resumindo ¢ aproveitamento de

nitrogénio inorgdnico do ambiente, seja na forma de nitrato ou

nitrogénio atmosférico sio apresentados abaixo.
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Nos dois casos, a primeira etapa & uma redugao do ni-
trogénio em questdo para a amdnia, seja pela nitrogenasegs)ou pe
las redutases de nitrato (e nitrito(?) (MIFLIN e LEA, 1977). A
partir deste ponto, 0s esquemas s3o semelhantes. A incoporagio de
amonia em forma orgdnica se di pela enzima glutamina sintetase!?3)
formando-se glutémina(MIFLIN e LEA, 1977). Quando ha formagao de
asparagina, esta transformagao realiza-se a partir de glutamina
pela reacgao asparagina sintetase (5)(STREETER, 1973; ROGNES, 1975
LEA e FOWDEN, 1975a).

Quanto ao grupo a-amino de glutamina e asparagina,es-
te se forma a partir da assimilagdao de uma segunda molécula de
ambnia no grupo amida de glutamina (MIFLIN e LEA, 1977) qgue, me-
diante a agéo de transaminase (7)e/ou GOGAT(“)é transferida para
a posigao de a-amino.

O transporte dessas amidas do sitio de produgdo para

outras partes da planta se di ou pelo xilema ou pelo floema, con



forme o caso. Os produtos da fixagao de nitrogénio se translocam!
dos nddulos, o sitio de produgao, para as folhas e outros sitios
de consumo, pelo xilema(OGHOGHORIE e PATE, 1972). Por outro lado,
0s produtos de assimilacdo de nitrato sao transportados da folha
« para outras partes da p}anta pelo floema (WALLACE e PATE, 1967;

OGHOGHORIE e PATE, 1972). O transporte para a semente, entretan-

to sb & possivel pelo floema, uma vez que a semente tem poucas li
gagbes com O xilema e nSbo transpira(PATE et al., 1975). Infelizmen
mente, em termos do nosso conhecimento da nutrigéo da semente, a

grande maioria dos trabalhos realizados sobre o transporte de

nitrogénio baseiam-se em andlises da seiva do xilema. Contudo,es

tes dados talvez tenham algum valor em relagdo a nutrigdo da se
mente, uma vez qﬁe, em Lupinus pelo menos, ocorre a pronta trans
feréncia de aminoacidos, principalmente amidas, do xilema para o
floema, de modo que a composigao de aminoacidos, chegando . aos
frﬁfos via o floema, & poﬁco diferente qualitativamente_daquele

do xilema(PATE et al., 1975). Quantitativamente, a tendéncia @&
de aumentar a pr0porgéo de asparagina no floema, sugerindo, por-
tanto, que esta amida seja mais importante ainda do que indicado

pelos dados obtidos com a seiva do xilema.
Quando se compara a composigao dos aminoacidos encontra

dos no floema com a composigdo de aminodcidos livres e de protel

nas da semente (JENNINGS e MORTON, 1963; FLINN e PATE, 1968; SO~

. DEK e WILSON, 1971; ATKINS et al., 1975) verificamos que ha gran-

des diferencgas. Principalmente na proteina de reserva, observa-
a se altos niveis de alguns aminodcidos que sao translocados em

quantidades baixissimas. Por exemplo, aminoidcidos como = leucina

compOe menos que 1% do translocado mas cerca de 10% da proteina

de reserva. Por outro lado, o alto teor das amidas chegando a




semente fica bastante reduzido na semente, sendo gue apenas 10%
dos aminoacidos na proteina reserva sido asparagina, enquanto que
esta amida representa cerca de 50% dos aminoiAcidos translocados.

E evidente que os aminofcidos nio s3o translocados pa~
ra a semente na mesma pr0porgéé que sao incorporados na proteina
de reserva. O desequilibrio dos aminodcidos translocados sugere
que deve ocorrer uma intensa transformagidoc de aminoacidos na se
mente, ou pelo menos a biossintese de aminodcidos carentes a cus
to de aminodcidos em excesso(SODEK e WILSON, 1970; LEWIS e DATE,
1973; PATE et al., 1975; ATKINS et al., 1975). Uma vez que . as
amidas sao os aminodcidos que chegam i semente em grande excesso
e de se esperar que estas amidas sejam as principais fontes de
nitrogénio para a formagdo de outros aminoicidos dentro da semen
te. De fato, estudbé com amidas marcadas com lSN em Datura(LEWIS,
1975) Lupinus(ATKINS et al., 1975) e Pisum(LEWIS e PATE, 1973)
tem demonstrado a pronta transferéncia do grupo amidé para o gru
PO . g-amino de muitos outros aminodcidos’ incor
porados subsequentemente em proteina. No caso de Lupinus (ATKINS
et al., 1975), foi calculado que cerca de.-metade dosg aminofcidos
dos cotilédones foram sintetizados de novo a partir de asparagi-
na translocada. Em ervilha, LEWIS e PATE(1973) concluiram gque a
maior parte da tirosina, leucina, fenilalanina, histidina, lisi-
na, e arginina encontrada na semente foi sintetizada 13.

.Dada a importancia das amidas como fonte de nitrogenio
para a semente, surge a questio de como sao utilizadas estas ami
das pela semente para a sintese de outros amincdcidos. £ conheci
do gue o grupo oa-amino de todos os aminoacidos & formado, dire-
tamente ou indiretamente, pela transaminagdo(BEEVERS 1976). Uma
vez que o grupo amida nao participa em reagdes de transaminacgao,

temos que procurar outro mecanismo para a utilizagdo do grupo ami.
da.



Uma exame de reagoes metabdlicas envolvendo as amidas
revela a existéncig de varias possibilidades para explicar a uti
lizagao desses aminodcidos pela semente. No casgo de asparagina ,
LEA e FOWDEN(1975b) sugeriram trés possiveis reagOes para a degra
dagao dessa amida. O mais ébvfo, devido a larga distribuicao em

tecidos animais e bactérias, & a asparaginase:

Asparagina - Aspartato + NH3

Entretanto, até hoje tem sido dificil encontrar .esta
enzima em tecidos vegetais. Os primeirés trabalhos descrevendo a
existéncié da enzima em brotos de milho e leguminosas em geral
(KRETOVICH et al., 1954; LEES e BLACKNEY, 1970) foram realizados
com extratos crus e nado eliminaram outras possibilidades qué tam
bém poderiam explicar a formagao de 3cido aspartico. Mais recen-
temente, foi possivel demonstrar e caracterizar uma asparaginase

em sementes imaturas de Lupinus polyphyllus(LEA et al., 1978) e

Lupinus albus (ATKINS et al., 1975). Entretanto, a enzima nao foi

eoncontrada em outras espécies de Lupinus nem em sementes imatu~
ras de outras leguminosas ou cereais(LEA e FOWDEN, 1975b; LEA et
al., 1978; STOREY e BEEVERS 1978).

A segunda possibilidade &€ a enzima asparagina transami

nase, que cataliza a seguinte reag3do:

Asparagina + a-cetodcido = dcido a-cetosucindmino + aminodcido

Esta enzima foi caracterizada inicialmente em extratos
de figado do rato por MEISTER e colaboradores em 1952 (MEISTER et
al. 1952). Indicagdes da existéncia dessa enzima em tecidos vege
tais apareceram em trabalhos sébre transaminase {(WILSON et al.,
1954; YAMAMOTO, 1955) onde foi constatada a transaminagao de 19
aminoacidos, entre eles asparagina, com virios cetoicidos dife-

rentes,




Recentemente (STREETER, 1977) foram obtidas evidéncias
mais convincentes quanto i existéncia de asparagina transaminase
em tecidos vegetaié. Fol caracterizada a enzima de folhas de soja
a partir de um ensaio envolvendo, pela primeira vez, a dosagem do
produto especifico da reagio, o dcido a-cetosucindmico. A impor-
tancia dessa enzima no metabolismo de asparagina na folha foi de
monstrada subsequentemente pelo.grupo de Joy {BAUER et‘al., 1977),
através de um estudo com asparagina marcada com 140 e lSN. Eles
verificaram a pronta transformagdo de asparagina em acido a-suci-
namico em folhas de ervilha ap0s incuba¢do com 14C—asparagina.Dos
dados cinéticos, Joy e colaboradores(BAUER et ai, 1977} conclui-
ram que o nitrogénio de asparagina foi transferido diretamente 3
alanina, sugerindo que piruvaéo seja o cetoacido fisioldgico de
transaminagao. De fato, os experimentos de STREETER(1977) com a
enzima da folha de soja revelavam maior atividade com piruvato do
que qualquer outro cetodcido. Apbds a transaminagdo de  asparagi-
na, acredita-se que o produto desta reégéo, o dcido a~sucinimico,
seja transformado em oxaloacetato pela agao de acido a-sucinamico
deamidase (STREETER, 1977), permitindo, desta maneira, o aproveita

mento do grupo amida:-

- - +
Acido a-cetosucindmico — Acido oxaloacetato + NH4

Apesar de existir poucos trabalhos sobre asparagina
transaminase em tecidos vegetais a evidéncia & suficiente para
considerar esta enzima uma boa candidata para explicar a utiliza-
cao de asparagina pela semente.

A terceira possibilidade considerada por Lea e Fowden
€ uma reagdo andloga a de GOGAT(veja reagao 4 do esquema acima) ,

mas com asparagina no lugar de glutamina:-

Asparagina + a-cetoglutarato + NAD(P)H > Asparato + Glutamato + NAD (P)




"""'];-.0"'

Este tipo de reagdo tem a vantagem da transferéncia di
reta do grupo amida para o a-amino, evitando assim a necessidade
de reassimilar a amanié. Tal atividade foi constatada em raizes
de ervilha(FOWLER et al., 1974) e células de cenoura em cultura
(DOUGAL, 1974). Entretanto, a validade destes resultados & duvi-
dosa, uma vez que foi demonstrado (MIFLIN e LEA, 1975) gque a ati-
vidade médida provavelmente & devido a impurezas na asparagina.

Para explicar a utilizagao de glutamina pela semente ,
podemos. considerar a enzima glutaminase que cataliza a hidrolise
de glutamina liberando o grupo amida em forma de amdnia. Nao
existe, entretanto, nenhuma evidéncia para a ocorréncia dessa en
zima em tecidos vegetais (BEEVERS e STOREY, 1976).

Uma outra possibilidade € a enzima "glutamina (amida):
2-oxoglutarato aminotransferase (oxido-reductase NAD(P)" ou GOGAT.
Esta & uma enzima nova para a bioQuimica, sendo descoberta @ em
1970 em bactérias (TEMPEST et al.,, 1970). A enzima Ffoi encontrada
recentemente em plantas superiores assim como em folha de ervi-
lha(LEA e MIFLIN, 1974), raizes de ervilha(FOWLER et al.,, 1974 ;
MIFLIN e LEA, 1975), nddulos de leguminosas(ROBERTSON, et al.,
1975) e células de cenoura em cultura (DOUGAL, 1974). A enzima en
contrada em folhas € algo diferente porgue utiliza ferredoxina e
nao NAD(P) como doador de eldtrons. Acredita-se gue a enzima GO-
GAT desempenha um papel importante na assimilacao de nitrogénio(
veja esquema acima). A grande vantagem dessa reagac para expli
car a utilizagao de glutamina em sementes & que o grupo amida &

transferido diretamente para a posi¢do a-amino:
+
Glutamina + a-cetoglutarato + NAD(P)H-» 2xGlutamato + NAD(P)

Qutras reagoes, nas quais a glutamina participa, como
a sintese do grupo indole de triptofano e na sintese de purinas,

nao merecem considerag@o agqui porgue nio possibilitam a transfe-
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réncia do grupo amida para outros aminoacidos em geral.
Finalmente, a transferéncia do grupo amida para aspara

gina:

Glutamina + Aspartato + ATP —> Asparagina + Glutamato

uma reagﬁo j& conhecida em tecidos vegetais (ROGNES , 1975; LEA e
FOWDEN, 1975a}), também & uma possibilidade, mas ainda seria ne-
cessaria uma explicag@o para a utilizagac da asparagina formada.
Chegamos a conclusdo de que as amidas sdo de inegivel
importancia na nutrig3o da semente, e que existe um desconheci
meﬁto quase total da maneira pelo qual sao utilizadas estas ami-
das pela semente. Por este motivo, foi iniciado o presente estu-
do objetivando descobrir as enzimas envolvidas no metabolismo das
amidas. Para estudar o metabolismo de glutamina foi escolhido o
milho em virtude da importdncia da glutamina no sistema de trans
porte desta planta(ARRUDA e SILVA, 1979). A ervilha foi escolhida
para estudar o metabolismo de asparagina, uma vez gue este ami-
noédcido ocorre em alto nivel no translocado(LEWIS e PATE, 1973 )
e ja foi constatado que cotilédones de ervilha podem sintetizar
proteina utilizando asparagina como a ftnica fonte de nitrogénio(

MILLERD et al., 1975).
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II. MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

0 milho(ggg mays L.) utilizado neste estudo foi um hi
brido simples designado HS 1406, sintetizado a partir de 1linhas
puras de uma variedade de Tuxpeno. O cultivo do milho foi reali
zado no campo de Universidade Estadual de Campinas no verao de
1975 em fileiras de um metro de distdncia, e a separagao entre as
plantas foi de 0,2 m. Adubo foi aplicado na razao de 80 kg de N,
80 kg de P205 e 30 kg de Kzo por hectare. As espigas foram auto-
fecundadas, todas no mesmo dia apds manté-las cobertas com sSacos
plasticos.

