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ABREVIATURAS

ADP - adenosina 5'-difosfato
AMP - adenosina 5'-monofosfato
ATP - adenosina 5'-trifosfato
DNA - ácido desoxirribonucleico
DNase
DNFB
DOC
GMPPCP
GTP
GTPase
NADPH

PCA
PEP

poli U
POPOP
PPO
RNA
mRNA
rRNA
tRNA
RNase
TCA
Tris

- desoxirribonuclease
- 2,4 dinitrofluorbenzeno
- desoxicolato de sódio
- 5'-guanilil-metileno-difosfonato
- guanosina 5'-trifosfato
- guanosina trifosfatase
- nicotinamida adenina dinucleotídio fosfato

(forma reduzida)
- ácido perclórico
- ácido fosfoenolpirúvico
- ácido poliuridílico
- 1,4-bis-2(4-metil-5-feniloxazolil) benzeno
- 2,5-difeniloxazol
- ácido ribonucleico

ácido ribonucleico mensageiro
- ácido ribonucleico ribosômico
- ácido ribonucleico de transferência
- ribonuclease
- ácido tricloroacético
- tris (hidroximetil) aminometano



INTRODUÇÃO

Quando SANGER apresentou os primeiros re-
sultados do estudo sobre a sequência de aminoácidos
constituintes da insulina (SANGER, 1950), foram descarta­
das as hipóteses de serem as prote!nas simples repeti­
ções de certas sequências de aminoácidos, sintetizadas
por um processo inverso. ao da proteólise (BERGMANN,1942).
Deveria, portanto, existir um conjunto de enzimas espe­
c!ficas para a formação da cadeia polipept!dica, dife­
rentes daquelas utilizadas em sua degradação (LOFTFIELD,
GROVER & STEPHENSON, 1953).

Como os modelos propostos até então
(LIPMANN, 1949) não previam a alta especificidade de
ordenação dos aminoácidos verific.ada para a insulina ~

passou-se à tentativa de obter um sistema sub-celular c~

paZ' de promover, "in vitro", a incorporação de aminoáci­
dos em prote!nas.

Os primeiros resultados foram obtidos com
a utilização de homogenatostotais de tecidOS, incuba­
dos com aminoácidos radioati.vos (WINNIÓK, FRIEDBERG &
GREENBERG, 1948; BORSOOK, DEASY, HAAGEN-SMIT, KEIGHLEY
& LOWY, 1949 e 1949a; ZAMECNIK, 1953).

Por outro lado, as tentativas de locali­
zar a sede celular da s!ntese proteica, por meio da ad­
ministração "in vivo" de precursores radioativos, indi­
cavam que.a fração denominada microsoma (CLAUDE, 1943)
era a mais ativa nesse processo (HULTIN, 1950; BORSOOK,
DEASY, HAAGEN-SMIT, KEIGHLEY & LOWY, 1950a; KELLER ,
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1951). Posteriormente, os microsomas foram identificados
como fragmentos de ergastoplasma (PALADE & SIEKEVITZ ,
1956 e 1956a),descrito anteriormente (SJOSTRAND & HANZON,
1954; PORTER, 1955; PALADE , 1955).

Quando o microsoma era fracionado com DOC,
, ..... d .'.d d 014 . 1apos a lnJeçao e amlnoaCl os marca os com no anlma ,

a radioatividade era preferencialmente encontrada na por­
ção solúvel (LI TTLEFIELD, KELLER, GROSS & ZAMEONIK,
1955), constituída por grânulos citoplasmáticos de cons­
tituição ribonucleoproteica, reconhecidos como sendo aqu~

les descritos por PALADE (1955) e que foram chamados de
ribosomas (ROBERTS, 1958).

Localizada a sede da síntese proteica, a
melhor compreensão de seu mecanismo só poderia ser alcan­
çada pela reconstituição do processo "in vitro", o que
permitiria a análise dos seus componentes ativos e das
possíveis variáveis que nele interferem.

Foram feitas algumas tentativas de fraci2
namento do homogenato de tecidos (BORSOOK, DEASY,HAAGEN­
SMIT, KEIGHLEY & LOWY, 1950), até que se pudesse chegar
a um sistema onde se utilizassem frações celulares mais
ou menos purificadas, como promotoras da incorporação de
aminoácidos "in vitro" (SIEKEVITZ & ZAMECNIK, 1951;
SIEKEVITZ, 1952).

N atividade das frações celulares está
na dependência direta do processo adotado para o rompi ­
mento da estrutura histológica. Quando se estabeleceram
técnicas adequadas para a homogenização do tecido (BUOHER,
1953), foi possível obter um sistema que apresentava um
nível de incorporação muito mais alto que os anteriores
e fornecia resultados reprodutíveis (ZAMECNIK, 1953) •
Verificou-se que, nessas condições, a incorporação de
aminoácidos dependia da adição de ATP e de um sistema r~

generador de ATP ao meio de incubação (ZAMECNIK &
KELLER, 1954) o
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o sistema sub~celular assim constituído
era formado de duas frações: o microsoma e uma porção
solúvel, termolábil e não dialisável. O componente so­
lúvel continha as enzimas capazes de catalisar a ati­
vação específica dos aminoácidos (HOAGLAND, 1955).Quan­
do a fração solúvel era substituída pelo seu componen­
te precipitável a pH 5,2 - a chamada "enzima pH 5" - o
sistema perdia a atividade, que podia, no entanto, ser
restabelecida, se fosse adicionado GTP à mistura de in­
cubação (HOAGLAND, KELLER & ZAMECNIK,' 1956). Mais tar­
de, foi demonstrado que a enzima pH 5 continha um tipo
de RNA, chamado RNA de t~ansferência ou tRNA, ao' qua~

o aminoácido se ligaria, antes de ser transferido para
a proteína do microsoma (OGATA & NOHARA,1957; HOLLEY ,
1957; HOAGLAND, STEPHENSON, SCOTT, HECHT & ZAMECNIK ,
1958). A enzima pH 5 passou a ser habitualmente empre ­
gada em estudos de incorporação de aminoácidos "in vi­
tro" , embora tenha sido demonstrado ser possível a sua
substituição por uma solução de aminoacil-tRNA
(ZAMECNIK, STEPHENSON & HECHT, 1958).

A integridade microsômica também não
era indispensável à s!ntese, pois um dos componentes de~

sa fração, os ribosomas, demonstraram grande atividade
sintética "in vitro" (LITTLEFIELD, KELLER, GROSS &
ZAMECNIK, 1955 ; ZAMECNIK, KELLER, LITTLEFIELD &
HOAGLAND, 1956).

Estava assim, basicamente caracterizado
o sistema, atualmente clássico, de s!ntese proteica "in
vitro".

A partir da constituição básica do meio
de incubação necessário para a s!ntese proteica "in vi­
tro", foram estabelecidos outros sistemas, utilizando
variações de composição, segundo a necessidade da in­
vestigação pretendida. Descreveram-se inúmeros sistemas
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acelulares, contendo como entidades promotoras da sínte­
se proteica: mitocôndrias de levedo (W1NTERSBERGER ,
1965; CLARK-WALKER & LINNANE, 1966), mitocôndrias de ma­
mífero (COLL1, 1966), núcleos vegetais (BIRNSTIEL ,
CH1PCHASE & HAYES, 1962) e animais (ALLFREY, 1963), sub­
frações nucleares (ZIMMERMJ.JJ, HACKNEY, NELSON & ARIAS,
1969; McCARTY, PARSONS, CARTER & LASZLO, 1966), riboso­
mas nucleares (FRENSTER, ALLFREY & MIRSKY, 1961; WANG,
1961), nucléolos vegetais (BIRNSTIEL & HYDE, 1963) e
animais (REES, ROWLAND & VARCOE, 1963) e cloroplastos
(STEPHENSON, THIMANN & Z'AMECNIK, .1956).

Grande parte do conhecimento atual sobre
o mecanismo de biossíntese proteica foi originado pela
enorme quantidade de trabalhos realizados com microrga ­
nismos depois de ter sido obtido o primeiro sistema sub-

o , ocelular de Escherichia~ capaz de incorporar am~noac~

dos "in vitro" (LAMBORG & ~:AMECNIK, 1960).

N contribuição que os estudos com partí ­
cuIas isoladas têm fornecido ao conhecimento dos mecani,ê,
mos biossintéticos é, sem dúvida, excepcional. Apesar
disso, pode-se discutir em que medida essa técnica re­
flete o processo fisiológico de síntese proteica.

Os sistemas acelulares apresentam apenas
cerca de 1% ou 0,1% da capacidade sintética de uma célu­
la integra (HENDLER, 1957; TISSltRES, SCHLESSINGER &
GROSS, 1960). Pode ocorrer,portanto, que as proprieda ­
des examinadas "in vitro" não sejam totalmente represen­
tativas da atividade da célula intacta.

Nos sistemas acelulares, o aminoácido ra­
dioativo, cuja incorporação é sempre o parâmetro da ca­
pacidade sintética, tem acesso direto i partícula promo­
tora da síntese, acarretando um aparecimento de proteí­
na marcada, cuja concentração cresce linearmente com o
tempo. Tal não parece ser a situação "in vivo", onde
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existe um "pool" de; aminoácidos, do qual o marcador deve
obrigatoriamente participar, antes de alcançar a maquiná­
ria enzímica de síntese. Essa condição foi verificada t~

to para mamífero (KIPNIS, REISS & HELMREICH, 1961) quan-
to para levedo (HALVORSON & COHEN, 1958) e bactéria
(COWIE & McCLURE, 1959). Uma ve~ que a habilidade de ati­
vação de aminoácidos por um tecido não reflete a composi­
ção em aminoácidos das proteínas por ele sintetizadas, P2
de-se admitir a existência de um controle ao nível do
acesso do aminoá~ido ao local de sua utilização para sín­
tese (HENDLER, 1962).

Realmente, os estudos que pretendam repro­
duzir mais fielmente a atuação fisiológica dos ribosomas,
por exemplo, quanto ao processo biossintético, devem le­
var em consideração a íntima associação verificada "in
vivo", entre essas organe1as e as membranas lipoproteicas
do retículo endoplasmático.

Trabalhos de microscopia eletrônica fei­
tos em fígado e pâncreas de rato demonstraram que, nesses
tecidos, podem ser observados ribosomas em duas situa­
ções diferentes: associados a membranas lipoproteicas ou
livres, formando pequenos aglomerados (PALADE &
SIEKEVITZ, 1956 e 1956a) presumivelmente ligados por
RNA mensageiro (BARONDES & NlREMBERG, 1962),constituindo
o agregado chamado polirribosoma ou polisoma (WARNER
KNOPF & RICH, 1963). Essas duas populações de ribosomas
constituem dois compartimentos celulares diferentes.

As preparações de ribosomas, quando tes­
tadas "in vitro", nas condições necessárias à síntese de
proteínas, algumas vezes mostram-se inativas. Tal é o
caso de preparações de ribosomas de fígado de rato que
são virtualmente inertes na incorporação de fenilalanina.
Essa inatividade não indica uma deficiência da partícula,
mas é devida somente à ausência de RNA mensageiro, pois
esses ribosomas atingem n!veis altos de incorporação
na presença de poli U (HENSHAW, BOJARSKI & HIATT, 1963).
Realmente, as partículas com pequena atividade endógena
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respondem sempre à adição do mensageiro externo (GROS
et alli, 1961; BRENNER, JACOB & MESELSON, 1961
ARNSTEIN, COX & HUNT, 1962).

