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INTRODUCAD

A hidrolise intracelular de proteinas a aminoacidos € um pro
cesso complexo. Esta complexidade deve-se nao so ao grande numero de eta-
pas envolvidas, mas principalmente porque pressupoe a participagao de enzi
mas com uma gama de especificidade muito variada. Apesar da extensa litera
tura existente poucos dos sistemas envolvidos neste processo sao perfeita-
mente conhecidos. Em linhas gerais, entretanto, este processo pode ser des
crito simplificadamente como uma sucessao de eventos em que a cadeia poli-
peptidica € sucessivamente fragmentada em cadeias menores por agao de endo
peptidases (proteinases). Estas cadeias diminuem mais ainda pela agao si-
multanea ou sucessiva de exopeptidases (peptidases) que encurtam as extre-
midades N- e C-terminal removendo um a um os aminoacidos (aminopeptidases
e carboxipeptidases, respectivamente) ou removendo dipeptideos {dipeptidil
peptidases ou peptidildipeptidases). Os dipeptideos, por sua vez sao hidro
lizados a aminodcidos por um outro tipo de enzimas: as dipeptidases.

Nestes processos a especificidade pouco restrita da maioria
das proteinases e peptidases constitue fator relevante, configurando condi
goes para a proteclise extensiva e a degradagdo proteica por completo.

Além da proteclise extensiva e total das proteinas a natureza apresenta
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sistemas em que a hidrolise das proteinas nao € completa. Estes processos
distinguem-se fundamentalmente dos anteriores e apresentam caracteristica
particular no que diz respeito ao papel fisioclogico e as enzimas envolvi-
das. Na proteclise extensiva ha formagao de aminodcidos livres que sao rea
proveitados na sintese de novas proteinas. Por este processo ha a elimina-
¢ao de proteinas e peptideos (enzimas, hormonios) que tenham perdido suas
funcoes no interior da célula, estando pois envelvido no envelhecimento ce
lular (Schimke e Bradley, 1975).

Os sistemas de proteclise limitada estaoc geralmente associa-
dos a fungoes regulatorias. Nestes processos poucas e as vezes uma so i
gagao peptidica € hidrolizada no substrato proteico por proteases altamen-
te especificas, como resultado na formagao de produtos sem atividade fisio
l6gica ou entao peptideos e proteinas dotados de atividade fisiologica no-
va ou modificada sao liberados de precursores. Existem muitos sistemas nos
quais o controle se da através de protedlise limitada: transformagao  de
pré-enzimas em enzimas ativas; ativagao de zimogénios; conversao de pré-
-proteinas em proteinas maduras; ativagao e inativagao de peptideos fisio-
logicamente ativos a partir de proteinas precursoras. Como exemplo de sis-
temas que utilizam estes processos pode-se citar algumas das enzimas diges
tivas de mamiferos; o sistema de coagulagao do sangue e do sémen; |libera-
¢ao de neuropeptideos; sistemas de peptideos hipo e hipertensores; remogao
da porcao peptidica que permite a secrecao de proteinas através de membra-
nas. Neste segundo grupo sobressae o carater altamente especifico das enzi
mas envolvidas.

Desta forma, a classificagdo e nomenclatura das proteases
tem sido diffcil. Dois fatos novos acrescentaram complexidade ao problema:
1- a descoberta de proteases dotadas de atividade endo- e exopeptidasica

(Barrett, 1977) e 2- a observagao recente de que mesmo as proteinases que
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realizam proteclise limitada, e que sao por conseguinte dotadas de especi
ficidade secundaria restrita onde a seguencia P], Pz, P3 e 5], 52 e 53
ac redor da ligacao peptidica susceptivel & essencial, sao também ativas
sobre mais de um substrato proteico (Schachter e Berger, 1967).

A nomenclatura, por sua vez, & também confusa pelo uso de
muitos té€rmos com significados diferentes. Neste trabalho usaremos a clas
sificagao recomendada pela International Union of Biochemistry (1.,U.B.,
1978; Barrett, 1980). Assim protease refere-se a qualquer enzima que hi-
drolize ligagao peptidica; proteinase refere-se a proteases que hidroli-
zam ligagao peptidica de maneira tal que os produtos formades contenham
sempre trés ou mais residuos de aminoacidos. Estas enzimas sao também de-
nominadas endopeptidases. Peptidase e seu sindnimo exopeptidase refere-
=se a enzimas que atuam em apenas uma das extremidades da cadeia peptidi-
ca removendo aminoacidos ou dipeptideos. Neste Gltimo grupo estaoc incluf-
das como sub-sub-classe as aminopeptidases (u-aminoacilpeptideo hidrola-

ses, EC 3.4.11.-) do 3mbito deste trabalho.

CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA DAS AMINOPEPTIDASES

Apenas quinze aminopeptidases j3 foram classificadas, mas
um nimero muito grande destas enzimas tem sido descrito na literatura. A
classificagao de novas aminopeptidases é dificultada pela falta de infor-
magoes precisas sobre suas propriedades de tal maneira que se possa compa
ra-las entre si e com as enzimas ja classificadas.

Outro fator que tem trazido confusdo ao estudo das aminopep
tidases & o grande nimero de tipos de substrato que s3o usados para o en-
saio da atividade. 0 uso de peptideos como substrato ideal apresenta difi

culdades de ordem pratica. Nos primeiros trabalhos a hidrélise enzimati-
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ca de peptideos foi estudada por Linderstrém-Lang (1929) através da titu

lagao do grupo NH, livre na solugac. Este método @ pouco sensivel quando

2
um pequeno numero de ligacdes & hidrolizada. Posteriormente foram desen-
volvidos métodos baseados na reagao quantitativa de aminoacidos com ninhi
drina (Matheson e Tattrie, 1964) e na reagdo do grupo amina com acido 2,4,
E-trinitrobenzenosulfonico (Fields, 1971). Nestes métodos o grupamento
amino livre tanto do produto como do substrato reagem formando as mesmas
substancias coradas. Assim, a sensibilidade destes métodos € pequena pois
com a hidrolise de 100% de um dipeptidec hd apenas duplicagao nos valores
de absorbancia. A dosagem de aminoacidos com analizador automatico trouxe
consideravel avango tecnologico ao ensaio destas enzimas. 0 custo elevadg,
entretanto, torna o método impraticavel quando s3o necessarias muitas ana
lises,

Varios substratos contendo ligag3o amida foram desenvolvi-
dos para o ensaio das aminopeptidases. Destes substratos artificiais os
mais simples s3o as amidas de aminodcidos. Neste caso a hidrolise € acom-
panhada pela determinag3o de amonic livre no incubado. Foram também desen
volvidos alguns substratos cromogénicos: aminoacil-2-naftilamidas (Gomori,
1954; Green et al., 1955) e amincacil-p-nitroanilidas (Erlanger et al.,
1961). A hidrolise destes substratos nao indica necessariamente que a en-
zima tenha agao sobre peptidecs. Em vista disto a hidrolise de AANA  foi
denominada de atividade arilamidasica (Patterson et al., 1963).

Se por um lado o uso de substratos artificiais veio facili-
tar o ensaio da atividade destas enzimas também introduziu muita confusao
na literatura. Como as aminopeptidases possuem especificidade nao restri-
ta para o residuo de aminodcido N-terminal de peptldeos e proteinas, o em
prego indiscriminado de substratos diferentes fez com que se tornasse im-

possivel determinar a que enzima se referem os resultados apresentados em



muitos trabalhos.
Um exemplo bem claro das dificuldades encontradas para ]
classificagao das aminopeptidases € a sugestao de McDonald e  Schwabe

(1977) de que a enzima descrita por Smith et al. (1965) seria idéntica 2

alanina aminopeptidase descrita por Behal et al. (1966), propoem ainda
que esta enzima receba o nome de citosel aminopeptidase 111. No capitule
seguinte do mesmo livro Kenny (1977) afirma que a enzima descrita por

Smith et al. (1965) € a aminopeptidase M gue se localiza no microsoma.

A leucina aminopeptidase, a primeira aminopeptidase descri-
ta, € o melhor exemplo da confusaoc reinante na literatura, pois criou-se
o consenso de imputar a esta enzima qualquer atividade sobre substratos
contendo leucina em ligacao amida. Até hoje, entretanto naoc se tem certe-
za sobre a atividade catalitica desta enzima sobre leucil-2-naftilamida
(McDonald e Schwabe, 1977). Apesar disso, leucil-2-naftilamida tem sido o
substrato de escolha de diversos autores nas tentativas de quantificagao
desta enzima em extratos de tecidos animais. Provavelmente a atividade de
tectada com este substrato pertenca a outras enzimas. Além disto foram en
contradas enzimas que tem acdo: a) apenas sobre LeuNHz; b) apenas  sobre
LeuNA & c) tanto sobre LeuNH2 como sobre LeuNA (Patterson et al., 1963;
Ledeme et al., 1981).

Assim, conclui-se que a atividade sobre substratos artifi-
ciais nao & por si s& suficiente para caracterizar uma arilamidase como
aminopeptidase. Para tanto, e também para distingui-las das dipeptidases,
€ necessdrio demonstrar inequivocamente que elas catalizam a hidrélise de

peptideos (ac menos tripeptidecs).



LOCAL 1ZAGAD SUBCELULAR

Um dos enfoques que se tem empregado na tentativa de identi
ficar inequivocamente e caracterizar aminopeptidases € o estudo da locali
zagao subcelular.

0 método de centrifugagao diferencial usado para o fraciona
mento destas e de outras enzimas apresenta ainda restrigoes intrinsecas
Uma delas € a grande variagao de tamanho que as populagoes de cada organe
la de uma mesma célula apresentam. Ha também um inconveniente de natureza
operacional: em rotores basculantes ('swiming bucket') ou de angulo a for
¢a centrifuga no fundo do tubo & diferente daquela no topo do tubo. Assim,
uma velocidade de centrifugagdo que precipite grandes particulas no topo
do tubo pode ser suficiente para sedimentar organelas pequenas que este-
jam no fundo do tubo (Chambers e Rickwood, 1978). Por estas razoes os me-
todos de fracionamento subcelular levam apenas a obtengao de fragoes enr-
riquecidas em dada organela. 0 controle do grau de pureza das fragoes po-
de ser feito por microscopia eletronica ou ainda pela atividade de enzi-
mas marcadoras cuja presenga em dada organela tenha sido estabelecida por
metodologia histoquimica (Chambers e Rickwood, 1978). 0 exame microscopi=
co permite também a verificagao da integridade das particulas. Contudo a
associagao dos resultados da microscopia com o perfil de distribuigao de
enzimas marcadoras € um critério de controle mais refinado. A ressuspen-
sao dos sedimentos, seguido de nova centrifugagao, diminui a contaminagao
mas prejudica o rendimento da organela purificada e ainda, se repetido
por diversas vezes © atrito excessivo leva a lesoes nas organelas.

Além dos problemas inerentes ao proprio método, a represen-
tagdo correntemente usada para descrever as condigoes de centrifugagdo (x

g por y min.) & insuficiente para permitir a reproducaoc dos experimentos.
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Variagoes entre equipamentos no que se refere ao tamanho dos rotores, tem
pos de aceleragao e desaceleragao nao sao considerados neste sistema de
representacao mas influem na reprodutibilidade dos experimentos realiza—
dos num mesmo equipamento. Para contornar estas dificuldades e possibili
tar a reprodugao dos experimentos a sugestao de De Duve e Berthet (1953)
constitue aspecto fundamental, mas nem sempre cbedecido por diversos e
distintos autores. Neste caso, as condigoes de centrifugagac sao represen
tadas de maneira que a totalidade da forga centrifuga aplicada as particu
las @ considerada. Para tal, a representacgao das condigoes de centrifuga-
¢3o em g.min € a adequada (DeDuve e Berthet, 1953), desde que se utili-
zem sistemas centrifuga-rotores devidamente calibrados.

Algumas tentativas de determinar com sucesso a localizagao
subcelular de aminopeptidases foram feitas no Centre de Biochimie et de
Biologie Moleculaires (C.N.R.5.,de Marseille). 0s trabalhos mostraram a
presenca de aminopeptidases na membrana de células intestinais, renais e
da tireoide. Foi demonstrado também a maneira pela qual estas aminopepti-
dases (aminopeptidase N e aminopeptidase A) inserem-se na membrana (Ma-
roux et al., 1973; Louvard et al., 1976; Desnuelle, 1979; Louvard, 1980;
Gorvel et al., 1980; Ferracci e Maroux, 1980; Benajiba e Maroux, 1980;
Benajiba e Maroux, 1981; Hovsépian et al., 1982).

A localizacao subcelular de outras aminopeptidases permane-
ce ainda indefinida. Atividade arilamidasica foi detectada em varias orga
nelas. Entretanto as diferengas entre as condigoes de fracionamento nao
permitem a comparagdoc dos resultados encontrados (Smith et al, 1965; M4-
kinen et al, 1970; Lundgren e Roos, 1974; Mahadevan e Trappel, 1967; Frei
tas Jr. et al, 1979; Kaulen et al, 1970; Freitas Jr. et al, 1981),.

Se tanto a classificagao como a localizagao subcelular das

aminopeptidases est3o mal estabelecidas, o exato papel fisioldgico destas
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enzimas ainda é mais obscuro. Aceitam-se normalmente as hipoteses que as
colocam como indispensaveis para a degradagao completa de proteinas pois
sem sua participagao fica dificil propor um modelo que explique a hidroli

se das proteinas até seus aminodcidos, como ocorre na digestao intestinal
PAPEL FISIOLOGICO

Ainda que com um papel mal conhecido as aminopeptidases pa
recem ser fundamentais no metabolismo celular e na renovagao das protei-
nas intracelulares. Neste particular chama atengao especial a ampla dis-
tribuigao destas enzimas. Assim, elas ja foram encontradas em mamiferos e
em varios outros vertebrados, microorganismos, insetos e plantas (Freitas
Jr., 1981; Lee e Merkel, 1981; Neill e Ball, 1980; Ruffin et al, 1979;
Wagner et al, 1979; Garcia e Guimaraes, 1979; Ferreira e Terra, 1982; Ash-
ton e Dahmen, 1967; Termignoni et al, 1978; Ninomiga et al, 1981).

A participag3o de aminopeptidases na regulacac e controle
da atividade biologica de peptideos com agao hormonal tem sido frequente-

mente demonstradas. J3a ha alqum tempo foi observado que a oxitocina

r S S 1
{Cy$~Tyr-l|e—G1n-Asn-Eys-Pru—LEu~G1yMH2] €& inativada continuamente no

plasma de mulheres gravidas por hidrolise seletiva da ligacao Cys-Tyr
(Tuppy e Nesvabda, 1957). Esta oxitocinase (cistina aminopeptidase), au-
sente no plasma do homem e da mulher nao gravida, foi purificada nac so
do plasma mas também do Utero, rim e placenta da mulher gravida e da maca
ca prenhe (5joholn e Yman, 1966; Koida et al, 1971; Hayashi e Oshima,
1976). A oxitocinase, como a maioria das aminopeptidases n3ao apresenta es
pecificidade absoluta. Ela também age sobre substratos artificiais como
cistil-2Z-binaftilamida e leucil-2Z-naftilamida & também remove o aminocaci-

do N-terminal da vasopressina e da angiotensina Il {Sjﬁholm e Yman, 1967).



..9._
A inativacdo da angiotensina || apds remoga3o do residuo de acido asparti-
co N-terminal foi demonstrada por Paiva e Paiva (1960) e confirmada por
outros (Ono et al, 196H8; Kobuku et al, 1969).

Aminopeptidases cerebrais parecem envoividas nos mecanismos
de regulacao dos niveis de neuropeptideos (Marks et al, 1968). Com efeitq
demonstrou-se que a célula nervosa contém uma aminopeptidase capaz de re-
mover o aminodcido N-terminal do fator de inibigao da liberagao do hormo-
nic estimulante de melandcitos [PrD-LeU'GlyNHZ} cuja sequéncia correspon-
de ao tripeptidec C-terminal da sequéncia da oxitocina e &, provavelmente
originade por hidrélise da ligacdo Cys-Pro do octapeptideo (Simmons =
Brecher, 1973).

