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INTRODUGAO

Quando SANGER apresentou os primeiros re-
sultados do estudo sobre a sequencia de aminoacidos
constituintes da insulina (SANGER, 1950), foram descarta-
das as hipoteses de serem as proteinas simples repeti-
goes de certas sequéncias de aminoécidos, sintetizadas
por um processo inverso ac da proteélise (BERGMANN ,1942),
Deveria, portanto, existir um conjunto de enzimas espe-
cificas para a formagdo da cadeia polipeptidica, dife-
rentes daquelas utilizadas em sua degradagao (LOFTFIELD,
GROVER & STEPHENSON, 1953).

Como os modelos propostos até entao
(LIPMANN, 1949) nfo previam a alta especificidade de
ordenacdo dos aminoadcidos verificada para a insulina .
passou-se & tentativa de obter um sistema sub-celular ca
paz de promover, "in vitro", a ihcorporagéo de amino&ci-

dos em proteinas.

Os primeiros resultados foram obtidos com
a utilizagao de homogenatos totais de tecidos, incuba-
dos com aminoacidos radioativos (WINNICK, 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 sintese proteica, por meio da ad=~
ministragao "in vivo" de precursores radioativos, indi-
cavam que a fragio denominada microsoma (CLAUDE, 1943)
era a mais ativa nesse processo (HULTIN, 1950; BORSOOK,
DEASY, HAAGEN-SMIT, KEIGHLEY & IOWY, 1950a; KELLER ’



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,
apos a injecgdo de aminodcidos marcados com o1 no animal,
a radioatividade era preferencialmente encontrada na por-
cdo soluvel (LITTLEFIELD, KELLER, GROSS & ZAMECNIK,
1955), constituida por granulos citoplasmaticos de cons=
tituig&0 ribonucleoproteica, reconhecidos como sendo aque
les descritos por PALADE (1955) e que foram chamados de

ribosomas (ROBERTS, 1958).

Iocalizada a sede da sintese proteica, a
melhor compreensdo de seu mecanismo sO poderia ser alcan—
gada pela reconstituig8o do processo "in vitro", o que
permitiria a anadlise dos seus componentes ativos e das
possiveis varidveis que nele interferem.

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

A atividade das fragdes celulares esta
na dependéncia direta do processo adotado para o rompi -
mento da estrutura histoldgica. Quando se estabeleceram
técnicas adeguadas para a homogenizagdo do tecido (BUCHER,
1953), foi possivel obter um sistema que apresentava um
nivel de incorporacao muito mais alto que os anteriores
e fornecia resultados reprodutiveis (ZAMECNIK, 1953) .
Verificou-se que, nessas condigOes, a incorporagao de
aminoécidos dependia da adig8o de ATP e de um sistema rg
generador de ATP ao meio de incubacgdo (ZAMECNIK &
KELLER, 1954),



0 sistema sub-celular assim constituido
era formado de duas fragOes: o microsoma e uma porgao
soluvel, termoldbil e nfo dialisdvel. O componente so-
1Gvel continha as enzimas capazes de catalisar a ati-
vagdo especifica dos aminofcidos (HOAGLAND, 1955).Quan-
‘do a fragdo soluvel era substitulda pelo seu componen=—
te precipitavel a pH 5,2 - a chamada "enzima pH 5" - o
sistema perdia a atividade, que podia, no entanto, ser
restabelecida, se fosse adicionado GTP & mistura de in-
cubagao (HOAGLAND, KELLER & ZAMECNIK, 1956). Mais tar-
de, foi demonstradoc que a enzima pH 5 continha um tipo
de RNA, chamado RNA de transferéncia ou tRNA, ao qual
o aminoacido se ligaria, antes de ser transferido para
a proteina 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 incorporacgéo de aminodcidos "in vi-
tro", embora tenha sido demonstrado ser possivel a sua
substituic8o por uma solug@o de aminoacil-tRNA
(ZAMECNIK, STEPHENSON & HECHT, 1958). '

A integridade microsomica também néo
era indispensavel & sintese, pois um dos componentes des
sa fragdo, os ribosomas, demonstraram grande atividade
sintética "in vitro" (LITTLEFIELD, KELLER, GROSS &
ZAMECNIK, 1955 ; ZAMECNIK, KELLER, LITTLEFIELD &
HOAGLAND, 1956).

Estava assim, basicamente caracterizado
. [ 4 . & . .
o sistema, atualmente classico, de sintese proteica "in

vitro",

A partir da constituicdo basica do meio
de incubagio necessirio para a sintese proteica "in vi-
tro", foram estabelecidos outros sistemas, utilizando
variacoes de composicdo, segundo a necessidade da  in-
vestigacdo pretendida, Descreveram-se inUmeros sistemas
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acelulares, contendo como entidades promotoras da sinte-

se proteica: mitocondrias de levedo (WINTERSBERGER R
1965; CLARK-WALKER & LINNANE, 1966), mitocondrias de ma-
mifero (COLLI, 1966), nlcleos vegetais (BIRNSTIEL ,

CHIPCHASE & HAYES, 1962) e animais (ALLFREY, 1963), sub-
fragdes nucleares (ZIMMERMAN, HACKNEY, NELSON & ARIAS ,
1969; McCARTY, PARSONS, CARTER & LASZIO, 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 & ZAMECNIK, 1956),

Grande parte do conhecimento atual sobre
o mecanismo de biossintese proteica foi originado pela
enorme quantidade de trabalhos realizados com microrga -
nismos depois de ter sido obtido 0 primeiro sistema sub-
celular de Escherichia coli capaz de incorporar aminodci
dos "in vitro'" (LAMBORG & ZAMECNIX, 1960).

X contribuicdo que os estudos com parti -
culas isoladas tém fornecido &o conhecimento dos mecanig
. . ¢ N ’ ’ . I3
mos biogsinteticos e, sem duvida, excepcional, Apesar
. . . . [4 .
disso, pode-se discutir em que medida essa tecnica TEC=-
flete o processo fisiolégico de sintese proteica,

Os sistemas acelulares apresentam apenas
cerca de 1% ou 0,1% da capacidade sintética de uma célu~
la integra (HENDLER, 1957; TISSIERES, SCHLESSINGER &
GROS3, 1960). Pode ocorrer, portanto, que as proprieda =
des examinadas "in vitro" nflo sejam totalmente represen-
tativas da atividade da célula intacta,

Nos sistemas acelulares, o aminodcido ra-
dioativo, cuja incorporagéo_é sempre 0 parémetro da co-
pacidade sintética, tem acesso direto & particula promo-
tora da sintese, acarretando um aparecimento de protel-~
na marcada, cuja concentragdo cresce linearmente com o
tempo. Tal nd8o parece ser a situacfo "in vivo", onde



existe um "pool" de aminodcidos, do qual o marcador deve
obrigatoriamente participar, antes de alcangar a maquiné—
ria enzimica de sintese. Essa condig8o foi verificada tan
to para mamifero (KIPNIS, REISS & HELMREICH, 1961) quan-
to para levedo (HALVORSON & COHEN, 1958) e bactéria
(COWIE & McCLURE, 1959), Uma vew que a habilidade de ati-
vagdo de aminodeidos por um tecido ndo reflete a compesi-
¢8o em aminodcidos das proteinas por ele sintetizadas, po
de-se admitir a existencia de um controle ao nivel do
acesso do aminodcido ao local de sua utilizagio para sin-
tese (HENDLER, 1962).

Realmente, o0s estudos que pretendam repro=-
duzir mais fielmente a atuacdo fisioldgica dos ribosomas,
por exemplo, quanto ao processo biossintético, devem le-
var em consideragdo a intims associagido verificada "in
vivo", entre essas organelas e as membranas lipoproteicas
do reticulo endoplasmatico. |

Trabalhos de microscopia eletronica fei=-
tos em figado e pancreas de rato demonstraram que, nesses

tecidos, podem ser observades ribosomas em duas gsitua~-
goes diferentes: associados a membranas lipoproteicas ou
livres, formando pequenos aglomerados ( PALADE . &
SIEKEVITZ, 1956 e 1956a) presumivelmente ligados por

RNA mensageiro (BARONDES & NIREMBERG, 1962),constituindo
0o agregado chamado polirribosoma ou polisoma (WARNER ’
KNOPF & RICH, 1963). Essas duas populacdoes de ribosomas
constituem dois compartimentos celulares diferentes.

As preparagoes de ribosomas, quando  tes=
tadas "in vitro", nas condigdes necessarias a sintese de
proteinas, algumas vezes mostram-se inativas. Tal é o
caso de preparagoes de ribosomas de figado de rato - que
s@o virtualmente inertes na incorporagdo de fenilalanina,
Essa inatividade ndo indica uma deficiencia da particula,
mas é devida somente a auséncia de RNA mensageiro, pois
esses ribosomas atingem niveis altos de incorporacgao
na presenca de poli U (HENSHAW, BOJARSKI & HIATT, 1963).
Realmente, as particulas com pequena atividade endOgena
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respondem sempre a adig8o do mensageiro externo (GROS
et alli, 1961; BRENNER, JACOB & MESELSON , 1961 ;
ARNSTEIN, COX & HUNT, 1962).

Portanto, a stividade apresentada pela
preparagdo "in vitro" e & capacidade de resposta a
adigdo de poli U séo, respectivaménte, fungoes direta
e inversa do contetido de RNA endogeno carregado pelas
particulas durante o seu processo de isolamento ( FLO-
RINI & BREUER, 1965).

Em células desprovidas de reticulo endo-
plasmatico, como os reticulécitos, o trabalho sintéti =
co é cumprido por polisomas isolados, como ficou de-
monstrado para a fabricacdao de uma proteina especifica,
a hemoglobina (WARNER, RICH & HALL, 1962),

Os compartimentos celulares constituldos
por ribosomas livres e ribosomas associados & membrana
do reticulo endoplasmitico nfo sfo inteiramente  inde-
pendentes, havendo um equilibrio dinamico entre as
duas situagOes em que podem ser encontradas as particu=
las ribonucleoproteicas (MANGANIELLO & PHILLIPS, 1965).
Sendo assim, n8o haverd diferenga constitutiva entre as
membranas do reticulo rugoso (as quais encontram-se a-
gregados os riboéomas) e do reticulo liso (carentes da-
quela particula), 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 reticu =
lo endoplasmético (HINNAN & PHILLIPS, 1970).

Sabe-se, entretaﬁto, que a atividade fie
sioldgica dos ribosomas pode estar na dependéncia  de
sua ligacado ao componente de membraha do reticulo., A,
capacidade sintética relacionada a producdo de uma pro=-
teina especifica, pode ser encontrada como uma particu=-
laridade de um dos tipos de ribosomas. Por exemplo: os
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ribosomas associados de figado de rato parecem ter a ca-
pacidade de sintetizar proteina sérica ( GANOZA &
WILLIAMS, 1969), identificada como albumina ( TAKAGI &
OGATA, 1968; TAKAGI, TANAKA & OGATA, 1970), enquanto que
ribosomas livres nao exibem essa atividade. For outro
lade, a sintese de ferritina estd ligada a atividade de
ribosomas livres (MICKS, DRYSDALE & MUNRO,1969; REDMAN ,

1969).