Portanto, a atividade apresentada-preparnçao "in vitro" e a capacidade de resposta
adição de poli U são, respectivamente, funções
e inversa do conteúdo de RNA endógeno carregado
part!culas durante o seu processo de isolamento
RINI & BREUER, 1965).

Em células desprovidas de ret!culo endo­
plasmático, como os reticulócitos, o trabalho sintéti ­
co é cumprido por polisomas isolados, como ficou de­
monstrado para a fabricação de uma proteína específica,
a hemoglobina (WARNER, RICH & HALL, 1962).

Os compartimentos celulares constituídos
por ribosomas livres e ribosomas associados à membrana
do ret!culo endoplasmático não são inteiramente inde-
pendentes, havendo um equilíbrio dinâmico entre as
duaa situações em que podem ser encontradas as part;ícu­
10.0 ribonucleoproteicas (MANGANIELLO & PHILLIPS, 1965).
Sendo assim, não haver~ diferença constitutiva entre as
membranas do retículo rugoso (às quais encontram-se a­
gregados os ribo~omas) e do retículo liso (carentes da­
quela part!cula), tratando-se, apenas, de dois estados
funcionais da mesma entidade. Apoiando essa idéia,exis­
tem numerosos dados experimentais que indicam a unifor­
midade estrutural das membranas componentes do ret!cu ­
lo endoplasmático (HINNAN & PHILLIPS, 1970).

Sabe-se, entretanto, que a atividade fi­
siológica dos ribosomas pode estar na dependência de
sua ligação ao componente de membrana do ret!culo. ~

capacidade sintética relacionada à produção de uma pro­
terna especIfica, pode ser encontrada como uma particu­
laridade de um dos tipos de ribosomas. Por exemplo. os
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ribosomas associadoS de fígado de rato parecem ter a ca­
pacidade de sintetizar pro~eína sérica (GANOZA &
\VI LLllr~S, 1969), identi.ficada como albumina (TAKAGI ~

OGATA, 1968; TAKAGI, TANAKA & OGATA, 1970), enquanto que
ribosomas livres não exibem essa atividade. For outro
lad&, a srntese de ferritina está ligada à atividade de
ribosomas livres (HICKS, DRYSDALE & MUNRO,1969; REDMAN ,
1~69) •

Ainda que algumas proteínas, como NADPH­
citocromo c redutase, possam ser produzidas em mais do
que um compartimento celular (RAGNOTTI, LAWFORD &
CAMPBELL, 1~b9), isto talvez possa ser explicado pela
hipótese que prevê a existência de iso-enzimas, natura!
mente codificadas por diferentes mRNAs, como verifica
do para o caso da catalase (TAKAGI, TANAKA & OGATA
1970) •

A essas indicações de diferenças funcio­
nais entre as duas classes de ribosomas, soma-se a sen-

, .
sibiliQade diferencial que apresentam frente a varlOS
inibidores de síntese proteica, mostrando-se sempre'uma
diminuição mais severa no processo sintético dos ribo­
somas associados (GLAZER & 8ARTORELLI, 1972).

A identificação de proteínas diferentes
feitas em compartimentos diversos e a verificação de
seu destino metabólico, levou à hipótese de que os ri­
bosomas associados estariam relacionados com a produ-

_ , N

ça,o àe protelnas de exportaçao, enquanto que os livres
sintetizariam proteínas de consumo interno pela célula
produtora (HICKS, DRYSDALE & MUNRO, 1969).

Ainda que confirmada, essa proposição d~

ve apr~sentar exceções, pois mesmo em tecidos não se­
cretores, como o tecido nervoso de cérebro, há riboso
mas associados que sintetizam proteínas ativamente
(ANDREWS'& TA TA , 1968; WJRTHY, 1972).
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Também em organismos bacterianos, onde não
existe um retículo endoplasmático diferenciado, as membra­
nas, representadas unicamente pela membrana plasmática t

continuam exercendo papel importante no processo de sínte­
se proteica (BUTLER, CRATHORN & HUNTER, 1958; HALLBERG &
HAUGE, 1965). De fato, em tais células, os ribosomas ten-
dem a justapor-se à superffcie interna das membranas
(HENDLER, BANFIELD, TANI & KUFF, 1964), constituindo po­
lirribosomas associados (SCHLESSINGER, 1963). Embora pos­
sam ser encontrados também po1isomas livres, os associados
constituem a fração mais ati.va na incorporação de aminoá ­
cidos (HENDLER & TANI, 1964). Essa diferença de atividade
acentua-se quando a medida da captaçao do precursor radio­
ativo é feita em tempos curtos. Nessas condições, obtém­
se resultados indicando que o local inicial da sfntese pr~

teica restringe-se aos polirribosomas associados ( HAUGE &
IIAINORSON, 1962).

Um fator possível de resultados artificiais
nessas investigações parece ser o método usado no rompi ­
mento do tecido ou células em estudo. Quanto menos drás ­
ticas são as operações realizadas no rompimento das célu­
las e na manipulação das partículas, maior parece ser a
capacidade sintética dos ribosomas associados, em rela­
ção aos livres (TANI & HENDI~R, 1964).

Todos esses resultados levantam a ques-
tão de como seriam "programados" os po1isomas que se li­
gariam à membrana para fazer protefnas de exportação, en­
quanto os outros permanecem livres. Ora, a informação pa­
ra o tipo de protefna a ser sintetizada está contida no
mRNA. Portanto, a situação livre ou associada do po1iso -
ma também é determinada pelo mRNA. Podemos prever que
essa determinação seja cumprida de uma entre duas manei -
rase

Ou os po1isomas formados no citoplasma (e
que contem um mRNA para protefnas de exportação) podem re-
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conhecer pontos de ligação às membranas que outros poliso­
mas não identificam ou o próprio mRNA está ligado à mem­
brana (REDMAN, 1969).

A presença de RNA na membrana do retículo
endoplasmático foi sugerida a partir das primeiras tenta
tivas de caracterização desse componente celular (CHAUVEAU,
MOUL~ & ROUILLER, 1957; REID & STEVENS, 1958). As contro ­
vérsias posteriores, em relação à existência dessa espé­
cie de RNN, parecem ter sido causadas pelos métodos empre­
gados na sua extração. As técnicas clássicas de isolamen­
to de RNA de tecidos ou frações celulares propõem uma ex­
tração preliminar, a frio, de compostos solúveis em ~ci­

dos diluídos, seguida pela solubilização de lipídios em
solventes orgânicos. A partir do resíduo insolúvel, faz-se
a dosagem do RNA (SCHMIDT & THANNHAUSER, 1945; SCHNEIDER,
1945). Essa método, entretanto, parece fornecer um rendi ­
mento insatisfatório, pois vários autores descrevem uma
solubilizaçao parcial de RNA no solvente orgânico acidifi­
cado (VENKATARAMAN & LOWE, 1959; VENKATARAMAN , 1960 ;
HALLINAN, FLECK & MUNRO, 1963; STEELE, OK.AMURA & BUSCH ,
1964) e é, talvez 'por essa razão,que a procura de RNA em
membranas teve, algumas vezes, resultados negativos
(SHAPOT & DAVIDOVK, 1971).

Pela adoção de métodos mais apropriados, a
presença de RNA em membranas está, hoje, bem documentada,
tanto para células de mamíferos (SACHS, 1958; GOSWAMI,
BARR & MUNRO, 1962; SHAPOT & PITOT, 1966; RODIONOVA &
SHAPOT, 1966;, GARDNER& HOAGLAND, 1968';' TULEGENOVN ,
RODIONOVA & SHAPOT, 1968) como para células bacterianas ,
onde pode-se encontrar uma fração intimamente associada à
membrana plasmática (VENNES & GERHARDT, 1956, WEIBULL &
BERGSTRÕM, 1958; GODSON, HUNTER & BUTLER, 1961; ABRAMS &
McNAMARA, 1962). H~ também evidências da presença de RNA
em membranas nucleares (KASHNIG & KASPER, 1969).

Os estudos de caracterização do RNA de mem-
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brana mostram que se trata de uma fração especial, não
encontrável em outros compartimentos celulares ( GARDNER
& HOAGLAND, 1968) e diferente, portanto, de RNA ribosômi­
co ou,RNA transportador (TULEGENOVA, RODIONOVA & SHAPOT ,
1968). A hipótese de uma possível contaminação da fração'
de membrana por,rRNA é afastada pela verificação da exis­
tência de RNA em membranas do retículo liso (SHAPOT &
PITOT, 1966) e pela insensibilidade que esse particular
RNA apresenta, à ação de RNase (SHAPOT & PITOT, 1966; lTO
& SATO, 1968). Além disso, por centrifugação em gra~ien ­
te de sacarose, o RNA de membrana resolve-se em três pi­
cos, nenhum dos quais se superpõe aos de rRNA usado como
marcador (SHAPOT & DAVIDOVA, 1971).

A atividade biológica do RNA de membrana
nao está esclarecida. Algumas tentativas de isolamento de
mRNA de microrganismos forneceram indicações de que uma
fração desse RNA é encontrado em íntima associação ~om a
membrana plasmática de células em fase de crescimento
(YUDKIN: & DAVIS, 1965) ou de esporos (ARONSON, 1965).
Essa RNA apresenta também intensa atividade metabólica, a
julgar pela atividade específica que apresenta quando é
isolado de uma cultura bacteriana, à qual foi dado 1m

pulso de precursor radioativo (SUIT, 1962; SUIT, 1963;
ABRAMS" NIELSEN & THAEMERT, 1964). Em. cé lulas de mamífe ­
ro, o RNA de membrana, associado ao retículo endoplasmá ­
tico, também caracteriza-se por ser rapidamente marcado
(PETROVIÓ, BEÓAREVIÓ & PETROVIÓ, 1965). E, tanto em pro­
cariotos quanto em eucariotos, a proporção das bases con~

tituintes dessa espécie de RNA assemelha-se à proporção
das bases do DNA (SUIT, 1963; YUDKIN '& DAVIS, 1965;
PETROVIÓ, BEÓAREVIÓ & PETROVIÓ, 1965).

Em. todos os casos estudados, há sempre a
indicação da grande estabilidade obtida pela associação
do RNA a membranas lipoproteicas mas não se tem ainda da­
dos suficientes para verificar se esta estabilidade é de­
vida aos mesmos fatores que mantém estáveis os mRNAs com­
ponentes de polisomas associados ao retículo endoplasmá ­
tico (WILSON, HILL & HOAGLAND, 1967).



15

Uma indicação mais significativa da ativida­
de biológic~ dessa fração de RNA foi obtida pelo estudo de
sua influência sobre um sistema acelular de síntese protei­
ca. Em condições adequadas à síntese "in vitro", a adição
de RNA de membrana provoca uma estimulação de até 100% na
capacidade de incorporação de aminoácidos radioativos por
uma preparação de ribosomas (KING & FITSCHEN, 1968) ou de
microsomas (BRENTANI, BRENTANI, BOUQUET & RAW, 1968).

t importante notar que uma preparação de mi­
crosomas conserva a capacidade de incorporação de aminoáci­
dos, mesmo na ausência de enzima pH 5 (RAPPOPORT & MURTHY ,
1964), constituindo esse fato uma clara indicação da exis ­
tência de enzimas de ativação do aminoácido intimamente /
associadas a membranas do retículo. A presença de aminoaci1
sintetases em membranas é fortemente sugerida também pelo
fato de ser a fração rica em membranas a única, das fra-
ções obtidas após o rompimento da estrutura celular, capaz
de promover a ativação dos 2+ aminoácidos normalmente,cons­
tituintes das proteínas (McCORQUODALE & ZILLIG, 1959). A
ativação de aminoácidos por membranas parece ser, de fato,
um fenômeno natural tanto em procariotos (HUNTER, BROOKES ,
CRAmORN & BUTLER, 1959; ROBERTS, BENSCH & CARTER, 1964;
BUBELA & HOLDSWORTH, 1966) quando em eucariotos (RAPPOPORT
& MURTHY, 1964; NORTON, KEY & SCHOLES, 1965).