Sementes de ervilha(Pisum sativum L., variedade Feltham's

First) foram embebidas em dgua corrente durante 24 horas e semea
das em seguida em terra em vasos plasticos de 2 % l., na ra-
zao de 4 plantas por pote. Os vasos foram mantidos em estufa du
rante o ciclo completo. A cada pote foi adicionado 15 ml de adu-
bo liquido(NH4NO3 10% e K,HPO, 10%) antes do plantio e mais 5 ml
ao florescer. As flores do primeiro nd reprodutivo foram datadas

a partir da antese.

2. METODOS

Todas as operagOes envolvendo o manuseio da enzimas du

- - . . o)
rante a extragao ate o ensaio,foram realizadas a 0-5 C.
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2.1. Dosagem de GOGAT em milho

2.1.1. Extracdo do endosperma de milho

Foram retirados 40 gr8os da regido central da espiga, e
o embrido separado do endosperma. Os endospermas foram moIdos num
graal com 20 ml de tampao tris-HCl, 50 mM, pH 7,5, contendo EDTA
1mMe Z—mercapto etanol 10 mM.O homogeneizado foi filtrado em ga
ze e em seguida centrifugado a 10.000 x g durante 15'. O sobrena
dante resultante foi decantado em gaze para remover a camada de
gordura flutuante. Uma aliqubta de 5 ml foi dessalinizada numa
coluna de Sephadex G25(1,5 x 16 cm) eqguilibrada com o tampao de
extragao. A fragao contendo as proteinas foi coletada num volume

de 8 ml e aliquotas desta fragdo utilizadas para dosagem de GOGAT.

2.1.2. Purificacao parcial de GOGAT

Quarenta endospermas foram homogeneizados em 10 ml de
tampao de maneira descrita acima. Apds centrifugagao a 10.000-x g,
foram dissolvidos 2,16 g de sulfato de amdnio por 10 ml de sobre -
nadante, com agitégéo continua durante 15 min.. A proteina preci
pitada foi removida por centrifugagac a 10.000xg por 10 min., e
mais 1,56 g de sulfato de amBnio dissolvidas no sobrenadente. O
precipitado resultante, apbs centrifugacgao, foi retomado em 5 ml

do tampdo de extragdo, e dessalinizado na coluna de Sephadex G25.

2,1.3. Ensaio para GOGAT (E.C. 2.6.1.53)

O ensaio utilizado para dosar atividade de GOGAT foi
baseado no método descrito por DOUGAL(1974), envolvendo a medigao

da oxidagao de NADH no espectrofotdmetro a 340 nm. Nos ensaios
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de rotina, a mistura de reagdo de 3 ml continha tris-HCl1l pH 7,5
50 mM, L~glutamina 5 mM, a-cetoglutarato(neutralizado com KOH) 5
mM, NADH 0,1 mM e ehzima. 0s ensaios foram incubados em banho-ma
ria a 30 °C e retirados brevemente a 0,15 e 30 min para leitura
no espectrofotdmetro. Sempre foi incluido um branco, omitindo-se

glutamina e o-cetoglutarato, para avaliar a oxidagao de NADH, in

dependente de substrato.

2.2. Dosagem de asparaginase de ervilha

2.2.1. Extracao de semente de ervilha

O tampao utilizado em todos os passos da extracdo e pu
rificagac de asparaginase foi composto de glicerol 10%(p/v), 2-
manqﬁxetmxﬂ‘ 15 M, fenilmetilsulfonilfluoreto 1 mM,.K01 50 mM,
em tris-HC1 50 mM, pH 8. O fenilmetilsulfonilfluoreto, um inibi-
dor especifico de proteases possuindo o grupo serina no centro
ativo (CHRISPEELS e BOULTER, 1975), foi dissolvido primeiro em 10
ml de 2-propanol e adicionado a 1 1 de tampﬁo sob agitacao vigo-
rosa.

Umas 20 a 40 sementes de ervilha " . geralmente
separadas . em cotilédone e testa, foram moidas num graal com
3 a 5 volumes de tampao. O extrato foi centrifugado a 10.000 x g
durante 20 min., e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amé
nié_na razao de 0,5 g por ml, sob agitagao continua. Apds meia
hora, o precipitado proteico foi coletado por centfifugagao a
10.000xg por 20 min, e retomado em tampép(geralmente em metade
do volume original). O pouco de material insoliivel... foi removido
por centrifugagao, e uma aliquota de 2 ml da solugdo clarificada

foi dessalinizada numa coluna de Sephadex G25(1,5 x 18 cm). A




fragao proteica foil coletada em 5 ml e usada para dosagem de as-

paraginase.

2.2.2, bPurificagao parcial de asparaginase

Para este'procediménto, aproveitou-se do fato da aspa-
raginase ser soliivel em solugles etandlicas(veja 2.4, Resultados)

A extragdo da enzima, seja do cotilédone pu da testa, se
guiu os mesmos passos descritos acima(2.2.1) até precipitacao com
sulfato de amdnio. O precipitado, apds tratamento com sulfato de
amonio, foi retomado em volume menor de tampao (aproximadamente 2
ml por 10 cotilédones ou 1 ml por 10 testas). Foi acrescentada
asparagina 100 mM, suficiente para dar uma concentragao final de
10 mM. Em seguida, foi adicionado etanol gota por gota sob agita
gao continua at@ a solugdo atingir 60% de etanol. Apds meia hora
de repouso, o precipitado de proteina foi removido por centrifu-
gagao a 10.000x.g por 20 min, O sobrenadante foi colocado numa
coluna de Sephadex LH 20(2,25 x 10 cm) equilibrada com tampao{sem
© KCl para os estudos com o potassio). A coluna de Sephadex LH20
teve a finalidade de simultaneamente dessalinizar o extrato e

remover o etanol.

2.2.3. Ensaio para asparaginase (E.C. 3.5.1.1)

O principio do método empregado para dosar asparagina-
se fol de incubar os extratos com l4c~asparagina e determinar a
quantidade de 14C—aspartato formado apds separagao por cromato—
grafia em camada delgada.

0 enséio foi realizado em micro-tubos de centrifuga de

polipropileno. Num volume total de 120 ul tinha 14C—asparagina




- o -

(veja 2.2.4) 10 mM, tris-HC1 PH8 50 mM,e enzima, mais KC1 50 mM
ou outras adigoes conforme o casc. No tempo zero foram transferi
dos 60 ul do ensaio.para outro tubo mantido em gelo, e o primei-
ro tubo incubado a 30 °c durante uma hora. Para terminar a rea-
g¢ao, os dois tubos foram tampados e mantidos em dgua fervendo por -
5 min. Apds esfriar, os tubos foram centrifugados numa centrifu-
ga de mesa para remover proteina precipitada é condensacgao nas
paredes do tubo. Frequentemente, neste ponto, os tubos fdram.guag
dados na geladeira até o dia segquinte.
Antes de aplicar uma amostra na placa cromatografica ,
2 ul de uma solucao de sulfato de aménio(ZO%) foram adicionados
a cada tubo, para garantir uma mancha nitida de aspartato(veja
2.3., Resultados). Uma aliguota de 30 ul de cada tubo foi aplica
da dentro de uma faixa de 2 cm numa placa cromatografica de celu
lose~silica(veja 2.6.1). Apds cromatografia em fenol-agua, os
aminoacidos foram localizados, pulverizando-se com um Treagente
fluorescente nao-destrutivo(veja 2.6.2). Os aminoicidos fluores-
centes foram localizados gdbluz ultra-violeta e retirados para
contagem como descrito por DAVIES e MIFLIN(1978). Este procedi
mento envolve a retirada da mancha e a coleta do pd num disco de
fibra de vidro(Whatman GF/C), empregando um dispositivo de suc-
¢do. 0 pd, junto com o disco, foram introduzidos em frascos de
cintilacao contendo 5 ml de mistura cintiladora(4 g PPO e 100 mg
POPOP por litro de tolueno), e submetidas & contagem em cintila-
dor 1Iquido(Beckman LS-100C).
:A atividade enzimatica & expressa em umoles de aspartato
form;do por hora, utilizando a atividade especifica do substrato

marcado para transformar cpm em umoles.

2.2.4. pPurificacdo de asparagina
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Fontes comerciails de asparagina, tanto marcada como
nao, contem acido aspartico como impureza. As quantidades presen
tes, embora pequenas, sao suficientes para acarretar umfv‘"}:xr::mcc:u'I
alto no ensaio. Por este motivo, asparagina foi purificada para
usC nos ensaios. Utilizou-se o procedimentc de MIFLIN e LEA
(1975) com modificagdes, para este.fim.

Dowex—-1(200-400 malhas) foi suspenso em NaOH 2M e lava
do com agua até pH neutro. Em sequida, a resina foi resuspensaem
acido acético 2N, e compactada numa coluna de 2,5 cm até uma al~
tura de 16 cm. Apds lavagem com dgua, foram percolados 200 ml
de acetato de s&6dio 10% através da coluna. O excesso de acetato
de sddio foi eliminado lavando-se a resina com agua.

Uma solugao de 2 g de L-asparagina em 100 ml de agua
foi percolada através da coluna. Aos 100 ml do eluado mais‘rico
em asparagina foram acrescentados 300 ml de etanol. Apds repou-
sar a 4 °C durante dois dias, os cristais de asparagina foram co
letadas, lavadas duas vezes com etanol absoluto, duas vezes com
eter, e seco ao ar.A analise por cromatografia em camada delgada
da preparagao final revelou a auséncia total de &acido aspartico,
pelo menos quando aplicados em concentragoes de ensaio onde a as
paragina nac purificada produz uma mancha evidente.

Para purificar asparagina marcada, foram dissolvidas
50 uC de 14C—asparagina(133 mCi/mmole) em 1 ml de agua, mais 1
mg de asparagina nao-marcada como carregador. Apds passagem pela
coluna de Dowex~l-acetato(lx2 cm), preparada como descrita acima,
a asparagina foi coletada em volume de 5 mi. Acrescentou-se a
esta solugao 100 mg de asparagina purificada e etanol suficiente
para"hmzmr a solugao um pouco turva. Apds um dia a 4 OC, 0s cris
tais foram coletados e lavados do mesmo modo descrito acima. A

andlise do produto final revelou uma atividade especifica de
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60.000 cpm/umcle, isto &, depois de ter sido realizada a cromato

grafia e contagem da mesma maneira descrita para o ensaio.

2.2.5. Peso molecular da asparaginase

Foi empregado o método de MARTIN e AMES (1961), utilizan
do-se gradientes de sacarose de 5 a 20%{p/v), preparados em tam-
pao com e sem KC1 50 mM. Os gradientes foram centrifugados em cen
trifuga L2-65B da Beckman, com o rotor SW??} a 25.000 rpm duran-

te 24 horas. Catalase(P.M. = 250.000) foi utilizada como padrao.

2.3. Dosagem de glutamina sintetase e glutamato desidrogenase

de ervilha

2.3.1. Extracao de sementes de ervilha

Utilizou-se o mesmo procedimento de extragao para glu-
tamina sintetase e glutamato desidrogenase.

Sementes de ervilha fofam separadas em cotilédone e
testa e moidas em graal com 4 volumes de tampao imidazol - "HCl
50 mM, pH 7,2, contendo ditiotreitol 1mM, EDTA 0,5 mM e triton
x-100 0,1%. Apds centrifugagao a 10.000 xg por 20 min., uma ali-
guota do sobrenadante (2,5 ml) foi dessalinizada numa coluna de
Sephadex G25(1,5 x 18 ml) equilibrada com o tampao de extragao ,
sem ~ triton x;lOO. A fraééo proteica foi coletada em  volume
total de 5 ml e usada para dosagem de glutamina sintetase e glu-

tamato desidrogenase.

2.3.2. Dosagem de glutamina sintetase (E.C. 6.3.1.2)

O método descrito por RHODES et al. (1975) foi utiliza




‘do para dosar glutamina sintetase. Neste método, a formagao dé

Y-glutamil hidroxamqto a partir de glutamato e hidroxilamina (ao
invés de amdnia) representa atividade dessa enzima. Este produto
& medido no espectrofotdmetro a 535 nm, apds reacdo com reagente
de FeC13(FERGUSON e SIMS, 1971). Os ensaios continham glutamato

(100 mM), hidroxilamina(6,6 mM), MgClz(GO mM) e imidazole (50 mM)
PH 7,2. As aliquotas do ensaio foram tratados com o reagente a
0, 10 e 20 min. apds incubacgdo a 30 °C. Sob as condicdes do  en

saio, 1 umole de y~glutamil hidroxamato tem uma absorbincia de

0,34»

2.3.3. Dosagem de glutamato desidrogenase(E.C. 1.4.1.3.)

Utilizou-se o método descrito por MIFLIN(1974), que en
volve a medigao no espectrofotdmetro a 340 nm da oxidagao de
NADH dependente da presenga dos substratos a-cetoglutarato e amd
nia. Aliquotas do extrato foram incubadas com a-cetoglutarato {10
mM) sulfato de amdnio(50mM), NADH (0,1 mM), Cac12(1 mM) e tricine

pH 8,2(50 mM) a 30 °c.

2.4. Dosagem de acido a-cetosucinamico deamidase de ervilha

A atividade de acido a-cetosucinimico deamidase foi
dosada pelo método descrito por STREETER(1977), utilizando-se ex
tratos dessalinizados, preparados de acordo com 2.2.1. O ensaio,
realizado a 30 °C, continha d¢ido o—-cetosucinamico(l mg/ml),
NADH (100 uM), tris-HC1l, pHB(50 mM) e extrato num volume total de
1 ml. A oxidagao de NADH foi seguida no espectrofotdmetro a 340
nm e representava a acao de malato desidrogenase enddgena acopla
da a &cido a~-cetosucinamico deamidase.