Ainda que algumas proteinas, como NADPH=-
citocromo ¢ redutase, possam ser produzidas em mais do
que um compartimento celular (RAGNOTTI, LAWFORD &
CAMPBELL, 1969), isto talvez possa ser explicado pela
hipotese que preve a existéncia de iso-enzimas, natural
mente codificadas por diferentes mRNAs, como verifica -
do para o caso da catalase (TAKAGI, TANAKA & OGATA )
1970).

A essas indicagoes de diferencas funcio=-
nais entre as duas classes de ribosomas, soma-se a sen—
sibilidade diferencial que apresentam frente a varios
inibidores de sintese proteica, mostrando-se sempre uma
diminuic8o mais severa no processo sintético dos ribo-
somas associados (GLAZER & SARTORELLI, ;972).

A identificacdo de proteinas diferentes
feitas em compartimentos diversos e a verificacdo de
seu destino metabdlico, levou & hipotese de que os ri-
bosomas associados estariam relacionados com a produ=
cao de proteinas de exportacdo, enquanto que os livres
sintetizariam proteinas de consumo interno pela celula
produtora (HICKS, DRYSDALE & MUNRO, 1969).

Ainda que confirmada, essa proposigédo de
ve apresentar excegoes, pois mesmo em tecidos néo se=
cretores, como o tecido nervoso de cérebro, hd riboso =
mas associados que sintetizam proteinas ativamente
(ANDREWS & TATA, 1968; MURTHY, 1972),
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Também em organismos bacterianos, onde nfo
existe um reticulo endoplasmitico diferenciado, as membra-
nas, representadas unicamente pela membrana plasmatica ’
continuam exercendo papel importante no processo de sinte-
se proteica (BUTLER, CRATHORN & HUNTER, 1958; HALLBERG &
HAUGE, 1965). De fato, em tais células, os ribosomas ten-
dem a justapor-se a superficie interna das membranas
(HENDLER, BANFIELD, TANI & KUFF, 1964), constituindo  po-
lirribosomas associados (SCHLESSINGER, 1963). Embora pos-
sam ser encontrados também polisomas livres, os associados
constituem a fragfo mais ativa na incorporag@o de aminoi -
cidos (HENDLER & TANI, 1964). Essa diferenca de atividade
acentua~se quando a medida da captagao do precursor radio-
ativo é feita em tempos curtos. Nessas condigoes, obtém-
se resultados indicando que o local inicial da sintese pro
teica restringe-se aos polirribosomas associados ( HAUGE &
HATL,VORSON, 1962).

Um fator possivel de resultados artificiais
nessas investigagoes parece ser o método usado no rompi -
mento do tecido ocu células em estudo. Quanto menos drés -
ticas s8o0 as operacdes realizadas no rompimento das célu-
las e na manipulacao das particulas, maior parece ser a
capacidade sintética dos ribosomas associados, em rela-
gdo aos livres (TANI & HENDLER, 1964).

Todos esses resultados levantam a ques=
tdo de como seriam "programados" os polisomas que se li-
gariam a membrana para fazer proteinas de exportagéo, en-
quanto os outros permanecem livres. Ora, a informacao pa-
ra o tipo de proteina a ser sintetizada estd contida no
mRNA, Portanto, a situag8o livre ou associada do poliso =
ma também € determinada pelo mRNA. Podemos prever que
essa determinacio seja cumprida de uma entre duas manei -

ras.

Ou os polisomas formados no citoplasma (e
que contem um mRNA para proteinas de exportagdo) podem re
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conhecer pontos de ligag&o ds membranas que outros poliso-
mas ndo identificam ou o prdprio mRNA estd ligado a4 mem-
brana (REDMAN, 1969).

A presenca de RNA na membrana do reticulo
endoplasmatico foi sugerida'a partir das primeiras tenta -
tivas de caracterizagfo desse componente celular (CHAUVEAU,
MOULE & ROUILLER, 1957; REID & STEVENS, 1958). As contro =
vérsias posteriores, em relacfio a existéncia dessa  espé-
cie de RNA, parecem ter sido causadas pelos métodos empre=-
gados na sua extragdo. As técnicas cléssicas de isolamen=
to de RNA de tecidos ou fragGes celulares propoem uma eX-—
tragdo preliminar, a frio, de compostos soliveis em fci=
dos diluldos, seguida pela solubilizacfBo de lipidios em
solventes orgadnicos. A partir do residuo_insolﬁvel, faz-se
a dosagem do RNA (SCHMIDT & THANNHAUSER, 1945; SCHNEIDER,
1945), Essa método, entretanto, parece fornecer um rendi -
mento insatisfatorio, pois vAriocs autores descrevem  um&a
solubilizagdo parcial de RNA no solvente organico acidifi=-
cado (VENKATARAMAN & LOWE, 1959; VENKATARAMAN , 1960 ;
HALLINAN, FLECK & MUNRO, 1963; STEELE, OKAMURA & BUSCH ,
1964) e &, talvez por essa razdo,que a procura de RNA em
membranas teve, algumas vezes, resultados negétivos
(SHAPOT & DAVIDOVA, 1971),.

Pela adocdo de métodos mais apropriados, a

presenga de RNA em membranas estd, hoje, bem documentada ,
tanto para células de mamiferos (SACHS, 1958; GOSWAMI ,
BARR & MUNRO, 1962; SHAPOT & PITOT, 1966; RODIONOVA &

SHAPOT, 1966; GARDNER & HOAGLAND, 1968; TULEGENOVA ,

RODIONOVA & SHAPOT, 1968) como para células bacterianas
onde pode-se encontrar uma frac¢fZo intimamente associada 3

membrana plasmatica (VENNES & GERHARDT, 1956, WEIBULL &

BERGSTR8M, 1958; GODSON, HUNTER & BUTLER, 1961; ABRAMS &

McNAMARA, 1962). HA também evidéncias da presenca de RNA

em membranas nucleares (KASHNIG & KASPER, 1969).

Os estudos de caracterizacdo do RNA de meme-
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brana mostram que se trata de uma fragdo especial, nao

encontrivel em outros compartimentos celulares ( GARDNER

& HOAGLAND, 1968) e diferente, portanto, de RNA ribosomi=-
co ou.RNA transportador (TULEGENOVA, RODIONOVA & SHAPOT ,
1968). A hipdtese de uma possivel contaminagdo da fragéo

de membrana por. rRNA é afastada pela verificacdo da exis=
téncia de RNA em membranas do reticulo liso (SHAPOT &

PITOT, 1966) e pela insensibilidade que esse particular

RNA apresenta.a agdo de RNase (SHAPOT & PITOT, 1966; ITO

& SATO, 1968). Além disso, por centrifugagfo em gradien =—
te de sacarose, o RNA de membrana resolve-se em trés pi-
cos, nenhum dos quais se superpoe aos de rRNA usado como

marcador (SHAPOT & DAVIDOVA, 1971).

A atividade biologica do RNA de membrana
ndo estd esclarecida, Algumas tentativas de isolamento de
mRNA de microrganismos forneceram indicacoes de que uma
fragdo desse RNA é encontrado em intima associagdo com a
membrana plasmética de células em fase de crescimento
(YUDKIN, & DAVIS, 1965) ou de esporos (ARONSON, 1965 ) .
Essa RNA apresenta também intensa atividade metabdlica, a
julgar pela atividade especifica que apresenta quando é
isolado de uma cultura bacteriana, & qual foi dado um
pulso de precursor radioativo (SUIT, 1962; SUIT , 1963;
ABRAMS, NIELSEN & THAEMERT, 1964)., Em células de mamife -
ro, o RNA de membrana, associado ao reticulo endoplasmé -
tico, também caracteriza-se por ser rapidamente marcado
(PETROVIE, BEGAREVIS & PETROVIE, 1965). E, tanto em pro-
cariotos quanto em eucariotos, a propor¢@o das bases cong
tituintes dessa espécie de RNA assemelha-se a proporgao
das bases do DNA (SUIT, 1963%; YUDKIN .& DAVIS, 1965;
PETROVIE, BEGAREVIE & PETROVIE, 1965).

Em todos os casos estudados, ha sempre a
indicagdo da grande estabilidade obtida pela associaglo
do RNA a membranas lipoproteicas mas n8o se tem ainda da-
dos suficientes para verificar se esta estabilidade & de=
vida aos mesmos fatores que mantém estaveis os mRNAs com=
ponentes de polisomas associados ao reticulo endoplasmé -
tico (WILSON, HILL & HOAGLAND, 1967).
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Uma indicag@o mais significativa da gtivida-
de bioldogica dessa fragdo de RNA foi obtida pelo estudo de
sua influéncia sobre um sistema acelular de sintese protei-
ca. Em condigoes adequadas a sintese "in vitro", a adigdo
de RNA de membrana provoca uma estimulag@o de até 100% na
capacidade de incorporacgao de amino&cidos radioativos por
uma preparagao de ribosomas (KING & FITSCHEN, 1968) ou de
microsomas (BRENTANI, BRENTANI, BOUQUET & RAW, 1968),

£ importante notar que uma preparacio de mi-
crosomas conserva a capacidade de incorporagdo de aminoAci-
dos, mesmo na ausencia de enzima pH 5 (RAPPOPORT & MURTHY ,
1964), constituindo esse fato uma clara indicagf@o da exis -
téncia de enzimas de ativag8o do aminodcido intimamente /
associadas a membranas do reticulo. A presenca de aminoacil
sintetases em membranas & fortemente sugerida também pelo
fato de ser a fragfo rica em membranas a unica, das fra—-
goes obtidas apds o rompimento da estrutura celular, capaz
de promover a ativagdo dos 2] aminodcidos normalmente.cons—
tituintes das proteinas (McCORQUODALE & ZILLIG, 1959)., A
ativacdo de aminodcidos por membranas parece ser, de fato,
um fenomeno natural tanto em procariotos (HUNTER, BROOKES ,
CRATHORN & BUTLER, 1959; ROBERTS, BENSCH & CARTER, 1964 ;
BUBELA & HOLDSWORTH, 1966) quando em eucariotos (RAPPOPORT
& MURTHY, 1964; NORTON, KEY & SCHOLES, 1965).

Pelos dados apresentados e pelas hipéteses
propostas pelos autores que'tém trabalhado nesse campo,tor-
na-se claro que todas as investigagdes ate aqui realizadas
realgam enfaticamente a importancia de membranas, sob o
aspecto qualitativo ou quaﬂtitativo na producdo de protei-
nas pela célula viva, | '

Partindo desse enfoque e tendo em vista a
constatagio da existencia de um RNA particular associado a
membranas, a sugestdo de sua fungdo como mensageiro, a ca-
pacidade de ativag@o de aminodcidos que a membrana parece
ter e as sugestdes da capacidade sinteética desta fragdo is
lada (GALE & FOLKES, 1955; BUTLER, CRATHORN & HUNTER,1958

2
3
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WACHSMANN, FUKUHARA & NISMAN, 1960; HALLINAN & MUNRO
1965), o objetivo deste trabalho foi verificar a capaci
dade de incorporagdo de aminodcidos por uma frag8o ' pu-

rificada de membranas derivadas do reticulo endoplasmé-
tico ‘de figado de rato,



REAGENTES

(.

L-leucina, I~fenilalanina (uniformemente
marcadas com 014) e I~glicina, L-prolina e I~lisina (uni=
formemente marcadas com H3) e apresentando atividade es-
pecifica de 175 mC/mM foram fornecidas por Schwarz
BioResearch.