Pelos dados apresentados e pelas hipóteses
propostas pelos autores que 'têm trabalhado nesse campo,tor­
na-se claro que todas as investigações até aqui realizadas
realçam enfaticamente a importância de membranas, sob o
aspecto qualitativo ou quantitativo na produção de prote{­
nas pela célula viva.

Partindo desse enfoque e tendo em vista a
constatação da existência de um RNA particular asso~iado a
membranas, a sugestão de sua função como mensageiro, a ca­
pacidade de ativação de aminoácidos que a membrana parece
ter e as sugestões da eapacidade sintética desta fração iso...
lada (GALE & FOLKES, 1955; BUTLER, CRATHORN & HUNTER,1958 ;
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WACHSMANN, FUKUHARA & NISMAN, 1960; HALLINAN & MUNRO .,
1965), o objetivo destetrabà1ho foi verificar a capac!
dade de incorporação de aminoácidos por uma fração pu­
rificada de membranas derivadas do retfculo endoplasmá­
ticode ffgado de rato.



REAGENTES

L-leucina, L-fenilalanina (uniformemente
marcadas com C14) e L-glicina, L-prolina e L-lisina (uni­
formemente marcadas com H3) e apresentando atividade es-
pecífica de 175 mC/mM foram fornecidas por Schwarz
BioResearch.

Proteínas hidrolisadas de levedo
marcação uniforme por C14) também fornecidas por
BioResearch.

( com
Schwarz

L-leucina, L-fenilalanina, L-prolina,ATP,
GTP, albumina, piruvato quinase tipo 11, DNase, lipase}
I, lecitinase A, pronase e tripsina foram adquiridos de
Sigma Chem. Corpo

Ribonuclease e a~amilase foram
das de Worthington Biochemical Corpo

obti-

Fosfato decreatina e creatin~fosfoquina­

se foram adquiridos de C.F. Boehringer & Soebne.

GMPPCP. foi proveniente de
Laboratories, Inc.

Miles

Ácido fusídico e anisomicina foram forne­
cidos por Cancer Chemotherapy National Service Center.

DOC foi proveniente de Merck (Darmstadt).

'. Inst. Co.
PFO e POPOP foram obtidos de Packard

Os demais reagentes empregados foram to-
d ' '1"os pro-ana 1.se.

Os solventes 'orgânicos e a água utiliza­
da no preparo de soluções foram bidestiladas no laborat2"
rio.



MATERIAIS E MtTODOS

1. Animais

Foram utilizados ratos da raça Wistar, de
ambos os sexos, fornecidos pelo biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de são Paulo. O peso médio dos
animais era de 200 gramas.

2. Preparação de Membranas

Os animais eram sacrificados por con-
cussão cerebral e os fígados rapidamente removidos, co-
locados em um banho de gelo e picados com tesoura de
pontas finas. Todas as operações subsequentes eram efe­
tuadas entre O e 4"oC. Os f!gados eram homogeinizados /
com 5 volumes de sacarose 0,25 M com o auxílio de um ho­
mogeinizador tipo Potter, equipado com pistilo de te­
f10n, adaptado a um motor elétrico de baixa rotação. No
momento da homogeinização, não se faziam mais do que 5
movimentos com o copo do homogeinizador. A suspensão
assim obtida era centrifugada por 10 minutos a
10.000 x g em uma centrífuga Sorva1l RC-2B e o preC1p1 ­
tado, desprezado. A porção superior do sobrenadante, co~

tendo uma camada gordurosa era retirada por meio de uma
pipeta de Pasteur adaptada a uma trompa de vácuo e tam­
bém descartada. O restante do sobrenadante era transfe -

I

rido do tubo de centrífuga para um béquer, depois de
ter sido medido o seu volume. A este sobrenadante era
adicionado o volume conveniente de uma solução de deso­
xilato de sódio (DOC) 2,6% - recém preparada por disso ­
lução do sal em sacarose 0,25 M.- de modo a obter-se co~

centração final de 0,26% em DOC. A adição era feita va­
garosamente e sob agitação contínua. A suspensão assim
obtida era, a seguir, centrifugada em rotor 50 Ti, a
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105.000 x g, por 120 minutos na centrífuga Spinco, mode­
lo L. Obtinha-se, após a centrifugação, um precipitado
compacto (fração p) recoberto por uma camada gelatinosa
(fração Mb) e um sobrenadante de aspecto homogêneo, cu­
ja porção superior era constituída por uma camada flu­
tuante de lipídios. Novamente com auxílio de urna pipe­
ta de Pasteur acoplada a uma bomba de vácuo, o sobrena ­
dante era retirado e a camada gelatinosa, cuidadosamen •
te decantada, de modo a não arrastar parte da fração P.

Esta operação era facilitada pelo fato,já
mencionado~ de ser a fração P bastante compacta e aderi-

, -da as paredes do tubo, enquanto a fraçao Mb apresentava-
se pouco agregada e pouco aderida à primeira. Como medi­
da de precaução, retiravam-se apenas os 2/3 superiores
da camada gelatinosa. Esta porção era homogeinizada em
homogeinizador manual, tipo Potter, em meio A (Tris-
nel 0,03 M, pH 7,4 com MgC12 5 mM, KCl 80 mlVI e NaCl
50 mM), adicionado até restabelecer o volume do sobrena­
Jante original~ a partir do qual se obteve a fração Mb.
Esta suspensão era novamente centrifugada no rotor 50
l'i, por 90 minutos~ a 105 .. 000 x g na centrífuga Spinco,
modelo L e dava origem a um sobrenadante que era despre­
zado e a um precipitado constituído por membranas. Es­
te precipitado era suspenso em meio B (Tris-HCl 0,045 M,
pH 7,5 com MgCI2 7,5 mM, KCl 120 mM e NaCl 75 mM) em vo­
lume correspondénte à concentração. desejada para os di­
ferentes testes a serem realizados.

O método de preparação adotado é uma mo­
dificação do procedimento descrito por ERNSTER,SIEKEVITZ
& PALADE (1962).

3. Yreparação de Microsoma.s

A homogeinização dos fígados era feita
nas mesmas condições descritas para o preparo de membra­
nas. O homogenato era centrifugado a 10.000 x g em uma
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centrífuga Sorvall RC-2B por 10 minutos. O sobrenadante
obtido (desprezando-se o ter~o superior, constituído
por uma camada gordurosa) era centrifugado no rotor
50 Ti, por 60 minutos, a 105.000 x g em uma centrífuga
Spinco, modelo L. O precipitado formado constituía a
fração de microsomas, que era suspensa em meio B, em
volume conveniente para obter-se a concentração deseja ­
da.

, . , "A tecn1ca adotada e baseada tambem no me-
todo de ERNSTER, SIEKEVITZ & PALADE (1962).

4. Preparação de Ribosomas

O procedimento inicial era análogo ao
adotado para o preparo de membranas e microsomas. O so-
brenadante resultante da centrifugação a 10.000 x g
era tratado com solução de DOC a 5%, de volume convenieg
te para obter-se a concentração final igual a 0,5%. A
suspensão assim obtida era centrifugada por 120 minutos
no rotor 50 Ti, a 105.000 x g em centrífuga Spinco, mo­
delo L. O precipitado era suspenso manualmente em meio
A, em um volume igual ao do sobrenadante de 10.000 x g
e a seguir novamente centrifugado por 90 minutos, em
condições semelhantes às anteriores. O precipitado obti­
do era,então suspenso em meio B, para a concentração de­
sejada.

ni (1969).
Esta foi a técnica adotada

5. Preparação de enzima pH 5

por Brenta-

A homogeinização dos fígados era feita
nas mesmas condições descritas para o preparo de me~bra­

nas. O homogenato era centrifugado em uma centrífuga
Sorvall RC-2B por 10 minutos. O sobrenadante obtido era
então centrifugado no rotor 50 Ti, por 60 minutos, a
105.000 x g, em uma centrífuga Spinco, modelo"L. O pre­
cipitad.o era desprezado e o sobrenadante, levado a
pH 5,2 por adição lenta e sob agitação de ácido acético
1 N. Nessa acidificação formava-se um precipitado, re-
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colhido centrifugando-se a suspensão a 5.000 x g em
Sorvall.RC-2B por 10 minutos. O sobrenadante era des­
prezado. O precipitado constitui a chamada "enzima
pH 5", que antes de ser utilizada, era suspensa em so­
lução de sacarose 0,25 M, de modo a obter-se a concen­
tração desejada. O método adotado é, com pequenas al­
terações, o descrito por KELLER & ZAMECNIK (1956).

6. Condições de incorporação

Vara os estudos de incorporação de ami­
noácidos marcados, "in vitro", a fração de membranas ,
salvo especificação em contrário, era suspensa em meio
B e incubadas em volume final de 1 ml a 370 o, em um
1:él:Jho tipo Dubnoff, com agitação constante. A composi­
ção do meio de incubação variava de acordo com o tipo
de investigação pretendida. Quando o teste a ser reali­
zado não se referia a nenhum dos componentes da mistu­
ra (como no caso do efeito de temperatura, remoção de
aminoácidos terminais, etc.), o meio de incubação ti­
nha a seguinte composição, por ml: 3,75 umoles de Tris,
0,5 umoles de ATP, 6 umoles de Mg012 , 20 umoles de fos­
fato de creatina, 1 mg de creatinofosfoquinase, 31,25
umoles de sacarose, 12 umoles de KOl, 7,5 umoles de
NaCl, 1 mg de proteína e o aminoácido marcado, geral-o
mente leucina 014 , em quantidade equivalente a 0,1 uMol.
Muitas incorporações foram realizadas utilizando pro-
teínas hidrolisadas de levedo, marcadas também com
014 1 d . '. d Em ' ., em ugar e apenas um am1noaC1 o. var10S tes-
tes foram usados, como sistema regenerador de ATP t

1,5 mg de ácido fosfoenolpirúvico e 0,005 ml de sus-
pensão de piruvatoquinase, em lugar do conjunto fosfa­
to de creatina + creatinofosfoquinase.

Da mistura de incubação tomavam-se a in­
tervalos regulares, em geral de 5 minutos, alíquotas
de 0,12 ml, que eram pipetadas sobre discos de papel
Whatman 3M.
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7. Extração do produto para medida de ra­
dioatividade

As amostras retiradas do meio de incuba ­
ção eram recebidas sobre discos de papel Whatman 3M,pre­
sos a alfinetes de cabeça. Os discos eram expostos a
jato de ar quente por 30 segundos e a seguir, imersos
em uma solução de TOA 10%, contendo 0,2 %do isótopo não
radioativo do aminoácido marcado que havia sido utiliza­
do na mistura de incubação. Depois de um intervalo apro­
ximado de 12 horas, os filtros recebiam uma série de la­
vagens, seguindo a seguinte ordem:

a. TOA 5%, a ° 0 0 , por 15 minutos
b. TOA 5%, a 90 0 0 , por 30 minutos
c. TOA 5%, a O 0 0 , por 5 minutos
d. mistura álcool-éter (1:1, v/v), a 370 0

por 30 minutos
e. mistura álcool-éter (1:1, v/v), a tem­

peratura ambiente por 5 minutos
f. éter, a temperatura ambiente, por 15

minutos

Todas as lavagens eram feitas em volumes
de ácidos ou solventes orgânicos equivalentes a 3 rol
por filtro.