0 substrato, . acido o~cetosucin3mico foi sintetiza-

do a partir de asparagina e L-aminoacido oxidase de acordo com

. MEISTER(1953).




2.5, Transaminase

A atividade de transaminase foi determinada num ensaio
qualitativo, utilizando-se os mesmos extratos dessalinizados fei
tos, no caso de ervilha, para a dosagem de asparaginase e, no ca
so de milho, para a dosagem de GOGAT.

O ensaio qualitativo empregado possuia . aminoacido(Z
nwﬂ, cetoacido(s mﬁ} piridoxal fosfato(b,l mM),tampEo de extra
gao e enzima num volume total de 0,3 ml. Apds incubagao a 30 0C,
durante uma hora, foram adicionados 0,5 ml de etanol para interramper
a reag@o. O precipitado foi removido por centrifugagdo e uma ali
guota(20 pl) do sobrenadante cromatografada em camada delgada(ve
ja 2.6.1). Os aminoadcidos foram localizados com ninhidrina(veja
2.6.3). A formaggo do aminoacido correspondente ao a-cetodcido
inciuido no ensaio, foi avaliada visualmente pela intensidade da

mancha.

2.6. Cromatografia

2,6.1. Cromatografia em camada delgada

Toda analise feita por cromatografia em camada delgada
foi realizada em placas preparadas segundo TURNER e REDGWELL (1966)
Este método emprega uma camada mista de celulose (Machery Nagel
MN 300) e silica(Merck Kieselgel G-Stahl) na proporgao de 10:4
As .. placas com espessura de 250 u foram preparadas-esﬁmas ao
ar. O solvente utilizado para cromatografia foi uma mistura de
fenol-agua, 80:20 p/v. Apds cromatografia, as placas permaneceram em

capela até livre de solvente.
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2.6.2. Reagente fluorescente

o reagenté nao destrutivo empregado para localizar ami -
nodcidos marcadas (ensaio de asparaginase) foi preparado segundo
DAVIES e MIFLIN(lQ?B)ibmﬁldisSolvidos 20 mg de o-ftalaldeido em
2 ml de etanol, juntando-5e em seguida 25 ml de borato de sddio
50 mM.'Anfes do uso, foram adicionados 5 gotas de 2-mercaptoeta=
nol.

As placas.ﬁjgmt pulverizadas levemente com 0 reagente e
examinadas em luz ultra-violeta(253 nm). As manchas fluorescentes

de aminodcidos destacam-se do fundo escuro.

2.6.3. Reagente de ninhidrina

Nos ensaios qualitativos, visando identificar os produ
tos de reagao(transaminase, asparagina transaminase, GOGAT) pela
cromatografia em camada delgada, foi utilizado um reagente de
ninhidrina 0,2% em etanol. As placas foram encharcadas com o rea
gente, pulverizando-se com piceta. Apds secarem as placas foram
levadas 3 estufa a 80 OC durante 10 min, para o desenvolvimento

das manchas.

2.7. Sephadex G25 e LH20

A preparacao do gel e as colunas ﬁxEM‘ﬁﬁiaé ‘de acordo
com as instrugoes do fabricanfe(“Sephadax—Gel Filtration in
Theory and ﬁractice" - Pharmacia). Apds o uso, as colunas foram
recuperadas, lavando-se com Agua e em seguida re—equilibradés'
com tampao. No caso de Sephadex LH20, uma lavagem com etanol 80%
precedeu a lavagem com agua, com a finalidade de remover pigmen=

tos absorvidos pelo gel.




2.8. Analise de compostos nitrogenados

2.8.1. Dosagem de protefina

Aos extratos proteicos, acrescentou~se Acido tricloro
acético 50% até uma éoncentragéo final de 5%. Apds um tempo de
fepouso na geladeira, a proteina precipitada foi coletada por
centrifugagdo e lavada com Acido tricloroacético 5%. O precipita
do foi retomado em NaOH 0,1M e uma aliquota utilizada para a do-
sagem de proteina pelo método de ITZHAKI e GILL(1964). Leituras
foram feitas a 300 nm(ao invés de 310 nm) para maior sensibilida

de. Como padrao foi empregada a albumina de soro bovino (BSA) .

2.8.2. Dosagem de nitrogénio

Material liofilizado foi processado para teor de nitro

génic total pelo método Kjeldahl.

2.8.3. Andlise de aminoicidos

A andlise quantitativa de aminodcidos foi realizada no

Analisador de Aminodcidos pelo sistema de MOORE, et al (1958).




b1 - RESULTADOS E INTERPRETACAO

1. ENDOSPERMA DE MILHO

1.1. Atividade de GOGAT - experimentos preliminares

As nossas primeiras tentativas de encontrar atividade
de GOGAT no endosperma imaturo do milho foram realizadas utili-
zando~se extratos crus. Tais extratos apresentaram brancos muito
elevados, ou seja, oxida¢ao de NADH independente dos substratos
glutamina.e a~cétoglutarato. Esta atividade possivelmente foi de
vido a presencga de| substratos enddgenos que permitiram a acao de
diversas NADH redutases. Mais importante, entretanto, foi a
observagao de que a intensidade de oxidagao de NADH aumentou apds
adicao de glutamina e a-cetoglutarato. Esse resultado deu a pri
meira indicagac da presenca de GOGAT nos extratos de endosperma
de milho.

O primeiro passo para poder caraéterizar melhor a ati
vidade dependente nos dois substratos; foi eliminar a elevada oxi
dagao de NADH nos brancos. A remogao de substratos enddgenos, pe
la didlise do extrato, reduziu drasticamente os brancos porém,dg
vido a instabilidade da enzima, a atividade de GOGAT foi bastan-—
te prejudicada. Nessa fase do trabalho, foi observado o | efeito
benéfico do 2-mercaptoetanol. A inclusio deste composto nos .ex-
tratos melhorou a estabilidade da GOGAT, mas devido a morosidade
da didlise o problema n3o foi eliminado completamente. A substi-
tuigao da didlise pela dessalinizagao dos extratos em colunas de
Sephadex G-25, um procedimento bem mais rapido, acarretou uma ° boa

atividade de GOGAT.




Este procedimenté contudo nao eliminou totalmente a
oxidagao de NADH hos brancos, mas, pelo menos, fez coﬁ gque esta
atividade fosse menor do que a dependente dos substratos(Tabe-
la 1). Assim, a atividade residual nos brancos, parece ser conse
quéncia de uma oxidase de NADH n3o especifica, dado a auséncia de
substratos enddgenos. Segundo a literatura, tal atividade & comum
em tecidos vegetais(DOUGAL, 1974; FOWLER &t al., 1974; BEEVERS e

STOREY, 1976).

1.2, Purificacao Parcial de GOGAT

A eliminagao total de atividade no branco foi possivel
apds purificagdo parcial da GOGAT, através de fracionamento pof
sulfato de aménio. Na tabela 2, pode ser observada a distribui-
¢80 da atividade, em varias faixas de . saturacgdo por sﬁlfato de
amdnio. Os dados mostram que a maior parte da enzima precipiton
na faixa de 30 a 50% de saturagdo, ndo ocasionando nenhuma ativi-
dade no branco.

E particularmente interessante notar que a recuperagao
da atividade, apds purificagao, foi total. Assim,em trabalhos com
O extrato cru, onde o branco & mais ou menos alto, justifica-se
a subtragao do valor do branco para calcular a atividade de GOGAT.
Tal procedimento tem sido usado por outros(MEERS et al., 1970; DOQI
GAL, 1974; FOWLER et al., 1974), pordm sem a devida justificati-

va.

1.3. Especificidade para os substratos

A especificidade da enzima para os trés substratos, glu
tamina o-cetoglutarato e NADH, foi averiguada substituindo-os por

outros compdstos semelhantes. Pela tabela 3, verifica-se que a




glutamina 550 pode ser substituida pela asparagina ou pela amo
nia, como doador do grupo amino. O piruvato ndo funcionou
como aceitador do grupo amino em lugar de a-cetoglutarato e o]
oxaloacetato, tambem testado;nao permitiu se chegar a uma conclu
sao em virtude da oxidagdo quase instantB3neo de NADH, inclusive

no branco onde glutamina era ausente. Certamente, um alto nivel

enddgeno de malato desidrogenase deve ser responsavel por este

resultado.

Quanto ao doador de eletrons, encontrou-se atividade
tanto com o NADPH como com o NADH, Embora as atividades obtidas
com NADPH chegassem a ser iguais aquelas com NADH, como consta na
tabela 4, normalmente elas foram inferiores, atd o nivel de 20%,
as obtidés conm NADH. Estas variagOes entre diferentes preparacdes
foram observadas tanto para extratos crus como purificados. A
possibilidade de que o NADPH estava sendo transformado em  NADH
pela agao de fosfatase foi investigada com a utilizagao do fluo
reto, um inibidor desta enzima. N3o foi observado entretanto ne

nhum efeito de fluoreto na atividade obtida com NADPH (Tabela 4).

1.4. Identificacao dos produtos da reacao

Nos experimentos realizados até este ponto do trabalho,
a atividade de GOGAT foi medida exclusivamente pela oxidagao de
NADH. Embora tendo demonstrado que a enzima apresentava uma de-
pendéncia especifica com relagdo aos substratos glutamina e a-ce
toglutarato, considerou-se importante verificar a formagao do
outro p£odﬁto mais especifico, o acido glutamico.

Este experimento foli realizado empregando-se o ensaio

qualitativo, no gqual o produto da reagao foli separado dos substra
tos por cromatografia em camada delgada. O ensaio foi modificado

apenas pela adigaoc de maior quantidade de NADH - 4 vezes ¢ normal-



permitindo assim reagao mais prolongada, facilitando a detecgio
do produto apds a'crpmatografia.
A figura 1 apresenta'a localizagdo dos amindcidos na
placa cromatografica evidenciando a formagao do acido glutamico
durante a reagdo. Este fenémenb estd ligado 3 oxidagao do NADH,
j& que,na auséncia deste composto(Figura 1-D), ndo houve formagao
de glutamato. Quando o a-cetoglutarato ou a glutamina foram ex
cluidos do ensaio ndo houve também formagdo de glutamato(Figura
1-E,F). Tais evidéncias reforgam a idéia de que a oxidagao de
NADH dependente da presenca de glutamina e a-cetoglutarato, se

ja atividade de GOGAT.

1.5. Estequiometria da reacio

Em busca de mais evidéncia de que a dosagem da oxida
¢ao de NADH pode representar a atividade de GOGAT, foi verifica
da a relagao ésha$ﬁgmébjca entre os substratos e produtos. Este
experimento envolveu a medigao simultlnea da oxidagdo de NADH no
espectrofotdmetro, e do consumo de glutamina e da formagao de
glutamato pelo analisador de aminoidcidos.

Dos dados obtidos calculou-se que,para cada mole de
NADH oxidado, foram consumidos 1,05 moles de glutamina,e 2,34 mo-
les do glutamato produzidos. Esta relacdo estd em concordincia

razoavel com a estequiometria da reag3o.

+
aKG + GLN(l mel) + NADH(l mol) -+ GLU(2 mol) + NAD

l.6. Propriedades cinéticas

Empregando-se a enzima parcialmente purificada foram
determinados varios parametros cinéticos visando estabelecer as
condigoes Otimas- de ensaio.

Através do estudo da influéncia do pH na dosagem da en




Zima verificou-se que a atividade &tima ocorreu com o© pH " 7,5

(Fig. 2).
Foi calculado a partir de dados sobre a influéencia da

concentragao dos substratos na atividade(Fig. 3) o Km aparente
de cada um deles. Os valores encontrados foram 1,35 mM para glu-
tamina, 0,57 mM para o-cetoglutarato e 7 uM para o NADH.

Baseado nas informagaes obtidas acima, foi estabeleci-
do um ensaio para dosar a enzima em condigoes Otimas, de pH e de
concentracdo de cada substrato. Foi escolhido um pH de 7,5, con-
centragoes de substratos de 5 mM para a glutamina e para o oa-ce-
toglutarato, e de 0,1 mM para NADH. Para verificar a adequacao
do ensaio para dosar a GOGAT em extratos crus dessalinizados do
endosperma de milho, foram estudadas a variagao de atividade com
0 tempo de incubagao e a relacgao enltre atividade e quantidade de
enzima. Observa-se pela figura 4 que a atividade foi linear du-
rante pelo menos 1 hora de incubagdo e proporcional i guantida~-

de de enzima no ensaio. Conclue-se portanto que o ensaio & per-

feitamente adegquado para a finalidade proposta.

l.7. Atividade de GOGAT durante a maturacao do endosperma

As variagoes de atividade de GOGAT, de nitrogénio to-
tal e de proteina soliivel, registradas durante a maturacio de
trés variedades de milho, estio apresen£ados na figura 5{(A, B e
C). As curvas de atividade de GOGAT s3o muito semelhantes para
as treés variedades de milho mesmo no caso do opaco-2, cujo meta-
bolismo de proteina de reserva se desloca drasticamente do normal
(MURPHY e DALBY 1971). Pela forma da curva, pode ser observado
um aumento da atividade de GOGAT na primeira fase de desenvolvimento do

endosperma, atingindo um pico em torno de 3 a 4 semanas ‘apds a poleni-

)




zagao. Em seguida, houve um declinio rapido na atividade até che
gar no zero, na maturidade. A caracteristica mais importante da
curva, entretanto, & o fato de que o pico_de atividade coincidiu
com a fase de acimulo de nitrogénio mais ativo. A Intima relagao
entre atividade de GOGAT e a vélocidade de actmulo de nitrogénio
fica mais evidente quando os dados sao apresentados na forma de
figura ‘6;

A queda de atividade até zero ocorreu na fase em que &
formada a zona de absciss3o ou "black-layer", e portanto quando
para o fluxo de metabolitos ao grdo. Provavelmente, a sintese de
GOGAT & desligada conforme vai diminuindo o fornecimento de subs
tratos e sua presenca se torna desnecesséria.lﬂma outra possivel
explicagao para o fato, a de que o endosperma vai ficando mais du
ro com a.idade e portanto mais dificil extrair, ndo parece prova
vel por duas razdes: i) o teor de protefna nos extratos permane-
ceu mais ou menos constante em todas as idades. Neste caso a
proteina extraida incluiria as classes de albumina e globulina,
conhecidas por permanecer em nivel constante, durante a matura-
¢ao do endosperma (MURPHY e DALBY, 1971) e ii) o grao de nilho
opaco-~2 nao endureceu sensivelmente, permanecendo, entretanto, se

melhante o padrao de atividade de GOGAT.