Proteinas hidrolisadas de levedo ( com
marcacgio uniforme por 014) também fornecidas por Schwarz
BioResearch.,

L-leucinay IL~fenilalanina, L-prolina,ATP,
GTP, albumina, piruvato quinase tipo II, DNase, lipase,
I, lecitinase A, pronase e tripsina foram adquiridos de
Sigma Chem. Corp.

Ribonuclease e a-amilase foram obti~
das de Worthington Biochemical Corp.

Fosfato de creatina e creatinofosfoquina=
se foram adquiridos de C.F. Boehringer & Soehne.

GMPPCP foi proveniente de Miles
Laboratories, Inc. -

fcido fusidico e anisomicina foram forne-
- cidos por Cancer Chemotherapy National Service Center.

DOC foi proveniente de Merck (Darmstadt).

. PPO e POPOP foram obtidos de Packard
Inst., Co.

.08 demais reagentes empregados foram to-
dos pro-analise.

: Os solventes orgénicos e a agua utiliza-
da no preparo de solucOes foram bidestiladas no 1aboraté»
rio.



MATERIATS E METODOS

1, Animais

Foram utilizados ratos dé raga Wistar, de
ambos os sexos, fornecidos pelo biotério da Faculdade de
Medicina da Universidade de S8o Paulo. O peso médio dos
animais era de 200 gramas.

2. Preparagdo de Membranas

Os animais eram sacrificados por con-
cussdo cerebral e os figados rapidamente removidos, co-
locados em um banho de gelo e picados com tesoura de

pontas finas. Todas as operacoes subsequentes eram efe-
tuadas entre O e 4'°C, Os rigados eram homogeinizados /
com 5 volumes de sacarose 0,25 M com o auxilio de um ho=
mogeinizador tipo Potter, equipado com pistilo de te=
flon, adaptado a um motor elétrico de baixa rotagdo. No
momento da homogeinizag@o, ndo se faziam mais do que 5
movimentos com o copo do homogeinizador., A suspensao
assim obtida era centrifugada por 10 minutos a
10.000 x g em uma centrifuga Sorvall RC-2B e o precipi =
tado, desprezado. A porg8o superior do sobrenadante, con
tendo uma camada gordurosa era retirada por meio de uma
pipeta de Pasteur adaptada a uma trompa de vicuo e tam-
bém descartada. O restante do sobrenadante era transfe -~
rido do tubo de centrifuga para um béquer, depois de
ter sido medido o seu volume. A este sobrenadante era
adicionado o volume conveniente de uma soluglo de deso-
xilato de sodio (DOC) 2,6% - recém preparada por disso =
lugdo do sal em sacarose 0,25 M.~ de modo & obter-se con
centracdo final de 0,26% em DOC, A adigBo era feita va-
garosamente e sob agitagdo continua., A suspensdo assim
obtida era, a seguir, centrifugada em rotor 50 Ti, a
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105,000 x g, por 120 minutos na centrifuga Spinco, mode=~
lo L. Obtinha-se, apds a centrifugagdo, um precipitado

compacto (fragdo P) recoberto por uma camada gelatinosa

(fragio Mb) e um sobrenadante de aspecto homogéneo, cu-
ja porgdo superior era constitulda por uma camada Flu-
tuante de lipidios. Novamente com auxilio de uma  pipe=
ta de Pasteur acoplada a uma bomba de vAcuo, 0 sobrena =
dante era retirado e a camada gelatinosa, cuidadosamen -
te decantada, de modo a ndo arrastar parte da fragao P.

Esta operacdo era facilitada pelo fato,jé
mencionado, de ser a fracdo P bastante compacta e aderi-
da 3s paredes do tubo, enquanto a fracdo Mb apresentava-
se pouco agregada e pouco aderida & primeira., Como medi~
da de precaucg8o, retiravam-se apenas os 2/3 superiores
da camada gelatinosa., Esta porg8o era homogeinizada em
homogeinizador manual, tipo Potter, em meio A (Tris=
IC1 0,03 M, pH 7,4 com MgCl2 5 mM, KC1 80 mM e NaCl
50 mM), adicionado até restabelecer o volume do sobrena-
dante original, a partir do qual se obteve a fracdo Mb.
Esta suspensfo era novamente centrifugada no rotor 50
i, por 90 minutos, a 105,000 x g na centrifuga Spinco,
modelo L e dava origem a um sobrenadante que era despre-—
zado e a um precipitado constituido por membranas. Es-
te precipitado era suspenso em meio B (Tris~HCl 0,045 M,
pH 7,5 com MgCl, 7,5 mM, KC1 120 mM e NaCl 75 mM) em vVO-
lume correspondénte a concentracio.desejada para os di-
ferentes testes a serem realizados,

0 método de preparacdo adotado & uma mo-
dificacao do procedimento descrito por ERNSTER,SIEKEVITZ
& PALADE (1962).

3, Preparacdo de Microsomas

A homogeinizacgdo dos figados era  feita
nas mesmas condigoes descritas para o preparo de membra-
nas, O homogenato era centrifugado a 10,000 x g em uma
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centrifuga Sorvall RC-2B por 10 minutos. O sobrenadante

obtido (desprezando-se o tergo superior, constituldo

por uma camada gordurosa) era centrifugado no rotor

50 Ti, por 60 minutos, a 105.000 x g em uma centrifuga

Spinco, modelo L. O precipitado formado constituia a

fragao de microsomas, que era suspensa em meio B,  em

volume conveniente para obter-se & concentragio deseja -
da,

A téenica adotada é baseada também no mé-
todo de ERNSTER, SIEKEVITZ & PALADE (1962).

4, Preparacao de Ribosomas

O procedimento inicial era anadlogo ao
adotado para o preparo de membranas e microsomas. O so-
brenadante resultante da centrifugacao a 10,000 x g

era tratado com solugao de DOC a 5%, de volume convenien
te para obter-se a concentragdo final igual a 0,5%. A

suspensao assim obtida era centrifugada por 120 minutos

no rotor 50 Ti, a 105,000 x g em centrifuga Spinco, mo-
delo L. O precipitado era suspenso manualmente em meio

A, em um volume igual ao do sobrenadante de 10.000 x g

€ a seguir novamente centrifugado por 90 minutos, em

condigdes semelhantes as anteriores. O precipitado obti=
do era. ent8o suspenso em meio B, para a concentracdo de-
sejada.

Esta foi a técnica adotada  por Brenta-

ni (1969).

5. Preparaca&o de enzima pH 5

A homogeinizagdo dos figados era  feita
nas mesmas condigoes descritas para o preparo de membra-
nas. O homogenato era centrifugado em uma centrifuga
Sorvall RC-~2B por 10 minutos. O sobrenadante obtido era
entao centrifugado no rotor 50 Ti, por 60 minutos, a
105,000 x g, em uma centrifuga Spinco, modelo L. O pre-
cipitado era desprezado e o sobrenadante, levado a
pH 5,2 por adigdo lenta e sob agitagio de Aacido acético
1 N. Nessa acidificag8o formava-se um precipitado, re=
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colhido centrifugando-se a suspensdo 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=
lugao de sacarose 0,25 M, de modo a obter-se a concen=
tracdo desejada. O método adotado &€, com pequenas ale
teracoes, o descrito por KELLER & ZAMECNIK (1956).

6. Condigdes de incorporagao

Para os estudos de incorporagdo de ami=-
nodcidos marcados, "in vitro", a fragio de membranas
salvo especificagdo em contrario, era suspensa em meio
B e incubadas em volume final de 1 ml a 370 C, em um
hanho tipo Dubnoff, com agitagdo constante. A composi-
¢ao do meio de incubagdo variava de acordo com o tipo
de investigagdo pretendida. Quando o teste a ser reali-
zado ndo se referia a nenhum dos COmponentes da mistu~
ra (como no caso do efeito de temperatura, remogdo de
aminoacidos terminais, etc.), 0 meio de incubagdo  ti-
nha a seguinte composigé@o, por ml: 3,75 umoles de Tris,
0,5 umoles de ATP, 6 umoles de MgClg, 20 umoles de fos=-
fato de creatina, 1 mg de creatinofosfoquinase, 31,25
umoles de sacarose, 12 umoles de KCl, 7,5 umoles = de
NaCl, 1 mg de proteina e o aminodcido marcado, geral=.
- mente leucina 014, em quantidade equivalente & 0,1 ulMol.
Muitas incorporacoes foram realizadas utilizando pro=-

teinas hidrolisadas de levedo, marcadas tambem com
c™, em lugar de apenas um aminoAcido. Em vérios tes-
tes foram usados, como sistema regenerador de ATP |,
1,5 mg de Acido fosfoenolpiriavico e 0,005 ml de SUS=

pensdo de piruvatoquinase, em lugar do conjunto fosfa=
to de creatina + creatinofosfoquinase,

Da mistura de incubag8o tomavam-se & in=-
tervalos regulares, em geral de 5 minutos, aliquotas
de 0,12 ml, que eram pipetadas sobre discos de papel
Whatman 3M.
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7. Extrac8o do produto para medida de ra=
dicatividade

As amostras retiradas do meio de incuba =
¢do eram recebidas sobre discos de papel Whatman 3M,pre-
sos a alfinetes de cabega, Os discos eram expostos a
jato de ar quente por 30 segundos e a seguir, imersos
em uma solugdo de TCA 10%, contendo 0,2 % do isdtopo ndo
radioativo do aminoadcido marcado que havia sido utiliza-
do na mistura de incubagdo. Depois de um intervalo apro-
ximado de 12 horas, os filtros recebiam uma série de la=-
vagens, seguindo a seguinte ordem:

a, TCA 5%, a 0 °C, por 15 minutos

b. TCA 5%, a 90 OC, por 30 minutos

c. TCA 5%, a 0 ©°C, por 5 minutos

d. mistura &lcool-éter (1:1, v/v), a 37°C
por 30 minutos

e. mistura &lcool-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 acidos ou solventes orgdnicos equivalentes a 3 ml
por filtro.

| ‘Este método foi descrito por MANS &
NOVELLI (1961).

8. Medidas de radioatividade
a) Por cintilador

Os discos de papel, contendo as amostras
do meio de incubacgido, depois de terem sofrido as lava-
gens descritas, eram colocados em frascos de cintilagao,
80s quais acrescentavam-se 5 ml de_i{dﬁido de cintilagao
(tolueno contendo 0,01% de POPOP e 0,4% de PPO), O  to=
luenc utilizado na solucfo era previamente resfriado a
-20°C e riltrado em 13 de vidro para remover & agua



contaninante. A radioatividade era medida em um cintila-
dor Beckman, cuja eficieéncia era aproximadamente de 60%

para B e 90% para o,

b) Por contador de fluxo de gas

As amostras, dissolvidas em agua, eter
ou &cido formico, eram colocadas em placas de plastico e
levadas a uma estufa & 150° ¢ para secar, Algumas vezes,
a secagem era feita sob lampada. A radioatividade dessas
placas era medida em um contador Nuclear-Chicago, com
fluxo de gas., '

9., Caracterizagdo da frag8o de membranas
9.1 - Relagdo RNA/proteina

a) Dosagem de proteinas

O contetido em proteinas das suspensdes
particuladas e de enzima pH 5 foi determinado pelo méto-
do de LOWRY, ROSEBROUGH, FARR & RANDALL (1951), utilizan
do-se albumina bovina como padrédo.

b) Dosagem de RNA

As dosagens de RNA foram feitas pelo mé-
todo de DISCHE & SCHWARZ (1955), utilizando-se ribose
como padraoc.