Este método foi descrito
NOVELLI (1961).

8. Medidas de radioatividade

a) Por cintilador

por MAN8 &

Os discos de papel, contendo as amostras
do meio de incubação, depois de terem sofrido as lava­
gens descritas, eram colocados em frascos de cintilação,

--;:-r-----
aos quais acrescentavam-se 5 ml de llquido de cintilação. .

(tolueno contendo 0,01% de POPOP e 0,4% de PPO). ° to-
lueno utilizado na Bolução era previamente resfriado a
-200 0 e filtrado em lã de vidro para remover a água
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contaminante. A radioatividade era medida em um cintila­
dor Beckman, cuj~ eficiência era aproximadamente de 60%
para H3 e 90% para C14•

b) Por contador de fluxo de gás

, ,
As amostras, dissolvidas em agua, eter

ou ácido fórmico, eram colocadas em placas de plástico e
levadas a uma estufa a 1500 C para secar. Algumas vezes,
a secagem era feita sob lâmpada. A radioatividade dessas
placas era medida em um contador Nuclear-Chicago, com
fluxo de gás.

9. Caracterização da fração de membranas

9.1 - Relação RNA/protelna

a) Dosagem de protelnas
, , -O conteudo em prote1nas das suspensoes

particuladas e de enzima pH 5 foi determinado pelo méto­
do de LOWRY, ROSEBROUGH, FARR & RANDALL (1951), utiliz~

do-se albumina bovina como padrão.

b) Dosagem de RNA

As dosagens de RNA foram feitas
todo de DISeRE & SCHWARZ (1955), utilizando-se
como padrão.

9.2 - Análise morfológica

,
pelo me-

ribose

Os precipitados de fração Mb foram reti­
rados dos tubos de centrlfuga e rapidamente mergulhados
em glutaraldeído 2,5% pH 7,2, contendo sacarose e manti­
dos gelados durante 2 horas. Após lavagem em salina-sa ­
carose, o material, reduzido a pequenos fragmentos, foi
colocado em solução de tetróxido de ósmio 1%, contendo,
sacarose, 'durante 30 minutos. Depois de lavado em agua
destilada, foi mergulhado em solução de acetato de urâ-
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nio 2% e mantido em geladeira durante 18 a 20 horas. O
material foi desidratado na série crescente de álcoois
(50,70-90-95-absoluto), mergulhado em óxido de propile­
no e incluído em araldite, segundo técnica de rotina em
microscopia eletrônica. Obtiveram-se cortes finos que
foram corados em citrato de chumbo e acetato de uranila
e observados em microscópio Zeiss, modelo EM 9 e fotogr!
fados com 20.000 e 40.000 aumentos.

9.3 - Ultracentrifugação analítica

Para a corrida na ·ultracentrífuga analít!
ca, a fração Mb foi suspensa em meio B sem conter Mg. A
essa suspensão foi adicionado DOC 13%, de modo a ob-
ter-se concentração final da solução igual a la mg para
proteína e 1,3% para DOC. Como controle, utilizou-se
uma suspensão da fração P, que recebeu idêntico tratamen­
to. As centrifugações foram realizadas em uma Ultracen­
trífuga analítica Beckman,.modelo E, no rotor An-D, a
19.160 rotações por minuto.

la. Controle de contaminação bacteriana

a) Incubação em meio contendo antibióti­
cos

A fração de membranas foi incubada, em
presença do aminoácido radioativo, no meio habitualmen ­
te utilizado acrescido de 150 U de penicilina por ml e
estreptomicina na proporção de 200 ug por ml.

b) Por plaqueamento

Em tempos diferentes, durante a incuba
ção, foram retirados 0,1 ml de amostra do meio de incu
bação e diluídos em 9,9 ml de água. Desta suspensão, fo­
ram retirados volumes de 0,1 m1 que foram plaqueados em
placas de agar-comum. Depois de 24 horas de incubação em.
estufa a 37 °C, foram contadas as colônias desenvolvidas.
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11. Características do produto

a) Remoção de aminoácidos N-terminais

Após permanecer por 30 minutos a 37 0 0 , a

mistura de incubação foi precipitada em POA 7,5% a ° 00
contendo 0,2% do isótopo não radioativo do aminoácido mar·
cado utilizado no meio de incubação. ° precipitado foi la·
vado com TOA 5% a frio, TOA 5% a 90 00 por 30 minutos,TOA
5% a frio, mistura álcool-éter (3:1, v/v) e éter. ° resi·
duo obtido foi seco em estufa a 40 00 por 12 horas. 10 mg
deste resíduo foram dissolvidos em KOH 1 N e o pH, ajusta,
do para 8,0 com H2S04 • A essa mistura, adicionaram-se 2 m:
de etanol, 100 mg de NaH00

3
e 0,1 ml de 2,4 dinitrofluor .

benzeno. A mistura permaneceu por 24 horas, no escuro, so'
agitação. Depois, foi precipitada com 0,5 ml de TOA 5~~ e
o precipitado, lavado em etanol, éter e seco em estufa a
40 0 0 • A seguir, foi dissolvido em 0,1 ml de ácido fórmi·
co e à solução acrescentaram-se 5 ml de HOl 6 N. A mist~

ra foi colocada em ampola de vidro, selada a vácuo, que
permaneceu a 105 °C, por 24 horas. ° hidrolisado foi di·

, ,',
IUldo com 5 ml de agua e extra1do 3 vezes com 10 ml de
éter. As fases aquosa e etérea foram concentradas sob lâm·
pada e finalmente secas em placas de plástico para conta·
gem de radioatividade.

Quando o volume da fase etérea estava re·
duzido a cerca de 0,5 ml, foi retirada uma amostra para
cromatografia em camada delgada. A cromatografia foi rea­
lizada em placa de vidro de 20x20 cm, recoberta com uma
camada de 0,25 mm de espessura de Silica Gel G. :B'oi aplic!
do nessa placa um volume de 30 uI. A cromatografia ascen .
dente foi desenvolvida usando-se como solvente, uma mistu­
ra de clorofórmio, metanol e ácido acético, na proporção
ele 95:5:1. ° tempo de desenvolvimento foi aproximadamente
de 40 minutos. As placas foram secas a temperatura ambien­
te e o cromatograma foi revelado por iluminação com luz
ultravioleta. ° método utilizado para a remoção ele amino ­
ácidos N-terminais é, basicamente, o descrito por SlJT rI'IE

(1962).



26

b') Remoção de aminoácidos C-terminais

Após permanecer por 30 minutos a 37 °C, a
mistura de incubação foi precipitada com PCA 7,5%, con­
tendo 0,2% do isótopo não radioativo do aminoácido mar­
cado utilizado na mistura de incubação. O precipitado foi
lavado com TCA 5% a O °c, TCA 5% a 90 °c por 30 minutos ,

% o . , , ( /) ,TCA 50
0 a O C, ml.stura a1cool-eter 3: 1, v v e eter •

10 mg do resíduo foram dissolvidos em 0,5 ml de ácido for
mico e 3,8 ml de anidrido acético. Metade do volume ob­
tido foi separado para contagem da radioatividade, ser­
vindo essa medida como controle da experiência.

À outra metade, foram adicionados 5 mg de
tiocianato de amônia e a solução foi colocada em estufa
a 54 °c por 5 horas, em tubo de Thunberg. Decorrido esse
tempo, o solvente foi evaporado sob vácuo, em presença de
pastilhas de KOH no ramo lateral do tubo de Thunberg. O
resíduo foi lavado com 5 ml de TCA 5%, dissolvido em 1,5
ml.de NaOH 1 N e aquecido a 50 °c por 5 minutos. Depois
dessa incubação, foram adicionados à solução 0,3 ml de
TCA 50% e 10 ml de TCA 5%. O precipitado formado foi la­
vado 2 vezes com 10 ml de acetona e uma vez com 10 ml de
éter. Depois de seco em estufa, foi dissolvido em ácido
fórmico, colocado em placas de plástico e novamente se­
co para contagem de radioatividade.

O método adotado é uma '. adaptação daquele
descrito por WALEY & WAT80N (1951). Foram retiradas amos­
tras do material tratado e não-tratado, para dosagem de
proteínas pelo método de WARBURG & CHRI8TIAN (1941).

c) Tratamento enzimático

Para o tratamento enzimático, foi feita
uma incorporação da maneira habitual, durante 30 minu -­
tos. A seguir, o volume incubado foi dividido por vá­
rios tubos, contendo cada um cerca de 2 mg de proteína.
A cada tubo foi adicionado um volume de DOC 0,5% de mo­
do a estabelecer concentração final de 0,1% e 500 ug de
determinada enzima. O volume final foi de 2 ml. A mis-
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tura foi incubada a 37 °c e após 80 minutos foram adicio­
nados a cada tubo 500 ug de albumina e 3 rol de TCA l~~.

O precipitado resultante foi filtrado em Millipore GSWP
02500, 0,22 um e a radioatividade dos filtros, determina­
da por contagem em cintilador.



RESULTADOS

. , . ,
A - Caracterlsticas da partlcula

1. Relação RNA/proteína

Tomando uma suspensão de fração Mb com
concentração de proteína igual a 12 mg/ml, o teor de RNA
encontrado foi de 1,4 mg/ml.

Esse resultado, que se refere à média de
4 dosagens, permite calcular a relação RNA/proteína co­
mo sendo igual a 0,11. Este valor é um pouco superior
ao encontrado por ERNSTER, SIEKEVITZ & PALADE (1962) ,

que obtiveram valores de 0,07 e 0,08 para a relação dis­
cutida.

2. Morfologia

Como mostra a Figura 1, a fração de Mb
é constituída por membranas que aparecem principalmente
como uma série de vesículas de diâmetros variados. Algu­
mas formações filamentosas, mais raras, podem ser origi­
nadas pelo rompimento das vesículas. As estruturas meno­
res e mais densas parecem- ser constituldas por vesícu ­
las muito pequenas, totalmente incluídas na espessura do
corte fotografado, pois apresentam um aspecto heterogê ­
neo quando observadas em maior aumento, como na Fig1ITa
2.

A fração Mb tem, assim,.um aspecto
bastante homogêneo quanto à sua composição morfológica
e a contaminação por outras organelascelulares, se exis

- te, é praticamente desprezível.
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FifJura 1 - Aspecto da fração Mb fotogra­
fada com 20.00 aumentos.

Figura 2 - Aspecto da fração Mb fotogra­
fada com 40.000 aumentos.
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b

Figura 3 - Aspecto da ultracentrifugação analíti­
ca da fração P tratada com DOC. As fo­

tografias foram tomadas 8 (3a) e 80 (3b) minutos
depois de atingida a velocidade de 19.160 rprn.

a b

Figura 4 - Aspecto da uI tracentrifuga.ção analíti­
ca da fração Mb tratada com DOC. As fo

tografiasforam tomadas 8 (4a) e 80 (4b) minutos
depois de atingida a velocidade de 19.160 rprn.
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3. Ultracentrifugação analítica

Quando se submete as frações Mb e F à
ultracentrifugaçio analítica, obtem-se os resultados re
presentados pelas Figuras 3 e 4.

