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PREFACIO

Numa reunido do Servico de Bioquimica em que participei, no verdo de 1992, o
professor Hipolito Reis informou os presentes que iria haver um curso de enzimologia no entio
chamado Centro de Citologia Experimental do Porto. Sendo que todos os meus interesses €
toda a minha trajectoria se orientavam para essa drea do conhecimento bioquimico achei que
estava ai uma oportunidade que nio podia, de forma alguma, desperdigar. Assim, fiz a pré-
inscricdo no referido curso mas, dias antes do seu inicio, fui informado que o meu nome ndo
tinha sido seleccionado. Apesar disso, no primeiro dia do curso, apresentei-me ao respectivo
director, o professor Antonio Sillero, e depois de Ihe explicar o meu interesse, pedi-lhe
autorizagio para assistir e participar nas sessdes teoricas. Foi com surpresa e agrado que ouvi
a resposta: podia participar nas sessdes tedricas ¢ o director do curso iria tentar saber se
também era possivel a minha participagdo nas sessdes praticas. O curso acabou por decorrer
com mais um aluno do que estava inicialmente previsto.

Durante o curso foram varias as oportunidades para conversar nomeadamente a hora
das refei¢des. No decurso duma dessas conversas, o professor Antonio Sillero perguntou-me se
ndo estaria interessado em colaborar com ele em estudos tedricos de cinética enzimica e em
desenvolver a minha tese de doutoramento em Madrid, no laboratério por ele dirigido, sobre
um tema da area da enzimologia. Respondi que o meu entusiasmo em aceitar a proposta tinha
de ser confrontada com a necessidade de ouvir o meu director de Servigo: o professor Pinto de
Barros. O professor Pinto de Barros apoiou o meu entusiasmo e propds-se ajudar-me a
ultrapassar as dificuldades burocraticas inerentes a necessidade de o servigo docente que vinha
prestando na faculdade ter de ser interrompido.

Iniciamos entio um caminho em que a apresentagdo desta dissertagdo € um episodio
que culmina uma longa caminhada feita de trabalho, dedicagdo entusiasta e desejo de aprender.

A funcfio e o metabolismo dos mono e dos dinucleosideos polifosfatados tem sido ao
longo de quase trés décadas o tema central da investigagdo do professor Antonio Sillero e da
sua equipa. Estes compostos tém despertado a curiosidade cientifica de investigadores de todo
o mundo desde meados dos anos sessenta ¢ a nossa contribuigio para o desenvolvimento desse
conhecimento veio dar continuidade ao esforgo que tem vindo a ser feito pela comunidade
cientifica em geral e por Antonio Sillero, Maria Antonia Giinther Sillero e seus colaboradores
em particular.

Simultaneamente com a divulgacio da descoberta, feita no laboratorio onde decorreu o
trabalho experimental discutido e apresentado nesta memoria, de que uma oxireddtase, a
luciférase de um pirilampo americano (Photinus pyralis), podia catalisar a sintese de
dinucleosideos polifosfatados foi formulada a hipotese de que a sintese deste tipo de compostos
poderia ser catalisada por enzimas capazes de formar, durante o seu mecanismo de reacgdo,
um complexo intermediario contendo um acil-adenilato com libertagdo concomitante de
pirofosfato. Admitindo-se que a sintétase de acil-CoA podia ser uma dessas enzimas testamos,
com éxito, essa possibilidade usando a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi [Artigo I].
Dada a recente descoberta da presenca de dinucleosideos penta e hexafosfatados em plaquetas
sanguineas humanas e o interesse crescente dos dinucleosideos polifosfatados com um nimero
de fosfatos internos superior a quatro como potenciais reguladores extracelulares de multiplos
processos bioldgicos, demonstramos que também a sintese destes compostos podia ser
catalisada, in vitro, pela mesma enzima [Artigos I e II]. As davidas sobre o mecanismo
enzimico envolvido no processo de sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados catalisada
pela sintétase acil-CoA ndo foram totalmente esclarecidas. Tendo em conta o tempo disponivel
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optou-se por esclarecer as dividas que também existiam relativamente ao mecanismo de
sintese dos mesmos compostos quando o agente catalitico era uma outra enzima da mesma
superfamilia: a luciférase de Photinus pyralis. Na sequéncia de trabalhos prévios do
laboratdrio de Sillero e Sillero sobre as actividades de sintese de dinucleosideos polifosfatados
e bioluminescente catalisadas por esta enzima esclarecemos melhor os mecanismos enzimicos
envolvidos nestas reac¢des pondo em relevo o papel da luciferina, da desidroluciferina e do
desidroluciferil-adenilato [Artigos III e IV].

O caréacter unitario do trabalho realizado é posto em evidéncia na Introdugdo, onde se
revéem aspectos do metabolismo e da fun¢do de mono e dinucleosideos polifosfatados bem
como algumas caracteristicas gerais das sintétases de acil-CoA e das luciférases de pirilampos,
e na Discussio, onde se discutem os resultados obtidos com as duas enzimas estudadas. As
semelhangas estruturais e funcionais entre as luciférases de pirilampos e de outros insectos
coledpteros e as sintétases de acil-CoA que constam na literatura cientifica sdo apresentadas
no ultimo capitulo da Introdugdo; a nossa investigagdo contribuiu para o aprofundamento do
conhecimento sobre a fungdo destas enzimas permitindo acrescentar uma nova perspectiva a
essas semelhangas.

Um dos critérios possiveis na elaboragdo da Introdugdo seria a apresentagéo, de forma
sumaria, da hipdtese que esteve na base do trabalho apresentado e que se encontra nos
primeiros dois paragrafos do capitulo 1.4.d (ver pagina 28). Dada a escassa atengdo que, até
ha poucos anos, era prestada aos mono e dinucleosideos polifosfatados e a actualidade da
investigagdo basica e médica que esta sendo desenvolvida consideramos que seria util ao leitor
dispor de uma revisdo actualizada sobre esta tematica (capitulos 1.1-1.4). Na Discussdo
focamos a atengdio no nosso proprio trabalho e o leitor podera, de acordo com o seu proprio
critério, optar por uma leitura apoiada nas revisdes que apresentamos na Introdugio sobre as
sintétases de acil-CoA (capitulo 1.5), as luciférases de insectos coledpteros (capitulo 1.6) ou as
enzimas da superfamilia da luciférase (capitulo 1.7).

A determinante contribui¢do do autor desta dissertagdo para os estudos apresentados
reflecte-se no facto de ser o primeiro autor em todos os quatro artigos que constituem o nucleo
da memoria que agora se apresenta. Foi da sua responsabilidade a planifica¢do, execugdo e
analise dos resultados da esmagadora maioria das experiéncias realizadas tendo também
participado activamente na redacgdo de todos os artigos publicados. Por razées de politica
editorial da revista para onde enviamos o Artigo IV (FEBS Letters) vimo-nos for¢ados a
eliminar uma figura (contendo graficos) que complementava a informagio relativa a uma
experiéncia que descrevemos nesse artigo. Porque nos pareceu que a apresentagéio dessa figura
assim como as tabelas que estiveram na sua origem podia enriquecer a discussdo que fazemos
no capitulo 3 desta memoria decidimos inclui-las nesse mesmo capitulo.

O trabalho apresentado teria sido impossivel sem o apoio, os ensinamentos € a
colabora¢do de todas as pessoas que trabalharam ao meu lado, ao longo destes anos, no
laboratério B-23 da Faculdade de Medicina da Universidade Auténoma de Madrid.

Em particular queria destacar o contributo do meu orientador de tese o professor
Antonio Sillero. Antonio Sillero é um investigador conceituado na area dos nucleosideos
polifosfatados tendo dado os seus primeiros passos como aluno de Alberto Sols e Severo
Ochoa nos finais da década de sessenta. Foi para mim um motivo de esperanca e de orgulho ter
sido convidado, no verdo de 1992, para ser seu colaborador. Apds estes anos venho, com
humildade, agradecer-lhe essa honra. Sem a sua visio global dos problemas biologicos e sem o
seu estimulo permanente, as capacidades que em mim reconheceu ndo teriam frutificado. O
percurso cientifico da doutora Maria Antonia Giinther Sillero é, em grande parte, paralelo ao
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de Antonio Sillero, com ele tendo partilhado o esforgo e o éxito na construgdo do caminho que
é hoje reconhecido pela comunidade cientifica. Em Maria Antonia Giinther Sillero encontrei
sempre, no momento oportuno, o conselho imprescindivel ¢ o empenhamento pessoal
competente e experiente que tornaram possivel o trabalho que agora se apresenta.

O apoio e o incentivo para que este trabalho fosse possivel comegou, no caso do
professor Pinto de Barros, muito antes de ele ter inicio. O professor Pinto de Barros recebeu-
me no servigo de Quimica Fisiologica, como seu assistente, no ano de 1985, orientou os meus
primeiros passos como docente e como investigador e nele encontrei sempre palavras de
incentivo e de amizade. A minha permanéncia em Madrid durante o ano lectivo de 1993/94
ndo teria sido possivel sem o seu apoio e empenhamento pessoal.

Nos anos seguintes, para que o trabalho entdo iniciado tivesse continuidade, foi
imprescindivel a compreensdo da nova direcgdo dos Servigos de Quimica Fisiolégica e de
Bioquimica da Faculdade de Medicina do Porto. Para o professor Hipdlito Reis e para a
professora Isabel Azevedo vai também, e com toda a justiga, o meu muito obrigado.

Para Anabel de Diego, Olga Gonzalez e Jara Llenas vai um agradecimento muito -
especial. O empenho e a competéncia que demonstraram na ajuda prestada s6 tem paralelo no
apoio humano e no carinho que sempre me dedicaram.

Outras pessoas que trabalharam no laboratério B-23 durante estes anos ¢ com as
quais, em algum momento tive oportunidade de conviver, apreciar o seu trabalho e aprender,
quer em termos cientificos quer humanos, sdo as seguintes: Jodo Meireles Ribeiro, Alexey
Dukhobich, Franklim Marques, Begofia Ortiz, Ana Sancho, Eulalio Zaera, Amparo Torrecilla,
Olga Madrid, Eva Ana Atencia, Mercedes del Valle e Sofia Garrido. Para todos eles assim
como para Sebastian Cerdan do “Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols” vai
também o meu muito obrigado.

Aos meus colegas docentes e investigadores dos servigos de Quimica Fisiologica e de
Bioquimica da Faculdade de Medicina do Porto quero agradecer a disponibilidade para
encontrar horarios de trabalho docente compativeis com o meu trabalho de investigagdo em
. Madrid. Os seus nomes sdo: Carlos Marinho, Paulo Dias, Luciana Gongalves, Josué Pereira, .
Tiago Guimardes, Maria Jodo Martins, Concei¢do Calhau, Fatima Martel, Lina Matos,
Manuel Nuno Al¢ada, Rita Negrdo, Raquel Soares, Alejandro Santos e Susana Dias. Quero
aqui agradecer de modo particular & Maria Jodo Martins o trabalho de leitura critica do texto
em portugués.

Agradeco as contribuigdes do José Soares, que desenhou a capa deste trabalho, do
Frederico Marinho, da Cristina Gradim e de Juana Sempere que colaboraram na tradugdo para
Francés de um capitulo desta dissertagdo.

Agradego também a Junta Nacional de Investigagdo Cientifica que apoiou este
trabalho com uma bolsa de estudos que permitiu custear parcialmente a minha estadia em
Madrid.

Por dltimo, quero agradecer ao meu pai, 8 minha mie (que ja ndo pode ver este
trabalho), 4 minha mulher e ao meu filho.
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ABREVIATURAS E LISTA DE REACCOES

a) Abreviaturas de nucleotideos.

8-N;Ap:A
AMP
ApgA
Ap3A
ApsA
ApsAaS
ApsABS
Ap4C
Ap4dA
Ap4dC
Ap4dG
Ap,dT
Ap4G
Ap4N
Ap4U
ApsX
Ap5A
ApeA
Ap.A

AppCHClppA
AppCHClpp,A
ATPaS
ATPyS

cAMP
ddApsN

dGTP

ddGTP

GMP

Gp4G

Ipsl

NDP

NMP

Np:;N

Np4N

NpaN

8-azidoadenosina(5’ Ytetrafosfo(5”)adenosina.
Adenosina-5’-monofosfato ou adenilato.
Adenosina(5’)difosfo(5’)adenosina.
Adenosina(5’)trifosfo(5”)adenosina.

Adenosina(5 )tetrafosfo(5’)adenosina.
Adenosina(5)a-tiotetrafosfo(5’)adenosina.
Adenosina(5’)B-tiotetrafosfo(5’)adenosina.
Adenosina(5’)tetrafosfo(5”)citidina.
Adenosina(5’)tetrafosfo(5”)desoxiadenosina.
Adenosina(5’)tetrafosfo(5”)desoxicitidina.
Adenosina(5)tetrafosfo(5”)desoxiguanosina.

Adenosina(5° )tetrafosfo(5”)desoxitimidina.
Adenosina(5’)tetrafosfo(5”)guanosina.

Adenosina(5 )tetrafosfo(5 )nucleosideo.

Adenosina(5 )tetrafosfo(5”)uridina.
Adenosina(5’)tetrafosfo(5)xantosina.
Adenosina(5’)pentafosfo(5’)adenosina.

Adenosina(5 )hexafosfo(5”)adenosina.
Adenosina(5)polifosfo(5)adenosina.

ou diadenosideos polifosfatados (n= nimero de residuos fosfato).
P2, P*-monoclorometileno-diadenosinotetrafosfato.

P! P*-ditio-P? P*-monoclorometileno-diadenosinotetrafosfato.
Adenosina-5’-0-[o-tiotrifosfato].
Adenosina-5’-O-[y-tiotrifosfato].
Adenosina-5,3’-monofosfato ciclico.

2’ .3’-didesoxiadenosina(5 " )tetrafosfo(5” )nucleosideo.
Desoxiguanosina-5’-trifosfato.
2’,3’-didesoxiguanosina-5’-trifosfato.
Guanosina-5’-monofosfato ou guanilato.
Guanosina(5)tetrafosfo(5”)guanosina.
Inosina(5’)pentafosfo(S’)inosina.

Nucleosideo-5’-difosfato ou mononucleosideo difosfatado.
Nucleosideo-5-monofosfato ou mononucleosideo monofosfatado.
Nucleosideo(5)trifosfo(5’)nucleosideo.

ou dinucleosideo trifosfatado.

Nucleosideo(5tetrafosfo(5 " )nucleosideo

ou dinucleosideo tetrafosfatado.
Nucleosideo(5”)polifosfo(5’)nucleosideo

ou dinucleosideo polifosfatado (n= nimero de residuos fosfato).
Nucleosideo-5’-trifosfato ou mononucleosideo trifosfatado.
Adenosina-5’-tetrafosfato.
2’-desoxiadenosina-5’-tetrafosfato.
Guanosina-5’-tetrafosfato.

Nucleosideo-5’-tetrafosfato ou mononucleosideo tetrafosfatado.
Adenosina-5’-pentafosfato.

Adenosina-5’,3’-bisfosfato.

Citidina-5’,3’-bisfosfato.

Adenosina-5°,2’-bisfosfato.



paN

UTP
TTP

XpaX

Mononucleosideo-5’-polifosfato ou mononucleosideo polifosfatado
(n= niimero de residuos fosfato).

Uridina-5’-trifosfato.

2’-desoxitimidina-5’-trifosfato.
Xantosina(5’)tetrafosfo(5’)xantosina.

b) Abreviaturas de uma letra para aminoacidos!.

“* gLV IOVZZIOARTITIOTETHOO>

Alanina.
Cisteina.
Aspartato.
Glutamato.
Fenilalanina.
Glicina.
Histidina.
[soleucina.
Lisina.
Leucina.
Metionina.
Asparagina.
Prolina.
Glutamina.
Asparagina.
Serina.
Treonina.
Valina.
Triptofano.
Qualquer aminoéacido.
Tirosina.

¢) Outras abreviaturas.

Acetil-AMP
Acil-AMP
AG

E

EDTA
HEPES
HPLC

L

L-AMP
LH,
LH,-AMP

Acetil-adenilato.

Acil-adenilato.

Acido gordo.

Enzima.

Acido etilenodiaminotetracético.

Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil]etanosulfénico.
Cromatografia liquida de alta definigéo.
Desidroluciferina.
Desidroluciferil-adenilato.

Luciferina.

Luciferil-adenilato.

Massa/massa.

Acido 2-(n-morfolino)etanosulfdnico.
Tripolifosfato.

Tetrapolifostato.

Electroforese em gel de poliacrilamida.

1Quando, representando uma sequéncia de aminoacidos de um proteido, vérias letras s3o escritas entre
paréntesis rectos significa que existem varias possibilidades diferentes para uma mesma posigdo (ver exemplos

no capitulo 1.7).
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Pi Fosfato inorgénico.

PPase Pirofosfatase.

PPi | Pirofosfato inorgénico.

rf Factor de retardagdo em TLC.
SDS Dodecilsulfato de sodio.

TLC Cromatografia em camada fina.
\72% Volume/volume.

d) Lista de reacgdes.

Para facilitar a leitura desta memoria apresentamos nesta lista as equagdes de reac¢do por

ordem de aparecimento no texto.

ApsA + Pi=—= ADP + ATP
E + NDP =—= E-NMP + Pi
E-NMP + ATP =— Ap,N + E
N-5’-P-R’ + H,O ——> N-5’-P +R’
E + ATP + aminodcido =—= Eeaminoacil-adenilato + PPi
Esaminoacil-adenilato + tRNA ==—= E + AMP + aminoacil-tRNA
ATP + aminoacido + tRNA =—= aminoacil-tRNA + AMP + PPi
Eeaminoacil-adenilato +ATP <=—= E + Ap,A + aminoacido
2 ATP =—= Ap,A + PPi
E + GTP ==—= E-GMP + PPi
E-GMP + GTP =—=E + Gp,G
2 GTP =—= Gp,G + PPi
E + ATP =—= E-AMP + PPi
E-AMP + P-5’-DNA =— Eeadenosina-5’-PP-5’-DNA
Eeadenosina-5’-PP-5’-DNA + DNA-3’-OH =—= E + AMP + DNA-3’-P-5’-DNA
ATP + P-5’-DNA + DNA-3’-OH =—= AMP + PPi + DNA-3"-P-5’-DNA
* E + DNA iniciador,*molde <==—= E<DNA iniciador*molde
E+DNA iniciadory*molde + INTP <= E+DNA iniciador,,*molde + PPi
E+DNA iniciador bloqueado,*molde + NTP =—=
E+<DNA iniciador, ;y*molde + ddAp,N
NTP + 3-fosfoglicerato <=2 NDP + 1,3-bisfosfoglicerato
NDP + fosfoenolpiruvato €<=—= NTP + piruvato
1,3-bisfosfoglicerato + NTP <==—= p,N + 3-fosfoglicerato
NTP + fosfoenolpiruvato == p,N + piruvato
4cido carboxilico alifatico + ATP + CoA =—= acil-CoA + AMP + PPi
E + acetato + ATP =— Esacetil-AMP + PPi
Eeracetil-AMP + CoA =—= acetil-CoA + AMP + E
ATP + acetato + CoA =—= acetil-CoA + AMP + PPi
E-AMP + CoA =—= E-SCoA + AMP
E-SCoA + AG =—= acil-CoA + E
ATP + AG + CoA =—== acil-CoA + AMP + PPi
E + ATP + LH, =—= E«LH,-AMP + PPi
E.LH,-AMP + O, — 3 E + CO, + AMP + oxiluciferina + luz
LH,+ ATP + 0O, — CO, + AMP + PP1 + oxiluciferina + luz
E*LH,-AMP + ATP =—= Ap,A + LH,+ E
L-AMP +P; __, L +pA
L-AMP + CoA — L-CoA + AMP
ATP + L ==—=L-AMP + PPi
L-AMP + E =—= E-L-AMP

xii
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)
3)
4
()
(6)
(N
®)
®
(10)
(11)
(12)
(13)
(14)
(15)
(16)
(17)
(18)

(19)
(20)
1)
(22)
(23)
(24)
(25)
(26)
27)
(28)
(29)
(30)
@31
(32)
(33)
(34)
(35)
(36)
(37)
(38)



E + ATP + L <—= E<L-AMP + PPi 39)

ATP + LH, ==—= LH,-AMP + PPi (40)
LH,-AMP + E =<=—= E-LH,-AMP (41)
EeL-AMP + ATP =—= Ap, A+L +E (42)
EeL-AMP + CoA <—= L-CoA + AMP + E (43)
ATP + L + CoA =—= L-CoA + AMP + PPi (44)

E°L-AMP + NTP =—= Ap,N+L +E (45)
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1— INTRODUCAO

Esta meméria apresenta o estudo da sintese de nucleosideos polifosfatados usando
como agentes cataliticos a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi e a luciférase de
Photinus pyralis, duas enzimas que, de acordo com critérios baseados em semelhangas
estruturais e funcionais, sio classificadas numa mesma superfamilia de enzimas. A hipdtese
que esta na base do nosso trabalho com a sintétase de acil-CoA ¢é apresentada no capitulo 1.4.d
(pagina 28) e ¢ mais amplamente justificada no capitulo 3.2 (pagina 85). O nosso trabalho
sobre a luciférase surgiu como um desenvolvimento natural do estudo iniciado com a sintétase
de acil-CoA e as razdes que justificam os estudos com esta enzima sdo apresentadas no
capitulo 3.6 (pagina 95). Por se entender que o enquadramento da investigagio realizada era
essencial para se compreender o seu significado apresenta-se uma revisdo sobre a estrutura,
ocorréncia em seres vivos, papel biolégico e metabolismo dos nucleosideos polifosfatados
assim como sobre as caracteristicas mais relevantes das sintétases de acil-CoA, das luciférases
de insectos coledpteros e de outras enzimas que sdo semelhantes a estas, quer funcional quer
estruturalmente.

Com o contributo de varios autores, foi publicado em 1992, uma colec¢io de onze
revisdes abrangendo multiplos aspectos da investigagdo relacionada com os dinucleosideos
polifosfatados [1-11]. Essas revisdes serviram-nos como ponto de partida para a investigacdo
bibliografica de que damos testemunho nos primeiros quatro subcapitulos desta Introdugéo
(1.1-1.4) e, quando um determinado aspecto da problematica apresentada ja havia sido, nessa
altura, objecto de revisdo, tentdmos ser especialmente sintéticos.

1.1- Estrutura dos mono e dos dinucleosideos polifosfatados.

O termo “dinucleoside polyphosphates™ (que traduziremos por dinucleosideos polifos-
fatados) foi introduzido por Sillero e colaboradores em 1977 [12] para agrupar dinucleotideos
que possuem uma cadeia de fosfatos internos inacessivel & ac¢do hidrolitica de fosfatases
inespecificas.

Em todos os dinucleosideos polifosfatados (Np.N) relevantes no contexto desta
dissertagiio o niimero de residuos fosfato varia entre 3 ¢ 7 (n=3-7) e a cadeia de fosfatos esta
ligada nas suas extremidades aos grupos hidroxilo 5’ da ribose (ou desoxiribose) dos
nucleosideos constituintes (N) (ver Figura I). Consoante os dois residuos nucleosidicos sdo
iguais ou distintos assim os dinucleosideos polifosfatados se designam como homo ou
heterodinucleotideos. De acordo com a Comissio de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica o nome quimico genérico desta classe de compostos seria nucleosi-
deo(5°)oligofosfo(5)nucleosideo ou Py,Py-bis(5 -nucleosidil)oligofosfato  [2]. Enguanto o
esquema que a primeira destas expressdes representa ¢, actualmente, usado com bastante
frequéncia para designar individualmente estes compostos a segunda expressdo tem sido
ignorada. Para designar, por exemplo, o ApsA usam-se expressdes COmO
adenosina(5’ Ytetrafosfo(5')adenosina, ~simplesmente diadenosina tetrafosfato  ou mais
raramente diadenosina 5°,5°”’-P' P*- tetrafosfato.

No contexto desta dissertacdo designaremos como mononucleosideos polifosfatados os
mononucleotideos que contém uma cadeia de quatro ou mais residuos fosfato ligados ao grupo
hidroxilo 5° da pentose (p.N; n>4). Um exemplo ¢ a adenosina tetrafosfato (psA).
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Figura I - Dinucleosideos polifosfatados.
Formulas desenvolvidas da adenosina(5’ )tetrafosfo(5)adenosina (ApsA), da
adenosina(5°)tetrafosfo(5’)uridina (Ap,U) e da adenosina(5”)hexafosfo(5’)adenosina (ApsA).

1.2 - Distribuicio e variacdes de concentracio dos mono e dos
dinucleosideos polifosfatados nos seres vivos. '

As primeiras referéncias a presenga em preparagses bioldgicas de compostos do tipo
Np.N (n>3) foram da responsabilidade de Finamore e Warner que, na década de sessenta,
descreveram a presenga de GpsG e GpsG, em concentragdes de ordem de grandeza mM, em
gastrulas enquistadas de Artemia salina [13, 14].

Ainda nos anos sessenta, Zamecnik e Stephensen [15] avaliaram a concentragfo de
Ap,A em figado de rato em 30 nM. Posteriormente foram sendo observadas concentragdes de
Ap;A e outros dinucleotideos, de ordem de grandeza uM ou inferior, em praticamente todas as
células e tecidos examinados como, por exemplo, cérebro, coragdo, misculo, rim e outros
tecidos de rato ou cobaio, diversas linhas celulares de mamiferos, tecidos de Photinus pyralis,
ovécitos de Xenopus laevis, células embriondrias de Drosophila, fungos como Physarum
polycephalum e Saccharomyces cerevisiae e diversos procariontes [3, 16-19].

Em determinados estudos foi encontrada uma associagdo entre concentragdes celulares
relativamente elevadas de ApsA e velocidades elevadas de proliferagdo celular [20, 21] ou
determinadas fases do ciclo celular [20-22]. Esses estudos sdo controversos (ver capitulo
1.3.d) e, contribuindo para essa controvérsia, as concentragdes mais elevadas descritas para o
Ap,A em eucariontes referem-se a tipos celulares que ndo se multiplicam como, por exemplo,
os espermatozoides de Psammechinus miliaris (28 uM) [23] e, como discutido adiante, as
plaquetas sanguineas e as células cromafins da medula supra-renal.

O primeiro estudo em que se descreveram aumentos na concentragdo de dinucleosideos
polifosfatados em resposta a condigdes ambientais desfavoraveis (de valores inferiores a 1 uM
para 102 uM no caso do Ap,A) foi feito pela equipa de Ames [24] em culturas de Salmonella



typhimurium tratadas com um agente simultaneamente oxidante e bacteriostatico: o 6-amino-
7-cloro-5,8-dicxoquinolina. Posteriormente foram descritos aumentos da concentragdo de
dinucleosideos polifosfatados neste e noutros sistemas bioldgicos submetidos a condigdes
ambientais desfavordveis como a hipertermia [25-31], o baixo pH [32], o tratamento com
etanol [26, 27, 33] ou com agentes oxidantes [24-26, 28, 29, 34, 35].

Recentemente foram descritas variagdes na concentragdo de diadenosideos polifosfa-
tados em duas linhas celulares derivadas de células sanguineas humanas submetidas a
tratamento pelo interferdo (aumento de Ap;A) [18], em células B dos ilhéus de Langerhans de
ratinho tratadas com glicose, leucina ou a-cetoisocaproato (aumento de ApsA e ApsA) [19, 36]
e no tecido muscular cardiaco de cobaio submetido a isquemia (diminuigdo de ApsA) [17].

No caso dos mononucleosideos polifosfatados o primeiro dado apontando a possibili-
dade de o psA e 0 psA poderem existir em seres vivos foi a observagdo, ainda na década de
cinquenta, de que certas preparagdes de ATP obtidas a partir de musculo de boi e de
Saccharomyces cerevisiae continham aqueles compostos como contaminantes [37, 38].
Posteriormente, observou-se a presenga de psA em extratos de misculo de cavalo e de coelho
[39, 40] e em figado de rato [15] tendo a sua concentragdo sido estimada em cerca de 1000
vezes menor que a de ATP (concentragdes de ordem de grandeza pM). Concentragdes mais
elevadas de p,A e psA (apenas 50 vezes menores que as de ATP) foram observadas em
Saccharomyces cerevisiae durante a fase de esporulagio [41].

Concentragdes relativamente elevadas de diadenosideos polifosfatados foram encon-
tradas em plaquetas sanguineas humanas [42-48], de rato [42], de coelho [42], de boi [44, 49]
e de gato [49]. Em varios estudos com plaquetas sanguineas humanas, os valores de
concentragio do ApsA e do Aps;A referidos (0,4-0,51 nmol/mg de proteido) [42, 44, 45] eram,
na mesma base, mais de 1000, 100 ou 10 vezes superiores aos avaliados, respectivamente, em
figado normal de ratinho [20], figado normal de rato [50] ou células de hepatoma [20]. Num
estudo recente, a equipa de Zidek doseou a concentragdo de diadenosideos polifosfatados de
origem plaquetaria em 105 voluntarios saud4veis avaliando, na mesma base, concentragdes de
Ap,A e Ap;A cerca de vinte vezes superiores as referidas acima (médias de 8,9 e 10,7
nmol/mg de proteido, respectivamente) [47]. Nas plaquetas humanas existiriam para além de
ApsA e Ap;A, quantidades algo menores de outros dinucleosideos polifosfatados como ApsA e
ApeA [46, 47, 51], Ap,G e Gp.G (n=3-6) [46]. De acordo com a equipa de Zidek a quantidade
de ApsA, ApsA, ApsA e ApsA de origem plaquetdria seria, em média e por litro de sangue, de
193, 224, 100 e 32 nmol, respectivamente [47]. Tendo em conta que estes dinucleosideos
polifosfatados se armazenam nos granulos densos das plaquetas [43, 44, 46] a concentragdo
local nestes organelos serd seguramente muito superior & que corresponde ao sangue
considerado como um todo.

A avaliagdo feita por Sillero e colaboradores [45] da concentragdo de ApsA nos
granulos cromafins da glandula supra-renal bovina (0,15 nmol/mg de proteido) aponta para
valores de concentragdo da mesma ordem de grandeza dos determinados nas plaquetas. No
entanto, um estudo da equipa de Miras-Portugal [52] refere concentragdes de 32 nmol/mg de
proteido o que corresponderia, de acordo com estes autores, a cerca de 6 mM. A equipa de
Miras-Portugal descreveu ainda a presenga de ApsA e ApsA nos granulos cromafins da
glindula supra-renal bovina [52, 53] e de Aps,A e ApsA em vesiculas sinapticas do orgio
eléctrico do Torpedo em concentragdes estimadas em 5-10 mM [54]. Em terminais sindpticos
de cérebro de rato a mesma equipa descreveu a presenga de Ap,A e ApsA (cerca de 0,16
nmol/mg de proteido) [55].

A presenga de p;A na medula supra-renal bovina [45, 56, 57] assim como em
plaquetas sanguineas de coelho [58] também foi descrita. Na medula supra-renal bovina a sua
concentragdo, avaliada no laboratério de Sillero e Sillero, seria de 0,18 nmol/mg de proteido




[45]; nos granulos cromafins foi avaliada no laboratério de Miras-Portugal em 2,2 nmol/mg de
proteido [57]. A concentragdo de psA nas plaquetas sanguineas de coelho avaliada por Lee e
colaboradores (0,62 nmol/10° plaquetas) [S8] era, na mesma base, da mesma ordem de
grandeza das do Ap,A e do ApsA, avaliadas por Luthje ¢ Ogilvie em plaquetas sanguineas
humanas [43].

Recentemente descreveu-se a presenga de Ap,A (e também Aps;A) em granulos
especificos do miocardio de porco, presumindo-se que os mesmos nucleotideos observados no
tecido muscular cardiaco humano tenham igual localizagdo intracelular [59]. A descrigdo da
presenca de Ap,A em plaquetas sanguineas humanas, em concentragdes algo inferiores as dos
outros diadenosideos polifosfatados, foi também muito recentemente publicada [48].

1.3 - Papel biolégico dos mone e dos dinucleosideos polifosfatados.

1.3.a- Aspectos gerais.

Nas décadas de setenta e oitenta a maioria dos trabalhos sobre o papel biolégico dos
mono e dinucleosideos polifosfatados visavam o estudo destes compostos enquanto mediadores
intracelulares, mas a descoberta da sua existéncia em organelos secretores veio provocar nos
altimos anos uma mudanga na orientagdo geral desta investigagdo. Neste contexto, a historia
da investigagio do papel biologico dos dinucleosideos polifosfatados tem alguns aspectos
curiosos. Depois de ter sido seriamente contestado o papel que lhes foi atribuido como
indutores da proliferagdo celular actuando como mediadores intracelulares (ver capitulo 1.3.d)
foram obtidos resultados experimentais que apoiam a possibilidade de poderem ter, de facto,
esse papel mas actuando em receptores da superficie celular (ver capitulo 1.3.¢.3).

Denotando a actualidade e o dinamismo da investigagdo do papel biolégico dos mono
e dinucleosideos polifosfatados, nomeadamente o seu papel como mediadores extracelulares,
diferentes aspectos desta problematica foram objecto de revisdes na dltima década [6, 7-9, 60-
73].

1.3.b- Efeito de dinucleosideos polifosfatados na actividade bioldgica de enzimas e
outros proteidos intracelulares.

1.3.b.1- Efeitos no metabolismo das purinas.

O papel de activador enzimico foi pela primeira vez associado a um dinucleosideo
polifosfatado quando, em 1976, a equipa de Sillero e Sillero publicou o efeito do GpsG sobre a
redutase de GMP de Artemia salina [74]. A gastrula de Artemia salina é incapaz de realizar a
sintese de novo de purinas e, durante o seu desenvolvimento a larva nadadora, o GpsG
acumulado nos cistos & utilizado como fonte de purinas; o efeito activador acima referido
poderia ser essencial na conversdo de nucleotideos de guanina em nucleotideos de adenina
[60]. O efeito activador do GpsG sobre a rediitase do GMP, foi posteriormente confirmado na
enzima de eritrocitos humanos [75]. Na presenc¢a de GpsG a actividade da reditase de GMP
podia aumentar para o dobro, sendo o valor do K, de 30 nM [74]. Para além do Gp,G também
concentra¢des submicromolares de varios nucleotideos de guanosina e desoxiguanosina,
particularmente o dGTP, podem activar a reditase d¢ GMP presumindo-se que partilham um
mesmo local de ligagdo na enzima [75].

A simetria aparente das vias metabolicas dos nucleotideos piricos inspirou o estudo
do efeito do Aps,A na desaminase de AMP de miisculo de rato [76]. Em coeréncia com a
simetria destas vias metabdlicas, o ApsA podia activar esta hidrolase (K,.=5 puM) [76].
Nenhum dos outros nucleotideos estudados era activador sendo que, curiosamente, o ATP era




inibidor [76]. Recentemente, Delaney e colaboradores [77] observaram que o ApsA e 0 ApsA
também eram activadores da desaminase de AMP de cérebro de rato.

A 5’-nucleotidase citosolica com especificidade em relagio GMP e IMP pode, in vitro,
catalisar quer a hidrolise quer a sintese (fosfotransferéncia) destes nucleotideos
desconhecendo-se qual das actividades predomina in vivo [78, 79]. O efeito activador do Ap,A
(em concentragdes de ordem de grandeza pM) na actividade hidrolitica observou-se,
primeiramente, nas enzimas de Artemia salina e figado de rato no laboratério de Sillero e
Sillero [80] e foi posteriormente confirmado, usando este e outros dinucleotideos contendo
adenina (ApsA, ApsA, ApsG, Aps e Ap,X), na enzima de pulmdo de porco [81] e, muito
recentemente, na de cérebro de rato [82]. O efeito activador dos dinucleosideos polifosfatados
também foi observado na actividade de fosfotransferéncia [82, 83]. O efeito activador do Ap,A
era partilhado pelo ATP; os efeitos ndo eram aditivos para concentragdes saturantes dos dois
compostos e presume-se a existéncia de um local de ligagdo comum na enzima [82, 84].

Efeitos inibidores do Gp,G foram descritos em duas enzimas de Artemia salina
envolvidas no metabolismo de nucleotideos: a sintétase de adenilo-succinato [85] ¢ a
desidrogénase de IMP [86]. Os efeitos eram de tipo competitivo em relagdo ao GTP e ao IMP,
respectivamente. Apesar dos valores dos K serem relativamente elevados (cerca de 100 pM)
as altas concentragdes de Gp4G nos cistos deste crustaceo [13, 14] sugerem a possibilidade
destes efeitos inibidores poderem ter significado fisiologico neste ser vivo.

O ApsA, mas ndo outros diadenosideos polifosfatados (Ap,A; n=2-5), estimulava
sinergicamente a ciclase de guanilato de cerebelo de rato (K,=1 uM) quando esta actividade
enzimica foi estudada na presenca de nitroprussiato de sodio [87].

1.3.b.2- Os dinucleosideos polifosfatados como iniciadores da sintese de
polinucleotideos.

Esta descrito que dinucleosideos polifosfatados podem, in vitro, funcionar como
iniciadores (“primers”) na actividade enzimica das polimérases de RNA, DNA e poli(ADP-
ribose) e ainda da sintétase de (2°-5")oligoadenilato [8, 88, 89].

A sintétase de (2’°-5")oligoadenilato é uma enzima induzida pelo interferdo que catalisa
a sintese de oligonucleotideos de adenina em que os residuos fosfato ligam em ponte os grupos
hidroxilo 2’ ¢ 5° de distintas unidades adenilato. Observou-se, recentemente, que 0 ApsA pode
funcionar como iniciador na sintese destes oligonucleotideos [88]. Dado o baixo K, do ApsA
(14 uM [88]) e o facto de o interferdo também provocar, adicionado ao meio de cultura de
determinadas linhas celulares, aumento da concentracdo de Ap;A [18], admitiu-se que este
dinucleotideo poderia ser o substrato natural da sintétase de oligoadenilato em analise [88].

1.3.b.3- Os dinucleosideos polifosfatados como andlogos de estados de transi¢do de
cinases.

Determinados dinucleosideos polifosfatados podem inibir in vitro a actividade da
cinase do adenilato [90-92], da cinase do timidilato [93, 94], da cinase da adenosina {77, 93,
95], da cinase da timidina [96, 97] e de outras cinases de desoxinucleosideos [97, 98]. A
estrutura dos dinucleosideos polifosfatados levou & formulacdo da hipotese que estes
compostos, quando ligados no centro activo destas cinases, seriam analogos de estados de
transi¢do; quando o mecanismo reactivo € de tipo sequencial os dois substratos, ligados de
forma adequada no sitio activo da enzima, poderiam assemelhar-se a estrutura quimica de
dinucleosideos polifosfatados {8, 90, 91]. Estudos de cristalografia de raios X em complexos
contendo cinases de adenilato de diversas origens e ApsA [99-102] ou a cinase de timidilato de
Saccharomyces cerevisiae € ApsdT [103] vieram, recentemente, confirmar estas suspeitas.



Como seria de prever existe uma relagdo entre o tipo de substratos que interagem com
essas enzimas e o tipo de bases constituintes dos dinucleosideos polifosfatados que podem
exercer acgdes inibidoras. Assim, esta descrito que o ApsA ¢ um potente inibidor da cinase do
adenilato mas ja o ApsG e o ApsU sdo muito menos potentes [92]. No caso das cinases do
timidilato, da timidina, da desoxicitidina, da desoxiguanosina e da desoxiadenosina o efeito
inibidor & preferentemente exercido por dinucleosideos polifosfatados que contém
simultaneamente adenosina e¢ o nucleosideo (ou o nucleotideo) aceitador de fosfato
correspondente [94, 96, 97].

Curiosamente, ndo existe coincidéncia entre o somatério do numero de fosfatos dos
substratos e o namero de fosfatos dos dinucleosideos polifosfatados mais eficazes na sua acgéo
inibidora. No caso da cinase do adenilato o ApsA é muito mais potente que o ApsA [91, 92];
no caso da cinase de timidilato o ApsdT e o ApedT sdo muito mais potentes que o Ap4dT [94];
no caso da cinase de adenosina o Ap,A e 0 ApsA sdo muito mais potentes que o ApsA [93, 77]
e no caso da cinase de timidina o ApedT, 0 ApsdT e o Ap,dT sdo muito mais potentes que 0
Ap,dT [96].

A capacidade inibidora do ApsA na cinase de adenilato (K=2,5 nM [91]) tem sido
explorada no doseamento sérico da cinase da creatina; a adigdo de ApsA ao soro permite o
doseamento desta enzima mesmo quando o soro estd contaminado com a cinase de adenilato
[92, 104, 105]. A elevada afinidade entre 0 ApsA e a cinase de adenilato, 0 Ap.dG ¢ a cinase
de desoxiguanosina, 0 Ap4dC e a cinase de desoxicitidina ¢ 0 Ap,dT e a cinase da timidina foi
explorada na purificagio destas enzimas tendo sido usados como ligandos especificos em
cromatografia de afinidade [97, 106].

1.3.b.4- Efeitos sobre o metabolismo intracelular do Ca*" e canais de K.

O efeito dos dinucleosideos polifosfatados sobre o metabolismo intracelular do Ca®™
pode resultar da interacgdo com receptores da superficie celular [107-118] mas também estdo
descritos efeitos resultantes da interacgio directa com proteidos intracelulares ou com locais de
ligagdo situados na face citoplasmatica de proteidos da membrana celular. _

O efeito modulador de compostos contendo adenina sobre o efeito do inositol-1,4,5-
trifosfato nos reservatorios intracelulares de Ca®* foi recentemente estudado em culturas de
células musculares lisas permeabilizadas pela saponina [119]. Observou-se que os
diadenosideos polifosfatados estudados (Ap,A; n=3-6) estimulavam a accdo libertadora do
inositol-1,4,5-trifosfato; o efeito era igual ao que podia ser observado com o ATP e de muitos
outros compostos contendo adenina [119]. O ApsA, o ApsA e 0 ApeA, mas ndo o ApsA,
também estimulavam, de forma muito marcada, a libertacdio de Ca** do reticulo
sarcoplasmatico de coelho, interagindo com o canal de célcio induzido pelo calcio [120].

O efeito dos Ap,A (n=3-6) na ATPase dependente de calcio foi estudado em membra-
nas de eritrocitos humanos tendo-se observado activagdo, presumivelmente de tipo alostérico
[121]. O ApeA, o mais potente dos dinucleotideos estudados, provocava em concentragdes
saturantes uma activacio superior a 4 vezes sendo o valor de K, de 17 uM [121].

Estes dados apontam no sentido de os dinucleosideos polifosfatados poderem ter um
duplo papel modulador no metabolismo celular do Ca®": por um lado facilitariam a libertagdo
de Ca®" das reservas intracelulares mas também podiam estimular a recuperagdo dos niveis
basais ap6s aumentos da sua concentragdo no citosol.

O papel de dinucleosideos polifosfatados como mediadores intracelulares induzindo
efeitos no estado de polarizagio do miocardio [17, 122-124] ou das células 3 dos ilhéus de
Langerhans [19] foi recentemente objecto de estudo. Os diadenosideos polifosfatados (Ap.A;
N=3-6) seriam potentes inibidores dos canais de potassio sensiveis ao ATP, actuariam na face
citosolica da membrana celular e o valor do s, seria de cerca de 15 uM em qualquer dos casos



[17, 19, 36, 122-124]. O ApsA foi doseado em concentragdes de cerca de 7 uM no tecido
muscular cardiaco de cobaio baixando para valores submicromolares quando este era
previamente submetido a isquemia [17]. Admitiu-se a possibilidade de o ApsA funcionar como
um regulador fisiologico destes canais; a diminui¢do da sua concentragdo durante a isquemia
induziria hiperpolarizagio do miocardio aumentando desta forma as probabilidades de
sobrevivéncia celular [17]. Foi também observado que a concentragio intracelular de ApsA €
de ApsA pode aumentar de valores submicromolares para valores de cerca de 12 uM quando
células B dos ilhéus de Langerhans de ratinho em cultura eram estimuladas com substancias
(glicose, leucina e a-cetoisocaproato) que também induziam a secre¢do de insulina [19, 36]. O
efeito inibidor do ApsA nos canais de K™ ndlo era influenciado pela presenga simultinea de
ATP (e vice-versa) tendo-se admitido que existiriam locais de ligagdo independentes para os
dois compostos e que os dinucleotideos ApsA e ApsA poderiam ser segundos mensageiros no
processo de estimulagdo da secregdo de insulina [19, 36].

Outros efeitos resultantes da interacgdo de dinucleosideos polifosfatados com protei-
dos intracelulares serdo discutidos em capitulos individualizados (capitulos 1.3.d, 1.3.e ¢ 1.3.9)
depois do capitulo que se segue e que, pela sua actualidade, queriamos destacar.

1.3.c- Secrecdo de dinucleosideos polifosfatados por plaquetas sanguineas,
medula supra-renal e outras células neuronais. Efeitos dos dinucleosideos
polifosfatados como mediadores extracelulares.

1.3.c.1- Secrecdo de dinucleosideos polifosfatados para o meio extracelular.

Como ja referido no capitulo 1.2 esta descrita a ocorréncia de dinucleosideos polifos-
fatados, em concentragdes relativamente elevadas, nos granulos densos de plaquetas
sanguineas humanas [42-48, 51] e outros animais [42, 44, 49], nos granulos cromafins da
glandula supra-renal bovina [45, 52, 53], em terminais sindpticos cerebrais de rato [55] e em
vesiculas sinapticas do 6rgdo eléctrico do Torpedo [54].

Constituem evidéncias a favor da localizagdo dos dinucleosideos polifosfatados nos
granulos densos das plaquetas a observagdo de que os dinucleosideos polifosfatados sdo
segregados por plaquetas normais estimuladas por trombina {42, 43, 46, 48, 51} e que a
quantidade de Ap,A esta drasticamente diminuida nas plaquetas de mamiferos (homens, bois
ou gatos) com um sindrome raro em que os granulos densos estdo ausentes (sindrome de
Chédiak-Higashi) [44, 49]. Nas plaquetas humanas normais as concentragdes do ApsA ¢ do
ApsA seriam entre 40 e 100 vezes inferiores as do ATP ou do ADP [42-44] e a do Ap/A, o
menos abundante dos diadenosideos polifosfatados, entre 200 € 500 vezes [48].

A secrecdo dos dinucleotideos ocorre em paralelo com a da serotonina ¢ a dos
mononucleotideos (ATP, ADP, GTP ¢ GDP) contidos nos granulos densos [42, 43]. Supondo
que todo o conteido em Ap;A e ApsA das plaquetas de um individuo adulto era libertado no
sangue a concentragdo destes dinucleotideos poderia atingir no plasma valores na ordem de
0,2-1 uM [9, 47] mas, a concentragio entre 0 trombo ¢ a parede vascular sera,
presumivelmente, muito mais elevada. A sintese de dinucleosideos polifosfatados parece ndo
ocorrer nas plaquetas maduras presumindo-se que o processo de sintese e acumulagdo dentro
dos granulos tenha lugar nas células precursoras, os megacaridcitos [42].

O nucleotideo mais abundante nos grinulos cromafins da medula supra-renal bovina ¢
o ATP [45, 52, 125]. A razdo entre as concentragdes de ATP e Ap4A, tanto na medula supra-
renal como nos granulos cromafins é, de acordo com Sillero e colaboradores [45], cerca de
4000. Um valor proximo de 30 para esta mesma razdo foi avaliado por outros investigadores
[52]. Tendo em conta a rapida hidrolise do ATP e a relativa estabilidade do ApsA no liquido
de perfusido recolhido apos estimulagdo da glandula supra-renal bovina [126] o maior dos dois



valores acima referidos poderia corresponder ao da razio [ATP)/[ApsA] na glindula in vivo.
A secregdo paralela de catecolaminas e ApsA ¢ a dificuldade em avaliar a secrecdo de ATP
levou a equipa de Sillero e Sillero a propor o uso da monitorizagdo da secregdo de ApsA como
um indicador da secrecio da medula supra-renal [126]. A sintese de dinucleosideos
polifosfatados ndo foi, até ao momento, objecto de estudo em células cromafins; o seu
transporte através da membrana dos grinulos cromafins parece ocorrer através de sistemas de
transporte comuns com os do ATP {127].

A libertagdo do ApsA e do ApsA, presente em terminais sindpticos isolados de cérebro
de rato (ver capitulo 1.2), podia ser induzida por agentes que causam a despolariza¢do da
membrana [55]. Os mesmos estimulos induziam também a libertagao de ATP e a concentragdo
deste mononucleotideo seria 20 a 30 vezes superior a dos dinucleotideos quer nos terminais
sindpticos quer na mistura segregada [55]. A libertagdo de ApsA e ApsA foi também estudada
em ratos conscientes usando um sistema de perfusio intracerebral: a libertagdo destes
diadenosideos polifosfatados pelo corpo estriado era induzida pela administragdo sistémica de
anfetamina [128, 129]. Nestes estudos, a presenga de ATP ou ADP no liquido perfundido foi
dificilmente observada, mas as concentragdes de AMP e adenosina aumentavam como resposta
a0 estimulo o que sugere a presenga de ecto-ATPases e ecto-ADPases muito activas neste local
do cérebro; o somatério das concentragdes de adenosina e AMP podia atingir valores quase 20
vezes superiores as dos dinucleotideos [129].

Nas vesiculas sinapticas do orgdo eléctrico do Torpedo, o ApsA e o ApsA eram
armazenados junto com a acetilcolina, o ATP e outros mononucleotideos; a concentragdo total
dos mononucleotideos era 20 a 40 vezes superior a dos dinucleotideos [55].

1.3.¢.2- Metabolismo extracelular de mono e dinucleotideos.

Apds a libertagdo no meio extracelular, o ATP, os dinucleosideos polifosfatados € os
seus produtos de hidrélise poderdo interagir com receptores da superficie celular ¢ modular
uma variedade de processos como segregagio plaquetdria ou da medula supra-renal,
transmissdo neuronal, tono do musculo liso vascular e de outros tecidos, proliferagdo celular,
fungdo cardiaca, metabolismo glicidico, pH celular e fun¢do dos neutroéfilos.

Como ja abordado, a proposito da secregdo pela medula supra-renal bovina e pelos
neurénios do corpo estriado de rato, a semi-vida dos dinucleotideos pode ser muito superior a
dos mononucleotideos possibilitando um tempo de actuagdo mais prolongado ¢ a interacgdo
com células alvo relativamente afastadas do local de secre¢do [9, 126, 128, 129]. Uma
experiéncia curiosa de Busshardt e colaboradores [130] em que dois figados de rato foram
perfundidos sendo o segundo perfundido com o efluente do primeiro ilustra esta afirma¢do;
enquanto o Ap,A podia provocar efeitos (vasoconstri¢do e libertagdo de glicose) quer no
primeiro quer no segundo figado, o ATP apenas produzia esses efeitos no primeiro.

No sangue, os mononucleotideos e 0s dinucleotideos sofrem um processo de hidrolise
por etapas, com formagdo final de nucleosideos, em que intervém muitas enzimas, quer
plasmaticas quer ectoenzimas da superficie das células como fosfodiestérases e fosfatases [3,
9, 131, 132]. Luthje e Ogilvie compararam in vitro as semi-vidas do ATP e do ApsA
(concentragio inicial de 0,7 uM) tanto no plasma como no sangue total [132]. Embora no
plasma as semi-vidas do ATP e do Ap,A tivessem valor semelhante, no sangue total, em
consequéncia da baixa actividade das fosfodiestérases dos eritrdcitos, leucécitos e plaquetas
relativamente aos dinucleotideos, o valor da semi-vida do Ap.A era quase o triplo da do ATP
(5,9 € 2,2 minutos, respectivamente) [132].

Em culturas de células cromafins de medula supra-renal bovina o valor do Vi
relativo a hidrolise do ATP e ADP, por ac¢do de ecto-hidrodlases, era mais de 10000 vezes
superior ao do valor correspondente para o caso dos dinucleosideos polifosfatados [133, 134].



Para além dos casos acima referidos a baixa velocidade de hidrdlise dos dinucleotideos
relativamente ao ATP (e ADP) por acgdo de ecto-hidrélases também foi observada em
experiéncias em que se usaram artérias mesentéricas [135] e coronarias de coetho [136], tecido
cardiaco de cobaio [137], muscularis mucosae de célon de rato [138], células endoteliais de
aorta de boi [139, 140], hepatdcitos isolados de rato [141] e preparagdes de membranas de
hepatécitos de rato [142] ou de coragdo de ratinho [143]. Em qualquer destes sistemas a
diferenca entre a estabilidade dos dinucleosideos polifosfatados e a do ATP era,
aparentemente, mais acentuada que a observada por Luthje e Ogilvie no sangue total [132].
Além disso, a presenca do ATP, que é libertado conjuntamente com os dinucleosideos
polifosfatados, diminui a velocidade de hidrélise destes compostos contribuindo para aumentar
ainda mais a sua semi-vida [132, 139, 144]. Pelo contrario, reflectindo a existéncia de enzimas
na face externa das membranas celulares com capacidade para catalisar a hidrolise dos
mononucleotideos mas ndo a dos dinucleotideos, pelo menos nas células endoteliais de aorta de
porco, a hidrélise do ATP ndo era inibida pelo Ap;A [144].

1.3.c.3- Efeitos dos dinucleosideos polifosfatados como mediadores extracelulares.

A histéria da investigagdo dos efeitos dos dinucleosideos polifosfatados como induto-
res de efeitos biologicos interagindo com receptores da superficie celular comegou ainda antes
de se ter descoberto a sua existéncia em organelos secretores.

Em 1975, Harrison e Brossmer [145] estudaram o efeito deste tipo de compostos
(Ap,A; n=2-6) na agregagio (induzida por ADP) de plaquetas lavadas e também em plasma
rico em plaquetas, tendo concluido que todos eram inibidores competitivos com o ADP. O
mais potente era 0 ApsA; o ApsA ¢ 0 ApsA eram mais potentes que o ATP e a adenosina
[145].

O efeito inibidor do Ap4A foi, ja nos anos oitenta, confirmado pelas equipas de Ogilvie
[146] ¢ Zamecnik [147] usando plasma rico em plaquetas. Os efeitos inibidores do ApsA e do
ApeA foram também recentemente confirmados e a recente descoberta de que o Ap-A existe e €
segregado pelas plaquetas motivou o estudo do efeito deste composto que se revelou também
inibidor [48]. Os trabalhos da equipa de Ogilvie mostraram que, no plasma rico em plaquetas,
0 ApsA podia induzir agregacdo plaquetdria a uma velocidade ligeiramente inferior a do ADP
e que este efeito activador resultava da presenga de fosfodiestérases plasmaticas que catalisam
a hidrdlise do ApsA originando ADP [146, 148]. Em sistemas experimentais, como plaquetas
lavadas, em que as fosfodiestérases estdo praticamente ausentes 0 Aps;A ndo tinha efeito
activador [9].

Na sequéncia da descoberta de diadenosideos polifosfatados na medula supra-renal
estudaram-se os possiveis efeitos destes compostos em culturas de células cromafins [112,
149]. O Aps;A, o ApA e o ApsA (100 uM) podiam estimular a secrecdo basal de
catecolaminas [149]. O efeito era inibitorio em células cromafins estimuladas por agonistas
nicotinicos [149], um efeito que havia ja sido observado com o ATP [150].