Mais recentemente verificou-se que a inibigao de Met- e
Leu-encefalina se da por remocao da tirosina N-terminal (Hambrook et al,
1976) por uma aminopeptidase ligada 3 membrana (Knight e Klee, 1978). Pos
teriormente Schnebli et al. (1979) purificaram do cérebro de rato uma ami
nopeptidase com atividade sobre encefalinas e sobre TyrNA que parece, se-
gundo os autores, ser semelhante & uma aminopeptidase anteriormente purl
ficada do plasma humanc por Guimaraes et al. (1973). Também do plasma hu-
mano foi purificada uma aminopeptidase que inativa encefalina por remogao
do residuoc N-terminal mas sem atividade sobre TyrMNA, isto &, uma aminopep
tidase sem atividade arilamidasica (Coletti-Previero et al, 1981). Do cé-
rebro bovino foi obtida uma aminopeptidase que além de inativar encefali-
nas também age sobre endorfinas (Hersh et al, 1980). A conversao deY-en-
dorfina em des-Tyr-Y-endorfina envelve a hidrélise do mesmo aminoacido
N-terminal (Tyr) e parece ter importancia fisiologica, pois a transforma-
¢cao do peptideo opidceo em outro n3o opiacec aumenta a atividade do pepti
deo medida por testes de abolicdo do aprendizado (De Wied et al, 1978;

cf. Rossier e Chaponthier, 1982).
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Entre os processos de ativagdo de hormGnios peptidicos por
aminopeptidases o sistema de conversao de cininas tem sido muito estudada
Inicialmente foi sugerido que a lisil-bradicinina seria transformada em
bradicinina (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) pela remogaoc da lisina
N-terminal por aminopeptidases do plasma e da urina humana (Webster e
Pierce, 1963) e do plasma canino (Erdos et al, 1963). Prado et al, (1969)
foram os primeiros a demonstrar inequivocamente a existéncia de uma amino
peptidase presente no plasma equino e capaz de converter lisil-bradicini-
na em bradicinina. A remogao de metionina e lisina sequencialmente da me-
tlonil=lisil-bradicinina e da lisina da lisil-bradicinina foi denominada
atividade cinino-conversora porque tem como produto a bradicinina que a-
presenta residuos de prolina nas posigoes 2 e 3 do nonapeptideo  (Guima-
raes et al, 1971). Durante a purificagao da aminopeptidase cinino-conver-
sora do plasma humanc fol verificado um paralelismo entre as  atividades
cinino-conversora e arilamidasica (Guimaraes, 1972). A semelhanga entre
as propriedades das aminopeptidases obtidas de figado (Borges et al, 1974;
Freitas Jr. et al, 1979; Starnes et al, 1982), urina (Brandi et al, 1976)
e pancreas (Sidorowicz et al, 1981) com as da alanina aminopeptidase (Be-
hal et al, 1969) sugere a identidade entre estas enzimas; do cérebro de
coelho também foi separada uma aminopeptidase cinino-conversora com ativi
dade arilamidasica (Camargo et al, 1972).

Outra enzima, a arginina aminopeptidase foi descrita como
cinino-conversora, mas esta evidéncia ainda é objeto de controvérsia. Em-
bora Hopsu et al. (1966a) tenham concluido que esta enzima converte cini
nas, tentativas de confirmar estes resultados, mesmo utilizande um método
tac sensivel como o ensaio biclogico em Tleo isolado de cobaia, foram in-
frutiferas (Freitas Jr. et al, 1979; Termignoni, 1980; Tawata et al, 1980).

As aminopeptidases tém sido também relacionadas com um as-
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pecto da sintese proteica: a remogao do aminoacido iniciador da cadeia
pol ipeptidica. Durante muito tempo ficou indefinido se o amincacido ini-
clador da sintese proteica na ce l ul a de mamiferos era a formil-
-metionina como ocorre nos procariotos (Marcker e Smith, 1969). Em 1970,
no entanto, varios autores demonstraram gque a quase totalidade da hemoglo
bina de coelho é iniciada com metionina nao formilada (Wilson e Dinitzis,
1970; Jackson e Hunter, 1970; Housman et al, 1970; Yoshida et al, 1970).
0 modelo que utilizaram para a sintese de hemoglobina em reticulécitos de
coelho tem duas caracteristicas vantajosas que possibilitaram este estu-
do: a) cerca de 95% do total da proteina sintetizada por reticulocitos €
hemoglobina; b) é facil obter reticulocitos, principalmente se comparado
com outros tipos de células que produzam principalmente um so tipo de pro
tefna. Simultaneamente a esta descoberta foi demonstrado que peptideos
nascentes de certo tamanho (contendo mais de 30 residucs de aminoacidos)
tém valina e nao metionina na extremidade N-terminal. A unica diferenga
na sequéncia entre peptideos nascentes de menor e de maior comprimento &
que os de cadeia maior n3o contém mais a metionina N-terminal e o aminoa-
cido sequinte (valina) passa a ter esta posigao (Yoshida et al, 1970). Con
siderando o estagio atual do conhecimento em bioquimica, este fenomeno so
pode ser explicado supondo-se que a cadeia nascente tenha servido de subs
trato para uma aminopeptidase. Esta aminopeptidase, apesar de tratar-se
de uma enzima hipotética, recebeu o nome de metionina aminopeptidase pois
postulava-se que ela teria especificidade para residuos de metionina N-
terminal. Em 1972 Yoshida e Lin trabalhando com varios extratos brutos
de tecidos de coelho mostraram a existéncia de trés enzimas que possivel-
mente estejam relacionadas com o processo de sintese proteica, a saber:
a) uma enzima que hidroliza metionina N-terminal de tri- e tetrapeptl-

deos; b) uma segunda enzima que remove formil-metionina de formil-pepti—
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deos & ¢) uma terceira enzima gque deformila formil-aminoacidos. Todas es
tas atividades enzimaticas foram demonstradas em placas de eletroforese
em gel de amido e nenhuma tentativa de caracterizagao destas enzimas foi
descrita pelos autores. Neste trabalho foi ainda mostrado que incubando-
-se peptideos nascentes com lisado de reticulocitos de coelho a metioni-
na N-terminal destes peptideos & removida. Este resultado esta de acordo
com o fato de que o residuo N-terminal das cadeias a e B de  hemoglobina
de coelho & valina e n3o mais metionina. 0 resultado concorda também com
as evidéncias que suportam a hipotese de que o residuo de metionina ini-
ciador € removido durante as etapas de elongag3o entre 16 e 30 residuos
(Yoshida et al, 1970).

No tecido de cicatrizagdo foi encontrada uma aminopeptida-
se com agao preferencial sobre MetNA e ValNA. Esta atividade enzimatica
esta presente neste tecido em quantidades muito maiores do que na pele
normal (Makinen e Raekallio, 1968). Infelizmente com os dados disponi-
veis nao foi possivel concluir pela identidade entre esta enzima e a MAP
do figado de rato (ver adiante).

Na frac3o ribosomal do cérebro bovino a atividade sobre
MetNA € maior do que aquela sobre outros AANA (Kerwar et al, 1971). Nem a
atividade MetNAasica cerebral nem a do tecido de cicatrizacao foram me-
lThor caracterizadas.

Espermatozoide bovino possui uma arilamidase com preferén-
cia para a hidrolise de MetNA (Meizel e Cotham, 1972). 0 grupo -SH é im-
portante para a atividade catalitica pois o tratamento com ditiotreitol
provoca um aumento de 230 vezes na atividade, Da fracac soldvel do miscu-
lo de rato, Parsons et al. (1979) obtiveram quatro arilamidases distintas.
Uma delas hidroliza MetNA com maior velocidade que outros AANA. Esta enzi

ma € inibida por p-hidroximercurifenilsulfonato e ativada por EDTA.



-13 -

Em estudos recentes mostrou-se que o figado de rato contém
uma aminopeptidase com preferéncia para a hidrélise de residuos de metio-
nina. Tal enzima pode ser removida do figado de rato exanguinado por per-
fusdo com Triton X-100 (Termignoni, 1980). Estudos posteriores sugeriram
a distribuigao da enzima entre as fragoes subcelulares particuladas indi
cando que esta aminopeptidase esta ligada 3 membrana (Freitas Jr. et al,
1981). A demonstragao concomitante de que a enzima hidroliza nao so MetNA
mas também peptideos como a MLBK a caracteriza como uma verdadeira amino
peptidase. Devido a prefer@ncia para a hidrolise de ligagoes envolvendo re
siduos de metionina ela foi provisoriamente denominada de metionina aming
peptidase (MAP). Aparentemente, trata-se de uma nova enzima pois tem al-
gumas propriedades que permitem diferencia-la com clareza de algumas ami-
nopeptidases mais estudadas. Assim, entre as aminopeptidases gue agem so-
bre ligagoes envolvendo resfduos de aminoacidos neutros e com o grupo «
amino livre, ela nao pode ser confundida com a aminopeptidase M (EC 3.4.
11.2). Esta aminopeptidase microsomal, ao contrario da MAP, nao tem grupo

-SH importante para a atividade enzimatica (Wachsmut et al, 1966) e & ini
bida por EDTA (Wacker, 1974; Maroux et al, 1973; Lehky et al, 1973). A
insensibilidade da MAP ac EDTA permite também distingui-la da leucina ami
nopeptidase (atualmente aminopeptidase do citoscl; EC 3.4.11.1). Embora
algumas caracteristicas comuns como a prefer@ncia para a hidrolise de
AANA e a dependéncia de grupo -5H livre, os resultados até agora obtidos
ndo permitem afirmar que a MAP e as enzimas de tecido de cicatrizagdo, cé
rebro, misculo e espermatozdides sejam idénticas.

Assim a MAP foi a Unica enzima com atividade preferencial
sobre residuos de metionina caracterizada como verdadeira aminopeptidase.

Com relacao ao papel dessas enzimas na remogdo do aminocaci-

do N-terminal em peptideos nascentes, nenhuma caracterizagao adicional so
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bre aminopeptidases com esta acaoc fol relatada pelos autores previamente
citados. Desde que se aceite gue a sintese de hemoglobina e de protamina
(Winge e Dixon, 1970) sejam bons modelos da sintese proteica em eucario-
tos deve-se acatar entao, a existéncia de uma aminopeptidase com especifi
cidade para residuos de metionina. E condigao adicional que esta enzima
tenha ampla distribuigao entre as espécies. Como nenhuma das aminopeptida
ses ja purificadas foi testada sobre peptideos nascentes nao se pode des-
considerar a hipotese de que alguma ou algumas delas tenham esta ativida-

de.
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OBJETIVOS

A curiosidade de saber se a metionina aminopeptidase do figa
do de rato poderia estar envolvida em processos de sintese proteica esti-
mulou a continuagao de seu estudo.

Neste trabalho objetivamos especificamente:

I. Distinguir diferentes atividades MetNAasicas presentes no

tecido hepatico do rato;

2, ldentificar inequivocamente a atividade da MAP em fragoes

subcelulares;

3. Estudar propriedades comparativas da MAP das diversas or-

ganelas;

4. Testar a hipotese de envolvimento da MAP na biossintese

de proteinas.



- 16 -

MATERIAL E METODOS

REAGENTES

Sephadex G-25 super fina foi obtido de Pharmacia Fine Chemi-
cal AB, Suécia; DEAE-celulose (Cellex D) e Bio-Gel Ay.5  foram obtidos de
Bio-Rad Laboratories, USA; L-LeuNa, L-ArgNA, L-LysNA, DL-MetNA, DL-AlaNA,
LeuNHz, L-Met-L-Ala-L-5er, glicose-b-fosfato, pOHMB, Triton X-100, dodeci |
sulfato de sodio, azul brilhante de coomassie G-250, albumina sérica bovi-
na e Fast Garnet foram obtidos da Sigma Chem. Co.; aminoacidos livres fo-
ram obtidos de Ajinomoto, Sao Paulo; 2-naftilamina foi fornecida por Carlo
Erba, Mildo; MLBK e BK foram fornecidas por Protein Research Foundation, To
kio; conjunto de reativos para dosagem da glutamato desidrogenase e p-ni=-
trofenilfosfatoe foram fornecidos por Boehringen-Manhein, Sac Paulo; ]#E-QE
tionina E]hCHSS(CHZ}Z CH[NHZJ COOH) foi fornecida por New England Radio-
chemicals, USA; deoxicolato de sodio foi obtido de Oxford Laboratories, In
glaterra; fosfato de sodio, cloreto de sdodio, EDTA, ninhidrina, sacarose,

Brij 35 e todos os demais reagentes foram fornecidos por Merck-Quimitra,

Rio de Janeiro. Bestatina de Peninsula Laboratories, USA.
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Aminoacil-p-nitroanilidas, MetNH, e AlaNH, foram sintetiza-
dos e gentilmente cedidos pelo Prof. Luiz Juliano Neto do Departamento de

Biofisica da Escola Paulista de Medicina.

EQUIPAMENTOS

Centrifuga refrigerada RC-5B, rotores $S-34 e HS-L Ivan Sor-
val Inc., USA; espectrofotometro modelo 25 munido de registrador e termos-
tato para controle da temperatura da cubeta, ultracentrifuga L3-50, rotor
42.1, Beckman Instruments, USA; coletor de fragoes Ultra Rac 7000, LKB Pro-
ducts AB, Suécia; homogeneizador Ultra-Turrax, Janke & Kunkel lka-Werk,
Alemanha; agitador magnético Corning Glass Company, USA; pHmetro Metron mo
delo F 520, Suiga; condutimetro modelo CDM 2e, Radiometer, Dinamarca; ba-
nhos termostaticos Fanen, Sao Paulo; quimdgrafo registrador Palmer, Ingla-
terra; balancas Mettler, Suiga; calculadora Ti 59 Texas Instruments, 530
Paulo; pipetas automaticas Finnpipette Kemitien, Finlandia, contador de
cintilagdo lfquida, modelo LS-100, Beckman Instruments, USA; pipetas, serin

gas e vidraria volumétrica sao de boa procedencia e qualidade.

ANIMAIS

Ratos machos adultos da raga Wistar; cobaias fémeas jovens e
coelhos machos adultos da raga Nova Zelandia Branco foram fornecidos pelo
Biotério Central da Escola Paulista de Medicina.

FRACIONAMENTO SUBCELULAR

Condiqoes de centrnifugagac - 0 método original de DeDuve e
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Berthet (DeDuve e Berthet, 1953; De Duve et al, 1955; Leighton et al, 1968)
foi utilizado durante todo o fracionamento. 0Os valores das constantes de
sedimentagao das particulas subcelulares considerados para calcular as
condigoes de centrifugagao foram os seguintes: ndcleo (N} 210.000 S; mito-
condria pesada (M) 17.300 S; mitocondria leve (L) 2.300 S e microsoma (P)
190 S. Para a lavagem da fragao nuclear o valor tomado foi de 310.000 §.
Devido a proximidade entre os valores das constantes de sedimentagao da mi
tocondria leve e do lisosoma optou-se por obter estas duas organelas em
uma mesma fragao subcelular.

Este método utiliza condigoes de centrifugagao que sao calcu
ladas em fun;Ec das seguintes variaveis: a) coeficiente de ssdimantagac da
particula em fungao da densidade do meio; b) geometria do rotor; c) tempo
de aceleracao e de desaceleragao do rotor. Deste modo foi levado em conta
a aceleragao angular (w?) durante todo o tempo de rotagao do rotor. A equa
gao | mostra o calculo das condigoes de centrifugagao (isto €, a integral
da aceleragao angular durante todo o tempo no qual as particulas ficaram
sob agao da forga centrifuga) para uma dada particula em dado rotor.

eq. 1: W = 2,3 . log 2

S X0

W : condigao de centrifugagao
xo: raic menor do rotor (cm)
xf: raio maior do rotor (cm)

coeficiente de sedimentagac da particula (grandeza: seg-ls}

wa
.

0 tempo de corrida, ou seja, o tempo que medeia entre ligar

a centrifuga {to} e desliga-la e calculado segundo a equagao 2.



eg. 2: t_ =

t _: tempo de corrida

c

t i tempo de aceleracao

ol aceleragao angular

W : integral da aceleracao angular durante o tempo de aceleragao do ro-
tor

Wy integral da acelerag3o angular durante o tempo de desaceleragaoc do

rotor.