Na Figura 3a vê-se o aspecto inicial da
centrifugação da fração P, tomado 8 minutos após ser
atingida a velocidade pré-estabelecida. Nota-se apenas
o aparecimento de um pico que ainda não "descolou" do
topo da célula da centrífuga. Após 80 minutos de corri­
da, o aspecto apresentado pelo sistema é o da Figura
3b, onde podem-se·notar vários picos, indicativos da
heterogeneidade da fração em estudo. As diferentes ban­
das de migraç~o correspondem a populações de ribosomas
liberados da associaç~o com as membranas pelo tratamen­
to com DOC e que se encontram aglutinados como tríme --

~ . ...ros, dlrneros ou apresentam-se lsolados, como monomeros.
Nota-se também a permanência de uma banda ainda no to­
po do tubo, provavelmente constituída pela porção solu­
bilizada de membranas. Essa suposição é reforçada pe­
los resultados da centrifugação da fração Mb, apresen -
tados através das Figuras 4a e 4b. Na fotografia 4a,
tomada após 8 minutos de centrifugação, o aspecto é
bastante semelhante ao da Figura 3a. A fotografia 4b
revela o aspecto da fração Mb após 80 minutos de corri­
da. Verifica-se que o material apresenta-se ainda per­
feitamente homogêneo, notando-se o mesmo componente na
parte superior da célula, sem o aparecimento dos pi-
cos característicos de ribosomas.

B - Características do processo de in­
corporaçao

1. Efeito do tempo

Na Figura 5 observa-se que a radioativi
dade incorporada na fração insolúvel em TCA a quente a~

menta com o tempo de incubaç~o.
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TEMPO (llIiIlUloa)

:so

.F'igura 5 - Membranas (7,8 mg) incubadas a 37 0 0 em meio
contendo 3,75 umo1es ele Tris, 0,5 umoles de

ATJ?, 6 u.mole~:> de MgC12 , 1,5 mg de PEP, 0,005 m1 de pi­
ruvato quinase, 31,25 umoles de sacarose, 12 umo1es de
KCl, 7,5 umo1es 'te NaCl, 1 mg de protelna de enzima
pH 5 e 0i05 ml de protelna hidrolisada de-levedo marca ­
da com C 4 córn atividade de 175.000 cpm/O,l ml, em volu­
me final ele 1 ml, com pH 7,4.

Para algumas preparações, obtinha-se uma
correlação linear entre a radioatividade e o tempo (ver
Figuras 11 e 15) mas a cinética,mais comumente observa ­
da é a representada na Figura 5. O nível de incorporação
obtido é também bastante variável e não foi posslvel uma
padronização deRse aspeoto. As diferentes preparações
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apresentavam sensíveis variações na capacidade de incor­
poração de aminoácido e, por isso, cada experiência for-
nece dados comparáveis somente aos outros obtidos no

mesmo ensaio. Deve-se notar, entretanto, que a diversi ­
dade apresentada pelas preparações refere-se tão somen­
te ao nível de radioatividade obtida, não incluindo so­
bre a proporcionalidade da resposta a todos OS' fatores
testados, que se manteve sempre constante.

cpm

300

D

3 6 10 15 20
TEMPO (minuto,)

25

Figura 6 - Membranas ~ncubadas a 37 0 0 em diferentes con-
centrações: e-e 2 mg, fj. -I). 4 mg ,

x--x5,3mg, o--o8mg, A-. 12mg, 0--0

16 mg. ° meio de incubação, de pH 7,4, contem: 3,75 umoles
de Tris, 0,5 umoles de ATP, 6 umoles de Mg012 , 10 umoles
de fosfato de creatina e 250 ug de creatinofosfoquinase ,
31,25 umoles de sacarose, 12 umoles de KOl, 7,5 umoles
de NaOl, 1 mg de proteína de enzima pH 5 e 0,05 ml de
leucina 014 com atividade de 175.000 cpm/O,l ml.
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2. Efeito da concentração de fração Mb

A radioatividade incorporada é propor­
cional à concentração de fração Mb usada no ensaio.As
curvas apresentadas na Figura 6 referem-se a concentr~

G~eu de 2, 4, 5.3, 8, 12 e 16 mg de proteina de fra­
ção M1J. Embora fosse desejável operar com a concentra­
ção que fornece um rendimento maior em radioatividade
incorporada, isto é, aquela de 16 mg de proteina, isso
não foi possivel em vista do baixo rendimento obtido
no isolamento da fração, limitado também pela capacid~

de do rotor 50 Ti, normalmente empregado na preparação
da particula.

TABELA I

Efeito da Temperatura

TEMPO (MINUTOS)

Preparação 1

37 °c
80 0c (1)

O 0c (2)

5 10 15

122

15

O

20 30

248

20

o

40 45

405

7

o

Preparação 2

37 °c

60 °c (3)

24

o

38

O

64

12

92 121

21 33

As condições experimentais são idênticas
6. (1) a fração Mb foi pré-incubada a 80
nutos, (2) temperatura mantida durante a
(3) a fração Mb foi pré-incubada a 60 °c
tos.

,
as da Figura
°c por 15 mi­
incubação ,
por 30 minu -
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3. Efeito da temperatura

Quando se incuba a fração Mb com amino-,
ácidos radioativos a O °c, a incorporação obtida é nula.
A temperatura habitualmente usada para a incubação foi
de 3'7 °c e os dados comparativos entre as incubações a
diferentes temperaturam acham-se apresentados na Tabela
I. A partícula é termolábil no que se refere à sua ca­
pacidade de incorporação de aminoácidos. Assim, se an­
tes da incubação a partícula é submetida a um tratamen ­
to térmico de 80 °c por 15 minutos, a incorporação é
praticamente nula. Uma incubação da partícula por 30
minutos a 60 °c acarreta uma diminuição de 73% na in­
corporação, quando comparada ao controle. Esses resulta­
dos reforçam a hipótese da natureza enzimática do pro­
cesso.

umoles de
MgC12

1

2

4

6

10

20

40

TABELA 11

Efeito da Concentração de Mg

TEMPO (MINUTOS)

5 10 15 20 25 30

86 123 192 243 336 329

129 239 379 491 595 693

130 261 451 517 660 771

220 3'45 492 621 787 828

204 374 569 764 744 934

199 334 464 568 688 844

83 228 450 451 586 691

89 234 255 328 427 483

As condições experimentais são idênticas às da
exceto quanto à concentração de MgC12 , que se
assinalada na própria tabela.

Figura 5 ,
encontra
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4. Efeito da Goncentraçio de Magn~s~o

Para testar o efeito de Magn~sio sobre o
sistema de incorporação de aminoácidos, as membranas fo­

ram preparadas pelo sistema habitual, omitindo-se esse
íon nos tampões utilizados na preparação e sus·pensão da

partícula. Obtinha-se, assim, uma suspensão da partícula
isenta de Magnésio exógeno. Essa suspensão foi incubada
da maneira habitual, em prese.nça de várias concentrações
de Mi.sC12 e o resultado desse ensaio encontra-se apreSan ...
tH.clo na Tabela 11. Vê-se que a incorporação pode ocorrer
a níveis discretos em ausência de magnésio, ~as a sua
presença, em concentração adequada chega a estimular o
prQcesso em cerca de 300%. O ótimo de concentração é ve­
rificado mais clarame~te na Figura 7. Esse gráfico apre ­
senta os valores obtidos para a radioatividade após 30 mi
nutos de incubação em relação à massa de magnésio presen­
te no ensaio. O nivel máximo de atividade é encontrado
q1J,audo a conce:ntr<:içã.o é igual a 6 umoles por ml da mistu­
:ca de incubação.

600

:::1
~J..!4.,'.....'..1'1000·-"". -l. -~.~

I 2 4 6 10 20 ~40
Jl moi •• d. MOC1l!

Figura 7 ... As condições experimentais são idênticas às da

Figura 5, exceto pela concentração de MgCl2
que varia segundo os valores assinalados em abcissas. Ra­
(lioo.tivicüHle medida após 30 minuto,,,, de incuhação.
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Vários efeitos considerados como artefa­

tos sao obtidos em experimentos in vitro em que são uti­

lizadas concentrRções\de magnésio muito altas, tidas co­

mo não fisiológicas. Sabe-se, por exemplo, que nessas

condições, os ribosomas não traduzem mensageiros natu­

rais, mas são capazes de traduzir polirribonucleotídios

sintéticos (LENGTI~L, 1969).

No caso da prep~ração de membr~naG, o

fato de haver uma atividadG maior om niveüJ baixos de

magnésio é uma indicação de que a sua capacidade de in­

corporação de aminoácidos possa representar um processo

fisio16~ico normal.

cpm

800

600

400

200

6 7 8 . 9
-pH

10

Figura 8 - Membranas (6,,5 mg) incubadas a 37 0 0 em meio

contendo 0,5 umoles de ATP, 6 umoles de

Mg012 , 1,5 mg de PEP, 0,005 ml de piruvato

quinase, 31,25 umoles de sacarose, 12 umoles de K01, 7,5

umoles de NaOl, 1 mg de proteína de enzima pH 5 e 0,05 ml

de proteína hidrolisada de levedo marcada com 014 . com

atividade de 175.000 cpm/O,l rol, em volume de 1 ml. Va­

lores 'de radioatividade após 30 minutos de incubação •

Tampão citrato para pH 5 e 6,6, Tris-HOl para 7,4 e 7,8

e borato para pH 10. Todos os tampões têm concentração

0,03 M.
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cpm

6.2 6.4 6.6 6.8 7.0
pH

Figura 9 - Condições de incubação idênticas às da Figu­

ra 8, com concentração de membranas igual a

7,4· .g e utilizando tampão citrato.

5. Efeito do pH

A atividade de incorporação de aminoáci­

dos pela fração Mb está na dependência do pH do meio de

incubação, como mostram as Figuras 8 e 9. Apesar de se­

rem obtidos níveis mais altos de incorporação em pR 6,6,

o estudo de outras variáveis do processo foi realizado

em pR' 7,4, no qual a atividade do sistema também é al­

ta e que representa melhor a situação fisiológica.
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cpm

3 6 9
TEMPO (minutos)

12

Figura 10 - .--. Ribosomas (1,75 mg) incubados a
37 °c em Tris-HCl 0,03 M, pH 7,4, contendo

0,5 umoles de ATP, 0,05 umoles de GTP, 10 umoles de fos­
fato de creatina, 250 ug de creatinofosfoquinase, J. mg
de proteína de enzima pU 5, 31,25 umoles de sacarose e
0,05 ml de leucina C14 com atividade de 175.000 cpm/O,l ml
em volume final de 1 ml. li --A com adição de 100 ug
de puromicina. W--W sem adição de ATP, fosfato de
creatina e creatinoquinase ou sem adição de enzima pH 5.
0--0 com adição de 500 ug de RNase.

6. Efeito do sistema regenerador de ener
gia

A capacidade sintética de uma prepara ­
ção de ribosomas, "in vitro",.mostra um requerimento a:E,



soluto de uma fonte energ€tica exógena, habitualmente
fornecida soh forma de ATP e de um sistema regenerador
de ATP, como ácido fos.foeno1pirÚvico epiruvato quina­
se. Na ausência desse fornecimento, a incorporaÇ-?'o é
praticamente nula, como pode ser visto na Figu.ra 10.

No caso de fração Mb, o requerimento
energético é menos drástico. Para obter-se um nível óti
mo de incorporação, o sistema regenerador de energia d.§.
ve ser adicionado ao meio de incubação, pois em SUa

ausência há uma inibição do processo, tanto quando exa-
,

minado em tempos curtos, e com o fornecimento de um so
aminoácido marcador, como mostra a Figura 11, corno
quando observado em tempos mais longos e com uma mis­
tura de aminoácidos marcadores, como é o caso do ensaio
apresentado através da Figu.ra 12.