No cérebro os efeitos dos dinucleosideos polifosfatados foram pela primeira vez
estudados no inicio da década de oitenta. Em experiéncias realizadas em ratos anestesiados e
em fatias de cortex cerebral de rato, observou-se que o Ap:A e o ApsA inibiam o
desenvolvimento de potenciais de ac¢do e estimulavam a libertagdo de adenosina [151]. Ja em
meados da década de noventa, Pintor e Miras-Portugal mostraram que o ApsA € 0 ApsA, tal
como o ATP, induziam a entrada de Ca®* do meio extracelular para terminais sindpticos de
cérebro de rato [113]. No entanto, ao contrario do observado no caso do ATP, o efeito dos
diadenosideos polifosfatados ndo era inibido pela suramina, um inibidor dos receptores
purinérgicos/pirimidinérgicos de tipo P2, nem ocorria dessensibilizagdo cruzada entre os
diadenosideos polifosfatados ¢ o ATP [113]. Resultados de teor semelthante foram também



observados em terminais sindpticos isolados de cérebro de ratinho [114], de cerebelo,
diencéfalo e tronco cerebral de cobaio [152] e de cortex humano [153]. Este efeito seria
antagonizavel de forma muito especifica pelo Ipsl {153, 154], um composto que pode ser
obtido por desaminagdo enzimica do ApsA [154, 155]. Em terminais sinapticos isolados de
cérebro de rato, o Ips! inibia 0 aumento da concentragio de Ca® citosélico induzido quer pelo
ApsA quer pelo ATP, mas o valor do Iso era 6000 vezes menor quando o indutor era o ApsA
[154].

Em nervos periféricos, os diadenosideos polifosfatados também poderdo ter efeitos
moduladores importantes. Observou-se que este tipo de compostos inibiam as libertagdes de
CGRP (polipeptideo relacionado com o gene da calcitonina) [156], acetilcolina [157] ou ATP
[158), induzidas por estimulagdo eléctrica, na auricula de cobaio, em terminais colinérgicos de
ileo de cobaio ou em nervos simpaticos do canal deferente também de cobaio, respectivamente.

Os dinucleosideos polifosfatados podem interagir com receptores das células endoteli-
ais e fibras musculares dos vasos sanguineos exercendo controlo sobre o tono vascular.

O primeiro estudo sobre os efeitos dos diadenosideos polifosfatados a nivel vascular
foi feito pela equipa de Ogilvie, nos finais dos anos oitenta, em artérias mesentéricas
perfundidas de coelho previamente contraidas pela noradrenalina [135]. Observou-se que, em
concentragdes de 1-10 uM, o Ap4A, tal como o ATP, induzia vasodilatagdo quando o endotélio
estava intacto e vasoconstri¢io quando o endotélio tinha sido previamente removido [135]; no
caso do Ap;A o efeito era sempre vasodilatagdo independentemente de o endotélio estar ou ndo
intacto [135]. A seguir a este estudo muitos outros foram realizados em vasos isolados como a
artéria umbilical humana [159], a artéria mesentérica [160] ou renal de rato, retalhos de aorta
ou anéis aorticos de rato {51, 109] mas também em orgéos isolados perfundidos como coragido
de coelho [136] ou de cobaio [59], rim [48, 51, 161, 162] ou figado de rato [130] ou mesmo
em animais vivos como o cio [163-165], o porco [166, 167], o rato [51, 168] e também o
homem [169]. Dependendo do sistema em estudo e do nimero de fosfatos internos dos
diadenosideos polifosfatados testados, observaram-se em certos casos efeitos vasodilatadores
[59, 136, 160-164, 166-169] e noutros efeitos vasoconstritores [48, 51, 109, 159-162, 163].

O ApsA e 0 ApsA podem, em determinadas condigdes experimentais, induzir relaxa-
mento da musculatura lisa vascular, tendo este efeito sido observado quer in vitro [135, 136,
160-162] quer em animais conscientes [168] ou anestesiados [163-167] incluindo o homem
[169]. O endotélio podera ter um papel determinante nestes efeitos [135, 136, 160]. Foi
recentemente demonstrado que o Ap,A (mas ndo 0 Ap;A, 0 ApsA e 0 ApgA) induz a sintese de
6xido nitrico em células endoteliais bovinas em cultura [140]. Existem outras evidéncias de
que este fendmeno pode estar na base dos efeitos vasodilatadores dependentes do endotélio
induzidos pelo ApsA em artérias mesentéricas e coronarias de coelho [135, 136] como, por
exemplo, a marcada diminuigdo do efeito do ApsA induzida por um inibidor da sintese de
oxido nitrico, o L-NNA (N-nitro-L-arginina) [136].

Na artéria mesentérica de rato observou-se que, na auséncia de tratamento vasocons-
tritor prévio, o efeito dos diadenosideos polifosfatados (Ap,A; n=4-6) seria sempre
vasoconstri¢do ¢ que o ApsA e 0 ApsA eram mais potentes que o Aps,A [160]. Em rim
perfundido e em anéis adrticos de rato tanto o ApsA como 0 ApeA, em concentragdes tdo
baixas como 1-10 nM, provocavam vasoconstrigdo [51, 161]. A injecgdo intra-aortica destes
dois dinucleotideos provocava hipertensio prolongada no rato mas este efeito ndo foi
observado quando se injectou uma quantidade igual de ATP, Ap;A ou ApsA [51]. A maior
poténcia destes dinucleotideos relativamente ao ATP na indugdo de vasoconstrigdo [160]
poderia, pelo menos parcialmente, explicar os efeitos hipertensores do ApsA e ApsA ndo
partilhados pelo ATP [51].
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O efeito de um determinado diadenosideo polifosfatado num determinado sistema
vascular dependeria da sua capacidade relativa para se ligar e activar os receptores envolvidos
nos processos de vasoconstrigdo ou vasodilatagdo e o niimero de fosfatos do diadenosideo
polifosfatado ¢ um factor de discriminagdo essencial entre os dois efeitos antagénicos que
podem ser obtidos [48, 160]. Na artéria mesentérica isolada [160] e no rim isolado de rato
[161] o ApsA e 0 ApeA provocavam sempre vasoconstrigdo enquanto 0 Ap;A, quando o tono
vascular era previamente aumentado, provocava vasodilatagdo. O sistema vascular renal
parece ser particularmente sensivel aos efeitos vasoconstritores dos diadenosideos
polifosfatados com um nimero de residuos fosfato igual ou superior a quatro [109], incluindo
nestes, o Ap;A [48]. No rato consciente, a infusdo intravascular de ApsA ou ApsA provocava
hipertensdo e vasoconstrigdo mesentérica enquanto o ApsA ou o Ap;A induziam efeitos
opostos [168]. Curiosamente, neste modelo de estudo in vivo, os quatro dinucleotideos
provocavam vasoconstrigdo a nivel renal [168)].

Recentemente, a descoberta de que existem heterodinucleosideos polifosfatados de
adenina e guanina e homodinucleosideos polifosfatados de guanina nas plaquetas sanguineas
motivou estudos de fungdo destes compostos [46]. Em rim perfundido de rato o ApsG e o
ApsG provocavam vasoconstri¢do em concentragdes iguais ou superiores a 0,1 uM; o ApsG e
0 Aps;G eram muito menos potentes e os homodinucleosideos polifosfatados de guanina (Gp,G;
n=3-6) ndo tinham qualquer efeito relaxante ou contréctil [46].

O efeito de diferentes diadenosideos polifosfatados na contractilidade do canal
deferente de rato [170] ou de cobaio [158, 171-174], na bexiga humana [175] ou de cobaio
[115, 170], na taenia caeci de cobaio e na muscularis mucosae de colon de rato [138] também
foi estudada.

No canal deferente e na bexiga os diadenosideos polifosfatados com nimero de
fosfatos igual ou superior a 4 (Ap,A; n=4-6) induziam, mesmo em concentragdes
submicromolares, contrac¢Ges do muisculo liso [170, 171, 173]. No canal deferente de cobaio o
ApsA era cerca de 100 vezes mais potente que o ATP [171]. Demonstrou-se que o efeito
contractil do ATP e do ApsA no canal deferente do cobaio podia ser bloqueado pelo IpsI [174].
Também na muscularis mucosae de cdlon de rato os diadenosideos polifosfatados testados
(ApsA; n=3-6) tinham, tal como o ATP, um efeito contractil; 0 Ap;A e 0o Ap,A eram mais
potentes que o ATP [138]. Na taenia caeci de cobaio os mesmos dinucleotideos (Ap,A; n=3-6)
tinham, pelo contrario, efeitos relaxantes sendo que, também aqui, o Ap;A e o Ap,A eram,
neste efeito relaxante, mais potentes que o ATP [138].

Dois estudos independentes publicados em 1995 pelos laboratérios de Zidek [176] e de
Ogilvie [177] mostraram que os diadenosideos polifosfatados (Ap,A; n=3-6) estimulavam a
incorporag¢do de timidina marcada no DNA e a velocidade de multiplicagdo celular em culturas
de células mesangiais de rato. O efeito era sinérgico com o de outros compostos libertados
pelas plaquetas como o PDGF (factor de crescimento derivado das plaquetas) {176, 177}, o
EGF (factor de crescimento epidérmico) e a serotonina [177]. Os dinucleosideos polifosfatados
eram activos em concentragdes em que os seus produtos de hidrdlise (ATP, ADP, AMP e
adenosina) ndo tinham qualquer efeito mas o Ap4A ndo provocava estimulagdo adicional em
culturas contendo concentragdes relativamente elevadas de ATP [177].

Recentemente, estudou-se o efeito dos heterodinucleosideos polifosfatados de adenina
e guanosina (Ap,G; n=3-6) assim como o dos diguanosideos polifosfatados (Gp,G; n=3-6) na
velocidade de incorporagdo de timidina marcada no DNA de células musculares lisas
vasculares de rato em cultura [46]. Quando adicionados isoladamente o efeito estimulador
podia ser apreciado em concentragdes de 0,1 uM; como activadores do efeito do PDGF eram
ainda mais potentes [46]. Embora ndo seja de excluir o possivel envolvimento de produtos de
hidrolise, tendo em conta a maior poténcia dos dinucleotideos relativamente a estes produtos
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assim como a observagio de que a sua semi-vida era, no meio de cultura, de cerca de uma
hora, admitiu-se que o efeito era da responsabilidade directa dos dinucleotideos [46].

Com a intengdo de estudar o efeito de diversos diadenosideos polifosfatados na fungéo
cardiaca foram, recentemente, realizados trabathos de investigagdo em preparagdes auriculares
e ventriculares de cobaio [59, 137, 156, 178, 179], rato [178], ratinho [178] e cio [180] assim
como de pacientes humanos que sofreram transplante cardiaco [178, 179].

O efeito na frequéncia cardiaca foi estudado em preparag¢Ges auriculares de cobaio em
contracgdo ritmica espontdnea; neste sistema os diadenosideos polifosfatados tinham efeito
cronotropico negativo [178, 179]. Embora o efeito mais frequentemente observado em
preparagdes cardiacas tenha sido de tipo inotrdpico negativo [59, 137, 156, 178-180], em
alguns estudos observou-se que, na presenga de antagonistas de receptores P1, o efeito obtido
era de tipo inotrdépico positivo {137, 178]. Em tecido miocardico humano insuficiente este
efeito positivo foi mesmo observado na auséncia dos referidos antagonistas [178].

No final da década de oitenta, Busshardt e colaboradores observaram que o Ap;A e o
ApsA eram capazes de induzir a libertagdo de glicose em figado perfundido de rato sendo,
neste sistema experimental, mais potentes que o ATP [130]. Estudos usando suspensdes de
hepatdcitos mostraram que a enzima estimulada era a fosforilase do glicogénio [130, 141,
181]. Neste sistema de estudo as poténcias do ATP e de varios diadenosideos polifosfatados
(Ap.A; n=3-6) eram muito semelhantes [141}.

Em suspensdes de tubos proximais renais de rato, observou-se recentemente que 0s
diadenosideos polifosfatados (Ap,A; n=3-6) tinham um efeito estimulador discreto na
gliconeogénese [182].

Em células isoladas do ducto colector cortical de rato 0 ApsA, 0 ApsA e 0 ApsA
estimulavam a velocidade de excregdo de protdes activando o trocador Na'/H™ [183].

O efeito dos dinucleosideos polifosfatados nos neutréfilos foi recentemente estudado
pela equipa de McLennan. O Ap,A e o Ap;A podiam sensibilizar estas células para o efeito
estimulador da sintese de compostos oxidantes induzido pelo formil-metionil-leucil-fenilalanina
sendo, no entanto, menos potentes que o ATP [184]. Os diadenosideos polifosfatados (Ap,A;
n=3-6) também diminuiam a percentagem de neutréfilos com sinais de “apoptose” apds
incubacdo de 24 horas a 37°C; neste efeito a sua poténcia era semelhante 4 do ATP [185,
186].

1.3.c.4- Os dinucleosideos polifosfatados como mediadores extracelulares: possivel
significado fisioldgico ou patolégico.

Uma das possiveis objecgdes ao possivel significado fisiologico dos efeitos dos
dinucleosideos polifosfatados como mediadores extracelulares é a sua baixa concentragio
relativamente & dos mononucleotideos, nomeadamente o ATP, que sdo conjuntamente
segregados; a provar-se a auséncia de receptores especificos e admitindo poténcias
semelhantes os seus efeitos poderiam ser considerados pouco significativos.

Estudos recentes, em que genes codificantes de diferentes subclasses de receptores
P2X e P2Y de varias origens foram expressados em ovdcitos de Xenopus laevis [187, 188,
189], em linhas celulares humanas derivadas de astrocitoma [190, 191] ou embrionarias de rim
[192], mostraram que alguns diadenosideos polifosfatados podiam interagir com esses
receptores e provocar os mesmos efeitos que o ATP com poténcias semelhantes ao deste
composto. Num dos trabalhos em que se estudou o efeito do ATP e de dinucleotideos (entrada
de catides) em ovdcitos de Xenopus laevis contendo receptores P2X, de rato observou-se que o

ApsA (ao contrario do ApsA) nfio era agonista mas sensibilizava o receptor para o efeito
agonista do ATP [187].
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A interacgdo com receptores P2X ou P2Y também foi comprovada em modelos
experimentais mais complexos, estudando o efeito de antagonistas destes receptores como a
suramina, o PPADS (4cido piridoxalfosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfonico) ou o “reactive blue
2”, o tipo de mecanismos envolvidos nos processos biologicos observados, a poténcia relativa
de diferentes analogos do ATP na indugio dos mesmos efeitos, na indugdo de dessensibilizagdo
cruzada ou na capacidade para promover a dissociagdo de dinucleosideos polifosfatados
radioactivos dos receptores com que interagem [48, 107, 109, 111, 112, 115, 135, 137, 138,
142, 151, 160-162, 171, 173, 174, 178, 182, 184, 193-195].

A hipétese da existéncia de receptores especificos para os dinucleosideos polifosfata-
dos foi sendo avangada ou insinuada por varios autores [61, 69, 113, 114, 151, 161, 177, 196]
como uma possivel explicagdo para resultados experimentais de dificil enquadramento no ja de
si complexo e constantemente questionado conhecimento sobre os receptores
purinérgicos/pirimidinérgicos [71, 197-202]. Nesta década, a maioria dos trabalhos publicados
sobre os efeitos dos dinucleosideos polifosfatados no sistema nervoso central foram da
responsabilidade exclusiva [113, 118, 154, 196] ou parcial [152, 153, 194, 203, 204] da
equipa de Miras-Portugal que, com base nos seus estudos, propuseram a existéncia de dois
tipos de receptores especificos para os dinucleosideos polifosfatados: os receptores Py [196] €
P, [68, 113]. Apesar das evidéncias apresentadas a existéncia de receptores especificos para os
dinucleosideos polifosfatados defendida por esta equipa ¢ polémica [64, 71]. Como indutores
da contracgdo do musculo liso de visceras e vasos sanguineos 0 ApsA € 0 ApsA parecem ser
mais potentes que o ATP [51, 158, 160, 170, 171, 173]. A recente descoberta do Ipsl, como
um antagonista dos efeitos dos dinucleosideos polifosfatados independentemente do nome com
que se queira designar os receptores com que interage [154, 174], podera no futuro ajudar a
clarificar o papel biologico destes compostos e, por extensdo, o de outros nucleotideos.

O tema da possivel existéncia de receptores especificos para os dinucleosideos
polifosfatados ndio pode ser abandonado sem uma referéncia, ainda que breve, aos estudos da
equipa de Hilderman em células cardiacas e em preparagdes de membranas de diversos tecidos
de ratinho. Membranas de cérebro de ratinho ligavam com grande especificidade e uma baixa
constante de dissociagdo (0,7 uM) o Ap.A; podiam competir com o ApsA outros
dinucleosideos polifosfatados como 0 ApsA, 0 ApsA, 0 ApsA e 0 ApsG mas ndo 0 Ap2A, 0
ATP, 0 ADP, 0 AMP, a adenosina, o GTP e o Gp4G [205]. Em preparag¢des de membranas de
coragio ratinho a ligagio do ApsA era particularmente intensa [205, 206] e por este motivo o
coragiio de ratinho foi escolhido para prosseguir com o trabatho de investiga¢do. O receptor
estaria localizado na superficie celular [206] e a ligagdo do ApsA era marcadamente
estimulada pela acgdo de uma protéase presente nas membranas {207-209]; a forma ndo
activada do receptor teria 50 kDa de massa molecular enquanto a forma activada teria,
dependendo das condigdes de activagdo, uma massa molecular de 42 kDa ou 30 kDa [143,
206]. Foi possivel produzir anticorpos monoclonais com afinidade para o receptor e que eram
também inibidores da sua ligagio ao ApsA [207], ao ApsA e ao ApsA [209]. Usando estes
anticorpos como ligandos em cromatografia de afinidade o receptor em andlise foi
recentemente purificado [143]. O 8-N3ApsA, na presenga de luz ultravioleta, ligava-se de
forma covalente ao receptor; esta reacgdo era eficazmente inibida pelo ApsA e pelo ATPyS
mas com o ATP sé se obtinham resultados semelhantes com concentragdes de uma a duas
ordens de grandeza mais elevadas [143]. Ndo se sabe que tipo de efeitos podem estar
relacionados com estes receptores. Na auricula isolada de ratinho o Ap,A tinha efeitos
inotrépicos negativos, mas os receptores envolvidos podiam ser bloqueados pelo DPCPX (1,3-
dipropil-8-ciclopentilxantina) e presumem-se de tipo A, [178].

A inibicdo de efeitos dos dinucleosideos polifosfatados por derivados da xantina foi
observada no sistema nervoso central {151, 194] e periférico [156-158], no sistema vascular

13



renal [161, 162], no coragdo [137, 156, 178-180] e na muscularis mucosae de célon [138] de
variadas espécies de mamiferos. A possibilidade de estes efeitos serem, pelo menos
parcialmente, uma consequéncia da hidrélise dos dinucleosideos ndo serd de excluir; o efeito
da adenosina poderia ser mesmo reforgado pela presenga dos dinucleotideos j& que estes
compostos inibem, pelo menos nas células cromafins da medula supra-renal bovina, a captagéo
da adenosina [210]. E também possivel, que os dinucleotideos interajam directamente com
receptores em que os derivados das xantinas sdo antagonistas. Estdo descritos receptores
(tendo a designag@o P; sido proposta) em que quer a adenosina quer o ATP se comportam
como agonistas e em que a PSPT (8-p-sulfofenilteofilina) se comporta como antagonista [211].

Até ao momento ndo se identificou qualquer gene codificante de receptores cujo
produto mostrasse especificidade, relativa ou absoluta, em relagdo aos dinucleosideos
polifosfatados. A possibilidade de ndo existirem receptores especificos para os dinucleosideos
polifosfatados ndo invalida, no entanto, que a maior estabilidade destes compostos no liquido
extracelular, os possa colocar em vantagem relativamente ao ATP, ADP ou outros
mononucleotideos, na ligagdo a receptores relativamente afastados do local de secregdo [9].

Os efeitos vasoconstritores dos dinucleosideos polifosfatados (nomeadamente o ApsA
e 0 ApsA) assim como os efeitos estimuladores da proliferagdo celular levaram a formulagdo
da sugestdo de que estes compostos poderiam estar implicados na patogénese da hipertensio e
da aterosclerose [46, 70, 212].

1.3.c.5- Perspectivas de uso terapéutico de dinucleosideos polifosfatados.

A maior estabilidade dos dinucleotideos em relagdo aos mononucleotideos, nomeada-
mente 0 ATP, para além de ser um factor a ponderar quando se discute se um determinado
efeito pode ou ndo ter significado fisiolégico ou patolégico, coloca-os em vantagem como
possiveis candidatos a serem usados como agentes terapéuticos.

Ainda no anos oitenta, o efeito anti-trombético do ApsA foi avaliado in vivo infun-
dindo este dinucleotideo em coelhos e estudando o seu efeito num modelo de trombose
experimental induzida pela inser¢io de uma canula de polietileno dentro da carétida [213].
Usado em doses adequadas (50 mg/Kg) a incidéncia de trombose era de 56% contra 83% nos
controlos, uma eficicia semelhante ao de outros anti-agregantes plaquetarios como o 4cido
acetilsalicilico ou o dipiridamol (2 mg/Kg) [213].

Havia sido observado, nos finais da década de oitenta, que os derivados fosfonatos
(com uma ponte metileno ou metileno halogenado substituindo as pontes oxigénio entre os
residuos fosfato) ou tiofosfatos (com um enxofre substituindo oxigénio nos residuos fosfato)
do Ap.A sdo particularmente resistentes quer as hidrolases especificas quer as fosfodiestérases
[5, 214-217]. A resisténcia as fosfodiestérases foi inicialmente observada em preparagdes
purificadas de fosfodiestérase de veneno de serpente [217] ou de Lupinus luteus [214] e foi
mais tarde confirmada no sangue humano e de coelho [218, 219].

De entre uma longa série de derivados fosfonato e tiofosfato do Ap,A e do ApsA,
testados no inicio dos anos noventa como anti-agregantes plaquetdrios em plasma rico em
plaquetas destacou-se, pela sua poténcia, o AppCHCIlppA [220]. Como anti-agregante na
presenca de ADP 5 uM o seu Isp era de 3 uM, um valor 10 vezes inferior ao do Aps,A; o
AppCHClppA também era eficaz como inibidor da secregdo plaquetdria e da activagio do
factor plaquetdrio 3 induzidos pelo ADP [220]. Testado como anti-trombético, em coelhos em
que se inseriu uma canula de polietileno na carétida, o AppCHCIppA mostrou ser mais eficaz
que o Ap,A estudado nas mesmas condi¢des [213, 218]. Num trabalho recentemente publicado
comparou-se a eficdcia do AppCHClppA, como inibidor da actividade plaquetéria induzida
pelo ADP, com um derivado deste composto: o Ap,pCHClpp,A [219]. Este altimo agente
podia, em concentragdes adequadas, bloquear uma série de aspectos da actividade plaquetdria
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induzida pelo ADP. Além disso, a agregagdo induzida por outros agonistas como o 4cido
araquidénico, o colagénio e a epinefrina podia ser parcialmente inibida, admitindo-se que esta
inibigdo resultasse do bloqueio da activagdo dependente do ADP segregado [219]. Em todos os
aspectos da actividade plaquetdria em que foi testado o Ap,pCHClpp,A era um inibidor mais
eficaz que o AppCHCIppA [219]. Era também ainda mais estavel: ap6s incubagdo na presenga
de sangue total durante 4h a 37°C os sinais de hidrélise eram minimos [219]. Estes resultados
sugerem o possivel interesse clinico deste tipo de compostos como agentes anti-trombéticos
[219]. Embora aspectos essenciais, como a sua toxicidade, ndo tenham ainda sido estudados
[219] € de prever que efeitos secundérios, resultantes da sua interacgdo com receptores doutras
células, venham a ser observados: uma série de derivados tiofosfatos e fosfonatos do Ap,A
foram testados em culturas de hepatécitos tendo-se observado que eram, tal como 0 Ap4A,
activadores da fosforilase do glicogénio [141].

O Ap,A foi recentemente usado, em infusdo intravenosa, para induzir hipotensdo
controlada durante cirurgia do ouvido em dez pacientes tendo sido observado que induzia o
efeito pretendido rapidamente e que ndo havia taquicardia reflexa durante a infusdo nem
hipertensdo reactiva apds a sua interrup¢do [169]. Também foi testado com éxito no cdo como
protector do miocérdio diminuindo a 4rea de infarto em situagdes de isquemia [165].

1.3.d- Dinucleosideos polifosfatados, divisdo celular e sintese de DNA.

A ideia de que 0 ApsA poderia desempenhar um papel no processo de divisdo celular
surgiu, em 1976, na sequéncia de estudos de Rapaport e Zamecnik [20]. Estes investigadores
estudaram as concentragdes intracelulares de Ap,A de culturas de variadas estirpes celulares
com distintos tempos de duplicagdo tendo observado que as células com maior velocidade de
multiplicagdo tinham uma concentragdo de ApsA 50 vezes superior as de multiplicagdo mais
lenta. No mesmo trabalho demonstrou-se que a detengdo do crescimento celular, por
eliminagio do soro ou de aminodcidos do meio de cultura, causava uma diminui¢éo de 30 a 50
vezes na concentragio de ApsA enquanto a concentragdo de ATP apenas diminuia para metade
[20]. Rapaport e Zamecnik sugeriram que o Aps,A poderia ser um mediador intracelular
estabelecendo uma relagfo entre as velocidades de sintese proteica e de divisdo celular [20].

Ainda na década de setenta, Grummt estudou o efeito do ApsA sobre a sintese de
DNA em fibroblastos permeabilizados de rim de hamster (BHK) [221]. Quando as células
eram previamente cultivadas num meio pobre em soro durante 48 h, induzindo desta maneira a
detengdo das células no periodo G1, e estas eram permeabilizadas com um meio hipoténico, o
ApA estimulava a incorporagdo de timidina marcada no DNA. Tentando explicar o fenémeno
observado Grummt e colaboradores [222] descobriram que uma das subunidades do complexo
polimérase o de DNA se ligava especificamente ao Ap,A. Os estudos anteriores foram
ampliados pelo grupo de Zamecnik usando células Hela e de timo de vitela, tendo confirmado
a capacidade da polimérase a para se ligar ao Aps,A e descoberto que este composto podia
funcionar como iniciador (“primer”) da sintese de DNA [89, 223-225].

Em contradigdo com as observagdes de Grummt [221], Edwards ¢ Kaufmann [226],
utilizando fibroblastos humanos detidos no periodo G1 por privagéo de soro e permeabilizados
em meio hipotonico, nfo encontraram nenhum efeito do Ap,A na incorporagdo de timidina
marcada no DNA. Ono e colaboradores [227] ndo encontraram qualquer efeito do ApsA sobre
a actividade de sintese das polimérases a, B e Y de DNA de mieloma de ratinho. A capacidade
de ligar Ap,A atribuida a uma subunidade da polimérase o também foi contestada; Remy
sugeriu que a capacidade ligante observada podia corresponder a sintétase de triptofanil-tRNA
que copurificava com a polimérase [7].

Reforgando a ideia que o ApsA podia ser um indutor da proliferagdo celular
Weinmann-Dorsch e colaboradores [21] observaram que, no figado de rato em regeneragédo
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(pbs hepatectomia parcial), a concentragdo de Ap,A nas células em multiplicagdo era 65 vezes
superior a4 das que ndo se multiplicavam. No entanto, estas observagles foram, ainda na
década de oitenta, objecto de contestagdo. Em experiéncias semelhantes Andersson e Lewan
[228] observaram que a concentragdo de Aps;A apenas duplicava, tendo posteriormente
admitido que essa pequena diferenga poderia ser uma consequéncia da acumulagdo de
plaquetas no tecido hepatico em resposta a cirurgia [229]. Observagdes recentes da equipa de
Plateau e Blanquet também mostraram que aumentos na concentragio intracelular de Ap.A (e
Ap;A) em Saccharomyces cerevisiae induzidos por alteragdo de genes implicados no
catabolismo destes dinucleotideos ndo provocavam aumento na velocidade de multiplicagdo
celular [230].

Estudos da equipa de Grummt e de outros autores, em fibroblastos de rim de hamster
(BHK) [21], em embrides de Strongylocentrolus nudus [231], em ovos de Psammechinus
miliaris e Xenopus laevis [23], em Artemia salina [232] e em Physarum polycephalum [22]
também mostraram a existéncia de coincidéncia entre aumento (de uma a trés ordens de
grandeza) da concentragdo intracelular de ApsA ¢ o inicio da replicagdo do DNA durante o
ciclo de multiplicagdo celular.

Em contradi¢do com estas observagdes estdo estudos dos laboratérios de Garrison e
Barnes em Physarum polycephalum [233), de Baker e Jacobson numa linha celular de ratinho
(C3H10T1) [26] e de Remy em células de hepatoma e de carcinoma pulmonar [234] ¢ em
embrides de Xenopus laevis [7]. No caso dos estudos da equipa de Remy observou-se que, em
culturas de células de hepatoma e carcinoma pulmonar sincronizadas por tratamentos
adequados, a quantidade de Ap4A (e outros Ap,N) por nimero de células diminuia para cerca
de metade ap6s a mitose e aumentava durante a fase G2 [234] e que as variagdes nos niveis de
ApsA, durante os trés primeiros ciclos de desenvolvimento de embrides de Xenopus laevis,
eram pequenas € ndo tinham nenhuma relagdo clara com a fase do ciclo celular [7].

A explicagdo para os diferentes resultados obtidos por diferentes investigadores estara
relacionada com a dificuldade em dosear os dinucleotideos em amostras biolégicas onde os
mononucleotideos, nomeadamente o ATP e o ADP, sdo muito mais abundantes [3, 47].

A hipétese formulada por Rapaport e Zamecnik em 1976 [20] de que o Ap,A poderia
ser uma substancia intracelular reguladora da velocidade de multiplicagdo celular ndo foi
claramente demonstrada; a auséncia de trabalhos sobre o tema durante a década de noventa
parece mostrar que também ndo ¢ encarada como uma hipétese promissora pela comunidade
cientifica. Como ja foi referido (ver capitulo 1.3.c.3), existem trabalhos recentes apontando a
possibilidade de os dinucleosideos polifosfatados poderem estimular a multiplicagdo celular
actuando, ndo a nivel intracelular, mas em receptores da superficie celular [46, 176, 177].

1.3.e- Relacdo entre os dinucleosideos polifosfatados e um possivel gene supressor
de tumores (FHIT).

A origem da investigagdo sobre o gene FHIT ("fragile histidine friad") comegou em
1979 quando se observou que numa familia, cujos membros tinham, com frequéncia elevada e
em idades jovens, carcinomas renais bilaterais, existia uma translocag@o entre os cromossomas
3 e 8 [235]. O local de rotura no cromossoma 3 ocorria numa regido (FRA3B) onde,
recentemente, foi identificado um gene que foi denominado FHIT [236]. Também se observou
que esse gene estd alterado de forma heterogénea, originando auséncia de transcrigdo do gene
ou o aparecimento de RNAs mensageiros aberrantes, em algumas linhas celulares de células
tumorais em cultura e em alguns cancros. A associagdo entre FHIT alterado e cancro levou a
formulagdo da hipétese que o FHIT seria um gene supressor de tumores [236-243].

Recentemente, o gene FHIT foi expressado em Escherichia coli e em células COS]
tendo-se observado que o proteido produzido (FHIT) era uma dinucleosideo-trifosfatase [244].
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Esta enzima, descrita pela primeira em figado de rato pela equipa de Sillero ¢ Sillero [12, 245],
tem como substratos preferenciais o ApsA e outros dinucleosideos trifosfatados mas, pode
também catalisar, embora mais lentamente, a hidrolise de dinucleotideos que, como o Ap4A,
tém mais de trés fosfatos internos [244]. O proteido expressado tinha quatro histidinas, trés
das quais formavam uma triade (H94, H96 e H98) integrando um motivo sequencial
denominado HIT [244]. A substituigio de qualquer destas trés histidinas por asparagina
provocava diminui¢do da actividade hidrolitica que era particularmente marcada quando a
histidina substituida era a central da triade (H96) [244]. A actividade hidrolitica sobre o Ap;A
e outros dinucleosideos polifosfatados do produto de um hipotético gene supressor de tumores
sugeriu a existéncia de uma relagdo entre o metabolismo dos nucleosideos polifosfatados e a
tumorigénese [244].

O efeito anti-tumoral do FHIT foi confirmado usando plasmideos de expressdo
contendo o gene FHIT. A expressdo do gene normal em células cancerigenas, que tinham o
gene FHIT alterado, provocava perda de capacidade para formarem tumores quando injectadas
em ratinhos atimicos [246]. No entanto, o mesmo efeito era observado quer quando o gene
contido nos plasmideos de expressdo codificava o FHIT nativo quer o FHIT com asparagina
substituindo a histidina da posi¢io 96 e portanto praticamente destituido de actividade
hidrolitica em relagdo aos dinucleosideos polifosfatados [246]. Ambos os proteidos FHIT
(nativo e com histidina H96 substituida) podiam ligar o Ap;A tendo-se admitido que a forma
activa do proteido com ac¢do anti-tumoral podia ser o complexo FHIT«dinucleotideo [247].
Tendo em conta os K, para o Ap;A e 0 ApsA (1,2 e 4,6 uM, respectivamente [244]) ndo € de
excluir a possibilidade de, in vivo, a maior parte das moléculas de FHIT ndo estarem ligadas a
nenhum dos dinucleotideos e que a actividade anti-tumoral seja independente da capacidade de
ligar os dinucleotideos.

1.3.f~ Dinucleosideos polifosfatados como “alarmonas”. Papel na adaptagdo a
condi¢oes ambientais desfavordveis.

Como referido no capitulo 1.2 a concentragdo intracelular dos dinucleosideos polifos-
fatados pode aumentar em resposta a condigdes ambientais desfavordveis.

As primeiras observagdes mostrando acumulagdo intracelular de dinucleosideos
polifosfatados (ApsA, ApsA, ApsG, ApsG e ApsGp;) em resposta & exposi¢do a agentes
oxidantes, etanol ou hipertermia foram feitas pelo grupo de Ames, no inicio da década de
oitenta, em dois procariontes: Salmonella typhimurium e Escherichia coli [24, 27, 34]. Com
base nestas observagdes foi formulada a hipétese que estes compostos poderiam ser
“alarmonas”, segundos mensageiros capazes de provocarem respostas de adaptagio e de auto-
protecgdo da célula induzindo a sintese dos chamados proteidos de choque térmico ou de
“stress” (hsp — de “heat shock protein”).

As observagdes de Baker e Jacobson [26] numa linha celular de ratinho (SVT2)
apoiaram a hipétese de Ames estendendo-a aos eucariontes. Uma série de estimulos agressivos
(calor e exposi¢do ao etanol, Cd*" e arsenito) conhecidos como estimuladores da sintese de Asp
induziam também a acumulagdo de Ap,A enquanto que outros (exposi¢do a cicloheximida,
arabinosideo da citosina, hidroxiureia e irradiagdo ultravioleta) eram incapazes de provocar
qualquer daqueles efeitos.

No entanto, varios estudos em ovocitos de Xenopus laevis [30, 248], em culturas de
células de hepatoma [30], em Saccharomyces cerevisiae [25], em Artemia salina [249] e em
Escherichia coli [28, 250}, realizados ainda nos anos oitenta, ndo se coadunam com a hip6tese
formulada.

A titulo de exemplo refira-se que os valores de temperatura capazes de provocar
acumulagio de dinucleosideos polifosfatados em ovécitos de Xenopus laevis e em células de
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hepatoma em cultura (HTC) eram maiores que os necessirios para induzir a sintese de hsps
provocando também morte celular [30] e que o ApsA, quando injectado em ovocitos de
Xenopus laevis era, por si s0, incapaz de provocar a sintese de hsps [248].

Também se observou que uma estirpe de Escherichia coli superprodutora de uma
hidrélase de ApsA (dinucleosideo-tetrafosfatase simétrica) tinha uma concentragdo de ApsN 10
vezes inferior 4 estirpe selvagem e uma acumulagdo diminuida de ApJN em resposta a
hipertermia ou H,O, mas que a sintese de proteidos relacionadas com o choque térmico ou com
o tratamento com H,O, era idéntica nas duas estirpes [28]. A propria equipa de Ames mostrou,
em 1989, que a eliminagio do gene apaH (codificador da dinucleosideo-tetrafosfatase
simétrica) em Escherichia coli provocava aumento marcado na concentragdo de Aps;A sem
contudo induzir sintese de Asps [250].

1.3.g- Papel biolégico do p.A e outros mononucleosideos tetrafosfatados.

Apesar de a presenga do psA ter sido observada em diferentes sistemas biologicos
incluindo as plaquetas sanguineas e a medula supra-renal (ver capitulo 1.2), a investigagdo do
papel biolégico deste e de outros mononucleosideos polifosfatados tem sido escassa.

A primeira observagio sobre o papel de nucleosideos tetrafosfatados como efectores
enzimicos foi feita no laboratdrio de Sillero e Sillero ainda na década de setenta [251]. O p,G e
0 psA eram potentes inibidores competitivos da nucleosideo-tetrafosfitase assimétrica de
Artemia salina e os valores das constantes de inibigdo (K;) a eles associados eram de ordem de
grandeza submicromolar [251]. Este efeito inibidor foi posteriormente confirmado usando
nucleosideo-tetrafosfatase assimétrica extraida de diferentes fontes [16, 252-260] também se
tendo observado que o p,U era, igualmente, um potente inibidor [254]. A potente capacidade
inibidora do psA nesta enzima hidrolitica de dinucleosideos tetrafosfatados faz admitir a
possibilidade deste composto ser um importante factor fisiolégico na regulagdo da
concentragdo intracelular de Aps,A. Variagdes na concentragio de psA poderiam provocar
variagdes da concentragdo de ApsA no mesmo sentido; assim, 0 psA poderia, de forma
indirecta, induzir os efeitos que sdo atribuidos ao ApsA ¢ que ji foram apontados nesta
memoria.

A grande afinidade do p,A para a nucleosideo-tetrafosfitase assimétrica possibilitou o
seu uso, como eluente especifico, no processo de purificagdo da enzima de figado de rato [256,
261].

O psG (Ki=2 uM) também ¢ inibidor de uma outra enzima implicada no catabolismo
de dinucleosideos polifosfatados, concretamente, a fosfodiestérase I de figado de rato [262].

Quer 0 psA (K=1 pM) quer o psG (Ki=2,5 pM) eram potentes inibidores competitivos
da ciclase do guanilato de mamifero e, concretamente, eram inibidores mais potentes que o
ATP, o ADP e o GDP [263]. Em relagdo a ciclase do adenilato o p,G, tal como outros
nucleotideos de guanina, seria activador; o psA também seria activador no caso da enzima de
pulmio de rato ¢ inibidor doutras ciclases de adenilato de mamiferos [264].

Tal como os diadenosideos polifosfatados e 0 ATP, também o p,A era estimulador da
acgdo libertadora de Ca’" induzida pelo inositol-1,4,5-trifosfato em c€lulas musculares lisas
permeabilizadas com saponina [119].

O psA também pode induzir efeitos em consequéncia da sua interacgdo com receptores
da superficie celular e, tal como no caso dos dinucleosideos polifosfatados, a sua estabilidade
no meio extracelular parece também ser maior que a do ATP [58, 138].

Observou-se que o p.A induzia a contracgdo de anéis adrticos de rato interagindo com
receptores P2X do musculo liso sendo este efeito muito mais marcado que o que podia ser
provocado pelo ATP testado em concentragdes equimolares. O efeito vasoconstritor do psA era
observado quer em anéis adrticos em que o endotélio tinha sido removido quer quando o
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endotélio estava intacto; em anéis adrticos deste ultimo tipo o efeito do ATP era de tipo
relaxante. O p,A também podia ter um efeito relaxante e este tipo de efeito era observado
quando os anéis aorticos tinham sido previamente tratados com norepinefrina e dependia da
presenca do endotélio; nesta ac¢do relaxante o p,A era menos potente que o ATP e estariam
envolvidos receptores P2Y [265].

No misculo longitudinal da veia porta do cobaio o psA tinha (tal como o ATP) um
efeito vasoconstritor directo e, nas contracgdes induzidas por estimulagdo eléctrica, tinha um
efeito inibidor. Ambos os efeitos eram insensiveis & suramina desconhecendo-se o tipo de
receptores envolvidos [266].

No canal deferente isolado de cobaio o psA podia, interagindo presumivelmente com
receptores P2X, induzir contracgdes; a poténcia do psA era superior @ do ATP e semelhante a
do ApsA [172].

Na taenia caeci de cobaio e na muscularis mucosae de rato os efeitos observados com
0 ps;A eram idénticos aos dos diadenosideos polifosfatados (relaxamento no primeiro caso €
contrac¢do no segundo) [138]. A sua poténcia era semelhante & do ATP, ou seja, menor que a
do Ap;A e ApsA mas maior que a do ApsA ¢ ApsA [138]. A sensibilidade aos antagonistas
testados era também idéntica & dos diadenosideos polifosfatados presumindo-se interac¢do com
receptores P2Y no caso da taenia caeci e com receptores A; no caso da muscularis mucosae
[138].

Dada a presenga de p;N e psN como contaminantes em preparagdes comerciais de
NTP [37, 38, 267, 268] ndo € de excluir a possibilidade de que alguns dos efeitos atribuidos a
estes compostos possam, de facto, ser da responsabilidade dos mononucleosideos
polifosfatados [251].

1.4 - Metabolismo de mono e dinucleosideos polifosfatados.

1.4.a- Hidrolise e fosfordlise enzimicas de dinucleosideos polifosfatados.

Dado que se publicou, em 1992, uma extensa revisdo sobre as enzimas envolvidas no
catabolismo de dinucleosideos polifosfatatos [S] e que os avangos no conhecimento sobre este
tema posteriores a essa data tém, no contexto desta dissertagdo, pouca relevincia apenas se
apontardo, de forma sumaria, algumas das caracteristicas destas enzimas.

1.4.a.1- Dinucleosideo-tetrafosfatase assimétrica (EC 3.6.1.17).

A presenga da dinucleosideo-tetrafosfatase assimétrica foi descrita em multiplos
sistemas biologicos de eucariontes tais como: Artemia salina, figado e outros tecidos de rato e
ratinho, células sanguineas e placenta humanas, figado e medula supra-renal de boi, mucosa
intestinal de porco e coetho, sementes de plantas do género Lupinus, algas verdes dos géneros
Scenedesmus e Chorella, lanternas de Photinus pyralis e embrides de Drosophila e de ourigo
do mar [5, 16, 258, 260, 261, 269-272]. Existe predominantemente no citosol embora a
presenga na mitocondria também tenha sido observada [5, 273]. Esta enzima ndo esta descrita
em procariontes.

A enzima tem maior actividade hidrolitica em relagdo a dinucleosideos tetrafosfatados
catalisando com eficacia semethante a hidrolise de Ap,A, GpsG e XpaX [252, 254, 274, 275].
A sua eficacia é, em geral, algo inferior em relagdo aos heterodinucleosideos tetrafosfatados
(como o Ap4G, o ApsC e o ApsU) [276] ou aos dinucleotideos com 5 ou 6 residuos fosfato
internos (NpsN e NpgN) [16, 258, 275, 276]. Os dinucleosideos tri e difosfatados (como o
ApsA, 0 Ap,A, 0 NAD", 0o NADP" e 0 FAD) e os mononucleotideos (como o psA, o ATP, o
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GTP, o UTP, o ADP, 0 GDP ¢ 0 AMP) ndo sdo substratos desta enzima [16, 252, 254, 258,
275,271, 278].

Como resultado da sua ac¢do um dos produtos € sempre um mononucleosideo
trifosfatado: no caso do ApsA forma-se ATP+AMP, do ApsA, ATP+ADP e do ApeA s6 ATP
[16, 258, 272, 275, 276, 279]. O valor de K, para o ApsA ou para o Gp,G foi, em geral,
avaliado em 1-5 uM [251-254, 256, 257, 259, 260, 262, 272, 276, 278, 280].

Uma caracteristica distintiva desta enzima é a sua inibi¢do por concentra¢des de
ordem de grandeza submicromolar de mononucleosideos tetrafosfatados como o ps,A (ver
capitulo 1.3.g) [16, 251-260].

Foram, recentemente, identificados genes codificantes de dinucleosideo-tetrafosfatases
assimétricas em quatro fontes distintas: placenta humana [281], intestino de porco [260],
Schizosaccharomyces pombe [282] e sementes de Lupinus augustifolius [271].

1.4.a.2- Dinucleosideo-trifosfatase (EC 3.6.1.29).

A dinucleosideo-trifosfatase foi menos estudada que a dinucleosideo-tetrafosfatase
assimétrica. A sua presenga foi descrita no figado e outros tecidos de rato, medula supra-renal
bovina, sementes de Lupinus luteus e extractos de Escherichia coli, Artemia salina e
Saccharomyces cerevisiae [5, 259, 270]. No que se refere a distribui¢do intracelular em
eucariontes, esta presente no citosol e na matriz mitocondrial [273, 283].

A enzima tem como substratos preferenciais homo e heterodinucleosideos trifosfatados
(como o ApsA, o Gp;G, o Up;sU, o ApsG e o ApsC) [12, 284, 285] embora, dependendo da
fonte, também possa catalisar a hidrolise de dinucleosideos tetra e pentafosfatados [276, 284,
285]. Os dinucleotideos com dois fosfatos internos (como o Ap,A, o Gp,G, o NAD", o NADP”
e 0 FAD) e os mononucleotideos (como o psA, o ATP, o ADP e o AMP) ndo sdo substratos da
enzima [12, 276, 286, 287].

Um dos produtos é sempre um mononucleosideo monofosfatado; no caso do Ap;A
forma-se AMP+ADP, no do Ap,A, AMP+ATP [5, 279, 284, 285].

Dependendo da fonte foram observados valores de K, para o Aps;A variando entre 1
15 uM [12, 245, 259, 276, 284-286, 288, 289]; no entanto, no cérebro de rato foi encontrada
uma isoenzima ndo citosoélica com um valor de K, anormalmente elevado [288].

Como ja referido no capitulo 1.3.e, um gene humano que se presume ser supressor de
tumores (FHIT) codifica uma dinucleosideo-trifosfatase tipica [244]. Um gene (orf186) de
Escherichia coli foi também recentemente identificado como codificando uma hidrélase em
que o substrato preferencial era o Ap;A [290]. No entanto, ao contrario da dinucleosideo-
trifosfatase anteriormente descrita em Escherichia coli [289], também era activa em rela¢do a
dinucleosideos difosfatados como o Ap,A e 0 NAD" e podia aceitar, como efectores, os catides
Mn?* e Zn®" em alternativa ao Mg** [290].

1.4.a.3- Dinucleosideo-tetrafosfatase simétrica (EC 3.6.1.41).

Esta enzima, que esta descrita em extratos de Physarum polycephalum e Escherichia
coli, catalisa a hidrdlise de Ap,A formando-se, como produtos, duas moléculas de ADP {5,
279, 291-294].

Catalisa também a hidrélise de moléculas do tipo Np,N desde que o niimero de
fosfatos internos seja igual ou superior a 3. Demonstrou-se serem substratos desta enzima
homodinucleotideos de adenina e guanina (Ap,A e Gp,G; n=3-6), vérios heterodinucleotideos
como 0 ApsG, 0 ApsG ¢ o GpsC e ainda o p,A. Um dos produtos formados é sempre um
mononucleosideo difosfatado. O Ap,A, o NAD" € 0 NADP" assim como os mononucleotideos
ATP, ADP, AMP, GTP, GDP, GMP néo sfo substratos [292-294].
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O valor do K, do ApsA no caso da enzima de Escherichia coli é cerca de 25 pM
[216, 293, 294].

O gene que, em Escherichia coli, codifica a dinucleosideo-tetrafosfatase simétrica foi
identificado e denominado apaH [295]. Observou-se que em estirpes de Escherichia coli
superprodutoras desta enzima havia, como previsto, marcada diminui¢do na concentragdo de
Ap,A [28, 295]; o inverso ocorria em estirpes incapazes de expressar o gene apaH [250, 296].

1.4.a.4- Fosforilase dos dinucleosideos tetrafosfatados (EC 2.7.7.53).

Esta enzima foi descrita pela primeira vez em Saccharomyces cerevisiae por
Guranowski e Blanquet [297] e, posteriormente, em duas espécies de protozoarios (Euglena
gracilis € Acanthamoeba castellanni), em algas verdes dos géneros Scenedesmus e Chorella e
em cianobactérias dos géneros Anabaena e Synechococcus [5, 272, 298]. No que se refere a
sua localizagdo intracelular demonstrou-se a sua presenga no citosol da Euglena gracilis
[299].

Catalisa a fosfordlise do ApsA com formagdo de ADP e ATP como produtos (ver
equagdo 1) [297, 300-302].

ApsA + Pi ==—= ADP + ATP M

Para além do Ap,A sdo também substratos da enzima o ApsA, o GpsG, o ApsC, o
Ap4G, o ApsU e 0 GpaU [272, 297, 298, 300, 302]. No caso das enzimas de Fuglena gracilis
ou de Anabaena flos-aquae o Ap;A também ¢ substrato [298, 300]. Em todos os casos se
produz um nucleosideo difosfatado como um dos produtos [272, 297, 298, 300, 302, 303].

No processo catalitico forma-se um intermedidrio em que o adenilato estd ligado de
forma covalente a enzima [304] e a enzima pode catalisar a reac¢do de troca ADP-Pi (301,
305] (ver equagdo 2). A reacgdo catalisada pela fosforilase dos dinucleosideos polifosfatados €
reversivel: a partir de ATP (ou GTP) e variados mononucleosideos difosfatados forma-se
ApsN (ou Gp,sN) e Pi (ver equagdes 2 e 3) [272, 297, 302, 303].

E + NDP ==—= E-NMP + Pi 2)
E-NMP + ATP ==—= Ap,N +E (3)

Dependendo da fonte de enzima os valores dos K., para o Ap,A e para o Pi foram, na
reacgdo fosforolitica, calculados entre 5 e 60 uM e entre 0,16 e | mM, respectivamente [272,
297, 300]. Na reaccdo de sintese de ApsA, os K, aparentes do ATP ¢ ADP eram,
respectivamente, 5,7 ¢ 0,3 mM [303].

Usando como substrato dador de adenilato o 5’-fosfosulfato de adenosina (spA) e
como aceitadores ATP, p4A, GTP ou p4G a fosforilase de dinucleosideos tetrafosfatados pode
catalisar a sintese de Ap,A, ApsA, ApsG ou ApsG com formagdo concomitante de sulfato
inorgénico [306]. Estudos do laboratdrio de Plateau e Blanquet em Saccharomyces cerevisiae
parecem indicar que as actividades cataliticas descritas para a fosforilase dos dinucleosideos
tetrafosfatados e para a sulfurilase do ADP (EC 2.7.7.5) corresponderiam a uma mesma
enzima [301].

Estudos de biologia molecular mostraram a existéncia de duas isoenzimas da fosfori-
lase de dinucleosideos tetrafosfatados em Saccharomyces cerevisiae [301, 302, 307]. Na
tentativa de esclarecer o papel metabdlico desta enzima foram produzidos mutantes incapazes
de produzir qualquer das isoenzimas [230, 302] e também células superprodutoras de uma das
isoenzimas [308]. Estas experiéncias levaram a resultados aparentemente contraditérios: em
ambos os casos, relativamente ao controlo, havia aumento na concentrag@o intracelular de
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dinucleosideos tetrafosfatados. O papel metabdlico desta enzima, anabdlico ou catabélico, ndo
estd ainda claramente elucidado e € possivel que participe num ou noutro dos processos em
funcdo de variagdes na concentragio dos compostos envolvidos nas reacgdes por si catalisadas
[303].

1.4.a.5- Fosfodiestérases I (EC 3.1.4.1).

Todas as enzimas hidroliticas descritas nos capitulos anteriores (1.4.a.1-1.4.a.3) sdo
especificas e estdo localizadas no interior das células.

Em consequéncia da descoberta de que os dinucleosideos polifosfatados podem ser
segregados para o meio extracelular e podem exercer efeitos por interacgdo com receptores da
membrana citoplasmatica o estudo do catabolismo extracelular destes compostos conheceu nos
altimos quinze anos um interesse particular. Para além dos estudos a que ja fizemos referéncia
no capitulo 1.3.c.2 a hidrélise de dinucleosideos polifosfatados por enzimas extracelulares ou
da superficie celular foi estudada em membranas de figado [262], cérebro [288] e plasma
sanguineo [309] de rato, em células endoteliais de boi [310], em células cromafins da medula
supra-renal bovina ou extratos de membranas deste tipo de células [134, 311, 312}, em
terminais sindpticos do 6rgdo eléctrico do Torpedo [313, 314], em plasma de cdo [315] e no
soro ou plasma sanguineo humanos de individuos normais [316-318] ou doentes [319].

Em geral, nestes estudos, foi ignorada a identidade das enzimas responsaveis pelas
actividades cataliticas observadas e, em alguns casos, foram classificadas como ecto-
dinucleosideo polifosfatases [313, 314].

A identidade entre estas actividades cataliticas e as actividades de uma familia de
isoenzimas classificadas no grupo da fosfodiestérase 1 (EC 3.1.4.1)/pirofosfatase de
nucleotideos (EC 3.6.1.9) foi demonstrada pela equipa de Sillero ¢ Sillero em membranas de
figado de rato [262], pela equipa de Ogilvie em soro sanguineo humano [131, 318] e,
recentemente, pela equipa de McLennan em membranas de células cromafins de medula supra-
renal bovina [312].

A fosfodiestérase | de membranas de figado de rato, tal como as fosfodiestérases I de
outras origens, catalisava a hidrolise de uma ampla variedade de substratos (Ap,A (n=1-6),
Gp4G, NAD", FAD, ADP-ribose, ADP-glicose € 3’-defosfocoenzima A) com uma velocidade
muito semelhante [262, 316, 320]. A fosfodiestérase I também catalisa eficazmente a hidrolise
do p-nitrofenilfosfato-5’-timidina (originando timidilato e p-nitrofenol) mas ndo a do p-
nitrofenilfosfato-3’-timidina [262, 316, 320, 321]. Os substratos da fosfodiestérase I contém
um residuo nucleosideo-5’-fosfato em que o hidroxilo 3’ da pentose estd livre e intacto; o
nucleosideo-5’-fosfato é um dos produtos da reacgdo sendo o outro produto o residuo (R’)
previamente ligado ao fosfato (ver equagio 4) [261, 262, 322, 323].

N-5’-P-R’ + H,O ——> N-5-P + R’ €

A natureza de R’, assim como o tipo de ligagdo entre R’ e o residuo fosfato ndo €
critica na actividade da enzima [322]. Da acgdo hidrolitica da fosfodiestérase sobre 0 ApsA, o
ApsA, 0 ApsA ou 0 ApeA resulta a formagio de AMP, como produto comum, sendo o outro
produto o ADP, o ATP, o psA ou o psA, respectivamente [134, 262, 320]. Estes quatro
mononucleotideos também sdo substratos da enzima originando-se como produto final o AMP
[262, 316].