Para calcular os valores de wa e de Hd de um dado rotor e em

dada centrifuga € 0Otil construir um grafico como o abaixo que mostra as re

lagoes entre w? e tempo, isto €, mostra o calculo de W,eW,.

Para calcular o valor exato de m2 em cada tempo e poder cons-
truir o grafico, o sistema centrifuga-rotor deve ser calibrado, isto e, ve
rifica-se, com o auxilio de um crondmetro, os tempos que um determinado ro
tor em determinada centrifuga gasta para atingir varios valores de rota-

goes por minuto. A relagao entre rpm e w? & mostrada na eq. 3.
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Sabendo-se o valor de W necessario para sedimentar a particula

selecionada escolhe-se uma rpm conveniente e calcula-se a  correspondente
- 2 . -

aceleragao angular (w”). Com este valor e com o auxilio do grafico acima

obtem-se os valores de ta' Ha e W,. Com estes valores calcula-se entao o

q°
tempo de corrida (eq. 2), isto €, o tempo entre ligar e desligar a centri-
fuga. Em todas as centrifugagoes realizadas os valores de rpm escolhidos
determinaram valores de wa e W, que somados nunca ultrapassaram 20% do va-
lor de W.

Como diferentes centrifugagoes com rotores distintos tém tem-
pos de aceleragao e desaceleragao diferentes nao € possivel comparar resul

tados expressos apenas em aceleragao gravitacional por minuto (g por min).

A equagao 4 mostra a relagac entre a geometria do rotor, W e g.min.

eq. 4: g.min =W . : :
2 961 . 60

Hf: raio maior do rotor

Hﬂ: raio menor do rotor

Para a apresentagao dos resultados de distribuigao subcelular
das enzimas assim fracionadas fol utilizado o sistema preconizado por De
Duve e Berthet (1953) que consiste na representagac da atividade enzimati-
ca em histogramas relacionando atividade especifica relativa e a percenta-
gem de proteina em cada fragao. A atividade especifica relativa € a razao
entre o rendimento da atividade enzimatica e da proteina em cada fragao.

Este tipo de representagao apresenta a vantagem de permitir que se compare
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diretamente a distribuigao subcelular de uma ou mais enzimas entre si. Uti
lizando os valores de atividade especifica esta comparagac fica dificulta-
da pois normalmente a variagéo entre as quantidades de cada uma das enzi-
mas que estao presentes nas fragoes subcelulares € muito grande. Por exem-
plo, as atividades especificas da glutamato desidrogenase e fosfatase aci-
da inibivel por tartarato na mitocondria leve sao, respectivamente, 0,5 e
0,02 U por mg de proteina. Estes valores induzem 3 sugest3o erronea de que
para caracterizar esta fragao a glutamato desidrogenase € mais importante
que a fosfatase. Com o sistema de representagao escolhido € facil perceber
(ver fig. 4) que, embora em menor quantidade a fosfatase acida inibivel
por tartarato tem maior importancia para caracterizar a fragao mitocondria
leve do gque a glutamato desidrogenase. Ademals pode-se depreender deste fa
to que a fragao soluvel, devido 3 sua riqueza (cerca de 50%) em proteinas
totais apresentara sempre valores de atividade especi{fica relativa no ma-
ximo de dois (para uma enzima que esteja 100% distribufda nesta fragao).

A pureza das fragoes subcelulares obtidas foi controlada a-
través das seguintes enzimas marcadoras: glutamato desidrogenase (fragao
mitocondria leve) e glicose-6-fosfatase (fracao microsoma). A integridade

das organelas, por sua vez, foi verificada por microscopia eletrénica.

Preparagac das 4ragoes subcelufares - Foram utilizados ratos
Wistar adultos. Apos anestesia com éter o ffgado era rapidamente retirado,
mergulhado em tampao fosfato de sédio 10 mM - sacarose 0,25M, pH 7,0 gela-
do, picado em pequenos pedagos e homogeneizados no mesmo tampao (3 ml/g de
tecido) em homogeneizador Ultra-Turrax (2 ciclos de 30 segundos em  banho
de gelo). Este material apds diluigdo com o mesmo tampdo até uma  relacdo
de 8 ml por grama de tecido era filtrado em 4 camadas de gaze. 0 filtrado

constituia o homogenato. A Fig. | mostra o esquema de fracionamento utili-
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precipitado extrato celular
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g.min
microsoma solivel
Figura 1.

Esquema do fracionamento subcelular do homogenato do figade de
rato por centrifugagao diferencial. As etapas que forneceram a fragao

nu-=
clear foram realizadas em rotor basculante e as demais em rotores angula-
res,
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zado. Cada um dos precipitados era lavado uma vez em tampaoc e os sobrena-
dantes combinados antes da centrifugagao seguinte. As fragoes precipitadas
eram suspensas em um volume de tampao suficiente para produzir uma suspen=
sao equivalente a 2,0 ml por grama de tecido original. Todas as operagoes

foram realizadas a 4°C.
PREPARO DE PEPTIDE(DS NASCENTES

Peptideos nascentes de hemoglobina de coelho foram prepara-
dos segundo a técnica descrita por Yoshida et al. (1970) que emprega meio
deficiente em triptofano com a finalidade de provocar a interrupgao do a-
longamento da cadeia ao nivel dos resfduos 15 (cadeia o) e 16 (cadeia B8},
aumentando assim o rendimento de peptideos curtos. Reticulocitos foram ob-
tidos de coelho tratado durante uma semana com a administragao diaria de
1,0 ml de solugac de fenilhidrazina a 2,5% para produzir anemia microciti-
ca. Antes da sangria foi feita contagem de reticulocitos (coloragao do es-
fregago feita pelo método do azul de metileno (Bauer, 1980), para certifi-
car-se de que sua proporgao era alta (94%), em relagao aso total de globu-
los vermelhos. 0 sangue (80 ml) foi colhido em 25 ml de solugao isotonica
(NaCl 0,14M; KC1 5 mM, HgEl2 1,5 mM) heparinizada e gelada. 0s reticuloci-
tos foram obtidos por centrifugagao (6.000 g.min) e lavados duas vezes com
a mesma solugao.

Reticulocitos lavados foram em sequida incubados com 100 ml
de meio de incubagao a 70 por 12 min, 0 meio continha MNaCl 0,14 M, KCl
5 mM, MgCl, 1,5 mM, glicose | mM, NaHCO; 1,5 mM, Fe|:r«n-|l':|2{smq:|2 0,3 mM (es
te sal fol adicionade imediatamente antes da incubagac) e os seguintes ami_
nodcidos: glutamina 3,5 mg, histidina 4 mg, lisina 3 mg, fenilalanina 3 mg,

serina 3 mg, tiresina 1,5 mg, alanina 1 mg, arginina ],? mg, asparagina
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1,5 mg, prolina | mg, treonina | mg, cistina 2 mg, leucina 2 mg, valina
1,5 mg, glicina | mg e IhC-metianina 0,28 mg (0,1 mCi). A reagao foi inter
rompida pela adigao de 200 ml da solugac isotdnica gelada e a mistura cen-
trifugada (300.000 g.min). O sedimento de reticulocitos foi lavado duas ve
zes com a mesma solugao gelada e hemolizado com meio hiptonico contendo 20
ml de MgClz | mM e 1200 unidades de heparina. Em seguida 17 ml de tampao
salino: Tris-HC1 10 mM, KCI1 10 mM e Hgﬂtz 1,5 mM foram adicionados. Apos
centrifugacac do hemolisado (300.000 g.min) os ribosomas foram precipita=-
dos do sobrenadante por adig3o de acido acético até pH 5,1, centrifugados
(300.000 g.min) e recentrifugados apds lavagem em salina pH 5,0. 0 preci-
pitado de ribosomas foi suspenso em 15 ml de agua destilada, o meio ajusta
doa pH 10,5 com NaOH 1 M e incubado a 30% por 3 horas para dissociagao
de peptideos associados aos ribosomas. 0 pH da suspensao foi ajustado em
pH 3,0 com acido formico, a mistura centrifugada (300.000 g.min) e o sobre
nadante liofilizado. 0 material liofilizado foi dissolvido em 5,0 ml de
acido formico 0,5% e aplicado em coluna de Sephadex G-25 (1,65 x 100 cm)
equilibrada e percolada com acido formico 0,5%. Esta coluna foi previamen-
te calibrada com glucagon, bradicinina e metionina. As fragoes correspon-
dentes a pesos moleculares inferiores ao do glucagon e superiores ao da me
tionina foram combinadas, divididas em 3 porgoes de igual volume, centrifu

gadas para remogao de qualquer residuo de resina e liofilizadas.

PREPARAGAD DA METIONINA AMINOPEPTIDASE DO HOMOGENATO

Metionina aminopeptidase foi parcialmente purificada do figa
do de rato segundo a técnica descrita anteriormente (Freitas Jr. et al.,
1981). Figado de rato (20 g) foi homogeneizado em Ultra-Turrax (2 x 30 se-

gundos) com 80 ml de tampac fosfato de sodio 10 mM - sacarose 0,25 M,
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pH 6,0 contendo Triton X-100 0,05% (v/v). Apds filtragac em 4 camadas de
gaze o material foi centrifugado (180.000 g.min) . 0 precipitado foi
suspenso no mesmo tampao, recentrifugado e os sobrenadantes combinados. A
mistura dos sobrenadantes (114 ml) foram adicionados, lentamente e sob agi
tagao, 29,29 g de sulfato de amonio (0,35 de saturagao). Apos agitagao por
mais 30 minutos o material foi centrifugado (280.000 g.min) e ao sobrena-
dante adicionados 23 g de sulfato de amonio (0,60 de saturagao) com os mes
mos cuidados que anteriormente. 0 precipitado obtide Na nova centrifugagﬁu
foi dissolvido em tampac fosfato de s6dio 20 mM contendo 2-mercaptoetanol
1,0 mM, pH 7,0 e dializado 3 vezes contra 20 volumes deste mesmo tampao. 0
material fol entac aplicado em coluna de DEAE-celulose Cellex D (3,5 %
10,0 cm) equilibrada no mesmo tampac. A coluna foi eluida com este tampao
e em seguida com um gradiente de fosfato de sdodio variando entre 20 e 200
mM (contendo 2-mercaptoetanol 1,0 mM, pH 7,0). A coluna foi desenvolvida
com fluxo de 10 miucm-z.h-i. Fragoes de 15 ml foram coletadas.

0 material proteico nao retido no adsorvente e corresponden-
do as fragoes com atividade sobre MetNA foi concentrado por didlise sob
pressao, e o concentrado cromatografado em coluna (2,0 x 90,0 cm) de Bio-
Gel RO,E - equilibrada e percolada com tampao fosfato de sodio 20 mM con-
tendo 2-mercaptoetanol 1,0 mM, pH 7,0 com fluxo de 3 S, B co
letadas fragoes de 4 ml. As fragoes com atividade arilamidasica combinadas

formaram a preparagao de metionina aminopeptidase-homogenato.

DETERMINAGCAD DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Em todos os experimentos a unidade de atividade enzimdtica
foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolizar | umol de

substrato por minuto (37°C) nas condigdes de pH descritas para cada  uma
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das enzimas.
Para o ensaio das enzimas presentes nas fragoes subcelulares

estas foram dilufdas com tampao fosfato de sodio 10 mM - sacarose 0,25M-

Triton X-100 0,2%.

Glutamato desidrnogenase - Para a determinagao da ati-
vidade desta enzima foi utilizado o método descrito por Bergmeyer (1975).

A reagao € a seguinte:
a-cetoglutarato + NADH + MHh+ ————— glutamato + NADT + H,0

Alfquotas de 25 pl das amostras convenientemente di luidas
eram incubadas em tanpéo acetato de amonio 0,1 M - EDTA 2 mM, pH 8,0 com
a-cetoglutarato de sodio 6,1 mM, NADH 0,16 mM e ADP 0,82 mM (volume final
de 1,0 ml). A oxidagdo do NADH foi acompanhada diretamente em espectrofotd

metro munido de registrador. A absortividade molar do NADH (340 nm) e

6.300 H-]_cm-] e a do NADT praticamente zero.

Glicose-6-4os4atase - A hidrolise de glicose-b-fosfato foi
medida através do aumento da concentragao de fosfato inorganico no incuba-
do. A determinagao do fosfato inorganico foi feita pelo método descri to
por Goldenberg e Fernandez (1966). Aliquotas da amostra (25 ul) eram incu-
badas em tampac maleato de sodio 0,1 M, pH 6,5 com glicose-6-fosfato 0,1 M
(volume final de 0,5 ml). Apos 20 minutos a reagao era interrompida pela
adigao de 5,0 ml de acido tricloroacetico 10% contendo 1% de tiouréia e
2,5% de sulfato ferroso amoniacal. 0 precipitado formado era removido por
centrifugagdo e ao sobrenadante adicionava-se 0,5 ml de solugao de molib—
dato de amonio 4,4% em acido sulfirico 3,2 N. Em 20 minutos a coloragao

desenvolvida estabilizava-se e permanecia assim por duas horas. A absorban
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cia (660 nm) era comparada com uma curva padrac de fosfato de sodio (0,1 a
2,0 umol) feita simultaneamente. Foram realizados controles para descontar
a presenga de fosfato inorganico das solugoes de substrato e também das a-
mostras. As solugoes de substrato eram preparadas imediatamente antes do

uso a partir da substancia seca.

Fos fatase deida inibivel pon tartarato - A atividade da enzi
ma foi determinada utilizando como substrato p-nitrofenilfosfato [ﬂraﬁju
et al, 1976) que apos a hidrolise produz fosfato inorginico e p-nitrofenol.
AlTquotas de diluigoes convenientes das amostras eram incubadas em tampao
acetato de potassio 25 mM - EDTA 0,5 mM, pH 5,0 e contendo ou nao tartara-
to de sédio 0,1 mM na presenga de substrato 5,0 mM (volume final 2,0 ml).
A reagao era interrompida pela adigao de 1,0 ml de NaOH 1,0 M. A absorban-
cia das solugoes era lida em 405 nm e a quantidade de p-nitrofenol presen-
te determinada com base no valor de sua absortividade molar (

€405
ey

M .cm-]}. A atividade da fosfatase acida inibivel por tartarato foi cal=-

= 17.800

culada pela diferenga entre as quantidades de produto obtidas em  incuba-

coes realizadas na auséncia e na presenca de tartarato de sodio.

Atividade sobre amidas de amincacidos - A hidrolise de ami-
das de aminoacidos foi medida através da determinagao da quantidade de amd
nia liberada na reagao. Esta dosagem foi feita segundo o método  descrito
por Chaney e Marbach (1962). Aliquotas de 25 pul de diluigoes convenientes
das amostras eram incubadas com .P'.AHH2 (280 uM) em PBS 7,0 contendo 2-mer-
captoetanol 1,0 mM (volume final de 1,0 ml). A reagao era interrompida pe-
la adigao de 1,0 ml de solugao de nitroprussiato de sodio (60 mg/l1) em fe-
nol (13 g/1). A esta mistura era adicionado 1,0 ml de solugao de hipoclori

to de sadio fsolugiu comercial usada como alvejante doméstico a 5% e recen
o
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temente aberta) em NaOH 2,5%. Apos o desenvolvimento da reagac (10 min,
55°C) a absorbancias das solugoes eram determinadas (625 nm) e comparadas
com uma curva padrao de sulfato de amonio (5 a B0 nmoles) preparada simul -

taneamente.