1.8. Transaminase

A outra enzima procurada em extratos de endosperma de
milho foi a transaminase. Esta enzima seria necessiria para com~
plementar a agao de GOGAT, transferindo o grupo amino de glutama
to para outros aminoacidos. Considerou-se portanto, importante
verificar a presenc¢a desta enzima no endosperma do milho.

Através de um ensaio qualitativo, foi constatada, con-




forme a figura 7, alta atividade dos sistemas glutamato-piruvato(

Fig. 7-3) e glutamatOwoxaloacetato(?ig. 7-C). A ativid@de no sen
tido reverso destes dois sistemas também ficou evidenciada (Fig,

7-B e D), por@m apesar de alguns possiveis indlcios, nio foi de
te¢tada atividade para os sistemas envolvendo d—cetoglutarato e
0s aminoacidos valina, isoleucina, leucina, fenilalanina ou tiro
sina. Possivelmente, a atividade nestes sistemas & abaixo da sen
sibilidade do ensaio empregado. Certamente, pelos resultados ja
obtidos com brotas de feijdo(FOREST e WIGHTMAN, 1972), a ativida
de desses sistemas & consideravelmente mais baixa do que a obti

da com o sistema glutamato-piruvato.

2. SEMENTE DE ERVILHA

2.1. Asparagina: a-oxoglutarato amida transferase

A primeira enzima procurada para explicar o metabolis~
mo de asparagina em sementes de ervilha foi a asparagina:a~oxglu
tarato amida transferase. A reagao cataliéada por esta enzima &
semelhante 3 causada por GOGAT, com a diferenca que a asparagina
€ utilizada em lugar de glutamina como doador de nitrog@nio. Pa-
ra verificar a presencga desta enzima nos extratos dessalinizados
de sementes de ervilha, foi realizado um ensaioc baseado no . en-
salo de GOGAT, trocando-se apenas a glutamina pela asparagina.Pe
la tabela 5 verifica-se que ndo foi possivel detectar nenhuma ati
vidaﬁe de amida transferase dependente da asparagina, embora a
atividade dependente de glutamina (GOGAT) estivesse presente. Es-
te resultado estd em concordiancia com os obtidos com endosperma
imaturo de milho(Tabela 3) onde foi demonstrado que a asparagina

n&o substituiria a glutamina na reagao GOGAT.




2,2, Asparaginase, Asparagina transaminase e Acido a-cetosuci

namico déamidase.

Como ja era esperado, conforme consta na literatura,
nao foi encontrado nenhum sinal de atividade de asparaginase em

extratos de sementes de ervilha. Através de um ensaio qualitativo,
verificou-se a aus@ncia de acido aspirtico apds a incubag¢do de
tais extratos com asparagina(tabela 6, coluna A). Entretanto, ou
tros experimentos'preliminares evidenciaram a presencga de aspara-
gina transaminase. A incubagac de asparagina com oa-cetoglutarato
ou piruvato na presenca de extratos dessalinisadbs, acarretou a
fdrmagﬁo dos aminodcidos correspondentes, isto &, o Acido gluti-
mico e a alanina(colunas B e C). A formagao de um pouco - destes
aminoacidos nos controies em auséncia de asparagina(coluna D e
E) provavelmente se deve aagéo de enzimas proteoliticas nos extra
tos.

Para caracterizar a atividade encontrada como sendo as=-
paragina transaminase, seria imprescindivel demonstrar a partici-
pagdo do &cido o-cetosucindmico como produto{ou substrato) da
reagdo catalizada, uma vez que & o dnico composto especifico en-
volvido. Nao foi possivel, entretanto, identificar este composto
como substrato - isto & no sentido reverso da reagao - ja que
niao houve formagdo de asparagina a partir de a-sucinamato e glu
tamato ou alanina{Tabela 6, colunas H e I). Por outro lado foi
encontrada, nos extratos de ervilha, atividade da enzima acido o-
cetosucinamico deamidase(0,39 umoles/hr/semente) gue, ‘segundo
STREETER(1977), € responsavel pelo metabolismo do o-cetosucinama-
to gerado pela asparagina transaminase em folhas de soja.

Estudos mais profundos revelaram que a suposta ativida-
de de asparagina tansaminase (tabela 6, colunas B e C) era, na

realidade, devido a outras enzimas. Isto ficou evidente quando os




ensalos com asparagina e outros ceto-acidos foram repetidos na
presenga de amino-oxiacetato, um inibidor especifico de transami
nases (LEA e MIFLIN, 1975). Embora este inibidor eliminasse a for
magao dos aminoacidos correspondentes (colunas F e G), foi inespe
rada a produgao de uma quantidéde grande de acido aspartico em
lugar de glutamato e alanina. Evidentemente, na presenga de o-ce
toglutarato e piruvato, hi atividade de asparaginase. A forma
¢ao de dcido glutadmico (col. B) e alanina(col. C) pode ser expli
cada entdo pela transaminacdo do &cido aspirtico, formado inicial
mente a partir da agao de asparaginase, com os ceto-idcidos pre-
sentes. De fato, foi observada a formagdo de um pouco de  Acido
éspartico nos ensajos de transaminase{colunas B e C).

Chegafsg, portanto, a conclusao de que = as seguintes

reagoes sao responsdveis pelos resultados obtidos na tabela 1:

ASN ASP + NH

aKG/pyr
ASP +  oKG/pyr -—> GLU/ALA + OAA

Outro resultado interessante, que esta de acordo com
esta conclusao, foi a observagdo de que a permanéncia dos ensaios
apds terminados com a adigdo de etanol(60%) durante alguns dias
na geladeira, levou a formagao de quantidades apreciiveis de
dcido aspdrtico. Isto sd ocorreu com os experimentos que conti
nham a-cetoglutarato(ou piruvato), mesmo nos controles de tempo
zero(tabela 7). Apesar da presenga de etanol, concluiu-se que o
fendmeno era mesmo enzimdtico, como evidenciado pela sua elimina
¢ao quando do uso de extratos fervidos(tabela 7 col. 3). Eviden

temente, a asparaginase & est3vel e ativa em etanol 60%, proprie
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dade esta aproveitada posteriormente na purificacao da enzima.De
ve-se observar que uma asparaginase ji fora encontrada anterior-
mente em extratos etandlicos de nddulos de soja(STREETER, 1977).

Continuando ainda com o ensaio qualitativo, foram fei
tos alguns experimentos adicionéis, para verificar a especifici-
dade da suposta "ativagao" de asparaginase pelo a-cetoglutarato,
principalmente. Foram testados diversos dcidos organicos e ou-
tros 3nions, entre eles oxaloacetato, glioxilato, citrato, mala-
to, tartarato, sulfato e cloreto. Entretanto, todos estes Anions
"ativéram" & asparaginase, mais ou menos com a mesma intensidade,.
a julgar pelo tamanho das manchas de acido aspartico nas placas
cromatograficas.

Este resultado levou & hipotese de que seria o cation
€ n2o o anion, o responsivel pela "ativagao" de asparaginase. To
aos 0s anions testados foram acrescentados ao ensaio como sais de
potassio. Por este motivo estudou-se o efeito de varios cations
monovalentes, todos na forma de cloreto. Verificou-se dessa ma-

neira que o "ativador" da enzima era mesmo o potassio.

2.3. Ensaio quantitativo para asparaginase

Terminados os experimentos preliminares para identifi-
cagao de uma enzima capaz de metabolisar asparagina, tornou-se
necessario o uso de um ensaio quantitativo para a sua dosagem .
Os métodos descritos na literatura, referentes a dosagem de aspa
raginase, foram considerados inadequados para o presente caso. O
mais usado & um ensaio radiométrico que envolve a separagac  do
produto e do substrato pelo processo de troca-idnica em discos
de papel ou por peguenas colunas de Dowex 1(PRUSINER e MILNER |,

1970) . Tais métodos necessitam, de vez em quando, de verificagao

por cromatografia quanto a sua eficiéncia(STREETER, 1977). Por-




rsempre realizado em presenga de potassio e asparagina. Este pro’
cedimento levou & precipitacdo de maior parte da proteina dos
extratos, de modo éue a atividade especifica de asparaginase no
sobrenadante atingiu 1 umol‘hr/mg proteina. O fator de purifica
gao ficou ao redor de guinze vezes. Um grau de purificagao seme
lhante foi obtido para a asparaginase da testa, porém com maior
atividade espeéifica(= 31 umole/hr/mg proteina) decorrente do
alto teor da mesma no extrato cru.

Material purificado dessa maneira foi utilizado em to

dos os experimentos de caracterizacdo da enzima.

2.5. Efeito de cations.

O efeito de cations foi a primeira propriedade da enzi-
ma estudada, utilizando-se para isto o ensaio quantitativo e a
enzima parcialmente purificada. Pela tabela 11 verifica-se que
praticamente nenhuma atividade da asparaginase foi registrada na
presenga dos ions Tris(o tampdo), litio, cdsio, amdnio, calcio
ou magnésio. Além de potissio, registrou-se atividade na presen
¢a de sbdio e rubidio, pordm bastante diminuida em relagao a po
tassio. Resultados semelhantes foram obtidos tanto para aspara-

ginase do cotilddone como da testa.

2.6. Concentracido de potdssio

A ativagao da asparaginase pelo potassio requer uma
concentragdo elevada do cation(figura 8). Atd aproximadamente 20

mM, a atividade aumentou com a elevacao da concentragﬁo de po~-
tassio, sendo que, acima desta concentracdo, a atividade perma-

neceu mais ou menos constante. A concentragdo de potassio neces
(.
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Ttando-se do fato da enzima ser estivel em etanol, um solvente no'
‘qual a maioria das proteinas sdo insoliveis.
Inicialmente, foi necessaric estabelecer a concentra-
¢ao de etanol mais apropriada para a purificagdo da enzima. Pe-
+ los dados apresentados na tabela 9 verifica-se que o etanol po
de ser usado em concentragdes até 60% sem prejudicar seriamente
a atividade de asparaginase. Porém, essa concentragao quando au
mentado a 70%, acarretou uma queda brusca na atividade. A esta-~
bilidade dos extratos tratados com etanol até 60% era tal que
foi possivel guardar os mesmos no congelador, & noite, sem per-
da de atividade.

Para a remogaco rapida de etanol do meio, verificou-se
gue uma coluna de Sephadex LH 20 foi bastante eficiente.

Detalheé dg purificacao da asparaginase de cotilédones
de ervilha estdo apresentados na tabela 10. Uma vez que a enzima
também se encontrava na testa da semente, conforme descrito abaj
x0, e para fins de comparar as caracteristicas das enzimas com
as das duas fontes, a asparaginase da testa foi sujeita ao mesmo
procedimento de purificagio.

O uso de sulfato de amdnio no tratamento inicial do
extrato permitiu concentrar a enzima em pegueno volume com a fi-
nalidade de evitar a diluigao excessiva apds adig3o de etanol,na
etapa seguinte. De'qualquer forma, o uso de sulfato de amdnio foi
desejavel, uma vez que tal procedimento eliminou um fator - que
acarreta a inativagao da enzima. Extratos simplesmente dessalini-
zados em colunas de Sephadex G25 perderam rapidamente sua ativida
. de de aéparaginase. A possibilidade de se fazer um fracionamento

com suifato de amSnio foi investigada mas o aumento de atividade
especifica conseguido foi insuficiente para justificar a inclusao

deste procedimento na purificagao.

L Para estabilizar a enzima , o tratamento com etanol foi




tanto, seriam indteis em trabalhos visando caracterizar a enzima.
Isto porque nestes casos hd a necessidade de alteragdes constan
tes das condigbes de ensaio que podem afetar a separagao subse~
quente do produto. |

Por essa rgzéo achou;se preferivel utilizar a cromato-
grafia em camada delgada para separar o produto e substrato, uma
vez qﬁe esta técnica permitird a visualizag3o da separagao antes
da dosagem de aspartato. Embora isto possibilitasse uma boa sepa
cao de asparagina é‘écido aspartico,hbmﬁgﬁo'hﬁﬁio o inconvenien-
te de que a mancha de Acido aspartico era pouca definida, neces
sitando a remogac de uma area relativamente grande para contagem.
Subsequentemente, foi obsexva&o que a presenca de ions de sulfa-
to nas amostras submetidas a cromatografia, acarretava a forma-
¢ao de uma mancha de dcido aspartico bastante nitida. Verificou-
se ainda que gganto mais sulfato de ambnio ocorria mais compacta
ficava 'a mancha . = . embora concentragdes (finais) acima de 2%
interferirem na separagao. A presenca de sulfato ndoc afetou a
contagem final da mancha obtida(Tabela 8), demonstfando a ausen-
cia de qualquer contra-indicagao quanto ao uso dessa substdncia
durante a cromatografia. A partir destes estudos foi escolhida
uma concentragao finai de 0,66% como sendo a mais adequada para
05 ensaios de rotina. A descricao completa do método utilizado

encontra-se no item Material e Métodos.