No soro sanguineo humano Luthje e Ogilvie separaram por electroforese ndo desnatu-
rante em gel de poliacrilamida trés isoenzimas com actividade hidrolitica relativamente ao
ApsA; contudo, essas mesmas fracgdes também catalisavam a hidrolise do p-nitrofenilfosfato-
5’-timidina {131, 318].
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No estudo do grupo de McLennan a que ja fizemos referéncia [312] a actividade sobre
o Aps;A foi parcialmente purificada mas a fracgdo obtida catalisava a hidrolise do p-
nitrofenilfosfato-5’-timidina e anticorpos monoclonais contra um dos membros da familia das
fosfodiestérases I (PC1) reagiam com um dos proteidos presentes na preparagdo purificada.

1.4.b- Hidrélise enzimica de mononucleosideos polifosfatados.

A adenosina-tetrafosfatase (EC 3.6.1.14) é uma fosfatase capaz de catalisar a
hidrolise de psA originando a formagdo de ATP e Pi [324, 325]. Foi pela primeira vez
identificada e purificada a partir de musculo e outros tecidos de coetho nos anos sessenta
[324]. Recentemente, foi também purificada a partir de extratos de sementes de Lupinus luteus
e extensamente caracterizada [325]. A capacidade catalitica da preparag¢do enzimica obtida de
miusculo de coelho sobre variados mononucleosideos trifosfatados testados (ATP, GTP, UTP,
CTP e ITP) era nula e, para além do psA, eram substratos o psl e o P3 [324]. No caso da
enzima de Lupinus luteus eram substratos o psA, o psG, o P3 €, em muito menor grau, o psA;
ndo eram substratos 0 ATP, o ADP, o Ap,A, o ApsA, o PPi e o P, [325]. Os valores do K, do
psA, determinados com as enzimas de coetho e de Lupinus luteus, foram 27 uM [324] ¢ 3 uM
[325], respectivamente.

Também, muito recentemente, se observou que a exopolifosfatase (EC 3.6.1.11) de
Saccharomyces cerevisiae, caracterizada como activa no P; € no P, mas ndo no ATP e no PPi
pode, a baixo pH (pH 6éptimo de 4,8), catalisar a hidrolise de mononucleosideos polifosfatados
como 0 psA, 0 psG e o pal [326].

Hidrolases muito inespecificas como as fosfatases alcalina e acida (EC 3.1.3.1 e EC
3.1.3.2) [327, 328] e a fosfodiestérase 1 (EC 3.1.4.1) [320] também podem, obviamente,
catalisar a rotura hidrolitica de p,A e de compostos do tipo p,N.

1.4.c- Sintese enzimica de dinucleosideos polifosfatados.

A maior parte do trabalho de investigagdo sobre as actividades de sintese de mono e
dinucleosideos polifosfatados das sintétases de aminoacil-tRNA foi feito na década de oitenta e
foi revisto por Plateau e Blanquet em 1992 [4]. Nesta data ji se sabia que, para além de
diversas sintétases de aminoacil-tRNA, também a fosforilase de dinucleosideos tetrafosfatados,
a transférase de guanilato, a transférase de guanilato de RNA mensageiro e a luciférase de
Photinus pyralis podiam catalisar a sintese de dinucleotideos [4, 10]. Dado o interesse
particular das sintétases de aminoacil-tRNA no contexto desta memoria, apresentamos aqui,
com a profundidade que entendemos suficiente, o que se conhece hoje sobre o tema.

1.4.c.1- Sintétases de aminoacil-tRNA (EC 6.1.1.x).

As sintétases de aminoacil-tRNA sio uma familia de enzimas envolvidas na esterifi-
cagdo de aminoacidos especificos na posigdo 2’ ou 3’ do residuo ribose 3’-terminal da haste
aceitadora dos RNA de transferéncia correspondentes. No mecanismo enzimico estd envolvida
a formagdo de um complexo intermedidrio Eeaminoacil-adenilato [329-333].

O mecanismo reactivo pode ser esquematizado como se segue:

E + ATP + aminoacido === Ee+aminoacil-adenilato + PPi )
Eeaminoacil-adenilato + tRNA =—= E + AMP + aminoacil-tRNA (6)
ATP + aminoécido + tRNA =—= aminoacil-tRNA + AMP + PPi N
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A primeira observagdo de sintese enzimica de Ap,A foi feita na década de sessenta por
Zamecnik e colaboradores [334] num meio de ensaio que continha ATP, Mgzﬂ lisina e, como
agente catalitico, sintétase de lisil-tRNA de Escherichia coli.

A sintese de ApsA foi posteriormente observada usando sintétases de aminoacil-tRNA
de diversas origens e especificidades de substrato aminoacidico [4, 335-337]. A titulo de
exemplo, refira-se que no caso de sintétases de aminoacil-tRNA de mamiferos foi observada
sintese de ApsA usando preparagdes enzimicas purificadas de figado de carneiro (sintétases de
lisil-, fenilalanil- e metionil-tRNA [338]), de figado de rato (sintétase de lisil-tRNA [339] e um
complexo de sintétases de arginil- e lisil-tRNA [340]) e de reticuldcitos de coelho (sintétases de
lisil-, seril- e treonil-tRNA [341]).

1.4.c.1.1- Mecanismo de sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados.

A maioria das sintétases de aminoacil-tRNA de diversas fontes e especificidades de
substrato sdo também capazes de catalisar a reacgdo de troca ATP-PPi e esta reac¢do depende
da presenga do aminoacido correspondente; a incubagdo conjunta de ATP ndo radioactivo, PPi
radioactivo e uma determinada sintétase de aminoacil-tRNA sé dé origem a formagdo de ATP
radioactivo se também estiver presente o aminoacido correspondente (ver equagdo 5) [329,
332, 333]. No seu estudo pioneiro com a sintétase de lisil-tRNA de Escherichia coli,
Zamecnik e colaboradores [334] observaram que a sintese de ApsA era activada pela presenga
de PPase e que era indispensavel a presenga de lisina, tendo sido proposto que o complexo
intermediario Eeaminoacil-adenilato poderia transferir o residuo adenilato para o ATP com
consequente formagdo de ApsA. Na sintese de Ap,A a segunda molécula de ATP a interagir no
sistema enzimico substituiria o PPi (ver equagdes 5, 8 € 9) {334, 342-344].

E + ATP + aminoacido €=—= Eeaminoacil-adenilato + PPi 5
Eeaminoacil-adenilato +ATP <—= E + Ap,A + aminoacido 8
2 ATP =—= Ap,A + PPi 9

O mecanismo proposto pela equipa de Zamecnik [334] foi directamente confirmado
por Goerlich e colaboradores [336] usando a sintétase de fenilalanil-tRNA de Escherichia coli.
Estes autores observaram que a adigdo de ATP a um meio de ensaio contendo a enzima
complexada com o anidrido fenilalanil-adenilato levava a formagao de Ap,A com concomitante
destrui¢do do anidrido.

O mecanismo admitido para a sintese de ApsA estd de acordo com os dados experi-
mentais observados com diversas sintétases de aminoacil-tRNA, nomeadamente a dependéncia
desta sintese em relagdo 4 presenga do aminodcido correspondente no meio de ensaio € a
activagdo pela PPase [334-336, 342, 345]. A estrita dependéncia da adi¢do de aminoicido
correspondente ao meio de ensaio na sintese de Ap,A catalisada pelas sintétases de aminoacil-
tRNA ndo foi, contudo, sistematicamente observada {336, 340]. Goerlich e colaboradores
[336] interpretaram a auséncia de dependéncia da adi¢io de aminodcido, nos estudos
realizados com certas preparagdes enzimicas, como consequéncia da possivel contaminagdo
dessas preparagdes com o aminoéacido correspondente.

A sintese de ApsA por ac¢do catalitica das sintétases de aminoacil-tRNA depende da
presenca de catides Mg”" em concentragdes da mesma ordem de grandeza da concentragdo do
substrato ATP [335, 336]. Pelo menos no caso da sintétase de seril-tRNA de Thermus
termophilus o Mn*" pode substituir o Mg®" [346]. Recentemente, Belrhali e colaboradores
[346] estudaram, por cristalografia de raios X, complexos desta ultima enzima com (i) ATP e
Mn?", (ii) seril-adenilato ¢ Mn*" ¢ (iii) ApsA e Mn®". Estes estudos mostraram que o ATP se
encontrava ligado a enzima numa conformagao especial, dobrado em “V” sendo um dos seus
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bragos formado pelos residuos fosfato B e y. Se, no complexo E*ATP, o ATP se encontrasse
numa conformagdo estendida a posigdo do seu fosfato B coincidiria com a do residuo serina no
complexo Esseril-adenilato. No complexo E*Ap,A a posigdo de um dos residuos adenosina e
dos dois residuos fosfato mais proximos desta adenosina coincidiam com a posi¢do dos
residuos adenosina e fosfatos o e B do ATP no complexo E<ATP [346]. O sitio activo da
sintétase de seril-tRNA de Thermus termophilus estaria desenhado de tal forma que o fosfato
a da primeira molécula de ATP a interagir com a enzima estaria proximo do grupo carboxilico
da serina favorecendo a transferéncia do residuo adenilato do ATP para a serina. Apds a
libertagdo do PPi, o local para a ligagdo da segunda molécula de ATP ficaria livre, situando-se
o fosfato y deste ATP na proximidade do residuo fosfato do seril-adenilato tornando possivel a
transferéncia de adenilato para o segundo ATP com consequente formagdo de Ap,A [346]. Um
dos ides Mn®* presente nos diferentes complexos estudados ocupava sistematicamente a mesma
posi¢io junto do fosfato a do primeiro ATP a interagir com a enzima; no complexo E*Ap,A,
esse catiio Mn”* também interagia com os residuos fosfato que eram originalmente os fosfatos
o ey do segundo ATP [346].

As sintétases de arginil-tRNA [15] e de glutamil-tRNA [347] de Escherichia coli sdo
incapazes de catalisar a sintese de Ap,sA e, curiosamente, também sdo incapazes de catalisar a
reacgdo de troca ATP-PPi na auséncia de RNA de transferéncia; presume-se que o mecanismo
de sintese de aminoacil-tRNA destas enzimas possa ser distinto daquele que se aceita ser o das
outras sintétases de aminoacil-tRNA.

1.4.c.1.2- Especificidade de substrato.

No caso da sintétase de lisil-tRNA de Escherichia coli observou-se que a substitui¢do
no meio de ensaio do ATP por dATP resultava na sintese de dApsdA pelo que € de presumir a
formagdo do complexo Eslisil-desoxiadenilato e que o dATP pode funcionar como aceitador do
desoxiadenilato [343-345, 348].

A especificidade do local de ligagdo da segunda molécula de ATP (na sintese de ApsA)
ou do PPi (reacgdo de troca ATP-PPi) é muito menor que a do local de ligagdo da primeira
molécula de ATP: a incubagdo conjunta de ATP e de outros mononucleosideos di e
trifosfatados levava a sintese conjunta de Aps,A e de outros dinucleosideos tri ou
tetrafosfatados. Assim, foi possivel observar sintese de Ap;A, ApsG, ApsG, Ap.dG, ApsdG,
ApsU, ApsU, Ap,dT, ApsdT, Ap,C e Ap;C usando sintétase de lisil-tRNA de Escherichia coli
[343-345, 348, 349]; a sintese de ApsG, ApsC, ApsU e Ap;U também foi observada usando as
sintétases de histidil-tRNA e de triptofanil-tRNA de Bacillus stearothermophilus e a sintétase
de alanil-tRNA de Escherichia coli [347]. Pelo menos nos casos das sintétases de glicil-tRNA
de Escherichia coli e de fenilalanil-tRNA de Saccharomyces cerevisiae o Pi também pode
funcionar como aceitador de adenilato sintetizando-se, nesse caso, ADP [350, 351]. Este
fendmeno, que se presume existir no caso de outras sintétases de aminoacil-tRNA, permitiria
explicar o porqué da formagdo de ADP e Ap;A (para além de Ap,A) em meios de ensaio em
que a PPase estava presente e em que 0 (nico substrato adicionado era o ATP [334-336].

A sintese de psA catalisada pela sintétase de lisil-tRNA de Escherichia coli foi
também descrita como ocorrendo num meio de ensaio contendo ATP, P, Mg2+ ¢ lisina
presumindo-se resultar da transferéncia do residuo adenilato do complexo E-lisil-adenilato
para o P; [344].

Apesar desta larga inespecificidade no que respeita ao substrato aceitador de adenilato
o AMP nio era aceitador [344, 348, 351], ndo estando descrita a sintese de dinucleosideos
difosfatados.

A sintétase de triptofanil-tRNA de pancreas de boi ndo era capaz de catalisar a sintese
de Ap,A a partir de ATP {336, 352] mas, quando o ADP ¢ o ATP foram simultaneamente
adicionados a meios de ensaio contendo esta enzima, ocorria a sintese de Ap;A [352].
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1.4.¢c.1.3- Efeitos moduladores na actividade de sintese de dinucleosideos polifosfatados.

Virios factores podem afectar a actividade de sintese de ApsA e outros dinucleosideos
polifosfatados catalisada por sintétases de aminoacil-tRNA.

A presenga de PPi no meio de ensaio diminui marcadamente quer a velocidade inicial
quer a extensio em que a reacgdo pode ocorrer [334, 336]. A marcada diminui¢do na
velocidade inicial de sintese de ApsA induzida pela presenca de PPi pode facilmente ser
compreendida tendo em conta a diferenca entre os valores de K para o ATP na sintese de
Ap4A (de ordem de grandeza mM [335, 336]) e para o PPi na reacgdo de troca ATP-PPi (de
ordem de grandeza uM [336]).

A adicdo de RNA de transferéncia a meios de ensaio adequados ao estudo da sintese
de ApsA leva a formagdo do aminoacil-tRNA ja que estes contém ATP e o aminoacido
correspondente & sintétase utilizada. Seria de esperar que o RNA de transferéncia
correspondente inibisse de forma sistematica a sintese de ApsA ao competir com a segunda
molécula de ATP pelo complexo Eeaminoacil-adenilato. De facto, no caso da sintétase de
fenilalanil-tRNA de Escherichia coli observou-se inibigdo [335]. No caso da sintétase de lisil-
tRNA de Escherichia coli esta descrita a observagdo de ligeira activagdo [334], auséncia de
efeito [348] ou ligeira inibigdo [336]. Estranhamente, esta descrita uma activagdo de 10 vezes
no caso da sintétase de valil-tRNA de Saccharomyces cerevisiae [336].

Também se observou estimulagdo especifica da actividade de sintese de ApsA das
sintétases de treonil-tRNA e de seril-tRNA de reticulécitos de coelho em consequéncia da
fosforilagdo destas enzimas por acgdo da cinase de proteidos dependente do cAMP [341].

As actividades de sintese de ApsA e outros dinucleosideos polifosfatados de algumas
sintétases de aminoacil-tRNA sdo marcadamente estimuladas (10 a 200 vezes) pela adi¢do de
sais de Zn®* a0 meio de ensaio (contendo também sais de Mg’") para concentragdes de 50-100
pM. Este efeito foi observado no caso de sintétases de fenilalanil-tRNA de diversas origens
[335, 336, 338, 345, 351, 353, 354], de sintétases de lisil-tRNA também de diversas origens
[335, 336, 338, 339, 354], de sintétases de alanil-tRNA e de prolil-tRNA de Escherichia coli
[345] e de sintétases de seril-tRNA e de treonil-tRNA de reticulécitos de coelho [341]. Num
estudo comparado das actividades de sintese de aminoacil-tRNA e Ap,A de sintétases de
metionil-, valil-, fenilalanil- ¢ lisiltRNA de Escherichia coli observou-se que, na auséncia
total de Zn>* (EDTA presente), a razdo entre as actividades de sintese de aminoacil-tRNA e de
Ap.A era, respectivamente, 2500, 1000, 362 ¢ 68 [354]. Quando o ensaio de sintese de ApsA
foi feito na presenca de Zn®" e na auséncia de EDTA s6 se observou estimulagdo no caso das
duas ultimas enzimas de tal modo que o valor da razdo acima referida baixou para 13 ¢ 0,8,
respectivamente. No que se refere ao efeito do Zn*" a enzima mais estudada foi a sintétase de
fenilalanil-tRNA de Escherichia coli; o Zn** provocava diminui¢do na velocidade de formagdo
do complexo Eefenilalanil-adenilato mas estimulava a de transferéncia de adenilato para o
ATP [353].

1.4.c.1.4- Sintese de dinucleosideos polifosfatados in vivo por acgdo de sintétases de
aminoacil-tRNA.

A equipa de Plateau e Blanquet [354] obteve estirpes de Escherichia coli superpro-
dutoras de sintétases de aminoacil-tRNA especificas para os aminoacidos metionina, valina,
fenilalanina e lisina, observando que, relativamente, ao controlo as actividades cataliticas
aumentavam 20 a 74 vezes e a concentragdo de dinucleosideos tetrafosfatados contendo pelo
menos um residuo adenina (ApsN) entre 3 e 14 vezes. Como era de prever, em nenhum dos
casos se observou variagdo na concentragio de dinucleotideos que ndo continham, pelo menos,
um residuo adenina.
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Um estudo recente da equipa de Kisselev, em que se usaram células derivadas de
mondcitos e linfocitos humanos (J96 e HL60), mostrou que o interferdo, adicionado ao meio de
cultura, provocava aumento quer na actividade enzimica da sintétase de triptofanil-tRNA quer
na concentragio intracelular de Ap;A sem provocar alteragdo na de Ap,A [18]. Coerentemente
com estes resultados, e como ja referido (ver capitulo 1.4.c.1.2), a sintétase de triptofanil-
tRNA bovina nio é capaz de catalisar a sintese de Ap,A [336, 352] mas catalisa a de Ap;A
[352].

1.4.c.2- Transférase de guanilato do GTP (EC 2.7.7.45) e transférase de guanilato do
RNA mensageiro (EC 2.7.7.50).

A ocorréncia de altas concentragdes de GpsG e Gp;G em embrides de Artemia ¢
outros crustaceos da classe Brachiopoda motivou o estudo da sintese dos diguanosideos
polifosfatados [10]. Ainda na década de setenta, Warner e colaboradores, purificaram
parcialmente, a partir de embrides de Arfemia salina, uma enzima, a transférase de guanilato
do GTP, capaz de catalisar a sintese daqueles dinucleotideos com concomitante libertagdo de
PPi [355, 356]. Exigindo sais de Mg? no meio de ensaio, estas actividades cataliticas nio
dependiam, como no caso das sintétases de aminoacil-tRNA, da presenca de nenhum cofactor
organico [355].

J& nesta década a equipa de McLennan aprofundou os estudos anteriores tendo
mostrado que durante o processo catalitico se forma um complexo intermedidrio contendo
guanilato ligado a um residuo histidina da enzima e que este complexo podia transferir o
residuo guanilato para uma segunda molécula de GTP (ver equagdes 10-12) [357, 358].

E + GTP == E-GMP + PPi (10)
E-GMP + GTP =—= E + Gp,G (11)
2 GTP ==—= Gp,G + PPi (12)

Para além do GTP eram também aceitadores de guanilato o dGTP, o GDP, o ADP, o
XTP, o ITP, o psG e o P; mas ndo o ATP, o CTP, o UTP e nucleosideos monofosfatados
(NMP); na reacgio de formagdo do intermediario mostrou-se que eram substratos o GTP
(reacgdo 10), o GpsG (reacgdo 11) e o dGTP [357]. Os outros nucleosideos trifosfatados
testados eram incapazes de formar, com a enzima, um complexo intermediario pelo que todos
os mono (p4G) e dinucleosideos polifosfatados sintetizados (GpsdG, GpsG, GpsA, Gp4X, Gpdl
e GpsG) continham, pelo menos, um residuo guanina. Na sintese de GpsG o K, para o GTP foi
avaliado em 6,7 mM e 0 Vo em 1,6 5™ [357].

Uma outra enzima que também se demonstrou ser capaz de catalisar a sintese de
dinucleosideos polifosfatados contendo, pelo menos, um residuo guanina foi a transférase de
guanilato de RNA mensageiro de Saccharomyces cerevisiae, do virus da polihedrose
citoplasmatica do bicho da seda e do virus da vacina [359, 360]. No processo catalitico forma-
se um complexo enzimico contendo guanilato ligado a um residuo lisina da enzima (ver
equagdo 10) e, subsequentemente, ocorre a transferéncia do guanilato para o fosfato B de
residuos NDP da extremidade 5° de RNA mensageiros [360-362]. Verificou-se que em
alternativa ao RNA mensageiro podiam funcionar como aceitadores o ppApG (K=2 uM) e
variados mononucleosideos tri e difosfatados (ATP, GTP, CTP, UTP, ADP, GDP, CDP e
UDP) [359, 360]. A eficacia como aceitadores de guanilato destes Gltimos nucleotideos era
muito baixa (na concentragio de 1 mM eram, todos eles, piores aceitadores que o ppApG
[360]) e os nucleosideos monofosfatados (NMP) ndo eram substratos. Incapaz de catalisar a
sintese de dinucleosideos difosfatados a transférase de guanilato de RNA mensageiro
catalisava a sintese de GpsA, GpsG, Gp4C, GpaU, Gp;A, GpsG, GpsC e GpsU [359, 360].

27



1.4.d- A sintese de dinucleosideos polifosfatados poderd ser catalisada pelas
enzimas capazes de formar como intermedidrios complexos contendo
adenilato.

Inspirada nos trabalhos sobre as sintétases de aminoacil-tRNA a equipa de Sillero e
Sillero formulou, em 1990, a hipotese que, para além das sintétases de aminoacil-tRNA, outras
enzimas capazes de formar um complexo E*X-NMP (X=écido orginico) com libertag¢do
concomitante de PPi poderiam também catalisar a transferéncia de adenilato para
mononucleotideos e, portanto, catalisar a sintese de dinucleosideos polifosfatados [363]. Com
base na semelhanga entre os mecanismos enzimicos descritos para as sintétases de aminoacil-
tRNA, a luciférase de Photinus pyralis e as sintétases de acetil- e acil-CoA iniciou-se um
projecto de investigagdo onde se integra o trabalho apresentado nesta memoria.

Antes do trabalho de investigagdo aqui apresentado se ter iniciado, a equipa de Sillero
e Sillero demonstrou que a luciférase de Photinus pyralis podia catalisar a sintese de Ap,A e
outros dinucleotideos com um nimero de fosfatos internos igual ou superior a quatro [363-
367]. No caso da sintétase de acetil-CoA o esforgo de investigagdo incidiu de forma particular
na sintese de psA € psA usando como substratos aceitadores de adenilato o P3 € o P,; embora o
estudo nio tenha sido aprofundado, durante esse trabalho de investigagdo também se observou
que esta enzima podia catalisar a sintese de diadenosideos polifosfatados [368].

Ao mesmo tempo que o trabalho experimental agora apresentado estava a terminar
(1998) uma equipa dirigida por Sillero e Sillero, em que ndo participdmos, demonstrou que
outras enzimas capazes de formar a partir do ATP, ja ndo um complexo E<X-AMP, mas um
complexo E-AMP, podiam também catalisar a sintese de Aps;A, ApsA, heterodinucleotideos
contendo adenina assim como p,A; referimo-nos, concretamente, as ligases de DNA ¢ RNA do
bacteriéfago T4 [369, 370]. No mesmo ano publicou-se um estudo independente em que se
mostrava que a sintese de dinucleosideos polifosfatados podia ser catalisada pela transcriptase
reversa do HIV-1 e outros retrovirus [371].

Adiante, nos capitulos 1.4.d.1 e 1.4.d.2, apresentar-se-do sumariamente os trabalhos
sobre as ligases de DNA e RNA do bacteriéfago T4 e a transcriptase reversa de retrovirus.
Reservaremos capitulos proprios (1.5 e 1.6) para rever mais profundamente as enzimas
(sintétases de acil-CoA e luciférase de Photinus pyralis) sobre as quais incidiu o nosso
trabalho experimental (ver capitulo 2 [Artigos I a IV]).

1.4.d.1- Ligases de DNA (EC 6.5.1.1) e RNA (EC 6.5.1.3) do bacteriofago T4.

As ligases de DNA catalisam a formagdo de uma ligagio éster entre um residuo
fosfato (5°) e um grupo hidroxilo (3”) de distintos nucleotideos do DNA [372]. No caso das
enzimas de mamiferos ¢ do bacteri6fago T4 a reac¢do depende da presenca de ATP e o
mecanismo reactivo pode ser esquematizado como se segue [372, 373]:

E + ATP =—= E-AMP + PPi (13)
E-AMP + P-5"-DNA ==—= E-adenosina-5’-PP-5’-DNA 14)
Eeadenosina-5’-PP-5’-DNA + DNA-3’-OH =—= E + AMP + DNA-3’-P-5’-DNA (15)
ATP + P-5’-DNA + DNA-3’-OH ==—= AMP + PPi + DNA-3’-P-5’-DNA (16)

No primeiro passo do processo catalitico ocorre a transferéncia do residuo adenilato
do ATP para a enzima, formando-se, de forma analoga ao caso da transférase de guanilato de
RNA mensageiro (ver capitulo 1.4.c.2), uma ligagdo entre o fosfato do adenilato € um residuo
lisina da enzima [372] com concomitante libertagdo de PPi (ver equagdo 13). Sabia-se que o
complexo E-AMP formado podia transferir o residuo adenilato para o residuo fosfato da
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extremidade 5’ de uma cadeia de DNA (ver equagdo 14). Demonstrou-se, recentemente, que
também podiam funcionar como aceitadores de adenilato o P3, o ATP, o0 ADP, o GTP ou o
dATP formando-se psA, ApsA, ApsA, ApsG ou Ap,dA, respectivamente [369]. O DNA
contendo roturas na ligagdo fosfoéster em que esta envolvido o grupo hidroxilo 3’ (P-5’-DNA)
era, como previsto, inibidor nas reacgdes de formagdo dos mono e dinucleosideos
polifosfatados € o P; e o mononucleotideo testado (GTP) eram, reciprocamente, inibidores do
processo de reparagdo dessas roturas nc DNA [369].

O mecanismo catalitico da ligase de RNA do bacteriéfago T4 era também conhecido e
semelhante ao da ligase de DNA; se substituirmos DNA por RNA o esquema apresentado
acima (ver equagdes 13-16) descreve esse mecanismo [374, 375]. Num trabalho mais completo
que o que havia sido feito para o caso da ligase de DNA, estudou-se também a possibilidade de
a sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados poder ser catalisada por aquela enzima viral
[370]. Para além dos mesmos compostos que se havia demonstrado serem aceitadores de
adenilato no caso da ligase de DNA foram, neste caso, também testados o P4, 0 psA, 0 XTP, o
dGTP, o CTP, 0 dCTP ¢ o ddATP tendo-se observado que, de forma desigual, todos eles eram
substratos [370]. Foi assim possivel observar a sintese de psA, ApsA, ApsA, ApsG, ApddA,
psA, ApsA, ApiX, ApsdG, ApsC, Ap,dC e ApsddA. Como substratos dadores de adenilato
foram testados cinco nucleotideos: 0 ATP era muito melhor substrato que o dATP ¢ o ATPYS
enquanto que o CTP e o GTP ndo eram substratos [370]. O Ky, do ATP no processo de
formagio do complexo E-AMP era conhecido e de cerca de 10 uM [374]. Nas actividades de
sintese de ApsG ou ApsA foram estimados os K, do GTP e do ATP que eram cerca de 1,2
mM em ambos 0s casos; 08 Vi eram 0,017 s™ € 0,055 s, respectivamente [370]. Conhecidos
nucleosideos bisfosfato (5> € 3’ ou 5’ e 2’) aceitadores de adenilato alternativos ao RNA [374]
foram testados como inibidores da sintese de ApsA: como previsto o pCp, o pAp € o pA(2’)p
eram inibidores da sintese de Ap,A [370]. O pH 6ptimo da actividade de sintese de Ap,G era
7,4 [370].

1.4.d.2- Transcriptase reversa (EC 2.7.7.49).

As transcriptases reversas de retrovirus como o HIV-1 catalisam a formagdo de DNA
de cadeia dupla (usando como molde uma cadeia de RNA ou DNA) pela sucessiva adigdo de
unidades 2’-desoxinucleotidato na extremidade 3’-hidroxilo da cadeia em crescimento (RNA
ou DNA iniciador ou “primer”) [376, 377]. O mecanismo catalitico pode ser esquematizado
como se segue:

E + DNA iniciador,*molde €=—= E+DNA iniciador*molde a7
E*DNA iniciador,*molde + ANTP =—= E+DNA iniciador,,*molde + PPi (18)

Quando o residuo nucleotidico adicionado ndo contém um grupo hidroxilo no carbono
3’ (da pentose) o complexo DNA iniciadorsmolde formado diz-se bloqueado uma vez que ndo
é possivel a continuagdo do crescimento da cadeia de DNA. Observou-se que a transcriptase
reversa do HIV-1 podia catalisar a sintese de dinucleosideos polifosfatados quando a enzima
era incubada na presenga de um complexo bloqueado pela presenga do residuo terminal 2°,3°-
didesoxiadenilato na extremidade 3’ e de variados nucleosideos trifosfatados (ATP, dATP,
GTP, dGTP, ddGTP, CTP, dCTP, UTP, «,B-metileno-ATP e ,y-metileno-ATP) ou de ADP
[371]. O complexo E<DNA iniciador bloqueadoemolde podia transferir o residuo
didesoxiadenilato para estes mononucleotideos originando a sintese de dinucleosideos
polifosfatados contendo didesoxiadenosina (ver equagdo 19) [371].

E+DNA iniciador bloqueadog,smolde + NTP =—=
E<DNA iniciador(, y»molde + ddApsN (19)

29



Esta reac¢do de transferéncia do residuo didesoxiadenilato para aceitadores adequa-
dos, apesar de lenta (entre 0,00004 s"' no caso do o,B-metileno-ATP e 0,0015 s" no caso do
GTP), permitia desbloquear o processo de crescimento da cadeia do DNA. Os K, variavam
entre 0,74 mM (dGTP) e 10 mM (B,y-metileno-ATP) e o0 AMP ndo era substrato. No trabalho
experimental em analise, a base complementar a cadeia do DNA molde na posigdo seguinte ao
do complexo bloqueado era a timina e o TTP adicionado ao meio de ensaio inibia (K=5 uM) o
processo de sintese dos dinucleosideos polifosfatados {371]. Para além da transcriptase reversa
do HIV-1 também se comprovou que outras transcriptases de dois outros retrovirus podiam
catalisar as mesmas reacc¢des [371].

1.4.e- Sintese enzimica de mononucleosideos polifosfatados.

Todas as enzimas que foram descritas como podendo catalisar a sintese de mononu-
cleosideos polifosfatados fazem-no de modo pouco especifico.

Em algumas destas enzimas (luciférase de Photinus pyralis, sintétase de acil-CoA de
Pseudomonas fragi, sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae, sintétase de lisil-
{RNA de Escherichia coli, ligases de DNA ou RNA do bacteriéfago T4 e transférase de
guanilato de GTP de Artemia) ocorre, com concomitante liberta¢io de PPi, a formagdo de um
intermediério contendo o residuo adenilato [344, 365, 368-370, Artigos I, II e IV] ou guanilato
[357] que pode ser transferido para polifosfatos. Este tipo de enzimas ja foram ou serdo
objecto de analise noutros capitulos desta memoéria (ver capitulos 1.4.c, 1.4.d, 1.5.3.2, 1.6.b e
2).

Para além destes casos também esta descrita a sintese de mononucleosideos polifos-
fatados por enzimas capazes de catalisar a transferéncia de residuos fosfato como a cinase do
3-fosfoglicerato (EC 2.7.1.31) [40, 378] e a cinase do adenilato (EC 2.7.4.3) [379].

Nos laboratorios de Small e Cooper [40] e de Sillero e Sillero [378] estudou-se,
respectivamente, a sintese de psA e de p,G pela cinase do 3-fosfoglicerato de Saccharomyces
cerevisiage. Em ambos os estudos o meio de ensaio continha para além da cinase do 3-
fosfoglicerato (equagdes 20 e 22), fosfoenolpiruvato, 3-fosfoglicerato, um nucleosideo
trifosfatado (ATP [40] ou GTP [378]) e cinase do piruvato (equagdo 21). Admite-se que a
sintese de psA (ou psG) observada poderia ocorrer através do conjunto de reacgdes que se
esquematiza a seguir:

NTP + 3-fosfoglicerato <—= NDP + 1,3-bisfosfoglicerato (20)
NDP + fosfoenolpiruvato <= NTP + piruvato 2n
1,3-bisfosfoglicerato + NTP ==—= p,N + 3-fosfoglicerato (22)
NTP + fosfoenolpiruvato €—= p4N + piruvato (23)

A cinase do 3-fosfoglicerato catalisaria a transferéncia de fosfato do 1,3-bisfosfogli-
cerato para o NTP com formagdo de psN (equagdo 22). A razdo entre a actividade de sintese
de ATP e 3-fosfoglicerato a partir de ADP e 1,3-bisfosfoglicerato (ver equagdo 20) e a de
sintese de psA foi estimada em 10000 por Small e Cooper [40]; um valor da mesma ordem de
grandeza (48000) foi estimado quando a actividade em comparagdo era a sintese de psG [378].

Também foi observada sintese de psA pela cinase de adenilato de misculo de coelho e
de porco [379]. Esta actividade enzimica era, tal como a da cinase do 3-fosfoglicerato,
extremamente baixa; demonstrou-se estar dependente da presen¢a simultinea de ATP ¢ ADP e
admitiu-se que pudesse ocorrer através de um mecanismo de fosfotransferéncia do ADP para o
ATP [379].

Durante a hidrolise do ApsA e do ApeA., por acgdo de fosfodiestérases extracelulares
forma-se, para além de AMP, p4A e psA, respectivamente (ver capitulo 1.4.a.5).
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A sintese de eteno-p,A a partir de eteno-ATP, por enzimas de natureza desconhecida,
foi recentemente observada em granulos cromafins de medula supra-renal bovina [57].

1.5 - Sintétases de acetil- e acil-CoA (EC 6.2.1.x).

Ao longo das altimas cinco décadas tem sido identificado um crescente nimero de
enzimas capazes de catalisar a reacgdo expressa pela seguinte equagdo:

acido carboxilico alifatico + ATP + CoA =—= acil-CoA + AMP + PPi (24)

O acido carboxilico alifatico tioesterificado com a coenzima A diz-se activado porque
a ligagdio tioéster corresponde uma elevada energia de hidrélise [380, 381] e € esta a forma
com que os 4cidos gordos e o acetato interagem com outras enzimas quer como substratos quer
como reguladores [382, 383].

A histéria da identificagdo e caracterizagio destas enzimas comega no final dos anos
quarenta e inicio dos cinquenta. Nessa época foi descoberta a existéncia, por Lipmann e
colaboradores [384-386], da actividade enzimica de sintese de acetil-CoA em diversas
preparagdes biolégicas assim como a de duas actividades cataliticas do mesmo tipo, mas com
especificidades distintas relativamente ao substrato carboxilico, por Kornberg e Pricer
(sintétase de acil-CoA de cadeia longa) [387] e Mahler e colaboradores (sintétase de acil-CoA
de cadeia média) [380].

A diversidade de 4cidos gordos correspondem, na mesma e em distintas espécies de
seres vivos, diversas enzimas com especificidades que se sobrepdem parcialmente. A Comissio
de Enzimas da Unifio Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) classifica
varias actividades cataliticas deste tipo: a sintétase de acetil-CoA (EC 6.2.1.1), a sintétase de
butiril-CoA (EC 6.2.1.2)2, a sintétase de acil-CoA de cadeia longa (6.2.1.3), a sintétase de
araquidonil-CoA (EC 6.2.1.15), a sintétase de propionil-CoA (EC 6.2.1.17), a sintétase de
dicarboxilil-CoA (EC 6.2.1.23) e a sintétase de fitanoil-CoA (EC 6.2.1.24).

Artigos de revisdo que incluem aspectos desta tematica foram publicados nas décadas
de sessenta [390, 391}, setenta [392-395], oitenta {382, 396] e noventa [397].

No capitulo 1.5.a fazemos uma revisdo sobre a sintétase de acetil-CoA (EC 6.2.1.1).
Admitindo que a enzima de Pseudomonas fragi, que usamos para estudar as actividades de
sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados [Artigos 1 e II], se poderia classificar como
uma sintétase de acil-CoA de cadeia longa (EC 6.2.1.3) revemos, com alguma profundidade,
os trabalhos de investigagdo de outros autores com esta enzima (capitulo 1.5.b). Sumariamente
referimos caracteristicas de outras sintétases de acil-CoA no capitulo 1.5.c. O interesse dos
trabalhos sobre o mecanismo enzimico das sintétases de acil-CoA em geral ¢ da sintétase de
acil-CoA de cadeia longa em particular nos estudos que desenvolvemos [Artigos I e II]
levaram-nos a reservar um capitulo préprio (capitulo 1.5.d) para a revisdo desta ultima
tematica.

2 Tal como referido por Groot [388] o nome oficial (“Butyryl-CoA ligase™) é uma possivel fonte de confusgo
porque existe uma enzima identificada por Webster e colaboradores [389] cuja actividade € maxima
relativamente ao butirato. Um nome alternativo proposto pela UIBMB “fatty acid thiokinase (medium chain)” ou
o de sintétase de acil-CoA de cadeias médias poderiam ser mais adequados.
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1.5.a- Sintétase de acetil-CoA (EC 6.2.1.1).

1.5.a.1- A actividade de sintese de acetil-CoA. Aspectos funcionais e estruturais das
sintétases de acetil-CoA.

A actividade catalitica da sintétase de acetil-CoA foi identificada em preparagdes
biologicas obtidas de diferentes tecidos de mamiferos [381, 398-404] e aves {384, 386, 398],
outros eucariontes [385, 405-410] ¢ procariontes [411, 412]. Esta enzima foi purificada a
partir de Saccharomyces cerevisiae [405, 406, 413], mitocondrias de coragdo de boi [403,
414-417), tubérculos de Solanum tuberosum [409], sementes de Pinus radiata [407] assim
como a partir de Methanothrix soehngenii [412], Bradyrhizobium japonicum [411] e
Penicillium chrysogenum [410].

Genes codificantes de sintétases de acetil-CoA foram recentemente identificados em
diversos eucariontes [418-424] e procariontes [425-427]. No Saccharomyces cerevisiae
existem duas isoenzimas da sintétase de acetil-CoA codificadas por genes distintos (ACS/ e
ACS2) [423, 424]. Nas condigdes habituais de cultura, Acslp (a enzima codificada por ACSI)
predomina largamente o que faz com que as caracteristicas cinéticas atribuidas a sintétase de
acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae sejam, na pratica, as caracteristicas cinéticas de
Acslp [428]. Frenkel e Kitchens [406] determinaram que os valores de Kn para o ATP,
acetato e coenzima A na reaccdo de activagio do acetato catalisada pela sintétase de acetil-
CoA de Saccharomyces cerevisiae, seriam respectivamente cerca de 1,2 mM, 300 uM e 35
pM. O propionato também € substrato de Acsip [428]. A massa molecular dos proteidos
correspondentes aos genes ACSI e ACS2 sdo, respectivamente, 79,2 e 75,4 kDa [423, 424]
estando de acordo com valores previamente obtidos para as subunidades destas enzimas {405,
429]. Estudos de ultracentrifuga¢do analitica e de filtragdo em gel mostraram que a massa
molecular da enzima correspondente a ACS! poderia ter 151 kDa {406] ou 250 kDa [405] o
que deixa em aberto a possibilidade de se tratar de um dimero ou um trimero.

No mais recente estudo publicado sobre a enzima purificada de mitocondrias de
coragdo de boi foram estimadas constantes cinéticas da mesma ordem de grandeza das
indicadas acima para Acslp e, usando SDS-PAGE, uma massa molecular de 72 kDa [417]. A
partir de estudos de centrifugagdo em gradientes de sacarose haviam, anteriormente, sido
calculados valores da mesma ordem de grandeza para a massa molecular desta enzima [403,
416] pelo que ¢é de presumir que seja um mondmero. Esta enzima, tal como Acslp, também
catalisa a tioesterificagdo do propionato [381, 414].

Estudos de fraccionamento em tecidos de rato, cobaio e coelho revelaram que nos
musculos cardiaco e esquelético, no cérebro e no rim a sintétase de acetil-CoA seria uma
enzima da matriz mitocondrial enquanto no tecido adiposo e na glindula mamdria existiria
quer no citosol quer na matriz das mitocondrias; no figado parece ser fundamentalmente uma
enzima citosolica [399, 400, 402, 404].

Para além do ATP e, possivelmente, do dATP [411], a sintétase de acetil-CoA ndo
parece aceitar, na reacgdo de sintese de acetil-CoA, outros nucleotideos como substratos [409,
411, 414].

A formagio de acetil-CoA a partir de ATP, acetato e coenzima A e a reacgdo de troca
ATP-PPi depende da presenga do catido Mg2+ [384, 386, 398, 406, 408, 411, 413, 430] ou
outros catides bivalentes como o Mn* ou o Co™ [411] admitindo-se que quer o ATP quer o
PPi interagem com a enzima complexados com um destes catides bivalentes [408, 430]. O pH
optimo € de cerca de 7,5-9 [386, 406, 410, 411, 431].
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1.5.a.2- Sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados pela sintétase de acetil-CoA
de Saccharomyces cerevisiae.

No laboratdrio de Sillero e Sillero demonstrou-se, em 1993, que a sintétase de acetil-
CoA de Saccharomyces cerevisiae era capaz de catalisar a sintese de p,A ou psA a partir de
ATP e P; ou Py, respectivamente [368]. Estas actividades, assim como a actividade de troca
ATP-PPi, embora ligeiramente estimuladas pelo acetato, ndo dependiam da adigdo de acetato
ao meio de ensaio. Entre os nucleotideos testados como possiveis dadores de adenilato ao P
eram substratos o ATP, o ATPYS e o acetil-adenilato mas ndo outros nucleotideos como o
CTP, o UTP, o GTP, o dATP, o ATPaS, o o,B-metileno-ATP e o B,y-metileno-ATP. Os
valores de K., para o ATP, o acetil-adenilato e o P; foram avaliados em 160 uM, 1,8 mM e 4,7
mM, respectivamente. A pH 6,3 (6ptimo para a actividade de sintese de p,A mas ndo para a
actividade de sintese de acetil-CoA) a actividade de sintese de p,A (7,5 mU/mg de proteido)
era 245 vezes menor que a actividade de sintese de acetil-CoA [368]. Admitindo
homogeneidade na preparagdo enzimica utilizada e um sitio activo por subunidade (79,2 kDa)
[423] ¢ possivel calcular um nimero de renovagdo (“turn-over number”) na velocidade de
sintese de psA de 0,01 s"'. Observou-se dependéncia de um catido bivalente e um méximo de
actividade quando as concentragdes molares de Mg>", Mn**, Co”* ou Zn*" eram algo inferiores
a soma das concentragdes dos substratos ATP e P3; o Mg2+ e 0 Mn*" tinham uma eficacia
equivalente, enquanto que a eficacia do Co*" e do Zn*" era menor [368]. A coenzima A era um
potente inibidor da sintese de p,A sendo que o acetato, adicionado simultaneamente ao meio de
ensaio, podia antagonizar este efeito inibidor [368]. No trabalho em analise deu-se especial
atengdo ao estudo da sintese de psA e psA mas, no decurso desse trabalho, também se
obtiveram dados que indicam que a sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae
também pode catalisar a sintese de diadenosideos polifosfatados (Ap,A; n=4-6) [368].

1.5.b- Sintétase de acil-CoA de cadeia longa (EC 6.2.1.3).

1.5.b.1- Localizagio da enzima.

A sintétase de acil-CoA com maior especificidade em relagdo a acidos gordos de
cadeia longa (geralmente considerando estes como tendo entre 10 ¢ 18 atomos de carbono) foi
originalmente descoberta por Kornberg e Pricer [387] em microssomas de figado de cobaio. E
frequentemente designada de acordo com a actividade catalitica efectivamente estudada: assim,
a designagdo sintétase de palmitil-CoA ¢é frequentemente utilizada [432-445].

Actividades cataliticas compativeis com a presenga de sintétases de acil-CoA de
cadeia longa estdo descritas em varios Orgdos, tecidos e células de mamiferos como figado
[387, 436, 438-440, 446-468], cérebro [443, 469-472], musculo esquelético [473, 474],
misculo cardiaco [439, 474-476], rim [475, 477], tecido adiposo [437, 445, 474, 475, 478-
480], glandula supra-renal [481], mucosa intestinal [439, 482-485], testiculos [486], artérias
[487], plaquetas sanguineas [488] e fibroblastos [442, 489, 490]. Actividades do mesmo tipo
também foram observadas noutros eucariontes [491-494] e em procariontes [495-501].
Laposata e colaboradores [502] num estudo comparativo entre as actividades de sintese de
araquidonil-CoA e oleil-CoA ddo conta da existéncia destas actividades em multiplas células e
tecidos humanos tais como granuldcitos, linfocitos, plaquetas, eritrocitos, células musculares
lisas e endoteliais, fibroblastos, rim, cérebro, figado, tecido adiposo, pulméo ¢ bago.

Muitos estudos visaram a localizagdo intracelular desta actividade catalitica em
tecidos de mamifero. Apds a sua descoberta em microssomas hepaticos de cobaio [387], a sua
presenga nesta fracgdo foi, mais tarde, confirmada noutras espécies e noutros tecidos [437,
445-447, 451, 456, 469, 470, 481, 484, 485, 488, 492]. Também se observou a sua existéncia
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na membrana externa de mitocdndrias de varios tecidos [450, 462, 475, 476, 479] assim como
na membrana de peroxissomas de figado de rato [457-461] e de figado [456] ou de
fibroblastos humanos [442, 489, 490]. A identidade da enzima presente nas membranas de
microssomas, mitocondrias e peroxissomas hepaticos de rato foi comprovada por estudos
imunoldgicos; anticorpos desenvolvidos no coelho contra a sintétase de acil-CoA de cadeia
longa purificada a partir de microssomas de rato reagiam com a enzima (e inactivavam a
sintese de palmitil-CoA) dos trés organelos [452]. A sensibilidade da actividade de sintese de
acis-CoA ao tratamento de fracgdes celulares com enzimas proteoliticas e anticorpos
especificos assim como a escassa ou nula activagdo por agentes permeabilizadores sugerem
que o centro activo esta voltado para a face citosélica nas trés membranas referidas [439-442,
459, 460, 462, 463, 489, 490]. Muito recentemente a enzima em andlise foi identificada em
vesiculas isoladas de adipécitos de rato contendo GLUT4 (um transportador de glicose) [S03].

1.5.b.2- Estudos de purificagdo e caracteriza¢do.

Preparagdes mais ou menos purificadas de sintétases de acil-CoA de cadeia longa
foram obtidas a partir de microssomas ou mitocdndrias hepéticos de cobaio ou de rato [387,
436, 438, 453, 454] assim como de Candida lipolytica [494], Saccharomyces cerevisiae
[493], Bacillus megaterium [496], Pseudomonas aeroginosa [497] e Escherichia coli [499,
500]. Entre estes estudos € de destacar o trabalho de Tanaka e colaboradores [396, 453] que,
no final da década de setenta, conseguiram purificar, a partir de microssomas e mitocondrias
hepaticos de rato, uma enzima com este tipo de actividade obtendo prepara¢des de onde
estavam aparentemente ausentes outros proteidos.

A massa molecular da enzima de rato, determinada por SDS-PAGE, era de 76 kDa
[453]; determinada por filtragdo em gel foi avaliada em 250 kDa [438, 455].

A enzima de mamifero catalisa com eficicia semelhante a activagdo de acidos gordos
com 10 a 18 carbonos, no caso dos saturados, € com 16 a 20 no caso dos insaturados; €
bastante menos eficaz para dcidos gordos com comprimentos de cadeia maiores ou menores
[387, 438, 448, 449, 451, 453, 455, 458, 475, 476, 481]. Tal como no caso das sintétases de
acil-CoA de cadeia média (ver capitulo 1.5.c.2) também esta enzima parece poder activar
xenobidticos como analogos de 4cidos gordos de cadeia longa contendo enxofre, derivados do
acido fibrico e outros 4cidos carboxilicos aromaticos [464-468].

Os valores de K, aparentes para os acidos gordos e a coenzima A foram, em geral,
estimados como sendo de ordem de grandeza pM [438, 447, 448, 451, 453, 455, 471, 480,
481, 487]. O palmitil-CoA ¢ inibidor competitivo em relagdo a coenzima A sendo o valor do X;
de cerca de 4 pM [504, 505]. Para além da coenzima A analogos deste composto como a 3’-
defosfocoenzima A e a 4’-fosfopanteteina poderdo também ser aceitadores de acilo embora
com valores de K, de uma ordem de grandeza superior [453]. Em relagdo aos nucleotideos
testados na reacgdo de tioesterificagdo apenas o ATP e o dATP eram substratos [438, 433,
455]. As estimativas do valor do K, para o ATP foram, de um modo geral, de ordem de
grandeza mM [387, 438, 451, 453, 455, 487] mas, baixando a concentragdo da coenzima A,
podem ser obtidos valores de K, aparente muito mais baixos: num estudo de Bar-Tana e
colaboradores [433] quando a concentragdo de coenzima A utilizada era 0,42 pM o Ky
aparente do ATP foi avaliado em 11 uM. Uma sintétase de acil-CoA que poderd ter um Ky,
para o ATP excepcionalmente baixo é a enzima de Pseudomonas aeroginosa onde, mesmo
usando uma concentragdo de coenzima A de 200 uM, foi observado um K, de 35 uM [S01].
Esta enzima (tal como a de Escherichia coli [499]) tem também um leque mais abrangente no
que se refere & especificidade de substrato sendo activa em acidos gordos com comprimentos
de cadeia entre 6 e 18 carbonos [498]. O pH 6ptimo situa-se entre 7 e 9 e a actividade
catalitica depende da presenga de catides bivalentes como o Mg?* [438, 453, 455, 487].
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1.5.b.3- Estudos de biologia molecular.

Em 1990, identificou-se um gene de rato codificante de uma sintétase de acil-CoA de
cadeia longa (ACS1) [506] e, posteriormente, outros quatro genes codificantes de isoenzimas
na mesma espécie (ACS2-ACS5) [507-510]. Recentemente, foram também identificados genes
de sintétases de acil-CoA em humanos [444, 511-514], em ratinhos [515], noutros eucariontes
como Saccharomyces cerevisiae [493, 516] e Brassica napus [517] e em procariontes como
Escherichia coli [518, 519], Pseudomonas oleovorans [520] € Mycobacterium bovis [521].

O proteido codificado pelo gene ACSI (ACS1) tem 699 aminoacidos, uma massa
molecular de 78177 Da e o RNA mensageiro correspondente encontrava-se principalmente no
figado, coragio e tecido adiposo [506]. ACS2 e ACSS tém, respectivamente, menos 2 e menos
16 aminoacidos que ACS1 e as sequéncias primérias dos trés proteidos sdo 60 a 65% idénticas
entre si [507, 510]. Os RNA mensageiros correspondentes aos genes 4CS2 e ACSS foram
identificados em varios tecidos e eram, respectivamente, mais abundantes no cérebro [507] e
no intestino delgado [510]. ACS1, ACS2 e ACS5 foram expressados em Escherichia coli, os
proteidos produzidos purificados ¢ a sua actividade estudada [510, 522]. O leque de acidos
gordos activados pelas trés isoenzimas era muito semelhante [510, 522] ¢ estava basicamente
de acordo com os estudos anteriormente realizados com preparagdes purificadas da sintétase
de acil-CoA de cadeia longa ou em fracgdes de varios tecidos [387, 438, 448, 449, 451, 453,
455, 458, 475, 476, 481]. Entre os 4cidos gordos saturados qualquer das trés isoenzimas tinha
como substrato preferencial o palmitato [510, 522]; ACS2 e ACSS eram, relativamente a
ACS], particularmente activos em relagdo a acidos gordos poli-insaturados [510, 522].

O grau de identidade entre a estrutura primdria de ACS3 e as estruturas primarias de
ACS1, ACS2 e ACSS5 ¢ de cerca de 30% [508, 510]. O gene correspondente (ACS3) foi
expressado em células COS e a enzima produzida foi purificada tendo-se verificado que o
espectro de especificidade em relagio a acidos gordos era tipica de uma sintétase de acil-CoA
de cadeia longa mas, ao contrario de ACS1, ACS2 ¢ ACSS, o laurato e o miristato eram, entre
os acidos gordos saturados, os substratos preferenciais [508]. O RNA mensageiro
correspondente ao gene ACS3 era, tal como o do ACS2, mais abundante no cérebro [508].

A estrutura primaria de ACS4 é cerca de 68% idéntica 2 de ACS3 {509]. ACS4 foi
expressado em Escherichia coli ¢ ACS4, a enzima produzida, foi purificada [509]. O estudo
da sua actividade revelou um espectro de especificidade relativamente ao substrato acido gordo
algo peculiar; embora capaz de catalisar a tioesterificagdo dos mesmos acidos gordos que as
restantes isoenzimas atras referidas tinha como substratos preferenciais o acido araquiddnico e
o timnodénico [509]. Os valores de Vi relativamente ao palmitato e aos dois acidos poli-
insaturados atras referidos eram semelhantes mas os valores do Ky relativamente ao
araquidonato e ao timnodonato (15 ¢ 12 uM, respectivamente) eram muito mais baixos que o
do palmitato (100 uM) [509]. ACS+# tinha os mais altos niveis de expressdo no cortex supra-
renal mas também era expressado no epididimo, cérebro, vesicula seminal, pulméo, ovario e
figado [509]. E possivel que este gene corresponda a uma actividade classificada como
sintétase de araquidonil-CoA (EC 6.2.1.15) e que havia, na década de oitenta, sido
individualizada a partir de estudos em plaquetas sanguineas humanas e em cérebro de boi e de
rato [472, 502, 523-525].

As equipas de Yamamoto [511] e de Singh [444] identificaram dois genes humanos
codificadores de sintétases de acil-CoA com 698 e 699 aminoacidos, respectivamente; as
estruturas primarias dos proteidos eram muito semelhantes entre si (mas ndo idénticas) e muito
semelhantes (graus de identidade superiores a 84%) a da enzima ACSI de rato. Ambos 0s
genes foram localizados no cromossoma 4 [511, 526]. Genes humanos codificadores de
enzimas com estruturas primarias com graus de identidade muito elevados relativamente a
ACS3 (92%) [512] ¢ ACS4 (97%) [513, 514] de rato foram também recentemente
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identificados. O gene humano correspondente a ACS3 foi localizado no cromossoma 2 [512] e
o correspondente a ACS4 no cromossoma X [513, 514]. O gene identificado no ratinho era
95% idéntico ao gene ACS! de rato [515].