Atividade sobre aminoacil-p-nitroanilidas - AliTquotas de di-
luigoes apropriadas das amostras eram incubadas com aminoacil-p-nitroanili
das (280 uM) em PBS contendo 2-mercaptoetanol 1,0 mM (volume final de 1,0
ml). O aparecimento de p-nitroanilina era acompanhado em espectrofotometro

1 . cm-1} (Erlanger et al, 1961).

munido de registrador (g, ,, = 8.800 M

Atividade sobre aminoacil-2-nagtilamidas - 0 método utiliza-
do foi o descrito por Barrett (1972) que permite a diazotagao da 2-naftil-
amina liberada pela hidrélise mesmo em solugoes que contenham 2-mercaptoe-
tanol. Alfquotas de 100 pl de diluigoes apropriadas das amostras eram incu
badas em PBS contendo 2-mercaptoetancl 1,0 mM e AANA (280 uM, a menos que
especificamente indicado como nos experimentos de determinacac das constan
tes cinéticas); volume final de 1,5 ml. Ao final da incubagao era adiciona
do 1,1 ml de uma mistura (1:1) de solugao recente de reagente Fast Garnet
(0,5 mg/ml contendo Brij-35, 4%, v/v) com solugao de pOHMB 10 mM em EDTA
50 mM, pH 6,0. Apos 20 minutos de repouso a temperatura ambiente as absor
bancias das solugoes eram medidas (525 nm) e comparadas com uma curva pa-
drao de 2-naftilamina (5 a 90 nmol).

Quando necessaria a determinagac da concentragac das  solu-
coes estoque de AANA era feita através da hidrdlise total de uma aliquo-
ta destas solugoes em HCl 5 N (110°C, & vacuo, 18 h). Apdos remogaoc do HCI,
a vacuo, o material era dissolvido em dgua ou tampao e a 2-naftilamina li~-

berada dosada pelo metodo descrito acima.
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Atividade cinino-conversoha - Esta atividade foi acompanhada
atraves de ensaio bioldgico que utiliza as diferengas de sensibilidade da
resposta do misculo liso (fleoc de cobaia) para a contragac induzida por
MLBK, LBK e BK (Schroeder, 1970). A preparagao biologica foi montada e de-
senvolvida segundo a técnica descrita por Webster e Prado (1970). Amostras
eram incubadas com MLBK (280 uM) em PBS 7,0 contendo 2-mercaptoetanol 1,0
mM. A intervalos de tempo variaveis uma aliquota do incubado era diluida
20 vezes com HC1 1,0 mM e volumes adequados a sensibilidade da preparagao
eram adicionados ao meio de incubagac do misculo. A conversao de MLBK em
seus analogos mais potentes era verificada pelo aumento da resposta do mds
culo ao estimulo determinado por doses equivalentes de incubado guando com
parado com o tempo zero de incubagao.

Uma vez verificada a conversao, aliquotas do incubade (200
ul) eram retiradas, diluidas com 300 ul de tampaoc citrato de sodioc 0,1 M
contendo polietileno-glicol-400 15%, pH 2,2 e congeladas. Posteriormente,
os conteudos de metionina e lisina livres nestas amostras eram determina-
dos em analizador de aminoacidos processadc de acordo com a técnica desen-
volvida por Spackman et al. (1958).

Para verificar a auséncia de atividade cinindasica e portan-
to assegurar-se da validade dos resul tados obtidos no ensaio biologico foi
feita a incubagao das amostras com BK (280 uM; PBS 7,0 contendo 2-mercapto
etancl 1,0 mM, 180 min). Neste caso foi também usado o ensaio biologico do

peptidec.

Atividade sobre Met-Ala-Sen - Amostras foram incubadas com
este tripeptideo (280 yM) durante 12 h em PBS 7,0 contendo 2-mercaptoeta
nol 1,0 mM. A totalidade de cada um dos incubados foi aplicada em papel

Whatman n? 1 (20 x 57 ¢m). A amostra e seus controles foram cromatografa—
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dos juntamente com padraes do peptideoc, de metionina, de alanina e de seri
na. A cromatografia foi desenvolvida com butanol:acido acético:agua (4:1:
1) num sistema descendente e revelada por aspersao de solugao de ninhidri-

na (0,02%) em acetona.

Atividade sobre peptidecs nascentes - Um tergo da preparagao
de peptideos nascentes liofilizada foi dissolvida em 200 ul de tampao fos-
fato de sodio 10 mM contendo 2-mercaptoetancl 1,0 mM, pH 7,0 (controle) e
outro tergo foi dissolvido no mesmo tampao contendo 0,4 mg de proteina da
preparagao de metionina aminopeptidase-homogenato. Apds 12 h a 3?05, toda
a mistura foi aplicada em papel Whatman n? 1. A cromatografia foi desenvol
vida como descrito no paragrafo anterior e cortada longitudinalmente em
faixas correspondendo ao incubado e aos controles. A faixa correspondente
ao padrao de metionina foi revelada com solugao de ninhidrina 0,02% em ace
tona. As demais faixas foram mantidas em contato com filme de raios-X a
posteriormente, as regioes correspondentes 3 migragao da metionina e aos
pontos de aplicagoes foram cortadas e colocadas em recipientes apropria-
dos com 10,0 ml de soiugﬁo de 2,5 difeniloxasol 0,5% em tolueno e a ra-

dicatividade medida em cintilador.

DETERMINAGAO DA PROTETNA

Foi utilizada a propriedade que as proteinas apresentam em
ligarem-se ao azul brilhante de coomassie G-250 (Spector, 1978). A 100 pl
de diluigoes apropriadas das amostras eram adiconados 2,9 ml de solugao do
reagente (a 100 mg do corante solubilizado em 50 ml de etanol 96% adicio~-
nava-se 100 ml de acido fosforico 85% e, apds agitagao vigorosa, agua des-

tilada até 1000 ml. A solugdo era entao filtrada em papel de filtro). A
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medida de absorbancia era feita em 595 nm e comparada com uma curva padrao
de albumina sérica bovina (linearidade da curva entre 5 e 20 ug de protei-

na) . Como o reagente & pouco estavel a curva era repetida diariamente,

MEDIDAS DE CONDUTIVIDADE

A forga idnica das solugoes de amostras a serem processadas
em cromatografia de troca ionica, fragoes coletadas e tampoes preparados
foram estimadas por condutimetria. Os valores em mS sao proporcionais a

concentragao de sal das solugoes.

CONCENTRAGCAD DE AMOSTRAS DILUTDAS

As preparacoes foram concentradas, a hnt. em um sistema de
dialise Visking 8/12 (Guimaraes, 1972). 0 tubo era firmemente preso por
uma arruela de borracha a um dos dois gargalos de um balaoc de vidro. 0 tu-
bo de dialise era entao introduzido dentro de uma coluna de vidro longa e
mantida sob atmosfera umida. No balao era colocada a amostra e nitrogénio
até pressao de 1,0 kg!cmz.

Os tubos de dialise utilizados para este fim eram previamen-
te preparados por aquecimento a 55°C em agua por 24 h. A seguir eram arma-
zenados em solugao de bicarbonato de sodio 0,025M - EDTA 0,01M - borato de

sodio 0,01M - azida sédica 0,02%, pH 9,0.

TRATAMENTO DA RESINA E PREPARO DAS COLUNAS DE DEAE-CELULOSE

A resina de DEAE-celulose (Cellex D) previamente wutilizada

era recuperada por tratamento com NaOH 0,5M na proporgao aproximada de
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1:70 (p/v). Apos agitagao suave por 30 minutos a resina era filtrada em fu
nil de placa de vidro porosa com porosidade ''grossa', percolada com  NaQH
0,5 N até a completa remogao de toda protefna ainda presente e lavada com
dgua destilada até a neutralidade do filtrado. A massa de resina era trans
ferida para um becker e tratada com HC! 0,5 N (1:70 p/v) por 30 minutos,
filtrada e lavada novamente com agua destilada até a neutral idade do fil-
trado. Apés novo ciclo com NaOH 0,5 N e lavagem com agua destilada até a
neutralidade do filtrado a resina era suspensa em agua destilada. 0 pH da
suspensau. na presenga de KC1, era normalmente de 11,2 - 11,5, mos t rando
tratamento adequado da resina. A seguir a resina era lavada em funil de
placa porosa com tampac (fosfato de sodio 10 ou 20 mM pH 7,0) para a remo
¢ao do excesso de sal e equilibrio da resina até que o filtrado apresentas
se os mesmos valores de pH e condutividade que o tampao adicionado. Nas
etapas de repouso do gel procedia-se normalmente 3 remogao de particulas
finas por decantagao.
A resina assim tratada era sedimentada em colunas de vidro
(3,4 x 15 cm) ou de plastico (1,4 x 8,0 cm) sob pressac de nitrogénioc va-

riando de 0 a 0,35 kgfcmz.
PREPARD DAS COLUNAS DE FlLTRAgﬁﬂ EM GEL

Bio-Gel Aﬂ,Sm com poder de resolugao nominal variando entre
30.000 e 500.000 daltons, fornecido pelo fabricante como suspensaoc em Egua
destilada contendo azida de sodio foi sedimentada em coluna (2,0 x 100,0 cm)
Bio-Rad, montada com o respectivo funil de enchimento, sob pressao constan
te de 20 cm de agua. Terminada a sedimentagdo o funil fol retirado e a co-
luna percolada com tampac fosfato de sodio 20 mM contendo 2-mercaptoetanol

1,0 mM, pH 7,0 ate o completo equilibrio,
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Sephadex G-25 super fina foi sedimentada em coluna de vidro

(1,65 x 100,0 cm e 1,6 x 40,0 cm) sob press3o constante de 90 cm de agua.
Terminada a sedimentagac as colunas foram percoladas com solugao convenien

te até o completo equilibrio.
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RESULTADOS

OBSERVACOES PREL IMINARES

Usando as condigoes descritas no presente trabalho (ver méto
dos) foi possivel demonstrar que o homogenato total de figado de rato efe-
tivamente contém varias arilamidases; este resultado confirma observagoes
anteriores de Freitas Jr. (1981). Chama particular atengao o fato de que
pelo menos duas enzimas com atividade MetNAasica estao presentes (Fig. 2).
Verificou-se ainda (nao mostrado) que estas enzimas sao fracionadas distin
tamente de outra com atividade sobre ArgNA sendo uma delas tambeém distinta
da atividade sobre LeuNA,

Quando o grupo ticeter da metionina-2-naftilamida € oxidado
a sulfoxido, a metionina aminopeptidase nao hidroliza este substrato (Frei
tas Jr., 1981). Entretanto, foi verificado que o borbulhamento de uma solu
¢ao de MetNA com oxigenio durante 3 horas nao afeta sua hidrolise pelas
enzimas presentes no homogenato de figado de rato. Ficou, assim, afastada
a possibilidade de uma possivel oxidagao da MetNA durante o trabalho por-
gue o manuseio dos reagentes foi muito mais brando do que o borbulhamento

com oxigénio.
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Figura 2. Cromatografia em DEAE-celulose da fragdo do homoge-
nato de figado de rato precipitada por sulfato de amdnio (0,35
- 0,60 de saturag8o). A coluna (3,5 x 10,0 cm) de DEAE-celulo
se Cellex D, foi equilibrada com tamp3c fosfato de sodio 20mM
- 2-mercaptoetanol 1,0 mM, pH 7,0. Apés a introdugdo da amos
tra a coluna foil percolada com o tamp3c de equilibrioc e em se-
guida com um gradiente de fosfato de sadio (20 mM - 200 mM}ﬂOE

tendo Z-mercaptoetancl, 1,0 mM, pH 7,0. Fluxoc de 10,0 ml.Em-z

.h ]; fragdes de 15,0 ml. MetNA (@); protefna (0); condutivi-

dade (--).
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CARACTERTSTICAS DA PREPARACAO DA METIONINA AMINOPEPT|DASE DO HOMOGENATO

A MAP obtida do homogenato de figado de rato e parcialmente
purificada (ver métodos) apresentou uma atividade especifica de 29 nmoles
de MetNA hidrolizados por minuto, por mg de proteina., Tomando-se este va-
lor como unitario as razoes de hidrolise das outras AANA sao as seguintes:
LeuNA 0,7; AlaNA 0,15; LysNA 0,06 e ArgNA 0,01. Estes resultados demonstra
ram que esta preparagao comportou-se como a metionina aminopeptidase des-
crita anteriormente (Freitas Jr. et al, 1981). Estudos adicionais que se-
rao apresentados adiante corroboram tal afirmagao.

A atividade adsorvida no DEAE-celulose, e que foi assim sepa
rada da MAP, apresenta as seguintes razoes de hidrolise de AANA: MetNA 1,0;
LeuNA 0,8; AlaNA 1,1; LysNA 0,9 e ArgNA 1,1, Como se vé, completamente di

ferentes das razoes de hidrdlise obtidas com a preparagao da MAP.

PREPARAGAO DE PEPTIDEOS NASCENTES

A figura 3 mostra o perfil de eluigao dos peptideos dissocia
dos de ribosomas de reticulocitos de coelho. O primeiro pico corresponde
as cadeias em fase terminal de sintese. A incorporagac de radioatividade
nestas fragoes é devida ao residuo de metionina na posigao 35 da cadeia o
da hemoglobina. A incorporagao de radioatividade nos peptideos nascentes
(eluidos entre 135 e 175 ml) € menor do que a mostrada por Yoshida et al
(1970) porque eles usaram um meio contendo nao so metionina marcada mas
também glicina, leucina e valina perfazendo um total de 0,7 mCi disponf=
vel para a incorporagao. Considerando-se que nos primeiros 15 residuos de
aminodcidos da cadeia o (Met-Val-Leu-Ser=-Pro-Ala-Asp-Lys-Thr-Arg-Val-Lys—

Ala-Ala-Trp) existem dois resfduos de valina e um de leucina e na cadeia B
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Figura 3. Cromatografia de peptideos dissociados de ribosoma de reticu-
locitos de coelho. Peptideos nascentes obtidos de reticulocitos de coelho
(5,0 ml) foram aplicados em coluna (1,65 x 100,0 cm) de Sephadex G-25 su-
perfino. A coluna foi desenvolvida com acido formico (7,0 m1,cm-2.h-1}e
coletadas fragoes de 2,5 ml. Aliquotas de 500 ul foram misturadas com 17-
quido de cintilagac ¢ a radicatividade medida em cintilador. Estao indica
dos os volumes de eluigao das substancias usadas na calibragac da coluna
{glucagon, bradicinina e metionina). As fragoes correspondentes aos pepti

deos nascentes (entre 135 e 175 ml) foram combinadas.
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{Het-Ual-HiE-Leu-Thr-PrD'G1u—GlUFLy5~5er-Ala-Ual-Thr-Aia-LEu-Trp} dois re-
siduos de valina e dois de leucina fica explicada a diferenca entre a ra-
dicatividade dos peptideos preparados naquele e neste trabalho pois aqui a
penas o residuo de metionina inicial de cada cadeia pode apresentar radio-
atividade. 0 dltimo pico de radioatividade (Fig. 3) corresponde a metioni-

na nao incorporada nos peptideos.

DISTRIBUIGAD SUBCELULAR DAS ARILAMIDASES HEPATICAS

A figura 4 mostra a distribuicdo subcelular das atividades
sobre LysNA, ArgNA, AlaNA, LeuNA, MetNA e das enzimas marcadoras de mito-
condria pesada (glutamato desidrogenase), mitocdndria leve (fosfatase aci-
da inibfvel por tartarato) e microsoma (glicose-6-fosfatase). Os resul ta-
dos estao apresentados na forma de atividade especifica relativa (ver meto
dos) em fungao da distribuicao de proteina entre as fracoes (De Duve et al,
155

Esta representagao permitiu obter comparacdo simultinea en-
tre a distribuigcao subcelular das enzimas marcadoras e das arilaminopepti-
dases. A distribuigao das enzimas marcadoras (Fig. 4) identifica as respec
tivas Fra;ﬁes subcelulares obtidas e também indica que elas possuem alto
grau de pureza. 0 exame das preparagoes ao microscopio eletrdnico mostrou
que no processo de fracionamento as organelas mantiveram-se intactas tfigg
ra 5).

A atividade arilamidasica foi encontrada em todas as fracdes
subcelulares. As atividades sobre MetNA e AlaNA concentraram-se preferen-
cialmente na mitocondria (pesada e leve) e a atividade sobre LeuNA concen-
trou-se principalmente na mitocdndria leve. A fragao solivel concentrou

apenas atividade sobre ArgNA e LysNA. A fragao nuclear ndo concentrou ne-
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Figura 4. Fracionamento subcelular do figade de rato. Distribuigdo de ati-
vidade arilamidasica, glicose-6-fosfatase, glutamato desidrogenase e fosfa-
tase acida. Nicleo (N); mitocdndria pesada (M): mitocondria leve (L): micro

soma (P) e solGvel (S). As barras representam o desvio padrdoc de 5 experi-
mentos.