2.4. Purificacao parcial de asparaginase.

Considera-se sempre desejavel utilizar uma enzima puri
ficada para estudos visando sua caracterizacgao. Para esse fim,
em virtude da instabilidade da asparaginase na auséncia de poté§
sio, foi necessdria uma purificagdo r3pida e simples que permitis

se realizar os ensaios no mesmo dia. Isto foi possivel aprovei
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'siria para se obter metade da velocidade mixima foi de 6 mM pa-'

ra a enzima do cotilédone e de 4,5 mM da testa.

2.7. Efeito da forma de potdssio

Utiliznado-se os sais a 33 mM,.verificou-sé gue a for-
-ﬁa de potassio presente no ensaio exercia pouca influéncia no
grau de ativagao(Tabela 12). Entre os sais cloreto, brometo, io
deto, nitrato, sulfato, fosfato, a-cetoglutarato e tartarato,ape
nas o brometo acarretou uma ligeira diminuigdo na atividade. Es-
tes resultados estdo de acordo com 0s experimentos preliminares
descritos acima gquanto éé efeito de diversos sais orgdnicos de
potéssio, e demonstram claramente que o efeito & exclusivamente

catidnico.

2.8. Peso molecular

Dos exemplos encontrados na literatura(EVANS e WILDES,
1971) referentes ds diversas enzimas ativadas pelo potassio, fi-
ca evidente que o mecanismo de ativagdo pode tomar formas dife-
rentes, conforme o caso. Uma delas & a dissociagdo da enzima ati
va em subunidades inativas, na auséncia de potdssio.

Para verificar esta possibilidade foi determinado o pe
so molecular da enzima na presenga e na auséncia do potassio, a
través de centrifugagdo em gradientes de sacarose. Dos dados obti
dos(fabela 13) fica evidente que o potdssio n3o influia no peso
molecular da enzima, tanto para asparaginase da testa como do co
itilédone. No caso do cotilé@done, o.resultado obtido na auséencia

de potassio nao foi muito satisfatdrio devido a instabilidade da




enzima nessas condigOes e a baixa atividade inicial. Em média o
peso molecular da enzima foi estimado em 68.300.
Portanto, neste experimento, a evidéncia sugere gque a

enzima nao se dissocia na auséncia de poti3ssio.

2.9, Estabilidade

-

A estabilidade da enzima & outro fator no gqual o potas
sio pode influir(EVANS e WILDES, 1971), embora pouca atengao te
nha sido dada a este fendmeno.

No presente trabalho a investigagao da influéncia . do
potassio éobre a estabilidade de asparaginase foi conduzida tam-
bém em presehqa e auséncia de asparagina, j& que muitas enzimas
apresentam maior estabilidéde na presenga do seus substratos. Es
te estudo foi feaiizado em duas condigoes de temperatura, 20 e
30 °c. pos resultados obtidos(Figura 9) fica evidente que a enzi
ma é.muito inst&vel na auséncia do potdssio e que a presenga ou
nao do substrato parece ter pouca infludncia na sua estabilidade,
Na presenga do potf@ssio a enzima ficou perfeitamente estavel ’
mesmo a 30° . ao passo gue 2 mesma temperatura, na auséncia dague
le elemento, apenas 25% da atividade foi observada apds 5 minutos,
A 20 °c a enzima ficou um pouco mais estavel.

0 fato de gue, na auséncia de potéssio e nas condigoes
do ensaio, isto &, na presenca do substrato a 30 °C, a atividade
da enzima se perde rapidamente, traz diividas quanto ao papel de
potassio como ativador. Na realidade; a enzima pode nao precisar
do potassio para atividade mas apenas para estabilidade. @ Isto
significa que, se a enzima fosse estivel na auséncia de potassio,

a sua atividade seria a mesma tanto na auséncia como na presencga

desse elemento.




Para resolver este problema fol feito um ensaio a 20 ¢
com o0 mesmo extrato utilizado nos experimentos de estabilidade.A
atividade obtida ap6§ 20 minutos foi de 2.100(cpm de aspartato),
ao passo que na auséncia do pot@ssio foi de 160 cpm no mesmo tem
po. Os dados sobre a estabilidade da enzima(Figura 9) . mostfam
que, a ZG'OC, durante 20 minutos, a enzima manteve cerca de meta
de da sua atividade na auséncia de potassio. Sendo essas condi
gées iguais ao ensaio feito, pode-se ajustar a atividade obtida
na auséncia do potassio de 160 para 320 cpm por 20 minutos em
compensagao 3 instabilidade da enzima na auséncia de potissio.Po
de~se verificar assim, que este valor ainda & muito inferior &-
quele obtido na presenca do potassio. Pode-se afirmar que a enzi
ma precisa do pot&ssio, tanto para atividade como para estabili~

dade.

2.10. Propriedades cinéticas

Alguns estudos cinéticos com asparaginase foram reali-
zados visando principaimente determinar as condi¢oes Otimas de
ensaio. .

A variagao de atividade com o pH estd apresentada na
figura 10. O aumento do pH promoveu um acrescimo da atividade atin
gindo a seu ponto maximo com pH 8. Acima desse valor a ativida-
de permaneceu mais ou menos constante, até o limite estudado de

' PH 9,5. Baseado nesses dados foi escolhido o pH 8 para os en-
saios de rotina.

Um estudo de atividade em relagdo i concentragdo do
substrato(Figura 11) revelou que a concentragao minima para satu

rar a enzima fica em torno de 10 mM. Esta concentracdo foi usada

nos ensaios. A partir desses dados o Km aparente da enzima foi




estimado em 3,2 mM. O valor obtido para a enzima da testa foi de
3,7 mM. Nao foi possivel verificar a infludncia do potassio no
Km devido a instabilidade da enzima na presenga de concentrag¢des
subotimas de potdssio.

Empregando:se um extrato dessalinizado verificou-se uma
relagéo_linear de atividade com o tempo, até 3 horas de incubacao
(Figura 12-B). A atividade tamb&m foi proporcional a4 quantidade
de enzima colocada no ensaio(Figura 12-A).

Com base nesses resultados.pode—se afirmar'que 0 ensaio
foi perfeitamente adequado para dosagem de asparaginase em extra

tos dessalinizados.

2.11. Inibidores

+

A enzima mostrou alta sensibilidade aos Ions de mercii-

rio. A atividade foi praticamente eliminada pelo cloreto de mer-
clirio a 1 mM(tabela 14). Os produtos da reagao, o acido éspérti—

co e amOnia, tamb@&m tiveram efeitos inibitdrios sobre a enzima.

2.12. Distribuicdo da enzima

Pelo fato de nao ser encontrada atividade de asparagi-
nase em sementes de muitas leguminosas(vide Introdugado), torna-
se possivel, com a descoberta em ervilha de uma asparaginasa_ de
pendente do potassio, a existéncia de enzima semelhante, em ou-
tras leguminosas. Uma investigagao em torno desta possibilidade
revelou a presenga de asparaginase em sementes.de todas as legu-
minosas estudadas (tabela 15). A dependéncia da atividade no po-
tassio provavelmente explica porgue n3o foi possivel encontrar
anteriormente a enzima nessas sementes. Foi confirmada a presen~

¢a de uma asparaginase em Lupinus polyphyllus cuja atividade e




independente do potassio. Por outro lado, as outras espécies de
Lupinus possuem a asparaginase dependente do potissio.

émbora tenham sido usados apenas os cotilédones das se
mentes, em ervilha, pelo menos, a testa também possui a enzima e,
.o segundo os_dados apresentados écima, com as mesmas caracteristi-

cas da asparaginase do cotilédone.

2.13 Atividade de asparaginase durante a ontogenia da semente

A atividadé de asparaginase foi dosada 3 virias idades de
desenvolvimento da semente, juntamente com outros parametros co
mo peso fresco, peso seco e contelido de nitrogénio, com a finali
dade de estabelecer proviveis mudancas com o estagio de desenvol
vimento da semente, “

Dos resultados obtidos(figura 13) verifica-se gque a
atividade apareceu primeiro na testa, atingindo o maximo aos 13
dias apds floragao. Este pico coincidiu com o inicio de cresci
mento doé cotilédones e, a partir desse ponto, enquanto decrescia
a atividade na testa ocorria um acrescimo nos cotil&dones, chegan
do a um maximo aos 21 dias. Dai em diante a atividadé nos cotilé
dones permaneceu alta durante varios dias, caindo finalmente pa
ra zero guando o crescimento dos cotilédones chegou ao fim.

A caracteristica mais importante da curva & a coinci
déncia da fase de alta atividade de asparaginase no - cotilddone

(18 a 30 dias) com a fase de sintese de proteina.

2.14 Outras enzimas

A agao de asparaginase faz com que o grupo amida de as

paragina seja liberado na forma de ambnia. Objetivando explicar

\
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a maneira de aproveitamento dessa amdnia, na sintese de aminoaci
dos, foram analiéadas outras enzimas, conhecidas por estarem en-
volvidas em tais processos.

Para a assimilagao de amdnia (MIFLIN e LEA, 1976) & ne
cessaria a pPresenga da enzima élutamina sintetase ou glutamato
desidrogenase. Estas duas enzimas foram dosadas em varias idades
durante o desenvolvimento da semente(Figura 14). As suas atividg
des foram determinadas na testa e no cotilédone, durante toda a
fase estudada(de 10 a 35 dias) sendo os valores maximos atingi
dos alguns dias ap0s a mi3xima de asparaginase, tanto no cotilédo
ne como na testa. Entretanto, houve um pico de atividade de glua~
tamina sintetase no cotilédone, correspondente Aquele de aspara-
ginase aos 21 dias, embora a atividade voltasse a subir novamen-
te no final dé éesenvolvimento, atingindo um valor bem mais alto.

Além de glutamina sintetase e glutamato desidrogenase

foi constatada a presenga das enzimas transaminase (Figura 15) e

GOGAT (veja tabela 5) no cotilédone aos 21 dias de idade.




IV - DISCUSSAO

1. GOGAT DE MILHO

" A enzima GOGAT tem sido encontrado em diversos orgaos
vegetals, tal como folhas (LEA e MIFLIN, 1974; RHODES et al.,1975;
WALLSGROVE et al., 1877) e réizes(FOWLER et al., 1974; MIFLIN e
LEA, 1975), bem como em células vegetais em cultura(DOUGALL,1974;
FOWLER, et al., 1974), onde acredita-se desempenhar um importan-
te papel na assimilacaoc de nitrogénio(MIFLIN e LEA, 1977).

0 fato de sementes imaturas nao terem capacidade pafa
a redugdo de nitrato(MILLERD et al., 1975; SCHLESIER, 1977) e
portanto nao serem considerados sitios de assimilagac de nitrogé
‘nio, atrasou possivelmente a procura dessa enzima nesse orgao.
Somente apds o conhecimento recente da importéncia dés amidas,co
mo a glutamina, na nutricdo da semente, & que surgiu o - estimulo
para a descoberta desta enzima em sementes em desenvolvimento
por outros autores(LEA e FOWDEN, 1975a; MIFLIN e LEA, 1976; STOREY
e BEEVERS, 1976) e independentemente por nds em nosso laboratdrio.
As caracteristicas da enzima GOGAT dos diversos  teci
dos de plantas superiores sao basicamente semelhantes. Apenas a
especificidade pelo doador de elétrons diferencia a enzima de
. folhas da enzima de tecidos nao verdes. A primeira & especifica
para ferredoxina enquanto a ﬁltima apresenta atividade com NADH

ou NADPH. Nao & possivel até agora dizer se alguma enzima GOGAT

de tecidos nao-verdes tem especificidade absoluta para um destes
nucleotideos de piridina. Em nossos experimentos, a enzima do

endosperma de milho apresentou grandes variacgoes de atividade com

NADPH em relacdo ao NADH. Frequentemente a atividade com  NADPH




foi bem inferior aquela observada para NADH, embora as vezes te
nha chegado a ser igual, porém nunca superior. Tais variagdes fo
ram observadas por MIFLIN e LEA(1975) para o caso da enzima de
raizes de ervilha engquanto que BEEVERS e STOREY{1976) .encontra~
ram atividade inferior com NAD?H,e DOUGALL{1974) encontrou ativi
dades iguais. Como esses trabalhos foram realizados com extratos
relativamente crus, sempre existe a possibilidade do NADPH ‘ser
transformado em NADH pela agao da enzima fosfatase. Isso foi real
mente © gue ocorreu com problema semelhante envolvendo a reduta-
se de nitrato(WELLS e HAGEMAN, 1974). Esta enzima também demons-
trou atividade com ambos NADPH e NADH, mas através do uso de flwo
reto como inibidor de fosfatase, foi possivel demonstrar a espe-
cificidade dessa enzima para o NADH. No nosso caso entretanto, o

uso de fluoreto nac alterou a atividade obtida com NADPH no en

saio de GOGAT(Tabela 4). Evidentemente a questao de especificida
de para o doador de eletrons s poderd ser resolvida apbs purifi
cagao da enzima.

A especificidade para os outros dois substratos, gluta
mina e acido o~cetoglutdrico, parece ser semelhante em todos os
- casos. Existe apenas alguma polémica quanto a especificidade da
glutamina uma vez que em dois trabalhos(DOUGALL, 1974; FOWLER et
al., 1975) f&i constatada atividade também com asparagina como
doador de nitrogénio., Segundo MIFLIN e LEA(1975) a atividade cbser
vada com asparagina e devido a outras enzimas e nao a GOGAT. Eles
verificaram que fontes comerciais de asparagina estao contamina-

das com acido aspartico ao nivel de 1%. A presenca de acido aspar

tico nos ensaios possibilita a transaminagao com o a-cetoglutara

to e o produto, o oxaloacetato, leva a oxidagao de NADH atraves
de malato desidrogenase, sempre muito ativa em tecidos vegetais(
veja por exemplo na Tabela 3). Desta maneira, a oxidagao de

NADH dependente de "asparagina" e o~cetoglutarato daria uma im-
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pressao falsa quanto a participag@o da asparagina em reagdes en
volvendo a enzima GOGAT. Em nosso caso, gracas a utilizacao de
asparagina purificadé,esse problema nao se manifestou.