Existem grandes semelhangas entre as estruturas primarias das sintétases de acil-CoA
e as de outras enzimas, nomeadamente as luciférases de insectos coledpteros; as estruturas
primarias de ACS1 de rato e a da luciférase de Photinus pyralis sio 35,8% idénticas e,
considerando substitui¢des conservadoras, 55,2% semelhantes [506]. As estruturas primarias
de todas as sintétases de acil-CoA referidas neste subcapitulo podem ser descritas como
contendo cinco regides: duas regides (LS1 e LS2) que sdo muito semelhantes a estrutura
primaria de luciférases de insectos coledpteros, uma sequéncia de aminoacidos separando estas
duas regides e que ndo tem equivalente nas luciférases e ainda uma extremidade amina
terminal e uma outra carboxilica terminal [507-512, 514, 522]. A tematica da semelhanga
estrutural entre as sintétases de acil- e acetil-CoA, as luciférases de insectos coleopteros e
outras enzimas serd abordada com mais pormenor no capitulo 1.7.

1.5.b.4- Regulacdo da actividade enzimica.

Embora se admita que a actividade de sintese de acis-CoA de cadeia longa possa, in
vivo, ser parcialmente regulada pela concentragdo de acidos gordos, coenzima A, acil-CoA ou
pela concentragdo de AMP [504, 505] outros factores, como modificagdo da quantidade de
enzima [474, 506, 515, 527, 528] e, eventualmente, mecanismos de modificagdo covalente
[480], poderdo ter também um papel importante na sua regulagéo.

Em meados dos anos setenta, observou-se que a adi¢do de insulina a adipécitos
isolados de rato estimulava a actividade de sintese de palmitil-CoA dos microssomas tendo-se
formulado a hipotese de que poderiam estar envolvidos mecanismos de fosforilagdo e
desfosforilagiio reversiveis [480]. Apoiando esta possibilidade observou-se, posteriormente,
que a adrenalina e o dibutiril-cAMP provocavam no mesmo sistema experimental diminuigdo
da actividade enzimica; contudo, ndo foi possivel observar qualquer efeito na actividade
quando microssomas isolados foram incubados na presenga de cAMP, cinase de proteidos
dependente do cAMP e ATP [478].

Na sequéncia da identificagdo de ACS! observou-se que a quantidade do RNA
mensageiro correspondente diminuia no figado com o jejum e aumentava 7-8 vezes em relagdo
ao controlo quando o jejum era interrompido e se fornecia ao animal de experiéncia uma dieta
rica em glicideos ou em lipideos [506]. Aumentos marcados na quantidade de RNA
mensageiro especifico de ACS1 (40 vezes) e na actividade catalitica (4 vezes) foram
observados no figado de ratos tratados com fenofibrato [529]. O gene ACS! d4 origem a trés
tipos de RNA mensageiros que se distinguem por conterem trés primeiros exdes diferentes
entre si; ACS1, o proteido codificado pelos trés RNA mensageiros, € sempre o mesmo porque
o0 coddo de iniciagdo da traducdo estd no segundo exdo [530]. A cada um dos primeiros exdes
corresponderia um promotor distinto [530, 531]. O efeito do fenofibrato (curiosamente um
substrato da enzima [465]) e, em menor grau, o dos proprios acidos gordos, como indutores da
sintese de ACS1, envolveria a activa¢do de um proteido que interagia com o promotor de um
dos trés exdes acima referidos [531]. E possivel que o efeito estimulador da expressdo de
ACS]I induzido pela ingestdo de dietas ricas em glicideos ou lipideos observado no figado de
rato [506] seja uma consequéncia do aumento da concentragdo intracelular de acidos gordos
[527, 531]. A insulina ndo parece ter um papel estimulador da transcrigdo a nivel hepatico
[527] mas é possivel que possa induzir este efeito no tecido adiposo: adicionada ao meio de
cultura, a insulina aumentava a concentragio do RNA mensageiro codificante de ACS de
ratinho (semelhante a ACS1 de rato) numa linha celular de adipdcitos desta espécie (3T3-L1)
[S15, 528].

36


http://gene.4C.S7

O efeito do exercicio fisico na actividade de sintese de palmitil-CoA e na quantidade
de RNA mensageiro correspondente ao gene ACS! também foi estudado tendo-se observado
que, relativamente aos controlos sedentdrios, ambos os pardmetros estavam diminuidos no
tecido adiposo visceral de ratos submetidos a exercicio fisico [474]. No musculo esquelético,
pelo contrario, a actividade da enzima aumentava ndo se tendo, no entanto, observado
diferengas na quantidade do RNA mensageiro correspondente a ACS1 [474].

1.5.c- Outras sintétases de acil-CoA.

1.5.c.1- Sintétase de propionil-CoA (EC 6.2.1.17).

Uma enzima mais activa em relagdo ao propionato comparativamente a outros acidos
carboxilicos, nomeadamente o acetato e o butirato, foi identificada na matriz de mitocondrias
hepéticas de carneiro [401], cobaio [532] e boi [533], tendo as enzimas de cobaio e boi sido
parcialmente purificadas [532, 533]. O ATP parece ser o unico nucleotideo que pode interagir
com a enzima na reacgdo de sintese de propionil-CoA [401]. O valor do K, do propionato
determinado por Groot para a sintétase de propionil-CoA de cobaio era 0,43 mM, cerca de 10
e 100 vezes menor que o do butirato e acetato, respectivamente [532]. O valor de 73 kDa para
a massa molecular da enzima bovina foi determinado por centrifugagdo em gradientes de
sacarose [533].

1.5.c.2- Sintétase de butiril-CoA e/ou sintétase de acil-CoA de cadeia média (EC
6.2.1.2).

Actividade catalitica de sintese de acis-CoA de cadeia média foi observada em varios
tecidos de mamiferos como por exemplo figado [380, 475, 532, 534-540], rim [475], coragdo
[389, 475] e mucosa intestinal [482]. Esta actividade parece ser caracteristica da matriz das
mitocondrias [475, 536]. No caso das mitocOndrias hepaticas de boi [537] e de cobaio [532]
existiriam pelo menos duas enzimas com este tipo de actividade. Uma delas, que se admite
poder corresponder a enzima estudada por Mahler ¢ colaboradores na década de cinquenta
[380], teria como substratos preferenciais os 4cidos heptanoico e hexanoico sendo também
capaz de activar 4cidos gordos com numero de carbonos entre 4 e 12, 4cidos gordos
ramificados e outros acidos carboxilicos como o acido benzoico [380, 532, 537]. Na década de
setenta, foi possivel separar esta actividade de uma outra com especificidade semelhante em
relagdo a acidos gordos mas com maior actividade em relagdo ao acido benzoico e que,
contrariamente a primeira, também catalisava a activagio do 4cido salicilico [532, 537].

Ja na década de noventa, duas equipas, de Kasuya e colaboradores [535] e de Vessey e
Kelley [534] purificaram, independentemente, sintétases de acil-CoA de mitocOndrias
hepaticas de boi em que o substrato preferencial era, em ambos os casos, o 4cido hexanoico.
As preparagdes enzimicas purificadas obtidas nos dois estudos eram também capazes de
catalisar a activagdio de outros acidos alifaticos de cadeia média e uma enorme variedade de
acidos carboxilicos aromaticos (xenobidticos) [534, 535]. A sequéncia de aminoacidos da
enzima purificada por Vessey e Kelley foi parcialmente determinada [534].

Uma outra enzima com uma especificidade de substrato distinta foi identificada e
purificada, nos anos sessenta, por Webster e colaboradores em mitocondrias de coragdo de boi
[389]. Tinha como substrato preferencial o butirato e, sendo activa em relagdo a écidos
alifaticos saturados com 3 a 7 carbonos ndo era activa em rela¢@o ao acido benzoico [389]. Os
valores de K., aparentes para o butirato, ATP e coenzima A, determinados por Webster e
colaboradores [389] foram, respectivamente, 1,5 mM, 3 mM e 800 uM. Uma enzima com uma
especificidade de substrato idéntica parece estar também presente em Pseudomonas
aeroginosa cultivada em meio contendo butirato como principal fonte de carbono [541].
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1.5.¢.3- Sintétase de araquidonil-CoA (EC 6.2.1.15).

A possibilidade da existéncia de uma enzima especifica para 4acidos gordos poli-
insaturados como o araquidénico, o dihomo-y-linolénico, o timnoddnico e o cervonico €
apoiada por estudos realizados nos anos oitenta em membranas isoladas de plaquetas humanas
[502, 523, 524], de cérebro de boi [502, 524] e de cérebro de rato {472, 525]. As primeiras
evidéncias a favor da existéncia de uma sintétase de araquidonil-CoA distinta da sintétase de
acil-CoA de cadeia longa foram obtidas no inicio da década de oitenta: a actividade enzimica
de formagdo de araquidonil-CoA, presente em membranas de plaquetas humanas, ndo era
inibida por 4cidos gordos que eram excelentes substratos da sintétase de acil-CoA de cadeia
longa como o linoleico, o oleico € o estearico [523]. Posteriormente, observou-se que a
actividade de sintese de araquidonil-CoA exibida por membranas de plaquetas humanas e por
preparagdes obtidas a partir de cérebro de boi ou de rato podia ser separada da de activagdo do
oleato ou do palmitato por cromatografia em gel de hidroxiapatita [472, 502] e que era
insensivel 4 ac¢do de anticorpos desenvolvidos contra a sintétase de palmitil-CoA purificada
[472]. E possivel que, pelo menos em parte, esta actividade catalitica tenha correspondéncia
com um gene (ACS4) que foi recentemente identificado no rato [509] e no homem [513, 514} e
a que ja fizemos referéncia no capitulo 1.5.b.3.

1.5.c.4- Sintétase de acil-CoA de cadeia muito longa (EC 6.2.1.?).

Desde meados da década de oitenta que estudos sobre a activa¢do do 4cido linhocé-
rico, cerdtico e nervonico em peroxissomas e microssomas de figado [441, 461, 542-545] ou
de cérebro de rato [440, 443] assim como em homogeneizados [542] ou peroxissomas de
fibroblastos humanos [442, 489, 545, 546] apoiam a ideia da existéncia, em mamiferos, de
uma enzima mais especifica para acidos gordos de cadeia muito longa. Esta enzima,
frequentemente designada como sintétase de linhoceril-CoA, ao contrario da sintétase de
palmitil-CoA, ndo seria inactivada por anticorpos desenvolvidos contra esta Gltima enzima
[440, 460, 546] e estaria ausente nas mitocondrias [440, 442, 542].

Recentemente, esta enzima foi purificada a partir de peroxissomas de figado de rato
tendo sido obtida uma preparagdo onde estavam aparentemente ausentes outros proteidos
[547]. Na preparagdo purificada a razdo entre as velocidades de activagdo do palmitato e do
linhocerato era apenas 1,5 o que contrasta com o valor de mais de 300 para a referida razdo no
caso da sintétase de acil-CoA de cadeia longa [547]. Os K, aparentes para o linhocerato,
coenzima A e ATP eram, respectivamente, 10 uM, 0,8 uM e 1,2 mM e o pH 6ptimo cerca de
8,5 [547]. Esta purificagdo permitiu a identificagdo e o isolamento de um gene de rato
(VLACS) correspondente a um proteido com 620 aminoacidos ¢ 70692 Da [548]. Genes
humano e de ratinho, respectivamente 82% e 93% idénticos ao gene de rato foram,
posteriormente, também identificados [549].

1.5.c.5- Sintétase de fitanoil-CoA (6.2.1.24).

A actividade de sintese de fitanoil-CoA foi originalmente estudada por Muralidharan e
Muralidharan em frac¢des de microssomas e mitocondrias de figado e outros tecidos de rato
[550]. De acordo com estes estudos esta actividade de sintese ndo seria inibida nem pelo
palmitato nem pelo estearato (10 uM) e seria muito menos estavel que a actividade de sintese
de palmitil-CoA quando os microssomas eram pré-incubados a 45°C [550]. Em peroxissomas
de fibroblastos humanos a existéncia de uma sintétase de fitanoil-CoA ¢ apoiada por estudos
comparativos com as actividades de sintese de palmitil-CoA e linhoceril-CoA em resposta ao
tratamento daqueles organelos por agentes permeabilizadores, tripsina, “mercury-dextran” ou
com anticorpos contra a sintétase de palmitil-CoA [460, 490].
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1.5.¢c.6- Sintétase de dicarboxilil-CoA (EC 6.2.1.23).

Nos anos oitenta, foi identificada em microssomas hepéticos de rato uma actividade
catalitica do tipo da das sintétases de acil-CoA formadoras de AMP em relagdo aos 4cidos
dicarboxilicos com comprimentos de cadeia entre 5 e 16 atomos de carbono e que tinha como
substrato preferencial o acido dodecanedioico [551]. O unico nucleotideo que era substrato na
sintese de acil-CoA era o ATP e o pH 6ptimo era 6,5 [551]. As evidéncias apresentadas a
favor de que esta actividade catalitica ndo era simplesmente uma das actividades doutra
sintétase de acil-CoA sdo muito escassas e baseiam-se, fundamentalmente, na auséncia de
referéncias a este tipo de actividade por acgdo de outras enzimas.

1.5.d- Mecanismos enzimicos das sintétases de acetil- e acil-CoA.
1.5.d.1- Mecanismo enzimico das sintétases de acetil-CoA e de acil-CoA de cadeia
média.

Na década de cinquenta, Berg propds para a sintétase de acetil-CoA de
Saccharomyces cerevisiae o mecanismo descrito pelo seguinte esquema [413, 430, 532]:

E + acetato + ATP =—= E-acetil-AMP + PPi (25)
Eeacetil-AMP + CoA =—= acetil-CoA + AMP + E (26)
ATP + acetato + CoA =—= acetil-CoA + AMP + PPi 27

Neste mecanismo que poderia ser descrito, de acordo com a nomenclatura de Cleland
[553], como Bi Uni Uni Bi Ping Pong afirma-se a existéncia de um complexo intermediario
que consistiria na enzima ligada a um anidrido (o acetil-adenilato) capaz de reagir com o PPi
(transferéncia do residuo adenilato com consequente formagdo de ATP; reacg¢do 25) ou com a
coenzima A (transferéncia do residuo acetil com consequente formagdo de acetil-CoA; reacgdo
26). As evidéncias experimentais que conferem credibilidade ao mecanismo proposto por Berg
baseiam-se em estudos enzimicos de uso de acetil-adenilato como substrato para a sintese de
acetil-CoA ou ATP [413, 552], de reacgdo de troca ATP-PPi [413, 552], de sintese de acetil-
adenilato [431, 554], de inibi¢do por analogos do acetil-adenilato [501], de cinética do estado
estaciondrio [409] e de uso de acetato marcado no grupo carboxilico com 0 [555].

Demonstrou-se que as sintétases de acetil-CoA [413, 552, 554] e de acil-CoA de
cadeia média [538-540] podiam usar, como substratos, acil-adenilatos sintéticos de
comprimento de cadeia adequado e catalisar a formagdo de ATP ou acil-CoA consoante o
outro substrato adicionado ao meio de ensaio era o PPi (ver equagdo 25) ou a coenzima A (ver
equagio 26).

A reaccdo de troca ATP-PPi, de acordo com as observagdes de Berg [413, 552] e
Young e Anderson [408], dependeria da presenga de acetato (ver equagdo 25). Esta
dependéncia mostraria a necessidade da ligagdo do acetato & enzima para que a rotura da
ligagdo anidrido entre os fosfatos o e B do ATP possa ocorrer mas ndo foi sistematicamente
observada [368, 556]. Como ja referido (ver capitulo 1.5.a.2) no laboratério de Sillero e
Sillero observou-se que quer a reacgdo de troca ATP-PPi quer a de sintese de psA e psA
catalisadas pela sintétase de acetil-CoA ndo dependiam da adigdo de acetato ao meio de ensaio
[368]. Foi, no entanto, também observado que esta adigdo podia aumentar aquelas actividades
para o dobro e, com base nestas observagdes, propds-se que na presenga de acetato poderiam
ocorrer paralelamente dois mecanismos enzimicos distintos correspondendo a cada um deles
subunidades distintas da enzima; um dos mecanismos dependeria do acetato e o dador de
adenilato ao P; ou ao P, seria o acetil-adenilato enquanto o outro seria independente do acetato
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e o dador do adenilato seria um complexo E-AMP [368]. A possibilidade de a sintétase de
acetil-CoA poder formar um complexo activado com o adenilato (E-AMP) a partir do ATP na
auséncia de acetato ja tinha sido apontada no inicio dos anos cinquenta para explicar a
ausénecia de dependéncia do acetato na reacgdo de troca ATP-PPi observada por Jones e
Lipmann [556]. A mesma reac¢do de troca ATP-PPi catalisada por sintétase de acil-CoA de
cadeia média de figado de porco, embora estimulada pelo octanoato, também foi observada na
auséncia de adigdo de acidos gordos ao meio de ensaio [538].

Na década de sessenta, Webster e Campagnari [431, 554, 557], usando altas concen-
tragdes de sintétases de acetil-CoA e acil-CoA de cadeia média purificadas a partir de
mitocdndrias de coragdo e figado de boi, puderam demonstrar a formagio dos anidridos acetil-
adenilato e butiril-adenilato. Para além das enzimas e dos acidos carboxilicos adequados os
meios de ensaio continham ATP, mas ndo coenzima A, que se demonstrou ser um potente
inibidor [431, 554, 557]. Mais recentemente, foi observada a formagdo do anidrido valproil-
adenilato a partir de ATP e valproato, usando como agente catalitico uma preparagdo enzimica
extraida de mitocondrias hepaticas de rato [558]. Na presenga de coenzima A formava-se
valproil-CoA e a sintese do referido anidrido diminuia marcadamente. O octanoato era
substrato na sintese de octanoil-CoA e inibidor da sintese de valproil-CoA, tendo estes factos
sido interpretados como evidéncias a favor de que a enzima envolvida nestas actividades era
uma sintétase de acil-CoA de cadeia média.

Grayson ¢ Westkaemper [501] estudaram o efeito de andlogos do acetil-adenilato
(alquil-adenilatos) na actividade da sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae
concluindo que estes compostos eram potentes inibidores da sintétase de acetil-CoA,
competitivos em relagdo ao ATP e nfo competitivos em relagdo ao acetato. No caso do etil-
adenilato, o mais potente dos analogos testados, a constante de inibi¢do seria 4 ordens de
grandeza inferior ao K, do ATP [501]. O baixo valor do K do etil-adenilato relativamente ao
dos outros alquil-adenilatos testados e ao K, do ATP apoia a ideia que estes compostos sdo
analogos de um intermedidrio na reac¢do de sintese de acetil-CoA ou do estado de transigdo
que precede a sua formagdo [501]. A dissemelhanga e os tipos de inibigdo em relagdo ao ATP
e ao acetato constituem evidéncias a favor da ligagdo ordenada dos dois reagentes com o ATP
precedendo obrigatoriamente o acetato [501].

Os resultados dos estudos de cinética do estado estaciondrio com a sintétase de acetil-
CoA [406, 409] sdo compativeis com o mecanismo proposto por Berg [413, 552],
nomeadamente com a proposigdo de que PPi e a coenzima A competem entre si na ligagdo a
um mesmo complexo intermedidrio. Também constituem uma forte evidéncia a favor deste
mecanismo os estudos de Boyer e colaboradores [555] na mesma enzima: usando acetato
marcado com '®0 no grupo carboxilico, ATP e coenzima A como substratos foi observada a
formagdo de AMP contendo oxigénio marcado no grupo fosfato [555].

Do conjunto de dados apresentados poder-se-ia concluir que, pelo menos, no caso da
sintétase de acetil-CoA e das sintétases de acil-CoA que aceitam como substratos 4cidos
gordos de cadeia média, o mecanismo incluiria (como passo necessario ou ndo necessario) a
existéncia de um complexo enzimico em que o anidrido acil-adenilato estd presente e ligado a
enzima. As evidéncias experimentais, no caso destas enzimas, apoiam a ideia de que a
presenga de um écido carboxilico adequado seria, pelo menos, favorecedora do processo de
rotura do ATP e da consequente formagao de PPi.

1.5.d.2- Mecanismo enzimico das sintétases de acil-CoA de cadeia longa.

E convicgdo generalizada que um mecanismo idéntico existe no caso das outras
sintétases de acil-CoA [392, 511, 559-562]. No entanto, no caso da sintétase de acil-CoA de
cadeia longa as evidéncias a favor do mecanismo proposto por Berg [413, 552] sdo, no
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minimo, menos claras e ndo temos conhecimento de estudos visando esclarecer o mecanismo
enzimico no caso das outras sintétases de acil-CoA abordadas no capitulo 1.5.c.

Os tnicos testemunhos da observagdo de sintese de acil-adenilatos por accdo de
sintétases de acil-CoA que pudemos encontrar na literatura cientifica foram os que ja fizemos
referéncia acima (ver capitulo 1.5.d.1) [431, 554, 557, 558]. Bar-Tana e colaboradores [434],
a partir de estudos sobre a sintétase de palmitil-CoA purificada a partir de microssomas de
rato, concluiram pela existéncia de um complexo enzimico em que estd presente adenilato e
palmitato mas ndo o anidrido palmitil-adenilato. Parsons e colaboradores [455, 563], em
estudos de cromatografia de filtragio em gel com a sintétase de palmitil-CoA purificada a
partir de mitocondrias de rato, concluiram que o complexo enzimico formado na presenca de
palmitato ¢ ATP seria simplesmente o adenilato ligado a enzima (E-AMP). Na sintese do
complexo E-AMP o efeito do palmitato era nulo para concentragdes inferiores a 1 mM e, para
concentracdes superiores, ocorria inibigdo [455]. A formagdo do complexo E-AMP era
também inibida pelo PPi, pelo AMP e por concentragdes de ordem de grandeza uM de
coenzima A [455].

De forma analoga ao observado com preparagdes purificadas de sintétase de acetil-
CoA e de sintétase acil-CoA de cadeia média [413, 538-540, 552, 554], microssomas
hepaticos isolados de cobaio [564] ou de rato [432, 435] podiam usar palmitil-adenilato
sintetizado quimicamente como substrato e catalisar a transferéncia do residuo palmitato para
a coenzima A ou do residuo adenilato para o PPi. A situa¢do era mais complexa quando se
utilizou como agente catalitico sintétase de palmitil-CoA purificada a partir de microssomas de
rato [432, 435, 438]. A preparagdo purificada, embora capaz de catalisar a transferéncia dos
residuos butiril (do butiril-adenilato) ou octanoil (do octanoil-adenilato) para a coenzima A
era, relativamente ao palmitil-adenilato, praticamente destituida das actividades acima
referidas [432, 435, 438].

Baseados em estudos da variagdo da actividade enzimica de sintese de palmitil-CoA
em fun¢do das concentragdes dos substratos ATP, coenzima A e palmitato, Bar-Tana ¢
colaboradores [433], embora duvidando sempre da existéncia do anidrido palmitil-adenilato
ligado a enzima como passo obrigatorio do mecanismo reactivo [435], aceitaram como
possivel o0 mecanismo proposto por Berg [413], nomeadamente a ideia de que a libertagdo do
PPi ocorre depois da ligagio sequencial do ATP e do palmitato & enzima e antes da ligagdo da
coenzima A. Esta aceitagio ndo ¢, aparentemente, facilmente concilidvel com a observagéo dos
mesmos investigadores de que, na reacgdo de troca ATP-PPi, o palmitato néo era activador e
que, para concentragdes relativamente elevadas, algum grau de inibicdo podia mesmo ser
observado [432].

Os estudos de Grayson ¢ Westkaemper [501] sobre a acgdo inibidora de distintos
alquil-adenilatos na actividade da sintétase de acil-CoA de Pseudomonas aeroginosa sdo
menos concludentes que os realizados com a sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces
cerevisiae. A sintétase de acil-CoA de Pseudomonas aeroginosa, como ja referido no capitulo
1.5.b.2, catalisa a activagdo de dcidos gordos com 6 a 18 carbonos [498]. Em concorddncia
com esta especificidade e com a possibilidade de acil-adenilatos de comprimento de cadeia
adequada serem intermedidrios na reacgdo, observou-se que ao contrario do hexil-adenilato
(inibidor competitivo quer em relagdo ao ATP quer ao oleato) os alquil-adenilatos com 2, 3 ou
4 atomos de carbono no residuo alquilo nio eram inibidores da enzima [501]. Contudo, ao
contrario do observado com o etil-adenilato, no caso da sintétase de acetil-CoA (ver capitulo
1.5.d.1), os valores de K; do hexil-adenilato, determinados relativamente ao ATP ¢ ao oleato,
eram apenas ligeiramente inferiores aos dos Ko, destes substratos [501].

Com base nas suas observagdes, Parsons e colaboradores [455, 563], recuperando
uma hipétese formulada por Jones e Lipmann para a sintétase de acetil-CoA no inicio dos anos
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cinquenta [556], propuseram para a sintétase de palmitil-CoA um mecanismo que pode ser
esquematizado como se segue:

E + ATP =—= E-AMP + PPi (13)
E-AMP + CoA =—= E-SCoA + AMP (28)
E-SCoA + AG <=—= acil-CoA + E (29)
ATP + AG + CoA =—= acil-CoA + AMP + PPi (30)

Neste mecanismo, que de acordo com a nomenclatura de Cleland [553] poderia ser
denominado Hexa-Uni Ping Pong, propde-se a existéncia de dois complexos intermedidrios em
que a enzima estaria ligada de forma covalente ao fosfato do adenilato (E-AMP) ou ao grupo
tiol da coenzima A (E-SCoA). Embora explique a auséncia de dependéncia do palmitato na
reacgdo de troca ATP-PPi [432] e a observagdo de adenilato mas ndo acil-adenilato ligado a
enzima {434, 455], estd em desacordo com as observagdes de Bar-Tana e colaboradores [433]
e de Grayson e Westkaemper [501] que indicam ligagdo do ATP e do 4cido gordo a enzima
antes da libertagdo do PPi.

Em semelhanga com as observagdes de Boyer e colaboradores [555] para o caso da
sintétase de acetil-CoA (ver capitulo 1.5.d.1) também o uso de palmitato marcado com 80 no
grupo carboxilico dava origem a formagdo de AMP contendo oxigénio marcado no grupo
fosfato [433]. Este dado experimental e a observagdo recente de que as sintétases de acil-CoA
de cadeia longa partilham com outras enzimas da mesma superfamilia os motivos estruturais
que se cré estarem envolvidos na sintese e na ligagdo de acil-adenilatos (ver capitulo 1.7)
constituem argumentos a favor do mecanismo proposto por Berg [413, 552].

1.6 - A luciférase de Photinus pyralis e de outros insectos coledpteros (EC
1.13.12.7).

1.6.a- A reac¢do bioluminescente catalisada por luciférases de insectos
coledpteros. A luciférase de Photinus pyralis.

1.6.a.1- Aspectos gerais.

Denominam-se luciférases as enzimas que catalisam reacg¢des em que se sintetiza um
produto que ¢ gerado no estado excitado e que, no processo de relaxamento, emite fotGes de
comprimento de onda da luz visivel [565-569]. Todas as luciférases conhecidas sdo
oxiredutases ¢ um dos reagentes, o oxidante, é sempre o oxigénio molecular [565, 567-569].
Independentemente da sua estrutura os substratos que sdo oxidados no processo reactivo
denominam-se luciferinas e os produtos responsaveis pela emissdo de fotdes, oxiluciferinas
[567-569].

No caso das luciférases de insectos coledpteros (Coleoptera) capazes de emitir luz,
como pirilampos (familia Lampyridae) de varios géneros e espécies e insectos das familias
Elateridae (“click beetles”) ou Phengodidae, a luciferina parece ser sempre a mesma: o acido
D-2-(6’-hidroxi-2’-benzotiazolil)-4-carboxitiazol (ver Figura 1) [567, 570-577]. Uma grande
percentagem dos estudos de bioquimica basica sobre estas luciférases foram realizados por
McElroy e DeLuca usando a luciférase de Photinus pyralis (pirilampo norte americano) €
aspectos deste tema foram objecto de revisdes por estes autores € por outros que, em muitos
casos, com eles colaboraram em algum momento [565-568, 578-593].

Admite-se que 0 mecanismo de reacgdo ¢ a oxiluciferina sejam idénticos para todas as
luciférases de insectos coledpteros estudadas ja que a luciferina € comum e as estruturas

42



conhecidas das diferentes luciférases sdo semelhantes [567, 574-577, 587]. Contudo, a cor da
luz emitida, embora sempre num leque entre o verde e o laranja, varia de espécie para espécie
[574, 577, 594], admitindo-se que a causa dessa variabilidade seja a existéncia de distintas
luciférases [587, 595]. A diferentes luciférases corresponderdo diferentes micro-ambientes em
que o produto emissor ¢ gerado determinando diferentes niveis energéticos do estado excitado
desse emissor [587, 595, 596].
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dioxluciferina desidroluciferina
Figura II - Formulas desenvolvidas da D-luciferina, 4’-hidroxiluciferina, 6’-

aminoluciferina, 5-metil-cis-luciferina, oxiluciferina, intermedidrio contendo anel
dioxetano, dioxiluciferina e desidroluciferina.
As formulas apresentadas foram copiadas das referéncias 573, 612, 613, 624 ¢ 627.

1.6.a.2- A reaccdo bioluminescente. Reagentes, produtos, mecanismo € a natureza do
€missor.

Na reac¢do bioluminescente catalisada pelas luciférases de insectos coledpteros ocorre
a produgio de luz com consumo de ATP, luciferina e oxigénio e concomitante libertagdo de
C0O,, AMP. PPi e oxiluciferina em proporg¢des equimolares [565, 581, 597-603]. A reac¢édo
pode ser descrita como ocorrendo em duas fases, a primeira independente ¢ a segunda
dependente do oxigénio [599]:

E + ATP + LH, ==—= E<LH,-AMP + PPi 3hH
E.LH,-AMP + O, — 5 E + CO, + AMP + oxiluciferina + luz (32)
LH,+ ATP+ 0O, —, CO,+ AMP + PPi + oxiluciferina + luz (33)
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O primeiro passo do processo catalitico seria semelhante ao que se admite existir nos
casos das sintétases de aminoacil-tRNA, acetil-CoA e acil-CoA (ver capitulos 1.4.c.1 ¢
1.5.d.1); no caso da luciférase ocorreria a transferéncia do adenilato do ATP para a luciferina
com a formag¢do dum anidrido, o luciferil-adenilato, e concomitante libertagdo de PPi (ver
equagdo 31) [600, 604, 605]. No segundo passo ocorreria a oxida¢do do residuo luciferina
pelo oxigénio, rotura da liga¢do anidrido, descarboxilagdo e produgdo de luz (ver equagédo 32)
[601]. O rendimento quantico, definido como o numero de fotdes emitidos por molécula de
luciferina (ou ATP) consumida, foi estimado em cerca de 0,9 diminuindo marcadamente
quando a reacgdo decorria a pH inferior a 7 [606].

Na reacgdo de produgdo de luz a enzima é muito especifica para o ATP embora, com
uma eficacia muito mais baixa, o dATP, o ATPYS, o ApsA e o p,A possam substituir aquele
nucleotideo [600, 607-610]. No caso da luciferina a enzima pode aceitar como substratos
alternativos a 4’-hidroxiluciferina [611], a 6’-aminoluciferina [611, 612] e os derivados S-
metil cis e trans da luciferina (ver Figura II) [613].

A formagdo do anidrido luciferil-adenilato, mas ndo a sua oxidagdo, depende da
presenga de catides bivalentes como o Mg”*, o Mn*" ou o Co®* [598, 604, 614]. O luciferil-
adenilato quimicamente sintetizado adicionado directamente ao meio de ensaio leva & produgdo
de luz e o processo ndo depende da presenga de catides [604]. A reacgdo de troca ATP-PPi
dependente da presenga de luciferina e ocorre quer na auséncia quer na presenga de oxigénio
[600]. O isémero L da luciferina também pode reagir com o ATP formando-se, PPi e,
presumivelmente, L-luciferil-adenilato [S71]. Embora com uma velocidade de produgéo de luz
mais baixa que o isomero D, quer a L-luciferina quer o respectivo adenilato podem ser
substratos da enzima tendo-se admitido que o L-luciferil-adenilato, quer em solugdo quer
ligado a enzima, sofre racemizagdo [615, 616]. O luciferil-adenilato cuja formagdo durante a
reacgdo catalisada pela luciférase de Photinus pyralis se presumiu, com base em evidéncias
indirectas, durante as ultimas quatro décadas foi, recentemente, isolado do meio de ensaio
enzimico no laboratério de Sillero e Sillero [605].

Estudos do efeito da variagdo da concentragdo de ATP, luciferina e luciferil-adenilato
na produgdo de luz levaram a determinagdo de valores de K, aparentes para estes substratos
de 20 a 600 uM, 1 a 125 uM e 2 puM, respectivamente [598, 604, 605, 614, 616-623]; a
influéncia de maltiplos factores na actividade bioluminescente da luciférase e as caracteristicas
peculiares desta actividade catalitica explicam a variabilidade nos resultados. Por exemplo, a
impossibilidade em definir um estado estacionario para a velocidade de produgéo de luz (ver
capitulo 1.6.a.3) levou & determinagdo, num mesmo estudo, de dois valores para o K, do ATP
conforme se considerou como varidvel dependente a velocidade de produgdo de luz mais
elevada que podia ser medida ou a que podia ser apreciada ao fim de um minuto de reacgio;
esses valores foram respectivamente 110 e 20 uM [618].

Admite-se hoje que o produto emissor (a oxiluciferina), no caso de todas as luciférases
de insectos coledpteros, seja o 2-(6’-hidroxi-2’-benzotiazolil)-4-hidroxitiazol, uma substancia
que, ao contrario da luciferina [572, 573], ndo contém nenhum grupo carboxilico (ver Figura
II) [601, 624-627].

As primeiras referéncias & estrutura do composto que hoje conhecemos como a
oxiluciferina dos insectos coledpteros aparecem em artigos publicados na segunda metade da
década de sessenta na sequéncia de estudos de quimioluminescéncia, ou seja, de reac¢des ndo
enzimicas produtoras de luz [624, 625]. Nesses estudos foram usados como reagentes
derivados da luciferina que ndo sdo substratos da luciférase, concretamente um anidrido
(adenilato) ¢ um éster (fenol) contendo o residuo S5,5-dimetilluciferina, dissolvidos em
dimetilsulfoxido e a reac¢do quimioluminescente era iniciada pela adigdo de uma base [624,
625]. O produto fluorescente formado era o derivado dimetilado (no carbono 5) da
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oxiluciferina e o seu espectro de emissdo era, em condi¢des de anilise semelhantes, idéntico ao
da luz emitida na reacgdo quimioluminescente [624, 625]. Nos artigos onde se descrevem estes
fenémenos também se sugeriu que, quer na reacg3o quimioluminescente quer na catalisada
pela luciférase, se formaria um intermedidrio contendo um anel dioxetano que, por
descarboxilagio, daria origem ao emissor (ver Figura II) [624, 625].

Ainda nos anos sessenta, a produgio de CO, radioactivo durante a reacgio biolumi-
nescente catalisada pela luciférase quando se adicionava luciferina marcada no carbono do
grupo carboxilico ao meio de ensaio foi verificada experimentalmente o que, considerando o
conhecimento prévio da estrutura dos reagentes e dos outros produtos, confirmava a estrutura
proposta para o emissor [601]. No entanto, quer no meio de ensaio onde havia ocorrido a
reaccdo bioluminescente quer num outro onde a sintese quimica de oxiluciferina foi tentada era
possivel observar, por estudos de cromatografia classica, produtos fracamente fluorescentes
que, presumivelmente, eram compostos formados a partir do emissor: a oxiluciferina era,
aparentemente, demasiado instavel para poder ser isolada nestas condi¢des experimentais
[601]. A incorporagdo de O, radioactivo, adicionado ao ensaio, no CO; formado foi, mais
tarde, também observado e este fendmeno foi interpretado como evidéncia a favor da
existéncia do intermediario dioxetano (ver Figura II) no processo de formagio da oxiluciferina
[628, 629].

Nos finais dos anos sessenta e inicio dos anos setenta, a equipa de Goto [602, 603,
626, 627] obteve as primeiras evidéncias directas acerca da estrutura da oxiluciferina. Estes
investigadores puderam obter a sua sintese quimica a partir da condensagdo de 2-ciano-6-
hidroxibenzotiazol com tioglicolato de etilo a baixa temperatura ¢ na auséncia de oxigénio: a
oxiluciferina foi obtida num grau de pureza suficiente para que os estudos de espectrometria de
massa, de espectrofotometria de infravermelhos ¢ de ressondncia magnética nuclear fossem
empreendidos e confirmassem a estrutura postulada [626, 627]. Na presenca de oxigénio e a
temperatura ambiente o composto formado era um derivado da oxiluciferina oxidado no
carbono 5: a dioxiluciferina (ver Figura II) [626, 627]. Quando a oxiluciferina sintetizada
quimicamente foi, na auséncia de oxigénio, dissolvida em dimetilsulféxido alcalinizado foi
possivel obter um espectro de fluorescéncia (emissdo) que era idéntico ao da luz emitida na
reac¢do de quimioluminescéncia do luciferil-adenilato em condigdes semelhantes [626, 627].

Um complexo “luciférase de Photinus pyralis-produto” foi isolado por Gates e
DeLuca [630] por cromatografia de filtragio em gel em meios de ensaio onde havia ocorrido a
reaccdo bioluminescente. O complexo tinha um maximo de absorvéncia para a luz de 385 nm e
o aumento da absorvancia do meio de ensaio para este comprimento de onda durante a reac¢do
bioluminescente foi interpretado como evidéncia a favor de que o complexo purificado
continha oxiluciferina [630].

Num trabalho publicado j& nesta década, White e Roswell [613], face a impossibili-
dade de obter oxiluciferina em estado suficientemente puro, escolheram estudar um seu
analogo algo mais estdvel, a S-metiloxiluciferina, assim como a reac¢do bioluminescente que
lhe dé origem usando como substratos ATP ¢ os isomeros cis ¢ trans da 5-metilluciferina (ver
Figura II). O espectro de emissdo (fluorescéncia) da S-metiloxiluciferina tinha, quer na
auséncia quer na presenca de ATP e luciférase, um maximo a 540 nm de comprimento de onda
enquanto que a luz emitida na reac¢do bioluminescente tinha um maximo a 565 nm [613]. Na
opinido dos autores do estudo a explicagdo para esta discrepéncia poderia estar na possivel
existéncia de diferentes modos de ligagdo entre a S5-metiloxiluciferina e a luciférase no
momento da sua formag¢do e quando captada do meio [613].
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1.6.a.3- A cinética da reacgio bioluminescente. Inibigio da produgio de luz, sintese de
desidroluciferina e efeito da coenzima A e de outros compostos.

No caso da luciférase de Photinus pyralis, a mais estudada destas enzimas, a luz
emitida tem, a pH 7-8, um méximo a 562 nm de comprimento de onda estendendo-se num
espectro entre os 500 e os 630 nm [565, 606]. O valor da energia libertada no processo
permite, por si s6, deduzir que a reac¢do tem tendéncia a ocorrer até ao esgotamento do
substrato limitante [565, 606]. Apesar desta tendéncia, definida em termos termodindmicos, a
reacgio catalisada pela luciférase de Photinus pyralis tem, em geral, uma evolugdo no tempo
caracterizada pela rapida produgdo de luz quando se misturam os reagentes com a enzima
seguida de diminuigdo da velocidade da reacgdo mesmo quando existem substratos em excesso
no meio reactivo {581, 599, 600, 604, 618].

A forma da curva velocidade de produgdo de luz versus tempo de reac¢do pode variar.
Em certas condigdes o perfil daquele grafico ¢ de tipo clardo: a velocidade de produgéo de luz,
elevada nos primeiros segundos de reacg@o, desce em menos de um minuto para valores que
podem ser de 10% da intensidade méaxima. Noutras condigdes a queda da velocidade de
produgio de luz ao longo do ensaio é mais lenta e apenas aprecidvel quando a observagdo se
prolonga por vérios minutos [618, 631-635]. Vérios factores incluindo a concentragio de
substratos e enzima, a for¢a idnica, o pH, o tipo de amortecedor, a presenca ou auséncia de
detergentes ou determinados ides inorginicos assim como de diversos compostos organicos
podem influenciar de forma isolada ou combinada o comportamento do sistema de forma que,
entre os dois perfis tipo acima referidos, todos os tipos intermédios podem ser observados
[617-621, 631-642].

Entre os factores que tendem a produzir um perfil em que a descida da velocidade de
produgdo de luz é menos abrupta incluem-se, por exemplo, baixas concentragdes de ATP (de
ordem de grandeza uM ou inferior) (618, 619, 631, 632, 634, 635], substituicdo do ATP por
dATP [618)], baixas concentragdes de luciférase [619] ou presenga de inibidores como por
exemplo o arsenato, o sulfato, o Pi ou o AMP [618, 631, 642]. A formacdo, durante o
processo catalitico, de um produto inibidor (ou de um intermedidrio inactivo [599]) que
permanece ligado as moléculas de enzima apés o primeiro ciclo catalitico e que s6 lentamente
se vai desligando permitindo a reutiliza¢o de uma mesma molécula de enzima ¢ genericamente
aceite desde os anos cinquenta [599, 600, 643] e tem sido repetidamente reafirmada como a
causa da diminuigio da velocidade da producdo de luz [566, 587, 618-620, 631-634, 636,
640, 641]. Contudo, a natureza do produto (ou intermedidrio) inibidor ¢ a propria natureza do
processo de inibigdo da produgdo de luz ¢, ainda hoje, controverso [617, 618, Artigo III]. Num
estudo de Lembert e Idahl [617], recentemente publicado, admite-se a possibilidade de, no
processo de inibigdo, estar envolvida a formagdo de um complexo inactivo contendo duas
moléculas de luciferina ligadas a enzima.

O uso de altas concentragdes de ATP (10 uM ou superior) gera um perfil tipo clardo
[618, 619, 631, 632, 634, 635]. No entanto, nestas condigdes experimentais, quando a
coenzima A esta presente no meio de ensaio desde o inicio da reacgdo a queda na velocidade de
produgdo de luz é muito menos abrupta; quando adicionada apés esta queda provoca um
aumento da velocidade que pode manter-se a niveis elevados durante varios minutos [632-634,
637, 643, 644]. A descrigdo de efeitos estimuladores por concentragdes relativamente elevadas
de coenzima A na presenga de baixas concentragdes de ATP [640] devem ser encaradas com
alguma prudéncia ja que, frequentemente, as preparagdes comerciais daquela substancia estdo
contaminadas com ATP [634, 645, Artigo III]. Efeitos estimuladores ou estabilizadores
(dependendo da fase em que eram adicionados ao meio de ensaio), qualitativamente
semelhantes aos da coenzima A, foram também observados por varios autores em relagdo ao
P, [632, 646], ao P4 [632], ao PPi [604, 615, 632, 641, 646], assim como em relacdo a
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variados mononucleosideos tri e difosfatados, quer piricos quer pirimidicos, quimicamente
modificados ou ndo modificados na base ou no residuo ribose [610, 632, 634-636, 638].

Em estudos da equipa de McElroy [600, 604, 643] da segunda metade da década de
cinquenta foi possivel separar na mistura reactiva um produto fluorescente, com espectros de
absor¢do e emissdo caracteristicos, que se formava na presenga de O, ATP, luciferina,
luciférase e Mg®". Esse produto foi na época designado como oxiluciferina por se admitir que
poderia ser, ligado ou ndo com o adenilalo, o responsavel pela emissdo luminosa [600]. A sua
estrutura, que se revelou muito semelhante a da luciferina, foi esclarecida no inicio dos anos
sessenta; ao contrario desta tem uma dupla ligagdo entre os carbonos 4 e 5 do anel tiazole onde
se liga o grupo carboxilico tendo passado a denominar-se desidroluciferina (ver Figura II)
[572, 573]. Os estudos da equipa de McElroy [604, 647] mostraram que, na presenca de
desidroluciferina sintetizada quimicamente, ATP ¢ Mg®" a luciférase catalisava a transferéncia
de adenilato do ATP para a desidroluciferina com formagio de desidroluciferil-adenilato ¢ PPi.
A desidroluciferina, ou o respectivo adenilato, ndo eram oxidados nem originavam produgéo
de luz e ambos os compostos eram, com poténcias desiguais, inibidores da reacgdo
bioluminescente [604, 643]. O desidroluciferil-adenilato podia ligar-se fortemente a enzima
para formar com esta um complexo com uma constante de dissociagdo muito baixa (de ordem
de grandeza nM) e, em concreto, muito mais baixa que a constante de dissociagdo do
complexo Eeluciferil-adenilato (de ordem de grandeza uM) [604, 647].

Talvez inspirados na semelhanga entre os mecanismos de reac¢do da luciférase ¢ da
sintétase de acetil-CoA (ver capitulos 1.5.d.1 e 1.6.a.2) [413, 552], nomeadamente a formagéo
de um intermediério acil-adenilato, McElroy e a sua equipa estudaram na mesma época o
efeito da coenzima A na produgdo de luz e na reac¢do de transferéncia de adenilato para a
desidroluciferina [643]. De modo semelhante a sintétase de acetil-CoA e outras sintétases de
acil-CoA a luciférase podia catalisar, na presenga de ATP, desidroluciferina e coenzima A, a
formagdo de desidroluciferil-CoA [643]. A existéncia de um nexo de causalidade entre este
fendmeno e o efeito estimulante da coenzima A na reacgdo bioluminescente pareceu evidente
aos autores do estudo: a coenzima A reagia com o inibidor da produgdo de luz formado no
processo reactivo eliminando-o do meio de ensaio por transformagdo num outro que ndo era
inibidor [643]. O efeito activador do PPi e o efeito inibidor da PPase na producdo de luz
também foi explicado de modo semelhante; o PPi reagindo com o anidrido desidroluciferil-
adenilato e formando desidroluciferina (e ATP) diminuia no meio de ensaio a concentra¢do de
um composto com grande afinidade para a enzima (o anidrido) substituindo-o por outro com
mais baixa afinidade (a desidroluciferina) [600, 604]. Embora o PPi pudesse reagir com o
luciferil-adenilato inibindo desta forma a reac¢do de produgdo de luz, observava-se activago
quando aquele composto era adicionado na fase em que a velocidade da reac¢do
bioluminescente diminuia ou quando atingia valores basais [604]. A descida na velocidade de
produgio de luz era particularmente abrupta quando o Unico substrato adicionado ao meio de
ensaio era o luciferil-adenilato ou quando, contendo luciferina ¢ ATP, era suplementado com
PPase [604]. Estes factos foram interpretados como sendo uma consequéncia da auséncia de
formag3do de PPi no primeiro caso e da sua rapida destruigdo no segundo [604].

A possibilidade de a desidroluciferina (ou o desidroluciferil-adenilato) ser o produto
emissor foi rejeitada com base em estudos de espectrofluorimetria e espectrofotometria
realizados pela equipa de McElroy no inicio do anos sessenta [565, 571]. Enquanto a luz
emitida na reac¢do bioluminescente tem um maximo a 562 nm de comprimento de onda os
maximos para os espectros de emissdo da desidroluciferina e do desidroluciferil-adenilato
eram, em meio aquoso, de 544 nm e 460 nm, respectivamente [565]. Também se observou que,
durante o processo de produgdo de luz, ocorria no meio de ensaio uma diminuigdo da
absorvéncia para a luz de 327 nm (o maximo para a luciferina) que era substituida por um
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espectro com um méximo de absorvincia a 383 nm e que os maximos de absorvancia para a
desidroluciferina e o desidroluciferil-adenilato eram ambos préximos de 350 nm [571].
Rejeitada a hipdtese de um destes compostos ser o emissor, o interesse dos investigadores
passou a dirigir-se noutras direc¢des nomeadamente a pesquisa de outros produtos da reacgdo
que pudessem explicar a emissdo de luz [601, 602, 624-627]. A desidroluciferina foi sendo
objecto de multiplas referéncias na literatura cientifica produzida nas ultimas quatro décadas
sendo sistematicamente apontada como um analogo da luciferina que podia reagir com o ATP
para formar desidroluciferil-adenilato {566, 578, 582, 587, 607, 618, 622, 623, 639, 648-
650], mas a reacgdo enzimica de sintese de desidroluciferina a partir de luciferina ¢ ATP,
possivelmente encarada como um aspecto secundario no contexto do mecanismo de produgdo
de luz, foi progressivamente ignorada. Na extensa pesquisa bibliografica que realizdmos, para
além dos artigos onde essa sintese ¢ descrita [600, 643] encontramos referéncias explicitas ao
fendmeno em artigos publicados nos finais dos anos cinquenta e no inicio dos anos sessenta
[565, 571, 580, 581, 604, 648]. Com data posterior a 1964 existem artigos onde se fazem
alusdes discretas a sintese enzimica de desidroluciferina [578, 583, 587, 601, 627, 651] mas
apenas encontramos um em que, citando McElroy, essa sintese € explicita e claramente
referida [620]. A reacgdo de sintese de desidroluciferina catalisada pela luciférase foi ignorada
em artigos de revisdo [566-568, 582, 584-586, 588, 591, 593], em artigos em que a
desidroluciferina era um dos objectos do estudo [366, 573, 612, 615, 650, 652] ou mesmo
quando o objecto, ou um dos objectos, era o fenomeno de inibigdo da produgdo de luz [617-
619, 622, 631, 633, 635, 636, 640, 641, 644, 649].

Numa recente e extensa revisdo sobre as luciférases de insectos coledpteros publicada
por Wood [587] o autor faz referéncia a um dos trabalhos da equipa de McElroy onde se
descreve a sintese de desidroluciferina [643] nos seguintes termos: “...dehydroluciferin was
then mistakenly thought to be the enzyme product”.

A partir do momento em que a sintese de desidroluciferina passou a ser encarada como
um aspecto de menor importincia na reac¢do catalisada pela luciférase, a aceitagdo de que o
verdadeiro emissor era o composto responsavel pela queda na velocidade de produgdo de luz
passou a ser aceite como um dado adquirido [581]; o uso ambiguo da expressdo “o produto”,
frequentemente utilizada para designar, neste contexto, a oxiluciferina [566, 618-620, 630,
631, 634, 636, 639, 649, 653] &, provavelmente, uma consequéncia da quase auséncia de
evidéncias experimentais relativamente & ac¢do inibidora do emissor. Goto e colaboradores
[654], numa breve nota num artigo publicado em 1973, descreveram e quantificaram (K;= 0,23
uM) a acgdo inibidora da oxiluciferina sintetizada quimicamente na produgdo de luz mas, dada
a instabilidade deste composto em meio aerébio {596, 601, 603, 613, 627], ndo sabemos em
que medida se pode valorizar este resultado. Em estudos a que j& fizemos referéncia (ver
capitulo 1.6.a.2), observou-se que o complexo “luciférase de Photinus pyralis-produto” tinha
uma capacidade para produzir luz que era semeihante & da enzima ndo complexada [630]. Um
dos factores que, possivelmente, contribuiu para a aceitagdo generalizada de que a
oxiluciferina era o responsavel pela inibi¢do da produgdo de luz foi a confusdo provocada pelo
uso da palavra oxiluciferina para designar a desidroluciferina nos primeiros estudos em que se
comprovou a sua sintese enzimica e o seu efeito inibidor [600, 604, 643]; em algumas
publicagdes sdo citados esses estudos quando se faz alusdo a acgdo inibidora da oxiluciferina
[633, 634, 645]. A possivel existéncia na luciférase de dois sitios cataliticos distintos, ambos
capazes de ligar o ATP e a luciferina e de produzir oxiluciferina, mas com diferentes
afinidades para o ATP e para a oxiluciferina foi também avangada [618]. Nesta hipotese, o
sitio catalitico com menor afinidade para o ATP (K= 110 uM) seria o responsavel pelo clardo
e, ao contrario do de maior afinidade (K,= 20 pM), teria uma forte afinidade para a
oxiluciferina produzida sendo precocemente inibido [618].
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O AMP ou o CO,, sendo também produtos da reacgdo bioluminescente, nunca foram
encarados como os inibidores responsaveis pela rapida diminuigdo da velocidade de produgéo
de luz. O AMP, quando adicionado directamente ao meio de ensaio, tem uma fraca acgdo
inibidora [607, 632, 645, 655]; de acordo com diferentes estudos o AMP seria inibidor
competitivo relativamente ao ATP com um K estimado em 240 puM [607] ou um inibidor ndo
competitivo provocando 80% de inibi¢do na concentragdo de 1 mM [632]. Apesar de estar
descrito que o CO, se liga a luciférase [629] ndo encontramos estudos sobre o seu efeito na
reac¢do bioluminescente.

Para interpretar o efeito de detergentes, amortecedores e diversos sais inorgdnicos na
actividade bioluminescente da enzima e na forma como esta variava ao longo do tempo de
reac¢do foram invocadas modificagdes mal definidas que diferentes condi¢des ambientais
podem ter na conformagdo da luciférase e que se reflectiriam na sua capacidade para catalisar
a sintese de oxiluciferina e na velocidade com que esta poderia libertar-se da enzima [621, 622,
632, 639, 640]. Nos estudos, realizados ja nesta década ou na década de oitenta, sobre o efeito
estabilizador ou activador na velocidade de produgdo de luz da coenzima A, de diversos
nucleotideos, de polifosfatos ou do PPi ou foram invocadas explicagdes do mesmo tipo [610,
632-634, 636, 640, 641] ou nenhuma hipGtese interpretativa foi avangada [615, 637, 644]. A
hipétese de, nas modificagdes conformacionais putativas, estarem envolvidos centros
alostéricos que ligariam os estabilizadores/activadores acima referidos foi também formulada
[633].

1.6.a.4- Estudos de biologia molecular e estruturais das luciférases de insectos
coleopteros.

A identificagdo do gene codificador da luciférase de Photinus pyralis (pirilampo da
América do Norte) teve lugar nos anos oitenta [656, 657]. Outros genes, mais recentemente
identificados, foram os correspondentes as luciférases dos pirilampos japoneses Luciola
cruciata [658], Luciola lateralis [659], Pyrocoelia miyako e Hotaria parvula [660] assim
como os da Luciola mingrelica (pirilampo do leste europeu) [661], da Lampyris noctiluca
(pirilampo britanico) [662], da Photuris pennsylvanica (outro pirilampo da América do Norte)
[663] e de quatro isoenzimas do Pyrophorus plagiophthalamus (“click beetle”) [595]. A
semelhanga entre as estruturas primarias destas luciférases € elevada [595, 658-663]. Dentro
da familia dos pirilampos (Lampyridae) as percentagens de identidade situam-se entre 67% e
98% [658-663], entre as quatro isoenzimas do Pyrophorus plagiophthalamus sdo superiores a
95% e entre estas e as dos pirilampos sdo cerca de 50% [595].

Como sera discutido no capitulo 1.7 a semelhanga estrutural e funcional das luciféra-
ses de insectos coledpteros com outras enzimas que, comprovada ou presumivelmente, sdo
capazes de catalisar a formagdo de acil-adenilatos € de assinalar. Estas enzimas agrupam-se
sob o nome de enzimas da “superfamilia da luciférase”, designago que resulta do facto de a
sequéncia primaria da luciférase de Photinus pyralis ter sido a primeira a ser conhecida [657]
e de a superfamilia se ter formado pelo reconhecimento de que as novas estruturas que iam
sendo desvendadas tinham semelhangas com a da luciférase. Por comparagéo das estruturas
primarias das enzimas dessa superfamilia foram identificados trés motivos sequenciais que se
cré estarem envolvidos na formagio e na ligagdo do luciferil- e do desidroluciferil-adenilato a
enzima (ver capitulo 1.7).