Figura 5. FragBes subcelulares de figado de rato. As fragdes

obtidas (ver métodos) foram fixadas em glutaraldeido - acido

osmico e incluidas em resina Polylite. Os cortes foram feitos
em microtomo de avanco mec3nico e observados em microscopico
Phillips EM-400. N, nucleo; M, mitocondria pesada; L, mitocon
dria leve e P, microsoma.
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nhuma das atividades arilamidasicas mas mostrou atividade residual para to
das as enzimas, inclusive as marcadoras de outras organelas.

A tabela | mostra a relacaoc entre as velocidades de hidroli-
se de diversas AANA pelas fragoes subcelulares quando se considera a ativi
dade sobre LysNA como unitdria. Em cada uma das fragoes particuladas (mito
condria pesada, mitocondria leve e microsoma) a atividade relativa sobre
MetNA & mais alta do que aguelas observadas com qualquer outro substrato tes
tado. A fragao soldvel, por sua vez, tem alta atividade sobre naftilami-
das de aminoacidos basicos e, ao contrario das demais, a preferéncia € pa-
ra a hidrélise destas AANA. A alta atividade relativa sobre MetNA da fra-
c3o nuclear & devida 3 contaminagdo da fragao com restos celulares e nao
pode, portanto, ser levada em consideragao.

A distribuigao porcentual das atividades arilamidasicas nas
fragoes subcelulares (tabela Il) mostra que as atividades sobre MetNA e
LeuNA encontram-se predominantemente (cerca de 80%) nas fragoes particula-
das. Ao contrario, as atividades sobre LysNA e ArgNA predominam (cerca de
75%) na fracdo soldvel. Somente a atividade ArgNAasica da fragao soluvel
foi ativada por Ton cloreto. Embora a atividade sobre AlaNA predomine nas
fra;Ees particuladas, a fragéo spluvel contém 37% da atividade total sobre

este substrato.

Estabilidade das gracoes subcefulares - E importante salien-
tar que armazenados a -20°C e submetidos a apenas um ciclo, congelagao/des
congelacao, microsoma e mitocdndria (pesada e leve) mantém a atividade ari
lamidasica invariavel por 15 dias ou mais (Fig. 6). Mantidas a 4°C as fra-
coes perdem progressivamente a atividade. N3o foi encontrada explicagao pa
ra a inativagac aparentemente bifasica da atividade sobre MetNA e LeuNA en

contrada em alguns casos. Em vista destes resultados todos os demais expe-



TABELA |

Atividades relativas da hidrolise de aminoacil-2-naftilamidas por fragoes

subcelulares do figado de rato

Firaga o LysNA ArgNA Me tNA AlaNA LeuNA
Nucleo 1,0 1,5 4,8 3,1 1,7
Mitocondria pesada 1,0 1,2 4,7 2,2 1,4
Mitocandria leve 1,0 .2 5,1 27 1,8
Microsoma 1,0 1,8 6,7 4 2 4,0

Soldvel 1,0 1,8 0,4 0,6 0,2




TABELA 11

Distribuigdo percentual da atividade arilamidasica presente em fragoes sub

§

celulares do figado de rato

Fragao LysNA ArgNA Me tNA AlaNA LeuNA
Nacleo 2 2 5 b b
Mitocondria pesada 12 g Lo 25 29
Mitocondria leve 12 9 29 25 34
Microsoma 2 2 9 7 12
Sollvel 72 78 17 37 19

§

Os valores indicam a percentagem de atividade presente em cada fragao,

tomando-se como 100 a soma das atividades enontradas nas cinco fragoes.
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Figure 6. Estabilidade da atividade arilamidasica das fracdes subcelula-

res do figado de rato. As fracoes, divididas em aliguotas foram armazena-
o o. . -
das a 4°C (m) e a -20°C (®). Nos tempos indicados foram tomadas amostras
. . o
para ensaio com AANA, As amostras mantidas a -20°C foram descongeladas uma

unica vez. M, mitocondria pesada; L, mitocondria leve; P, microsoma.
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rimentos foram feitos com fragoes subcelulares recentes.

Os dados de distribuigac subcelular associados aoc comporta-
mento das enzimas do homogenato no fracionamento cromatografico em coluna
de DEAE-celulose ja mostraram que diferentes arilaminopeptidases estao pre
sentes no figado de rato. Destas, pelo menos duas atividades sobre MetNA
puderam ser detectadas. Os estudos que se seqguem visam melhor caracteri-

zar a enzima que age preferencialmente sobre MetNA,

SOLUBILIZACAD DAS ENZIMAS PARTICULADAS

Sofubilizagao pon detengentes - Os efeitos do  desoxicolato
de sodio, $DS ou Triton X-100 na solubilizagac de protefnas de membrana e
das enzimas estd mostrado na figura 7. Observa-se que as guantidades de
proteina e de enzimas presentes no sobrenadante da CEntr[Fugagéo do extra-
to citoplasmatico sao maiores apds o tratamento com os detergentes, confir
mando a suposicao de que estas enzimas estdo associadas com estruturas ce-
lulares particuladas.

Solubilizagao maxima das proteinas foi obtida numa relac3o
detergente/proteina de 1:1 com desoxicolato (Fig. 7a), SDS (Fig. 78) ou
Triton X-100 (Fig. 7C). Diferentemente, a solubilizacao da MetNAase somen-
te foi alcangada com a relagac 5:1 tanto com desoxicolato como com Triton
X-100 mas nao com SDS. Na verdade a partir desta Gltima relacao detergen-
te/proteina uma inibigao parcial da enzima foi verificada com os dois de-
tergentes anionicos. Contrariamente, Triton X-100 até quantidades 20 ve-
zes mais altas do que a de proteina (p/p) nao mostrou gqualquer efeito ini-
bitorio sobre a enzima solubilizada. Adicionalmente, como mostrado na figu
ra 8, nas fragoes subcelulares isoladas a eficiéncia de solubilizagdo de

atividade por Triton X-100 & aumentada, obtendo-se maxima solubilizagﬁo na
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Figura 7. 50!ubiiiza§§c de proteina & MetNAazse do extrato citoplasmatico

do figado de rato. AlTguotas do extrato citoplasmatico contendo 3,0 mg de
proteina foram tratadas (4°C) sob agitaclo branda com quantidades crescen-
tes de desoxicolato de sodic (A), dodecilsulfate de sodio (B) e Triton
X100 (C). Relagbes detergente/proteina (em peso) variando entre 0 e 20.
Apos 30 min. de tratamento o material nao solubilizado foi removido por
centrifugacaec (300.000 g.min; L°c). Proteina (@) e MetNAase (0) recupera-

das no sobrenadante em relag3o & proteina e atividade presentes no  mate-

rial inicial.
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Triton X-100. AlTquotas das fragdes microsoma (A), mitocdndria pesada (B)
e mitocondria leve (C) contendo cada uma 3,8 ma de proteina foram mantidas
sob agitacao branda a 49C com quant idades crescentes de Triton X-100. Rela
¢bes Triton X-100/proteina (em peso) variando entre 0 e 5. Apos 30 minutos
o material ndo solubilizado foi separado por centrifugacaoc (300.000 g.min.;
4°C). ProteTna (@) e MetNfase (o) recuperadas no sobrenadante em relagao

ap material inicial,
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razao detergente/proteina de 1:1, novamente sem efeito inibitorio mesmo

acima desta proporgao.

Atividade das enzimas microsomais - 0 microsoma foi escolhi-
do para estudos adicionais com as enzimas particuladas e melhor caracteri-
zagao da ligagac enzima-membrana.

Para verificar se as enzimas associadas a membrana eram capa
zes de hidrolizar AANA com a mesma velocidade, tanto na forma particulada
como na forma solubilizada, testou-se a atividade arilamidasica da fragao
microsomal tanto por curvas de dependéncia de tempo de reagac como de con-
centragao da organela. Em ambas as curvas (Figs. 9 e 10) verificou-se nova
mente hidrolise preferencial de MetNA. Triton X-100 foi entao usado como
um tratamento conveniente para a solubilizagao de arilamidases. Tanto as
enzimas ligadas a membrana como aquelas solubilizadas apresentaram ativida
des especificas similares estimadas a partir das velocidades iniciais obti
das nas respectivas curvas, indicando que nenhuma mndificagﬁo da atividade
catal{tica ocorreu depois do tratamento com o detergente. Os dados sugerem
nitidamente que as enzimas sao iqualmente ativas nas formas associadas as
membranas e solubilizadas.

A figura 11 mostra a inativagao da MetNAase microsomal por
SDS. Verifica-se que com 1% de SDS cerca de 75% da atividade enzimatica sao
abolidos. A quantidade de SDS necessaria para inibir 75% da atividade do
microsoma solubilizado por Triton X-100 & o dobro daquela requerida para
provocar a mesma inibigac na atividade do microsoma bruto. Isto indica gue
o tratamento previo com Triton X=100 protege parcialmente a enzima da ina-
tivagao por SDS. A estabilidade das enzimas associadas as organelas mostra
da na figura & foi também testada com microsoma solubilizado com Triton

X-100. A figura 12 mostra que a 0°C (banho de gelo) a atividade enzimatica
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Figura 11. Efeito do Triton X-100 sobre a inativagao da MetMNAase do mi-

crosoma de figado de rato por 5DS. As preparacgoes (2,7 mg de proteina) fo-
ram incubadas com diferentes concentracoes de S$DS por 10 minutos fEMGE} e
ensaiadas com MetNA, Microsoma (M) e microsoma previamente tratado com

Triton X-100 (®! numa relagao proteina:detergente 1:5.
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permanece estavel por 3 horas. Incubagoes mais prolongadas (nac mostrado)
Na mesma temperatura ou em amostras congeladas apresentam graus de inativa
¢ao similares ao das enzimas nao solubilizadas por Triton X-100 (figura 6).
A 24°%C e a 37% (Fig. 12) a enzima & também estavel por cerca de 3 horas.
Esta observagao sugere que a instabilidade da enzima naoc é devida 3 conta-
minagao por proteases que pudessem inativar as arilamidases presentes, nao
sendo tambeém protegida pelo detergente, Quando a preparagdo € colocada 3
55°C ocorre inativacdo térmica logo nos primeiros minutos (Fig. 12).

= Com base no conjunto de resultados acima discutidos foi ado-
tada, para todos os estudos com fragoes subcelulares, a solubilizacao das
enzimas a 4°C por tratamento com Triton (relagao proteina/detergente 1:5,
em peso, agitagao suave por 30 minutos) seguido de centrifugagao para remo

¢ao do material nao solubilizado.

Thatamento pon proteinases - 0 tratamento com proteinases pa
ra solubilizar arilamidases tem sido sugerido (Emmelot et al, 1968; Andria
et al, 1976). No caso da MetNAase microsomal houve solubilizacdo parcial
da atividade MetNAasica (Tabela I11). Mesmo com o aumento do tempo de incu
bagao nem tripsina e nem bromelaina aumentaram a atividade recuperada no
sobrenadante, Estas enzimas, portanto naoc sao eficazes como agentes capa-
zes de remover MetNAase da membrana. Considerando a soma das atividades
que foram recuperadas no sobrenadante e no precipitado em conjunto, conclui

-se gque estas proteinases praticamente nac inativaram as arilamidases.

Tratamento com NaCf - Apos centrifugagao do microsoma (con-
trole) aproximadamente um quarto da proteina e da atividade arilamidasica
permanecem no sobrenadante (Tabela I1V). Quando o microsoma & previamente

tratado com NaCl 0,5 M a proteina recuperada no sobrenadante passa de 27%
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TABELA 111

Tratamento do microsoma do figado de rato com tripsina e brﬂmela?na§

% Atividade
Tratamentao
Sobrenadante Totaldd

Nenhum —_— 100
Tripsina, 10 min. Lo 91

15 min. 53 85

60 min. 59 85
Bromelaina 10 min. g1 105

60 min. s 93

§

microsoma (20 mg de proteina) foi incubade com 2,0 mg de tripsina ou
1,0 mg de bromelaina em tampdo fosfato de sddio 10 mM, pH 7,0, 37°C. A
atividade MetNAasica foi determinada no sobrenadante e no precipitado
(300.000 g.min; 4°¢) de al fquotas dos incubados.

§§rsobrenadante + precipitado



TABELA |V

Tratamento do microsoma do figado de rato com NaC1§

Proteina Atividade

Tratamento & =

sobrenadante precipitado  sobrenadante precipitado
Nenhum® 100 - 100 ==
Controle 27 60 25 63
NaCl 0,5 M 60 30 20 65

microsoma de figado de rato foi incubado ou n3o (controle) com NaCl (30
min.; 20°C), apos centrifugagao (300.000 g.min) a proteina e a ativida

de sobre MetMA do sobrenadante e do precipitade foram determinadas.

§%

corresponde ac microsoma nac tratado e nao centrifugado.
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para 60% enquanto que a atividade arilamidasica permanece invariavel. Es-
te resultado indica que o sal nao tem efeito na remogao da enzima. A hipo-
tese de que o tratamento salino tenha provocado inativagao na enzima e des
ta forma mascarado sua solubilizagao deve ser rejeitada pois a soma das a-
tividades do sobrenadante & do precipitado sao praticamente iguais tanto
no controle guanto na amostra gue recebeu o tratamento.

Este comportamento, isto €, a impossibilidade de remogao da
enzima da membrana microsomal por NaCl caracteriza protefnas integrantes
da membrana (Singer e Nicolson, 1972). Desta forma pode-se sugerir que a
MetNAase presente no microsoma € uma enzima deste tipo e, como tal deve
possuir uma porgao hidrofobica embutida na membrana que interage com as ca
deias de carbono da bicamada lipidica, mantendo exteriorizado o sitio cata

Iftico.

FRACIONAMENTO DAS ARILAMIDASES EM DEAE-CELULOSE

As fragoes microsoma e mitocondria (pesada e leve), apds tra
tamento com Triton X-100 (ver métodos), foram fracionadas em DEAE-celulo-
se. As amostras contendo as enzimas solubilizadas foram ajustadas as mes-
mas condigoes do tampao de equilibrio (fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0 - Tri
ton X-100 0,05% - 2-mercaptoetanol 1,0 mM). 0 fracionamento cromatografi-
co, repetido ao menos 3 vezes para cada uma das fragEES subcelulares, mos-
trou um padrao de comportamento de adsorgao semelhante para todas as fra-
coes subcelulares (Fig. 13). A resina reteve parte da proteina e das ativi
dades presentes nas amostras introduzidas nas colunas. Em cada experimento
cerca de 60% da atividade enzimdtica nao foi adsorvida no gel.

A atividade MetNAasica foi sistematicamente distribuida em

dois picos de atividade. Pico | - o material n3o retido que consistentemen
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Figura 13. Cromatografia em DEAE-celulose de Fragaes subcelulares do ﬂl

gado de rato previamente solubilizadas com Triton X-100. As colunas 3.5 x
10,0 cm (A) e 1,4 x 6,7 cm (B), de DEAE-celulose Cellex D foram equilibra
das com tampdo fosfato de sodic 20 mM contendo 2-mercaptoetanol 1,0 mM e
Triton X-100 0,05 % (v/v), pH 7,0. Apds a introdugdo das amostras as colu-
nas foram percoladas com o tamp3o de equilibrio e em seguida com gradiente
linear de fosfato de sadio (20 - 200 mM contendo 2-mercaptoetano] 1,0 mM e
Triton X-100 0,05%, pH ?,U}.A1: mitocondria pesada, 627 mg de prute?na;ﬁz:

mitocdndria leve, 441 mg de protefna; A.: microsoma, 104 mg de proteina;

3
B,: 20 mg de proteina do pico ndo retido em As By 18 mg de protefna do
pico nao retido em Ayt By 9 mg de proteina do pico ndo retido em AB' Flu-
-Z.h-]; fracoes de 15,0 m! (A) ou 2,0 ml (B). MetNA @) pro

teing (----- ); condutividade (.....).