Em vários ensaios realizados, a inihi ­
ção da incorporação por deficiência do sistema energéti

, o!co exogeno oscilou na faixa de 45-7090.

Esses dados estão de acordo com as
evidências anteriormente apresentadas a respeito da ca...
paeidade de ativação de aminoácidos pela fração de mem-
branas (McCORQUODALE &ZILLIG, 1959; RAPPOPORT &
NIDRPHY, 1964; NORTON, KEY & SCHOLEQ, 1965).

Em estudos com mitocôndrias de rato,
tendo succinato corno fonte de energia, foi demonstrado
haver um bloqueio completo da incorporação de 1eucina
em presença de antimicina A e de 2,4 dinitrofenol.Essa
inibição, contudo, não era observada em presença de
concentrações de oligomicina que impedem a formação de
ATP.A presença de ADP ou AiVIP também inibe a incorpora­
ção e essa inibição é tida como uma competição estabele
cida entre aquelas substâncias e o processo de síntese
proteica pela energia derivada da oxidação do succina
to. Ainda mais; o ácido tetraiodotiroacético,pote.nte
inibidor de fosfori1ação, praticamente fá.z dobrar a
quantidade de leuciná.. incorporada (BRONK, 1(63).



43

Há fortes indicações, portanto, de que

a capacidade de incorporação da fração Mb, mesmo em au­

sência de fornecimento energético, poderia estar na de­
\

'" . "pendenc1a de um conteudo endogeno que se apresentasse

ou diretamente na forma de ATP ou indiretamente na

forma de compostos de alta energia, capazes de suprir

o requerimento energético da reação cata1isada por

aminoacil sintetases.

cpm

•

200r

100

3 6 9 12

,

TEMPO (minutos)

Figura 11 -. • Membranas (7,8 mg) incubadas a

37 0 0 em Tris-HOl 0,03 M, pH 7,4 contendo

0,5 umoles de ATP, 6 umoles de Mg012 , 10 umoles de

fosfato de creatina, 250 ug de creatinofosfoquinase

31,25 umoles de sacarose, 12 umoles de KCl, 7,5 umoles

de NaOl, 1 mg de proteína de enzima pH 5 eO,05·ml de

leucina 014 co~ atividade de 1750000 cpm/O,l ml.

X X com omissão de enzima pH 5, O O com

omissão de ATP, fosfato de creatina e creatinofosfoqui-

nàse, 6 A com omissão de membranas.



cpm ,
i
I

600 ~

500

100

10 15 20 25
I TEMPO l minutoi)

30

Figura 12 - Condições do ensaio idênticas às da Figura

11, com a substituição de leucina C14 por
, r

pro~elnas hidro1isadas de levedo, com a mesma atividade.

0--0 sistema completo, 4 A com adição de

100 mg de puromicina, 6 --6 com adição de 30 umoles

de NaF, e---. com adição de 500 ug de RNase, x--x
com omissão de ATP, fosfato de creatina e creatinofos -

foquinase.



45

7. Efeito de GTP

A verificação da necessidad.e de C.TP para
o processo de incorporação de aminoácidos por ribosomas
foi conseguida nos primeiros estágios do conhecimento a
respeito de síntese de proteínas promovidas por aquelas
partículas (KEIJLEH & ZAMECNIK, 1956).

No caso de incorporação pela fração Mb,

os resultados indicam uma inteira independência do forne­
cimento de GTP ex6 g eno, pelo menos at~ a concentração te~

tacla. A Figura 13 mostra o resultado da incorporação ob­
tida em 30 minutos de incubação, em presença de quantida­
eles de GTP variando de O a 200 umoles.

A partir desses resultados, poderiam ser
feitas duas hip6teses: ou o processo de incorporação real
mente independe de GII'P, ou a partícula traz consigo UJl1

c.onteúdo de GTP end6geno capaz de suprir o requerimento
do processo. A última hip6tese parece ser verdadeira, pois
a incorporação de aminoácidos ~ fortemente inibida pela .
presença de GMPPCP no meio de incubação (ver Tabela 111).

Essa inibição poderia ser explicada pela competição es­
tal)elecida entre o G'l'P end6geno e seu análogo pelo sítio
ativo da CTPase.

c:pm~

800 t ., •
I Q

r
600 L

I

G
o • o

400

200

200505 10 25 75 100
IA mole$ GT? x 10-3

Figura 13 - Condições experimentais semelhantes às da Fi­

gura 8, com valor de pU igual a 7,4 e concen ­
trações de GTP variando se~undo os valores assinalaQos no

, .
graf~co.
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8. Efeito de enzima pH 5

Como foi mencionado anteriormente, a fra­
ção de membrana parece ter capacidade de ativação de ami­
noácidos. Partindo dessa premissa, a contribuição de en­
zima pH 5 como· fonte de aminoacil sintetases é teoricameg
te dispensável. Experimentalmente, entretanto, verifica ­
se uma elevação de cerca de 40% no nível de incorporação
quando se fornece enzima pH 5 ao sistema, como pode ser
verifieado na Figura 11.

Não ficou esclarecido pelos resultados oh
tidos se esse estimulo é causado pelo fornecimento de ou­
tra via de ativação de aminoácidos ao sistema ou se a co~

tribuição ocorre pela adição de tRNA contido também na
enzima pH 5.

9. Incorporação de diferentes aminoácidos

A capacidade de incorporação que a fra­
ção de membranas apresenta é verificada para diferentes
aminoácidos. Pôde ser testada para leucina, glicina, fe­
nilalanina e lisina em experimentos isolados. Há indica ­
ções, entretanto, que um número maior de aminoácidos pos­
sa ser substrato das reações que levam à incorporação •
Realmente, quando se utiliza um hidrolisado de proteínas
marcadas de levedo em lugar de um único aminoácido, ra­
dioativo no meio de incubação, atingem-se níveis bastan ­
te altos de radioatividade, sugerindo a incorporação de
muitos aminoácidos no produto insolúvel em TOA a quen-

, .
te. Em var10S ensaios mencionados, como os das Figuras 6
e 11, foi utilizado um só aminoácido, radioativo, enquan­
to em alguns outros, utilizou-se h~drolisado de proteínas
marcadas, como nas Figuras 5, 7 e 12, por exemplo.

Entre os aminoácidos testados separadamen-
te, não foi possível detectar incorporação apenas para
prolina, como se vê na Figura 14.
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cpm

150

100

5 10 15 20

TEMPO (minutos)

25

Figura 14 - Condições experimentais semelhantes às da Fi­
gura 5, substituindo o hidrolisado de proteí-

nas de levedo por: O O fenilalanina 014,. •

glicina H3 , X X prolina H3 .

10. Efeito de inibidores

A ação de puromicina, RNase e NaF foi
apresentada através da Figura 12, onde pode-se verificar
que essas substâncias têm sobre o sistema de membranas um
efeito bem menos pronunciado do que o apresentado sobre
uma incorporação promovida por ribosomas (comparar com a
Figura 10)0

X Tabela 111 apresenta o resultado obti ­
do após 30 minutos de incubação em presença' de inibidores
de síntese proteica: ácido fusídico (TANAKA, KINOSHITM&
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MASUKAWA, 1968) e anisomlclna (GROLLMfu~, 1967). Nota-se
que o sistema é sensível à ação destas drogas, permitin ­
do formular a hipótese de utilização pela fração de mem­
branas de certos equipamentos enzimáticos característicos
do sistema clássico de síntese proteica de riboso
mas.

TABELA III

Efeito de Inibidores

Sistema Normal

+ Gr.JlPPCP

+ Ácido Fusídico

+ Anisomicina

RADIOATIVIDADE

1600

458

663

784

% INIBIq,!O

72

59

51

Membranas (8 mg) incubadas em condições idênticas às des­
critas na Figura 11, usando proteínas hidrolisadas de le­

vedo marcados com C14• A radioatividade apresentada é a
resultante de 30 minutos de incubação. Concentração de
i:nibicto:res: GMPPCP ::. lO-4M, ácido fusídico = 0,6 umoles/ml

e anisomicina :: 200 ug/ml.
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c:pm

400

15 30 45

TEMPO (minutos'

Figura 15 - Condições experimentais semelhantes
gura 6, usando 6,2 mg de membranas.
0--0 sistema completo, O • com

adição de 150 unidades de penicilina e 200 ug de estrept,g,
micina.

11. Controle bacteriológico

A Figura 15 mostra o comportamento do
processo em presença de 150 Unidades de penicilina e 200
ug de estreptomicina no meio de incubação, com volume fi­
nal de 1 ml. Vê-se que não.há interferência apreciável
causada pelos antibióticos. Nesse ensaio, em particular ,
a incorporação foi medida até o tempo de 45 minutos, mas
nos demais, restringiu-se a medida a 30 minutos.
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Um outro controle da contaminação bacte­
riana foi feito retirando-se amostras no início e no fim
do período de incubação e semeando essas alíquotas em
meio de cultura. A contagem de colônias permitiu conhe ­
cer o número de bactérias viáveis contaminantes. Nas con-
dições de incubação, o número de colônias variou em.tor-
no de 50.000 por ml, sem nunca ter ultrapassado 70.000

. , .
e sem haver duplicado a quantidade de elementos VlavelS
entre o início e o fim do ensaio.

LAMBORG & ZAMECNIK (1960) demonstraram
nao haver incorporação significativa de aminoácidos ra
dioativos por uma população bacteriana menor do que
150.000 células por ml.

Aliando-se, portanto, o tempo de incuba­
ção aos resultados em presença de antibióticos e à con­
tagem por plaqueamento, obtém-se uma boa margem de segu­
rança quanto a resultados artificiais introduzidos pelo
eventual desenvolvimento de microrganismos no meio de

\

incubação.

c - Características do produto

1. Ação de enzimas

Um método possível para o exame do
produto resultante da incorporação é verificar sua

sensibilidade à ação de diferentes enzimas. O resultado
dos tratamentos enzimáticos encontram-se expressos' na
Tabela IV.

Verifica-se que o tratamento com prona ­
se resulta em diminuição de pouco mais de 60% da radioa­
tividade precipitável com ácido. O tratamento com tripsi
na tem o mesmo efeito em cerca de 50%, enquanto que ou­
tras enzimas testadas têm efeitos muito pequenos. t in-
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teressante notar que o efeito produzido por pronase ou
tripsina não é estimulado pela presença de outras enzimas
e que não se observa qualquer potencialidade na ação con­
junta das enzimas efetivas na digestão, isto é, pronase e
tripsina.

A Tabela V mostra os resultados de mna
experiência semel!lante à anterior, introduzindo testes
com outras enzimas. Os dados aqui apresentados confirmam
os resultados da Tabela IV e indicam a ineficiência de
lli~ase e a-amilase na digestão do produto.