9,2 - Andlise morfoldgica

Os precipitados de fragdo Mb foram reti-
rados dos tubos de centrifuga e rapidamente mergulhados
em glutaraldeido 2,5% pH 7,2, contendo sacarose e manti-
dos gelados durante 2 horas. Apos lavagem em salina-sa -
carose, o material, reduzido a pequenos fragmentos, foi
colocado em solugdc de tetrdxido de dsmio 1%, contendo
sacarose, ‘durante 30 minutos. Depois de lavado em &gua
destilada, foi mergulhado em solugdo de acetato de ura-
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nio 2% e mantido em geladeira durante 18 a 20 horas. O
material foi desidratado na série crescente de alcoois
(50-70~90~95-absoluto), mergulhado em éxido de propile=
no e incluldo em araldite, segundo técnica de rotina em
microscopia eletronica, Obtiveram-se cortes finos que
foram corados em citrato de chumbo e acetato de uranila
e observados em microscdpio Zeiss, modelo EM 9 e fotogra
fados com 20.000 e 40,000 aumentos.

9.3 - Ultracentrifugagdo analitica

Para a corrida na ultracentrifuga analiti
ca, a fragdo Mb foi suspensa em meio B sem conter Mg. A
essa suspensao foi adicionado DOC 13%, de modo a ob~-
ter-se concentragdo final da solugdo igual a 10 mg para
proteina e 1,3% para DOC, Como controle, = utilizou-se
uma suspensio da fraqéo P, que recebeu ideéntico tratamen=-
to. As centrifugacgOes foram realizadas em uma Ultracen -
trifuga analitica Beckman, .modelo E, no rotor An-D, a
'19.160 rotagdes por minuto.

10. Controle de.contaminacado bacteriana

a) Incubagfo em meio contendo antibidti-
cos

A frag@o de membranas foi incubada, em
presenga do aminoadcido radioativo, no meio habitualmen -
te utilizado acrescido de 150 U de penicilina por ml e
estreptomicina na proporgido de 200 ug por ml.

b) Por plaqueamento

Em tempos diferentes, durante a incuba -
¢do, foram retirados 0,1 ml de amostra do meio de incu =
bagdo e diluidos em 9,9 ml de Agua. Desta suspensdo, fo-
ram retirados volumes de 0,1 ml que foram plagueados em
placas de agar-comum. Depois de 24 horas de incubacgdo em.
estufa a 37 °C, foram contadas as coldonias desenvolvidas.
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11. Caracteristicas do produto

a) Remogdo de aminoadcidos N-terminais

Apbs permanecer por 30 minutos a 37 °C, a
mistura de incubacio foi precipitada em PCA 7,5% a O °C
contendo 0,2% do isdtopo ndo radioativo do aminodcido mar
cado utilizado no meio de incubagfo. O precipitado foi la
vado com TCA 5% a frio, TCA 5% a 90 °C por 30 minutos,TCA
5% a frio, mistura alcool=-éter (3:1, v/v) e éter. O resi
duo obtido foi seco em estufa a 40 °C por 12 horas. 10 mg
deste residuo foram dissolvidos em KOH 1 N e o pH, ajusta
do para 8,0 com H2804. A essa mistura, adicionaram-se 2 m
de etanol, 100 mg de NaHCO3 e 0,1 ml de 2,4 dinitrofluor -
benzeno. A mistura permaneceu por 24 horas, no escuro, SO
agitagdo. Depois, foi precipitada com 0,5 ml de TCA 50% e
o precipitado, lavado em etanol, éter e seco em estufa a
40 °C. A seguir, foi dissolvido em O,1 ml de Acido formi-
co e & solucao acrescentaram-se 5 ml de HCL 6 N. A mistu
ra foi colocada em ampola de vidro, selada a vacuo, que
permaneceu a 105 °C, por 24 horas, O hidrolisado foi di.
lufdo com 5 ml de Agua e extraido 3 vezes com 10 ml de
éter. As fases aquosa e etérea foram concentradas sob lam
pada e finalmente secas em placas de pléstico 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. Foi aplic:
do nessa placa um volume de 30 ul. A cromatografia ascen -
dente fol desenvolvida usando-se como solvente, uma mistu-
ra de cloroformio, metanol e acido acético, na proporgdo
de 95:5:1. O tempo de desenvolvimento foi aproximadamente
de 40 minutos. As placas foram secas a temperatura ambien-
te e o cromatograma foi rewvelado por iluminagdo com luz
ultravioleta. O método utilizado para a remoga@o de amino -
acidos N-terminais &, basicamente, o descrito por SUTTIE
(1962).



26

b) Remocdo de aminoacidos C-terminais

Apbs permanecer por 30 minutos a 37 °C, a
mistura de incubagao foi precipitada com PCA 7,5%, con=-
tendo 0,2% do isOtopo ndo radioativo do aminodcido mar-—
cado utilizado na mistura de incubag8o. £ precipitado foi
lavado com TCA 5% a O °C, TCA 5% a 90 °C por 30 minutos ,
TCA 5% a 0 °C, mistura &lcool-éter (3:1, v/v) e éter .
10 mg do residuo foram dissolvidos em 0,5 ml de &cido for
mico e 3,8 ml de anidrido acético. Metade do volume oOb~
tido foi separado para contagem da radioatividade, SeI=
vindo essa medida como controle da experiéncia.

A outra metade, foram adicionados 5 mg de
tiocianato de amonio e a solugdo foi colocada em estufa
a 54 % por 5 horas, em tubo de Thunberg. Decorrido esse
tempo, 0 solvente foi evaporado sob vacuo, em presenca de
pastilhas de KOH no ramo lateral do tubo de Thunberg. O
residuo foi lavado com 5 ml de TCA 5%, dissolvido em 1,5
ml de NaOH 1 N e aquecido a 50 ¢ por 5 minutos. Depois
dessa incubagdo, foram adicionados & solugdo 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
eter. Depois de seco em estufa, foi dissolvido em &acido
formico, colocado em placas de pléstico e novamente SE=

co para contagem de radioatividade.

0 método adotado é uma ‘- adaptagdo dagquele
descrito por WALEY & WATSON (1951). Foram retiradas amog=
tras do material tratado e nfo-tratado, para dosagem de
proteinas pelo método de WARBURG & CHRISTIAN (1941).

¢) Tratamento enzimitico

Para o tratamento enzimitico, foi feita
uma incorporagdo da maneira habitual, durante 30 minu --
tos. A seguir, o volume incubado foi dividido por vé-
rios tubos, contendo cada um cerca de 2 mg de proteina .
A cada tubo foi adicionado um volume de DOC 0,5% de mo~
do a estabelecer concentragdo 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 apbs 80 minutos foram adicio-
nados a cada tubo 500 ug de albumina e 3 ml de TCA 10% .
O precipitado resultante foi filtrado em Millipore G3WP
02500, 0,22 um e a radioatividade dos filtros, determina-

da por contagem em cintilador,



RESULTADOS

A - Caracteristicas da particula
1. Relag@o RNA/proteina

Tomando uma suspensdo de fragao Mb com
concentracdo de proteina igual a 12 mg/ml, o teor de RNA
encontrado foi de 1,4 mg/ml.

Esse resultado, que se refere & media de
4 dosagens, permite calcular a relagdo RNA/proteina co-
mo sendo igual a 0,1l1. Este valor é um pouco superior
ao encontrado por ERNSTER, SIEKEVITZ & PALADE (1962) ’
que obtiveram valores de 0,07 e 0,08 para a relagadao dis-

cutida,
2. Morfologia

Como mostra a Figura 1, a fragdo de Mb
é constituida por membranas que aparecem principalmente
como uma série de vesiculas de diametros variados. Algu-
mas formagoes filamentosas, mais raras, podem ser origi=-
nadas pelo rompimento das vesiculas. As estruturas meno-
res e mais densas parecem ser constituidas por vesicu -
las muito pequenas, totalmente incluldas na espessura do
corte fotografado, pois apresentam um aspecto heteroge -
neo quando observadas em maior aumento, como na Figura
2

A fracao Mb tem, assim, um aspecto
bastante homogéneo quanto a sua composigdo morfoldgica
e a contaminagao por outras organelas celulares, se exis
I d . [ 4
- te, e praticamente desprezivel.,
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Figura 1 - Aspecto da fracao Mb fotogra-
fada com 20,00 aumentos.

Figura 2 - Aspecto da fracdo Mb fotogra-
fada com 40,000 aumentos.
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Figura 3 ~ Aspecto da ultracentrifugaqéo analiti-
ca da fracdo P tratada com DOC. As fo-

tograflas foram tomadas 8 (3a) e 80 (3b) minutos

depois de atingida a velocidade de 19,160 rpm.

Figura 4 - Aspecto da ultracentrifugacdo anallti-
ca da fragdo Mb tratada com DOC. As fo

tografias foram tomadas 8 (4a) e 80 (4b) minutos

depois de atingida a velocidade de 19.160 rpm.
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%. Ultracentrifugagdo analitica

Quando se submete as fragoes Mb e P a
ultracentrifugacdo analitica, obtem-se os resultados re

presentados pelas Figuras 3 e 4,

Na Figura 3a ve-se o aspecto inicial da
centrifugacdo da fracdo P, tomado 8 minutos apdés  ser
atingida a velocidade pré-estabelecida. Nota-se apenas
o aparecimento de um pico gque ainda nfo "descolou" do
topo da célula da centrifuga. Apos 80 minutos de corri-
da, o aspecto apresentado pelo sistema é o da Figura
%b, onde podem-se notar vArios picos, indicativos da
heterogeneidade da fraclo em estudo. As diferentes ban-
das de migracao correspondem a populacoes de ribosomas
liberados da associacdo com as membranas pelo tratamen=—
to com DOC e que se encontram aglutinados como trime -—-
ros, dimeros ou apresentam-se isolados, como monomeTros.
Nota-se também a permanencia de uma banda ainda no to-
po do tubo, provavelmente constitulda pela porgao solu=
bilizada de membranas. Essa suposicao e reforgada pe-
los resultados da centrifugagdo da fragdo Mb, apresen =
tados através das Figuras 4a e 4b. Na fotografia 4a,
tomada apos 8 minutos de centrifugagdo, o aspecto é
bastante semelhante ao da Figura 3a. A fotografia 4b
revela o aspecto da fragdo Mb apos 80 minutos de corri-
da, Verifica-se que o material apresenta-~se ainda per-
feitamente homogeneo, notando-se o mesmo componente na
parte superior da célula, gem o aparecimento dos pi-
cos caracteristicos de ribosomas.

B - Caracteristicas do processo de in-
corporacao
1. Efeito do tempo

Na Figura 5 observa=~se que a radioativi
dade incorporada na fragéo insoluvel em TCA a quente au
menta com o tempo de incubagao.
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Figura 5 - Membranas (7,8 mg) incubadas a 37 °¢ em meio

contendo 3,75 umoles de Tris, 0,5 umocles de
ATP, & umoles de MgClg, 1,5 mg de PEP, 0,005 ml de pi-
ruvato quinase, 31,25 umoles de sacarose, 12 umoles de
KCl, 7,5 umoles de NaCl, 1 mg de proteina de enzima
pH 5 e 0,05 ml de proteina hidrolisada de levedo marca -
da com Gi com atividade de 175,000 c¢pm/O,1 ml, em volu=-
me final de 1 ml, com pH 7,4.