A equipa de Brick estudou recentemente, por cristalografia de raios X, a luciférase de
Photinus pyralis tendo concluido que podia ser descrita como sendo formada por dois
dominios separados por uma fenda [664]. Os aminodcidos constituintes dos motivos
sequenciais que se cré participarem na formagdo do centro activo estavam situados em lados
opostos da fenda e na ponte que une os dois dominios [664]. A distincia entre os dois dominios
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era demasiado elevada para se poder aceitar como possivel que pudessem, simultaneamente,
interagir com os substratos tendo-se admitido que, apos a ligagdo dos substratos, a luciférase
deveria sofrer uma alteragdo conformacional envolvendo a aproximagao entre os dois dominios
e o estreitamento da fenda [664]. Esta hipotese ganhou uma maior credibilidade apéds o estudo,
da mesma equipa e também por cristalografia de raios X, da estrutura do complexo enzima-
substratos, de uma outra enzima da mesma superfamilia: a sintétase 1 de gramicidina S de
Bacillus brevis [665]. Os dois dominios desta enzima, quando complexada com os substratos,
estavam muito proximos entre si € os substratos estavam encaixados na fenda formada pelos
dois dominios [665].

A luciférase nativa de Photinus pyralis foi purificada e cristalizada ainda nos anos
cinquenta tendo a sua massa molecular sido estimada por centrifuga¢io analitica em 100 kDa
[614]. Noutros estudos posteriores em que se usou filtragdo em gel [630] e SDS-PAGE [666]
foram determinadas massas moleculares de 47 kDa e 66 kDa, respectivamente. A identificagdo
do gene veio demonstrar que a sua massa molecular ¢ de 60746 Da e que é composta por 550
aminoacidos [657]. Ndo € de excluir a possibilidade de que, em concentra¢des elevadas, a
enzima possa estar agregada formando dimeros [587].

1.6.a.5- Aspectos de aplicagio da reac¢do bioluminescente da luciférase no
doseamento do ATP e em estudos de regulagdo da expressdo de genes.

A grande especificidade da luciférase de Photinus pyralis relativamente ao substrato
ATP foi reconhecida nos finais dos anos quarenta [597, 598]. Os primeiros estudos
demonstrando o interesse pratico do sistema luciférase-luciferina no doseamento do ATP sdo
do inicio dos anos cinquenta [642]. Em condigdes de ensaio adequadas a velocidade de
producgdo de luz nos primeiros segundos ou minutos de reac¢do ou a quantidade total de luz
produzida durante um determinado periodo de tempo € proporcional & concentragdo de ATP no
meio de ensaio; os métodos de analise baseados neste principio sd3o muito sensiveis e 0 seu uso
estd hoje generalizado [579, 586, 590, 591, 619, 620, 642, 667-670]. A variabilidade da
sensibilidade dos diferentes lumindmetros e da actividade das diferentes prepara¢des enzimicas
disponiveis no mercado assim como a sensibilidade do sistema a, aparentemente, pequenas
modificagdes nas condi¢des de ensaio e a interferéncia de maltiplas substincias explica que
sejam indispensaveis estudos de calibragem prévia a sua utilizagdo [590, 619, 620, 631, 655,
667] e que o uso de padrdes internos tenha sido recomendado [631, 653, 667].

O gene da luciférase de Photinus pyralis tem sido amplamente usado como gene
reporter no estudo de mecanismos de regulagdo da expressdo de genes [531, 589, 592, 593,
637, 644, 671]. A inexisténcia de enzimas com actividade bioluminescente na maioria dos
seres vivos e a sensibilidade dos métodos de detec¢do de luz fez com que a criagdo de genes
recombinantes, contendo ndo s6 os promotores a estudar mas também o gene da luciférase, se
tornasse num método muito popular de investigagdo [589, 592, 593, 637, 644, 657, 671]. Pelo
menos num trabalho experimental o gene da luciférase de Photinus pyralis foi usado para o
estudo da regulagdo da sintese de uma sintétase de acil-CoA, concretamente, o estudo da
regulacdo da sintese de ACS1 de rato [531]. Nestes estudos usam-se, habitualmente, altas
concentragbes de ATP e luciferina e um dos problemas ¢ que esta estratégia. aumentando a
sensibilidade do sistema, diminui o periodo de tempo em que a luz mantém velocidades de
produgdo elevadas; por esse motivo o uso de substincias que, como a coenzima A, estabilizam
a velocidade de produgdo de luz ao longo do tempo tém aqui uma aplicagéo pratica importante
[637].
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1.6.b- Sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados pela luciférase de Photinus
pyralis.

Estudos no laboratorio de Sillero e Sillero, iniciados em 1990, mostraram que a
luciférase de Photinus pyralis também podia catalisar a sintese de dinucleosideos
polifosfatados [363-367] € que a reac¢do depende da presenga de luciferina [363, 364] ou de
analogos que o podem substituir; concretamente, observou-se ser o caso da desidroluciferina
ou da 6’ -etil-luciferina [366]. Até a realizagdo de um dos trabalhos apresentados no corpo
desta memoria [Artigo IV] admitia-se que, quando era a luciferina que era adicionada ao meio
de ensaio, o intermediario na sintese de ApsA era, mesmo na presenga de oxigénio, o anidrido
luciferil-adenilato formado a partir de ATP e luciferina (ver equagdo 31) [363-367]. O
complexo Eeluciferil-adenilato, tal como o complexo intermediario similar, referido a propdsito
das sintétases de aminoacil-tRNA (ver capitulo 1.4.c.1), poderia transferir o residuo adenilato
para uma segunda molécula de ATP com consequente sintese de Ap,A (ver equagdo 34) [363].
Neste processo reactivo, encarado como um todo (ver equagdo 9), a luciferina ndo seria
consumida e desempenharia, tal como os aminoacidos na reacgdo homoéloga das sintétases de
aminoacil-tRNA, o papel de um cofactor essencial [363, 364]. A reversibilidade da reac¢do de
sintese de ApsA foi demonstrada: a adi¢do conjunta de ApsA e PPi levava a formagdo de ATP
[364].

E + ATP + LH, =—= E-LH,-AMP + PPi G1)
EsLH,-AMP + ATP =—= Ap,A + LH, +E (34)
2 ATP =—= Ap.A + PPi ©9)

O oxigénio é um dos reagentes indispensaveis na reacgdo de produgio de luz [565-
569, 599] mas ndo parecia desempenhar qualquer papel no processo de sintese de ApsA [366].

De modo analogo ao que acontecia no caso das sintétases de aminoacil-tRNA também
aqui a PPase estimulava marcadamente esta reacgdo [363]. Também se observou ser
indispensavel a presenga de um catido bivalente e que as concentragdes de catido bivalente em
que se observava actividade maxima eram, pelo menos quando a concentragdo de ATP era 2
mM, equimolares com o ATP ou ligeiramente superiores; o Mg* era o metal que mostrava
maior eficdcia enquanto que o Zn**, 0 Co™ e o Mn®*" mostravam uma eficacia intermédia e o
Ca®" era muito menos eficaz [364]. O pH 6ptimo da actividade de sintese de Ap;A era de cerca
de 5,7 [364], um valor bastante mais baixo que o determinado para a actividade de produgéo
de luz que se situa em cerca de 7,5-8 [598, 605, 614, 619]. O K, do ATP na reacgdo de
sintese de Ap.A foi avaliado em 4 mM [364].

A especificidade de substratos nas reacgdes de sintese de dinucleosideos polifosfatados
catalisada pela luciférase também foi estudada. A adi¢do ao meio de ensaio de dATP, psA ou
GTP como Gnicos nucleotideos (em substituigdo do ATP) levou, respectivamente, a formagio
de dAp.dA, ApsA e GpsG; relativamente & actividade de sintese de Ap,A (9 mU/mg de
proteido) estas actividades foram, respectivamente, 33%, 44% e 9% [364]. Néo foi observada
sintese de dinucleotideos quando o meio de ensaio continha como unicos substratos a3~
metileno-ATP, PB,y-metileno-ATP, ATPaS ou ATPyS [364]. Quando o meio de ensaio
continha, conjuntamente, ATP e a,B-metileno-ATP ou ATPaS em concentragdes semelhantes
(cerca de 1-2 mM) observou-se sintese de ApsA, como era previsivel, mas também marcada
sintese de o,p-metileno-ApsA ou ApsAaS, respectivamente [364]. Contrastando com este
resultado ndo foi obtida sintese de B,3-metileno-ApsA, ApsABS ou ApsA quando o meto de
ensaio continha ATP e B,y-metileno-ATP, ATPyS ou ADP [364]. A adi¢do conjunta ao meio
de ensaio de ATPyS e variados mononucleosideos trifosfatados (GTP, dGTP, UTP, CTP,
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dCTP, XTP, TTP, ITP e dITP) e p,G permitiu a sintese de heterodinucleosideos tetra e
pentafosfatados (ApsG, Aps«dG, ApsU, Ap,C, Ap,dC, ApsX, ApidT, Apal, Apidl e ApsG,
respectivamente) sendo o valor destas actividades de sintese semelhantes as observadas para a
sintese de ApsA [365]. Estes resultados levaram Sillero e colaboradores [364] a concluir que
os substratos preferidos para a sintese do complexo Eeluciferil-nucleotidato eram nucleotideos
de adenina contendo uma cadeia de trés ou mais fosfatos e um fosfato a intacto e que, para
reagir com aquele complexo, era essencial a presenga de um nucleotideo com pelo menos uma
cadeia de trés fosfatos tendo os dois fosfatos terminais intactos. Para além dos
mononucleosideos trifosfatados acima referidos demonstrou-se que polifosfatos lineares
constituidos por 3 a 20 residuos fosfato (P,) eram também aceitadores de adenilato; na
presenga conjunta de ATP e destes polifosfatos formavam-se mononucleotideos de adenina
contendo mais um fosfato que o polifosfato aceitador (pn+yA) [365]. Os mononucleosideos
polifosfatados formados eram aceitadores de adenilato o que permitiu a sintese de
dinucleosideos polifosfatados com um numero variado de fosfatos; usando, por exemplo, como
substratos Ps e ATP foi possivel observar a formagdo de Ap,A [365]. Na presenga de ATP e
P;, em igual concentragio (2 mM), e de PPase observou-se a formagdo de psA, ApsA e ApsA.
Ao fim de duas horas de incubagdio a percentagem de equivalentes de adenina era muito
superior no p,A (44%), ou mesmo no ApsA (23%) que no Ap,A (14%); nas condigdes de
ensaio utilizadas, o P; ¢ o p4A foram melhores aceitadores de adenilato que o ATP. Também o
P, (sintese de psA) era melhor aceitador de adenilato que o ATP [365].

As concentragdes de ATP e de enzima habitualmente utilizadas para o estudo deste
tipo de actividades foram sempre varias ordens de grandeza superiores as que sdo
habitualmente usadas para os estudos de bioluminescéncia e de doseamento do ATP [363-367,
590, 616, 631, 634]. A evolugdo das duas actividades ao fongo do tempo era também muito
distinta: enquanto, pelo menos nestas condigdes experimentais, a actividade de produgfo de luz
decaia rapidamente em segundos sendo o clardo visivel a olho nu, a actividade de sintese de
Ap:A mantinha-se, na presenga de PPase e desde que houvesse substrato (ATP) disponivel,
praticamente constante durante horas [366].

Curiosamente, a leitura atenta de um artigo publicado em 1956 por McElroy ¢ Green
[600] mostra que estes investigadores, usando concentragdes de luciférase de Photinus pyralis
e de ATP da mesma ordem de grandeza das que sdo hoje usadas para a sintese de Ap4A,
estudaram nessa época a sintese de PPi ndo se tendo apercebido que um dos produtos
formados no seu sistema de ensaio era, a luz dos conhecimentos actuais, Ap;A e ndio AMP
como suponham. Estes autores observaram que, na presenga de PPase ¢ luciferina, o consumo
de ATP e a sintese de Pi (produto da hidrolise do PPi) se mantinham a velocidade
sensivelmente constante durante horas enquanto que a emissdo de luz praticamente desaparecia
ao fim de poucos minutos [600]. Observaram ainda que, ao contrario da produgdo de luz, o
fenémeno nio dependia da presenga de oxigénio e que a desidroluciferina formada durante a
reacgdo (na época chamada de oxiluciferina; ver capitulo 1.6.a.3) podia substituir a luciferina
[600]. Outro estudo da equipa de McElroy publicado em 1958 [604] também mostrou que o
anidrido desidroluciferil-adenilato sintetizado quimicamente podia, na presen¢a de enzima,
reagir quer com o PPi quer com o ATP gerando desidroluciferina. Se, no caso do PPi, o
processo reactivo foi correctamente interpretado como uma consequéncia da pirofosforélise do
desidroluciferil-adenilato, no caso do ATP, os autores presumiram que este nucleotideo induzia
a hidrdlise deste anidrido [604].

A circunstincia de as actividades de sintese de Ap4A serem comodamente estudas in
vitro usando concentragdes elevadas de luciférase ndo significa necessariamente que a
contribui¢io desta enzima para a sintese de Ap,A nas lanternas dos pirilampos seja irrelevante.
Foi recentemente observado que apesar da elevada actividade da dinucleosideo-tetratosfatase
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assimétrica neste tecido do Photinus pyralis a concentragdo de ApsA ¢ semelhante a existente
noutros tecidos deste insecto [16].

1.7- Semelhanc¢as estruturais e funcionais entre sintétases de acil-CoA,
luciférases de insectos coledpteros e outras enzimas da superfamilia
da luciférase.

Nas sintétases de acil-CoA de cadeia longa, mais concretamente na regido LS1, a
regido semelhante as luciférases de insectos coledpteros mais proxima da extremidade amina
livre (ver capitulo 1.5.b.3), existe um motivo sequencial [514] que, de acordo com Chang e
colaboradores [672], designaremos como motivo I. Este motivo pode, na sua versdo mais
abrangente, ser escrito como se segue: [LIVMFY]-x,-[STG]-[STAG]-G-[ST]-{STEI}-[SG]}-x-
[PASLIVM]-[KR] (Prosite PS00455) [673]. Versdes menos abrangentes desta sequéncia
foram originalmente descritas por Toh (S-G-[ST]-T-G-x-P-K-G) [674] e por Babbitt e
colaboradores ([TS]-[SG]-G-[ST]-[TE]-G-x-P-K-G) [675] no inicio dos anos noventa. O
motivo I é comum as enzimas conhecidas como fazendo parte da superfamilia da luciférase
[673]. Esta superfamilia inclui para além das luciférases de insectos coleopteros (EC
1.13.12.7) [595, 657-663], das sintétases de acil-CoA de cadeia longa (EC 6.2.1.3) [444, 493,
506-521] ou muito longa [548, 549] e das sintétases de acetil-CoA (EC 6.2.1.1) [418-427] de
varias origens, outras enzimas como sintétases de 4-coumaril-CoA de plantas (EC 6.2.1.12)
[676-678], a sintétase de 4-clorobenzoil-CoA de bactérias [675, 679], a sintétase de colil-CoA
de Eubacterium [680], a sintétase de carnitil-CoA de Escherichia coli [681], a sintétase de o-
succinilbenzoil-CoA de Bacillus subtilis (EC 6.2.1.26) [682], a sintétase 1 de gramicidina S de
Bacillus brevis (EC 5.1.1.11) [683, 684], a sintétase 2 de gramicidina S de Bacillus brevis
[685, 686], a sintétase 1 de tirocidina de Bacillus brevis [687], sintétases de d-(L-a-
aminoadipil)-L-cistinil-D-valina de varios fungos [688-691], os componentes E ¢ F do
complexo sintase de enterobactina de Escherichia coli [692, 693], a reditase de a-
aminoadipato de Saccharomyces cerevisiae (EC 1.2.1.31) [694], a sintétase de indolacetil-
lisina de Pseudomonas savastanoi (EC 6.3.2.20) [695] e ainda um proteido envolvido no
transporte de acidos gordos de cadeia longa através da membrana celular em mamiferos [696,
697].

Um outro motivo sequencial, designado como motivo II ((YLWF]-[GSMW]-x-[TA]-
E) por Chang e colaboradores [672], foi também identificado em muitos dos proteidos desta
superfamilia incluindo a luciférase de Photinus pyralis € uma sintétase de acil-CoA,
concretamente a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas oleovorans.

Com base em estudos comparativos da estrutura primdria de sintétases de acil-CoA de
varias origens Black e colaboradores [698] identificaram, em 1996, um outro motivo
sequencial (motivo III [672]) contendo 25 aminoacidos, comum as sintétases analisadas e que,
na sua versdo mais abrangente, pode ser escrito da seguinte maneira: [DN]-G-W-[LMF]-
[HASKR]-T-G-D-[IV]}-[GVA]-x-[WMI]-x-[PESAG]-x-[GY]-x-[LMIV]-[KRTS]-[IV]-[IVC]-
D-R-[KAVR]-K. No caso das sintétases de acil-CoA de cadeia longa o motivo III esta presente
na regido LS2, a regido semelhante as luciférases de insectos coledpteros mais proxima da
extremidade carboxilica livre (ver capitulo 1.5.b.3) [514]. Se se considerarem versdes mais
curtas (por exemplo [LY]-[RH]-[ST]-G-D) este motivo existe também na estrutura das
luciférases de insectos coledpteros, nas sintétases de 4-coumaril-CoA de plantas e noutras
enzimas da superfamilia da luciférase [672, 698].

A analise, mais ou menos abrangente, das semelhangas, quer estruturais quer funcio-
nais, entre os proteidos referidos acima foi sendo feita por muitos autores ao longo da ultima
década [506-511, 514, 519, 548, 587, 588, 595, 661-663, 672, 674, 675, 678, 680, 686, 691,
698-704]. Para além das semelhangas estruturais, com graus de identidade entre enzimas
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catalisando reacg¢des distintas rondando os 20-30% [672, 680], muitas das enzimas acima
referidas parecem partilhar também um mecanismo enzimico semelhante. Esse mecanismo
envolveria, num primeiro passo, a transferéncia do residuo adenilato do ATP para um
substrato carboxilico com a sintese de um anidrido acil-adentlato e libertagdo de PPi e, num
segundo passo, a transferéncia do residuo acil para um grupo tiol.

Nalguns casos o grupo tiol existe na coenzima A que € um dos substratos consumidos
no processo reactivo e as enzimas sdo mesmo denominadas como sintétases de acetil-CoA,
acil-CoA, 4-coumaril-CoA, 4-clorobenzoil-CoA, o-succinilbenzoil-CoA, carnitil-CoA e colil-
CoA. Noutros casos, no processo catalitico, o grupo tiol da 4’-fosfopanteteina (ligada de
forma covalente as enzimas) forma tioésteres com determinados substratos (como aminodcidos
ou outros dcidos carboxilicos) e estes tioésteres sdo intermediarios no mecanismo enzimico; € o
caso das sintétases | e 2 de gramicidina S, da sintétase | de tirocidina, da sintétase de d-(L-a-
aminoadipil-L-cistinil-D-valina) e¢ da sintétase de enterobactina [693, 704-708]. O
envolvimento de grupos tiol pode, contudo, ndo ser uma caracteristica comum a todas as
enzimas desta superfamilia; tanto quanto sabemos, este envolvimento néo foi demonstrado nos
casos da redutase de a-aminoadipato, da sintétase de indolacetil-lisina ¢ do transportador de
dcidos gordos de cadeia longa.

A formagdo de acil-adenilatos foi demonstrada isolando e identificando estes interme-
didrios em sistemas de ensaio adequados ou inferida da observagdo que a reac¢dio de troca
ATP-PPi dependia da adi¢cdo ao meio de ensaio de um 4cido carboxilico especifico que era
substrato noutra reac¢do catalisada pelas mesmas enzimas. Um ou ambos os tipos de
evidéncias foram observados nos casos das sintétases de acetil-CoA [431, 554, 557], acil-CoA
de cadeia média [431, 558], 4-coumaril-CoA [709], 4-clorobenzoil-CoA [710], colil-CoA
[680]. &-(L-a-aminoadipil-L-cistinil-D-valina) [704, 705, 707], enterobactina {693, 711],
assim como nos casos da redatase de oc-aminoadipato [712, 713], da luciférase [600, 605,
647], das sintétases 1 ¢ 2 de gramicidina S [704, 705, 714] e da sintétase 1 de tirocidina [715,
716].

Como referido no capitulo 1.6.a.2 a luciférase de Photinus pyralis e, presumivel-
mente, outras luciférases que partilham a mesma luciferina catalisam a formagdo de luciferil-
adenilato [605] ou desidroluciferil-adenilato [647] e, no caso do desidroluciferil-adenilato, o
residuo desidroluciferina pode ser transferido para a coenzima A [643, Artigos III e [V]. A
semelhanga funcional entre as sintétases de acil-CoA e a luciférase foi, ainda nos anos
cinquenta, realcada por Berg [430] e objecto de andlise ampla, em 1967, por McElroy e
colaboradores [582].

As actividades de transferéncia do residuo adenilato do ATP para polifosfatos ou
mononucleotideos com formagdo de mono ou dinucleosideos polifosfatados catalisadas pela
sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae ou pela luciférase de Photinus pyralis
foram discutidas nos capitulos 1.5.a.2 e 1.6.b. O aprofundamento do estudo destas actividades
da luciférase e a revelagdo da sua existéncia no caso da sintétase de acil-CoA de Pseudomonas
Jfragi foram o objecto dos trabalhos que constituem o corpo desta memoria [Artigos [ a [V].

Como referido no capitulo 1.6.a.4, entre as enzimas da superfamilia da luciférase,
foram estudadas por cristalografia de raios X a luciférase de Photinus pyralis [664] e a
sintétase | de gramicidina S de Bacillus brevis [665]. Nestas duas enzimas, considerando a
sua estrutura tridimensional que €, como se previa, semelhante em muitos aspectos, 0s motivos
sequenciais [, 1I e III estdo situados muito proximos uns dos outros participando na formagéo
do centro activo [664, 665]. A sintétase | de gramicidina S catalisa a sintese de fenilalanil-
adenilato a partir de ATP e L-fenilalanina, a transferéncia da L-fenilalanina para um residuo
4’-fosfopanteteina ligado a propria enzima e a racemizag@o da L-fenilalanina a D-fenilalanina
[683, 704, 705, 717]. A cristalizagdo desta enzima foi feita na presenga de ATP ¢ L-
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fenilalanina; na estrutura cristalina obtida ndo estava presente fenilalanil-adenilato mas sim
AMP e L-fenilalanina cujo posicionamento sugeria que tinha ocorrido hidrolise do anidrido
mantendo-se os seus componentes no mesmo local onde existiam antes da hidrolise [665]. Seis
dos treze residuos aminoéacidos que interagiam, em ligagdes de tipo i6nico ou hidrogénio, com
a fenilalanina e 0 AMP, eram componentes dos motivos sequenciais I, 11 ou III [665].
Curiosamente, com a excepgdo de um residuo que se ligava ao fosfato o do AMP, a maioria
dos aminoacidos do motivo [ estavam colocados numa posi¢do que sugeria a possibilidade de
este motivo poder ligar os fosfatos e y do ATP [665].

Estudos de Chang e colaboradores [672] sobre o efeito de substituicdes de amino-
acidos nos motivos sequenciais I e Il na actividade da sintétase da 4-clorobenzoil-CoA de uma
estirpe de Pseudomonas (CBS3) comprovaram a importancia destes motivos na formagdo do
4-clorobenzoil-adenilato. A forma nativa da enzima contém os aminoacidos correspondentes ao
motivo I entre as posi¢des 158 ¢ 169 (V-F-Y-T-S-G-T-T-G-L-P-K) € os correspondentes ao
motivo II entre as posi¢des 302 e 306 (Y-G-T-T-E) [675]. A substitui¢do da prolina 168 por
alanina (P168A) anulava quer a actividade de sintese de 4-clorobenzoil-adenilato (estudada na
auséncia de coenzima A) quer a de sintese de 4-clorobenzoil-CoA [672]. As outras quatro
substitui¢des testadas (G163[, G166I, K169M e E306Q) provocaram em todos os casos
diminuicdo nas constantes de velocidade associadas a formagdo do 4-clorobenzoil-adenilato e
diminuicdo da concentragio de equilibrio deste intermedidrio [672]. Em geral, na reacgdo de
sintese de 4-clorobenzoil-CoA observaram-se aumentos nos valores do K, do ATP ¢ do 4-
clorobenzoato que contrastavam com efeitos pouco marcados, ou mesmo nulos, no K da
coenzima A [672].

A sintétase de acil-CoA de Escherichia coli contém o motivo III entre as posi¢des 431
e 455 que, no caso concreto, é constituido pela seguinte sequéncia: N-G-W-L-H-T-G-D-I-A-
V-M-D-E-E-G-F-L-R-I-V-D-R-K-K [518, 519]. Observou-se que a substitui¢do por alanina
de diferentes aminoacidos nesta sequéncia anulava a actividade catalitica ou alterava a sua
especificidade no que se refere ao substrato acido gordo; por exemplo, a substitui¢do dos
residuos valina 451 (V), aspartato 452 (D) ou lisinas 454 ¢ 455 (K) provocava diminui¢do da
actividade relativamente ao 4cido oleico e aumento ou diminui¢do discreta relativamente ao
acido decanoico [698]. Estes dados levaram Black e colaboradores [698] a sugerir que este
motivo sequencial poderia estar envolvido na ligagdo do acido gordo as sintétases de acil-CoA
ou, no caso doutras enzimas da mesma superfamilia, na ligagdo do substrato carboxilico.

As evidéncias acumuladas parecem mostrar que as semelhangas estruturais acima
discutidas impdem mecanismos de catélise semelhantes. E, no entanto, dificil de excluir a
possibilidade de que existam excepgdes. Para além do caso das diversas sintétases de acil-CoA
nomeadamente as de cadeia longa ja discutido no capitulo 1.5.d.2, ndo existem, tanto quanto
sabemos, evidéncias da formacdio de acil-adenilatos durante a actividade biologica das
sintétases de carnitil-CoA, de o-succinilbenzoil-CoA e de indolacetil-lisina assim como do
transportador de acidos gordos de cadeia longa. Por outro lado, outras enzimas onde se
comprovou a formagdo de acil-adenilatos ndo tém semelhangas estruturais com as enzimas da
superfamilia das luciférases; um exemplo flagrante € o caso das sintétases de aminoacil-tRNA
[664, 675, 686, 718]. A semelhanga funcional das sintétases de aminoacil-tRNA com enzimas
que hoje se agrupam na superfamilia da luciférase (luciférase de insectos coledpteros e
sintétases de acil-CoA) foi, ainda nos anos sessenta, realgada por McElroy e colaboradores
[582]. Esta semelhanga pode ser mais ampla do que € habitualmente considerada: no caso das
sintétases de isoleucil-, metionil-, asparagil- e seriltRNA de Escherichia coli foi,
recentemente, demonstrada a possibilidade de os aminodcidos poderem, na presenga de ATP ¢
coenzima A, ser transferidos para a coenzima A gerando como produtos os respectivos
tioésteres, AMP e PPi [719].
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2— SINTESE DE MONO E DINUCLEOSIDEOS POLIFOSFATADOS PELA
SINTETASE DE ACIL-COA DE PSEUDOMONAS FRAGIE PELA

LUCIFERASE DE PHOTINUS PYRALIS
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2.1- A sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi catalisa a sintese de
adenosina-5’-polifosfatos e dinucleosideos polifosfatados.

Artigo I

Acyl-CoA Synthetase from Pseudomonas fragi
catalyzes the synthesis of adenosine 5’-
polyphosphates and dinucleoside polyphosphates.

Rui Fontes, Maria A. Giinther Sillero and Antonio Sillero.

J Bacteriol (1998) 180: 3152-3158
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Acyl coenzyme A (CoA) synthetase (EC 6.2.1.8) from Pseudomonas fragi catalyzes the synthesis of adenosine
5'-tetraphosphate (p,A) and adenosine 5'-pentaphosphate (p;A) from ATP and tri- or tetrapolyphosphate,
respectively. dATP, adenosine-5'-O-{y-thiotriphosphate] (ATPvS), adenosine(5’)tetraphospho(5')adenosine
(Ap,A), and adenosine(5')pentaphospho(5’)adenosine (ApsA) are also substrates of the reaction yielding
p4(d)A in the presence of tripolyphosphate (P,). UTP, CTP, and AMP are not substrates of the reaction. The
K, values for ATP and P, are 0.015 and 1.3 mM, respectively. Maximum velocity was obtained in the presence
of MgCl, or CoCl, equimolecular with the sum of ATP and P;. The relative rates of synthesis of p,A with
divalent cations were Mg = Co > Mn = Zn >> Ca. In the pH range used, maximum and minimum activities
were measured at pH values of 5.5 and 8.2, respectively; the opposite was observed for the synthesis of
palmitoyl-CoA, with maximum activity in the alkaline range. The relative rates of synthesis of palmitoyl-CoA
and p_A are around 10 (at pH 5.5) and around 200 (at pH 8.2). The synthesis of p,A is inhibited by CoA, and
the inhibitory effect of CoA can be counteracted by fatty acids. To a lesser extent, the enzyme catalyzes the
synthesis also of Ap,A (from ATP), Ap;A (from p,A), and adenosine(5')tetraphospho(5')nucleoside (Ap,N)
from adequate adenylyl donors (ATP, ATPYS, or octanoyl-AMP) and adequate adenylyl acceptors (nucleoside

triphosphates).

Dinucleoside polyphosphates have been detected in a wide
variety of eukaryotic and prokaryotic organisms (13). In higher
organisms, their concentrations are generally on the order of
0.01 to | wM. Human blood platelets and chromaffin cells of
bovine adrenal medulla contain diadenosine polyphosphates
located in the dense bodies (10, 26, 35) and chromaffin gran-
ules (32, 38), respectively, where they may reach higher local
concentrations. The occurrence of dinucleoside polyphos-
phates has been described for lower eukaryotic (Saccharomyces
cerevisiae, Dictyostelium discoideum, and Physarum polyceph-
alum) and for prokaryotic (Salmonella typhimurium, Esche-
richia coli, and Clostridium acetobutylicum) organisms (13).

Dinucleoside tetraphosphates participate in the control of
purine nucleotide metabolism (36), where Ap,A is an activator
of both the IMP-GMP-specific cytosolic 5'-nucleotidase (EC
3.1.3.5) and AMP deaminase (EC 3.5.4.6) (K,, micromolar
range) and Gp,G is an activator of GMP reductase (EC
1.6.6.8) (K,, nanomolar range) (36). As the concentration of
dinucleoside polyphosphates increases under unfavorable en-
vironmental conditions, they have been implicated in the cel-
lular response to stress (31). A role of Ap,A in DNA synthesis
has been proposed elsewhere (14). Dinucleoside polyphos-
phates are also transition state analogs of some kinases (37).
More recently, the dinucleoside triphosphatase activity of a
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putative tumor suppressor gene product has been described
3).

The nucleoside 5'-polyphosphates (p,N) are another family
of related compounds, p,A has been detected in rabbit and
horse muscle (41), rat liver (44), S. cerevisiae spores (19), and
chromaffin granules (38). As p A is a very strong inhibitor (X,
nanomolar range) of asymmetrical dinucleoside tetraphos-
phatase (EC 3.6.1.17) (22), changes in the level of p,A could
affect the concentration and physiological roles of Ap,A.
Other enzymes known to be inhibited (K;, micromolar range)
by p,N are guanylate cyclase (EC 4.6.1.2) (p,A and p,G) (18)
and phosphodiesterase I (EC 3.1.4.1) (p,G) (9). Effects of p,A
on the tone of the vascular system, mediated by P, receptors,
have also been described elsewhere (21).

The cellular level of dinucleoside polyphosphates results
from their rate of degradation and synthesis. The following
specific enzymes, implicated in the cleavage of dinucleoside
polyphosphates, have been described (see reference 15 for a re-
view): asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase (EC 3.6.1.17),
symmetrical dinucleoside tetraphosphatase (EC 3.6.1.41),
dinucleoside tetraphosphate phosphorylase (EC 2.7.7.53), and
dinucleoside triphosphatase (EC 3.6.1.29). In addition, there
are other unspecific enzymes able to catalyze the hydrolysis of
dinucleoside polyphosphates like E. coli 5'-nucleotidase (34)
and phosphodiesterase [ (9, 15, 26).

This paper deals with the synthesis of (di)nucleoside
polyphosphates. It has been known since 1966 that some ami-
noacyl tRNA synthetases (30, 45) catalyze the synthesis of
Ap,A through reactions 1 and 2:

E + amino acid + ATP — E - aminoacyl-AMP + PP,
(reaction 1)
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E - aminoacyl-AMP + ATP — Ap,A + amino acid + E
(reaction 2)

The possibility that other enzymes (mainly synthetases and
some transferases) which catalyze the formation of AMP, via
nucleotidyl-containing intermediates and by releasing PP,
could catalyze the synthesis of dinucleoside polyphosphates
was later raised (17). Luciferase (EC 1.13.12.7), considered as
an oxidoreductase, catalyzes the synthesis of Ap,A with ATP
as substrate and luciferin as an essential activator (27, 40):

E + luciferin + ATP — E- LH,-AMP + PP,
E-LH,-AMP + NTP — Ap,N + luciferin + E

Acetyl-CoA synthetase (EC 6.2.1.1) from S. cerevisiae also
catalyzes the synthesis of p,A and psA, from ATP and P, and
P,, respectively (16). In the reactions catalyzed by luciferase
and acetyl-CoA synthetase, ATP is a very good substrate for
the formation of the E - X-AMP complex (X = the appropriate
acyl residue), whereas any NTP (or even Py) is an acceptor
(particularly in the case of luciferase) of the AMP moiety of
the complex, provided that it has an intact terminal pyrophos-
phate (27, 40).

Here we show that acyl-CoA synthetase from Pseudomonas
fragi catalyzes the synthesis of p,A, psA, Ap,A, ApsA, and a
variety of Ap,Ns. In our view, these findings widen the knowl-
edge of the mechanisms of synthesis of (di)nucleoside polypho-
sphates in prokaryotes and, by extrapolation, also in eu-
karyotes.

(reaction 3)

(reaction 4)

MATERIALS AND METHODS

Abbreviations. The abbreviations used arc as follows: p,A, adenosine 3'-
tetraphosphate; psA, adenosine 3'-pentaphosphate; p,G. guanosine 5'-tetra-
phosphate; p,N, nucleoside 5'-tetraphosphate; P,, tripolyphosphate: P,, tetra-
polyphosphate; Ap,A, adenosine(5')diphospho(5’)adenosine; Ap,A, adenosine
(5")triphospho(5')adenosine; Ap,A, adenosine(5')tetraphospho(5')adenosine;
ApsA, adenosine(5')pentaphospho(5’)adenosine; ApyN, adenosine(5')tetra-
phospho(5')nucleoside: Ap,C, adenosine(5'Ytetraphospho(3')cytosine; Ap,dC,
adenosine(5")tetraphospho(5'}deoxycytosine: Ap,G, adenosine(5')tetraphospho
(5')guanosine; Ap,dG, adenosine(5')tetraphospho(5')deoxyguanosine; Ap,X,
adenosine(5")tetraphospho(5')xanthosine; Ap,U, adenosine(5')tetraphospho
(5")uridine; Ap,dT, adenosine(5")tetraphospho(5')thymidine; Gp,G, guanosine
(5")tetraphospho(5')guanosine; NTP, nucleoside 3'-triphosphate; ATPS, aden-
osine 5’-O-[y-thiotriphosphate|; MES, 2-(N-morpholino)ethanosulfonic acid;
CoA, coenzyme A; octanoyl-AMP, octanoyl-adenylate; LH,-AMP, luciferyl-ad-
enylate; U, micromoles of product formed per minute; HPLC, high-performance
liquid chromatography; TLC. thin-layer chromatography.

Materials. Acyl-CoA synthetase from P. fragi was obtained from Boehringer
Mannheim. The lyophilized powder was, unless otherwise indicated, dissolved
(3.62 mg/ml}) in 25 mM HEPES-KOH (pH 7.6)-0.1 mM dithiothreitol-3% glyc-
erol-0.1% bovine serum albumin (solution E) (16). CoA, dithiothreitol, octanoic
anhydride, palmitic and octanoic acids, sodium tripolyphosphate, ammonium
tetrapolyphosphate, and the nucleotides were from Sigma or Boehringer Mann-
heim, except for dTTP (Pharmacia Biotech). Bovine serum albumin (fraction V,
fatty acid free) was from Boehringer Mannheim. [2,8-*H]ATP (45 Ci/mmol) was
from Amersham Life Scicnces, and [a-**P]ATP was from DuPont NEN. The
stock solutions of 1 mM octanoic acid and | mM palmitic acid were prepared by
adding enough KOH so that the pH was 7.5; in the case of palmitic acid, the
emulsion was further dispersed in 1% Triton X-100 or in 1% Triton X-100-3%
ethanol. Phosphodiesterase from Crotalus durissus (EC 3.1.4.1), alkaline phos-
phatase (EC 3.1.3.1) from calf intestine, and inorganic pyrophosphatase (EC
3.6.1.1) from yeast were purchased from Boehringer Mannheim. Asymmetrical
dinucleoside tetraphosphatase was purified from rat liver as described by Sillero
et al. (39). Octanoyl-AMP was prepared from AMP and octanoic anhydride as
previously described (43). HPLC chromatographs were from Hewlett-Packard or
Waters. Ultrafiltration was performed with microconcentrators with exclusion
limit membranes of 30 kDa (from Vivascience or Amicon Inc.).

Enzyme assays. All the assays were carried out at 30°C.

Synthesis of p,A. Unless otherwise indicated, the reaction mixtures (50 l)
contained 50 mM MES-KOH (pH 6.3), 0.1 mM dithiothreitol, | mM ATP, 10
mM P;, 11 mM MgCl,, and acyl-CoA synthetase (5 to 10 g of protein). The
reaction mixtures were analyzed by one of the following methods.

(i) TLC. Aliquots (3 to 4 pul) of the reaction mixtures were spotted on silica gel
plates (TLC UV254 fluorescent chromatographic plates; Merck) and developed
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in dioxane-ammonium hydroxide-water (6:1:6, by volume). When [2,8-*H]ATP
was used, the nucleotide spots, localized with 253-nm-wavelength light, were cut
and the radioactivity was counted. When [«->?P]JATP was used, the TLC plates
were directly analyzed in an InstantImager (Packard Instrument Co.).

(ii) HPLC. Aliquots of 10 to 20 pl of the reaction mixtures were diluted in
water, kept at 100°C for 90 s, chilled, filtered, and analyzed with Hypersil
octyldecyl silane columns (Hewlett-Packard). Elutions were performed at a con-
stant flow rate (0.5 ml/min} with a 20-min linear gradient (5 to 30 mM) of sodium
phosphate (pH 7.5) in 20 mM tetrabutylammonium bromide-20% methanol
(buffer A), followed by a 10-min linear gradient (30 to 100 mM) of sodium
phosphate (pH 7.5) in buffer A or isocratic buffer (15 or 25 mM sodium phos-
phate, pH 7.5, in buffer A).

Synthesis of palmitoyl-CoA. Unless otherwise indicated, the reaction mixtures
(50 pl) contained 50 mM Tris-HC! (pH 8.2), 0.1 mM dithiothreitol, | mM MgCl,,
I mM [2,8-"H]ATP, 1 mM CoA, 15 wl of the palmitic acid stock solution, and
acyl-CoA synthetase (0.27 ug of protein). The analysis of the assay mixtures was
carried out as described above, and the plates were developed in dioxane-
ammonium hydroxide-water (6:1:3). Activity was measured as the amount of
AMP formed.

Synthesis of Ap,A and ApsA. The reaction mixtures (0.6 ml) contained 50 mM
MES-KOH (pH 5.5), 0.1 mM dithiothreitol, 4 mM MgCl,, 4 mM ATP or p,A,
inorganic pyrophosphatase (1.5 pl), and acyl-CoA synthetase (89 g of protein).

Synthesis of Ap,G or Ap,C from ATP and GTP or CTP. The reaction mixtures
(0.1 ml) contained 50 mM MES-KOH (pH 6.3), 0.1 mM dithiothreitol, 0.63 mM
ATP, 3 mM GTP or CTP, 6 mM MgCl,, desalted inorganic pyrophosphatase (1.7
ul), and acyl-CoA synthetase (25 pg of protein).

Miscellaneous methods. Inorganic pyrophosphatase used to hydrolyze the PP,
produced during the enzyme assays or the PP; contaminating P; was a suspension
in ammonium sulfate solution (3.2 M). As the ammonium salts inhibited the
synthesis of pyA by acyl-CoA synthetase (unpublished results from this labora-
tory), pyrophosphatase was desalted by ultrafiltration before use.

HPLC gel filiration of acyl-CoA synthetase was carried out by injecting into a
Bio-Sil-Sec 250 column (600 by 7.5 mm; Bio-Rad) 0.5 mi of 1.8 mg of lyophilized
powder dissolved in 50 mM Na,SO,-20 mM sodium phosphate (pH 6.8) buffer.
Elution was performed at a constant flow rate (0.5 mi/min) with the same buffer.
Fractions of 0.25 ml were collected, and p,A and palmitoyl-CoA synthetic ac-
tivities were measured.

Contaminant ATP was removed from the acyl-CoA synthetase by dialysis for
about 30 h at 4°C. In the first 18 h, | ml of the enzyme preparation was dialyzed
against | liter of solution E without albumin replaced by 200 ml of sotution E in
the last 12 h.

Purification of the mono- or dinucleoside polyphosphates synthesized by acyi-
CoA synthetase was performed by TLC. The entire reaction mixtures were
heated at 100°C for 90 s (in the case of dinucleoside polyphosphates, the samples
were previously treated with alkaline phosphatase [10 ug of protein] for 2 h) and
filtered, and the total volume was spotted on silica gel plates along a line and
developed in dioxane-ammonium hydroxide-water as described above. The vis-
ible (under 253-nm-wavelength light) line spots corresponding to the nucleotides
were cut, concentrated by elution with dioxane-water (1:1), and finally extracted
with water.

RESULTS

Synthesis of adenosine 5'-polyphosphates (p,A and p;A)
from ATP and P,. A reaction mixture containing acyl-CoA
synthetase, ATP, MgCl,, inorganic pyrophosphatase, and P; or
P, accumulated compounds with chromatographic (TLC and
HPLC) mobilities similar to that of p,A or psA, respectively.
The synthesis of these compounds depended on the presence
of enzyme, and their concentration increased with the time of
incubation (Fig. 1A). The identity of the corresponding chro-
matographic peaks was assessed as p,A and psA by the fol-
lowing criteria: coelution with standards in TLC and HPLC,
absorption spectra, and treatment with alkaline phosphatase.
This treatment yielded ATP, ADP, AMP, and adenosine in the
case of p,A and the same products plus p,A in the case of psA
(Fig. 1B and C).

Synthesis of p,A and palmitoyl-CoA by the commercial en-
zyme preparations. (i) Nucleotide content. The aim of these
experiments was to test whether the synthesis of p,A was
catalyzed by the acyl-CoA synthetase or a contaminating en-
zyme(s) present in the commercial preparations. The thermal
inactivation profiles (heating the enzyme preparation at 65°C
for 0 to 60 min, followed by cooling on ice) of the activities of
synthesis of p,A and palmitoyl-CoA (measured as AMP
formed) were coincident, both decreasing to half of those of
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FIG. 1. (A) Synthesis of pyA and psA from ATP, P,, and P, catalyzed by
acyl-CoA synthetase. The rcaction mixturcs contained 1.15 mM ATP, 0.8 pl of
desalted inorganic pyrophosphatase, 5 mM P (lanes 2 to 6) or P, (lanes 7 to 11),
and acyl-CoA synthetase (4.9 ug of protein when the polyphosphate added was
P; or 9.8 pg of protein when it was P,); other conditions and TLC analysis
procedures were as described in Materials and Methods. Lanes: 1 and 12,
standards of p,A, ATP, ADP, AMP, and adenosine; lanes 2 and 7, the control
mixtures without acyl-CoA synthetasc after 2 and 4 h of incubation, respectively;
lanes 3 to 6, the complete mixture containing P; taken after 0, 0.5, 1, and 2 h of
incubation, respectively; lanes 8 to 11, the complete mixture containing P, taken
after 0, 1, 2, and 4 h of incubation, respectively. (B and C) Effect of alkaline
phosphatase on the presumptive pyA (B) and psA (C) synthesized. Similar
reaction mixtures (0.8 ml) were incubated for 7 or 36 h (in the case of Py or Py
as adenylyl acceptor substrate, respectively), and the presumptive p,A or psA
formed was purified (sce Materials and Methods) and characterized as follows:
reaction mixtures (1 ml) containing 50 mM MES-KOH (pH 6.7), 0.2 mM MgCl,,
and purified p,A (100 M) or psA (60 nM) were treated with alkaline phos-
phatasc (0.5 wg of protein); at the times indicated, aliquots were taken and
analyzed by HPLC. The numbers 0 to 5 on the top of the chromatographic peaks
correspond to adenosine, AMP, ADP, ATP, p,A, and psA, respectively.
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FIG. 2. Coelution of p,A and palmitoyl-CoA synthetic activities upon gel
filtration. A sample of acyl-CoA synthetase was applied to a Bio-Sil-Sec 250
column as described in Materials and Methods (inset); the arrow marks the
column void volume; peaks p and a correspond to protein and adenine nucleo-
tides, respectively. The activities of synthesis of p,A (@) and paimitoyl-CoA (O)
were studied with 15 and 0.33 wl of the column fractions, respectively; [2,8-
3HJATP was used as radioactive substrate. Other conditions were as described in
Materials and Methods. The broken line represents absorbance at 280 nm.

the nonheated enzyme preparation after 5 min at 65°C (data
not shown). The commercial enzyme preparation yielded two
peaks (p and @) upon elution from a Bio-Sil-Sec column (Fig.
2). Activities of synthesis of p,A and palmitoyl-CoA coeluted
exclusively with peak p, which also had a UV maximum at 280
nm. Peak a had a UV maximum similar to that of adenosine.
As some of the experiments performed here (for example,
determination of the K, value for ATP) required knowing the
nucleotide content of the commercial preparations, five lots of
acyl-CoA synthetase were analyzed by HPLC, with a Hypersil
octyldecyl silane column. In the enzyme preparations, the con-
centration of ATP varied between a maximum of 0.56 and a
minimum of 0.22 wmol/mg of lyophilized powder; p,A, ADP,
and AMP were always less than 0.003, 0.16, and 0.03 wmol/mg,
respectively, and no Ap,A or other nucleotide was detected.

(i) Metal requirement. The synthesis of p,A depended on
the presence of a divalent cation. Maximum activity was ob-
tained in the presence of MgCl, equimolar with the sum of
ATP and P,. Similar profiles were attained with MgCl, and
CoCl,; less activity was measured in the presence of MnCl, or
ZnCl,, whereas with CaCl,, the activity was even lower (results
not shown).

(iii) Effect of pH. The reaction mixtures for the synthesis of
p.A were carried out in 50 mM (each) buffers specified in Fig.
3. The maximal rate was observed at pH 5.5, and at higher pH
values, the activity decreased rather steadily. At pH 8.2, the
activity was still 40% of that attained at pH 5.5. The activity of
synthesis of palmitoyl-CoA, measured with the same buffers
and pH range values, was maximal at pH 8.2 and minimal at
pH 5.5 (Fig. 3). The relative rates of synthesis of palmitoyl-
CoA and p,A are ca. 10 (at pH 5.5) and ca. 200 (at pH 8.2).

Two opposite pH profiles for the same enzyme catalyzing
two different reactions were also reported in the case of acetyl-
CoA synthetase (synthesis of p,A and acetyl-CoA) and for
luciferase (synthesis of Ap,A and light production), with op-
timum pH values in the acid and alkaline range, respectively
(12, 16, 23, 40).

(iv) K, values in the synthesis of p,A. The K, value for P,
in the synthesis of p,A was determined in the presence of fixed
(1 mM) ATP, fixed (1 mM) free Mg”", and variable (1 to 10
mM) P, concentrations. In these conditions, the K, value
found for P, was 1.3 mM (results not shown). A K, value of 15

m
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FIG. 3. Effect of pH on the synthesis of p,A and palmitoyl-CoA catalyzed by
acyl-CoA synthetase. The reaction mixtures (30 ul) contained 30 mM MES-
KOH (pH 5.5 and 6.3), HEPES-KOH (pH 7.2), or Tris-HC!l (pH 8.2) and
[2.8-°H]ATP as radioactive substrate. In the case of psA synthesis, 8.3 pg of
protein was used: in the case of palmitoyl-CoA synthesis, the enzyme amount
varied between 2.0 (pH 5.5) and 0.4 (pH 8.2) ug of protein: other conditions
were as described in Materials and Methods.

uM for ATP was determined in the presence of 10 mM P, and
10.2 mM MgCl, (results not shown).

(v) Nucleotide specificity. The substrate specificity for the
synthesis of p,N was studied at pH 5.5 (50 mM MES-KOH) in
the presence of fixed concentrations of P, (10 mM), nucleotide
(I mM), MgCl, (Il mM), and inorganic pyrophosphatase
(0.4% [vol/vol]) and with an enzyme preparation from which
ATP had been removed by dialysis (see Materials and Meth-
ods). The following nucleotides were assayed as substrates:
ATP, ATPyS, dATP, Ap,A, ApsA, GTP, UTP, CTP, and
AMP. The concentration of acyl-CoA synthetase in the assay
containing ATP or ATPyS was 42 g of protein/ml and was six
times higher in the assays containing other nucleotides. The
reaction mixtures and appropriate controls without enzyme
were analyzed by HPLC after 0, 1, 6, and 24 h of incubation.
CTP, UTP, and AMP were not substrates. With the other
(di)nucleotide tested, enzyme-dependent synthesis of products
with chromatographic mobilities and spectra compatibte with
p.N was observed, the relative enzyme activities being as fol-
lows: ATP (100), ATPvS (75), dATP (55), ApsA (30), Ap,A
(15), and GTP (6).

(vi) Synthesis of diadenosine polyphosphates from ATP or
P.A. Acyl-CoA synthetase-dependent synthesis of Ap,A or
ApsA was observed in reaction mixtures containing ATP or
p.A, respectively (see Materials and Methods). The relative
activities of synthesis of p,A versus Ap,A and p,A versus
ApsA were around 100 and 40, respectively. The synthesized
diadenosine polyphosphates were purified and then character-
ized by treatment with phosphodiesterase from Crotalus duris-
sus or with asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase from
rat liver. Upon phosphodiesterase treatment, formation of
AMP and ATP from Ap,A and of AMP and p,A from ApsA
was firstly observed (results not shown). Upon dinucleoside
tetraphosphatase treatment, the products of hydrolysis of
Ap,A were AMP and ATP and those from Aps;A were ADP
and ATP (Fig. 4). These results, together with the UV spectra
and coelution on TLC and HPLC with the corresponding stan-
dards, unequivocally characterized the two compounds synthe-
sized by acyl-CoA synthetase as Ap,A and ApsA, respectively.

‘The optimum pH value found for the synthesis of Ap,A
from ATP was 5.5, and the K, value for ATP (determined at
pH 5.5 and with 1 mM free Mg*) was 1.2 mM (results not
shown).
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(vii) Synthesis of heterodinucleoside polyphosphates from
ATP and NTP. In the synthesis of Ap A, there are formation of
an intermediate complex (E - acyl-AMP and/or E-AMP) and
transfer of its adenylyl moiety to ATP yielding Ap,A, with K,
values for ATP as adenylyl donor and acceptor of 0.015 and 1.2
mM, respectively. As in the case of luciferase, we supposed
that the second step for the synthesis of Ap,A by acyl-CoA
synthetase could also be rather unspecific, i.e., any NTP could
be acceptor of the adenylyl moiety yielding the corresponding
Ap,N compound. To diminish the transfer of AMP to another
ATP and favor the synthesis of Ap,Ns, we tested the synthesis
of Ap,G and Ap,C with a relatively low concentration of ATP
(0.63 mM) and relatively high concentrations (3 mM) of GTP
and CTP. In these conditions, synthesis of Ap,G and Ap,C and
almost no synthesis of Ap,A were observed (data not shown).
The identity of the corresponding Ap,N was assessed by its
chromatographic behavior in HPLC and UV spectra (Fig. 5).
In the case of Ap,G, the identity was also assessed by insen-
sitivity to alkaline phosphatase and by phosphodiesterase
treatment (data not shown).

(viii) Synthesis of dinucleoside polyphosphates with ATPvyS
or octanoyl-AMP. The experiments described below were per-
formed based on our previous experience with luciferase (27).
Incubation of acyl-CoA synthetase with only ATPvS or only
octanoyl-AMP as substrate failed to produce any dinucleoside
polyphosphate; however, when in addition to either of these
two substrates, the reaction mixtures were supplemented with
GTP, dGTP, CTP, dCTP, UTP, XTP, or dTTP, enzyme-de-
pendent synthesis of the corresponding heterodinucleotides
(ApyN) was observed. ATPyS and octanoyl-AMP were thus
donors of the adenylyl moiety to the intermediate complex, but
not adenylyl acceptors, whereas the opposite occurred with the
NTPs used. ADP and AMP were not acceptors, as no Ap,A or
Ap,A was produced. In Fig. 6, chromatograms relative to the
synthesis of Ap,dG, Ap,C, Ap,U, Ap,dC, Ap,dT, and Ap,X,
from octanoyl-AMP or ATP+S and the corresponding NTPs,
are shown. The rates of synthesis of these heteronucleotides
were of the same order of magnitude reported above for the

0 min 0 min ApgA

0.05 0.05
E Ap,A
c
o
©
N
[

0 - 0
. ]
o 40 min 60 min
€ 10.05 - 0.05 —
«© AMP
a
- Ap5A
Q Ap,A
a ATP ADP
Fol
< ATP
0 - 0
f T T r T 1
0 10 20 0 15 30

Elution time (min)

FIG. 4. Effect of asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase on Ap,A (left
panel) or ApsA (right panel) obtained tfrom ATP or p,A. catalyzed by acyl-CoA
synthetase. Reaction mixtures containing 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), | mM
MgCl,, and purified (see Materials and Methods) Ap,A or ApsA (33 uM) were
treated with asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase (0.4 or 0.7 mU/ml,
respectively). At the times indicated, aliquots were taken and analyzed by HPLC.

61



3156 FONTES ET AL

Normalized absorbance (%)

I 1 ]
230 265 300 230 265 300

Wavelength (nm)

FIG. 5. Spectra of dinucleoside polyphosphates synthesized by acyi-CoA syn-
thetase. Ap,G and Ap,C werc synthesized as described in Materials and Meth-
ods; Ap,dT and Ap,X were synthesized as described for Fig. 6. These spectra
were obtained with HPLC ChemStation (Hewlett-Packard) from the files pro-

duced by the same program during the analysis of the reaction mixtures by
HPLC.

synthesis of Ap,A and Ap,A. UV spectra for Ap,dT and Ap,X
are depicted in Fig. 5.