*xo0 de 10 ml.cm
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te (varios experimentos para cada organela) fol recuperado da amostra ini
cial introduzida na coluna e percolada do gel antes da aplicagao do  gra-
diente salino., Pico Il - a atividade enzimatica adsorvida na resina e so-
mente eluida com 0,12-0,18 M (4 - 5 mS) de fosfato de sodio. Comparando as
atividades relativas MetNA/AlaNA das enzimas dos picos | e |1 observa-se
(tabela V) gue em cada uma das trés fragoes subcelulares particuladas o ma
terial nac retido na resina hidroliza preferencialmente MetNA. Esta dife-
renga de especificidade indica que, embora com agac sobre os mesmos subs-
tratos, cada pico possui uma atividade enzimatica distinta.

Para demonstrar gue nao houve sobrecarga na coluna, dols ou-
tros experimentos foram realizados. No primeiro, o material do pico | de
cada organela fol recromatografado em DEAE-celulose nas mesmas  condigoes
que anteriormente; a proteina e a atividade introduzidas nesta segunda co-
luna foram recuperadas totalmente na posigaoc do pico | e nenhuma atividade
na posigao do pico Il (Fig. 3B). No segundo experimento microsoma solubili
zado foi cromatografado em coluna de DEAE-celulose equilibrada com tampao
fosfato de sodio de menor concentragdo e mesmo pH (10 mn e nac 20 mM). Nes
tas condigoes de equilibrio procurou-se proporcionar a adsorgac de ao me-
nos parte da atividade que nao era retida pela resina nas condigoes de e-
quilibrio anteriores. Além das atividades enzimaticas correspondentes aos
picos | e Il, obteve-se ainda um pico de atividade intermediario eluido
com forga ionica de 1,3 mS (Fig. 14). Este valor de condutividade idnica
corresponde ao do tampao fosfato de sodio 20 mM. Este pico, que n3o foi ob
servado nas colunas equilibradas com fosfato de sodio 20 mM nao sG apresen
tou preferéncia para a hidrolise de MetNA como também apresentou uma rela-
¢ao de atividade MetNA/AlaNA semelhante 3 do pico | da coluna anterior. Des
ta forma conclui-se que nao houve sobrecarga da coluna nos experimentos an

teriores e gue este € realmente o comportamento eletrostatico, frente ao



TABELA V

Atividades relativas (MetNA/AlaNA) das Fra;aes ndo retida (pico 1) e re-

tida (pico I11) pela coluna de DEAE-celulose

Fracao subcelular Pico | Pico 11
Homogenato 5,7 0,8
MitocBndria pesada 6,7 2,0
Mitocondria leve 3,6 1,0

Microsoma 5,0 1.3
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Figura 14, Cromatografia em DEAE-celulose do microsoma do figado de ra-

to solubilizado com Triton X-100. Coluna (1,4 x 6,7 cm) de DEAE-celulose
Cellex D equilibrada com tampac fosfato de sodio 10 mM contendo 2-mercapto
etanol 1,0 mM e Triton X-100 0,05% (v/v), pH 7,0. Apds a introdugdo da
amostra (17 mg de proteina) a coluna foi percolada com o tampic de equill-
bric e em seguida com um gradiente de fosfato de sodioc (10 - 200 mM) con-
tendo 2-mercaptoetanol 1,0 mM & Triton X-100 0,05%. Fluxo de 10 ml .Cm'z.
h']. Fragﬁes de 2,0 ml. MetNA (®); condutividade (----- ) B
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DEAE-celulose das MetNAases presentes nas amostras. Os resultados mostran-
do que naoc ha identidade entre as enzimas presentes nos picos | e |l tan-
to no que se refere as propriedades de retengac na resina como na preferé&
cia para a hidrolise de MetNA indicam claramente que existem duas enzimas
gque apresentam em comum a atividade arilamidasica. Verifica-se ademais que
o comportamento cromatografico das duas MetNAses aqui observados é similar
aquele obtido no fracionamento do homogenato total (cf. Fig. 1).

Estudos adicionais mostrados adiante confirmaram a semelhan-
ga da MetNAase do pico | presente em cada organela com a metionina amino-
peptidase (MAP) obtida do homogenato total de figado de rato descrita ante
riormente. Por este motivo foi adotada a denominagao MAP, provisoriamente,
para a MetMAase do pico | distinguindo-a da outra enzima (pico 11).

0 mesmo processamento cromatografico com a fragao sollvel re
sultou num perfil de eluicao distinto do observado com a cromatografia das
fragoes particuladas (Fig. 15). Para facilitar a comparagao esta também mos
trada a atividade sobre ArgNA, que € a predominante nesta fragao. Esta atl
vidade e eluida com forga ionica de 2,7 mS e apresenta duas propriedades
que sao caracteristicas da arginina aminopeptidase (EC 3.4.11.6):hidroliza
apenas ArgNA e LysNA e sofre ativagao por cloreto (M3kinen e Mikinen, 1971;
Freitas Jr. et al, 1979; Termignoni, 1980). Neste fracionamentoc ha um ou-
tro pico de atividade eluida com forga idnica de 5 mS. As atividades rela-
tivas deste pico sao: ArgNA 1,0; AlaNA 0,8; LeuNA 0,2 e MetNA 0,1 e nao

aparece o efeito de ativacao por cloreto.

PROPRIEDADES DA MAP

Algumas outras propriedades da metionina aminopeptidase obti

da de microsoma (MAP-P}, mitoconcria pesada (MAP-M) e mitocdndria leve
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Figura 15, Cromatografia em DEAE-celulose de arilamidases da fragaoc so-
livel do figado de rato. Coluna (1,4 x 6,7 cm) de DEAE-celulose Cellex D
equilibrada com tampao fosfato de sodio 20 mM contendo 2-mercaptoetano]
1,0 mM e Triton X-100 0,05% (v/v), pH 7,0. Apos a introdugac da amostra a
coluna foi percclada com o tampac de equilibric e em sequida com um  gra-
diente de fosfato de sodio (20 - 200 mM) contendo 2-mercaptoetanal 1,0 mM
e Triton X-100 0,05%. ArgNA ensaiada em auséncia (D) e presenga (®) de

C|&1; MetNA (4 ); condutividade [-----).
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(MAP-L) foram estudadas e os resultados comparados com as da enzima puri fi

cada do homogenato.

Especificidade - Algumas aminas e amidas de aminoacidos fo-
ram testadas como substratos para a MAP obtida tanto do homogenato quanto
das fragoes subcelulares. Com todas as preparagoes o melhor substrato sem-
pre foi MetNA (tabela VI). Independentemente da natureza do resi{duo de ami
noacido, aminoacil-2-naftilamidas foram melhores substratos que quaisquer
das aminas. Curiosamente as AApNA saoc praticamente resistentes a hidrolise
pela MAP, consistindo este fato numa distingao patente com outras arilami-
dases descritas. Por outro lado com AANA a preferéncia para o residuc de
metionina e nitida, especialmente nas fragoes particuladas. No entanto a
especificidade da enzima parece nao ser dirigida apenas a natureza do ami-
noacido N-terminal mas também ao radical que fornece o grupamento amino pa
ra a ligagao susceptivel de hidrolise. A importancia do grupamento ligado
a carboxila do aminodcido & ressaltada pela verificagao de que a enzima
praticamente nao distingue LeuNH2 de HetNH2 ao contrario do que ocorre en-

tre LeuNA & MetNA.

Constantes cineticas - A figura 16 mostra os graficos du-
plo-reciprocos da hidrolise de MetNA, LeuNA e AlaNA por MAP-P, MAP-M a
MAP-L. Os valores de Km calculados pelo método de Wilkinson (1961) a par-
tir destes resultados sao menores para a hidrolise de MetNA e LeuNA e mui-
to mais altos com AlaNA (tabela VIl). Os valores de Ym, embora de pouca
significagao, pois as preparagoes ainda est3o impuras, mostram novamente
a preferéncia da MAP para a hidrolise de MetNA. Uma vez que nenhuma das
preparagoes de enzima chegou a ser obtida em estado homogéneo nao foi pos-

sivel calcular os valores de Kcy.. Entretanto, como os valores de Kme Vm



TABELA VI

Atividades relativas da metionina aminopeptidase de fracoes subcelulares

do figado de rato sobre derivados de aminoacidos

MAP, origem

Substrato —
homoaenato mitocondria mitocondria ——
E pesada leve okl

DL-MetNA 100 100 100 100
L-LeuNA 75 Lg 44 60
DL=-AlaNA 15 15 28 21
ﬂ-HEtNH2 7 13 14 12
L-'LeuNH2 19 19 19 14
L-.ﬂ.laNH2 2 2 0 0
L-MetpNA 1 3 2 2
L-LeupNA 9 5 5 8

L-AlapNA | 2 2 3
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Figura 16. Graficos duplo-reciprocos da hidrolise de AANA por MAP-P,
MAP-M e MAP-L. As preparagdbes foram incubadas com concentragdes de substra
to variando entre B8,B yM e 1,1 mM (nem todas as concentragdes estSo indica-

das na figura) em tampao fosfato de sddic 10 mM - NaCl 0,15 ¥ - 2-mercapto-

etanocl 1,0 mM, pH 7,0.



Constantes cinéticas da hidrolise de aminoaclil-2-naftilamidas pela metionina aminopeptidase

TABELA VI

HAP =P HAP =M MAP =L
Substrato i
K v refln:'rri-nu::u'-.us K v eficiéncia? K v eficiéncia’
i i catalTtica = - catalitica = " catalitica
X .m5 H nmoles " m5 M nmoles u |n5 M Amales
min,mg min.mg min .
Hetha 9 51 1.0 2 5H 1.0 7 128 1.0
LeuMl 6 3 0,5 18 13 0,7 75 136 0.2
Al aNa 130 iz 0,06 158 19 a,1 160 111 0.3k

]

COMPAragac

entre os valores da relagdo 'h’m.i"xm
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para os tres substratos foram obtidos simultaneamente com a mesma prepara-
cao da enzima de cada origem, foi possivel calcular e comparar a eficien-
cia catalftica relativa com que a MAP de cada preparacac cataliza a hidré-
lise dos diferentes substratos. Assim, considerando a relagao VUm/Km para a
hidrolise de MetNA como unitaria, observamos que independentemente de sua
origem (microsomal ou mitocondria) a MAP hidroliza MetNA com eficiéncia de
1,6 a 5 vezes maior que LeuNA (Tabela VII). Mas com relacao a AlaNA esta

eficiéncia da MAP € de 10 a 25 vezes superior quando o substrato & MetNA.

Dependencia do pH - 0 pH S6timo de atividade da MAP das trés
fragoes subcelulares estudadas situa-se na faixa entre 7,0 e 7,5 (Fig. 17).
0 pH 7,0 foi o escolhido para a realizagao dos demais experimentos com a

atividade arilamidasica.

Efeito do EDTA - Incubagoes com EDTA até 10 mM nao produzi-
ram qualquer grau de inibigao das preparagoes da MAP. Contrariamente, em al
gumas das preparacoes de MAP-P, MAP-M e MAP-L o tratamento com EDTA (0,1 a
10 mM) produziu ativagao de até 40%. Esta ativagao sugere que as enzimas
sao inibidas por cations divalentes. A possibilidade de contaminagao da

agua por metais pesados passou a ser uma preocupagao constante durante os

estudos com a enzima.

Dependencia do grupo -SH - 0 estudo da agaoc de reagentes de
grupo -SH de proteflnas foi feito com preparagoes previamente processadas
por cromatografia de exclusac em gel Sephadex G-25 para remogac do 2-mer-
captoetanol adicionado durante a preparacac da enzima. A inibigcao da MAP-P,
MAP-M e MAP-L por p-hidroximercuribenzoato de sodio € mostrada na figura

18. As concentragoes de pOHMB necessarias para inibir 50% da atividade en-
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Figura 17. Dependencia de pH da metionina aminopeptidase. AliTquotas de
MAP-P (A); MAP-M (B) e MAP-L (C) foram incubadas com MetNA em tampao (10 mM)
contendo 2-mercaptoetancl (1,0 mM), Citrato de sodio (®); fosfato de sodio
(M); Tris-HCl (& ): bicarbonato de sodio (%).
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Figura 18. Inibigdo da metionina aminopeptidase por p-hidroximercuriben-

zoato de sodio. As preparagtes foram previamente cromatografadas em coluna
de Sephadex G-25 (1,6 x 40,0 cm) para retirada do 2-mercaptoetanol. Imedia
tamente antes do ensaio com MetNA as amostras foram incubadas com o inibi=

dor, em fosfato de sddio 10 mM, pH 7,0 durante 15 minutos a 20°C.
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zimatica foram 0,6; 1,5 e 1,7 uM, respectivamente para MAP-M, MAP-P e
MAP-L. Considerando-se que as preparagoes ainda estao impuras parece razoa
vel supor que a inibigao por pOHMB possa ser ainda mais eficiente patente-
ando a alta sensibilidade da enzima a este reagente de grupo -5H.

A adigao de 2-mercaptoetancl repoem a atividade que €  par-
cialmente perdida pela enzima quando da remogac do redutor na coluna de
Sephadex G-25. lgualmente a enzima Inibida por tratamento com pOHMB tem
sua atividade reposta quando de nova adigaoc de 2-mercaptoetancl (Tabela
VII1). As diferengas na reativagao das enzimas por 2-mercaptoetanol podem
ser devidas aos diferentes graus de oxidagao que tenham ocorrido esponta—
neamente durante o manuseio das preparagoes ou ainda devido ao nivel de
oxidagdo dos grupos -SH das protefnas hepaticas no momento do sacriffcio
do animal. Estes resultados mostram que grupos -SH sac importantes para a
atividade catalitica da metionina aminopeptidase e talvez sejam responsa-
veis por, pelo menos, parte da alta instabilidade demonstrada pela enzima

parcialmente purificada.

Inibigao por metionina - Diferentemente do encontrado com ou
tras arilamidases, a metionina, produto da hidrolise de MetNA & um mau ini
bidor da MAP. 0Os valores de Ki sao, respectivamente para MAP-P, MAP-M e
MAP-L 9, 11 e 20 mM (Fig. 19). Comparados com os correspondentes valores
de Km para MetNA os valores de Ki sac cerca de 50 (MAP-P e MAP-L) e 280
(MAP-M) vezes maiores. 0 dado sugere que aparentemente nao deve haver regu

lagao da enzima pelos niveis de produto.

Efeito da bestatina - Este conhecido inibidor especifico de
aminopeptidases (Umezawa et al, 1976; Umezawa e Aoyagi, 1977; Wagner e Di-

xon, 1981) em concentragoes de até 1 x 10" M n3o produziu qualquer efeito



TABELA VI

Ativagao da metionina aminopeptidase por Z-mercaptoetanol

%t atividade

2-mercaptoetanol pOHME
mM | HAP-P MAP=-H MAP-L
0 0 100 100 100
1 0 230 360 120
0 i0 0 0 1]
1 30 200 joo 122
§

o 2-mercaptoetancl presente nas preparagoes de enzima foi previamente removido
em coluna de Sephadex G-25; incubagido com pOHMB (15 min, 20°C) e posterior in-

cuhagio com 2-mercaptoetanal (15 min, EDDE}.
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Figura 19. InibigBo da metionina aminopeptidase por metionina. AlTquo-
tas de MAP-P, MAP-L e MAP-M foram pré-incubadas por 15 minutos a 20°C com
as concentracoes de metionina indicadas na figura e em sequida incubadas

com MetNA 70 uM (@) e 2B0 pM (m) .

método de Dixon (1953).

Os valores de K. foram calculados pelo
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na atividade da MAP-L, MAP-M e MAP-P. Este inibidor apresenta wusualmente

b 1% 107 N

valores de Ki para aminopeptidases a ordem de | x 10

Hidnolise de Met-Afa-Ser ~- Para verificar se a MAP de cada
fragao subcelular era capaz de hidrolizar a ligagao peptidica e nao somen-
te a ligagao amida de substratos artificiais, as preparagoes foram incuba-
das com o tripeptideo Met-Ala-Ser. As trés preparagces estudadas hidroli-
zaram as duas |igagoes peptidicas do substrato (Figs. 20 e 21). Estes re-
rultados deixam claro que alem de sua agao sobre aminoacil-2-naftilamidas a

enzima nao & uma arilamidase estrita mas uma aminopeptidase verdadeira.