Para algumas preparacées, obtinha-se uma
correlagdo linear entre a radioatividade e o tempo (ver
Figuras 11 e 15) mas a cineética.mais comumente observa =~
da é a representada na Figura 5. O nivel de incorporacBo
obtido & também bastante varilvel e nfo foi possivel uma
padronizacao desse aspecto. As diferentes preparagoes
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apresentavam sensiveis variacoes na capacidade de incor-
poracao de aminodcido e, por isso, cada experiéncia for-
nece dados comparaveis somente aos outros obtidos no
mesmo ensaio, Deve-se notar, entretanto, que a diversi =
dade apresentada pelas preparagoes refere-se tdo = somen-—
te ao nivel de radioatividade obtida, ndo incluindo sSoO=
bre a proporcionalidade da resposta a todos os fatores
testados, que se manteve sempre constante.

cpm
300}
o
0 A
[
200 a A
g o
o
L] a o
] X
X X
100} a
g K’———"Z———-_—-
A ®
* °
{ 1 } | | |
3 6 10 s 20 25

TEMPO (minutos)

Figura 6 - Membranas incubadas a 37 °C em diferentes con—
centragoes: e 2 Mg, A A 4 mg o o,

X X 5,25 mg, o o 8 mg, A—A 12 mg, o a

16 mg. O meio de incubagdo, de pH 7,4, contem: 3,75 umoles
de Tris, 0,5 umoles de ATP, 6 umoles de MgCl2, 10 umoles
de fosfato de creatina e 250 ug de creatinofosfoquinase ,
31,25 umoles de sacarose, 12 umoles de KCl, 7,5 umoles

de NaCl, 1 mg de proteina de enzima pH 5 e 0,05 ml de
leucina ct* com atividade de 175,000 cpm/0O,1 ml.
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2. Efeito da concentragao de fracédo Mb

A radioatividade incorporada é propor-
cional a concentragdo de fracdo Mb usada no ensaio.As
curvas apresentadas na Figura 6 referem-se a concentra
goes de 2, 4, 5,3, 8, 12 e 16 mg de proteina de  fra-
cdo Mb. Embora fosse desejével operar com a concentra-
cdo que fornece um rendimento maior em radioatividade
incorporada, isto &, aquela de 16 mg de proteina, isso
ndo foi possivel em vista do baixo rendimento oObtido
no isolamento da fragao, limitado também pela capacida
de do rotor 50 Ti, normalmente empregado na preparacio
da particula.

TABETLA I

Efeito da Temperatura

TEMPO (MINUTOS)
5 10 15 20 30 40 45

Preparacao 1

37 9¢ - - 122 - 248 - 405
50 ¢ (1) _ _ 15 _ 20 i
0% | . - o - 0o - 0

Preparacgao 2

37 %¢ ol 38 - 64 92 121 -

60 % 3| o 0 - 12 21 33 -

As condigbes experimentais sfo idénticas as da Figura

6. (1) a fragBo Mb foi pré-incubada a 80 °C por 15 mi-
nutos, (2) temperatura mantida durante a incubacao ,

(3) a fracdo Mb foi pré-incubada a 60 °C por 30 minu -
tos.,
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3. Efeito da temperatura

Quando se incuba a fracdo Mb com amino-.
dcidos radioativos a 0 °C, a incorporagio obtida é nula,
A temperatura habitualmente usada para a incubagado foi
de 37 °C e os dados comparativos entre as incubacOes a
diferentes temperaturam acham-se apresentados na Tabela
I. A particula é termol&bil no que se refere a sua ca-
pacidade de incorporacgdo de aminoacidos. Assim, se an-
tes da incubagdo a particula é submetida a um tratamen -
to térmico de 80 °¢ por 15 minutos, a incorporacgao é
praticamente nula. Uma incubacgao da particula por 30
minutos a 60 °C acarreta uma diminuicado de 73% na in-
corporagao, quando comparada ao controle. Esses resulta-
dos reforcam a hipotese da natureza enzimitica do pro-

Cess0o.,

TABELA II

Efeito da Concentracao de Mg

amoles de TEMPO (MINUTOS)

MgCl2 5 10 15 20 25 30

- 86 123 192 243 336 329

1 129 239 379 491 595 693

2 130 261 451 517 660 771

4 220 U5 492 621 787 828

6 204 374 569 764 744 934

10 199 334 4oei 568 688 844

20 83 228 450 451 586 691

40 89 234 255 328 427 483

As condigoes experimentais s8o idénticas as da Figura 5 ,
exceto quanto a concentracio de MgCl2, que se encontra
assinalada na proépria tabela,
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4, Efeito da concentracgio de Magnésio

Para testar o efeito de Magnésio sobre o
sistema de incorporagao de aminoacidos, as membranas fo-
ram preparadas pelo sistema habitual, omitindo-se esse
ion nos tampOes utilizados na preparacdo e suspensao da
particula, Obtinha-se, assim, uma sugpensfo da particula
isenta de Magnésio exogeno. Essa suspensdo foi incubada
da maneira habitual, em presenca de varias concentragoes
de MgCl2 e o resultado desse ensaio encontra-se apresen =
tado na Tabela II. Vé-se que a incorporagdo pode ocorrer
& niveis discretos em auséncia de magnésio, mas a sua
presenga, em concentragac adequada chega a estimular o]
processo em cerca de 300%., O dtimo de concentracio & ve-
rificado mais claramente na Figura 7. Esse grafico apre -
senta os valores obtidos para a radioatividade apds 30 mi
nutos de incubacdo em relacfo a massa de magnésio presen=
te no ensaio. O nivel méximo de atividade & encontrado
quando a concentracdo é igual a 6 umoles por ml da mistu-
ra de incubacgio.

cpm

900
800
700
600

300

400

L1 A 1
I246 {0 20 ) 4Q
B moles de MgClp

FPigura 7 - As condigdes experimentais sfoc identicas ds da
Figura 5, exceto pela concentragao de Mg612
que varia segundo os valores assinalados em abeissas. Ra-

a e . . . L4 . . . o ~
dioatividade medida apos 30 minutos de incubacao,



59

Varios efeitos considerados como artefa-
Los sdo obtidos em experimentos in vitro em que sao uti-
lizadas concentracoes de magnésio muito altas, tidas co-
mo ndo risioldgicas. Sabe-se, por exemplo, que nessas
condicgdes, o0s ribosomas néo traduzem mensageiros natu~-
rais, mas sdo capazes de traduzir polirribonucleotidios
sintéticos (LENGYRL, 1969).

o caso da prep:aracao de membranas, O
fato de haver uma atividade maior cm niveis baixos de
magnésio é uma indicaglo de que a sua capacidade de in-
corporagao de aminodcidos possa representar wm Processo

. B -’ .
fislologico normal.

cpm

800+

-
-

pH

Figura 8 = Membranas (6,5 mg) incubadas a 37 °C em meio

contendo 0,5 umoles de ATP, 6 umoles de

Mgole, 1,5 mg de PEP, 0,005 ml de piruvato
quinase, 31,25 umoles de sacarose, 12 umoles de KCl, 7,5
umoles de NaCl, 1 mg de proteina de enzima pH 5 e 0,05 ml
de proteina hidrolisada de levedo marcada com Cl4 . com
atividade de 175.000 cpm/0O,1 ml, em volume de 1 ml., Va-
lores de radioatividade apds 30 minutos de incubagdo .
Tampdo citrato para pi 5 e 6,6, Tris-HCl para 7,4 e 7,8
e borato para pH 10. Todos os tampdes tém concentragéo
0,03 M.
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1) ¥ T 1 J

6.2 64 66 68 70
pH

Pigura 9 - CondicOes de incubacao identicas as da Figu-
ra 8, com concenbtracio de membranas igual a

7,4 mg e utilizando tampao citrato.

5. Efeito do pH

A atividade de incorporagdo de aminodci-
dos pela fracdo Mb estd na dependéncia do pH do meilo de
incubagao, como mostram as Figuras 8 e 9. Apesar de se-
rem obtidos niveis mais altos de incorporacdo em pH 6,6,
o estudo de outras varifveis do processo foi realizado
em pH 7,4, no qual a atividade do sistema também &  al-
ta e que representa melhor a situacdo fisioldgica.
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cpm

200

100

TEMPO (minutos)

Figura 10 - @ . ® Ribosomas (1,75 mg) incubados a

37 9¢ em Tris-lCl 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, 1 mg
de proteina de enzima pH 5, 31,25 umoles de sacarose e
0,05 ml de leucina C'* com atividade de 175.000 cpm/0,1 ml
em volume final de 1 ml. &4 A com adicgao de 100 ug
¥ sem adic8o de ATP, fosfato de

de puromicina. ]
creatina e creatinoquinase ou sem adig&o de enzima pH 5.
o com adig¢do de 500 ug de RNase,

o)

6. Efeito do sistema regenerador de ener

gia

A capacidade sintética de uma prepara -
gdo de ribosomas, "in vitro", mostra um requerimento ab
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soluto de uma fonte energética exégena, habitualmente
fornecida sob forma de ATP e de um sistema regenerador
de ATP, como acido fosfoenolpirtvico e piruvato quina-
se. Na auséncia desse fornecimento, a incorporacfo é
praticamente nula, como pode ser visto na Figura 10,

No caso de fracldo Mb, o reguerimento
energético é menos dréstico. Para obter-se um nivel Ot
mo de incorporacao, o sistema regenerador de energia de
ve ser adicionado ao meio de incubagfo, pois em - sua
ausencia h& uma inibigdo do processo, tanto quando exa-
minado em tempos curtos, & com o fornecimento de um 50
aminoédcido marcador, como mostra a Figura 11, como
quando observado em tempos mais longos e com uma mis~—
tura de aminodcidos marcadores, como é o caso do ensailo
apresentado através da Figura 12.

Em vArios ensaios realigados, a inibi -
gdo da incorporacio por deficiencia do sistema energétl
co exdgeno oscilou na faixa de 45-70%,

Esses dados estio de acordo com as
evidéncias anteriormente apresentadas a respeito da ca-
pacidade de ativaglBo de aminodcidos pela fracio de mem~
branas (McCORQUODALE & ZILLIG, 1959; RAPPOPORT &
MURPHY, 1964; NORTON, KEY & SCHOLES, 1965).

Em estudos com mitocondrias de rato,
tendo succinato como fonbe de energia, fol demonstrado
haver um bloqueio completo da incorporacédo de leucina
em presenca de antimicina A e de 2,4 dinitrofenol.Ess:
inibigéo, contudo, nféo era observada em presencga de
concentragdes de oligomicina gue impedem a formacdo de
ATP, A presenca de ADP ou AMP também inibe a incorpora-
¢80 e essa inibig8o & tida como uma competigBo estabele
cida entre aquelas substancias e o processo de sintese
proteica pela energia derivada da oxidacado do succina -
to. Ainda mais; o acido tetraiodotiroacético, potente
inibidor de fosforilagdo, praticamente faz dobrar a
quantidade de leucina incorporada (BRONK, 1963).
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H4 fortes indicacgdes, portanto, de que
a capacidade de incorporacfo da fracio Mb, mesmo em au-
sencia de fornecimentq energético, poderia estar na de-
pendencia de um contelido enddgeno que se apresentasse
ou diretamente na forma de ATP ou indiretamente na
forma de compostos de alta energia, capazes de suprir
0 requerimento energético da reacgao catalisada por

aminecacil sintetases.

cpm
200
100

|
3 6 9 12
TEMPO (minutos)

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

37 °C em Tris-HCl 0,03 M, pH 7,4 contendo

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

fosfato de creatina, 250 ug de creatinofosfoquinase ’

51,25 umoles de sacarose, 12 umoles de KCl, 7,5 umoles

de NaCl, 1 mg de proteina de enzima pH 5 e 0,05.ml de

leucina ¢+ com atividade de 175,000 ¢pm/0O,1 ml.