(ix) Effect of CoA and fatty acids on the synthesis of pA. In
preliminary experiments, no effect of fatty acids on the synthe-
sis of p,A was observed. We therefore tested whether CoA had
an effect. Figure 7A shows that addition of 80 uM CoA nearly
abolished activity. The inhibition was reversed by addition of
palmitic or octanoic acids, but not by the addition of several
other compounds, including acetic acid, several amino acids
(lysine, methionine, phenylalanine, and tryptophan), or lu-
ciferin at threefold-higher concentrations (Fig. 7B). As the
amounts of ATP and fatty acids were in excess over CoA, and
pyrophosphatase was present, the AMP was formed in stoichi-
ometric amounts with the CoA present. The control assay
mixtures were negative for the synthesis of either p,A or AMP
(Fig. 7B).

DISCUSSION

Acyl-CoA synthetase is in many aspects similar to luciferase
and seems to fit into the hypothesis put forward in 1990 (17)
that enzymes that catalyze the transfer of a nucleotidyl moiety,
forming nucleotidyl-containing intermediates and releasing
PP;, may produce dinucleoside polyphosphates. Both enzymes
catalyze the synthesis of an intermediate complex (E - LH-
AMP, E-AMP, or E - acyl-AMP [see below]); ATP, dATP, and
p.A, nucleotides with a nonmodified a-phosphate (27, 40), are
almost equally good substrates for the formation of these in-
termediates. In a second step, the adenylyl moiety of the com-
plex is transferred to P, or ATP, yielding p,A or Ap,A, re-
spectively. This second step is rather unspecific, and any NTP
(with an intact terminal PP,) can accept the adenylyl moiety of
the respective enzyme intermediate complex (40). Both en-
zymes prefer P; to ATP as an acceptor substrate (27). In
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another respect, both enzymes catalyze the synthesis of acyl-
CoA compounds, i.e., fatty acyl-CoA for acyl-CoA synthetase
(8, 20) and dehydroluciferyl-CoA for luciferase (2, 11). The
similarity in the reactions catalyzed by both enzymes is related
to the similarity in the amino acid sequences (1). It should be
mentioned that functional similarities among acyl-CoA syn-
thetases, aminoacyl-tRNA synthetases, and luciferase were al-
ready envisaged by McElroy et al. in 1967 (25).

Formation of enzyme-bound acetyl-AMP by acetyl-CoA syn-
thetase was demonstrated by Berg (7), who proposed the fol-
lowing mechanism (A) for the synthesis of acetyl-CoA:

E + RCOOH + ATP — E-RCO-AMP + PP, (reaction 5)
E-RCO-AMP + CoA — RCO-SCoA + AMP + E
(reaction 6)

This sequence of reactions seems to operate in the activation
of both short-chain and medium-chain fatty acids (8, 24, 42),
However, the mechanism for long-chain fatty acid activation is
not yet clear (4-6, 28, 29, 33) and may follow a mechanism (B)
where the split of ATP into AMP and PP, does not depend on
the presence of a fatty acid (28, 29):
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FIG. 6. Synthesis of Ap,N with octanoyl-AMP (left panels) or ATPyS (right
panels) as adenylyl donor. The reaction mixtures (90 wl) contained 30 mM
MES-KOH (pH 5.5), 0.1 mM dithiothreitol, 6 mM MgCl,, | mM octanoyl-AMP
(peak 1') or ATPyS (peak 3'), 5 mM NTP. and dialyzed acyl-CoA synthetase (26
g of protein). At the times indicated, aliquots were withdrawn and analyzed by
HPLC.
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FIG. 7. Elffcct of CoA and organic acids on the synthesis of pyA catalyzed by
acyl-CoA synthetase. (A) Effect of CoA on the synthesis of pyA. The reaction
mixture (50 wl) contained 50 mM MES-KOH (pH 6.3), 0.1 mM dithiothreitol, 11
mM MgCl,, | mM [2,8-*H]ATP, 10 mM P5, and the indicated concentrations of
CoA and acyl-CoA synthetase (8.3 wg of protcin). (B) Effect of organic acids on
the inhibitory effect of CoA on the synthesis of pyA. Reaction mixtures (28 ul)
containing 72 mM MES-KOH (pH 6.3), 0.14 mM dithiothreitol, 7.9 mM MgCl,,
0.76 mM [a-**P]ATP, 7.2 mM P,, 0.14 mM CoA, (.7 pl of desalted inorganic
pyrophosphatase, and acyl-CoA synthetase (5.2 wg of protein) were preincu-
bated at 30°C for 20 min. Thereafter, they were supplemented with 12 pl of the
following solutions: water (fane b), 1% Triton X-100-5% cthanol (solution C;
lane ¢), 1 mM solutions of palmitic acid in solution C (lane d), octanoic acid in
water (lane ¢), or other possible cffeclors (acetic acid, lysine, methionine, phe-
nylalanine, tryptophan, and luciferin; lancs f 1o k, respectively). Onc hour after
the addition of organic acids, aliquots of the reaction were analyzed by TLC.
Control without acyl-CoA synthetase is shown in lane a.

E + ATP — E-AMP + PP, (reaction 7)

E-AMP + CoA — E-CoA + AMP (reaction 8)

E-CoA + RCOOH — RCO-SCoA + E (reaction 9)
Accordingly, the synthesis of p,A (or Ap,A) may or may not

depend on the presence of an essential effector for the reaction

(a fatty acid) resulting from reaction L0 or 1, respectively:

E-RCO-AMP + P; —E + RCOOH + p,A  (reaction 10)

E-AMP + P;—E + p,A (reaction 11)
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The commercial acyl-CoA synthetase preparations from P.
fragi catalyze the synthesis of p,A without addition of fatty
acids to the reaction mixture. This synthesis could take place
through mechanism A (reaction 10), by using traces of fatty
acids present as contaminants in the reaction mixture, or
through mechanism B (reaction 11), in which case the presence
of fatty acids is not needed. Accordingly, the inhibitory effect
of CoA on the synthesis of p,A (Fig. 7A) and the activator
effect of fatty acids (Fig. 7B) added to an assay mixture con-
taining adequate concentrations of CoA could be interpreted
in two ways: (i) CoA removes the contaminating fatty acids,
essential effectors for the synthesis of p,A from the assay
mixture (reactions 5 and 6), or (ii) CoA sequesters the enzyme
in the form of E-CoA (reactions 7 and 8), and the addition of
fatty acids, liberating free enzyme (reaction 9), allows the syn-
thesis of p,A to take place (reaction 11).
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Abstract — The synthesis of diadenosine hexaphosphate (ApgA), a potent vasoconstrictor, is catalyzed by acyl-CoA synthetase from
Pseudomonas fragi. In a first step AMP is transferred from ATP to tetrapolyphosphate (P,) originating adenosine pentaphosphate (psA)
which, subsequently, is the acceptor of another AMP moiety from ATP generating diadenosine hexaphosphate (Ap4A). Diadenosine
pentaphosphate (ApsA) and diadenosine tetraphosphate (Ap,A) were also synthesized in the course of the reaction. In view of the
variety of biological effects described for these compounds the potential capacity of synthesis of diadenosine polyphosphates by the
mammalian acyl-CoA synthetases may be relevant. © Société frangaise de biochimie et biologie moléculaire / Elsevier, Paris
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fragi
1. Introduction

Dinucleoside polyphosphates (Np,N) are molecules of
crescent interest in metabolic regulation and cell signal-
ing [1-3]. Diadenosine tetraphosphate (Ap,A) is present
at (sub)micromolar concentration in all the prokaryotic
and eukaryotic tissues examined [4]. The occurrence of
ApsA, ApsA and ApgA has been reported in the dense
granules of human blood platelets [5-7], in some rat brain
synaptic terminals (8, 9] and in chromaffin granules of
bovine adrenal medullary gland [10-13]. The concentra-
tion of ATP in both the total adrenal medullary tissue and
in chromaffin granules is three orders of magnitude higher
than that of Ap,A [13]. Upon liberation from the adrenal
medulla, after an appropriate stimulus, the rate of hydroly-
sis of the secreted ATP is so high that less than 1% remains
as ATP, whereas the secreted Ap,A was apparently de-
graded at a much slower rate [12, 13]. Probably both ATP
and Ap,A are hydrolyzed by phosphodiesterases [14—16]
(and phosphatases and nucleotidases for ATP) located in
the outer aspect of cell plasma membranes and the ATP
itself could be a competitive inhibitor of the degradation
of Ap,A in the extracellular fluid [12]. For that reason, the
use of Ap,A monitoring as a reliable index of true
secretion from chromaffin granules was suggested [12].

* Correspondence and reprints

The secreted ATP, the diadenosine polyphosphates, and
their products of hydrolysis may interact with not yet
well defined purine receptors, P,x, P,y, P,p, P, and
P, [17-20], and modulate a variety of processes such as
vascular tone {6, 21-23], cell proliferation [24, 25], car-
diac function [26), neurotransmission [17, 27], platelet
aggregation (28], glucose metabolism [29, 30], cellular
pH [31] and neutrophil function [32].

The potential implication of dinucleoside polyphos-
phates in the pathogenesis of hypertension and atheroscle-
rosis has been suggested [7, 23] and their longer stability
in vivo in relation to ATP have inspired basic research on
the potential clinical utility of some chemical ana-
logues [33].

Of special interest in relation to this paper is the strong
vasoconstrictor effect reported for diadenosine hexaphos-
phate (ApsA) and diadenosine pentaphosphate (ApsA) in
the isolated perfused rat kidney at concentrations as low as
1 nM [6]. The synthesis of both ApsA and ApsA catalyzed
by firefly luciferase has been previously reported [34].
However, this enzyme apparently only exists in the
lanterns of fireflies and not in mammals. The synthesis of
a variety of mono- and dinucleoside polyphosphates,
including adenosine tetraphosphate (p,A), adenosine pen-
taphosphate (psA), Ap,A, ApsA, and various heterodi-
nucleoside tetraphosphates (Ap,N) by acyl-CoA syn-
thetase from Pseudomonas fragi has been recently
reported [35]. The objet of this report is to present
evidence that this enzyme also catalyzes the synthesis of
the strong vasoactive diadenosine hexaphosphate (ApgA).
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2. Materials and methods
2.1. Materials

The commercial preparation of Pseudomonas fragi
acyl-CoA synthetase was from Boehringer Mannheim
(catalogue no. 1002406; lot: 94110725). The lyophilyzed
powders were dissolved (3.62mg/mL) in 25 mM
Hepes/KOH (pH 7.6), 0.1 mM dithiothreitol, 5% glycerol
and 0.1% bovine serum albumin. Dithiothreitol, ammo-
nium tetrapolyphosphate (P,) and nucleotides were from
Sigma. Bovine serum albumin (fraction V; fatty acids
free), phosphodiesterase from Crotalus durissus (cata-
logue no. 108260), alkaline phosphatase (EC 3.1.3.1) from
calf intestine (catalogue no. 108138) and inorganic pyro-
phosphatase (EC 3.6.1.1) from yeast (catalogue no.
108987) were purchased from Boehringer Mannheim.
Asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase was purified
from rat liver as described by Sillero et al. [36]. Pyrophos-
phatase was desalted by ultrafiltration using microconcen-
trators with exclusion limit membranes of 30 kDa (from
Vivascience) {35]. HPLC chromatographs were from
Hewlett Packard or from Waters. The Hypersil ODS and
Mono Q columns were from Hewlett Packard and Phar-
macia, respectively.

2.2. Methods
All the incubations were performed at 30 °C.

2.3. Synthesis of ApsA using ATP and P, as substrates
of acyl-CoA synthetase

The reaction mixture (0.4 mL) contained 50 mM MES-
KOH (pH 5.5), 0.1 mM dithiothreitol, 10 mM MgCl,,
44mM ATP, 5mM P,, acyl-CoA synthetase from
Pseudomonas fragi (0.325 mg protein/mL) and desalted
pyrophosphatase (1.2%; v/v). 20 uL aliquots were with-
drawn at various times of incubation at 30 °C, diluted with
180 uL of water, kept at 100 °C for 90 s, chilled, filtered
and analyzed by HPLC using an Hypersil ODS column
(100 mm x 2.1 mm). Elutions were performed at a con-
stant flow rate (0.5 mL /min) with a 20-min linear gradient
(5-30 mM) of sodium phosphate (pH 7.5) in 20 mM
tetrabutylammonium bromide/20% methanol (buffer A),
followed by a 10-min linear gradient (30-100 mM) of
sodium phosphate (pH 7.5) in buffer A.

2.4. Purification of the synthesized Ap A

Reaction mixtures were set up as described above.
After incubation for 40 h they were heated at 100 °C for
90 s, centrifuged, the supernatant brought to pH 7.8 with
HEPES-KOH mM and treated with 25 pug of protein/mL
alkaline phosphatase during 2 h. At the end of the incu-
bation, the mixtures were heated at 100 °C for 90s,
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centrifuged and all the supernatant injected into a Mono Q
column (0.5 cm x 5 cm) (Pharmacia) and eluted (HPLC)
with 40 min linear NH,HCO; gradient (0.5-0.7 M). The
fractions containing the presumed ApgA were pooled, an
aliquot was rechromatographed in the same conditions to
establish the purity of the pool, and the rest concentrated
by lyophilization.

2.5. Characterization of the synthesized Ap A.
Phosphodiesterase treatment

The reaction mixture (0.17 mL) contained 15 uM of
purified ApgA, 50 mM HEPES-KOH (pH 7.2) and com-
mercial phosphodiesterase of Crotalus durissus (2.4 ug of
protein/mL). Asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase
treatment: the reaction mixture (0.28 mL) contained 12
UM of purified ApgA, 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 1 mM
MgCl, and rat liver asymmetrical dinucleoside tetraphos-
phatase (0.04 mU/mL). Aliquots were taken at various
times of incubation and analyzed by HPLC using an
Hypersil ODS column (100 mm x 4.6 mm) and eluting
with 30 mM sodium phosphate (pH 7.5) in 20 mM tet-
rabutylammonium bromide/20% methanol. The products
have been identified by co-elution with appropriate stan-
dards.

3. Results and discussion

Although in our view the mechanism of reaction of
acyl-CoA synthetase is not yet completely clarified, here it
is assumed that the synthesis of Ap,N takes place through
reactions (1) and (2), with the trace amounts of fatty acid
needed being supplied by the proper enzyme preparation
or by other component of the reaction mixture (see
reference [35]).

E + RCOOH + ATP — E-RCO-AMP + Ppi (1)
E-RCO-AMP + NTP —» E + RCOOH + Ap,N 2)

ATP is the preferred substrate for reaction (1) [35]. The
second step is rather unspecific and all the nucleoside
triphosphates tested were acceptors of the AMP moiety of
the intermediate complex giving rise to a variety of
heterodinucleoside polyphosphates (Ap,N) [35]. Tri- and
tetrapolyphosphates (P, and P,) are also acceptor sub-
strates for the synthesis of p,A and psA, respectively [35].
The synthesis of ApsA could be approached using ATP
and psA as donor and acceptor of AMP, respectively.
Unfortunately, psA is not commercially available. How-
ever, as the enzyme synthesizes psA from ATP and
P, [35], a reaction mixture containing ATP and P, was set
up as described in Materials and methods and analyzed by
HPLC after different periods of incubation. As expected, a
compound corresponding to psA (figure I, peak 5) was
firstly synthesized increasing in the first 24 h of reaction
and decreasing thereafter. In the first 12 h of incubation
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the average rate of synthesis of p;A was 4.2 mU/mg of
protein; its concentration was 1.0 mM and 1.3 mM at time
12h and 24 h, respectively. A new peak (peak d6),
corresponding presumably to ApgA, appeared along the
time of incubation. Between time 12h and 24 h of
incubation the average rate of synthesis of ApgA was 0.40
mU/mg of protein and its concentration increased from 51
UM to 144 uM during that time. Synthesis of Ap,A (peak
d4) was also observed due to the dual role of ATP as donor
and acceptor of adenylate (figure I). p,A (peak 4) and
ApsA (d5) were also synthesized due to the P, present as
product of hydrolysis or contaminating the P, preparations
(figure I). In a control without enzyme only a partial
hydrolysis of ATP into ADP (peak 2) and AMP (peak 1)
was observed (results not shown).

The synthesized ApgA was characterized by its UV
spectrum, co-elution with commercial ApgA and by treat-
ment with hydrolytic enzymes. For that, reaction mixtures
similar to the one reported above were treated with
alkaline phosphatase and, by chromatography on a Mono
Q column (see Materials and methods), peaks correspond-
ing to adenosine, Ap,A, ApsA and ApgA were separated
(not shown). Fractions containing the presumed ApgA
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Figure 1. Synthesis of diadenosine hexaphosphate (ApgA)
using ATP and P, as substrates of acyl-CoA synthetase. The
reaction mixture was set up and, at the indicated times of
incubation, aliquots taken and analyzed (see Materials and
methods). Peaks L, 2, 3, 4 and 5 correspond to AMP, ADP, ATP,
P4A and psA, respectively; peaks d4, d5 and d6 correspond to
diadenosine tetraphosphate, pentaphosphate and hexaphos-
phate, respectively.

were joined and the purity of the pool checked as
described in Materials and methods. The remaining of the
pool was frozen, dried in vacuum, and a volume of
0.23 mL of 146 uM ApgA was obtained. The purified
ApeA was (treated with commercial phosphodiesterase
from Crotalus durissus or with asymmetrical dinucleoside
tetraphosphatase (see Materials and methods). Upon
phosphodiesterase treatment formation of AMP and psA
was firstly observed and upon asymmetrical dinucleoside
tetraphosphatase treatment the only product of hydrolysis
was ATP (figure 2).

Here we have shown that acyl-CoA synthetase from
Pseudomonas fragi catalyzes, in vitro, the synthesis of
ApsA, ApsA and Ap,A. It has been hypothesized that the
enzymes (mainly synthetases and some transferases) able
to form an adenyly! intermediate with simultaneous lib-
eration of PPi in the course of the enzyme mechanism
would be able to synthesize Ap,N [37]. Probably, these
enzymes could also be able to catalyze, at least in vitro,
the synthesis of p,A, psA, ApsA and ApgA. It is known
since 1966 that certain aminoacyl-tRNA synthetases cata-
lyze the synthesis of Ap,A using ATP as adenylyl donor
and acceptor [38]; it has also been reported that in the
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Figure 2. Characterization of diadenosine hexaphosphate
(ApgA) by treatment with phosphodiesterase (left panel) or
asymmetrical dinucleoside tetraphosphatase (right panel). The
reaction mixtures were set up and, at the indicated times of
incubation, aliquots taken and analyzed (see Materials and
methods). The products were identified by co-elution with
appropriate standards.

presence of ATP and P, lysil-tRNA synthetase from E. coli
can catalyze the synthesis of p,A [39]. The synthesis of
psA or psA from ATP and P, or P,, respectively, has been
shown to be catalyzed by yeast acetyl-CoA syn-
thetase [40] and firefly luciferase [34]). The possibility
that, in vivo, the synthesis of Aps;A and ApgA takes place
through the mechanism shown to be possible in vitro (this
work) is, at present, somewhat speculative and implies the
simultaneous presence of those enzymes, the adequate
adenylyl donor ATP and an adequate adenylyl acceptor
(p4A and psA or P, and P,) in a particular microenviron-
ment of the cell. Actually, p,A is present in horse and
rabbit muscle [41] and in adrenal medullary gland [13].
The occurrence of polyphosphates in mammalian tissues
has also been reported [42, 43].

The in vivo relative contributions to the synthesis of
ApgA of the different enzymes able to catalyze in vitro the
synthesis dinucleoside polyphosphates is beyond the ob-
jectives of this paper. From data presented above and in a
previous paper [35] it can be inferred that the activity of
synthesis of ApgA catalyzed by acyl-CoA synthetase from
Pseudomonas fragi would be three to four orders of

Fontes et al.

magnitude lower than the activity of synthesis of
palmitoyl-CoA. Similar orders of magnitude for the syn-
thesis of Ap,A compared to that of aminoacyl-tRNA has
also been observed in the cases of valyl and methionyl-
tRNA synthetases from E. coli and, however, this low
activity did not precluded the induction of in vivo increase
concentration of Ap,N by over expression of these en-
zymes [44]. Acyl-CoA synthetases have been described in
the membranes of rat liver peroxisomes, endoplasmic
reticulum and mitochondria [45-47]. The association of
acyl-CoA synthetases with membranous material supports
the speculation that these enzymes could be involved in
the synthesis of diadenosine polyphosphates in chromaffin
granules and in synaptic terminals of the nervous system.
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The formation of dehydroluciferin (L) from luciferin
(LH_.) in the reaction catalyzed by firefly luciferase (EC
1.13.12.7) has been studied. The E:LH,-AMP complex
may follow two different pathways: towards produc-
tion of light and towards the synthesis of the E - L-AMP
complex. This last step has an inhibitory effect on light
emission as molecules of the enzyme are trapped in a
light unproductive complex. The effects of CoA and
nucleoside 5'-triphosphates (NTPs) on light emission
are quantitatively different. CoA combines with the L
moiety of the E-L-AMP complex, yielding L-CoA, pro-
moting liberation of free luciferase, and increasing
light yield. NTP reacts with the AMP moiety of the
same complex, generating adenosine(5' )tetraphospho-
(5" )nucleoside (Ap,N) and, probably, the E-L complex
and scarcely increasing light production. The results
are discussed in relation to previous reports, by oth-
ers, on luciferase. ¢ 1997 Academic Press

The luminescent reaction catalyzed by firefly lucifer-
ase (EC 1.13.12.7) is classically written according to
the following scheme:

E + LH, + ATP « LH,-AMP + PP, (1)
E-LH;-AMP + O, —» E + Oxyluciferin
+ AMP + CO; + light (2)

' Corresponding author. Departamento de Bioquimica, Facultad
de Medicina, Universidad Auténoma de Madrid, Arzobispo Morcillo
4, Madrid, 28029 Spain. Fax: 34-1-3975353. E-mail: magunther@
iitb.uam.es.

Abbreviations used: Ap,A, adenosine(5’ tetraphospho(5’ Jadenos-
ine or diadenosine tetraphosphate; Ap,N, adenosine(5'jtetraphos-
pho(5')nucleoside; E, luciferase; LH,, D-luciferin; L, dehydroluci-
ferin; LH,-AMP, luciferyl-adenylate; L-AMP, dehydroluciferyl-ade-
nylate; NTP, nucleoside 5'-triphosphate; RLU, relative light units.
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The light emission starts with an initial flash that
either is maintained during a particular period of time
or decays in few seconds (minutes) to a low basal level.
Depending on the relative concentration of luciferase,
luciferin, ATP and the nature of the buffer and metals
present, almost any type of kinetic can be obtained (1)
that oscillates between the two extremes mentioned
above. The inhibition of light emission was explained
by the formation of a very efficient inhibitor(s) mainly
oxyluciferin, dehydroluciferin (L), or other oxidative
products (X) of luciferin (LHs,), either by themselves or
forming E-X-AMP complexes (2,3,4). A different ex-
planatory model for the luciferase luminescent reaction
has been recently forwarded (5). In our view the kinetic
of the reaction is not yet fully understood.

Firefly luciferase catalyzes the synthesis of a variety
of dinucleoside polyphosphates, mainly adenosine(5’)-
tetraphospho(5')adenosine (Ap,A) and adenosine(5')-
tetraphospho(5' )nucleoside (Ap,N) (equations 3 and 4)
(6,7); dehydroluciferin can substitute for luciferin in
this reaction, which is greatly accelerated in the pres-
ence of pyrophosphatase (8):

E + LH, + ATP < E-LH,-AMP + PP, (3)
E-LH,-AMP + NTP < Ap,N + LH, + E (4)

To follow the synthesis of Ap,N relatively high con-
centrations of luciferase, luciferin and ATP were used
(6,7). These conditions, although far away from the
usual ones currently used in kinetic experiments of
light emission, showed a significant synthesis of dehy-
droluciferin from luciferin. The object of this paper is to
present the evidence for this synthesis and to propose a
new scheme for the luciferase catalyzed reaction in
which the formation of the E - L-AMP complex may be
a factor responsible for the decline of light emission
after the initial flash.

0006-291X/97 $25.00
Copyright © 1997 by Academic Press
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MATERIALS AND METHODS

Materials. Luciferase from firefly (Photinus pyralis) was pur-
chased from Sigma (catalogue no. L-5226). A stock solution (4.5 mg
of protein/ml) of luciferase was dissolved in 0.5 M Hepes/KOH (pH
7.5). D-tuciferin (LH,), ATP, CTP, UTP and CoA were obtained from
Sigma. Dehydroluciferin (L) was prepared from D-luciferin as pre-
viously described (9,10}, Polygram Cel 300 UV, fluorescent chro-
matographic plates were purchased from Macherey-Nagel (Ger-
many). Fluorescence was measured in a Perkin Elmer Luminescence
Spectrometer (LS 50). Bioluminescence was followed with a lumino-
meter (Optocomp 1) from Celsis Ltd.

Methods. In the experiments performed to measured light pro-
duction the reaction mixtures contained in a final volume of 0.15 ml:
50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 0.1 mM ATP, 10 xM
luciferin and luciferase (6.7 ug of protein). The reaction was initiated
with the injection of 0.1 ml of 15 yM luciferin and the luminometer
was physically modified in order to reduce the light reaching the
photomultiplier tube. The light was integrated every 0.1 s for 10 s.

When the analysis of the reaction mixture was performed by thin
layer chromatography (TLC) aliquots of 5 ul were spotted onto the
plates, eluted with a solution of 95% ethanol and 1 M ammonium
acetate (7:3), and the fluorescent spots visualized using light at a
wavelength of 366 nm. All the experiments were run at room temper-
ature.

RESULTS

Formation of dehydroluciferin (dehydroluciferyl-ade-
nylate) in the firefly luciferase catalyzed reaction. Reac-
tion mixtures of 0.02 ml were set up containing high
concentrations of luciferin (0.1 mM), ATP (1 mM) and
luciferase (22.5 ug of protein). At the times indicated
(5 sec, 10 min and 1 h), the reaction mixtures were
heated in boiling water for 1 min and analyzed by TLC
as indicated in Methods (Fig. 1, lanes 4, 5, 6, respec-
tively). The spot corresponding to luciferin diminished
along the time of reaction and practically disappeared
after 1 h of incubation. The disappearance of luciferin
was accompanied by the appearance of a different spot
migrating slower, and at the same position as a marker
of chemically synthesized dehydroluciferin. Controls
with inactivated luciferase or without ATP (Fig. 1,
lanes 3 and 7 respectively) did not show any visible
synthesis of dehydroluciferin. The spot of the presumed
dehydroluciferin obtained after 1 h of incubation was
eluted from the TLC plate and its absorption and emis-
sion spectra of fluorescence determined (Fig. 2). They
were indistinguishable from those of the chemically
synthesized dehydroluciferin, and in good agreement
with previous data for this compound (2, 9, 11).

Dehydroluciferin, although unable to support light
production, is a good substrate for the synthesis of both
E-L-AMP (12) and Ap.A (13). It seems then that dehy-
droluciferin, once formed, could exist in the reaction
mixture in the form of E-L-AMP.

Kinetics of light production in the absence or presence
of dehydroluciferin (dehydroluciferyl-adenylate). The
production of light in experimental conditions where
the concentrations of enzyme and substrates are high

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS
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FIG. 1. Synthesis of dehydroluciferin by firefly luciferase. Re-
action mixtures containing, in a final volume of 0.02 ml, 150 mM
Hepes/KOH (pH 7.5), 2 mM MgCl,, 1 mM ATP, 0.1 mM luciferin
and luciferase (22.5 ug of protein) were incubated for 5 s (lane 4),
10 min (lane 5) or 1 h (lane 6) and after heat inactivation aliquots
spotted onto TLC plates (see Methods). Reaction mixtures incu-
bated during 10 min and containing heat inactivated luciferase
(lane 3) or no ATP (lane 7) were run in parallel and treated as
above. Luciferin standard (lanes 1 and 9); chemically synthesized
dehydroluciferin (lanes 2 and 8).

can not be measured unless the sensitivity of the lumi-
nometer is decreased. For this purpose an inner mirror
located in the reaction chamber, was rotated in such a
way that less than 1% of the generated light could
reach the photomultiplier tube. In this way, the kinet-
ics of the reaction could be followed in a wide range of
experimental conditions (Figs. 3 and 4).

Reactions mixtures, set up as described in Methods,
were preincubated for 3 min with increasing amounts
of dehydroluciferin before the light production was ini-
tiated with the injection of luciferin. The final concen-
trations of dehydroluciferin varied between zero and
2.5 uM (Fig. 3). In the absence of dehydroluciferin, the
reaction produced an initial flash followed by a de-
crease in light emission. As the concentration of dehy-
droluciferin increased the amount of light produced in
the first 10 s decreased hyperbolically approaching
zero. In the conditions of the experiment the concentra-
tion of dehydroluciferin producing half the light of the
control was estimated as 0.07 uM (Fig. 3). In separate
experiments without preincubation, where the reaction
mixture contained 10 yM LH, and 2.5 uM L, the light
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FIG. 2. Fluorescence absorption (A) and emission spectra (B) of
enzymatically (closed circles) and chemically synthesized dehydro-
luciferin (open circles). The spectra were measured, in 50 mM Hepes/
KOH (pH 6.0), with emission wavelength 537 nm (A) and excitation
wavelength 348 nm (B) and were normalized to relative intensity
equal to 100 at peak absorption and peak emission respectively.

emitted for the first 2 s was 24% of that emitted by a
control without L (not shown). In comparison, when L
was preincubated with the enzyme the light emitted
for the first 2 s was only 1% of the corresponding control
(Fig. 3).

The effect of CoA and nucleoside 5'-triphosphates
on the time course of the luciferase catalyzed reaction.
It was reported that CoA (14-16) and different nucleo-
tides (16-18) were able to influence the luminescent
reaction. Based on those reports and on the results
presented above, the effect of CoA and two nucleo-
tides (UTP and CTP) on the enzyme was approached
in the following way.

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS

Reactions mixtures, set up as described in Methods,
were preincubated for 3 min with dehydroluciferin and
different concentrations of UTP, CTP or CoA before the
injection of luciferin (Fig. 4). The standard reaction
(without dehydroluciferin) gave the usual flash of light
followed by a decrease in luminescence. When the stan-
dard reaction was supplemented with 2.5 uM dehydro-
luciferin, a sharp decline in light emission was pro-
duced, confirming results from Fig. 3. If the reaction
mixture containing luciferin and dehydroluciferin was
supplemented with CTP or UTP a concentration depen-
dent slight increment of light emission was observed.
By the contrary, addition of CoA produced a big in-
crease in the registered luminescence (Fig. 4).

The products of the luciferase catalyzed reaction, in
the absence and in the presence of CoA (0.25 mM),
UTP or CTP (0.5 mM) were also analyzed by thin layer
chromatography after 15 s, 3 and 6 min of incubation
(Fig. 5). In the absence of effectors, the appearance of
the spot corresponding to dehydroluciferin was seen
after 15 s of incubation increasing its intensity with
time of incubation. The presence of UTP or CTP does
not seem to appreciably affect the amount of dehydro-
luciferin formed in relation to the control. However, in
the presence of CoA, dehydroluciferin was not detected
but a new spot, probably corresponding to L-CoA (or
LH;-CoA), is appreciated near the origin and increased
with time. A spot with the same mobility was produced
after incubation of chemically synthesized dehydroluci-
ferin in the presence of CoA, ATP and luciferase (re-
sults not shown).

DISCUSSION

These experiments were started aiming to investi-
gate the mechanism of synthesis of Ap,A from ATP
by firefly luciferase. For that, high concentrations of
luciferase, luciferin and ATP were used (6,7) and in
these conditions, the synthesis of dehydroluciferin was
easily detected by thin layer chromatography (Fig. 1).
As its synthesis is ATP and luciferase dependent, we
presume that the E-L-AMP complex could be formed
by oxidation of the luciferin moiety of the E - LH,-AMP
complex. The formation of oxyluciferin and light pro-
duction may take place simultaneously with the syn-
thesis of the E-L-AMP complex. To test the effect of
dehydroluciferin on light emission, reaction mixtures
were preincubated for 3 min in the presence of enzyme,
ATP and variable amounts of L, prior to the addition
of LH,. When the concentrations of LH; and L were,
respectively, 10 and 2.5 uM, the yield of light was
around 1% of the control without dehydroluciferin (Fig.
3). These results can be interpreted as if L-AMP is
so tightly bound to the enzyme that can be partially
liberated only with an excess of luciferin. The dissocia-
tion constant for the E-L-AMP complex is, according
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FIG. 3. Light production in the absence and in the presence of dehydroluciferin. The reaction mixtures contained in a final volume of
0.15 ml: 50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 0.1 mM ATP, 10 uM luciferin and luciferase (6.7 ug of protein). When indicated the
reaction mixtures were supplemented with dehydroluciferin (L) and preincubated for 3 min before the injection of 0.1 ml of 15 uM luciferin
which initiated the light producing reaction. After the injection of luciferin the final concentrations (M) of dehydroluciferin were zero (a),
0.13 (b), 0.25 (c), 0.63 (d), 1.25 (e) and 2.5 (f). The light was integrated every 0.1 s for 10 s. Each of the curves shown is the average of 4
(no added dehydroluciferin) or 3 experiments. The insert shows the light measured in the first 10 s at the different concentrations of

dehydroluciferin used.
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FIG. 4. Effect of CoA, UTP and CTP on light emission in the presence of dehydroluciferin. The reaction mixtures contained in a final
volume of 0.15 ml: 50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 0.1 mM ATP, 0.01 mM luciferin, luciferase (6.7 ug of protein) and 1.9 uM
dehydroluciferin (except in the control without dehydroluciferin). When indicated the reaction mixtures were supplemented with CoA, UTP
or CTP and preincubated for 3 min before the injection of 0.1 ml of 15 uM luciferin which initiated the light producing reaction. After the
injection of luciferin the final concentrations of CoA, UTP and CTP were as indicated. The light was integrated every 0.1 s for 10 s. Each
of the curves shown is the average of 3 experiments. The light measured in the first 10 s at the different conditions assayed is shown in
the insert; 100% corresponds to 3.8 x 10° RLU.
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FIG.5. Thin layer chromatography of the products of the luciferase catalyzed reaction in the presence of CoA, UTP or CTP. The reaction
mixtures contained, in a final volume of 0.04 ml: 50 mM Hepes/KOH (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 0.2 mM ATP, 0.1 mM luciferin and luciferase
(18 pg of protein). When indicated, the mixtures were supplemented with 0.25 mM CoA (lanes 6-9), 0.5 mM UTP (lanes 10-13) or 0.5 mM
CTP (lanes 14-17); contral without effector (lanes 2-5). Aliquots were withdrawn and spotted onto the TLC plate 15 s (lanes 3, 7, 11 and
15), 3 min (lanes 4, 8, 12 and 16) or 6 min (lanes 5, 9, 13 and 17) after the addition of luciferase which initiated the reaction (see Methods).
Reaction mixtures without luciferase (lanes 2, 6. 10 and 14) o1 without ATP (lane 18) were incubated for 10 min and treated as above.

Dehydroluciferin standard in lane 1.

to Rhodes and McElroy (12, 19), as low as 0.5 nM which
indicates the high stability of that complex.

CoA, but not NTPs, could very effectively diminish
the inhibition promoted by dehydroluciferin. As oxyluc-
iferin, contrary to dehydroluciferin, does not have a
carboxylic group (20-21) it is not expected to react with
CoA. CoA could react with the E - L-AMP complex yield-
ing L-CoA (14) and liberating E. However, NTPs (ATP
included) react with the AMP residue of E-L-AMP
complex giving rise to Ap,N (13) and, probably, E-L.
The different effect of CoA and NTP on light emission
could be due to: i) different K, and V... values relative
to these compounds in their reactions with the E-L-
AMP complex; ii) liberation of free luciferase by CoA,
whereas NTPs, after producing Ap,N, may leave the
enzyme in the form of the relatively stable E-L com-
plex (22), unable to produce light.

It is known that the kinetic of light emission varies
depending on the experimental conditions and that, to
evaluate ATP or enzyme, appropriate standards have
to be run (1). Although some still unknown factors may
contribute to the light emission kinetic, we propose
“here that, as soon as the E- LH,-AMP is formed part
of the enzyme is diverted toward an unproductive com-
plex unable to emit light (E-L-AMP). Hence, experi-
mental conditions favouring formation of the complex
E - L-AMP could induce decline in light emission.

The results presented here need to be discussed in
relation to previous work mainly from McElroy and
DeLuca. They, and theirs groups, have made very im-
portant contributions to the mechanism of light produc-

tion by this enzyme focusing the problem from many
different view points. In 1958 they demonstrated that
a compound identified as dehydroluciferin (then named
oxyluciferin) was the major product formed in the
course of the reaction (14). This compound was believed
to be the primary compound concerned with the inhibi-
tion of light emission and reacted with ATP with libera-
tion of PPi. They also demonstrated the formation of
L-CoA in the presence of CoA, ATP and luciferase and
the immediate rise in the light intensity, when CoA
was added secondarily to a bioluminescent reaction
(14). With the exception of the name (oxyluciferin)
given to this compound, it is evident that, in 1958, they
were describing results similar to those presented here.

However, since then, the understanding of the mech-
anism of action of luciferase (very complicated in itself,
and not yet completely known) became confused by sev-
eral factors:

(a) In some later publications (23-25), the reaction
of synthesis of L or E-L-AMP (from LHs; + ATP) in
the presence of luciferase has been indicated but, in
general, the formation of E-L-AMP directly from
E-LH,-AMP catalyzed by luciferase, has been ignored
or, at least, not explicitly mentioned (4-7,13,26-29).

(b) The inhibitory effect of the E-L-AMP complex
has been ignored as a factor in the decrease of the light
intensity after the initial flash. The light decay has
been explained considering that an enzyme complex
containing the tightly bound product of the lumines-
cent reaction is formed (28). Oxyluciferin was charac-
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terized by Gotto and described as the final product of
LH, oxidation (21), but the identification of oxyluciferin
as the only active species in product inhibition of light
emission is, at least, doubtful (29,30).

(c) Inthe usual luminometric assay of luciferase, the
concentrations of ATP and LH, are so low that the
formation of L. may pass unnoticed, even if its synthesis
is looked for. On the other side, at higher concentra-
tions of enzyme and substrates (conditions probably
prevalent in vivo) the reaction can not be followed with
commercial luminometers.

(d) On some reports, the role of CoA and NTPs (16-
18) on light emission were thought to be similar and
partly ascribed to undefined conformational changes of
the enzyme. Moreover, the presence of ATP in current
commercial preparations of CoA [around 0.1%, unpub-
lished observations from this laboratory], may contrib-
ute to false results, particularly when working at low
ATP concentrations.

Concluding remarks. Recently (5), the inhibition of
the initial flash of light, observed at low ATP and high
LH, concentrations when the enzyme was preincu-
bated with ATP, was explained by the formation of an
inactive intermediate E*-(LH,), complex, unconsider-
ing, in those experimental conditions, the synthesis of
L in the course of the reaction. By the contrary, the
main contribution of this paper is to present the possi-
bility that E - LH,-AMP complex once formed may fol-
low two different pathways: i) toward production of
light as it is transformed into E - X-AMP (X =intermedi-
ate products) ending in the formation of oxyluciferin
and emission of light; ii) toward the synthesis of E - L-
AMP. As L-AMP binds tightly to luciferase (12,19), its
formation in the course of the reaction may contribute
to sequester enzyme molecules, so inhibiting light pro-
duction. In our view, the kinetic of the light emission
reaction is not fully understood and, depending on the
experimental conditions, the enzyme presents different
kinetic light emission profiles, that could be explained
by different theoretical mechanisms, reporting, proba-
bly, a particular view of the same problem: i.e. the very
complicated action of the enzyme in vivo, not yet satis-
factory explained.
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Abstract It was previously assumed that E-LH,-AMP was the
intermediate complex in the synthesis of Ap,A catalyzed by
firefly luciferase (EC 1.13.12.7), when luciferin (LH>) was used
as cofactor. However, here we show that LH, is partly
transformed, shortly after the onset of the luciferase reaction,
to dehydroluciferin (L) with formation of an E-L-AMP complex
which is the main intermediate for the synthesis of ApsA.
Formation of three more derivatives of LH, were also observed,
related to the production of light by the enzyme. CoA, a known
stimulator of light productien, inhibits the synthesis of ApsA by
reacting with the E-L-AMP complex and yielding L-CoA.

© 1998 Federation of European Biochemical Societies.

Keyavords: Ap(A; Luciferase; Luciferin: Dehydroluciferin:
Coenzyme A

1. Introduction

Firefly luciferase (EC 1.13.12.7) catalyzes the production of
light using luciferin (LH.) and ATP as cofactors.

E + LH: + ATP—E-LH.—AMP + PP, (n

E-LH:—AMP + O2—E + AMP + PP, 4+ CO-+
oxyluciferin + light (2)

The production of light starts with an initial flash that
usually decays in few seconds to low basal levels, even in
the presence of excess luciferin and ATP [1]. Depending on
the relative concentrations of enzyme, luciferin, ATP and the
nature of the buffers and metals present in the reaction mix-
ture, almost any kind of kinetics can be observed [2]. The
mterpretation of these phenomena is still not clear. The
E-LH.-AMP complex may follow at least two pathways: to-
ward production of light (Eq. 2) and toward E-L-AMP for-
mation [3,4]. As L-AMP binds very strongly to luciferase [3]
the formation of the E-L-AMP complex contributes to the
inhibition of light production by sequestering active enzyme
molecules [4]. In another respect, the activating effect of CoA
in the luminescent reaction has been interpreted as a conse-
quence of its reaction with the L moiety of the E-L-AMP

*Corresponding author. Fax: (34) (91) 3975353,
E-mail: magunther@iib.uvam.es

Abbreviations: Ap,A. adenosine(5')tetraphospho(3”)adenosine: L. de-
hydroluciferin: L-AMP. dehydroluciferyl-adenylate: Lase. luciferase;
L-CoA, dehydroluciferyl-coenzyme A: LH., luciferin: LH.-AMP,
luciferyl-adenylate: Py tripolyphosphate; p+A. adenosine 5'-tetraphos-
phate: PPase. pyrophosphatase

complex yielding L-CoA and liberating enzyme, allowing it
to recycle with further light production [3-5].

Firefly luciferase also catalyzes the synthesis of diadenosine
tetraphosphate (Ap A) according to the previously proposed
general reaction [6]

E-LH.—AMP + ATP—E + Ap,A + LH» (3)

Using other nucleoside triphosphates (NTP) or Py as ac-
ceptors of the AMP moiety luciferase catalyzes the synthesis
of Ap\N and p,A, respectively [7]. As Eq. 1 is freely rever-
sible, the synthesis of Ap A is greatly accelerated by pyro-
phosphatase [6]. Contrary to light emission (see above) the
rate of synthesis of Ap,A is constant along time (min or
hours) depending on the availability of the substrate ATP
(8]. Dehydroluciferin and 6’-ethyl-luciferin (both non-oxidiz-
able compounds by luciferase) are also cofuctors in the syn-
thesis of dinucleoside polyphosphates [8].

The object of this work was to explore further the role of
luciferin and dehydroluciferin and the effect of CoA on the
synthesis of Ap,A catalyzed by luciferase. The main outcomes
are that (i) in the presence of oxygen and luciferin, the main
intermediate in the synthesis of dinucleoside polyphosphates is
E-L-AMP and not, as previously assumed, E-LH,-AMP: (ii)
CoA, activator of the production of light, is a strong inhibitor
of the synthesis of dinucleoside polyphosphates.

2. Materials and methods

2.1 Muaterialy

Luciferase from firefly (Photinus pyralis) was purchased from Sigma
(catalogue no. L-3226). A stock solution (4.5 mg of protein/ml) of
luciferase was dissolved in 0.5 M HEPES/KOH (pH 7.3). p-Luciferin
(LH.)., ATP. sodium tripolyphosphate (Py). and CoA were obtained
from Sigma. Inorganic pyrophosphatase (EC 3.6.1.1: 200 U/ml) was
from Boehringer Mannheim. [o-*P]JATP was from DuPont NEN.
Dehydroluciferin (L) was prepared from o-luciferin as previously de-
scribed [8.9]. The thin layer chromatography (TLC) UV, silica gel
Huorescent plates were from Merck.

2.2 Luciferase assay

The reaction mixtures contained. unless otherwise indicated. 100
mM HEPES/KOH (pH 7.5). 2 mM MgCl,. 0.1 mM ATP. PPase
(0.3%; v/v), 20-35 uM dehydroluciferin or luciferin. and luciferase
0.45-0.9 mg of protein/ml. Incubations were carried out at 30°C.
Product formation was analyzed by HPLC or by TLC.

221 HPLC. Reuaction mixtures (0.05 ml) were stopped by the
addition of 0.1 ml of 10 mM EDTA in 66% methanol and centrifuged
for 1-2 min at 13000 rpm. Aliquots of the supernatant (0.05 mi) were
injected into a Hypersil ODS column-(4.6 X 100 mm) and eluted at a
constant flow rate (0.5 ml/min) with 2 mM phosphate buffer (pH 7 in
32% methanol. Chromatograms were registered simuitaneously at the
following wavelengths: 260, 327, 348 und 385 nm. The calculations
made to transform the areas of the chromatographic peaks into con-
centrations were based on the relative molar absorbance of luciferin

0014-5793/98/319.00 © 1998 Federation of European Biochemical Societies. All rights reserved.
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and dehydroluciflerin at, respectively. 327 and 348 nm [10]. and on the
relative molar absorbance of dehydroluciferin and L-AMP at 353 nm
[5). To calculate the concentration of L-CoA it was assumed that at
348 nm of wavelength the molar absorbance of L-CoA was identical
to that of L-AMP.

22.2. TLC. The reaction mixtures (0.02 ml), as above. were sup-
plemented with 0.1 uCi of [0-**PJATP. Al the indicated times aliquots
(3 pl) were spotted on TLC plates. The plates were first developed (13
cm) in dioxane/50 mM acetic acid (4:1) and. after drying, developed
again (10 cm) in dioxane/ammonium hydroxide/water (6:1:5). The
fluorescent spols were observed using light at a wavelength of 366
nm, and the radioactivity measured in an Instantlmager (from Pack-
ard Instruments). Standards of non-radioactive AMP. Ap,A. ADP.
ATP and.p,A were eluted simultaneously.

3. Results

3.1. Synthesis and characterization of dehydroluciferyl-AMP
Reaction mixtures containing [o-"*P]ATP, luciferase and
dehydroluciferin or luciferin were incubated in the absence
or in the presence of pyrophosphatase, and analyzed by
TLC (Fig. I). The synthesis of ApsA was higher in the pres-
ence of L than in the presence of LH, and, in both cases,
stimulation by pyrophosphatase was evident, particularly
after 30 min of incubation (Fig. 1). On the contrary. synthesis
of AMP was clearly observed only in the presence of LH;; its
rate of synthesis (irrespective of the presence or absence of
pyrophosphatase) was very high at the onset of the reaction
and then decreased sharply. In addition to the expected spots
corresponding to ATP and ADP (contaminating the [o-
32PJATP preparations) a new radioactive compound (spot
‘a’), fluorescent when irradiated with light of 366 nm wave-
length, and migrating just in front of markers of L and LHs,
was also observed. The radioactivity in spot ‘a’, more intense
with L than with LH,, did not change markedly during the
time of incubation. Spot ‘a’ could correspond to an intermedi-
ate of the luciferase catalyzed reactions rather than to a prod-
uct. The nature of spot ‘a” was approached testing the reac-

PPase + - + - + + - + -« + + - + -

LH, - - -+ + - - -+ + - - - 4
L . T I A S
"a” - ® v .« % ~

AMP . . ﬁ* A2 s ”da O ‘
ApA & « 8P4
SN YY1 1LLLso000001

ATP

1 2 3 45,1 2 3 459" 2" 3 45

15s 5 min 30 min
Fig. I. Synthesis of L-AMP. AMP and Ap,A catalyzed by firefly lu-
ciferase. Effect of dehydroluciferin. Juciferin and pyrophosphatase.
Reaction mixtures containing [0-*?PJATP. luciferase (0.9 mg of pro-
tein/ml). 30 uM L or LH,. and pyrophosphatase (PPase), as indi-
cated, were incubated at 30°C. At 15 s, 5 min and 30 min aliquots
were taken and spotted on TLC. The plates were developed and the
radioactivity measured as described in Section 2. Elution position of
non-radioactive standards of AMP. ADP, ATP and Ap;A are
shown. Lanes 1. 1’ and |” correspond to a control without either L
and LHs; ‘a’ presumptive L-AMP.

191

Lase - + o+ 4+ -+ o+ o+
CoA - - -+ - - -

R - - + - -+ -

LH, - - - - + + 4+ +

w

2 * #

1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 2. Lucilerase catalyzed reaction. Radioactive products formed
in the presence of P; or CoA. Reaction mixtures containing
[o-*"P]JATP (3000 Ci/mmol: about 0.01 pM). PPase. 20 uM L or
LH,. 5 mM MgCly, and 4 mM Py or 0.1 mM CoA were incubated
in the presence or in the absence of luciferase (0.68 mg of protein/
ml) for 10 min. The TLC plate was developed and the radioactivity
counted as described in Section 2. Elution position of non-radioac-
live AMP, ATP and p,A are indicated; ‘a’ presumptive L-AMP.
Lanes | and 5: Controls without enzyme.

tivity of the presumed intermediate with Py and CoA (Fig. 2).
When dehydroluciferin was used (lanes 1-4) the compound
corresponding to spot ‘a’ disappeared in the presence of Py
or CoA giving place to pyA and AMP, respectively (Fig. 2).
The results obtained with luciferin (lanes 5-8) were very sim-
ilar (apart from the synthesis of AMP in the absence of added
CoA., already observed in the experiment described in Fig. 1).
Since formation of LH»-CoA has never been reported. in our
view spots ‘a’ (Figs. | and 2) should correspond mainly to L-
AMP.

3.2, Analvsis by HPLC of the svnthesis of L and L-AMP
catalyzed by luciferase: effect of pyrophosphatase

To better identify the reaction products or intermediates,
reaction mixtures containing luciferase, ATP and dehydrolu-
ciferin or luciferin were incubated for 30 min in the absence or
presence of pyrophosphatase and analyzed by HPLC as de-
scribed in Section 2. When dehydroluciferin was used as co-
factor, it gave rise to a new peak (result not shown) identified
as corresponding to L-AMP by its absorption spectrum [11]
(Fig. 3). When luciferin was used as cofactor. it gave rise to
(among other compounds, see Fig. 4) dehydroluciferin and L-
AMP. These two products were easily identified by their elu-
tion position and absorption spectra coincident either with
chemically synthesized dehydroluciferin or with the L-AMP
synthesized by luciferase from dehydroluciferin and ATP
(Fig. 3). No peak corresponding to LH,-AMP could be ob-
served (results not shown). The final concentrations (UM) of
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Fig. 3. UV absorption spectra of L, L-AMP, L-CoA and other
products formed during the firefly catalyzed reaction. « and h corre-
spond to the spectra of L chemically or enzymatically synthesized,
respectively; ¢ and d are the spectra of L-AMP enzymatically syn-
thesized [rom L or from LH., respectively. These spectra and that
of L-CoA were normalized to a relative absorbance of 100% at 348
nm (L) or 354 nm (L-AMP and L-CoA). Spectra of compounds 5
and 6 were obtained from analysis of reaction mixtures containing
luciferase and luciferin as the ones described in Fig. 4.

L-AMP, after 30 min incubation, in the assays with L or
(LH.) were 4.4 (0.8) and 7.8 (3.4), in the absence and presence
of pyrophosphatase, respectively. In both cases the presence
of pyrophosphatase increased the level of L-AMP in the re-
action mixture. The above values were in good agreement
with the calculated concentrations of [a-**P]JAMP in spots
a’ in Fig. .

3.3. Time course of the products formed during the luciferase
catalvzed reaction

The analysis by HPLC of the luciferase assay performed in
the presence of LH, showed that L+L-AMP account for only
around 16% of the consumed LH., the rest being transformed
to other products as a consequence of the luminescent reac-
tion. To follow the time course of the UV absorbing products
formed. reaction mixtures containing ATP, luciferin and lu-
ciferase were incubated in the absence and presence of pyro-
phosphatase, and analyzed by HPLC for more prolonged elu-
tion times (Fig. 4). In addition to the peaks corresponding to
LH,, L and L-AMP, other UV absorbing products of the
reaction (4, 5 and 6) were now detected in these new exper-
imental conditions. Pyrophosphatase greatly affected the rel-
ative concentration of L and L-AMP enhancing the formation
of the last. Peaks 4 and 6 reached a maximum in the first
minute of the reaction declining during the incubation time,
whereas peak 5 appears later in the course of the reaction.
This behavior was independent of the presence or absence of
pyrophosphatase. The spectra of compounds 5 and 6 are
shown in Fig. 3. The absorbance of peak 4 was too low to
obtain a good spectrum, although its maximum seemed to be
around 400 nm (not shown). All spectra where taken in elu-
tion buffer (2 mM phosphate buffer (pH 7) in 32% methanol).
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3.4. Effect of CoA on the concentration of
dehydroluciferyl-AMP and on the synthesis of Ap;A

It was known that while CoA activated the luminescent
reaction [3.4], it inhibited the synthesis of Ap,A (unpublished
results from this laboratory and this work). Since, in our view,
this finding seemed to be related to the level of L-AMP
present in the reaction, we tried to analyze, simultaneously,
the effect of CoA on the synthesis of Ap,A and on the level of
L-AMP. The experiment was performed in the presence of
[a-*?P]ATP, luciferase, pyrophosphatase, fixed concentrations
(35 uM) of luciferin or dehydroluciferin and variable concen-
trations of CoA (0-0.1 mM) (Fig. 5). While, in the presence of
L, a concentration of 0.025 mM CoA inhibited only slightly
the synthesis of Ap,A, the same amount of CoA almost abol-
ished the synthesis of Ap,A in the presence of LH,. The CoA
dependent inhibitory profile of the synthesis of Ap;A and the
level of L-AMP could be superimposed both with LH, or L as
cofactors (Fig. 5). This was further tested analyzing by HPLC
the relative amounts of L, L-AMP and L-CoA., in the pres-
ence of increasing concentrations of CoA in the assays where
the added cofactor was L (Fig. 5, inset). L-CoA eluted just
before L and its UV spectrum (Fig. 3) was similar to that of
L-AMP aithough not identical. With increasing concentra-
tions of CoA, L-CoA increased and L decreased, and the
concentration of L-AMP almost did not change as long as
the added CoA was in defect compared to the L present.
Both L and L-AMP disappeared, and were converted to L-
CoA, when CoA (100 pM) was in large excess relative to L
(35 uM).
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Fig. 4. Time course of the products formed during luciferase cata-
lyzed reaction in the presence of luciferin and ATP. Reaction mix-
tures (0.25 ml) containing ATP, luciferase (0.9 mg of protein/ml)
and 30 uM LH., were incubated in the absence or presence of
PPase. At I5 s, I, 5 and 30 min aliquots were taken and analyzed
by HPLC as described. The figures 1, 2 and 3 on top of the chro-
matographic peaks correspond to LH,, L and L-AMP, respectively;
4, 5 and 6 correspond to products related to light production.
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Fig. 5. Effect of CoA on the synthesis of Ap,A and L-AMP cata-
lyzed by luciferase in the presence of dehydroluciferin or luciferin,
Reuction mixtures containing [a-*'PJATP, luciferase (0.9 mg of pro-
tein/ml), PPase, 35 uM L (full symbols) or LH. (empty symbols)
and CoA as indicated were incubated for 1 h and analyzed by TLC
as described. The concentrations of L-AMP (triangles) and Ap,A
(circles) represent the average of two experiments. Inset: Effect of
increasing concentrations of CoA on the relative levels of L. L-
AMP and L-CoA in the luciferase catalyzed reaction. Reaction mix-
tures containing 0.5 mM ATP, luciferase (0.45 mg of protein/ml),
PPase. 35 uM of L and the indicated concentrations of CoA were
incubated for 30 min. The reactions were analyzed by HPLC as de-
scribed.