A possibilidade de que a atividade registrada nos ex-
tratos de endosperma de milho seja devido a outras enzimas foi
cuidadosamente eliminada em nossos experimentos. Apesar do fato
de ter-se demonstrada a estequiﬁmetria da reagao(III - 1.5), ain
da poder-se-ia alegar que a atividade medida foi devido a um
acoplamento das reagoes de glutaminase(l) e glutamato desidroge-
nase(2). A soma destas reagOes daria uma estequiométria igual

aquela de GOGAT:-

GLN =+ GLU + NHZ (1)

NHz + aKG + NADH » GLU + NADT (2)

GLN + oKG + NADH -~ 2GLU + NAD+

Contra esse argumento, foram apresentadas evidéncias(Ei
gura 1) de que a formacao de glutamato no ensaio & dependente da
presenca de NADH. Este fato elimina a presencga de glutaminase nos
extratos. Além do mais, naoc foi observada nenhuma atividade quan
do a glutamina foi substituida por amdnia no ensaioc de GOGAT (Ta-
bela 3), que daria condigoes para a manifestacao de atividade da
glutamato desidrogenase.

Outras caracteristicas da enzima GOGAT do endosperma de
milho sao semelhantes 3dguelas encontradas para a GOGAT de outros
tecidos nao-verdes. Os K. aparentes para glutamina(l,35 mM) e
o-cetoglutarato (0,57 mM) encontrados no endosperma de milho sao
comparaveis aos valores de 1,43 mM e 0,96 mM para a enzima de co
tilédones de ervilha (BEEVERS e STOREY, 1976), e de 1 mM e 0,5 mM

para a enzima de raizes de ervilha(MIFLIN e LEA, 1975). Entretan




to a enzima dependente da ferredoxina de folhas(LEA e MIFLIN,
1974; WALLSGROVE et al., 1977) e do NADPH de E. coli (MILLER e
STADTMAN, 1972) aprésentaram valores bem mais baixos, ou sejam
330 uM e 150 uM, e 250 yM e 7,3 uM, respectivamente para glutami
na e a-cetoglutarato. No caso de NADH oibtivemos um valor de 7uM
para o Km, valor este semelhante aos valores de 7 WM e 13,3 uM

obtidos para GOGAT de raizes de . ervilha(MIFLIN e LEA, 1975)
e. do cotilédone de ervilha(STOREY e BEEWERS, 1976). £ notavel
observar que valores igualmente baixos foram obtidos para o doa
dor de eletrons da enzima de folha de feijao(ferredoxina, 2 uM)
por WALLSGROVE et al.(1877) e da enzima"bacteriana(NADPH,?,? LM}
por MILLER e STADTMAN (1972). O pH Otimo de 7,5 obtido agui para
a enzima de endosperma do milho & igual © valor obtido para a en
zima de outras fontes tais como tecidos vegetais nao-verdes (BEE~-
VERS e STOREY, 1976) e verdes, (WALLSGROVE et al., 1977) e bacte-

rias (MEERS et al., 1970; MILLER e STADTMAN, 1972).

2. ASPARAGINASE DE ERVILHA

0 fato da asparaginase encontrada por nds em sementes
de ervilha ser totalmente dependente do Dotassio parece explicar
porque varios pesquisadores(LEA e FOWDEX, 1975b; LEA et al., 1978;
STOREY e BEEVERS, 1978) nao a acharam ex sementes imaturas de le
guminosas. Entretanto ndo existe nenhumz evidéncia de que as as-
paraginases de outras fontes(WRISTIN e YELLIN, 1273) sejam depen
dentes do potassio. Além disso, em tecidos vegetais, tem sido de
monstrado que relativamente poucas enzimas sao dependentes do
potassio, apesar do efeito drastico acarretado nas plantas em de
corréncia da deficiéncia desse nutrients. O pot8ssio & o cation
mais abundante em tecidos vegetais senéz normalmente encontrado

em concentragbes que variam ao redor de 50 mM. A deficiéncia de




potdssio acarreta consequéncias sérias no metabolismo de carboi-
dratos e protelnas reduzindo a sintese destas macromoldculas e
causando o ac@mulo de agucares livres e aminodcidos(EVANS e SOR
GER, 1966). Contudo, numa lista de aproximadamente cinguenta en
zimas, cuja atividade necessite do potissio(EVANS e SORGER,1966),
apenas quatro foram encontradas em plantas superiores. A esta
lista podemos acrescéntar agora mais duas enzimas de plantas: a
amido sintetase, que € uma enzima chave no metabolismo de carboi
dratos armazenados em sementes, tamb&m dependente do potéssio@ﬂ@
TSUKA e NELSON, 1966; NITOS e EVANS, 1969), e a asparaginase por
nds identificada em sementes de ervilha.

A maioria das enzimas dependentes do potassio, incluin
do a amido sintetase, sao frequentemente ativadas também pelo ru
bidio e amdnia, embora normalmente em nivel inferior {(EVANS e SOR
GER, 1966). Uma caracteristica que esses trés Ions monovalentes
tem em comum, € a semelhanca de seus raios atdmicos, apresentan-
do valores de 5,32 &, 5,09 A, e 5,37 A para potassio, rubfdio e
ambnia, respectivamente (KACHMAR e BOYER, 1953). O raio atdmico do
ion, provavelmente, nd3c & o Gnico fator responsivel pela proprie
dade de ativador, uma vez que Os trés apresentam diferentes graus
de atiﬁag&o. Esta idéia € reforgada por nossos dados uma vez que
a asparaginase de sementes de ervilha n3o apresentou atividade
na presenga de amdnia(Tabela 11) mas foi ativada pelo sddio cujo
raio atdmico & muito maior(7,9 A). Evidentemente as propriedades
quimicas desses fons deve ser outro fator que influi no processo
de ativagao.

O fato do Ion amdnio ndo ter ativado a asparaginase n3o

significa, necessariamente, que este Ion nd3o tenha essa proprie-
dade. Pois considerando-se que a amdnia & produto da reagdo cata
lisada, ela poderad atuar como inibidor da enzima. A inibicdo(ve-
ja Tabela 14) podera portanto suprimir qualquer efeito estimula-

torio que este Ion possa ter na asparaginase.




Embora outros ions como rubidio, amdnio e sddio possam
substituir o potassio no papel de ativador, em condi¢des fisiolo
gicos apenas o potéssio tem possibilidades de exercer esta fun-
¢30. A ativag@o de enzimas por Ions monovalentes necessita de
altas dohcentragﬁes dos mesmos, geralmente na faixa de 10 mM pa
ra gque a enzima poésa operar com a metade da velocidade maxima e
50 mM para que a velocidade seja maxima (EVANS e SORGER, 1966) .Dos
cations monovalentes apenas o potdssio ocorre em tais niveis em
tecidos vegetais. E notavel, entretanto, observar que os fons de
s0dio e rubidio produzem efeitos benéficos em algumas espécies de
plantas, em condigoes de deficiéncia de pot&ssio(EVANS e WILDES,
1971).

Quanto ao mecanismo de ativacgao pelo potassio, diversos
estudos encontrados na literatura indicam que o processo nioc &
simples e que pode tomar varias formas, conforme a enzima. B co
mum, por exemplo, a enzima sofrer mudangas na sua conformagao na
presenga de potassio(EVANS e WILDES, 1971). Esta mudénga pode
ser aloesﬁérica, como & o caso da piruvato kinase (SORGER et al,
1965; HUNSLEY e SUELTE.;R, 1969; JIMENEZ DE ASUA et al, 1970; REU-
BEN e COHN, 1970), da adenosina 5-monofosfato deaminase (SMILEY e
SUELTER, 1967) e da ATPase(ROBINSON, 1967). Em outros casos, tal
como a glicerol desidratase (SCHNEIDER et al, 1966) e a formilte-
traidrofolato sintetase(SCOTT e RABINOWITZ, 1967), ambos de ori
gem bacteriana, o potdssio controla a dissociaglo reversivel da
enzima em subunidades inativas, o que nao acontece no caso da
piruvato kinase (WILSON et al., 1967). O pota@ssio pode ainda pro-

mover a ligagao de um co-fator 3 apoenzima, como & o caso de pi
ridoxal fosfato e as enzimas serina desidratase (PESTANA e SOLS ,
1970) e triptofanase (HAPPOLD e BEECHEY, 1958), e da vitamina Bl2
e propanodiol desidratase(TORAYA et al, 1970). Apesar da evidén-

cia de diversos efeitos do pota@ssio sobre as propriedades fisicos




da enzima, SUELTER(1970) sugeriu um mecanismo iinico de ativacao
de enzimas pelo potissioc no qual o cation desempenha um papel di
reto no ato catalitico. Como todas as reagoes catalisadas por en
zimas dependentes do potadssio, envolvem como intermedidrios da
catalise os tautOmeros cetO*enbl,_aquele autor formulou a hipdte
se de que o potassio tem a fungdo de estabilisar tais intermedia
rios, participando na sua ligacgac ao centtp ativo. Entretanto ,
tal mecanismo, sozinho, nao poderia expliéar todos os efeitos do
potassio, uma vez que ficou evidente nos exemplos citados gue o
cadtion afeta profundamente as propriedades de muitas enzimas, na
auséncia de intermediarios da reagao.

No nosso caso nao encontramos nenhuma evidéncia de que
a asparaginase se dissocia em subunidades na auséncia de potassio
(veja Tabela 13). Foi possivel concluir apenas, gque o potéssio &
necessirio para atividade da asparaginase e que tem um efeito
acentuado na estabilidade da enzima. Dos modélos existentes para
a ativacdo de enzimas pelo potdssio, na auséncia de dados mais
completos, talvez a asparaginase se enguadra melhor, nagquele no
qual o potéssio.induz uma mudanca na conformacao da enzima, de

uma forma inativa para uma ativa.
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Neste modelo a forma inativa seria muito instivel e a
forma ativa estavel. Desse modo, de acordo com os dados obtidos,
a 20 OC a forma inativa se desnaturaria mais lentamente de modo

gue a atividade seria maior quando dosada subsequentemente na




presenga de potadssio. Uma vez que a forma inativa ndo mostrou me
ihor estabilidade na presenga de asparagina(Figura 9), possivel-
mente a enzima nesﬁa forma n3ao se ligaria ao substrato, conside-
rando-se que substratos normalmente tém um efeito estabilizador
sobre as enzimas. Neste respeito deveria ser frisado que o potas
sio sozinho estabiliza a enzima e portanto este efeito nao seria
produzido através da ligagdao com o substrato. Por outro lado né—
ta~se que a reagao catalisada por asparaginase & do tipo que en-
volve os taut&merbs ceto-enol no mecanismo de reagéo e, portanto,
a ativacao pelo potassio poderid funcionar de acordo com o modelo
proposto por SUELTER(1970). Contudo, para explicar o efeito de
potassio sobre a estabilidade, registrado na auséncia do substra
to, serd necessario outro mecanismo do tipo sugerido acima.

"Em virtﬁde‘éo fato gue um nimero limitado de espécies
de Lupinus possuirem uma asparaginase independente do potassio
(LEA et al., 1978), surge a possibilidade das duas enzimas serem
proteinas semelhantés, apenas diferentes em algum detalhe que
torna uma delas independente do potassio. Se isto realmente ocor
reu, um estudo ao nivel molecular das duas enzimas, podera reve-
lar informagoes importantes, quanto ao mecanismo de agao do po-
tassio nesta enzima. Além da dependéncia do potéésio, observamos
algumas outras diferen¢as nas propriedades destas duas enzimas.A
enzima dependente do potassio & fortemente inibida pelo mercirio

(Tabela 14), ao passo que aquela de Lupinus polyphyllus & total-

mente insensivel. Esta evidéncia indica a importancia de grupos
sulfidrilicos para a atividade da asparaginase por nds encontrada,
e explica o efeito benéfico da inclusdao de 2-mercaptoetanol no
tampao. O ¥m da asparaginase dependente do potassio tem um valor

(3,2 mM) maior do gue aguele da enzima de Lupinus Polyphyllus

(12,2 mM). Por outro lado existem algumas propriedades semelhan-

tes entre as duas enzimas, tal como o peso molecular e o pH Ooti-




mo. Nos dois casos sao encontrados um pH Stimo de 8, sendo gue
acima deste valor a atividade ndo se altera muito, pelo menos atd
© pH 3. O peso molecular, determinado pelo mesme método usado

aqui, foi de 72.000 para a enzima de L.polyphyllus e 68.300 para

a asparaginase de ervilha.

Quanto & asparaginase de sementes de Lupinus albus (ATKINS

et al., 1975), acreditamos ser ela independente do potassio, como

a enzima de L. polyphyllus uma vez que o Km(11l,9 mM) & praticamen

te igua;. O fato gue nesse trabalho foi utilizado um tampao fosfa
to de potdssio(100 mM) ndo permite uma conclus3o final a respeito
dessa propriedade. As asparaginases de origem bacteriana, & inte-
ressante notar, tem Km bem mais baixo, sendo a maioria na faixa

de 0,005 a 0,03 mM(WRISTON e YELLIN, 1973).