X X com omissao de enzima pH 5, o o com

omiss@o de ATP, fosfato de creatina e creatinofosfoqui-

nase, 4@ A com omissdo de membranas.
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Figura 12 - Condicgdes do ensaio identicas as da Figura
11, com a substituicg8o de leucina ot por

proteinas hidrolisadas de levedo, com a mesma atividade.

o

100 mg de puromicina, g

0 sistema completo, A A com adicao de

5 com adigdo de 30 umoles

de NaF, @ e com adigZo de 500 ug de RNase, x

X
com omissdo de ATP, fosfato de creatina e creatinofos =

foquinase.
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7. Efeito de GTP

A verificacgéo da necessidade de GTP para
o processo de incorporagiéo de aminodcidos por ribosomas
foi conseguida nos primeiros estégios do conhecimento a
respeito de sintese de proteinas promovidas por zquelas
particulas (KELLER & ZAMECNIK, 1956),

No caso de incorporacéo pela fragao Mb ,
0s resultados indicam ume inteirsa independéncia do forne-
cimento de GTP exbgeno, pelo menos até a concentragdo teg
tada, A Figura 1% mosbra o resultado da incorporagdo oOb=
tida em 30 minutos de incubac&o, em presenga de gquantida-
des de GTP variando de O a 200 umoles.

A partir desses resultados, poderiam ser
feitas duas hipoteses: ou o processo de incorporacio real
mente independe de GTP, ou a particula traz consigo um
contetido de GTP enddgeno capaz de suprir o requerimento
do processo. A Ultima hipdtese parece ser verdadeira,pois
a incorporacio de aminodcidos é fortemente inibida pela
presenga de GMPPCP no meio de incubacdo (ver Tabela III).
Essa inibigdo poderia ser explicada pela competicdo es-
tabelecida entre o GTP enddgeno e seu andlogo pelo sitio

ativo da GTPase,

cpm
® )

800 ;—= — °
© ®

600 -

400

200
1 1 ] i I 1 1
510 25 50 75 100 2G0

B moles GTPx IO"S

Figura 13 - Condicdes experimentais semelhantes as da Ti-
gura 8, com valor de pll igual a 7,4 e concen =-
tragoes de GTP variando segundo os valores assinalados no

4 .
grafico,
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8. Efeito de enzima pH 5

Como foi mencionado anteriormente, a fra-
cdo de membrana parece ter capacidade de ativagdo de ami-
nodcidos, Partindo dessa premissa, a contribuigfo de en-—
zima pH 5 como.fonte de aminoacil sintetases é teoricamen
te dispensavel. Experimentalmente, entretanto, verifica —-
se uma elevacdo de cerca de 40% no nivel de incorporacfo
quando se fornece enzima pH 5 ao sistema, como pode ser

verificado na Figura 11,

Nao ficou esclarecido pelos resultados ob
tidos se esse estimulo é causado pelo fornecimento de ou~
tra via de ativacBo de aminofcidos ao sistema ou se a con
tribuicdo ocorre pela adigZo de tRNA contido também na

enzima pH 5.

9. Incorporacido de diferentes amincacidos

L capacidade de incorporagéo que a  fra-
¢cdo de membranas apresenta é verificada para diferentes
aminodcidos. Pode ser testada para leucina, glicina, fe-
nilalanina e lisina em experimentos isolados. H& indica =
¢coes, entretanto, que um niumero maior de aminodcidos pos—
sa ser substrato das reagdes que levam a incorporagao .
Realmente, quando se utiliza um hidrolisado de proteinas
marcadas de levedo em lugar de um unico aminoécido, ra-
dioativo no meio de incubacdo, atingem-se niveis bastan -
te altos de radioatividade, sugerindo a incorporacgédo de
muitos aminodcidos no produto insoluvel em TCA a  quen-—
te. Em vArios ensaios mencionados, como os das Figuras 6
e 11, foi utilizado um sd aminoédcido, radioativo, enquan-—
to em alguns outros, utilizou-se hidrolisado de proteinas
marcadas, como nas Figuras 5, 7 e 12, por exemplo.

Entre os aminodcidos testados separadamen
te, ndo foi possivel detectar incorporagdo apenas para
prolina, como se vé na Figura 14,
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P A PN
5 10 15 20 25
TEMPO (minutos)

Figura 14 - CondigOes experimentais semelhantes as da Fi-

gura 5, substituindo o hidrolisado de protei-
14

nas de levedo por: O 0 fenilalanina C~', @ ®
glicina H2, x X prolina H2.

10, Efeito de inibidores

A ag8o de puromicina, RNase e NaF foi

apresentada através da Figura 12, onde pode-se verificar
que essas substancias tém sobre o sistema de membranas um
efeito bem menos pronunciado do gque o apresentado sobre
uma incorporacgio promovida por ribosomas (comparar com a
Figura 10).

A Tabela IIT apresenta o resultado obti -
do apos 30 minutos de incubagdo em presenca-de inibidores
de sintese proteica: Acido fusidico (TANAKA, KINOSHITA &
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MASUKAWA, 1968) e anisomicina (GROLILMAN, 1967). Nota-se

que o sistema é sensivel & acdo destas drogas, permitin =
do formular a hipotese de utilizagdo pela fragdo de mem=—
branas de certos equipamentos enzim&ticos caracteristicos
do sistema cléassico de sintese proteica de riboso ==

mas,

PABELA TIT

Efeito de Inibidores

RADIOATIVIDADE % INIBIGKRO

Sistema Normal 1600 -
+ GMPPCP ' 458 72
+ Acido Tusidico 663 59
+ Anisomicina 784 51

Membranas (8 mg) incubadas em condigdes idénticas &s des-
critas na Figura 11, usando proteinas hidrolisadas de le-
vedo marcados com Ol4
resultante de 30 minutos de incubacao. Concentracio de

inibidores: GMPPCP = 10™‘M, 4cido fusidico - 0,6 wumoles/ml

e anisomicina = 200 ug/ml.

. A radiocatividade apresentada é a



49

cpm

T
O

400

2001

100

] | |
15 30 45

TEMPO (minutos)

Figura 15 - CondicOes experimentais semelhantes &s da Fi=
gura 6, usando 6,2 mg de membranas.
(o} ) com
adigao de 150 unidades de penicilina e 200 ug de estrepto
micina.

o0 sistema completo, ©

11l. Controle bacterioldgico

A Figura 15 mostra o comportamento do
processo em presenga de 150 Unidades de penicilina e 200
ug de estreptomicina no meio de incubacgio, com volume fie=
nal de 1 ml. Vé-se que ndo.ha interferéncia apreciével
causada pelos antibidticos. Nesse ensaio, em particular ,
a incorporacdo 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 contaminagéq bacte=
riana foi feito retirando-se amostras no inicio e no fim
do periodo de incubagdo e semeando essas aliquotas em
meio de cultura. A contagem de coldnias permitiu conhe =
cer o numero de bactérias viaveis contaminantes. Nas con
dicbes de incubagdo, o numero de colonias variou em.tor-
no de 50,000 por ml, sem nunca ter ultrapassado 70.000
e sem haver duplicado & quantidade de elementos vidveis
entre o inicio e o fim do ensaio.

LAMBORG & ZAMECNIK (1960) demonstraram
nfo haver incorporacfo significativa de aminoacidos ra =
dioativos por uma populagio bacteriana menor do que
150.000 células por ml.

Aliando-se, portanto, o tempo de incuba=
cdo aos resultados em presenga de antibidticos e a con-
tagem por plaqueamento, obtém-se uma boa margem de segu-
ranga quanto a resultados artificiais introduzidos pelo
eventual desenvolvimegto de microrganismos no meio de

incubacgao.

(¢ - Caracteristicas do produto

1. Ac3o de enzimas

Un método possivel para o exame do
produto resultante da incorporacio ¢ verificar sua
sensibilidade a acglo de diferentes enzimas. O resultado
dos tratamentos enzimidticos encontram-se expressos- na
Tabela IV,

Verifica~se que o tratamento com prona -
se resulta em diminuig¢ao de pouco mais de 60% da radioa=-
tividade precipitéavel com Acido. O tratamento com tripsi
na tem o mesmo efeito em cerca de 50%, enquanto que ou-
tras enzimas testadas tém efeitos muito pequenos. £ in-
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teressante notar que o efeito produzido por pronase ou
tripsina nfo é estimulado pela presenca de outras enzimas
e que ndo se observa qualquer potencialidade na agao con-
junta das enzimas efetivas na digestfo, isto &, pronase e

tripsina.

A Tabela V mostra os resultados de wina
experiencia semelhante a anterior, introduzindo  testes
com outras enzimas. Os dados aquli apresentados confirmam
os resultados da Tabela IV e indicam a ineficiencia de
RNase e o~amilase na digestao do produto.,

TABELA IV

Tratamento Enzimdtico do Produto da Incorporagio

ENZIMAS RADICATIVIDADE RECUPERAGZXO APOS
(CPM) 0 TRATAMENTO
(%)

- 6678 -
I'ronase 2487 37
Lecitinase A 5862 87
Tripsina 3148 47
lipase I 5572 83
Pronase + Leciti-

nase 2472 37
Tripsina + Leci-

tinase 2488 52
Pronase + Lipase 2616 39

Pronase + Tripsina +
Lecitinase 2435 ’ 36

Radioatividade medida no produto insolivel em TCA resultan-—
te do tratamento do material incorporado pela fracgio. de
membranas por enzimas relacionadas na propria Tabela. As
condigdes experimentais estdo descritas em Materiais e MES
todos.,
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TABELA V

da Incorporacio

Enzimas RADIOATIVIDADE RECUPERACEO APOS O
(cPu) TRATAMEN TO
(%)

- 18285 -
Pronase 6027 33
Tripsina 10639 58
Lipase I 16075 88
RNase 18294 >1.00
a-Amilase 18817 >100

As condigoes do ensaio sfo idénticas &s da Tabela IV e

estao descritas em Materiais e Métodos

TABELA VI

Remogdo de Aminofcidos N-Terminais com DNFB

FRAGAQ RADIOATIVIDADE (CPM)
Microsoma 16
Etérea
Membrana 19
Microsoma 909
Aguosa
Membrana 428

A radigatividade refere-se a contagem obtida apés o trata-
mento do material incorporado pelas fragoes discriminadas

por DNFB. As condicodes. do ensaio estdo deseritas na parte

de Materiais e Métodos.
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2. Remoc¢do de aminodcidos N-terminais

Pode-se verificar pela Tabela VI que ,

’ ~ . ’ . N . . - y

apos a remogao de aminoacidos N-terminais, a radioativi
dade é recuperada praticamente apenas na fase aquosa.