Convensac de cininas - A figura 22 mostra a atividade cini-
no-conversora da metionina aminopeptidase das fragoes microsoma, mitocon-
dria pesada e mitocondria leve do figado de rato. As trés preparagoes da
enzima hidrolizam a metionina N-terminal da MLBK com uma velocidade cerca
de 3 vezes maior do que a velocidade de remogao da lisina. Comparando as
atividades especificas da hidrolise da metionina da MLBK (MAP-P 0,7 mU/mg;
MAP-M 0,8 mU/mg; MAP-L 2,5 mU/mg) com as velocidades de hidrolise da MetNA

(Tabela VI1), observa-se que a MetNA é melhor substrato do que MLBK.

Atividade sobre peptideos nascentes - Na figura 23 esta
mostrado o radiocautograma da cromatografia em papel da preparagao de pepti
deos nascentes de hemoglobina de coelho incubada com metionina aminopepti-
dase purificada do homogenato do figado de rato. Observa-se que com a in-
cubagao, ocorreu um aumento da radioatividade na posigao correspondente 3
migragao da metionina. Esta posigao de migragdo foi verificada através da
real izagao de um cromatograma com metionina ndo marcada e revelagao com

ninhidrina. 0 resultade mostra claramente que a enzima hidrolisou a metio-
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Figura 20. Cromatografia em papel do incuhado de Met<Ala-Ser com metio
nina aminopeptidase do microsoma., A preparagﬁﬁ de MAP-M (l,! mg de prntgl
na fol incubada com o tripeptidec (280 uM) em tampdo fosfato de sbdio 10
mM - NaCl 0,15 M - 2-mercaptoetanol 1,0 mM, 12 h, 37°C. 0 incubado  foi
aplicado em papel Whatman n® 1 juntamente com padroes do peptideo e de a-
minoacidos. A cromatografia foi desenvolvida com butanol:dcido acético:a-

gua (4:1:1) e revelada com ninhidrina.
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Figura 22. Hidrolise da MLBK por MAP-P, MAP-M e MAP-L. A incubagaoc com
MLBK (280 uM) foi realizada em tampac fosfato de sodio 10 mM - NaCl 0,15 M
= 2 mercaptoetancl 1,0 mM, pH 7,0. Nos tempos indicados foram retiradas a
liquotas da mistura de incubagao para a analise de aminoacidos livres (ver

métodos). Metionina (e); lisina (o).



Figura 23. Radioautograma da cromatografia da incubagdo de peptideos nas
centes de hemoglobina de coelho com MAP-homogenato. Um tergo da preparagdo
de peptideos nascentes de hemoglobina de coelho (ver métodos) foi incubada
com 0,4 mg de proteina da preparagio de MAP-homogenato em tampdo  fosfato
de sédio 10 mM - NaCl 0,15 M - 2-mercaptoetanol 1,0 mM, pH 7.0 (12 h; 37°C).
Apos a Encuba;éc a mistura foi aplicada em papel Whatman n? 1 (B). Outro
tergo da preparagao de peptideos nascentes (controle) foi dissolvida no
mesmo tampac e também aplicada no papel cromatograficoe (A). A cromatogra
fia foi desenvolvida em butanol:acido:aqua (4:1:1). A exposicio do filme
de raio-X foi de 8 dias. Esta indicada a posigao de migragao de metionina
naoc marcada que foi dissolvida no mesmo tamp3c, cromatografada juntamente
com a mistura de incubag3o e o controle dos peptideos e reveladas com ni-

nhidrina.
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Fiqura 21. Cromatografia em papel do incubado de Met-Ala-5er com metio-
nina aminopeptidase. As preparagbes de MAP-P (0,1 mg de proteina) e MAP-L
(0,05 mg de proteina) foram incubadas com o tripeptideo (2B0 uM) em tampao
fosfato de sodio 10 mM - NaCl 0,15 M - 2-mercaptoetancl 1,0 mM, 12 h STGE‘
Os incubados e, padrboes de aminocacidos e substrato foram aplicados em pa-
pel Whatman n® 1. A cromatografia foi desenvolvida com butanol:acido aceti

co:agua (4:1:1) e revelada com ninhidrina.
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nina N-terminal dos peptideos nascentes, 0 desaparecimento concomitante da
radioatividade do ponto de aplicagac da amostra que ocorreu com a inhcuba-
¢ao & uma evidéncia adicional da atividade da enzima.

Medindo-se a radioatividade das regioes correspondentes aos
pontos de aplicagac e ac Rf da metionina observa-se que a radicatividade
o ponto de aplicagao diminuiu de 905 cpm (controle) para 682 cpm (incuba-
do) e a radicatividade correspondendo a metionina livre aumentou de 3955
cpm (controle) para 10.121 cpm (incubado). Este nivel de radioatividade
basal no experimento controle que migra na posigao da i“E-mEtiunina e devi
do a metionina radioativa nao separada totalmente dos peptideos nascentes
na coluna que os purificou (Fig. 3).

Estes resul tados mostram claramente que a metionina aminopep

tidase € capaz de remover metionina N-terminal de peptideos nascentes.
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DISCUSSADO

DISTRIBUICAOD SUBCELULAR DAS ATIVIDADES ARILAMI DAS ICAS

A aplicagao do método de centrifugagao diferencial de DeDuve
(DeDuve e Berthet, 1953; DeDuve et al, 1955) foi importante para permi-
tir a localizagao da MAP e de outras arilamidases nas estruturas subcelula
res do figado de rato. Considerando, ademais, os valores das constantes de
sedimentagao tomadas para calcular as condigoes de centrifugagao, as enzi-
mas marcadoras distribuiram-se entre as fragoes subcelulares conforme o es
perado (Fig. 4). Comparando nossos resultados com os obtidos por DeDuve et
al (1955) wverifica-se pequena discrepancia na distribuicac de proteina,
mas isto se deve, provavelmente, ao fato de que aqueles autores avaliaram
a concentragao de proteina nas organelas através da dosagem de nitrogénio
total e no presente trabalho a proteina foi determinada pelo método do
azul de coomassie. Os resultados aqui obtidos e os de DeDuve caracterizam
muito bem o fato de que os métodos de fracionamento subcelular permitem a
obtengac de fragoes subcelulares enriquecidas, mas que ainda contém alguma
contaminagao por fragmentos de outras membranas, naoc invalidando, contudo,
os resultados obtidos., Assim, em nossos experimentos as enzimas marcadoras
compor taram-se de acordo com os resultados de DeDuve. Com relagao a dis-
tribuigao das arilamidases os resultados sugerem a existéncia de trés enzi

mas ou de trés grupos de enzimas com atividade sobre AANA. A verdadeira
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distribuigao de qualquer delas depende do conhecimento de suas especifici-
dades e também da possibilidade de serem ensaiadas de maneira independen-
te. Por exemplo, tantoc a metionina aminopeptidase como a alanina aminopep-
tidase descritas anteriormente (Freitas Jr. et al, 1981; Behal et al, 1966)
reconhecem como substrato MetNA e AlaNA (embora com relagoes de atividade
MetNA/AlaNA diferentes). Mesmo supondo-se que uma delas seja exclusivamen=-
te da mitocondria pesada e que a outra seja exclusivamente da mitocondria
leve, estas duas fragoes teriam atividade sobre ambos substratos. Deste mo
do nao seria possivel concluir qual a real distribuigao destas enzimas. So
me-se a isto a possibilidade de que cada fragao tenha nao apenas uma das
enzimas mas as duas, e em proporgoes diferentes, para concluir que, para
conhecer a distribuigac subcelular de arilamidases com especificidade para
varios substratos distintos & necessario associar-se o conhecimento de ou-
tras propriedades aos dados de atividade.

A distribuigao da atividade arilamiddsica foi ligeiramente
diferente da obtida anteriormente em outras condigoes de centrifugagao
(Freitas Jr. et al, 1981). Em relag@o as condigoes de centrifugagdo descri
tas naquele trabalho foram introduzidas varias modificagoes visando a ob-
tengao de resultados mais representativos. Para evitar a autélise o figa-
do foi removido tao rapidamente quanto possivel e imediatamente cortado,
homogeneizado e iniciado o processo de centrifugagao. Deste modo a etapa
de exanguinagac que era usada anteriormente foi suprimida. As velocidades
e os tempos de centrifugagaoc foram modificados tendo em vista os wvalores
das constantes de sedimentagao das organelas e a geometria dos rotores. As
sim foi fundamental a calibragao prévia de cada um dos sistemas centrifu-
gas/rotores utilizados. Comparando com aqueles resultados o fracionamento
obtido nas novas condigoes mostra que, em relagaoc ao microsoma, as fragoes

mitocondria pesada e leve sac mais ricas em atividade sobre MetNA, AlaNA e
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Leu-NA. Mesmo assim nos dois sistemas de fracionamento mais de dois tergos
da atividade MetNAasica do figado de rato foram encontrados nas fragoes
particuladas.

As atividades sobre MetNA, AlaNA e LeuNA distribuiram-se
principalmente entre as fragoes particuladas, mas com padroes de distribui
¢ao distintos (Fig. 4). A atividade LeuNAdsica esta mais associada a fra-
gao mitocondria leve ao passo que as atividades MetNAasica e AlaNAasica es
tao associadas igualmente 3s fragoes mitocondria pesada e mitocondria le-
ve e a atividade sobre as naftilamidas de aminoacidos basicos esta locali-
zada na fragao sollvel. Estes resultados do fracionamento subcelular do fI
gado de rato sugerem a existéncia de arilamidases com diferentes especifi-
cidades: uma enzima com atividade maior ou exclusiva sobre ArgNA e  LysNA
que pertence a fragao soluvel; uma, ou mais enzimas encontradas na mitocon
dria leve e com alta atividade sobre LeuNA e ainda, por ultimo, uma ou
mais enzimas com agao sobre MetNA e AlaNA e presente na fragao mitocdncria
pesada.

A distribuicac da atividade sobre LeuNA preferencialmente na
fragao mitocondria leve é semelhante a encontrada em células HeLla  (Lund-
gren e Roos, 1974) . A fra;go mitocondria + lisosoma destes autores, que @&
semelhante a nossa fragao mitocondria leve, também concentrou atividade
LeuNAasica. No refracionamento da fragao mitocondria + lisosoma em gradien
te de sacarose estes autores obtiveram atividade LeuNAasica associada a en
zimas lisosomais. Este dado nao concorda com resultados anteriores deste
laboratério nos quais a fragao lisosomal de figado de rato apresentou-se
livre de atividade arilamidasica (Freitas Jr. et al, 1981). A este propdsi
to convém ressaltar que para Smith et al. (1965) a aminopeptidase (leucina
aminopeptidase) que purificaram é de origem lisosomal. As condigdes de fra

cionamento gque utilizaram nao permitem que se obtenha uma fragao enriqueci
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da apenas em lisosoma. Na realidade a fragao que obtiveram era formada por
mitocondria e |isosoma como a fragao mitocondria + lisosoma de Lundgren e
Ross (1974) e semelhante 3 nossa fragao mitocondria leve. Hopsu e Ekfors
(1969) também nao detectaram atividade arilamidasica em lisosomas.

Em lisosomas preparados de animais tratados com Triton WR
1339 também foi encontrada a presenca de atividade arilamidasica (Mahade-
van e Tappel, 1967; Kaulen et al, 1970). Estes resultados, entretanto nao
podem ser tomados como definitivos pois, na analise de resultados obtidos
com esta técnica nac € possivel deixar de considerar a possibilidade de
gue o detergente, antes de ser englobado pelos lisosomas, tenha interagido
com outras fragoes de modo a levar proteinas de outras organelas a fragao
lisosomal .

A distribuigao da atividade sobre ArgNA e a constatagao de
que somente a atividade ArgNAasica da fragao solivel e ativada pelo fon
cloreto (Fig. 15) confirmam resul tados anteriores que dao esta local izagao
a arginina aminopeptidase (M3kinen et al, 1970; Freitas Jr. et al, 1979;
Freitas Jr. et al, 1981).

A atividade arilamidasica de diversos Grgaos e tecidos do ra
to € geralmente mais alta quando o substrato e MetNA (M3kinen e Raekalio,
1968: Freitas Jr. et al, 1981). Neste trabalho isto foi confirmado para o
tecido hepatico e em todas as fragoes particuladas as relagoes entre as ve
locidades de hidrolise de MetNA e a de qualquer das outras AANA sempre foi
maior do que a relagao inversa. A presenga desta MetNAase particulada suge
re que a enzima poderia estar envolvida em fungoes metabdlicas das organe-

las.
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MetMAase COMO ENZIMA DE MEMBRANA

A caracterizagao da MetNAase como enzima de membrana foi fel
ta no proximo passo experimental. Com o tratamento com detergentes a solu-
bilizagao da proteina e da enzima ocorreram paralelamente (Figs. 7 e B}.Ei
te fato esta de acordo com a hipotese de que a atividade MetNAasica deve-
-se 3 enzima ou enzimas |igadas 3 membrana. Caso ocorresse o contrario, is
to €, se a atividade fosse devida 3 enzimas nao ligadas 3 membrana, mas sim
plesmente a enzimas contidas na organela este paralelismo nac ocorreria.
Neste caso quando a concentragaoc de detergente fosse apenas suficiente pa-
ra provocar ruptura da membrana a atividade seria liberada completamente
para o sobrenadante, o gue nac aconteceria com a maior parte da proteina
ligada 3 membrana. A insensibilidade da atividade MetNAdsica ao Triton
%¥-100 e similar a da maioria das proteinas ligadas a membrana, pois usual-
mente este detergente nao induz mudangas conformacionais que provoguem per
da da atividade das proteinas (Helenius e Simons, 1975). Este comportamen-
to inocuo do Triton X-100 foi confirmado para cada uma das fragoes subcelu
lares separadamente (Fig. B). Tomando a fragao microsoma observou-se ainda
que a solubilizagao nao modificou a velocidade inicial de hidrolise de
AANA (Figs. 9 e 10). Conclui-se assim que o tratamento com Triton X-100
€ um meétodo seguro para obter arilamidases de fragoes do figado de rato em
forma soluvel. Para a solubilizagao da aminopeptidase de microvilosidades
do intestino de suinos o detergente de escolha também & Triton X-100 (Ma-
roux et al, 1973).

As guantidades de Triton X-100 utilizadas para obter a solu-
bilizagao total da MetNAase (relagao Triton X-100:protefna 1:5) estd proxi
ma das relagoes 1:4 e 1:7 utilizadas respectivamente por Helenius e Simons

(1975) e Macnair e Kenny (1979) e sugeridas como necessarias & caracteriza
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cao de enzimas de membrana. A ligagao do Triton X-100 com proteinas se da
uni camente por meio de interagoes hidrofobicas (Helenius e Simons, 1975) .
Di ferentemente os detergentes idnicos interagem nao sé com regices hidrofo
bicas mas também com regides hidrofflicas de proteinas. Isto poderia expli
car o efeito de inativagdo da MetNAase observado com o SDS. Por outro lado
o efeito protetor do Triton X-100 no que se refere & inativagao por SDS
(Fig. 11) pode ser reflexo da diferenca no modo de interagao dos detergen-
tes com a protefna. Supondo-se que o sftio catalltico da enzima se locali-
ze em uma regiao hidrofébica compreende-se porque o Triton X-100, que in-
terage apenas com regioes hidrofobicas nao inativa a enzima. 0 SDS, a0 con
trario, que também pode interagir com regices hidrofilicas, poderia estar
modi ficande a regiaoc do centro catalitico da enzima. A protegac que o Tri-
ton X-100 confere 3 enzima no que diz respeito ao efeito inibitorio do SDS
(Fig. 11) pode ser explicada pelo aumento no tamanho da regiao hidrofobica
que ocorre gquando a proteina passa a fazer parte de uma micela. Assim apos
a solubilizagdo com Triton X-100 o SDS adicionado pode interagir nao sO
com as regioes hidrofobicas das proteinas presentes mas tambem com a por-
¢3o hidrofobica das micelas de Triton X-100.