3, SIGNIFICADO FISIOLOGICO DOS DADOS

O objetivo do presente trabalho, além de encontrar eni
zimas que pudessem explicar a utilizacao das amidas translocadas
a sementes imaturas, foi de obter evidancias dé gue as . enzimas
encoﬁtradés,ho caso asparaginase e GOGAT, pudessem realmente de-
sempenhar um papel fundamental neste processo. Assim foi verifi-
cado que ambas as enzimas apresentaram um padrao de atividade ca
racteristico durante a ontogenia da semente, com picos de ativi
dade correspondehtes ao periodo de sintese de proteina mais in-
tensa. E justamente nesta fase que as enzimas realmente envolvi-
das no fornecimento de aminodcidos para sintese de proteina se
riam mais necessitadas. No caso de GOGAT do endosperma de milho
(Figura 5) verificamos também que as mudangas em atividade duran
te a ontogenia do endosperma nac simplesmente acompanham os ni-
veis de proteina extralidos com a enzima, sugerindo algum signifi

cado fisildgico nas mudangas observadas. Para ambas as enzimas ’
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encontramos atividade suficiente para processar todo o nitrogé
nio entrando na semente, mesmo gue estivesse totalmente na forma
de amidas. Isto & fundamental para que estas enzimas possam de-
sempenhar um papél,principal no metabolismo das amidas. Por exen
Plo, pela figura 6 podemos verificar que o fluxo maximo posgi-
vel de nitrogénio através do sistema GOGAT & varias vézes maior
do que o aciimulo de nitrogénio durante todo periodo de desenvol
vimento. No ponto miximo de actmulo de nitrogénio, a atividade de
GOGAT permite a formagao de 56mmoles de glutamato(= 1IN) por minu-
to, enquanto 9,5 nmoles de nitrogénio acumulava no endosperma por
minuto. No caso da semente de ervilha verificamos um valor ‘ao
redor de 2 ymoles por hora para o aclimulo de nitrogénio nos cotilé
- dones dufante‘a fése mais intensa(Figura 13). Nesta fase a ativi
dade de asparaginase fica, em média, em torno de 1,35 umoles de
asparagina hidrolisada por hora, por semente, ou seja 2,7 umoles
de nitrogénio processados por hora(asparagina = 2N). Portanto. a
atividade de asparaginase nos cotilédones & suficiente para gque
esta enzima possa ser responsavel pelo metabolismo de toda aspa-
ragina processada nestes Orgaos. No caso, O pequeno excesso de
atividade pode ser considerado insuficiente para compensar o fa-
to de que a atividade foi dosada em condigdes &timas e a 30 °c.
Por outro lado deve~se lembrar que nem todo nitrogénio transloca
do estd na forma de asparagina e que nem toda a asparagina & me-
tabolisada.

Além da atividade no cotilédone, foi encontrada alta
atividade de asparaginase na testa durante os estdgios iniciais
de desenvolvimento da semente de ervilha. A fungdo . fisioldgica
de asparaginase neste tecido & dificil de se racionalizar. Possi
velmente, a testa faz o processamento da asparagina translocada,

até que os cotilédones comegam a crescer e podem assim tomar con
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ta dessa fungao. De fato, antes de crescimento cotiledondrio, al
tos niveis de aminoacidos (FLINN e PATE, 1968; ATKINS et al.,1975)
e amOnia{ATKINS et él, 1975) acumulam no endosperma liguido. Des
ta maneira, o endosperma liquido forma um tipo de "meio de cultu
ra" para o crescimento subsequénte dos cotilédones, sendo poste-
riormente totalmente absorvido por estes Orgaos na sua fase ini-
cial de crescimanto(ﬁEEVERS, lQ?Q. 0 acumulo de compostos nitro
genados no endosperma liquido pode ser o resultado do metabolis-
mo, dentro da testa, de subst3ncias nela translocadas, uma = vez
gque o endosperma liquido n3oc possue, aparentemente, nenhuma ati-
vidade enzimatica (ATKINS et al., 1975). Embora haja possibilida-
de da asparaginase da testa ser responsavel pela amdnia no endos
perma liquido, deve ser frisado que a testa possue atividade su-
ficiente de glutamina sintetase(Figura 14) para assimilar a maior
parte da amdnia gerada pela agao de asparaginase.

Outras evidéncias que reforcam a idéia de que a aspara
ginase e a GOGAT desempenham um papel importante na utilizacgao de
de amidas pela semente, foram obtidas com a eliminagdo das varias
alternativas. Pois as outras duas enzimas possivelmente envolvi-
das no metabolismo de asparagina(LEA e FOWDEN, 1975b), a aspara-
gina transaminase e asparagina amida transferase(tipo GOGAT) ,nao
revelaram, em nosso trabalho, qualquer vestigio de atividade nos
extratos de sementes de ervilha(Tabela 5 e 6). No caso do endos-
perma de milho, nao obtivemos também, gqualquer evidéncia da pre-
senca de glutaminase(Figura 1). Além disso, teoricamente, a par
ticipagao desta enzima nao teria qualquer fundamento, uma vez
gue a re-assimilagao pela glutamina sintetase da ambnia liberado
criaria um ciclo vicioso de sintese e degradagao de glutamina.A
posibilidade da'aséimilag%o de amonia pela reagao catalisada pe-
la glutamato desidrogenase, também nao pode ser considerada, pois

esta enzima nao pode mais ser considerada importante neste pro-




cesso (MIFLIN e LEA, 1976).

A provavel importdncia da asparagina e GOGAT na utili-
zagﬁo'de amidas nos levou a formular o esquema seguinte para ex
plicar o aproveitamento das grandes quantidades de amidas trans-
locadas & semente bem como a origem em geral de aminodcidos uti-
lizados na sintese de reserva.

Neste esquema postulamos que o nitrogénio da giutamina
no endosperma de milho, caminha por um sistema catalisada por GO
GAT e transaminase, para chegar ao grupo a~amino de novos aminoa
cidos. Além da evidéncia ja discutida para a participacio de
GOGAT neste processo, foi demonstrada também a presenca de tran-
saminase neste tecido. Do mesmo modo, todas as enzimas  necessi
rias para o funcionamento do sistema postulado para a utilizag3o
de asParagina'f$ram ‘encontradas no cotil&done de ervilha, isto
€ asparaginase, glutamina sintetasé, GOGAT, e transaminase. A
presenga de glutamina sintetase e GOGAT no cotilé&done imaturo de
ervilha (STOREY e BEEVERS, 1978) e s0ja(STOREY e REPORTER, 1978)
também foi constatada por outros, apds o término de nossos estu-
dos. Embora a enzima glutamato desidrogenase estivesse presente
no cotilédone de ervilha, n3o pudemos sugerir uma possivel parti
pagao desta enzima na assimilagdo de amdnia. Isto porque, aldm
das razOes dadas por MIFLIN e LEA(1976) afastando uma possivel
fungao da glutamato desidrogenase neste processo, principalmente
devido ao alto Km para a amonia, foi evidenciado que a utiliza-
¢ao da asparagina para sintese de proteina no cotilddone de ervi
lha & inibida fortemente pela metionina sulfoximiha(P.J.LEA, co-
municagao pessoal), um inibidor especifico de glutamina sinteta-
se. Contudo, apesar dessa evidéncia contraria, n3o podemos elimi
nar totalmente a possibilidade da participagao de glutamato desi
drogenase, especialmente considerando-se que ocorrem altas concen

tragoes de amdnia no endosperma liquido e quantidades elevadas da
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enzima na testa e nos cotilédones.

A curva de atividade para glutaﬁina sintetase( e
glutamato desidrogehase) durante a ontogenia da semente de ervi-
lha(figura 14) n3o coincide com aquele de asparaginase(Figura 13).
Pois os niveis maximos dessas enzimas sdo atingidos virios dias
apbs o maximo de asparaginase, tanto no cotilédone como na testa.
Apesar disto, a atividade de glutamina sintetase fica sempre em
excesso em relagao a da asparaginase e, portanto, tem capacidade
suficiente para assimilar toda amdonia liberada por esta enzima.
Neste respeito pode ter significado o pequeno pico de glutamina
sintetase observado aos 21 dias no cotilédone, ponto que corres-
ponde & atividade m@xima da asparaginase. A razao do grande au-
mento dessa enzima nas fases finais de maturagao do cotilé&done &
de @ificil explicagdo, mas é possivel que isso ocorra para a sin
tese de glutamina durante a degradacao de'proteinas de reserva
apbs a germinagao da semente.

0 fato que o nitrogénio de amidas & utilizade na forma
cao do grupo oa-amino de novos aminoacidos, como indicado no es-
quema acima, implica que a semente tem todos os mecanismos neces
sarios para sintetizar os esqueletos de carbono destes aminoaci-
dos. Evidencias de que a biossintese de todos os aminoidcidos tem
lugar em sementes imaturas de cereais e leguminosas tem sido obti
do por nds(SODEK, 1376) e outros(BILISKI E McCONNELL, 1957; Mc
CONNELL, 1969; PATE et al., 1975) empregando precursores marcados
com 14C. Além do mais, algumas enzimas ligadas a biossintese de
aminodcidos tém sido encontrado em extratos de sementes imaturas
tal como aspartokinase (HENKE e WAHNBAECK, 1977) e diaminopimela-
to descarboxilase (SODEK, 1978), ambas da biossintese de lisina.
No esquema acima, a fonte dos precursores da biossintese de ami-
noacidos foi indicada como sendo sendo sacarose, uma vez que es-—

ta substancia & sabidamente conhecida camo forma de carboidrato



translocada dentro da planta (LOOMIS, 1945; HOFSTRA e NELSON,1969;
PATE et al, 1974). Embora a maior parte da sacarose transportada
a semente imatura seja utilizada na sintese de amido (SHANNON .
1968), & viavel que um pouco poderia ser metabolisada para forne
cer os precursores da biossinteée de aminoacidos.

Contudo, nem todos os aminoacidos utilizados na sinte-
se de proteina de reserva sao sintetizados na propria semente.
Uma certa quantidade de todos os aminoadcidos proteicos chegam pe
las vias de transporte ja prontos para incorporacao em proteina,
embora em niveis baixos em relagao as amidas (PATE et al, 1965;J0Y

e ANTCLIFF, 1966;: STREETER, 1972; LEE e SMITH, 1972; ATKINS et

al, 1975; LEWIS, 1975; ARRUDA e SILVA, 1979).

Trabalhos anteéiores feitos por nds(SODEK e WILSON
1570) e outros (LAWRENCE e GRANT, 1964; FINLAYSON e McCONNELL :
1969, PATE et al, 1975; ATKINS et al, 1975) tem mostrado gue va
rios aminoacidos, incluinde lisina, leucina, fenilalanina, aspa-
ragina, glutamina e serina nao sao simplesmente degradados mas
sao incorporados intactos na prote{na de reserva da semente. Is-
to foi demonstrado apds introdugao do aminoacido marcado nas
vias de transporte. Evidentemente, a maior parte da asparagina ,
por ser translocada em excesso, & degradada(ATKINS et al., 1975).
Também, alguns outros aminoadcides, tal como lisina (LAWRENCE e
GRAN'T, 1964; SODEK e WILSON, 1970; BRANDT, 1975) e fenilalanina
(FINLAYSON e McCONNELL, 1969) podem ser parcialmente metabolisa-
dos dentro da semente, enguanto outros como a leucina (SODEK e
WILSON, 1970) nao sofrem nenhum metabolismo. Aparentemente, por-
,
tanto, existe uma certa preferéncia para os aminoacidos pré-for-
mados na sintese de proteinas de reserva. Provavelﬁente, mecanis
mos de controle tipo "feedback" garantem que a sinﬁese de novo de
aminodcidos na semente ocorre apenas na medida necessaria para

compensar gualquer caréncia no aminodcido translocado. Assim, a




importéncia da biossintese de aminodcidos na semente imatura de

pendera do grau de desequilibrio entre os aminoicidos a ela for-

necidos.




V -~ RESUMO

As amidas glutamina e a asparagina séo,reconhecidamag
te, importantes formas de transporte do nitrogénio em muitas
plantas. Representam a_fonte principal de nitrogénio para a sin
tesé de proteinas de reserva em sementes imaturas. Entretanto ,

nada se conhece a respeito da maneira pelo qual o nitrogénic;deg
ses aminodcidos se torna disponivel para a biossintese de outros
aminodcidos proteicos. Objetivando esclarecer este ponto, foi

realizada uma investigagao sobre enzimas possivelmente envolvi

das neste processo.

0 endosperma do milho foi escolhido para se estudar a
utilizagdo de glutamina, em virtude da importancia deste compos
to no sistema de transporte dessa planta. Verificou-se que o en
dosperma apresentou atividade da enzima glutamina oxoglutarato
amida transferase(GOGAT, E.C. 2.6.1.53), em niveis suficiente
mente altos para metabolizar toda glutamina translocada ao grao.
A enzima apresentou um padrao de étividade bem definido durante
a fase de maturagao do endosperma, com um pico de atividade (max.
= 56 nmoles GLU/min/endosperma) correspondente ao periodo de
sintese mais intensa de proteina. Os dados sugerem que a gluta-
mina pode ser metabolisada mediante a acao de GOGAT, ocasionan-
do a transferéncia do nitrogenio amida para a posigdo « do a-
cetoglutarato. O glutamato assim formado poderia doar o nitrogé
nio para outros aminoécidos, mediante transaminagao.