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

’ . -
A fase eterea fol cromatografada em ca=-
mada delgada e o resultado estd mostrado na Figura 16.
. A . L . -
O cromatograma revela a existencia de varios aminodci -
Qe . . . . ’
dos dinitrofenilados, & maior parte dos quais € comum a
preparagao de membranas e a de microsomas.

SOLVENTE

(o6 O o9

O 047 Qoa4s

i O 037
O 032 O 0.31

C 024

© o022 S 056

O 0.14 O 0.14

o 004 © 004

Mb Mi

Figura 16 - Cromatografia da fase etérea obtida apds o

tratamento do material incorporado por mem—
branas (Mb) e microsomas (Mi) com DNFB. Os numeros &ao
lado de cada mancha referem—-se aos Rf absolutos dos
derivados denitrofenilados dos aminodcidos.,
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%, Remogio de aminoacidos C-terminais

A Tabela VII apresenta os efeitos da re=-
mogdo de aminodcidos COOH-terminais sobre a radioatividg
de do produto de incorporacdo. Em experiencias separadas
foram usados como controle ribosemas e microsomas, Ve~
se que, em ambos os casos, & radioatividade recuperada
apds a remogdo de aminodcidos C-terminais € da ordem de
75% para as preparacoes de membranas.

TABELA VIT

Remogédo de Aminoacidos C-Terminais

FRAGXO RADIOATI~ RECUPERAGAO
(CcPM)

Experiéncia 1  Ribosoma 1081 -

Ribosoma

tratado 503 46,5

Membrana 261 -

Membrana

tratada 199 76,2
Experiencia 2

Microsoma 668 -

Microsoma

tratado 359 59,7

Membrana 318 -

Membrana

tratada 240 75,4

A radioatividade refere-se as contagens antes e depois

do tratamento de remocgdo de aminodcidos C-terminais. As
condigoes de ensaio estfo descritas no Iitem Materiais e
Métodos.
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Varios métodos tém sido descritos para o
isolamento do reticulo endoplasmatico. O principio uti-
lizado por esses métodos permite reuni-los em tres 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 centrifugacdo posterior
a 105.000 x g. Nessas condigOes, a fragdo de membranas
aparece na interface formada pela solugdo de sacarose e
de isoctana (HAWTREY & SCHIRREN, 1962). Um segundo tipo
de procedimento é aquele introduzido por SACHS & WAELSCH
(1956), que se fundamenta na adicdo de pirofosfato de
sbdio 0,1 M a uma suspensdo de microsomas. O tratamento
acarreta a desintegracdo e solubilizagdo de ribosomas e
as membranas s&o recuperadas como precipitado, apds uma
centrifugagéo a 105.000 x g. ‘

0 terceiro tipo de método estéd baseado no
procedimento descrito originalmente por ERNSTER,SIEKEVITZ
& PALADE (1962) e consiste no tratamento da suspensao de
microsomas por desoxicolato de sdédio em diluigdo capaz
de promover o desligamento dos polisomas associados as
membranas mas insuficiente para solubilizé-las. Esta
foi a técnica adotada para a preparagdo de membranas nes
te trabalho.

Os métodos que empregam isoctana formecem
uma preparagio de membranas com alto nivel de contamina-
g8o por ribosomas, como ficou demonstrado pelas anali=
ses morfoldgicas realizadas através de microscopia ele-
tronica (CAMPBELL, COOPER & HICKS, 1964). O segundo gru~
po de métodos também ndo parece satisfatorio, pois ' a
frag@o de membranas obtidas por adic8o de pirofosfato
apresenta um teor de RNA (38% do total de microsomas )
suficientemente elevado para suspeiltar-se da preéenqa
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de material ribosdOmico contaminante. Repetindo o tratamen=-

to com pirofosfato, obtem-se preparagSes com niveis de
RNA decrescentes ate 16%, mas, paralelamente, parece ha-
ver remogao de certas proteinas do reticulo €, mesno

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

Pelo tratamento com desoxicolato, foi pos=
sivel obter uma frag&o de membranas em que ndo se verifi =
. ~ « P (4
ca contaminagao apreciavel por outras particulas celulares
quando esta preparacdo é submetida & andlise por microsco-
pia eletronica ou por ultracentrifugac8o analitica.

Além disso, o teor de RNA verificado para
essas preparacoes foi da ordem de 10% com relagdo a  con=
centracdo de proteinas, situando-se em uma faixa compati -
vel com a auséncia de ribosomas e comparavel a dados  en-
contrados na literatura (ERNSTER, SIEKEVITZ &  PALADE
1962).

Em condicdes adequadas, essa sub-fragdo de
microsoma, & capaz de promover a incorporagdo de  varios
aminodcidos em um produto insoluvel em TCA a quente. A in-
solubilidade nessas condig¢des tem sido adotada classicamen
te como um critério para a existéncia, no produto conside-
rado, de uma ligacdo peptidica com participacdo do aminods
cido marcador.

A hipdtese de que este seja o tipo de liga=
¢do encontrada no produto resultante da incorporagido pro-
movida pela fracdo de membranas & fortalecida pela solubi=-
lizagdo da radioatividade quando o material incorporado &
tratado com enzimas proteoliticas. De fato, entre as enzi-
mas testadas, apenas pronase e tripsina tiveram o efeito
de tornar soluvel em acido a radioatividade derivada  do
aminodcido incorporado.

Supondo a existéncia de uma ligacdo pepti-~
dica fixando o aminodcido marcador, pode—se pensar em
duas alternativas, pelo menos, para que essa ligagdo seja
estabelecida. Uma possibilidade é a sintese "de novo" de
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. ’r . rd
um produto tendo aminoacidos como precursores e outra e
a transferencia desse aminodcido para um aceptor celu=-
lar pré-existente.

Encontram-se na literatura descrigdes de
alguns sistemas enzimdticos capazes de promover a liga-
~ - I 4 . L4
cao de aminoacidos a protelnas celulares, tanto em pre-
paracoes de origem bacteriana como de mamiferos.

Nos trabalhos de KAJI, KAJI & NOVELLI
(1965), ficou demonstrada a existéncia de um sistema so-
luvel em Escherichia coli, capaz de promover & incorpo -
ragiio de leucina, Também em E. coli, LEIBOWITZ & SOFFER
(1970) estudaram e purificaram uma enzima capaz de trans
ferir especificamente leucina e fenilalanina para albu=-
mina, a partir de tRNA carregado com agueles aminodei --

dos. Em mamiferos, foi possivel caracterizar um sistema
também sollvel gue incorpora arginina a uma proteina pré
existente (SOFFER & MENDELSOHN, 1966).

A incorporacgdo promovida pela fragdo de
membranas difere claramente de tais sistemas, sob vé-
rios aspectos.

Os sistemas descritos ndo sao particula -
dos e aceitam, cada qual, apenas um ou dois aminoacidos
como substratos, enquanto que no nosso trabalho, a in-
corporagdo parece ser bastante inespecifica, no que se
refere ao aminodcido fixado.

4 incorporagdo, para os casos citados, é
inteiramente independente da concentracio de magnésio e
o pH o0timo, no caso do sistema de mamifero, situa-se na
faixa 9-9,8. £ importante também assinalar que, no ca-
so das enzimas de transferéncia, a maior parte do aml=
noédcido incorporado reage com dinitrofluorbenzeno, in-
dicando a existencia de um grupo NH2 livre nesse aminoé=-
cido,

No sistema de incorporacdo de membranas,
as condicdes de pH Otimo e de concentragdo de magnésio
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sdo bastante proximas as fisioldgicas e a maior parte do
aminodcido incorporado nfo é accessivel ao DNFB, indican-
do comprometimento do grupo amina. Por outro lado, como

a remogdo de aminodcidos COOH-terminais néo acarreta a

perda de radioatividade do produto, deve-se admitir wuma

localizag@o interna do aminodcido marcador na molécula

produzida.

Encontram~se na literatura muitas referén
cias a formaglo de um complexo entre lipidios e aminoaci
dos, tido algumas vezes como um composto intermedidrio
normal no processo que leva o aminodcido exdgeno a in-
tegrar-se em uma cadeia polipeptidica (HAINING,  FUKUI
& AXELROD, 1960; HENDLER, 1961; HUNTER & GOODSALL,1961;
BUBELA & HOLDSWORTH, 1966), O complexo lipo-aminodcido &
encontrado principalmente gquando se pesquisa a localiza
cdo do aminoacido marcador apds tempos curtos de incubaw-
¢do. O composto, tornado radioativo pela presenca do
aminodcido, & sempre extralvel por solventes organicos.

Outro grupo de enzimas descritas séo
aquelas capazes de transferir uma molécula de aminodci=-
do previamente ligada a tRNA paré um fosfatidilglicerol,
originando um aminoacilfosfatidilglicerol. Ao menos pa=-
ra duas enzimas conhecidas, parece haver grande especi =
ficidade com relagio ao aminodcido a ser ligado, pois
sdo reconhecidos como substratos apenas lisina (LENNARZ,
BONSEN & wvon DEENEN, 1967) ou alanina (GOULD, THORNTON ,
LIEPKALNS & LENNARZ, 1968)., O sistema enzimdtico respon=-
savel por essa sintese é particulado e foi descrito pa-
ra bacterias. '

Também nesses casos, o produto da sinte-
se é extraldo por uma mistura clorofdrmio-metanol.

I4
Em sintese de parede de Staphylococcus
aureus, pode—se verificar a existéncia de uma molécula

complexa formada, em parte, por um pentapeptidio COmpOS=
to apenas de residuos de glicina. Esse oligopeptidio en=
tra na constituigdo da molécula ligando-se a outros oli-
gopeptidios formados, por sua vez, por alanina, lisina e
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dcido glut@mico. B interessante notar que, enquanto a for-
macao de poliglicina depende da presenca de tRNA, a  for-
macdo de oligopeptidio com varios aminodcidos & exclusiva-
mente enzimatica, ocorrendo sem a participagéo de nenhuma
espbcie de RNA (MATSUHASHI, DIETRICH & STROMINGER, 1967).

A constituigdo total da molécula compreen=—
de as cadeias oligopeptidicas ligadas a aglicares  comple=
x0s constituintes de paredes bacterianas.

Pelos dados obtidos neste trabalho, nfo
se pode afastar intelramente a possibilidade de que a in-
corporagao de aminodcidos por membranas ocorra segundo um
processo semelhante a esse, embora os métodos de extragdo
e dosagem do produto difiram radicalmente nos dois casos.
Um melhor esclarecimento referente ao produto da incorpo=
ragdo com membranas poderd ser conscguido com a determina-
gdo do tamanho da molécula produzida, atraves de eletrofo=~
rese em gel de acrilamida, por exemplo. Algumas experién=
cias preliminares levadas a cabo com esse proposito né&o
forneceran, entretantg, resultados conclusivos,

0 processo de sintese proteica parece
ser complexo demais para ter surgido subitamente durante
a evolugao. Recentemente, LIPMANN (1971) procurou anali-
sar processos sintéticos envolvendo a formagdo de liga=-

~ < . . . « &
goes peptidicas, que apresentassem complexidade intermedia
ria entre a sintese proteica pelos ribosomas e a sintese
’ . . . . N
de acidos graxos pelo complexo multienzimatico do citoplag

ma, por exemplo.