TABELA IV

Tratamento Enzimático do Produto da Incorporação

ENZIMAS

T'::,'onase

h:;ci-tinase A

rrI'ipsina

IJipase I

FI'onase + Leciti-
nase

Tripsina + Leci­
tinase

Pronase + Lipase

Pronase + Tripsina +

Lecitinase

RALDIOATIVIDADE
(CPM)

6678

2487

5862

3lL~8

5572

2472

3488

2616

2435

RECUPERAÇÃO APÓS
O TRATAMENTO

(%)

37

87

47

83

37

52

39

36

Radioatividade medida no produto insolúvel em TCA resultan­
te do tratamento do material incorporado pela fração de
membranas por enzimas relacionadas na própria Tabela. As
condições experimentais estão descritas em Materiais e Mé~

todos.
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TABELA V

Tratamento Enzimático do Produto da Incorporação

Enzimas

Tripsina

Lipase I

RNase

a-Amilase

RADIOATIVIDADE
(CPM)

18285

6027

10639

16075

18294

18817

RECUPERAÇl0 AP6S O
TRATAMENTO

(%)

33

58

88

>100

>100

As condições do ensaio são idênticas às da Tabela IV e
estão descritas em Materiais e Métodos

TABELA VI

Remoção de Aminoácidos N-Terminais com DNFB

FRAÇJlo

Etérea

Aquosa

Microsoma

Membrana

Microsoma

Membrana

RADIOATIVIDADE (CPM)

16

19

909

428

A radioatividade refere-se a contagem obtida após o trata­
mento do material incorporado pelas frações discriminadas
por D~FB. As condições do ensaio estão descritas na parte
de Materiais e Métodos.
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2. Remoção de aminoácidos N-terminais

Pode-se verificar pela Tabela VI que ,
após a remoção de aminoácidos N-terminais, a radioativ,i
dade é recuperada praticamente apenas na fase aquosa.

Nesse particular, os resultados para
membranas assemelham-se aos resultados-controle obtidos
para uma imcorporação por microsomas.

A fase etérea foi cromatografada em ca.
mada delgada e o resultado está mostrado na Figura 16.
O cromatograma revela a existência de vários aminoáci ­
dos dinitrofenilados, a maior parte dos quais é comum a
preparação d.e membranas e a de microsomas.

SOLVENTE

0°·69 00.69

0°·47 00.48
I,

0°.37
~

I 00.32 00.31

00.22 00.24, 00.20
11 00.14 00.14
I

O 0.04 00.04
e Q

Mb Mi

Figura 16 - Cromatografia da fase etérea obtida após o
tratamento do material incorporado por mem­

branas (Mb) e microsomas (Mi) com DNFB. Os números ao
lado de cada mancha referem-se aos Rf absolutos dos
derivados denitrofenilados dos aminoácidos.
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3. Remoção de aminoácidos C-terminais

A Tabela VII apresenta os efeitos da re­
moça0 de aminoácidos COOR-terminais sobre a radioativid~

de do produto de incorporação. Em experiências separadas

foram usados como controle riboslDmas e microsomas~ vê­
se que, em ambos os casos, a raclioatividade recuperada
após a remoção de aminoácidos C-terminais é da ordem de
75% para as preparações de membranas.

TABELA VII

Remoção de Aminoácidos C-Terminais

FRAÇÃO RADIOATI- RECUPERAÇÃO
VIDADE (%)

(CPM)

Experiência 1 Ribosoma 1081
Ribosoma
tratado 503 46,5

Membrana 261

Membrana
tratada 199 76,2

Experiência 2
Microsoma 668

Microsoma
tratado 359 59,7

Membrana 318

Membrana
tratada 240 75,4

A radioatividade refere-se às contagens antes e depois
do tratamento de remoção de aminoácidos C-terminais. As
condições de ensaio estão descritas no ítem Materiais e
Métodos.



DISCUSSÃO

Vários métodos têm sido descritos para o
isolamento do retículo endoplasmático. O princípio uti­
lizado por esses métodos permite reuni-los em três gru­
pos diferentes. O primeiro grupo de métodos baseia-se
no tratamento do homogenato de microsomas, suspenso em
sacarose 0,25 M, por isoctana e centrifugação posterior
a 105.000 x g. Nessas condições, a fração de membranas
aparece na interface formada pela solução de sacarose e
de isoctana (HAWTREY & SCHIRREN, 1962). Um segundo tipo
de procedimento é aquele introduzido por SACHS & WAELSCH
(1956), que se fundamenta na adição de pirofosfato de
sódio 0,1 M a uma suspensão de microsomas. O tratamento
acarreta a desintegração e solubilização de ribosomas e
as membranas são recuperadas como precipitado, após uma
centrifugação a 105.000 x g.

O terceiro tipo de método está baseado no
procedimento descrito originalmente por ERNSTER,SIEKEVITZ
& PALADE (1962) e consiste no tratamento da suspensão de
microsomas por desoxicolato de sódio em diluição capaz
de promover o desligamento dos polisomas associados às
membranas mas insuficiente para solubilizá-las. Esta
foi a técnica adotada para a preparação de membranas nes
te trabalho.

Os métodos que empregam isoctana fornecem
uma preparação de membranas com alto nível de contamina­
ção por ribosomas, como ficou demonstrado pelas análi­
ses morfológicas realizadas através de micros cópia ele­
trônica (CAMPBELL, COOPER & HICKS, 1964). O segundo gru-
po de métodos também não parece satisfatório, pois a
fração de membranas obtidas por adição de pirofosfato
apresenta um teor de RNA (38% do total de microsomas )
suficientemente elevado para suspeitar-se da presença
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de material ribosômico contaminante. Repetindo o tratamen-
to com pirofosfato, obtem-se preparações com níveis de
RNA decrescentes até 16%, mas, paralelamente, parece ha-
ver remoção de certas proteínas do retículo e, mesmo

..assim, encontram-se ainda ribosomas residuais aderidos a
membrana (SHAPOT & DAVI DOVA, 1971).

Pelo tratamento com desoxicolato, foi pos­
sível obter uma fração de membranas em que não se verifi ­
ca contaminação apreciável por outras partículas celulares
quando esta preparação é submetida à análise por microsco­
pia eletrônica ou por ultracentrifugação analítica.

Além disso, o teor de RNA verificado para
essas preparações foi da ordem de 10% com relação à con­
centração de proteínas, situando-se em uma faixa compatí ­
vel com a ausência de ribosomas e comparável a dados en­
contrados na literatura (ERNSTER, SIEKEVITZ & PALADE ,
1962).

Em condições adequadas, essa sub-fração de
.' . - , .mlcrosoma, e capaz de promover a lncorporaçao de varlOS

aminoácidos em um produto insolúvel em TOA a quente. A in­
solubilidade nessas condições tem sido adotada classicàmeg
te corno um critério para a existência, no produto conside­
rado, de urna ligação peptídica com participação do aminoá­
cido marcador.

A hipótese de que este seja o tipo de liga­
ção encontrada no produto resultante da incorporação pro­
movida pela fração de membranas é fortalecida pela solubi­
lização da radioatividade quando o material incorporado é
tratado com enzimas proteolíticas. De fato, entre as enzi­
mas testadas, apenas pronase e tripsina tiveram o efeito
de tornar solúvel em ácido a radioatividade derivada do
aminoácido incorporado.

Supondo a existência de uma ligação peptí­
dica fixando o aminoácido marcador, pode-se pensar em
duas alternativas, pelo menos, para que essa ligação seja
estabelecida. Uma possibilidade é a síntese "de novo" de
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um produto tendo aminoácidos como precursores e outra é
a transferência desse aminoácido para mn aceptor celu­
lar pré-existente.

Encontram-se na literatura descrições de
alguns sistemas enzimáticos capazes de promover a liga­
ção de aminoácidos a proteínas celulares, tanto em pre­
parações de origem bacteriana como de mamíferos.

Nos trabalhos de KAJI, KAJI & NOVELLI
(1965), ficou demonstrada a existência de um sistema so­
lúvel em Escherichia coli, capaz de promover a incorpo ­
ração de leucina. Também em ~. coli, LEIBOWITZ & SOFFER
(1970) estudaram e purificaram uma enzima capaz de tran~

ferir especificamente leucina e fenilalanina para albu­
mina, a partir de tRNA carregado com aqueles aminoáci -­
dos. Em mamíferos, foi possível caracterizar um sistema
também solúvel que incorpora arginina a uma proteína pr~

existente (SOFFER & MENDELSOHN, 1966).

A incorporação promovida pela fração de
membranas difere claramente de tais sistemas, sob vá-
rios aspectos.

Os sistemas descritos não são particula ­
dos e aceitam, cada qual, apenas um ou dois aminoácidos
como substratos, enquanto que no nosso trabalho, a in­
corporação parece ser bastante inespecífica, no que se
refere ao aminoácido fixado.

A incorporação, para os casos citados, é
inteiramente independente da concentração de magnésio e
o pH ótimo, no caso do sistema de mamífero, situa-se na
faixa 9-9,8. t importante também assinalar que, no ca­
so das enzimas de transferência, a maior parte do ami­
noácido incorporado reage comdinitrofluorbenzeno, in­

dicando a existência de um grupo NH2 livre nesse aminoá­
cido.

No sistema de incorporação de membranas,
as condições de pH ótimo e de concentração de magnésio
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são bastante próximas às fisiológicas e a maior parte do
aminoácido incorporado "não é accessível ao DNFB, indican­
do comprometimento do grupo amina. Por outro lado, como
a remoção de aminoácidos COOR-terminais não acarreta a
perda de radioatividade do produto, deve-se admitir uma
localização interna do aminoácido marcador na molécula
produzida.

Encontram-se na literatura muitas referêa
cias à fOTInação de um complexo entre lipídios e aminoáci
dos, tido algumas vezes como um composto intermediário
normal no processo que leva o aminoácido exógeno a in­
tegrar-se em uma cadeia polipeptídica (HAINING, FUKUI
& AXELROD, 1960; RENDLER, 1961; HUNTER & GOODSALL,196l;
BUBELA & HOLDSWORTH~ 1966). O complexo lipo-aminoácido é
encontrado principalm~te quando se pesquisa a localiz~

ção do aminoácido marcador após tempos curtos de incuba-
ção. O composto, tornado radioativo pela presença do

• '.' # '" •
am~noac~do, e sempre extra~vel por solventes organ~cos•

..
Outro grupo de enzimas descritas sao

aquelas capazes de transferir uma molécula de aminoáci­
do previamente ligada a tRNA para um fosfatidilglicerol,
originando umaminoacilfosfatidilglicerol. Ao menos pa­
ra duas enzimas conhecidas, parece haver grande especi ­
ficidade com relação ao aminoácido a ser ligado, pois
são reconhecidos como substratos apenas lisina (LENNARZ,
BON8EN & von DEENEN, 1967) ou alanina (GOULD, THORNTON ,
LIEPKALNS & LENNARZ, 1968). O sistema enzimático respon­
sável por essa síntese é particulado e foi descrito pa­
ra bactérias.

Também nesses casos, o produto da sínte­
se é extraído por uma mistura clorofórmio-metanol.

Em síntese de parede de Staphylococcus
aureus, pôde-se verificar a existência de uma molécula
complexa formada, em parte, por um pentapeptídio compos­
to apenas de resíduos de glicina. Esse oligopeptídio en­
tra na constituição da molécula ligando-se a outros oli­
gopeptídios formados, por sua vez, por alanina, lisina e
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ácido glutâmico. É interessante notar que, enquanto a for­
maçao de poliglicina depende da presença de tRNA, a for­
maçio de oligopeptidio com vários aminoácidos ~ exclusiva­
mente enzimática, ocorrendo sem a participaçio de nenhuma
espécie de RNA (MATSUHASHI, DIETRICH & STROMINGER, 1967).

A constituiçio total da molécula
de as cadeias oligopeptídicas ligadas a açúcares
xos constituintes de paredes bacterianas.

compreen­
comple-

Pelos dados obtidos neste trabalho, não
se pode afastar inteiramente a possibilidade de que a in­
corporaçio de aminoácidos por membranas ocorra segundo um
processo semelhante a esse, embora os métodos de extraçio
e dosagem do produto difiram radicalmente nos dois casos.
Um melhor esclarecimento referente ao produto da incorpo­
ração com membranas poderá ser conseguido com a determina­
ção do tamffilho da molécula produzida, através de eletrofo­
rese em gel de acrilamida, por exemplo. Algumas experiên­
cias preliminares levadas a cabo com esse propósito não
forneceram, entretanto, resultados conclusivos.