4. Discussion

During the last years, firefly luciferase, ATP, other nucleo-
side triphosphates and polyphosphates of different chain
length were used for the synthesis of a variety of (di)nucleo-
side polyphosphates [6,7,12]. In general luciferin was used as
cofactor and the reaction analyzed by HPLC, after prolonged
times of incubation, usually hours. In those experiments, little
attention was paid either to the kinetics of light production
(that could be observed by the naked eye) or to the fate of
luciferin in the course of the reaction, and the synthesis of
dinucleoside polyphosphates was thought to take place
through formation of the E-LH.-AMP complex (Eq. 3). How-
ever, here we show that, even using LH, as cofactor, the main
intermediate donor of AMP is the E-L-AMP complex, rather
than E-LH,-AMP.

With the help of a sensitive method (using radioactive
[0-*?P]ATP), the synthesis of Ap;A could be correlated with
the appearance of a compound (‘a’ in Figs. | and 2) that was
later identified as L-AMP (see below). In the presence of L,
this compound appeared at the very onset of the reaction. its
level increased only slightly during incubation time and the
presence of pyrophosphatase increased both its steady state
level and the amount of Ap A synthesized. In the presence of
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LH, two main differences were appreciated : (i) rapid synthesis
of AMP, due to the oxidation of the E-LH,-AMP complex,
concomitant with the production of light and the production
of oxyluciferin, and (ii) less synthesis of Ap;A and a lower
level of the presumptive L-AMP, as compared to the results
obtained with L. Again, in the case of LH,, the steady state
level of the presumptive L-AMP was related to the amount of
Ap A synthesized.

The fate of LH, was approached analyzing the reaction
mixtures by HPLC (Fig. 4). Peaks corresponding to L and
L-AMP were formed as well as three other new peaks, termed
4, 5 and 6 (Fig. 4), one of which could correspond to oxy-
luciferin [13-15). Apparently, pyrophosphatase had little effect
on the rate of formation of compounds 4, 5 and 6. but it
greatly affected the relative concentrations of L and L-AMP
enhancing the formation of the latter (Fig. 4). A compound
with spectral characteristics compatible with LH.-AMP that
eluted in the same elution position as L. was observed in very
low amounts (less than 0.4 pM) in assays performed in the
presence of LH, and CoA, when almost no L was present
(results not shown). The low concentrations of LH,-AMP
attained in the luciferase reactions are in line with previous
results from this laboratory [16]. Although CoA is a strong
inhibitor of the synthesis of Ap,A in the presence of LH, as
cofactor, the synthesis of Ap;A could not be completely abol-
ished, even in the presence of high concentrations of CoA (see
Fig. 5), due, probably, to the presence of low concentrations
of the E-LH,-AMP intermediate which in the presence of ATP
could give rise to Ap;A. The fact that 6'-ethyl-luciferin, a
non-oxidizable analogue of luciferin, is also a cofactor in
the synthesis of Ap A [8] demonstrates that at least one com-
plex other than E-L-AMP could react with ATP in the syn-
thesis of Ap A.

The different effect of CoA on light production (stimulator)
and on the synthesis of Ap A (inhibitor), reported here for the
first time, can now be easily explained. As CoA reacts with the
E-L-AMP complex generating L-CoA and AMP (Figs. 2 and
5) and free enzyme, luciferase can enter in a second cycle of
light production, as far as LH, and ATP are available. The
inhibitory effect of CoA on the synthesis of Ap,A is more
effective with LH, than with L as a consequence of the lower
levels of L and L-AMP attained when the cofactor added to
the reaction mixtures was LH,. With dehydroluciferin the
inhibition was observed clearly only when the concentration
of added CoA was in excess over the cofactor while with
luciferin the inhibitory effect was observed even when the
added CoA was in defect. In both cases, the rate of synthesis
of Ap A was correlated with the steady state concentration of
L-AMP (Fig. 5). The concentration of L-AMP remains almost
constant, despite addition of CoA, if sufficient dehydrolucifer-
in remains in the assay media to react with ATP and maintain
the steady levels of the intermediate in the synthesis of ApjA,
L-AMP (Fig. 35).
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3— DISCUSSAO

3.1- A convicgdo de que os mono e os dinucleosideos polifosfatados sido
moduladores de processos biolégicos justifica o interesse do estudo
da sua sintese.

Como ja foi apresentado na Introdugdo (capitulos 1.2 e 1.3) esta descrito que quer os
mono quer os dinucleosideos polifosfatados existem nos seres vivos e tém efeitos bioldgicos
diversos, podendo actuar quer no interior quer na superficie celular. Na nossa opinido, ndo ¢
de estranhar que tenham sido descritas uma quantidade tdo grande de acgGes em processos
bioldgicos tdo diversos (ver capitulo 1.3): a sua semelhanga estrutural com nucleotideos que,
como o ATP, desempenham papéis chave nos seres vivos permite antecipar que muitas outras
serdo descobertas no futuro.

Quer no meio intracelular quer em algumas secregdes as concentragdes dos mono e
dos diadenosideos polifosfatados serdo, em geral, de ordem de grandeza uM ou inferior ¢
muito inferiores as do ATP (ver capitulos 1.2 e 1.3.c.1). A dificuldade em defender o possivel
significado fisioldgico de muitos dos papéis que lhes sdo atribuidos resulta ndo so destas
baixas concentragdes mas também da possibilidade de o ATP e de outros nucleotideos
competirem com eles para os locais de ligagdo nas enzimas, canais ionicos ou receptores da
superficie celular com que interagem. No entanto, as concentragdes, num determinado micro-
ambiente do espago intra ou extracelular, serdo diferentes daquelas que tém sido medidas em
células encaradas como um todo. E também possivel que estas concentragdes sejam
influenciadas por determinadas condigdes fisiologicas, patoldgicas ou terapéuticas. A recente
descoberta de que a transcriptase reversa do HIV-1 pode catalisar a sintese de dinucleosideos
polifosfatados a partir de nucleosideos trifosfatados que, como determinados antivirais
sintéticos de natureza nucleosidica, ndo contém o grupo hidroxilo 3’ ilustra a afirmagéo
anterior [371]. A provar-se que os derivados fosforilados desses antivirais podem, tal como o
ddATP, ser substratos na sintese de dinucleosideos polifosfatados deve considerar-se a
hipétese de que este processo de sintese, para além de poder desbloquear a sintese de DNA
(ver capitulo 1.4.d.2), dara origem a compostos que sdo potencialmente inibidores das cinases
envolvidas na fosforilagdo dos referidos antivirais (ver capitulo 1.3.b.3). Estas consideragdes e
a possibilidade de que um determinado efeito possa vir a demonstrar-se poder ser positiva ou
negativamente modulado por outros agentes biolégicos impdem uma atitude de prudéncia na
avaliagio critica dos resultados experimentais obtidos com os mono e os dinucleosideos
polifosfatados.

Como referido no capitulo 1.3 alguns dos efeitos dos dinucleosideos polifosfatados
poderdo resultar de ligagdo especifica a determinadas enzimas, canais idnicos ou receptores.
Também a maior poténcia dos mono e dos dinucleosideos polifosfatados na inducdo de
determinados efeitos e a estabilidade destes compostos no meio extracelular relativamente ao
ATP refor¢am a convicgdo de que, em muitos casos, os efeitos observados poderdo ter
significado fisiolégico (1.3.b, 1.3.c e 1.3.g). O crescente nimero de investigadores interessados
nesta tematica é simultaneamente causa e consequéncia destas ideias.

Até a0 momento, a tinica enzima conhecida que catalisa especificamente a hidrélise de
dinucleosideos polifosfatados com quatro ou mais residuos fosfato em mamiferos € a
dinucleosideo-tetrafosfatase assimétrica (ver capitulo 1.4.a.1). Esta enzima ¢ muito fortemente
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inibida por mononucleosideos tetrafosfatados (p.N) de tal maneira que o metabolismo dos
dinucleosideos polifosfatados estara estreitamente relacionado com o daqueles compostos.

O uso de mono ou dinucleosideos polifosfatados no desenvolvimento de novos
medicamentos [169, 219}, de métodos de purificagdo e de andlise de enzimas (82, 92, 97, 104-
106, 261] e na investigagio de mecanismos enzimicos [99-103] mostra que o interesse do
estudo dos efeitos destes compostos em processos bioldgicos ndo se esgota nos aspectos
focados nos paragrafos anteriores.

3.2- A sintétase de acil-CoA e a sintese de mono e dinucleosideos
polifosfatados. A hipétese e os seus fundamentos.

Como ja referido no capitulo 1.4.d o nosso trabalho experimental integra-se num
projecto mais vasto que visa testar a hipotese de que, para além das sintctases de aminoacil-
tRNA, outras enzimas capazes de formar um complexo intermedidrio E<X-NMP (X=écido
orgdnico) com concomitante libertagio de PPi poderiam também catalisar a sintese de
dinucleosideos polifosfatados [363].

A pertinéncia da hip6tese formulada foi demonstrada pelas descobertas a que deu
origem (ver capitulos 1.5.a.2 e 1.6.b) entre as quais se inclui o nosso trabalho sobre a sintétase
de acil-CoA [Artigos I e II]. Antes da nossa incorporagdo na equipa de Sillero e Sillero
demonstrou-se que a luciférase de Photinus pyralis catalisa a sintese de mono e de
dinucleosideos polifosfatados [363-365] e que a sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces
cerevisiae catalisa a sintese de mononucleosideos polifosfatados [368).

Relativamente a estas enzimas, as evidéncias experimentais obtidas in vifro carecem,
até ao momento, de verificagdo in vivo. Existem, no entanto, evidéncias experimentais
apoiando a possibilidade de que enzimas de natureza desconhecida mas que catalisam a sintese
simultinea de PPi e dinucleosideos polifosfatados estariam envolvidas nos aumentos de
concentragdo de dinucleosideos polifosfatados associados a estimulagdo de células {3 dos ilhéus
de Langerhans com glicose [36] ou de linhas celulares de mamifero com etanol [33].

No mesmo ano em que a hipétese acima referida foi tornada publica (1990) [363] o
grupo de Remy [33] observou que, quando adicionado ao meio de cultura de duas linhas
celulares de mamifero (A-549 e HTC), o etanol provocava aumentos marcados (até 30 vezes)
na concentragio intracelular de Ap,N. Foi verificado que, na presenca de etanol, ocorria
sintese de Ap,N que podia ser inibida pela adi¢do de PPi ao meio de cultura tendo este dado
sido interpretado como uma evidéncia a favor de que as enzimas responsaveis pela acumulagdo
de dinucleosideos polifosfatados podiam ser sintétases de aminoacil-tRNA. No entanto, a
adi¢do de acetato de Zn>" em concentragdes que, in vitro, ndo inibem e podem mesmo
estimular marcadamente a actividade de sintese de Ap:N de sintétases de aminoacil-tRNA
provocou anulagio da acumulagdo de Ap,N. Também se observou que as concentragdes de
etanol que eram capazes de induzir acumulacio intracelular de ApsN provocavam anulagio da
actividade de sintese de ApsA da sintétase de aminoacil-tRNA testada, concretamente, da
sintétase de fenilalanil-tRNA [33].

A possibilidade de outras enzimas, para além das sintétases de aminoacil-tRNA,
poderem participar na sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados (nomeadamente os que
contém, pelo menos, um residuo adenina) com libertagdo concomitante de PPi ndo podia, nem
pode, ser ignorada e, seguindo esta linha de pensamento, decidiu-se estudar a possibilidade de
a sintétase de acil-CoA ser uma dessas enzimas.
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3.3- A sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi catalisa a sintese de
PsA, PsA, ApsA, ApsA, Ap¢A e heterodinucleotideos contendo
adenina.

Os estudos preliminares foram realizados usando como método de andlise TLC em
placas de gel de silica eluidas com misturas de dioxano, amoniaco e dgua em proporg¢des
adequadas. A escolha justificava-se ja que este método havia sido antes utilizado com sucesso
em estudos de hidrélise e fosfordlise de dinucleosideos polifosfatados [214] e, no laboratério
de Sillero e Sillero, no estudo da sintese de mononucleosideos polifosfatados catalisada pela
sintétase de acetil-CoA [368]. As placas que usdmos (comercializadas pela Merck) eram de
aluminio revestido com gel de silica misturado com uma substancia fluorescente que, quando
irradiada com luz de 250-260 nm de comprimento de onda, emitia luz de cor branca. As bases
ptricas e pirimidicas, assim como os nucleosideos e nucleotideos correspondentes, absorvem
luz na mesma banda de comprimentos de onda em que a substincia fluorescente contida nas
placas é excitada [720] anulando a fluorescéncia da placa. Tirando partido destas
caracteristicas estes compostos podiam ser visualizados como manchas escuras quando as
placas eram irradiadas com luz de comprimento de onda adequado. Esses estudos preliminares
mostraram que a preparagdo comercial de sintétase de acil-CoA purificada de Pseudomonas
fragi (EC 6.2.1.3) comercializada pela Boehringer podia catalisar, a partir de ATP ¢ P;, a
sintese de um composto que coeluia com o psA comercial. Na figura 1 do Artigo | mostra-se a
fotografia de uma placa, obtida sob ilumina¢do de uma lampada cuja emissdo era maxima nos
254 nm de comprimento de onda; quando o P4 substituia o P; o composto maioritariamente
formado tinha um rf de valor ligeiramente mais baixo e, logicamente, admitimos que se tratava
de psA.

O psA e o psA putativos sintetizados enzimicamente foram purificados e concentrados
usando TLC [Artigo []. Depois de extraidos da placa confirmamos, usando HPLC, que tinham
um espectro idéntico ao da adenina e um tempo de retengdo compativel com a identificagéo
anterior [Artigo []. Para obter separagédo e caracterizar os picos usimos métodos que eram ja
uma rotina no laboratdrio de Sillero e Sillero [363-366, 378]. O sistema cromatografico era de
tipo par idnico e estava acoplado a um sistema de detecgdo que media a absorvancia numa
banda de comprimentos de onda pré-seleccionada (“diode array detector”). Todo o sistema
funcionava sob controlo de um programa informatico (“HP ChemStation”) que gravava a
informagdo permitindo a visualizagdo e a comparagdo dos espectros de absorgdo
correspondentes aos picos registados [Artigo I]. Tirando partido da hidrélise sequencial dos
mononucleotideos catalisada pela fosfitase alcalina foi possivel determinar o nimero de
residuos fosfato nos dois compostos formados e, desta forma, confirmar de modo inequivoco a
sua identidade (ver figura 1 do Artigo I). A partir do composto que coeluia com o ps,A
obtiveram-se, por hidrélise, compostos com tempos de reten¢do idénticos aos do ATP, ADP,
AMP e adenosina comerciais; a partir do composto que se admitia ser psA obtiveram-se para
além destes mesmos picos um outro com tempo de retengio idéntico ao do psA comercial. Os
espectros de absor¢do de todos estes compostos eram, como previsto, idénticos entre si.

Foi também possivel mostrar que a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi, na
auséncia de polifosfatos € na presenga de ATP ou de psA, catalisava a sintese de compostos
que tinham um espectro de absor¢do idéntico ao dos substratos e que coeluiam com o ApsA ou
o ApsA comerciais, respectivamente [Artigo 1]. Tal como no caso dos mononucleotideos, estes
dinucleotideos foram purificados e concentrados usando TLC [Artigo I]. No caso dos
dinucleotideos, o processo de purificagdo foi facilitado pelo tratamento, com fosfatase alcalina,
dos meios de ensaio onde haviamos provocado a sua sintese; como previsto, este tratamento
permitiu a hidrdlise dos substratos ATP e psA ndo afectando os dinucleotideos sintetizados
[Artigo I]. A adenosina formada migrava, no sistema de TLC a que ja nos referimos, muito
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proximo da frente separando-se claramente do ApsA e do ApsA. Depois de extraidos da placa,
a identidade dos produtos formados na presenca de ATP ou psA foi confirmada de modo
inequivoco tirando partido do modo como a fosfodiestérase [ (ver capitulo 1.4.a.5) ¢ a
dinucleosideo-tetrafosfatase assimétrica (ver capitulo 1.4.a.1) catalisam a sua hidrolise. No
caso do ApsA ambas as enzimas catalisavam a formagdo de AMP e ATP; no caso do ApsA a
fosfodiestérase [ catalisava a formagdo de AMP + p;A e a dinucleosideo-tetrafosfatase
assimétrica a formagdo de ADP + ATP (ver figura 4 do Artigo [). Quando, mais tarde,
sintetizdmos Ap,G a partir de ATPyS e GTP usamos também TLC para purificar e concentrar
o produto e fosfodiestérase [ para a sua identificagdo: na presenga desta enzima formava-se,
como resultado da rotura hidrolitica, AMP e GTP assim como GMP e ATP [Artigo I].

Ainda mais tarde, pudemos demonstrar que a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas
fragi podia catalisar a sintese de ApsA [Artigo II]. A impossibilidade de obter no mercado
psA, o aceitador de adenilato adequado neste caso, levou-nos a tentar a sintese de Ap¢A
utilizando a capacidade da enzima para catalisar a sintese daquele mononucleotideo a partir de
ATP e P, [Artigo II]. Como método de analise usamos HPLC com o sistema tipo par i6nico a
que ja nos referimos [Artigo II]. Apds 12 horas de ensaio era possivel observar um pico que,
tendo em conta o seu espectro e tempo de retengdo, se identificou como correspondendo ao psA
(o pico 5 na figura 1 do Artigo II). Entre as 12 horas e as 40 horas de ensaio um outro pico
com um tempo de retengdo elevado (pico d6 na figura 1 do Artigo II) aumentou de tamanho e
suspeitdmos que correspondia a0 ApsA. A confirmagdo de que o composto correspondente a
este pico era, de facto, ApsA foi também obtida através da sua purificagido, concentragdo e
posterior hidrdlise com as duas enzimas hidroliticas acima referidas [Artigo II]. Importa, no
entanto, esclarecer que a técnica que haviamos usado para a purificacdo do ApsA, do ApsA e
do Ap,G (TLC eluindo com uma mistura de dioxano, amoniaco e dgua) ndo era exequivel no
caso do ApeA ja que neste sistema cromatografico o ApsA e 0 ApsA (que também se formava
como consequéncia, presumimos, da presenca de P; contaminando o P, [Artigo II])
praticamente coeluiam. Assim, decidimos usar para a separagdo, nao dispensando o tratamento
prévio com fosfatase alcalina, um outro sistema de separagdo em HPLC em que o eluente era o
hidrogenocarbonato de amoénio (troca idnica) [Artigo II]. Injectando, repetidamente, aliquotas
do meio de ensaio, recolhendo o eluido correspondente ao composto com tempo de eluigdo
mais elevado e concentrando por liofilizagdo no vazio a baixa temperatura obteve-se uma
solugdo empobrecida em hidrogenocarbonato de amonio € onde a concentragdo de ApsA foi
avaliada em 146 uM [Artigo II]. A identificagdo dos produtos formados quando esta solugdo
foi tratada com fosfodiestérase I (AMP e psA) ou dinucleosideo-tetrafosfatase assimétrica
(apenas ATP) confirmou que o dinucleotideo sintetizado era, como suspeitivamos, ApsA (ver
figura 2 do Artigo II).

Logo no inicio do trabalho experimental com a sintétase de acil-CoA observamos que
a sintese de psA ndo dependia nem era estimulada pela adi¢do de acidos gordos ao meio de
ensaio [Artigo I]. Tendo em conta os resultados anteriormente obtidos pela equipa de Sillero e
Sillero com a sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae (ver capitulos 1.5.a.2 e
1.5.d.1) e os resultados que podiam ser analisados consultando a literatura (ver capitulo
1.5.d.2) esta auséncia de estimulagdo e, sobretudo, a auséncia de dependéncia eram
previsiveis. A mesma auséncia de estimula¢do pelos acidos gordos tinha sido observada por
Bar-Tana e colaboradores quando estes autores estudaram a reac¢do de troca ATP-PPi,
usando sintétase de acil-CoA de cadeia longa de rato [432]. Contudo, até a0 momento da nossa
descoberta, todas enzimas em que se havia demonstrado actividade catalitica de sintese de
mono ¢ diadenosideos polifosfatados com concomitante libertagio de PPi, tinham a sua
identificagdo facilitada pelo facto desta actividade depender ou, pelo menos, ser estimulada por
um cofactor organico que funcionava como substrato noutra actividade das mesmas enzimas.
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Era esse o comportamento observado quando as enzimas utilizadas eram varias sintétases de
aminoacil-tRNA, a sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae e a luciférase de
Photinus pyralis (ver capitulos 1.4.c.1.1, 1.5.a.2 ¢ 1.6.b). A convicgdo generalizada de que as
sintétases de acil-CoA partilham, com estas enzimas, um mecanismo em que ocorre a
formagio de um intermedidrio acil-adenilato justificavam que, antes de prosseguir com o
trabalho experimental, fosse dedicada alguma aten¢@o & possibilidade de que a preparagdo
enzimica comercializada pela Boehringer pudesse estar contaminada com outra enzima que
tivesse as actividades cataliticas que haviamos descoberto. A hipdtese tinha um baixo grau de
probabilidade ja que estdvamos a usar uma preparagdo purificada. Apesar disso, consideramos
que era importante testar a possibilidade de que uma das actividades de transferéncia de
adenilato por nés descobertas (a de sintese de psA) e a de sintese de palmitil-CoA pudessem
ser separdveis por cromatografia (ver figura 2 do Artigo I) ou de ocorrer inactiva¢do
diferencial destas actividades pelo calor [Artigo I]. Os resultados obtidos apontaram,
claramente, no sentido de que a enzima responsavel pela actividade observada era a sintétase
de acil-CoA [Artigo I]. No trabalho experimental subsequente, outras evidéncias foram
somadas a estas, nomeadamente a possibilidade de o ATP poder ser substituido por octanoil-
adenilato na sintese de heterodinucleosideos polifosfatados (ver figura 6 do Artigo I) assim
como a acgdo especifica de acidos gordos como antagonistas da acgdo inibidora da coenzima
A (ver figura 7B do Artigo I).

Nos estudos em que observdmos coeluigdo e inactivagdo paralela pelo calor das
actividades de sintese de palmitil-CoA (medida como sintese de AMP) e p,A, os meios de
ensaio continham, como de resto muitos outros, ATP marcado com tritio € usdmos TLC como
método analitico [Artigo I]. A aplicagdo, prévia a eluigdo, nos mesmos locais onde se
aplicavam as amostras do meio de ensaio, de uma solugdo contendo distintos nucleotideos
(psA, ATP, ADP ¢ AMP) e adenosina garantia, mesmo com baixas taxas de conversdo
(essenciais para o estudo de velocidades iniciais), a possibilidade de visualizar o local para
onde os produtos tinham eluido. As placas de aluminio revestido eram cortadas, de modo a
individualizar as manchas correspondentes ao ATP e psA (no caso de sintese de psA) e ao ATP
e AMP (no caso da sintese de palmitil-CoA), e a radioactividade associada aos pedagos de
placa era medida usando um contador de cintilagdes. A percentagem de conversdo do ATP em
psA ou AMP era calculada comparando os resultados nos trilhos correspondentes aos ensaios
enzimicos e aos respectivos controlos; a actividade enzimica era calculada tendo em conta o
tempo de incubagdo assim como a quantidade quimica de ATP e a quantidade de enzima
adicionadas as misturas reactivas.

3.4 - Caracterizacio da actividade de sintese de ps;A da sintétase de acil-
CoA de Pseudomonas fragi. A luciférase de Photinus pyralis como
termo de comparacio.

O estudo da sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi avangou com o objectivo de
caracterizar melhor as actividades de sintese descobertas dando prioridade a de sintese de p,A
que era, entre essas actividades, aquela em a velocidade era mais elevada [Artigo I].

A necessidade de adicionar um catido bivalente ao meio de ensaio era previsivel (ver
capitulos 1.5 e 1.6) e, desde o inicio, que o catido escolhido foi o Mg?. Os estudos prévios
confirmaram essa dependéncia e mostraram que, para obter uma actividade 6ptima, o catido
devia ser adicionado para uma concentragdo molar semelhante ao somatdrio das concentragdes
de P; e ATP. O nosso trabalho experimental mostrou que outros catides bivalentes como o
Co¥, 0 Mn®*, 0 Zn** e, em menor grau, o Ca®* podiam, com eficacias diferentes, substituir o
Mg® e que os perfis dos graficos actividade versus concentragdo de catiio eram, com
excepgdo do do Ca®", parecidos [Artigo I]. A dependéncia da presenga de catides bivalentes na
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actividade de sintese de p,A (e ApsA) doutras enzimas foi também observada por outros
investigadores (ver capitulos 1.4.c.1.1, 1.4.d.1, 1.5.a.2 e 1.6.b). No caso da luciférase, em que
foram testados 0s mesmos catides, também o Ca** era o menos eficaz [364]. A existéncia de
dependéncia de Mg™ no caso da sintese de acetil-CoA a partir de ATP, acetato ¢ coenzima A,
ou da reac¢do de troca ATP-PPi catalisadas pela sintétase de acetil-CoA, assim como na
produgdo de luz a partir de ATP e luciferina catalisada pela luciférase ja foi referida na
Introdugdo (ver capitulos 1.5.a.1 e 1.6.a.2). No entanto, tal dependéncia ndo existia quando as
actividades de sintese de acetil-CoA ou de produgdo de luz foram estudadas usando acetil-
adenilato e coenzima A no primeiro caso ou luciferil-adenilato, em meio aerdbio, no segundo
[413, 430, 604]. Estes dados levam-nos a admitir que, pelo menos nestas enzimas, o Mg terd
um papel na ligagdo dos fosfatos 3 € y do primeiro ATP a enzima e que, presumivelmente, sera
essencial a ligagdo do segundo ATP ou do P;, nos caso das sinteses de ApsA ou de piA,
respectivamente. As semelhangas estruturais entre as diferentes sintétases de acil-CoA
(incluindo nestas as sintétases de acetil-CoA) e entre estas enzimas e as luciférases de insectos
coledpteros (ver capitulo 1.7) apoiam a especulagdo de que um fendmeno semelhante deve
ocorrer no caso das sintétases de acil-CoA em geral e da sintétase de acil-CoA de
Pseudomonas fragi em particular.

Entre as sintétases de acil-CoA, na sua actividade de sintese de acis-CoA, a Unica em
que o pH 6ptimo € inferior a 7 € a sintétase de dicarboxilil-CoA de figado de rato (ver capitulo
1.5). Também esta descrito que o rendimento quantico e a velocidade inicial de producdo de
luz na reac¢do bioluminescente da luciférase de Photinus pyralis diminuem marcadamente
quando se baixa o pH do meio de ensaio para valores inferiores a 7 [598, 605, 606, 614, 619].
Tendo em conta que as actividades de sintese de ApsA ou psA, quer no caso da luciférase de
Photinus pyralis quer no da sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae, tinham
valores de pH 6ptimo inferiores a 7 (ver capitulos 1.5.a.2 e 1.6.b) escolhemos, para iniciar o
nosso trabalho de investigagdo com a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi, um valor
de pH de 6,3 ¢ um amortecedor adequado a este pH (MES). O estudo comparado das
actividades de sintese de p4A e palmitil-CoA usando quatro valores de pH entre 5,5 € 8,2 ¢ trés
amortecedores distintos mostrou que, neste intervalo, a actividade de sintese de psA aumentava
quando o pH diminuia e que a de sintese de palmitil-CoA variava de forma inversa [Artigo I].
As tentativas para encontrar um maximo de actividade de sintese de ps;A entre pH 6,3 ¢ 5,5
(usando MES como amortecedor) ou, usando outros amortecedores, num valor de pH inferior
a 5,5 foram infrutiferas. Estudos das actividades de sintese de Aps;A e ApsA, usando os
mesmos amortecedores ¢ valores de pH idénticos, mostraram, como era previsivel, que
também estas actividades eram mais elevadas a pH 5,5 [Artigo I]. Na teoria mais recentemente
avancada para explicar o aumento do comprimento de onda da luz emitida na reaccd@o
bioluminescente da luciférase quando o pH do meio baixa admite-se que a diminuig¢do do pH
provoca um relaxamento do centro activo da enzima, permitindo que os anéis benzotiazole e
tiazole da oxiluciferina (ver Figura II) assumam uma configuragdo mais estavel,
concretamente que os planos desses anéis tendam, nessas condigdes, a ficar perpendiculares
entre si [596]. A pH superior a 7 a enzima estaria mais compactada impondo que esses anéis
estivessem no mesmo plano [596]. Esta teoria e as semelhangas estruturais entre a luciférase e
as sintétases de acil-CoA (ver capitulo 1.7) apoiam a especulagdo de que o aumento das
actividades de sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados com a descida do pH seja uma
consequéncia do relaxamento das enzimas facilitando a ligagdo dos substratos aceitadores ao
local de ligagio do PPi. QOutra possibilidade, que sera também considerada no caso da
luciférase (ver capitulo 3.9), é que valores de pH mais baixos aumentem a concentrag¢do
estacionaria dos intermediarios envolvidos no processo reactivo. No caso da sintétase de acetil-
CoA de coragdo de boi foi observado por Webster ¢ Campagnari [431] que a pH de 7,4 a
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quantidade de acetil-adenilato formado, a partir de ATP e acetato na auséncia de coenzima A,
era superior a que podia ser obtida a pH 8,1.

Foram observados aumentos na concentragdo intracelular de ApsA em culturas de
Physarum polycephalum tratadas com acido formico ou tratadas com dinitrofenol com o meio
de cultura a pH 4,6 [32]. Ndo é de excluir a possibilidade de que o aumento da concentragdo
de ApsA provocado pela acidificagdo do meio possa estar relacionado com actividades
enzimicas de sintese de ApsA que, como a da sintétase de acil-CoA [Artigo I], de acetil-CoA
[368] ou a da luciférase de Photinus pyralis [364], sejam favorecidas por um pH inferior a 7.

Para o estudo do efeito da concentragdo de P; na velocidade da reacgdo de sintese de
psA utilizimos uma concentragdo fixa de ATP (1 mM) e distintas concentragdes de P;
variando entre 1 ¢ 10 mM sendo o pH 6,3. Tendo nés observado antes que a concentragdo
optima de MgCl, a adicionar ao meio de ensaio dependia da concengragdo de P; e ATP,
decidimos utilizar distintas concentragdes de MgCl, nos ensaios com distintas concentragdes
de P; de modo que a concentragio de Mg™* livre fosse fixa [Artigo []. Admitindo um pH, uma
concentragio de Mg”" livre e uma forga i6nica determinadas, as proporgdes entre as varias
formas de ATP e P; (protonadas e ndo protonadas e complexadas e ndo complexadas com o
Mg”") mantém-se constantes quando a concentragdo total do nucleotideo e do polifosfato
variam. Nestas condigbes, a percentagem das diferentes formas que interagem com a enzima
como substratos e, eventualmente como inibidores ou activadores, manter-se-ia constante
apesar da variagfio na concentragdo total de P;. Aceitando como aplicdveis as nossas condigdes
as constantes aparentes de dissociagdo protonica e de afinidade com o Mg®* que encontramos
na literatura [721, 722] e, ignorando eventuais erros que pudessem resultar de variagdes da
forga i6nica, calculamos a concentragdo de MgCl, a adicionar aos distintos meios de ensaio
para que a concentragio de Mg™" livre fosse 1 mM. Respeitando esses calculos adiciondmos o
MgCl, para concentragdes que variavam entre 2,9 mM na mais baixa concentragdo de P;
utilizada (1 mM) e 11,4 mM na mais elevada (10 mM); estas concentragdes em pouco
diferiam do somatdrio das concentracdes do ATP (1 mM) e do P;. Em consequéncia de
reflexes de teor semelhante e aceitando pressupostos idénticos estuddmos o efeito da
concentragio de ATP na velocidade de reacg¢do de sintese de Ap,A impondo também uma
concentragio de Mg”" livre de 1 mM. Neste caso, o valor de pH escolhido para o ensaio foi 5,5
e enquanto o ATP variou entre 1 ¢ 10 mM a concentragdo de MgCl, variou entre 1,8 ¢ 9 mM.
Nas condi¢des de ensaio escolhidas os K., foram estimados em 1,3 mM no caso do P; ¢ 1,2
mM no caso do ATP [Artigo I]. Apesar de avaliados em condigdes de ensaio distintas, estes
valores sio da mesma ordem de grandeza dos que haviam antes sido estimados para o P;, no
caso da sintese de psA catalisada pela sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae
(4,7 mM) [368], ¢ para o ATP, no caso da sintese de ApsA catalisada pela luciférase de
Photinus pyralis (4 mM) {364].

Os ensaios preliminares realizados com o objectivo de estudar a variagio da actividade
de sintese de psA com a concentragdo de ATP mostraram que o valor do Ky, para este
nucleotideo deveria ser inferior a 50 uM. Usando concentragdes de ATP variando entre 1,5 €
200 uM, concentragdes fixas de P; e MgCl, de 10 mM e de 10,2 mM, respectivamente, ¢
como método de separagdo TLC avalidmos o K, do ATP em 15 puM [Artigo []. Uma das
dificuldades deste estudo resultou da escolha de uma gama tdo ampla de concentragdes de
ATP. A avaliagdo de velocidades iniciais seria impossivel se usassemos concentragdes fixas de
enzima e um tempo Gnico para avaliar a velocidade. Por esse motivo usamos trés tempos de
paragem para cada ensaio e distintas concentragdes de enzima para as distintas concentragdes
de ATP utilizadas; a concentragdo de sintétase de acil-CoA purificada variou entre 1,1 e 94,8
ug de proteido/ml. Neste estudo, como noutros realizados a partir de Maio de 1997, pudemos
dispor de um sistema de detecgdo de radioactividade comercializado pela “Packard
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Instruments” (“Instantimager”) baseado nas propriedades ionizantes da radiagdo e num
sistema electronico que quantificava e traduzia em imagens a radioactividade da placa. As
limitagdes do sistema inviabilizavam o uso do tritio e escolhemos usar [0-"P]ATP. O valor de
15 uM que estimamos como sendo o do K, do ATP na sintese de psA traduz a elevada
afinidade deste nucleotideo para o local da enzima onde sofre rotura entre os fosfatos a e 3. Os
valores do K, do ATP nos estudos de sintese de acis-CoA encontrados na literatura, variando
com as condi¢des de ensaio e a enzima utilizada, eram, a excepgéo de dois [433, 501], de
ordem de grandeza mM (ver capitulo 1.5.b.2). Num destes trabalhos, Bar-Tana e
colaboradores [433] usaram a sintétase de acil-CoA de rato e estudaram, com o objectivo de
determinar o mecanismo enzimico, a varia¢io do K, do ATP em fungdo da concentragio de
coenzima A. O valor do K., do ATP diminuia quando baixava a concentragio de coenzima A
sendo de 11 pM na mais baixa concentragdo de coenzima A utilizada (0,42 uM) [433]. No
outro estudo, Grayson e Westkaemper [501] usaram a enzima de Pseudomonas aeroginosa e,
neste caso, 0 K, do ATP era 35 uM mesmo na presenca de uma concentragao de coenzima A
de 200 uM. No caso da sintétase de acetil-CoA de Saccharomyces cerevisiae também ja se
tinha observado que na reacgdo de sintese de p,A o valor do Ky, do ATP (160 pM) [368] era
muito inferior aos valores que diferentes autores haviam estimado para este pardmetro na
reacgdo de sintese de acetil-CoA catalisada pela mesma enzima (ver capitulo 1.5.a.1).

A diferenca (duas ordens de grandeza) entre os valores do K, do ATP nas reacgdes de
sintese de psA ¢ ApsA catalisadas pela sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi [Artigo I]
sio um reflexo das diferentes afinidades do ATP para os sitios da enzima onde se liga como
dador e aceitador de adenilato.

O liofilizado de sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi comercializado pela
Boehringer continha nucleotideos de adenina e, em todos os lotes utilizados, o mais abundante
era o ATP (ver figura 2 do Artigo 1). Em termos percentuais (m/m de liofilizado) o somatorio
dos nucleotideos ps;A, ATP, ADP e AMP variava, nos diferentes lotes utilizados, entre 19 e
35%. Este achado, algo surpreendente, foi tido em conta nos estudos enzimicos em que se
usava ATP: determindvamos em cada lote a quantidade de ATP de modo a, tendo em conta a
quantidade de liofilizado adicionado aos ensaios, ajustar o volume de solugdo de ATP para
obter a concentragio pretendida. Esta estratégia ndo era, no entanto, adequada quando
estudamos a especificidade da enzima em relagdo aos nucleotideos. Nestes casos, a preparagio
enzimica foi previamente dialisada de modo a remover os nucleotideos contaminantes [Artigo
I]. Dos mono e dinucleotideos testados como possiveis dadores de NMP ao P; (e consequente
sintese de psN) foram completamente ineficazes o AMP, o UTP e o CTP [Artigo I]. Com o
GTP a actividade (sintese de p4G) foi apenas 6% da observada no ensaio em que a actividade
era mais elevada, concretamente, aquele em que se usou ATP [Artigo I]. Actividades
intermédias entre estes dois extremos foram observadas nos ensaios em que se usou ATPYS,
dATP, ApsA ou ApsA [Artigo I]. Estes resultados néo foram inesperados. Ndo foi possivel
encontrar na literatura estudos em que o ATPYS, 0 ApsA e 0 ApsA tivessem sido testados
como potenciais substratos na reac¢do de sintese de acis-CoA catalisada por sintétases de acil-
CoA mas, nos estudos sobre a especificidade destas enzimas em relagdo aos nucleotideos,
apenas o dATP podia substituir o ATP [438, 453, 455]. Nos estudos sobre a luciférase de
Photinus pyralis a equipa de Sillero e Sillero ja tinha observado, antes da nossa incorporagao,
que o ATPyS e o ApsA, ndo contendo modificagdes no fosfato o relativamente ao ATP,
podiam ser dadores de adenilato [364, 365]. Também ja tinha sido observado que esta enzima
podia catalisar a sintese de Gp,G a partir de GTP; este nucleotideo podia funcionar como
substrato dador, neste caso, de guanilato mas, tal como no caso da sintétase de acil-CoA
[Artigo 1], a sua eficacia era muito baixa [365].
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As semelhancas funcionais entre a luciférase de Photinus pyralis e a sintétase de acil-
CoA de Pseudomonas fragi foram também evidenciadas quando estudamos a especificidade de
substratos aceitadores de adenilato. Havia sido observado que, no caso da luciférase, eram
aceitadores de adenilato, para além dos polifosfatos, mononucleotideos com trés ou mais
fosfatos e sem modificagdes nos dois fosfatos terminais; ndo eram aceitadores o ATPyS e
nucleosideos mono e difosfatados [364, 365]. Observamos um comportamento idéntico no
caso da sintétase de acil-CoA [Artigos I e II]. Ja referimos que o P; e o P4 assim como o ATP,
0 psA € 0 psA eram aceitadores de adenilato. Nem o ATPyS (usado como exemplo de
nucleosideo trifosfatado modificado num dos dois fosfatos terminais) nem o0 AMP nem o ADP
(usados como exemplos de nucleosideos mono e difosfatados) eram substratos aceitadores;
todos os nucleosideos trifosfatados sem modificagdes nos fosfatos terminais testados (GTP,
dGTP, CTP, dCTP, UTP, TTP e XTP) mostraram ser, quando ensaiados na presenga de um
substrato dador de adenilato adequado (ATP, octanoil-AMP ou ATPyS), substratos
aceitadores [Artigo I]. Pudemos assim sintetizar diversos heterodinucleosideos tetrafosfatados
contendo adenina (ApsG, Ap.dG, Ap.C, Ap.dC, Ap,U, Ap.dT e ApsX) que foram
identificados comparando os seus espectros e tempos de eluigdo com os dos compostos que
lhes deram origem [Artigo I]. No caso do Ap,G, como ja referido no capitulo 3.3, uma
identificagdo mais completa foi também empreendida. Quer no caso da luciférase [364] quer
no da sintétase de acil-CoA [Artigo I] o ADP foi testado como aceitador e, em ambos os casos,
o resultado foi negativo. O comportamento da luciférase e da sintétase de acil-CoA parece
contrastar com o de variadas sintétases de aminoacil-tRNA e o das ligases de DNA e RNA de
bacteriofago T4 onde foi possivel observar capacidade para catalisar a sintese de ApsA (ver
capitulos 1.4.c.1.2, 1.4.d.1 e 1.6.b).

3.5 - A participagio da sintétase de acil-CoA na sintese de mono e
dinucleosideos polifosfatados, in vivo. Uma hipdtese em aberto.

Em virtude das variagdes em sentidos opostos a razdo entre as actividades de sintese
de psA e de palmitil-CoA aumentava marcadamente quando o pH descia mas, mesmo a pH
5,5, o mais favoravel para a sintese de psA e o menos adequado para a sintese de palmitil-
CoA, a actividade que haviamos descoberto era uma ordem de grandeza inferior & que inspirou
a denominacdo da enzima (ver figura 3 do Artigo I). Variando nos diferentes lotes de enzima
utilizada, o valor da actividade de sintese de p4A, no estudo descrito na figura 3 do Artigo I,
foi avaliado em 20 mU/mg de proteido quando o pH era 5,5 e em 12 mU/mg de proteido
quando o pH era 7,2 [Artigo I]. As velocidades de sintese de ApsA, ApsA, ApsA e dos
heterodinucleotideos eram uma a duas ordens de grandeza mais baixas que a de sintese de p,A
[Artigos 1 e II]. A massa molecular das sintétases de acil-CoA ronda os 60-80 kDa (ver
capitulos 1.5.b.2, 1.5.b.3 e 1.5.¢); no caso concreto da sintétase de Pseudomonas oleovorans
foi identificado um gene (alkK) codificante de uma sintétase de acil-CoA com 59 kDa de
massa molecular [520]. Apesar da extensa pesquisa bibliografica (ver capitulo 1.5) ndo
encontramos nenhuma informagdo, nem sobre a massa molecular nem de qualquer outro tipo,
sobre a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi. Presumindo um valor de 60 kDa para a
sua massa molecular e admitindo que o unico proteido presente no liofilizado adquirido era a
enzima activa, o valor de 12 mU/mg de proteido correspondendo a sintese de psA a pH 7,2
seria equivalente a um nimero de renovagio (“turn-over number”) de 0,012 s”'. Um valor da
ordem de 0,0001 s era, a pH neutro, o valor do nimero de renovagdo no caso da sintese do
Ap.A e dos outros dinucleosideos polifosfatados. Estes valores sdo extremamente baixos mas
devem ser confrontados com os de outras enzimas que catalisam a sintese de Ap.A,
nomeadamente os correspondentes as enzimas que se comprovou poderem catalisar a sintese
deste composto in vivo.
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Num estudo a que ja fizemos referéncia na Introdugéo (capitulo 1.4.c.1.4), a equipa de
Plateau e Blanquet [354] demonstrou que a concentragdo de Ap,N estava aumentada em
estirpes de Escherichia coli transformadas com plasmideos multicopia contendo os genes
correspondentes as sintétases de metionil-, valil-, fenilalanil- ou lisil-tRNA e superprodutoras
destas enzimas. A actividade de sintese de ApsA destas sintétases foi avaliada in vitro a pH
7,8, usando ATP numa concentragdo de 2 mM. No caso das sintétases de metionil- e valil-
tRNA esta actividade de sintese era, respectivamente, 0,002 e 0,005 st independentemente da
presenca ou da auséncia de Zn®. A actividade das sintétases de fenilalanil- e lisil-tRNA era,
mesmo na auséncia de Zn®*, mais elevada (0,014 e 0,024 s, respectivamente) aumentando
marcadamente na presenga deste catido (para 0,38 e 2,03 s, respectivamente). Qualquer
destes valores é, pelo menos, uma ordem de grandeza superior (caso da sintétase de metionil-
tRNA) ao da actividade da sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi. Contudo, apesar das
enormes diferengas entre as actividades de sintese de Ap,A (in vitro) das diferentes sintétases
de aminoacil-tRNA envolvidas no estudo, a equipa de Plateau e Blanquet [354] ndo observou
correlagdo entre as actividades avaliadas in vitro e os niveis intracelulares de Aps;N nas
bactérias superprodutoras das diferentes sintétases. Possivelmente sé estudos deste tipo
permitirdo verificar se a sintétase de acil-CoA pode, in vivo, catalisar a sintese de mono e
dinucleosideos polifosfatados. Ndo € de prever que aumentos de actividade catalitica da mesma
ordem de grandeza dos que sdo observados no figado por variagdes da dieta ou mesmo com
tratamento com fenofibrato (4 vezes [529]) possam repercutir-se nos niveis intracelulares de
ApsN. Nos estudos da equipa de Plateau e Blanquet com Escherichia coli as bactérias
superprodutoras tinham aumentos de 20 a 74 vezes nas actividades enzimicas, mas as
concentragdes dos dinucleosideos tetrafosfatados so aumentavam 3 a 14 vezes [354].

Com base nos resultados obtidos no laboratdrio de Sillero e Sillero com a luciférase de
Photinus pyralis [364, 365] e no valor da sua massa molecular (60,7 kDa) [657] € possivel
estimar que o numero de renovagdo desta enzima na sintese de Ap,A (pH 7,5 ¢ ATP 2 mM) €
duas ordens de grandeza superior (0,01 s™) ao da sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi.
Nos estudos que realizdmos com a luciférase de Photinus pyralis, quando a actividade de
sintese de ApsA foi avaliada, usdmos uma concentragdo de ATP de 100 uM [Artigo IV] e,
obviamente, obtivemos valores mais baixos (cerca de 0,001 s') que os que haviam sido
anteriormente descritos. No caso da luciférase ndo encontramos estudos que comprovem ou
desmintam, de forma categorica, a existéncia desta actividade in vivo. No entanto, como
referido na Introdugdo (capitulo 1.6.b), apesar da elevada actividade da nucleosideo-
tetrafosfatase assimétrica nas lanternas de Photinus pyralis, a concentragdo de Aps;A nestes
érgdos era idéntica a dos restantes tecidos do pirilampo, indiciando que podera ser a luciférase
a enzima responsavel pela manutengdo dos niveis de Ap,A nas lanternas [16].

O estudo do efeito da coenzima A na reacg¢do de sintese de p,A mostrou que aquele
composto era um potente inibidor; nas condi¢des de ensaio utilizadas, de que destacamos a
auséncia de acido gordo adicionado, o valor de s, foi estimado em 9 pM (ver figura 7A do
Artigo I). No entanto, esta acgdo inibidora podia ser, especifica e eficazmente, removida pela
adigdo de acidos gordos (octanoico ou palmitico) ao meio de ensaio (ver figura 7B do Artigo I)
pelo que é de presumir que os acis-CoA (octanoil e palmitil-CoA) ndo sejam inibidores da
reac¢do de sintese de p4A. Na reacgdo de tioesterificagdo catalisada pela sintétase de acil-CoA
de cadeia longa de figado [504] ou de corag@o de rato [505] observou-se, na década de setenta,
que o palmitil-CoA é um inibidor, competitivo em relagdo a coenzima A, e que o valor do seu
K seria cerca de 4 uM [504, 505]. As concentragdes de coenzima A ndo esterificada e de acil-
CoA no espago extramitocondrial do coragdo de rato foram estimadas por Oram e
colaboradores [505] como sendo, respectivamente, inferior a 22 uM e cerca de 5-17 uM. Estes
dados indiciam que a coenzima A presente nas células ndo serd um impedimento absoluto para
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que a sintese de mono ou dinucleosideos polifosfatados, catalisada pela sintétase de acil-CoA,
possa ocorrer in vivo. E possivel que variagSes nas concentragdes relativas de coenzima A e
acil-CoA modulem a actividade desta enzima de tal forma que aumentos na quantidade de acil-
CoA relativamente a de coenzima A contribuam para aumentar a velocidade de sintese dos
mono ¢ dos dinucleosideos polifosfatados.

A existéncia de polifosfatos, com variados comprimentos de cadeia, em concentragdes
de 30-110 uM (em termos de residuos fosfato) foi observada em diferentes tecidos de rato e
ratinho [723]. Estas concentragdes sdo muito mais baixas que as de ATP, com que se admite
que competem no ambiente intracelular, e também muito mais baixas que os valores de K, que
foram avaliados para o P; nas reacgdes de sintese de p,A catalisadas pelas sintétases de acil-
CoA (1,3 mM [Artigo 1]) ou acetil-CoA (4,7 mM [368]) langando a duvida se as condigdes in
vivo serdo adequadas & sintese de mononucleosideos polifosfatados por acgdo das enzimas que
podem in vitro catalisar a sintese de psA € psA usando P; e P4 como aceitadores de adenilato.
No entanto, estes dados também mostram que a actividade destas enzimas sdo muito sensiveis
a eventuais variagdes na concentragdo intracelular dos polifosfatos.

3.6 - Os mecanismos de sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados
pela sintétase de acil-CoA e pela luciférase de Photinus pyralis.

Existe uma convic¢do generalizada de que no mecanismo enzimico das sintétases de
acil-CoA ocorre, como proposto por Berg nos anos cinquenta para a sintétase de acetil-CoA
[413, 552], a formagdo de um intermediério acil-adenilato (ver equagdes 25-27 na pdgina 39).
Contudo, como referido no capitulo 1.5.d.2, no caso das sintétases de acil-CoA de cadeia longa
(EC 6.2.1.3), as evidéncias experimentais a favor deste mecanismo sdo escassas. Em relagdo a
estas enzimas foi mesmo proposto, pela equipa de Parsons nos finais dos anos setenta {435,
563], um mecanismo enzimico alternativo onde se considera que o acil-adenilato nfo ¢
intermedidrio no processo catalitico (ver equagdes 13, 28 e 29 na pagina 42).

De acordo com um ou outro destes mecanismos o dador de adenilato ao P; ou a outro
aceitador adequado seria, nas reacgdes por nos estudadas, o complexo Eeacil-adenilato ou o
complexo E-AMP. O nosso trabalho experimental ndo permitiu descriminar entre estes dois
mecanismos ja que qualquer deles podera explicar os resuitados por nés observados [Artigo I].

Tendo nés observado que, na auséncia de coenzima A, a adi¢do de 4cidos gordos ao
meio de ensaio ndo estimulava a actividade de sintese de psA catalisada pela sintétase de acil-
CoA de Pseudomonas fragi admitimos que a rotura entre os fosfatos o ¢ B do ATP ndo
dependa estritamente da presenga do acido gordo e que o mecanismo proposto pela equipa de
Parsons seja uma possibilidade a considerar [Artigo I]. No entanto, ndo é de excluir a
possibilidade de a preparagdo enzimica por nés utilizada ou qualquer outro componente
adicionado as misturas reactivas contivesse, como contaminante, um &acido gordo ou um
analogo que o pudesse substituir. Amostras de dois lotes da enzima que estdvamos a utilizar
foram enviadas ao “Departamento de Quimica Organica del Consejo Superior de Investigacion
Cientifica” (Madrid) para serem analisados, por cromatografia gasosa, relativamente ao
contetdo em palmitato. De acordo com essa analise ambos os lotes continham &cido palmitico
numa concentragiio de cerca de 0,1% (m/m de liofilizado). Admitindo que o tnico proteido
contido no liofilizado era a sintétase de acil-CoA as quantidades de palmitato e de enzima
eram, em termos molares, da mesma ordem de grandeza, enfraquecendo a possibilidade de que
este acido gordo pudesse estar presente nos meios de ensaio em concentragdo saturante. No
entanto, ndo foi excluida a possibilidade de que outros acidos gordos, para além do palmitico,
pudessem estar também presentes. Acresce que as sintétases de acil-CoA sdo, relativamente ao
substrato carboxilico, bastante inespecificas e que quer as sintétases de acil-CoA de cadeia
longa quer as de cadeia média podem aceitar como substratos 4cidos orgénicos que ndo podem
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estritamente ser considerados acidos gordos (ver capitulos 1.5.b.2 e 1.5.¢2). A
impossibilidade de demonstrar dependéncia de 4cidos gordos (ou mesmo, simplesmente,
activa¢do) na reacgdo de troca ATP-PPi catalisada pela sintétase de acil-CoA de cadeia longa
de figado de rato, constatada por outros investigadores [432], poderd ser também,
eventualmente, consequéncia da presenga de contaminantes insuspeitados. Quer nesta reac¢do
de troca quer nas reacgdes de sintese por nos estudadas os 4cidos carboxilicos ndo sdo
consumidos e funcionariam, de acordo com o mecanismo proposto por Berg, como cofactores
no processo catalitico.

O esforgo por nés dedicado & resolugdo do problema do mecanismo enzimico da
sintese de acil-CoA foi escasso e ndo foi maior devido, em parte, a previsivel dificuldade do
estudo mas, também, ao reduzido interesse actual da comunidade cientifica relativamente a
esta questdo. O facto de todas as sintétases de acil-CoA cuja estrutura primdaria € conhecida
partilharem os motivos sequenciais que, em outras enzimas da mesma superfamilia, se
demonstrou estarem envolvidos na ligagdo e formagdo de acil-adenilatos ¢ uma evidéncia
muito forte a favor do mecanismo proposto por Berg (ver capitulo 7). O isolamento do suposto
intermediario acil-adenilato apenas confirmaria aquilo que ¢ uma convicgdo generalizada que,
para se impor, ndo parece carecer de demonstragio experimental (ver capitulo 1.5.d.2).
Acresce que, no momento em que o nosso interesse particular no estudo do mecanismo da
sintétase de acil-CoA era elevado existia, no laboratorio onde decorria o nosso trabalho
experimental, um interesse geral, também por nos partilhado, em esclarecer aspectos do
mecanismo de sintese de Ap,A e de producio de luz catalisadas por uma outra enzima da
mesma superfamilia: a luciférase de Photinus pyralis. Dado o uso generalizado desta enzima
no doseamento de ATP e em estudos da regulagdo da expressdo de genes como gene reporter
(ver capitulo 1.6.a.5), esta investiga¢do era, potencialmente, de um grande interesse teorico e
pratico e poderia também ajudar a obter informagdes uteis num eventual regresso a
investigagdo da sintétase de acil-CoA.