Na producdo de antibioticos ciclicos, co=
mo gramicidina S e tirocidina, encontra-se um sistema de
polimerizacdo de aminodcidos curiosamente semelhante
équele que leva a sintese dos &cidos graxos. Realmente,ha
formacgao de pentapeptidios lineares que depois se junﬁam
aos pares, constituindo uma molécula ciclica, A ligacéo
dos aminodcidos é feita passo a passo, numa ordem rigoro -
samente obedecida e, tanto a ativagdo quanto & polimeriza-
g8o, sdo processados na superficie de uma enzima que ‘tam-
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bém parece servir como "template".

0 que parece importante e comum a todos
os processos citados até agqui, & a incorpoi ¢&o de ami-
nodcidos por sistemas acelulares, sempre em ausencia

de ribosomas.

Pelo confronto entre cada tipo de incor-
poracao descrito e o sistema estudado neste trabalho,tor
na-se claro que ocorre com membranas uma sintese diferen

te daquelas mencionadas,

0 requerimento energético do sistema nfo
e absoluto. A sintese desenvolve-se mesmo na ausencia de
fornecimento de ATP + sistema gerador de ATP e apresen
ta niveis normais com omissdo de GTP. A omisséo de en-
zima pll 5 ou a presenga de puromicina tém ambos efeitos
inibitorios apenas moderados sobre o processo de incor-

poracao.

, Um resultado particularmente interessan-~
te é obtido para o efeito de RNase sobre o processo. A
inibigéo discreta observada parece estar de acordo com
a afirmagd@o de varios autores sobre a insensibilidade do
RNA de membrana a acgdo de RNase (SHAPOT & PITOT, 1966 ;
ITO & SATO, 1968).

Todas essas caracteristicas distinguenm
a incorporacao estudadas nesse trabalho daquela promovi-—
da por preparagoes de ribosomas ou microsomas.

A incorporagado de aminoacidos pela fra-—
¢ao de membranas tem sido descrita de modo claro ou ape-
nas sugerida, hé bastante tempo. Comparando os resulta -
dos apresentados por varios autores gque estudaram siste-—
mas bacterianos com aqueles encontrados neste trabalho ,
verificam-se numerdsas semelhangas., Assim, por exemplo ,
em Bacillus megaterium, foi descrita uma incorporagao pe
la fracdo de membranas maior do que a apresentada por
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outras fracoes celulares. Essa atividade era estimulada

por tRNA, mas insensivel a RNase. O ATP promovia cerca

de 50% de estimulacao ao processo (WACHSMANN, FUKUHARA

& NISMAN, 1960), €Com protoplastos da mesma bactéria ou

com uma fra¢ao isolada de membranas, BUTLER, CRATHORN &

HUNTER (1958), descreveram uma incorporagdo independen -
te de ATP e GTP. Esses e outros autores citam, como um

estudo precursor dos seus, & incorporacdo obtida com cé-
lulas rompidas de estafilococos, descrita por GALE &

FOLKES (1955), embora nf3o haja, nesse trabalho, indica =
¢ao clara da presencga exclusiva de membranas como enti -
dade promotora da incorporacio.

Em mamiferos, a indicagdo da existencia
de radioatividade associada & fragdo microsomica  soll-
vel em DOC, aparece desde o trabalho cléssico de
LITTLEFIELD, KELLER, GROSS & ZAMECNIK (1955). A marca-
cdo do reticulo endoplasmético liso, apés a administra -
¢80 "in vivo" de um aminodcido radiocativo, é bem conheci
da e interpretada como sendo produzida por translocacgao
de proteinas sintetizadas ao nivel do reticulo rugoso
(PETERS, 1962). Essa radioatividade poderia, entretanto,
aparecer como decorréncia de mais do que um SO Processo.
Quando se compara a atividade de incorporacdo de aminoa-
cidos marcados "in vitro" por reticulo rugoso e reticu -
lo liso, encontram-se niveis maiores de radioatividade
para o reticulo rugoso. Apesar disso, um nivel conside -
rédvel de marcagdo aparece em reticulo liso. Essa radioa-
tividade é cerca de 25-30% do total quando se relaciona
a marcagdo com o teor em proteina da particula utiliza -
da, mas eleva-se a 50% quando é medido com relagdo  ao
teor em RNA da particula. Esses calculos parecem, mesmo
assim, imperfeitos, pois os autores (HALLINAN & MUNRO ,
1965) levaram em consideragdo apenas a radioatividade de
pendente do fornecimento de energia exogena, desprezan -
do o eventual resultado de processos desenvolvidos com
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auxilio do conteudo enddgeno das particulas utilizadas.

Estudando a variag8o da capacidade sin-
tética de ribosomas ao longo do tempo, MURTHY (1972) en-
controu diferencgas acentuadas que dependiam do fato de.
estarem ou nao essas particulas associadas as membranas,
Para explicar seus resultados, o autor propas que "ag
membranas dos ribosomas associados parecem ter o efeito
de promover, por si proprias, a incorporacdo de aminoéci
dos, uma vez gque a remogﬁo &essas membranas por DOC .re-
sulta numa diminuigdo da capacidade de incorporacgao".

No mesmo trabalho, fica claro que 0s re=-
sultados ndo sdo devidos & agdo do detergente sobre o0s
agregados de polisomas, cujo perfil em gradiente de sa-
carose mantem-se inalterado apds o tratamento.

8e for feita a hipdtese de que a incor -
poracgao por membranas repreéenta uma sintese "de novo"
deveremos admitir algumas semelhangas entre este proces-—
so e a classica sintese proteica feita por ribosomas. Os
dados obtidos com a presenca de NaF e anisomicina no meio
de incubagdo sugerem que o0 processo estudado deve utili-
zar, ao menos parcialmente, o equipamento enzimatico reg
ponsavel pela sintese proteica. De fato, mesmo ‘atuando
sobre etapas diferentes do processo, tanto NaF (BISHOP,
1968) quanto anisomicina (GROLLMAN, 1967) s&o  inibido
res de sintese de proteinas. ' |

A indiferenga do sistema ao nivel de GTP
poderia indicar uma inteira indiferenga quanto a esse
nucleosidiotrifosfato. Como a presenga de GMPPCP causa
inibicdo aprecilvel, a independencia néo deve ser real,
mas apenas resultante de um»conteﬁdo endégeno que &a par=
ticula carrega consigo, durante o seu isolamento. Essa
conclusdo é reforgada pela inibicéo observada em presen-
¢ca de. dcido fusidico, inibidor de GTPase ( TANAKA,
KINOSHITA & MASUKAWA, 1968).
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0 contelido enddogeno da particula  deve
compreender outros componenfes e, uma vez admitido, tor-
na logicos os resultados relacionados com os efeitos de
ATP e de enzima pH 5.

Sabe-se que a hidrdlise da molécula de

GTP estd relacionada com a translocagao de peptidil=-
tRNA nos sitios de ribosomas. Em um sistema como o des=
crito neste trabalho, que independe de ribosomas, have-
ria também uma translocag@o? Ou, poder-se-ia perguntar
de modo mais amplo: a que serve a energia derivada da
hidrolise de GTP? S&o questdes para as quais ndo se po=-
de, no momento, formular hipdoteses plausiveis.

Os resultados obtidos com a fragéo de
membranas assumem maior interesse quando comparados a:
alguns dados recentes relacionados as enzimas de ativa =
c8o de aminohcidos.

HA algum tempo, HOAGLAND & ASKONAS(1963)
isolaram, por centrifugacdo, uma fragéo pos-microsomal 0
a que denominaram "fragdo X", capaz de estimular a  in-
corporagdo de aminodcidos. Isoladamente, a fragio X ndo
apresenta capacidade sintética e seu componente ativo é
precipitavel a pH 5. As propriedades da fragdo X devem
estar, pelo menos em parte, relacionadas com seu contet-
do de aminoacil-tRNA sintetases: De fato, quando essa
frag8o é submetida & anflise através de gel de Sephadex,
pode-se isolar uma sub=fragdo aparentemente homogénea s
capaz de ativar um grupo de aminoédcidos, constituldo por
fcido glutamico, isoleucina, leucina, lisina e metioni -
na.

0 estudo dessa sub-fracdo, feito  por
microscopia eletronica, revela particulas de estrutura
organizada. Essa situagd8o parece ser comum a todas as
aminoacil sintetases, pois ha evidéncias de que essas
enzimas estéo.sempre agrupadas em complexos de alto pe-
so molecular (VENNEGOOR & BLOEMENDAL, 1972).

0 sistema particulado constituido pelas



e4 .

aminoacil sintetases pode ser dissociado por excesso de
homogenizacdo do tecido, desfazendo a ligacdo original
desse complexo &0 reticulo endoplasmético. Uma vez libe-
rado, esse componente passa & fazer parte da fraglo so-
lﬁvel, a partir da qual pode ser precipitado e entrar na
constituicdo da enzima pH 5.

Pode-gse especular também sobre uma possi
vel relagdo entre a incorporagao de aminoécidos apresen-
tada por membranas e a existéncia de miniproteinas como
elementos constitutivos de membranas bioldgicas. Foram
isolados, a partir de membranas de varios tipos de célu-
las de mamiferos, um grupo de peptidios - todos, ou qua-
se todos, glicopeptidios - denominados miniproteinas, em
virtude de seu baixo peso molecular (LAICO, RUOSLAHTI,
PAPERMASTER & DREYER, 1970). Esse componente é geralmen-
te perdido na andlise de proteinas de membranas uma vez
que, em corrida eletroforética sobre gel de acrilamida ,
desloca-ge mais rapidamente do que o corante marcador .
Esses peptidios podem sofrer uma polimerizac@o reversi -
vel, "in vitro", e os autores responsidveis pelo seu iso~
lamento acreditam que o processo possa refletir um feno-
meno responsavel pela formagdo e crescimento de membra =-
nas bioldgicas, "in vivo",

Finalmente, é importante lembrar que a
producédo de proteinas informadas por mensageiros  esté-~
veis estad diretamente relacionada a um sistema sintéti -
co, em cuja constituiglo as membranas desempenham pa~
pel fundamental. '



RESUMO

Foi isolada uma sub-fragdo de microsomas,
. ’ .
constitulida por membranas do reticulo endoplasmatico,atra
vés do tratamento do sobrenadante pos-mitocondrial  por

detergente.

_ Em testes de microscopia eletronica e ul=-
tracentrifugacdo analitica, esta preparacido de membranas
apresentou~se livre de contaminagao por outras organelas

celulares.

Quando incubada em condigCes adequadas
- . . . [4 .
a fragao de membranas incorpora vArios aminoacidos em um
produto insoluvel em TCA a gquente.

0O tratamento do material incorporado com
enzimas proteoliticas acarreta a perda de cerca de 60% da
radioatividade derivada de aminoédcidos marcados. Nio hé
liberagdo de radioatividade por tratamento com RNase ,
DNase, lecitinase ou «-amilase."

A remogéo de aminodcidos terminais . n&o
implica em diminuicdo consideravel de radioatividade.

As melhores condigdes de pH e concentra -
cao de Mg para o processo si0 proximas as fisioldgicas.,

0O requerimento de ATP e enzima pH 5 no
meio de incubag8o nfo & absoluto, mas sua adiglo estimu~
la o processo.
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H& indicacgdes de que a independencia de
fornecimento externo de GTP para o processo resulta de
um contetdo enddgeno da particula. '

O processo de incorporacgdo & inibido em
parte por RNase, NaF, puromicina e anisomicina.
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