Para se estudar a utilizagao de asparagina, foi esco-
lhida a semente imatura de ervilha, em virtude da  importancia
deste composto no seu sistema de transporte bem como no de ou-
tras leguminosas. Das varias enzimas investigadas, capazes de

Tmetabolisar asparagina, a Gnica encontrada foi a asparaginase(E,




c. 3.5.1.1). O nivel de atividade apresentado nos cotilédones |
imaturos foi suficiente para que asparaginase fosse considerada
responsavel por todé metabolismo de asparagina ai realizado. Ve
rificou-se também alta atividade dessa enzima na testa(max. =
3,7 umoles, ASN/hr/semente), durante a fase inicial de maturagao.
Em seguida, com o inicio do crescimento dos cotilédones, a ati-
vidade caiu bruscamente na testa aumentando nos coﬁilédones. A
atividade méxima nos cotilédones (1,35 pmoles ASN/hr/semente) o
correu durante o periodo de alta sintese de proteina. Sugere-se
que a asparaginase desempenhe um papel importante na nutrigaoni
trogenada do cotilédone imatura de ervilha, e que a utilizacdo
subsequente da ambnia liberada mediante acd3oc de asparaginase po
deria envolver uma sequéncia metabdlica catalisada pela glutami
na sintetase(E.C. 6.3.1.2), GOGAT e transaminase. Foi verifica
do gue essas enzimas também ocorrem no cotilédone de ervilha.

A asparaginase de ervilha e GOGAT de milho foram ca-
racterizadas empregando-se enzimas parcialmente purificadas. A
GOGAT foi parcialmente purificada do endosperma de milho atraves
de fracionamento com sulfato de amdnioc. Esta enzima apresentou
um pH otimo de 7,5 e demonstrou especificidade pelos substratos,
isto &, glutamina como doador de nitrogénioc e a~cetoglutatato co
mo aceitador. A especificidade pelo doador de eletrons ficou in-
definida, uma vez gue o NADPH substituiria o NADH com eficiéncia
variadvel. Os Kms aparentes para glutamina, o-cetoglutarato e NADH
foram estimados em 1,35 mM, 0,57 mM e 7 uM, respectivamente. Foi
demonstrado que a formagdo de glutamato dependia da presenga dos
trés substratos, e que a reagdo catalizada envolvia uma relagdo
estequiométrica proxima dquela esperada.

Para a purificacio parcial da asparaginase de cotilédo
nes de ervilha adotou~se um procedimento baseado na solubilidade

da enzima em etanol 60%. Verificou-se uma dependéncia total da




‘enzima, da presenga de ions de potassio, sendo necessirias con-
centragoes de pelo menos 20 mM para atividade total. Os Ions sO
dio e rubidio substituiram parcialmente o potassio na ativagdo

da enzima, sendo, porém, sem efeito, os Ions 1litio, amdnio, cé
sio, tris, magnésio e cllcio. Além de ser necessirio para a ati
vidade, o potassio apresentou uma capacidade para estabilizar a
enzima. A atividade maxima foi encontrada acima de pH 8 e 0 Km
aparente para asparagina, foli estimado em 3,2 mM. Propriedades
semelhantes foram encontradas tanto para a asparaginase da teg~

ta como para a do cotilédone.




VI - SUMMARY

It is well established that the amides glutamine and
asparagine are important transport fo;ms of nitrogen in many
plants. They also represent the principal source of nitrogen for
reserve protein synthesis in developing seeds.'Since it is not
known how the nitrbgen 0of these amino acids is made available
for the biosynthesis of other protein amino acids in the
developing seed, an investigation was made of enzymes possibly
involved in this process.

The utilization of glutamine was studied in the
developing maize endosperm, in view of its importance as a
transport compound in this plant. It was found that the
endosperm contains glutamine: oxoglutarate amide transferase
(GOGAT, E.C. 2.6.1.53) activity, at levels sufficient to
metabolize all glutamine arriving via the translocation stream.
- The activity pattern throughout endosperm development revealed a
well-defined peak(max. = 56 umoles GLU/min/endosperm) coinciding
with the period of most active nitrogen accumulation. The data
" suggest that glutamine may be metabolized by transfer of the
amide nitrogen to the oa-position of o-ketoglutarate to form
glutamate, via the GOGAT reaction, and subsequently to other
amino acids via transamination reactions involving glutamate.

The utilization of asparagine was studied in the
developing seeds of pea, in view of its importance in the

transport of nitrogen in this as well as other legumes., Of

several enzymes investigated,capable of metabolising asparagine,
the only one found was asparaginase(E.C. 3.5,1.1). Again,

sufficient activity was found in the developing cotyledons to




account for all asparagine metabolised in this organ. High
activity was also found in the testa(max = 3.7 umoles ASN/hr/
seed) during early stages of seed development. Then, as the
cotyledons started to grow, activity fell sharply in the testa
and .+ in the cotyledons. Maximum activity in the |
cotyledons (= 1.35 umoles ASN/hr/seed) occurred during the period
of most active reserve protein synthesis.It is suggested that
asparaginase plays a key role in the nitrogen nutrition of

the developing pea cotyledon. The subsequent utilization of
ammonia liberated by asparaginase action may involve a sequence
catalysed by glutamine synthetase(E.C. 6.3.1.2), GOGAT and
transaminase. The presence of these enzymes in the pea cotyledon
was demonstrated.

Asparaginase of pea and GOGAT of maize were
characterized using partially purified preparations. GOGAT was
partially purified from maize endosperm by ammdnium sulphate
fractionation. The enzyme had a pH optimum of 7.5 and showed
specificity towards its substrates, namely glutamine as nitrogen
donor and o-ketoglutatate as nitrogen acceptor. Specificity
for the electron donor was less clear cut, since NADPH would
substitute with varying efficiency for NADH. The apparent Kms
for glutamine, a-ketoglutarate and NADH were 1.35 mM, 0,57 mM
and 7 uM, respectively. The formation of glutamate in the
reaction was shown to be dependent on the presence of all three
substrates, and involve close to expected stoichiometric
amounts . |

Asparaginase was partially purified from pea cotyledons
using a procedure based on its solubility in 60% etanol. The
enzyme was shown to be totally dependent on potassium ions,

requiring at least 20 mM for full activity. Sodium and subidium
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ions would partially replace potassium for enzyme activation,
but lithium, ammoniﬁm, cesium, tris, magnesium and calcium ions
were without @ effect. Potassium was shown to stabilize the
enzyme besides being necessary' for activity. Enzyme activity
was optimal above pH 8 and the apparent Km for asparagine’ was
3,2 mM. The asparaginases from the testa and cotyledons were

similar in their properties.
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FIGURA 1 - Andlise de aminodcidos dos ensaios de GOGAT por cro-
matografia em camada delgada

A- ensaio completo, tempo zero; B~ ensaio completo,
30 min de incubagdo; C- ensaio completo, 60 min de
incubggdo; D- ensaio completo, menos NADH; E- ensaio
completo, menos a~cetoglutarato; F- ensaio completo,
menos glutamina; G- ensaio completo, glutamina subs~-
tituida por asparagina.
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FIGURZ 2 - GOGAT: curva de atividade em funcdo do pH.
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FIGURA 3 ~ Atividade de GOGAT em funcao da concentracdo do subs-
trato: '

Km calculado pelo método de EISENTHAL e CORNISH~-BOW-
DEN(1974).

Km de glutamina = 1,35 mM

Km de a—-cetoglutarato = 0,57 mM

Km de NADH = 7 uM
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FIGURA 4 -~ Atividade de GOGAT em funcdo(A) da concentracao da

enzima e (B) do tempo de incubacio
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FIGURA 5(A e B) - Niveis de GOGA . proteina sollivel, e nitrogénic

total, no endospeima do milho durante a fase de
maturacao

A} milho normal

B) milho opaco-2
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FIGURA 5(c¢} -~ Niveis de GOGAT, proteina soliivel, e nitrogénio to

tal, no endosperma do milho durante a fase de matu
ragac
C) nilho normal(flint)

nio no endosperma de milho durante a fase de matura-
cao

(D) Dados calculados a partir da figura 5(A) - GOGAT (@)
e acimulo de nitrogé&nio(histograma)
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FIGURA 7 - Atividade de transaminase no endosperma de milho

A~ Glutamato/piruvato. B- alanina/a~cetoglutarato,
C~ Glutamato/oxaloacetato, D~ aspartato/a—cetoglg
tarato. E,F,G.H e I- valina, isoleucina, leucina,
fenilalanina e tirosina com a-cetoglutarato.
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FIGURA 8 -~ Atividade de asparaginase a varias concentracoes de po
tassio(cloreto)

Enzima parcialmente purificada do cotilé&done e da
testa.
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FIGURA 9 - Estabilidade de asparaginase

Presenga de cloreto de poté@ssio(50 mM) e/ou asparagi-
'na(l0 mM) durante a incubacdo do extrato a 20 e 30 °c.
Dosagem da enzima feita a 30 °¢ na presenga de potas-
sio. Extrato dessalinizado da testa.
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FIGURA 10 - Atividade de asparaginase em funcdo do pH do ensaio

Extrato dessalinizado do cotil&done. Tampao Tris (HC1)
pPH 7 a 9,5 e MES(Tris)pH 5,5 a 7.
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FIGURA 11 - Atividade de asparaginase a varias concentracoes do
substrato.

Potassio(cloreto) presente a 50 mM. Extrato do co-
tilédone parcialmente purificado, Km(= 3,2 mM) cal

culado pelo método de EISENTHAL e CORNISH~BOWDEN
(1974).
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PIGURA 12 - Atividade de asparaginase em funcao(A) da concentra

¢ao da enzima e (B) do tempo de incubacio
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FIGURA 13 - Atividade de asparaginase, nitrogénio total, peso se-

co e peso fresco, durante a ontogenia da semente  de
ervilha
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FIGURA 14 - Atividade de glutamina sintetase e glutamato desidro

- genase durante a ontogenia da semente de ervilha
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FIGURA 15 - Atividade de transaminase na semente imatura de ervi
lha

A- Aspartato/u-cetoglutarato; B- aspartato/piruvato
C~ glutamato/piruvato.
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TABELA 1

Oxidagdo de NADH catalisada por extratos de endosperma
de milho

nmole NADH oxidado/min/ml

expt@ 1 expte 2
ensaio completo 58 80
- menos GLN 28 20
-~ menos aKG 28 22
- menos GLN e oKG : 28 20
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TABELA 3

Oxidagdo de NADH catalisada por extratos do endos

perma de milho na presenca de diversos substratos

Composicao do ensaio

nmole NADH oxidado/min/ml

ensaio completo

~-GLN
i ~GLN
~GLN
-aKG
~oKG
-0KG

~aKG

4+ ASN
T
+ NH4
+ piruvato
+ oxaloacetato

- GLN 4+ oxaloacetato

60

o= N o

ok

*oxidagao instantanea




TABELA 4

Atividade de GOGAT com NADH e NADPH e 0 efeito de
fluoreto

Extrato do endosperma de milho parcialmente purifi
do. Fluoreto de sddioc acrescentado: 5 pmole/ml

doador de NaF - atividade de GOGAT
elétrons : (nmole NAD(P}H oxidado/min/ml
NADH - 40

+ 42,5
NADPH - 41

+ 41




TABELA 5

Atividade de amida transferase em extratos de

cotilédones imaturos de ervilha

Extrato dessalinizado
Asparagina, glutamina e a~cetoglutarato, 5 mM

ensaio nmole NADH oxidado/min/ml

ASN + oKG 14
0 + aKG 14
GLN + aKG 43
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TABELA 7

Andlise de amindacidos nos ensaios apbs 5 dias a 4 °¢

Ensaios equivalentes a A e B da tabela 6, exceto que a
analise cromatografica foi feita apds permanéncia dos
ensaios a 4 °C durante 5 dias na presenga de etanol
60%. Avaliagao visual(+) daintensidade da mancha apds
separagdo por cromatografia.

ASN ASN ASN
+ + +
O aKG aKG
o' 60° 0' 60" 60 ' extrato
fervido
GLU - - -+t -
ASP - = oo o -




TABELA B

Influéncia da presenca de sulfato de amonic durante - a
cromatografia sobre a dosagem de aspartato

Ensaio de rotina de asparaginase dividido em quatro ali
quotas de 60pyl, e 2ul de sulfato de amdnio adicionado
& cada uma antes da aplicagao de amostras na placa croma-

tografica. Aspartato separado, localizado e contado como
descrito no ensaio de rotina.

(NH4)2804 ASP (cpm}

conc. final

0 963
0,33% 1.066
0,66% 1.078
1% 1.027 i
2% 1.038
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TABELA 13

Influéncia de potdssio no peso molecular de

asparaginase

Extratos dessalinizados da testa e do coti-

lédone
peso molecular
testa =K 61.400
+K 74.600
cotilédone -K ( 70.000)*
+K 68.800

*atividade insuficiente para locali-
zar o pico com precisdo.



TABELA 14

Efeito de diversas subst3ncias na atividade
de asparaginase

Extrato do cotilédone, parcialmente purifi-

cado.
f adigdo atividade relativa
: de asparaginase(%)
controle 100
HgCl,,lmM: 3
NH4C1,6mM 94

ASP, 10mM 67




oA =

TABELA 15

Atividade de asparaginase em cotilédones imaturos de
varias leguminosas

Extratos dessalinizados. Idade das semenetes desconhg
cida. .

Atividade de asparaginase

wmle/hr/semente  umole/hr/g peso

fresco
Pisum sativum
cotilé&dones +K 0,66 1,81
-K 0
testa +X - 2,7 32,4 -
-K 0,05
Pisum arvense +K 2,27 6,17
-K 0
Lupinus polyphyllus +K 0,487 9,75
-K 0,445 8,9
Lupinus angustifolis
cv. Unicrop +K 0,88 4,7
-K 0,02
cv.Horizon +K 0,91 4,54
-K 0
Vicia faba +K 1,79 2,56
-K 0,02
Phaseolus mltiflorus +K 0,205 0,156
-K 0
Phaseolus vulgaris +K 0,12 0,34