A hipotese da localizagao do sitio catalltico numa regiao hi
drofflica formando uma protuberancia na membrana nao e descabida. As amino
peptidases de microvilosidades de intestino de coelho bem como as de in-
testino e rim de suino tém uma estrutura que segue este modelo (Andria et
al, 1976; Louvard et al, 1976; Desnuelle, 1979; Benajiba e Maroux, 1981).

0 emprego de enzimas proteoliticas para solubilizagao da ati
vidade sobre MetNA resultou infrutifero. A ineficiencia da tripsina em so-
lubilizar arilamidases do microsoma (Tabela 111) esta de acordo com os re-
sultados apresentados por Emmelot et al. (1968). Estes autores verificaram

que o tratamento de membranas de ffgado de rato com tripsina nao provoca
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qualquer perda na atividade LeuNAasica original. Apos centrifugagao a ati-
vidade sobre MetNA recuperada no sobrenadante do material tratade com a
proteinase foi da mesma ordem daquela recuperada no sobrenadante de membra
nas tratadas apenas com tampac (Tabela Il1). Por outro lade arilamidases
de rim de sufno (Wachsmut et al, 1966) e de intestino delgado de suino e
de coelho (Maroux et al, 1973; Andria et al, 1976; Ferracci e Maroux, 1980;
Benajiba e Maroux, 1981) sao susceptiveis a hidrolise por tripsina sem per
da da atividade., Entretanto esta susceptibilidade foi verificada somente
apos purificagdo ou solubilizacdo com detergentes. No método utilizado por
Behal et al. (1966) para a obtengao da alanina aminopeptidase & necessario
o emprego de autolise. MNeste caso, contudo ha perda de atividade aminopep-
tidasica.

De acordo com o modelo de estrutura de membrana proposto por
Singer e Nicolson (1972) proteinas podem se ligar a membranas de duas ma-
neiras distintas: a) por interagoes hidrofobicas entre a proteina e as ca-
deias hidrocarbonadas dos lipideos da membrana; e b) por interagoes ele-
trostaticas entre a proteina e proteinas ja ligadas a membrana pelo primel
ro mecanismo. Protefnas que estao ligadas 3 membrana pelo primeiro mecanis
mo s3o denominadas proteinas integrantes da membrana e proteinas ligadas
pelo segundo sistema sac denominadas proteinas periféricas. Proteinas peri
fericas sao facilmente solubilizadas por tratamento da membrana com alta
concentragao salina (Singer e Nicolson, 1972). Como o tratamento com NaCl
0,5 M nao solubilizou a atividade MetNAdsica da membrana microsomal (Tabe-
la IV) conclui-se que a enzima responsavel por esta atividade e integrante
da membrana, sugerindo mais uma vez gue a MetNAase tem uma estrutura seme-
lhante a proposta para as aminopeptidases de microvilosidades de intestino
de coelho e intestino e rim de suino (Desnuelle, 1979; Benajiba e Maroux,

1981) .
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SEPARACAO E CARACTERIZAGAO DA MAP EM FRAGOES SUBCELULARES

A obtenc3o das atividades arilamidasicas de cada fragao sub-
celular em forma sollUvel permitiu que se continuassem os estudos visando
determinar gquais as enzimas presentes em cada uma destas fragoes. Para tal,
o fracionamento em DEAE-celulose se impds porque a eficacia do método na
separagao de arilamidases do ffgado de rato ja havia sido comprovada (Frel
tas Jr. et al, 1979; Termignoni, 1980; Freitas Jr., 1981). 0s fracionamen
tos em DEAE-celulose foram realizados em presenga de Triton X-100 sempre
em concentragdes superiores 3 concentragao micelar critica para evitar a
diluicdo do detergente no tampao de eluigao. Desta maneira a  integridade
das micelas formadas por detergente e por proteina pode ser pre&ervada{ﬂe*
lenius et al, 1979).

As evidéncias obtidas com a analise da distribuigao subcelu-
lar da atividade sobre MetNA, gque inicialmente haviam sugerido a presenca
da metionina aminopeptidase nas fragoes mitocondria pesada, mi tocondria le
ve e microsoma foram confirmadas através da separacao de arilamidases em
DEAE-celulose (Fig. 13). A presenga da metionina aminopeptidase nas fra-
¢oes subcelulares particuladas foi confirmada por varias experiéncias: a)
comportamento na cromatografia de troca idnica (Fig. 13 e Fig. 14); b) es-
pecificidade sobre derivados de aminoacidos (Tabela VI1); c) parametros ci-
néticos (Fig. 16 e Tabela VIl); d) dependéncia de grupo -SH (Fig. 18 e Ta-
bela VII1). Os resultados destas experiéncias confirmaram que o homogenato
do ffgado de rato contém duas enzimas aparentemente distintas, ambas com
atividade sobre MetNA: a primeira nao adsorvida pela resina de DEAE-celulo
se a pH 7,0 e uma outra que & bem retida pela resina. Na incubagao com
substrato peptidico (MLBK) somente a enzima nac adsorvida possui ativida-

de aminopeptidasica (MAP) (Freitas Jr., 1981), Estudos comparativos mostra
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ram que a verdadeira aminopeptidase hidrolisa preferencialmente metionina
N-terminal. As propriedades da MAP permitem distingui-la claramente de ou-
tras aminopeptidases verdadeiras, incluindo a alanina aminopeptidase que
apresenta marcada atividade preferencial sobre AlaNA,

Quanto a multi-localizagao da MAP, os resul tados mostram que
as preparagoes de MAP de mitocdndria (pesada e leve) e de microsoma apre-
sentam atividades relativas sobre derivados de aminoacidos muito semelhan-
tes (Tabela VI). 0 refracionamento cromatografico em DEAE-celulose (Fig.
13) reforgou também a conclusao de que a metionina aminopeptidase esta pre
sente nas trés fragoes subcelulares.

Os valores de K_ . .\, também sao semelhantes para as trés

preparagoes de metionina aminopeptidase. As variagoes entre o menor e ©

3 222 x 100°M). Esta

maior valor de K foi de apenas trés vezes (7 x 10”
di ferenga pode ser devida as condigoes de solubilizagao empregadas. Por ou
tro lado a grande dependéncia da atividade catalltica a presenga de grupo
-5H na forma reduzida € outra caracteristica comum a enzima purificada do
homogenato e as preparagoes obtidas das fragoes subcelulares particuladas.
Tal dependéncia poderia tambem estar associada com a alta instabil idade a-
presentada pela enzima parcialmente purificada.

A maior atividade sobre AANA do que sobre AANH2 e AApNA apre
sentada pela metionina aminopeptidase nao € uma caracteristica comum as ou
tras aminopeptidases. A aminopeptidase de intestino de suino (EC 3.4.11,2)
tem um comportamentoc oposto pois hidroliza AApNA com maior velocidade do
que AANA (Maroux et al, 1973). Por sua vez a aminopeptidase de mucosa in-
testinal de cobaio tem maior atividade sobre LeuNH, do que sobre LeupNA
(Donlon e Fottrell, 1973).

A participagao do radical que estd ligado ao aminodcido com

o grupo amino livre na especificidade das aminopeptidases parece também im
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portante, Esta influéncia, constatada com a MAP, é verificada quando o
substrato cromogénic € substituido por peptideos. Ela foi tambem verifica-
da com a aminopeptidase M (EC 3.4.11.2): a liberagao de glicina de Gly-Leu
desaparece quando o resfduo de leucina é substituido por glicina (George e
Kenny, 1973). A metionina aminopeptidase obtida de figado de rato por per-
fusao também hidrolizou com velocidades diferentes peptideos que possuiam
em comum apenas o residuc de aminoacido N-terminal (Termignoni, 1980). A
importancia do res{duo de aminoacido que ocupa a posigao 2 ficou também e-
videnciada em estudos de inibigao de aminopeptidases por peptideos (Flei-
cher et al, 1964).

A diferenga de atividade sobre os substratos MetNA e LeuNA
(Tabela VI1) gue a metionina aminopeptidase apresenta deve-se fundamental-
mente a velocidade de hidrolise pois os valores de K para estes dois subs
tratos sac praticamente iguais. A enzima tem velocidade maxima sobre AlaNA
maior do que sobre LeuNA, mas o© Hm da enzima para AlaNA é cerca de 10 ve-
zes maior do que aquele sobre LeuNA., Considerando-se os valores das rela-
¢oes Um/Km dos AANA, isto €, comparando-se a eficiéncia catalitica relati-
va da enzima, conclui-se novamente que o melhor substrato para a metionina
aminopeptidase & MetNA.

Nos estudos pioneiros realizados por Emil L. Smith (Smith et
al, 1955) sobre a participagao de fons metalicos no mecanismo de catalise
enzimatica ja havia sido demonstrado que a leucina aminopeptidase do rim
de suino (assim denominada porque o ensaio da atividade era feito com
LeuNA) é uma metaloenzima. Posteriormente foi verificado que varias outras
aminopeptidases também tinham a atividade catalTtica dependente de cations
divalentes como Hn2+, H92+, Eoz+, Eaz+ [ Zn2+ (Behal et al, 1966; Auricchio
et al, 1972; Donlon e Fottrel, 1973) ou mesmo C1_ (Hopsu et al, 1966b). Es

ta parece ser uma propriedade comum as aminopeptidases. A MAP, entretanto,
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no que se refere a este particular apresenta-se como uma enzima bastante
distinta das demais aminopeptidases. A insensibilidade da MAP ac tratamen-
to com EDTA entretanto nao e suficiente para caracteriza-la como tendo um
mecanismo de catalise no qual nao haja participagao de metais pois algumas
aminopept idase possuem o cofator metdlico tao fortemente ligado que este
s6 pode ser removido em condigoes especiais de tratamento com EDTA (Schawa
be, 1969; Sidorowicz et al, 1980), as quais nao foram usadas neste traba-

l1ho.

HIDROLISE DE PEPTIDEOS

A preferéncia da enzima para a hidrolise de |igagao peptidi-
ca envolvendo metionina que foi observada com o uso de AANA também foi con
firmada com os peptideos MLBK e LBK. A diferenca entre as velocidades de
hidrolise dos resfduos de metionina e de lisina confirma que a conversao
de MLBK a BK se da por remogao sucessiva dos aminocacidos N-terminais (Ter
mignoni, 1980; Freitas Jr. et al, 1981). A capacidade da MAP em converter
cininas sugere, mas nao € suficiente para provar a participagao da enzima
nos mecanismos de conversao de cininas. A ativagao destes peptideos vaso-a
tivos pode ser apenas uma atividade secundaria da enzima. A localizagao in
tracelular da enzima nao favorece esta hipGtese, pois nao parece razoavel
imaginar uma localizagao mitocondrial ou microsomal para uma enzima com es
ta fungao. Para este papel seria mais indicado uma enzima que fosse secre-
tada ao meio extracelular ou entac que se local iza-se na membrana celular.

A possibilidade de que a metionina aminopeptidase seja iden-
tificada como a enzima hipotética que participaria na sintese proteica re-
movendo o res{duo de metionina iniciador nao pode ser abandonada. Com efel

to, a remogao de metionina de peptideos nascentes de hemoglobina de coelho
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pela MAP sugere que ela possa ter esta fungao. A n3o especificidade de es-
pécie reforga ainda mais esta hipotese pois sintese protéica "in vitro" po
de ser obtida em sistemas livres de células com mRMA, tRNA e enzimas obti-
dos de mais de uma especies. A localizagao subcelular da MAP em organelas
que sintetizam proteinas como microsoma e mitocondria e também uma evidén-
cia compativel com o papel proposto para a enzima. A local izagao da MAP em
ribosoma nao € necessaria para que ela seja capaz de remover a metionina
iniciadora da cadeia pois nesta organela ocorrem apenas as etapas envolvi
das na sintese da cadeia polipeptidica. As etapas que levam a maturagdo de
proteinas nao mitocondriais ocorrem no microsoma e no complexo de Golgi.

0 aumento de uma enzima com preferéncia para a hidrolise de
MetNA - talvez a propria metionina aminopeptidase - em tecido de cicatriza
¢ao, isto é em tecido de alta taxa de sintese protéica (M3kinen e Raekalio,
1968) €& uma evidéncia nao explorada pelos autores e compativel com o papel
fisiologico proposto para a MAP.

Outros estudos, usando inibidores especificos, seraoc contudo
necessarios para se comprovar diretamente qualquer fungac da MAP na  fase

de processamento da cadeia polipeptidica nascente,



. v

CONCLUSOES

| - Figado de rato contém uma aminopeptidase verdadeira, a
metionina aminopeptidase (MAP) que tem alta especificidade para a hidroli-
se da |igagaoc envolvendo a carboxila de residuos de metionina que possuam

o grupo amina livre,

2 - No figado de rato a MAP localiza-se nas fragoes mitocdn-

dria pesada, mitocondria leve & microsoma.

3 - Cromatografia de troca ionica separa a MAP inequivocamen

te de outras arilamidases também presentes nestas organelas.

4L - A MAP € uma enzima ligada a membrana microsomal e mito-
condrial e sua atividade catalitica depende de grupo -SH livre. Estas duas
propriedades parecem importantes na determinagao do alto grau de instabili

dade que a enzima parcialmente purificada apresenta.

5 = A MAP pode ser removida da membrana com Triton X-100, mas

nao por detergentes anidnicos que a inativam.

6 - A MAP apresenta propriedades que a distingue das demais

aminopeptidases descritas.
7 - A MAP & capaz de converter MLBK em BK.

8 - A liberagao de metionina por agao da MAP sobre peptideos
nascentes de hemoglobina, se confirmada em outros modelos experimentais, po

dera vir a reservar-lhe um papel importante na biossintese de proteinas.



PERSPELCTILVAS

As evidencias que sugerem a participagao da metionina amino
peptidase no mecanismo de sintese de proteinas indicam alguns caminhos pa-
ra a continuagao do estudo dessa nova enzima e de seu possivel pepel meta-
bolico.

Seria desejavel gue os esforgos visando a obtengao da MAP em
forma estavel e homogénea prosseguissem para que suas propriedades molecu-
lares fossem estabelecidas. Entre estas propriedades a forma pela qual a
enzima se liga a membrana parece ser uma das mais importantes. Para tal €
necessario a fragmentagao controlada da molécula por meio de proteases de
modo a serem obtidos poucos peptideos. A analise destes fragmentos wviria
estabelecer a val idade da hipotese que divide a enzima em duas regides: uma
hidrofobica e responsavel por sua ligagao a membrana e outra hidrofflica,
provaveimente protuberante, que contém a regiao do sftio catalltico.

Os estudos do comportamento da enzima frente ao EDTA em fun-
¢ao da temperatura e também o uso de outros guelantes poderia esclarecer
definitivamente se a metionina aminopeptidase (como outras aminopeptida
ses) contém como cofator um cition fortemente ligado, ou entdo se ela nao
e uma metalo-enzima.

Para estabelecer a participagao da metionina aminopeptidase
na sintese protéica esta hipotese deve ser submetida a novos testes. Um

deles seria a verificagao de que a MAP & capaz de remover a metionina
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N-terminal de peptideos nascentes de outras proteinas alem da hemoglobina.
Se bem que sistemas tao simples como o da sintese de proteina em reticulo-
citos nao sejam facilmente disponiveis. Uma forma de contornar esta situa-
gao seria por meio de técnicas de sintese em sistemas livres de celulas
com mRNA especifico para diversas proteinas. 0 sistema hemoglobina, entre-
tanto, ainda nao fol esgotado. Dada a pouca quantidade de peptideos nascen
tes gue se obtém com este modelo, o emprego de peptideos sintéticos de va-
rios tamanhos e com a sequéncia N-terminal da hemoglobina poderia ser uti-
lizade vantajosamente como substrato. Desta maneira poderia ficar estabele
cido, por exemplo, em que etapa da elongagao a metionina iniciadora da ca-

deia polipeptidica € removida.
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