\

o processo de sintese proteica parece
ser complexo demais para ter surgido subitamente durante
a evolução. Recentemente, LIPMANN (1971) procurou anali­
sar processos sintéticos envolvendo a formação de liga­
ções peptidicas, que apresentassem complexidade intermedi!
ria entre a sintese proteica pelos ribosomas e a síntese
de ácidos graxos pelo complexo multienzimático do citopl~

ma, por exemplo.

Na produção de antibióticos cíclicos, co­
mo gramicidina S e tirocidina, encontra-se um sistema de
polimerização de aminoácidos curiosamente semelhante
" '\ # , • ,aquele que leva a s~ntese dos ac~dos graxos. Realmente,ha
formaçio de pentapeptídios lineares que depois se juntam
aos pares, constituindo uma molécula cíclica. A ligação
dos aminoácidos é feita passo a passo, numa ordem rigoro ­

samente obedecida e, tanto a ativação quanto a polimeriza­
ção, sio processados na superfície de uma enzima que "bam-
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bém parece servir como IItemplate".

° que parece importante e comum a todos
os processos citados até aqui, é a incorpoL.çao de ami-
noácidos por sistemas acelulares, sempre em ausência
de ribosomas.

Pelo confronto entre cada tipo de incor­
poração descrito e o sistema estudado neste trabalho,to~

na-se claro que ocorre com membranas uma síntese difereg
te daquelas mencionadas.

° requerimento energético do sistema não
é absoluto. A síntese desenvolve-se mesmo na ausência de
fornecimento de ATP + sistema gerador de ATP e apreseg
ta níveis normais com omissão de GTP. A omissão de en­
zima pH 5 ou a presença de puromicina têm ambos efeitos
inibitórios apenas moderados sobre o processo de incor­
poraçao.

Um resultado particularmente interessan­
te é obtido para o efeito de RNase sobre o processo. A
inibição discreta observada parece estar de acordo com
a afirmação de vários autores sobre a insensibilidade do
RNA de membrana à ação de RNase (SHAPOT & PITOT, 1966;
ITO & SATO, 1968).

Todas essas características àistinguem
a incorporação estudadas nesse trabalho daquela promovi­
da por preparações de ribosomas ou microsomas.

A incorporação de aminoácidos pela fra­
çao de membranas tem sido descrita de modo claro ou ape­
nas sugerida, há bastante tempo. Comparando os resulta ­
dos apresentados por vários autores que estudaram siste­
mas bacterianos com aqueles encontrados neste trabalho ,
verificam-se numerosas semelhanças. Assim, por exemplo ,
em Bacillus megaterium, foi descrita uma incorporação p~

la fração de membranas maior do que a apresentada por
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out.Y'as fraç.ões celulares. Essa atividade era estimulada
por tRNA, mas insensível à RNase. O ATP promovia cerca
de 50% de estimulação a.o processo (WACH8MANN, FUKUHARA
& NISMAN, 1960). Com protoplastos da mesma bactéria ou
com uma fração isolada de membranas, BurrLEH, CRATaOR.cl'if &

HUNTER (1958), descreveram uma incorporaçao ind~penden ­
te de ATP e GTP. Esses e outros autores citam, corno um
estudo precursor dos seus, a incorporação obtida com cé­
lulas rompidas de estafilococos, descrita por GALE .&

FOLKES (1955), embora não haja, nesse trabalho, indic~ ­
ção clara da presença exclusiva de membranas como enti ­
dade promotora da incorporação.

Em mamíferos, a indicação da existência
de radioatividade associada à fração microsômica solú-
vel em DOe, aparece desde o trabalho clássico de
LI TTLEFIELD, KELLER, GROSS & ZAMECNIK (1955). A marca­
ção do retículo endoplasmático liso, após a administra ­
ção "in vivo" de um aminoácido radioativo, é bem conheci
da e interpretada como sendo produzida por translocação
de proteínas sintetizadas ao nível do retículo rugoso
(PETERS, 1962). Essa radioatividade poderia, entretanto,
aparecer corno decorrência de mais do que um só processo.
Quando se compara a atividade de incorporação de aminoá­
cidos marcados "in vitro" por retículo rugoso e reticu ­
lo liso, encontram-se níveis maiores de radioatividade
para o retículo rugoso. Apesar disso, um nível conside ­
rável de marcação aparece em retículo liso. Essa radioa­
tividade é cerca de 25-30% do total quando se relaciona
a marcação com o teor em proteína da partícula utiliza ­
da, mas eleva-se a 50% quando é medido com relação ao, ,
teor em RNA da partlcula. Esses calculos parecem, mesmo
assim, imperfei tos, pois os autores (HAJ.JLINAN f-<. MUNRO ,
1965) levaram em consideração apenas a radioatividade d~

pendente do fornecimento de enere;ia exógena, desprezan ­
do o eventual resultado de processos desenvolvidos com
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auxílio do conteúdo endógeno das partículas utilizadas.

Estudando a variação da capacidade sin­
tética de ribosomas ao long~ do tempo, MURTHY (1972) en­
controu diferenças acentuadas que dependiam do fato de,
estarem ou não essas partfculas associadas às membranas.
Para explicar seus resultados, o autor propôs que "as
membranas dos ribosomas associados parecem ter o efeito
de promover ,. por si próprias, a incorporação de aminoáci
dos, uma vez que a remoção dessas membranas por DOCre­
sulta numa diminuição da capacidade de incorporação".

No mesmo trabalho, fica claro que os re­
sultados não são devidos à ação do detergente sobre os
agregados de polisomas, cujo perfil em gradiente de sa­
carose mantem-se inalterado após o tratamento.

Se ·for feita a hipótese de que a incor ­
poração por membranas r~'presenta uma síntese "de novo" ,
deveremos admitir algumas semelhanças entre este proces­
so e a clássica slntese proteica feita por ribosomas. Os
dados obtidos com a presença de NaF e anisomicina no meio
de incubação sugerem que o processo estudado deve utili­
zar, ao menos parcialmente, o equipamento enzimático re~

ponsável pe1a sfntese proteica. De fato, mesmo 'atuando
sobre etapas diferentes do processo, tanto NaF (BISHOP,
1968) quanto anisomicina (GROLLMAN, 1967) são inibidO
res de síntese de prote::f.nas'.

A indiferença do sistema ao nível de GTP
poderia indicar uma inteira: indiferença quanto a :esse
nucleosfdiotrifosfato. Como a presença de GMPPCP causa
inibição apreciável, a independência não deve ser real,
mas apenas resultante de um conteúdo endógeno que a par­
tícula carrega consigo, durante o seu isolamento. Essa
conclusão é reforçada pela inibição observada em presen­
ça de ácido fusídico, inibidor de GTPase ( TANAKA,
KINOSHITA & MASUKAWA, 1968).
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o conteúdo endógeno da partícula deve
compreender outros componentes e, uma vez admitido, tor­
na lógicos os resultados relacionados com os efeitos de
ATP e de enzima pH 5.

Sabe-se que a hidrólise da molécula de
GTP está relacionada com a translocação de peptidil­
tRNA nos sítios de ribosomas. Em um sistema como o des­
crito neste trabalho, que independe de ribosomas, have­
ria também uma translocação? Ou, poder-se-ia perguntar
de modo mais amplo: a que serve a energia derivada da
hidrólise de GTP? são questões para as quais não se po­
de, no momento, formular hipóteses plausíveis.

Os resultados obtidos com a fração de
membranas assumem maior interesse quando comparados a
alguns dados recentes relacionados às enzimas de ativa ­
ção de aminoácidos.

Há algum tempo, HOAGLAND & ASKONAS(1963)
isolaram, por centrifugação, uma fração pós-microsomal ,
a que denominaram "fração X", capaz de estimular a in­

corporação de aminoácidos. Isoladamente, a fração X não
apresenta capacidade sintética e seu componente ativo é
precipitável a pH 5. As propriedades da fração X devem
estar, pelo menos em parte, relacionadas com seu conteú­
do de aminoacil-tRNA sintetases: De fato, quando essa
fração é submetida à análise através de gel de Sephadex,
pode-se isolar uma sub-fração aparentemente homogênea,
capaz de ativar um grupo de aminoácidos, constituído por
ácido glutâmico, isoleucina, leucina, lisina e metioni -
na.

O estudo dessa sub-fração, feito por
microscopia eletrônica, revela partículas de estrutura
organizada. Essa situação parece ser comum a todas as
aminoacil sintetases, pois há evidências de que essas
enzimas estão sempre agrupadas em complexos de alto pe­
so molecular (VENNEGOOR & BLOEMENDAL, 1972).

O sistema particulado constituído pelas
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aminoacil sintetases pode ser dissociado por excesso de
homogonização do tecido, desfazendo a ligação original
desse complexo ao ret!culo endoplasmático. Uma vez libe­
rado, esse componente passa a fazer parte da fração so­
lúvel, a partir da qual pode ser precipitado e entrar na
constituição da enzima pH 5.

Pode-se especular também sobre uma possi
vel relação entre a incorporação de aminoácidos apresen­
tada por membranas e a existência de miniproteínas como
elementos constitutivos de membranas biológicas. Foram
isolados, a partir de membranas de vários tipos de célu­
las de mamíferos, um grupo de peptídios - todos, ou qua­
se todos, glicopeptidios - denominados miniproteínas, em
virtude de seu baixo peso molecular (LAICO, RUOSLAHTI,
l'APERMASTER & DREYER, 1970). Esse componente é geralmen­
te perdido na análise de prote!nas de membranas uma vez
que, em corrida eletrofoI·ética. sobre gel de acrilamida ,
desloca-se mais rapidamen.te do que o corante marcador •
Esses peptídios pod.em sofrer uma. polimez'ização reversí
vel, "in vitro", e os autores responsáveis pelo seu iso­
lamento acreditam que o processo possa refletir um fenô­
meno responsável pela formação e crescimento de membra ­
nas biológicas, "in vivo".

Finalmente, é importante lembrar que a
produção de proteínas informadas por mensageiros está­
veis está diretamente relacionada a um sistema sintéti ­
co, em cuja constituição as membranas desempenham pa­
pel fundamental.
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RESUMO

Foi isolada uma sub-fração de microsomas,

constituída por membranas do retículo endoplasmático,atra

vés do tratamento do sobrenadante pós-mitocondrial por

detergente.

Em testes de microscopia eletrônica e ul­

tracentrifugação analítica, esta preparação de membranas

apresentou-se livre de contaminação por outras organelas

celulares.

Quando incubada em condições adequadas ,

a fração de membranas incorpora vários aminoácidos em um

produto insolúvel em TOA a quente.

O tratamento do material incorporado com

enzimas proteolíticas acarreta a perda de cerca de 60% da

radioatividade derivada de aminoácidos marcados. Não há

liberação de radioatividade por tratamento com RNase ,

DNase, lecitinase ou ~-amilase.

A remoção de aminoácidos terminais

implica em diminuição considerável de radioatividade.

As melhores condições de pH e concentra

çao de Mg para o processo são próximas às fisiológicas.

O requerimento de ATP e enzima pH 5 no

meio de incuhação não é absoluto, mas sua adição estimu­

la o processo.
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Há indicações de que a independência de
fornecimento externo de GTP para o processo resulta de
um conteúdo endógeno da part{cula.

o processo de incorporação é inibido em
parte por RNase, NaF, puromicina e anisomicina.
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