Como referido na Introdugdo (capitulo 1.6.a.2), na reacgdo bioluminescente da
luciférase de Photinus pyralis ocorre a formagdo de um intermedidrio luciferil-adenilato que,
oxidado pelo oxigénio atmosférico, leva a formagdo de oxiluciferina e consequente emissdo de
luz (ver equagdes 31-33 na pagina 43).

A reaccdo de sintese de Ap.A e de outros dinucleosideos e mononucleosideos polifos-
fatados catalisada pela luciférase depende da adi¢do ao meio de ensaio de luciferina ou de
analogos deste composto, como a desidroluciferina e a 6’-etil-luciferina [363, 366]. Admitia-se
que, quando era a luciferina que era adicionada ao meio de ensaio, o intermediario dador de
adenilato nestas reacgdes de sintese seria, mesmo em condigdes aerdbias, o luciferil-adenilato
(ver capitulo 1.6.b).

No entanto, alguns dados experimentais obtidos no laboratério de Sillero ¢ Sillero,
antes da nossa incorporagdo na equipa, punham em divida este mecanismo. Um facto
intrigante era que a sintese de Ap,A podia, na presenga de PPase, ser observada durante horas
até, praticamente, ao esgotamento do substrato ATP, mesmo quando a luciferina era
adicionada para concentragdes molares inferiores as de luciférase e largamente inferiores s de
ATP. Nestas circunstincias, era de admitir que toda a luciferina fosse rapidamente consumida
¢ se transformasse em oxiluciferina e nos seus produtos de degradagdo (ver capitulo 1.6.a.2).
A oxiluciferina é um composto que ndo contém nenhum grupo carboxilico (ver capitulo 1.6.a.2
e Figura II) e era, portanto, improvavel que pudesse funcionar como cofactor (ver capitulo
1.6.b). O mesmo acontece em relagio & dioxiluciferina, um dos provéaveis produtos de
degradagdo da oxiluciferina (ver capitulo 1.6.a.2 e Figura II). No caso da luciférase, invocar a
possibilidade de um hipotético intermediario E-AMP, afigurava-se descabido ja que a reac¢do
de sintese de ApsA dependia, como referido acima, da adigdo ao meio de ensaio de um cofactor
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adequado [363, 366]. Outro facto que questionava o papel do luciferil-adenilato na reacgdo de
sintese de Ap,A era que esta actividade de sintese podia ser inibida pela coenzima A. Sabia-se
que a coenzima A podia reagir com o desidroluciferil-adenilato com formagdo de
desidroluciferil-CoA e AMP [643] mas ndo existiam (nem existem) evidéncias a favor da
possibilidade de uma reacgdo semelhante poder ocorrer no caso do luciferil-adenilato. Quando
o efeito inibidor da coenzima A foi estudado usando luciferina ou desidroluciferina como
cofactores observou-se, contra todas as expectativas, que a coenzima A era um inibidor mais
potente quando o cofactor era a luciterina.

3.7 - O mecanismo de sintese de Ap,;A pela luciférase de Photinus pyralis.
A luciférase também catalisa a oxidagdo da luciferina a
desidroluciferina: uma informagio essencial durante muito tempo
ignorada.

Questionada a natureza do intermediario na reac¢o de sintese de Ap,A catalisada pela
luciférase a chave para a solugdo do problema poderia, eventualmente, estar relacionada com a
reacgio de sintese de desidroluciferina estudada na segunda metade da década de cinquenta
pela equipa de McElroy [600, 643]. Como ja foi referido na Introdugdo (capitulo 1.6.a.3) com
base na convicgdo de que este composto era o responsivel pela emissio de luz, a
desidroluciferina (ver Figura II) era, na época, designada como oxiluciferina e as referéncias a
sua sintese enzimica sdo extremamente escassas e, em muitos casos, ambiguas apos se ter
reconhecido, no inicio dos anos sessenta, que este composto ndo era o emissor procurado. Ndo
era de excluir a possibilidade de que a escassez de referéncias a sintese enzimica de
desidroluciferina tivesse como causa a incapacidade para reproduzir o fendmeno usando
preparagdes de luciférase e de luciferina mais puras que as que era possivel preparar ha
quarenta anos.

Assim, decidiu-se repetir uma experiéncia realizada na década de cinquenta e descrita
por Airth, Rhodes e McElroy [643] usando as preparagdes de luciférase e luciferina
comercializadas pela Sigma que eram, desde 1990, utilizadas nos estudos de sintese de mono e
dinucleosideos polifosfatados. A experiéncia do laboratério de Sillero ¢ Sillero aconselhava a
introdugdo de uma pequena variagdo na técnica de andlise dos meios reactivos: em vez de
cromatografia em papel usamos TLC em que a placa (comercializada pela Macherey-Nagel)
estava revestida com celulose e tinha caracteristicas cromatogréficas semelhantes ao papel
[Artigo III]. De resto, utilizimos a mesma mistura eluente (etanol e acetato de aménio a pH
7,5) e a mesma técnica de visualizagdo dos produtos e reagentes. Quando a placa era
iluminada com uma lampada que emitia luz com um méximo nos 366 nm de comprimento de
onda, a luciferina comercial e a desidroluciferina (que haviamos sintetizado quimicamente)
nela aplicadas podiam ser visualizadas como manchas fluorescentes num fundo escuro com
valores de rf distintos (ver figuras | e 5 do Artigo III). No estudo descrito nas figuras 1 e 2 do
Artigo III reproduzimos as observagdes de Airth, Rhodes ¢ McElroy [643]. A sintese de
desidroluciferina a partir de luciferina dependia da adigdo de ATP ao meio de ensaio e era
catalisada pela luciférase de Photinus pyralis comercializada pela Sigma [Artigo III]. Uma das
duas manchas fluorescentes que eram visiveis nos trilhos onde se havia aplicado o meio de
ensaio completo e que estavam ausentes nos correspondentes aos ensaios controlo, com enzima
desnaturada ou sem ATP, tinha um rf (cerca de 0,4) idéntico ao da desidroluciferina
sintetizada quimicamente; a outra mancha tinha rf igual a zero (ver figura 1 do Artigo III) e
admitimos, como Plant e colaboradores [601], poder corresponder a produtos de degradagdo
da oxiluciferina. Estudos de fluorimetria (ver figura 2 do Artigo [II) e ensaios em que se
estudou o efeito da desidroluciferina e da coenzima A (ver figuras 3, 4 ¢ 5 do Artigo III) nas
reacgdes catalisadas pela luciférase reforgaram a nossa convicg@o de que os resultados obtidos
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na década de cinquenta eram reprodutiveis (ver capitulo 1.6.a.3) e ndo o resultado do uso de
preparagdes de luciférase e luciferina eventualmente pouco puras. Como era previsivel, os
espectros de emissdo e excitagdo da solugdo que foi obtida tratando com Hepes (pH 6,0) a
celulose correspondente as manchas com rf de 0,4 acima referidas coincidiam com os da
desidroluciferina sintetizada quimicamente (ver figura 2 do Artigo IlI). Quando meios de
ensaio contendo luciferina, ATP e enzima eram suplementados com coenzima A as manchas
fluorescentes correspondentes & desidroluciferina deixavam de ser observadas nos trilhos
correspondentes e, em sua substitui¢do, surgiam manchas com rf de cerca de 0,1 (ver figura 5
do Artigo IIT). Uma mancha com rf de valor idéntico também podia ser observada quando, em
ensaios semelhantes, a desidroluciferina substituia a luciferina e admitimos, tal como Airth,
Rhodes ¢ McElroy [643], que essa mancha deveria corresponder, em ambos os casos, a
desidroluciferil-CoA [Artigo III].

Para os ensaios de bioluminescéncia dispiinhamos de um lumindémetro que podia
injectar, de forma automatica, um volume fixo de 100 pl no tubo de ensaio encerrado na
cimara e medir a luz produzida, de forma continua ou descontinua, durante intervalos de
tempo tdo curtos como 0,1 segundos, armazenando a informag¢do em memodria. Escolhemos
iniciar as reacgdes injectando uma solug@o de luciferina na restante mistura reactiva. Os
ensaios preliminares mostraram que, nas condigdes de ensaio que haviamos escothido para os
estudos de TLC, a velocidade de luz produzida nos primeiros segundos de reacgdo
ultrapassava o limite maximo em que o lumindmetro podia ser considerado um aparelho de
medida adequado [Artigo III]. A primeira hipétese de solugdo do problema (baixar a
concentragio de enzima) revelou-se insuficiente; o problema foi resolvido colocando uma
barreira que obstruia parcialmente a janela existente entre a cAmara onde decorria a reacgio e
o tubo fotomultiplicador [Artigo III]. A velocidade de produgdo de luz era bastante estavel
entre os segundos 0,3 e 10 (ver figuras 3 e 4 do Artigo III) mas, quando a luz produzida era
registada durante varios minutos, pudemos confirmar, como muitos autores antes de nés (ver
capitulo 1.6.a.3), que na presenga de ATP na concentragdo de 100 uM e na auséncia de
desidroluciferina adicionada o perfil dos graficos velocidade de produgdo de luz versus tempo
era de tipo clardo. Concretamente, nestas condigdes, ao fim de 2 minutos de reacgdo a
velocidade de produgdo de luz era cerca de 28% da maxima, que se atingia no primeiro
segundo. Também observamos que a desidroluciferina pré-incubada com a enzima ¢ o ATP
podia, numa concentragdo duas ordens de grandeza inferior a de luciferina (que, como ja
referido, era injectada para iniciar a reac¢do), inibir em mais de 50% a velocidade de produgdo
de luz nos primeiros 10 segundos de reacgdo e que a coenzima A podia contrariar este efeito
inibidor (ver figuras 3 e 4 do Artigo III). Como comentado na Introdugdo (capitulo 1.6.a.3), 0
efeito da coenzima A como estabilizador ou activador da velocidade da produgdo de luz ¢
conhecido desde os finais da década de cinquenta [643]; ignorados durante trinta anos, os
efeitos da coenzima A na reac¢do bioluminescente da luciférase tém sido objecto de um
interesse renovado ja nesta década [632-634, 637, 640, 644].

Os resultados por nés obtidos podiam ser interpretados de forma coerente admitindo
que o luciferil-adenilato podia seguir duas sequéncias reactivas distintas: (i) formacdo de
desidroluciferil-adenilato e/ou desidroluciferina e (ii) formagdo de oxiluciferina e concomitante
produgio de luz [Artigo III]. A desidroluciferina e/ou o desidroluciferil-adenilato, embora ndo
sendo os produtos responsaveis pela produgdo de luz, podiam ter um papel na inibicdo da
velocidade da produgdo de luz que se seguia ao clardo inicial [Artigo III]. Em contradigdo com
interpretagdes mais recentes, acerca do mecanismo de ac¢io da coenzima A, que propdem que
esta substancia induz alteragdes conformacionais na luciférase, pareceu-nos mais razoavel o
mecanismo proposto nos finais da década de cinquenta pela equipa de McElroy (ver capitulo
1.6.a.3 e Artigo III). A eliminagdo da desidroluciferina e do desidroluciferil-adenilato ¢ a sua
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substituigio por desidroluciferil-CoA corresponderia a substituicdo de inibidores da reacgdo
bioluminescente por uma substincia, o tioéster, aparentemente desprovida desse efeito (ver
capitulo 1.6.a.3 e Artigo III). Um dos factos de investigagdo recente que, na nossa opinido,
apoia o mecanismo de ac¢do da coenzima A proposta nos anos cinquenta, ¢ a observagio de
que na sua actividade estimuladora ou estabilizadora da produ¢do de luz o grupo tiol tem um
papel essencial [633]. A equipa de Leach publicou em 1995 [633] um estudo onde se
demonstrava que, entre os derivados da coenzima A testados, apenas a 3’-defosfocoenzima A
tinha um efeito semelhante; os derivados da coenzima A em que o grupo tiol ndo existia, estava
oxidado ou participava na formagéo de tioésteres eram desprovidos de efeito.

3.8 - O desidroluciferil-adenilato é o principal intermediario na sintese de
Aps;A mesmo quando se adiciona luciferina ao meio de ensaio. Dois
novos métodos de estudo das reacgdes catalisadas pela luciférase de
Photinus pyralis.

O sistema de TLC utilizado nas experiéncias descritas no Artigo III permitia separar a
desidroluciferina da luciferina mas, aparentemente, ndo permitia separar a desidroluciferina do
seu adenilato nem separar os nucleotideos adicionados ou formados durante os ensaios. Tendo
em conta o pH do eluente (7,5) a possibilidade de ocorrer hidrélise do desidroluciferil-adenilato
durante as duas horas em que se processava a elui¢do também ndo era de excluir. Os anidridos
acil-adenilato s3o instaveis; sofrem hidrdlise em meio aquoso e a sua estabilidade melhora
quando se baixa o pH do meio [539, 604]. No caso do luciferil-adenilato a sua semi-vida foi
avaliada em 10 minutos a pH 7,6 € em 70 minutos a pH 6,5 [604]. Tendo em conta os estudos
de McElroy e DeLuca (ver capitulo 1.6.a.3) presumiamos que, nas nossas condigdes de ensaio,
concretamente na presenga de ATP e luciférase, pelo menos parte da desidroluciferina
quimicamente sintetizada adicionada ao meio de ensaio se convertia no respectivo adenilato
[Artigo III]. No caso da sintese enzimica de desidroluciferina a partir de luciferina, dada a
dependéncia de ATP (ver figuras 1 e 5 do Artigo III), presumimos que o luciferil-adenilato se
oxidava a desidroluciferil-adenilato e que este poderia, na presenga do PPi libertado, sofrer
pirofosfordlise parcial. O PPi formar-se-ia durante a sintese de luciferil-adenilato e a sua
concentragio seria equimolar com o somatério das concentra¢des dos anidridos luciferil- e
desidroluciferil-adenilato, da oxiluciferina e do Ap4A.

Para a separagdo da desidroluciferina do respectivo adenilato desenvolvemos um novo
sistema de TLC. Quando amostras de meios de ensaio, onde se havia adicionado ATP,
desidroluciferina sintetizada quimicamente e luciférase, eram aplicadas em placas de gel de
silica idénticas as que usdvamos para separar nucleotideos (ver capitulo 3.3) e estas placas
eram eluidas com uma mistura de dioxano e 4cido acético diluido (50 mM) na propor¢do de 4
para 1 (v/v) observavamos, com luz de 366 nm de comprimento de onda, a separagio de duas
manchas fluorescentes [Artigo IV]. As duas manchas, embora com valores de rf muito
proximos (cerca de 0,85 e 0,9), eram muito bem definidas sendo que a que tinha o rf mais
baixo coeluia com a desidroluciferina e era a unica que se observava nos trilhos
correspondentes a ensaios controlo em que a luciférase estava ausente. Admitimos, como
hipétese, que a mancha fluorescente com rf mais elevado poderia corresponder a
desidroluciferil-adenilato e esta suspeita saiu reforcada quando suplementamos o meio de
ensaio com [a-’P]ATP e observdmos que essa mancha, que designamos “a”, era, nestas
condigdes, radioactiva (ver figuras 1 e 2 do Artigo IV). Embora esteja descrito que o
rendimento quintico da fluorescéncia do desidroluciferil-adenilato €, em meio aquoso,
extremamente baixo e, concretamente, cerca de 60 vezes mais baixo que o da desidroluciferina
[604, 652] a comparagdo entre a intensidade da fluorescéncia das duas manchas, que era
apreciada a olho nu, era incompativel com uma diferenga tdo elevada. De facto, nem a
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desidroluciferina nem o respectivo adenilato podiam ser considerados como estando em meto
aquoso quando aderentes 4 placa de gel de silica. Ndo encontrdmos nenhum estudo
descrevendo o comportamento do rendimento quantico da fluorescéncia do desidroluciferil-
adenilato em meios nio aquosos mas, no caso de um analogo, o éster de desidroluciferol e
adenilato, o rendimento quéntico era, quando dissolvido em etilenoglicol, 25 vezes mais
elevado que quando dissolvido em dgua [652].

No sistema de elui¢do em TLC que desenvolvemos o psA, 0 ATP e o ADP tinham um
rf de valor zero mas, 0 AMP e o0 Ap4A, apesar dos seus valores de rf serem baixos (cerca de
0,2 e 0,1 respectivamente), frequentemente separavam-se entre si € dos outros nucleotideos.
Uma das potencialidades que exploramos foi a possibilidade de voltar a eluir a placa com uma
mistura de dioxano, amoniaco e 4gua e obter, em geral, uma excelente separagdo dos
nucleotideos AMP, Ap,A, ADP, ATP e p,A (ver figuras 1 € 2 do Artigo V).

Para confirmar a identidade do composto correspondente & mancha “a” e que, como
referido, presumiamos corresponder ao desidroluciferil-adenilato estuddmos a sua reactividade
com a coenzima A e o P; (ver figura 2 do Artigo IV). Usando [o-**P]ATP e uma concentragio
quimica de ATP muito baixa, concretamente 3 ordens de grandeza mais baixa que a de
luciférase e a de desidroluciferina, pudemos converter, na presenga de PPase, todo o ATP
presente no meio de ensaio em desidroluciferil-adenilato. Suplementando o meio de ensaio com
P; ou com coenzima A, obtivemos, como previramos, a conversio total do anidrido em psA ou
AMP, respectivamente (ver figura 2 do Artigo IV); os outros produtos formados em cada um
dos casos terdo sido, presumimos, desidroluciferina e desidroluciferil-CoA, respectivamente
(ver equagdes 35 e 36).

L-AMP +P; —, L+ p.A (35)
L-AMP + CoA ——, L-CoA + AMP (36)

Substituindo a desidroluciferina por luciferina observamos que, na presenca de
luciférase e de PPase, a mancha correspondente ao ATP também desaparecia mas que, neste
caso, se formavam duas manchas radioactivas que migravam como o AMP e como o
desidroluciferil-adenilato (ver figura 2 do Artigo IV). A formag¢do de AMP correspondia,
seguramente, 4 conversdo do luciferil-adenilato em oxiluciferina mas, a identidade da mancha
“g” era, neste caso, mais dificil de assegurar. Admitiamos que poderia corresponder a luciferil-
adenilato ou a desidroluciferil-adenilato, mas o seu desaparecimento e conversio em AMP
quando o meio de ensaio foi suplementado com coenzima A apontou no sentido de se tratar de
desidroluciferil-adenilato resultante da oxidag@o do luciferil-adenilato. A sua conversdo em
psA quando o meio de ensaio foi suplementado com P; indicava que era um intermediario na
sintese de p,A e, presumivelmente, na sintese de outros mono e dinucleosideos polifosfatados.

O estudo descrito na figura 1 do Artigo IV mostrou que o composto correspondente a
mancha “a” aumentava de concentragdo quando o PPi era, pela adigdo de PPase, eliminado do
meio de ensaio, que a sua formagdo dependia da adig@o de luciferina ou desidroluciferina e
que, independentemente de ser a luciferina ou a desidroluciferina o composto adicionado ou da
presenga ou auséncia de PPase, a concentragdo variava pouco entre o 15° segundo e o 30°
minuto de reacgdo [Artigo 1V]. O efeito activador da PPase na sintese de Ap,A catalisada pela
luciférase quando o cofactor adicionado ao ensaio era a luciferina havia ja sido observado no
laboratdrio de Sillero e Sillero [363]. Confirmamos essa observagio e, além disso, mostramos
que a intensidade da mancha “a” e a velocidade de sintese de Ap,A estavam positivamente
correlacionadas [Artigo IV]. Independente da presenga ou da auséncia de PPase, a velocidade
de sintese de ApsA nos primeiros minutos de reacgdo assim como a concentragdo estaciondria
do composto correspondente & mancha “a” eram mais elevadas quando se havia adicionado ao
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meio de ensaio desidroluciferina em vez de luciferina [Artigo IV]. Quando o cofactor
adicionado era a desidroluciferina e a PPase estava ausente, a reac¢do parecia atingir nos
primeiros 5 minutos de reac¢io um estado muito proximo do equilibrio quimico; pelo
contrario, na presenga de PPase, a sintese de Ap,A continuava a uma velocidade praticamente
constante durante a meia hora de incubagéo (ver figura 1 do Artigo IV). Estes dados apoiavam
a ideia de que o composto correspondente a8 mancha “a” era um intermediario do processo de
sintese de Ap,A mas ndo permitiam esclarecer a sua identidade quando era a luciferina que era
adicionada ao meto de ensaio [Artigo ['V].

Claramente, o sistema de andlise de TLC que haviamos desenvolvido tinha insuficién-
cias que s6 poderiam ser ultrapassadas usando um outro sistema de analise complementar. No
laboratoério de Sillero e Sillero havia uma larga experiéncia de separagdo de nucleotideos por
HPLC e a reacgdo de sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados catalisada pela
luciférase [363-366] ou pela sintétase de acil-CoA [Artigos [ e II] havia sido estudada
utilizando métodos baseados em HPLC. Contudo, menos aten¢do havia sido dedicada a
reac¢do bioluminescente da luciférase e o HPLC ndo tinha sido utilizado nos estudos
realizados no laboratério de Sillero e Sillero sobre esta reaccdo [605, Artigo III].
Estranhamente, apesar da extensa bibliografia produzida sobre o tema ndo fomos capazes de
encontrar um unico estudo sobre a reac¢do bioluminescente das luciférases de insectos
coledpteros em que o HPLC tenha sido utilizado. Relacionados com esta temadtica,
encontramos dois trabalhos onde se usou HPLC; num deles descreve-se a sintese quimica de
luciferil-adenilato [615] € no outro a purificagdo da luciferina a partir de extratos de um
pirilampo asidtico, o Lampyris turkestanikus [576]. Tal como os autores destes trabalhos
decidimos utilizar para o estudo das reacg¢des catalisadas pela luciférase de Photinus pyralis
um sistema cromatografico de tipo fase reversa [576, 615, Artigo IV]. Como eluente, usamos
uma mistura de metanol (32%) e amortecedor de fosfato de sédio a pH 7 [Artigo IV]. A
concentragdo de fosfato escolhida para realizar os estudos preliminares foi 20 mM e muita
informagdo foi obtida durante esses estudos. A separagdo dos variados produtos e substratos
de interesse para o estudo era possivel mas, por motivos que ndo foram investigados, a cada
composto, identificado pelo seu espectro de absor¢do, correspondiam sistematicamente dois
picos ou, melhor dito, um pico com dois maximos separados por cerca de 1 minuto. Quando se
decidiu baixar a concentragdo de fosfato para 2 mM o problema foi resolvido (ver figuras 4 e
5 do Artigo IV). Para monitorizar a absorvéncia do eluido escolhemos quatro comprimentos de
onda, concretamente os correspondentes aos maximos de absorvancia, no pH escolhido para o
eluente, da adenina (260 nm) [720], da luciferina (327 nm), da desidroluciferina (348 nm)
[585, 650, 652] e um outro (385 nm) que, de acordo com a literatura consultada [626, 630,
724], podia corresponder ao maximo de absorvéncia para a oxiluciferina ou de um produto
dela derivado, ou ainda a um maximo da mistura reactiva onde a reac¢do bioluminescente
tinha tido lugar.

Usando este sistema para analisar o sobrenadante (centrifuga¢do durante 1 a 2
minutos para precipitar a luciférase desnaturada) de reac¢des paradas pela adigdo aos meios de
ensaio de uma mistura contendo metanol ¢ EDTA foi possivel comprovar que a partir de
desidroluciferina sintetizada quimicamente e ATP se formava, na presenga de luciférase, um
composto com um espectro de absor¢do que, de acordo com o que pudemos comprovar na
literatura [585, 604, 615], era idéntico ao do desidroluciferil-adenilato quimicamente
sintetizado [Artigo [V]. Combinando caracteristicas da desidroluciferina e da adenina este
composto tem dois maximos de intensidade muito semelhante, um a 262 e outro a 354 nm de
comprimento de onda (ver figura 3 do Artigo V). Como previsto, tendo em conta os resultados
obtidos em TLC em gel de silica (ver figura 1 do Artigo IV), a quantidade de desidroluciferil-
adenilato formada era maior quando o meio de ensaio continha PPase que quando esta enzima
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estava ausente: a eliminagdo do PPi do meio de ensaio impedia a pirofosfordlise do
desidroluciferil-adenilato favorecendo a sua acumulagio [Artigo IV].

Nos ensaios em que se usou luciferina em vez de desidroluciferina pudemos confirmar,
de forma inequivoca, 0s nossos proprios resultados [Artigo III] € os obtidos pela equipa de
McElroy na década de cinquenta [600, 643]: a luciférase catalisava, a partir de luciferina e
ATP, a formagdo de desidroluciferina e desidroluciferil-adenilato [Artigo IV]. Concretamente,
na presenga de PPase o anidrido predominava largamente em relagdo a desidroluciferina e o
inverso ocorria na auséncia desta enzima [Artigo IV]. Gates e DeLuca [630] estudaram, na
década de setenta, a radioactividade associada a luciférase purificada a partir de um meio de
ensaio onde havia ocorrido a reacgdo bioluminescente. Nesses estudos estes autores usaram
como substratos [*CJATP e luciferina e observaram que a radioactividade associada a
luciférase era muito escassa quando o ensaio tinha decorrido na auséncia de PPase e
aumentava de forma muito marcada quando a PPase estava presente [630]. Gates e DeLuca
interpretaram o resultado obtido como uma evidéncia de que a ligagio do AMP a enzima
dependia da presenca de PPase [630]. Os nossos resultados experimentais (ver figuras 1 e 4 do
Artigo IV) assim como o conhecimento das afinidades comparadas do AMP e do
desidroluciferil-adenilato para a luciférase (ver capitulo 1.6.a.3) permitem-nos avangar uma
interpretagdo diferente para os resultados obtidos por Gates e DeLuca: possivelmente a
radioactividade associada a enzima correspondia a desidroluciferil-adenilato e nio a AMP.

A luciferina, a desidroluciferina ¢ o desidroluciferil-adenilato eluiam por esta ordem
entre os minutos 3-4 e 5-9. Conheciamos o espectro do luciferil-adenilato [615] mas, nos
primeiros estudos (em que a reac¢o foi parada ao fim de cerca de meia hora de incubagio)
ndo foi possivel identificar nenhum pico com um espectro de absor¢io compativel com a
possibilidade de lhe corresponder [Artigo IV]. Contudo, ndo era de excluir que o luciferil-
adenilato pudesse ser identificado analisando aliquotas correspondentes a tempos mais curtos
de reac¢do e tomando precaugdes que minimizassem a possibilidade de sofrer hidrélise ainda
que parcial. De acordo com um estudo anterior do laboratério de Sillero e Sillero (em que se
usaram concentragSes de enzima da mesma ordem de grandeza das que usamos no trabatho
experimental descrito no Artigo IV mas métodos de analise distintos) o luciferil-adenilato
atingia maximos de concentragio, de cerca de 0,1 uM, ao fim de 10 minutos ou 1-2 minutos de
reacgdo consoante a PPase estava ou ndo presente [605]. Decidimos, por isso, analisar
aliquotas correspondentes a tempos de reacgdo t3o curtos quanto possivel (ver figura 4 do
Artigo IV assim como as Tabelas [ ¢ II ¢ a Figura III na pagina seguinte), parar a reaccdo
injectando as aliquotas em tubos de ensaio mergulhados em gelo e contendo a mistura de
paragem e, logo apds a centrifugagdo, congelar o sobrenadante (-20°C) retirando-o do
congelador imediatamente antes de ser injectado na coluna. Nos cromatogramas relativos aos
ensaios realizados na presenca de PPase e correspondentes a tempos de reac¢do iguais ou
inferiores a 5 minutos ndo foi possivel excluir a possibilidade de que, entre os picos 1
(luciferina) e 3 (desidroluciferil-adenilato; ver figura 4 do Artigo IV), pudesse eluir o luciferil-
adenilato. Esse pico era mais facilmente observdvel nos cromatogramas relativos a
absorvéncia registada a 327 e 348 nm de comprimento de onda que nos cromatogramas
correspondentes ao registo a 385 nm (como os da figura 4 do Artigo [V). A sua pequena 4rea,
a coelui¢do com a desidroluciferina e a proximidade do pico correspondente & luciferina
impediu uma identificagdo inequivoca. Num estudo preliminar em que o meio de ensaio
continha ATP, luciferina, luciférase e coenzima A toda a desidroluciferina formada se
combinou com a coenzima A ¢, nestas condi¢des, com um tempo de retengdo idéntico ao da
desidroluciferina, sobrou um pequeno pico (com dois maximos de absorvancia a cerca de 335
e 265 nm de comprimento de onda) que podia corresponder ao luciferil-adenilato; a sua
concentrag¢do no meio de ensaio foi estimada em menos de 0,4 uM [Artigo IV]. Para calcular
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Tabela 1 — Ensaios sem PPase. Concentragdes de luciferina (LH,), desidroluciferina (L) e
desidroluciferil-adenilato (L-AMP) e areas dos picos 4, 5 € 6 nos cromatogramas absorvéncia versus
tempo de eluigio registados nos comprimento de onda indicados. As condigdes de ensaio foram as
indicadas na figura 4 do Artigo V. Entre paréntesis indica-se a média de dois ensaios.

Concentragdo uM Absorvéncia x s x 10° % de LH,
tempode | LH: L L-AMP pico4  |pico5 pico 6 convertida
reacgdo (385 nm) [ (385 nm) (348 nm) |em

L+L-AMP
controlos | 30 - - - - - -
15s 19,8-20,3 (20,1) | 1,4-1,6 (1,5) 10,7-0,7(0.7) [8-10(%) |7-0 (3) [42-61(51) 1(22,2%)
1 min 15,0-15.1 (15,0) {3,6-3,3(3.4) |1,0-0,7(0,8) |11-5(8) ]5-5 (5) [62-56 (59) |(28,0%

5 min 9.089  (8.9) |5.7-53 (5.5 [0.6-0.4(0.5) [4-5 (4) |98-105 (102) |22-17 (20) |(28.4%
0min 3227 (2,9) 17,567 (71 [05-03(04) [2-1 (2 [129-135(132) [9-6 (D |(27.7%)

Tabela II — Ensaios com PPase. Concentragdes de luciferina (LH,), desidroluciferina ou luciferil-
adenilato (L ou LH,-AMP) e desidroluciferil-adenilato (L-AMP) e dreas dos picos 4, 5 e 6 nos
cromatogramas absorvancia versus tempo de eluigdo registados nos comprimento de onda indicados. As
condigdes de ensaio foram as indicadas na figura 4 do Artigo IV. ) Nos tempos iguais ou inferiores a 5
minutos ndo pudemos excluir a possibilidade de existir luciferil-adenilato. Entre paréntesis indica-se a
média de dois ensaios.

Concentragio uM Absorvancia x s x 10° % de LH,
tempode |LH; Lou L-AMP pico 4 pico 5 pico 6 convertida
reacgio LH,-AMP (385 nm) | (385 nm) (348 nm) |em

L+L-AMP

controlos | 30 - - - - - -
155 20,6-21,1 (20,8) {0,1-0,1 (0,1) {2,1-2,0 (2,1) |8-9(8) 0-0 (0) | 60-54 (57) {(23,9%)
1 min 16,7-13,1 (14,9) {0,1-0,1 (0,1) {3,0-3,2(3,1) |8-7(8) |6-45 (25) | 58-33 (46) | (21,1%)
5 min 11,5-11,4 (11,5) | 0,1-0,2(0,2) [4,3-4,3 (4,3) [3-2(3) [95-120 (107) |25-11 (18) | (24.3%)
30 min 5,7-6,4 (6,0) ]0,3-0,3(0,3) {5,7-5,5(5,6) | 1-0 (1) 115-108 (112) | 8-6 (7) | (24,6%)
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Figura III - Variagdo da concentragdo de reagentes e produtos ao longo do tempo na reac¢do
catalisada pela luciférase na presenca de luciferina e ATP.

Estes graficos foram construidos com base nos resultados apresentados nas Tabelas [ ¢ II (a média de dois
ensaios — entre paréntesis nas Tabelas) que resultaram da analise dos cromatogramas obtidos no estudo
descrito na figura 4 do Artigo IV. As concentragdes de LH2, L e L-AMP foram calculadas como descrito
no capitulo 2.2.1 do Artigo IV. No caso dos compostos 4, 5 e 6, estd representada a area dos respectivo:
picos (integrados a 385 nm para 4 e 5 e a 348 nm para 0 6).
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as concentra¢des da luciferina, desidroluciferina e do desidroluciferil-adenilato, as areas dos
picos dos cromatogramas eram normalizadas tendo em conta a area dos picos correspondentes
aos nucleotideos de adenina (que eluiam antes do minuto 3), a razo entre os coeficientes de
extingdo molar da luciferina e desidroluciferina a, respectivamente, 327 ¢ 348 nm de
comprimento de onda [585] e a razdo entre os coeficientes de extingdo molar da
desidroluciferina e do desidroluciferil-adenilato a 353 nm de comprimento de onda [604]. Os
valores de concentracio relativos ao pequeno pico que eluia entre a luciferina e o
desidroluciferil-adenilato nos ensaios com PPase inscritos na tabela II foram calculados
admitindo que, em todos os tempos de reacgdo, correspondia a desidroluciferina. Tendo em
conta o perfil do espectro do luciferil-adenilato [615] e que o coeficiente de extingdo molar
deste composto, mesmo no comprimento de onda em que tem um maximo (336 nm; 15100 M
cm™) ¢ inferior ao da desidroluciferina (348 nm; 20600 M em™) [585] podemos estimar que,
na hipdtese improvavel de nos tempos de reacgdo inferiores ou iguais a 5 minutos todo o pico
em discussdo corresponder ao luciferil-adenilato, as suas concentragdes no meio de ensaio
seriam cerca do dobro das inscritas na Tabela II. [sso significaria valores de 0,2 uM em 5 das
analises realizadas ¢ 0,4 pM na restante.

A nossa incapacidade para decidir com clareza se, sim ou ndo, pudemos detectar a
presenca de luciferil-adenilato nos meios de ensaio em que se adicionou luciferina ¢ ATP,
contrasta com a facilidade que tivemos, nos mesmos ensaios, em identificar e calcular a
concentragio do desidroluciferil-adenilato formado. A concentragdo deste composto
(correspondente ao pico 3, na figura 4 do Artigo IV) variou neste estudo entre 5,6 ¢ 0,4 uM,
correspondendo, respectivamente, aos ensaios na presenga € na auséncia de PPase no minuto
30 de reacgdo (ver Tabelas [ e II). Foi demonstrado por White e colaboradores [725] que as
oxidagdes ndo enzimicas dos ésteres etoxivinilico e metilico da luciferina a, respectivamente,
desidroluciferina e éster metilico da desidroluciferina dependiam de oxigénio. Admitindo que,
tal como nestas reacgdes, também na oxidag¢do enzimica da luciferina a desidroluciferina o
oxidante ¢ o oxigénio teremos que aceitar que, na sintese de ApsA, observada pela equipa de
Sillero e Sillero em anaerobiose [366], o intermedidrio era, muito provavelmente, o luciferil-
adenilato. Também a interpretagio que fazemos de uma experiéncia descrita por McElroy ¢
Green [600] aponta no mesmo sentido (ver Introdugdo; capitulo 1.6.b); de acordo com estes
autores, em anaerobiose, a luciférase catalisava (na presenga de ATP, luciferina e PPase) a
formagdo de PPi que se mantinha a velocidade constante durante horas. No entanto, ao
contrario do que até ao momento era admitido [363-367], o nosso trabalho experimental
mostrava que, na presenga de oxigénio, o principal intermediario na sintese de Ap.A, quando o
cofactor adicionado ao ensaio era a luciferina, era o desidroluciferil-adenilato. A razio entre as
concentragdes do desidroluciferil-adenilato e do hipotético luciferil-adenilato seria, na presenga
de PPase, sempre superior a 10 (ver Tabela II) e era nestas condi¢des que a actividade de
sintese de ApsA era mais elevada; na auséncia de PPase a actividade de sintese de Ap.A era
substancialmente mais baixa e a presenga de altas concentragdes de desidroluciferina
impediam a observagdo da eventual presenca de luciferil-adenilato (ver figura 4 do Artigo IV).

A actividade dos catalisadores em geral e das enzimas em particular ¢, em parte,
explicada como resultando da sua capacidade para baixar a energia de activagdo das reacgdes,
ou seja, da sua capacidade para diminuir a diferenca entre a energia dos intermedidrios da
reaccdo e a dos reagentes permitindo assim aumentar a concentra¢do daqueles no sistema
reactivo [560-562]. As enzimas em que o intermedidrio ¢ um acil-adenilato assim como a
reaccdo de sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados constituem excelentes exemplos
deste tipo de fendmeno. Na realidade, a presenca da enzima permite a formagdo de um
intermediario que ndo é rigorosamente 0 mesmo que O que pode existir na sua auséncia; o
intermediario, quando a enzima esta presente, estd ligado a esta formando um complexo
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Eeintermediario. As reacgdes enzimicas de sintese de desidroluciferil-adenilato ou de luciferil-
adenilato a partir de ATP e desidroluciferina ou luciferina, respectivamente, podem ser
teoricamente encaradas como sendo o somatério de dois processos: a sintese dos anidridos ¢ a
sua ligagdo as enzimas:

ATP + L =—= L-AMP + PPi (37)
L-AMP + E === E-L-AMP (38)
E + ATP + L === E-L-AMP + PPi (39)
ATP + LH, === LH,-AMP + PPi (40)
LH,-AMP + E =—= E-LH,-AMP (41)
E + ATP + LH, === E<LH,-AMP + PPi 31)

De acordo com as estimativas de Rhodes € McElroy [604] que, medindo a luz
produzida por um sistema contendo desidroluciferil-adenilato ¢ luciférase quando se
adicionava luciferil-adenilato, estudaram o processo de ligagdo do desidroluciferil-adenilato a
luciférase, a constante de afinidade relativa ao processo de ligagdo do desidroluciferil-adenilato
a enzima (ver equagdo 38) seria de 1,7 x 10° M correspondendo a um valor de AG® de -52,7
KJ/mol. A constante de afinidade do luciferil-adenilato & luciférase foi estimada admitindo que
podia corresponder ao inverso do K, deste composto na reacgdo de produgdo de luz. Embora
estes dois conceitos sejam distintos & frequente admitir-se que os valores que lhes
correspondem possam ser semelhantes [726]. O valor da constante de afinidade do luciferil-
adenilato a luciférase (ver equagdo 41) seria, neste pressuposto, elevado (4,1 X 10° M), mas
muito mais baixo que o da reacgdo equivalente em que estd envolvido o desidroluciferil-
adenilato [604], correspondendo a um valor de AG* de -37,7 KJ/mol. As afinidades aparentes
entre a enzima e os anidridos desidroluciferil-adenilato ou luciferil-adenilato favorecem de
modo desigual a sintese desses anidridos.

Admitindo uma massa molecular de 60,7 kDa [657], homogeneidade da preparacdo
enzimica utilizada ¢ apenas um sitio activo por molécula [664, 665] a luciférase estaria
presente nos meio de ensaio das experiéncias descritas nas figuras 1 ¢ 4 € no capitulo 3.2 do
Artigo IV numa concentragdo de 14,8 uM, um valor mais elevado que o determinado para 0s
anidridos formados em qualquer dos casos. A PPase favorecerd a formagdo do luciferil-
adenilato e, comprovadamente (ver figura 4 do Artigo IV), favorece a de desidroluciferil-
adenilato, mas a concentragdo do luciferil-adenilato acumulado na presenga de PPase era,
seguramente, sempre inferior & do desidroluciferil-adenilato acumulado na auséncia desta
enzima. A diferenca de trés ordens de grandeza entre as constantes de afinidade aparente da
enzima para o desidroluciferil-adenilato e para o luciferil-adenilato podera, pelo menos
parcialmente, explicar a diferenga entre as concentragdes dos dois anidridos. Esta diferenca
estara também na base da grande poténcia inibidora da desidroluciferina (observada na
presenga de ATP e luciférase) na reac¢do de produgdo de luz [Artigo III].

Concluindo, os nossos resultados [Artigo [V] e os resultados anteriormente obtidos
pela equipa de Sillero e Sillero [366] levam-nos a admitir que quer o complexo
Eedesidroluciferil-adenilato quer o complexo Esluciferil-adenilato podem transferir o residuo
adenilato para o ATP (ver equagdes 42 ¢ 34) mas que, nas condigdes experimentais que
escolhemos para realizar as experiéncias descritas no Artigo IV, concretamente, na presenca
de oxigénio, o intermediario dador de adenilato envolvido na sintese de ApsA €, independente-
mente do cofactor adicionado ao meio de ensaio (luciferina ou desidroluciferina), o complexo
E-desidroluciferil-adenilato.
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E°L-AMP + ATP =—= Ap, A+L+E (42)
ELH,-AMP + ATP =—= Ap, A+ LH,+E (34)

3.9 - A reaccio bioluminescente e os seus produtos. A sintese enzimica de
oxiluciferina estudada por HPLC.

Independentemente do tempo de reac¢do considerado a desidroluciferina, o
desidroluciferil-adenilato, o AMP e o PPi n3o eram as unicas substancias formadas nos meios
de ensaio onde se havia adicionado luciferina, ATP e luciférase. No estudo descrito na figura 4
do Artigo IV, como mostrado nas Tabelas I e II, a percentagem de luciferina convertida em
desidroluciferina ou desidroluciferil-adenilato variou entre 21,1% (PPase presente; 1 minuto de
reacgio) ¢ 28,4% (PPase ausente; 5 minutos de reacgdo). Nesse estudo o clardo foi observado
nos primeiros 3-5 segundos de reac¢do e quando a primeira aliquota foi adicionada ao reagente
de paragem ja ndo era possivel, no nivel de iluminagdo adequado para realizar a experiéncia,
observar-se luz no tubo de ensaio. Na cAmara escura era possivel observar que, nas mesmas
condigdes de ensaio, ainda era possivel observar alguma luz ao fim 3-4 minutos de reacgéo e
que, pela adigdo do reagente de paragem, esta se extinguia. Nos controlos em que todos os
componentes da mistura reactiva, com excepgdo da luciférase, se misturavam com o reagente
de paragem antes da adig@o da luciférase ndo se observava produgdo de luz nem a formagio de
produtos (ver figura 4 do Artigo IV). A andlise das aliquotas relativas ao tempo mais curto de
reacgio estudado mostrou que durante os primeiros 15 segundos cerca de 77% da luciferina
transformada se converteu em, pelo menos, dois produtos de natureza desconhecida
correspondendo aos picos 4 e 6 (ver figura 4 do Artigo IV e Tabelas I e II). Os dados
apresentados sdo, na nossa opinido, suficientes para concluir que um destes dois picos devera
corresponder a oxiluciferina (ver capitulos 1.6.a.1 e 1.6.a.2). O pico 6, nas condi¢Ges em que
foi estudado (metanol a 32%, pH 7, fosfato de s6dio 2 mM), correspondia a um composto com
um maximo de absorvancia para a luz de 360 nm de comprimento de onda e um segundo
maximo, de menor intensidade, a cerca de 270 nm (ver figura 3 do Artigo IV). A reduzida
absorvancia do pico 4 impediu a realizagdo de um espectro de qualidade aceitivel mas parecia
ter um maximo a cerca de 400 nm de comprimento de onda [Artigo IV]. A oxiluciferina
sintetizada quimicamente pela equipa de Goto [603, 626] ou por Brovko e colaboradores [724]
tinha, quando dissolvida em metanol ou em meios aquosos com valores de pH entre 7 e 5,
maximos de absorvancia variando entre 371 nm e 382 nm de comprimento de onda; a pH 8,5
ou superior o comprimento de onda onde a absorvancia era maxima era de valor mais elevado
(cerca de 420 nm). A existéncia de um segundo maximo de menor intensidade para valores de
comprimento de onda inferiores a 300 nm também estd documentado [603]. A semelhanga
entre o espectro do pico 6 e os espectros da oxiluciferina sintetizada quimicamente que
pudemos encontrar na literatura, assim como a coincidéncia temporal entre 0 maximo de
velocidade para a sua formagdo (seguramente antes do segundo 15° de reac¢do) e a produgdo
do clardo luminoso, constituem fortes evidéncias a favor da hipétese de que o pico 6
corresponde 4 oxiluciferina. A confirmar-se esta hipétese seria a primeira vez que a
oxiluciferina de insectos coledpteros foi isolada a partir de meios de ensaios onde decorreu a
reac¢do bioluminescente (ver capitulo 1.6.a.2).

Com a excepgdo de um dos ensaios, em que a intensidade do pico 6 aumentou durante
todo o primeiro minuto de reacgdo (ver Tabela I), os picos 6 ¢ 4 diminuiram de intensidade
desde o 15° segundo até ao fim do ensaio (ver Tabelas I ¢ II e Figura III). Acerca da identidade
do composto correspondente ao pico 4 aventamos a possibilidade de poder corresponder a um
intermediario no processo de formagio da oxiluciferina, eventualmente o que contém um anel
dioxetano e cuja existéncia foi postulada por vérios autores (ver Figura II) {624, 625, 628,
629]. Paralelamente com a diminui¢do de intensidade dos picos 4 € 6, surgiu um novo pico (5)
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que aumentou de intensidade no decurso da reacgéo (ver figura 4 do Artigo IV e Figura III).
Admitimos poder corresponder a um produto de degradacdo da oxiluciferina (ver capitulo
1.6.a.2), eventualmente a dioxiluciferina (ver Figura II) [626, 627]. A dioxiluciferina tinha,
quando dissolvida em metanol, um maximo de absorvancia a 382 nm de comprimento de onda
[627]; o pico 5 tinha, nas nossas condigdes de observagdo, um maximo a cerca de 400 nm (ver
figura 3 do Artigo IV).

Os nossos resultados estdo, aparentemente, em contradi¢io com os observados por
Seliger ¢ McElroy quando estes autores estudaram, no final dos anos cinquenta, o rendimento
quantico da reacgdo bioluminescente [606]. O elevado valor do rendimento quantico observado
a pH 7 ou superior (em média 0,9; ver capitulo 1.6.a.2) esteve, presumimos nds, na base do
desprezo a que mais tarde foi votada a reacgdo de sintese de desidroluciferina. O trabalho de
Seliger ¢ McElroy [606] foi o Gnico que pudemos encontrar em que se estudou o rendimento
quantico da reacgdo catalisada pela luciférase. Tal como a sintese enzimica de
desidroluciferina, também o estudo do rendimento quantico, nomeadamente o efeito da
variagio das condigdes de ensaio neste pardmetro, foi, tanto quanto pudemos constatar,
completamente ignorado nas tltimas quatro décadas. E, na nossa opinido, provavel que os
efeitos da descida do pH, aumentando a velocidade de sintese de Ap,A (observada em meios de
ensaio onde o cofactor adicionado era a luciferina [364]) e diminuindo o rendimento quéntico
[606], estejam intimamente relacionados. E possivel que, na base de ambos os fenomenos,
esteja um efeito diferencial do pH nos dois tipos de oxidagdo do luciferil-adenilato: valores de
pH inferiores a 7 poderiam, de acordo com esta hipdtese, favorecer o processo oxidativo que
da origem 2 sintese de desidroluciferil-adenilato em detrimento do que leva a formagdo da
oxiluciferina. Esta hipotese ndo exclui a possibilidade de que o efeito activador da descida do
pH na sintese de Ap,A possa ser também uma consequéncia da maior resisténcia & hidrélise do
desidroluciferil-adenilato e do luciferil-adenilato a valores de pH menos alcalinos (ver capitulo
3.8) ou a de que um maior grau de relaxamento da enzima facilite a interac¢do do complexo
Eedesidroluciferil-adenilato com a molécula aceitadora de adenilato (ver capitulo 3.4).

3.10 - A inibicio da producio de luz apés o clardo: uma reflexio com novos
dados.

Uma das ideias defendidas no Artigo III era que o papel inibidor na produgéo de luz
da desidroluciferina e do desidroluciferil-adenilato formados durante a reacgdo
bioluminescente nio devia ser ignorado. Aceitando que a constante de dissociagdo do
complexo Eedesidroluciferil-adenilato ¢ de cerca de 0,6 nM [604], o desidroluciferil-adenilato
podera ter efeitos inibidores muito marcados mesmo se produzido para concentragdes desta
ordem de grandeza. Para concentragdes de enzima de ordem de grandeza substancialmente
inferior, como ¢ frequente nos estudos de bioluminescéncia, um valor de 0,6 nM. muito
dificilmente detectavel no sistema de ensaio, corresponderia a hemisaturagdo da enzima com o
inibidor.

O trabalho experimental realizado posteriormente € que conduziu ao Artigo IV, ndo
pondo em causa a ideia geral defendida no Artigo IlI, permite e motiva uma nova reflexdo
sobre o tema.

Foi observado por McElroy e Green na década de cinquenta [600] e foi recentemnente
confirmado [641] que a presenca de PPase acentua o perfil tipo claréo da reacgdo de produgdo
de luz (ver capitulo 1.6.a.3). Os resultados por nés obtidos na experiéncia descrita na figura 4
do Artigo IV estdo, de facto, em concorddncia com uma descida mais abrupta € uma menor
velocidade de sintese de oxiluciferina apds o clardo quando a PPase estava presente. Em
média, a intensidade do pico 6 aumentou entre o 15° segundo e o 1° minuto de reacgdo quando
a PPase estava ausente e diminuiu, no mesmo intervalo de tempo, quando estava presente.
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Num determinado tempo de reacgdo, o somatério das areas dos picos 5 e 6 seria, de acordo
com as evidéncias que temos vindo a analisar, uma medida da quantidade de luz produzida
desde o inicio do processo reactivo. A simples observagdo da figura 4 do Artigo IV, ou a
analise das Tabelas I e Il mostra que a quantidade de luz produzida durante os 30 minutos de
incubagdo deve ter sido menor quando a PPase estava presente. Esta diferenca, ainda que
escassa, deveré estar relacionada com a diferenga entre as afinidades da desidroluciferina e do
desidroluciferil-adenilato para a enzima. ou seja, com a maior acgdo inibidora deste dltimo
composto na producdo de luz [Artigo III].

Por razdes relacionadas com a acciio “inibidora” da PPase na produgdo de luz, as
vérias equipas que se dedicam ao estudo da reacgdo bioluminescente ndo adicionam PPase a0
sistema reactivo, como procedimento de rotina. Pelo contrario, os meios de ensaio preparados
no laboratério de Sillero e Sillero, com o objectivo de estudar a sintese de mono ¢
dinucleosideos polifosfatados foram, em geral, suplementados com PPase [363-367]. Nos
estudos descritos no Artigo III estuddmos a reacgdo bioluminescente, a sintese de
desidroluciferina e o processo de inibigdo da produgdo de luz pela desidroluciferina e todos os
ensaios foram realizados na auséncia de PPase.

As equagBes 39 e 42 (ver paginas 104 e 105) mostram que quando se aumenta a
concentragdo de desidroluciferina num sistema de ensaio contendo ATP (ou ApsA) € luciférase
as concentragdes do complexo Eedesidroluciferil-adenilato e de enzima livre tendem a
aumentar e a diminuir, respectivamente. No estudo descrito na figura 3 do Artigo III pré-
incubamos, durante 3 minutos e na auséncia de PPase, um meio reactivo (50 pl) contendo
luciférase, ATP e desidroluciferina antes de lhe adicionarmos 100 pl de uma solugdo contendo
luciferina. A velocidade da producio de luz nos primeiros segundos de reacgdo seria uma
medida da quantidade de enzima livre e, de facto, observdmos que quanto maior era a
concentragio de desidroluciferina adicionada ao sistema menor era a quantidade de luz
produzida (ver figura 3 do Artigo III) o que estd de acordo com as equagdes 39 e 42. No
entanto, a luz dos resultados obtidos no Artigo IV ¢ improvavel que, ao contrario do sugerido
no Artigo III, o desidroluciferil-adenilato que se forma a partir de luciferina na auséncia de
PPase tenha, nestas condicdes experimentais, um papel decisivo na inibigio da produgéo de
luz. A comparagio entre as concentragdes de desidroluciferil-adenilato que podiam ser obtidas
na auséncia de PPase (sempre inferiores a 1 uM; ver Tabela [ e capitulo 3.2 do Artigo IV) e a
concentragio de enzima (14,8 puM admitindo homogeneidade na preparagdo enzimica
utilizada) enfraquece a hipétese formulada. No entanto, ndo deve ser ignorada a possibilidade,
também sugerida no Artigo III, de a desidroluciferina formada nestas condi¢des em maior
quantidade poder ter também um papel inibidor. E de notar, no entanto, que quando nas
experiéncias descritas nas figuras 3 ¢ 4 do Artigo III se pré-incubou desidroluciferina
sintetizada quimicamente com ATP e luciférase, antes da adigdo de luciferina, a situagdio era
substancialmente distinta. Neste caso, mesmo na auséncia de PPase, ha, como pudemos
confirmar mais tarde, formagio de desidroluciferil-adenilato para concentragdes mais elevadas
(ver capitulo 3.2 do Artigo IV).

O facto de, no estudo descrito na figura 4 do Artigo [V, se ter observado que a veloci-
dade de produgio de luz se reduzia bruscamente apos os primeiros 3-5 segundos de reacgdo
quando as concentragdes de desidroluciferil-adenilato e/ou desidroluciferina eram ainda
modestas (ver Tabelas I e II e Figura III) leva-nos a admitir que outros produtos, como os
directamente envolvidos na reacgio bioluminescente, possam contribuir eficazmente para a
inibigdo da produgdo de luz apds o clardo.

O composto correspondente ao pico 5, que admitimos ser um produto da degradagdo
da oxiluciferina, podera ser o “produto” que, complexado com a luciférase, foi isolado por
Gates e DeLuca [630] a partir de meios de ensaio onde havia decorrido a reacgdo
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bioluminescente (ver capitulo 1.6.a.2). Este “produto” ndo era inibidor da reac¢do de produgio
de luz: de acordo com Gates e DeLuca o complexo “luciférase de Photinus pyralis-produto”
tinha uma capacidade para catalisar a produgéo de luz que era semelhante 4 da luciférase ndo
complexada [630]. Trabalhos experimentais da primeira metade dos anos cinquenta, sobre o
papel do oxigénio no processo de produgdo de luz catalisada pela luciférase de Photinus
pyralis apoiam a ideia de que a conversdo da oxiluciferina noutra substdncia corresponde a
conversdo de um inibidor da produgdo de luz noutra substancia ndo inibidora [599]. Apds o
clardo que se seguia & mistura dos reagentes adicionados em altas concentragdes em meio
aer6bio a velocidade de produgfo de luz baixava e quando, nessa fase, o oxigénio era retirado
do sistema praticamente anulava-se [599]. A reintrodugdo de oxigénio no sistema provocava
um novo clario de menor intensidade a que se seguia uma nova descida na velocidade da
produgdo de luz [599]. Este resultado parece-nos compativel com a formagio de um inibidor
durante o clardo que, em meio anaerdbio, ndo sé deixa de se formar como de alguma maneira
desaparece do sistema permitindo a acumulag¢o de luciferil-adenilato no centro activo da
enzima.

O nosso estudo mostrou que os processos oxidativos de formagdo de oxiluciferina e
desidroluciferina/desidroluciferil-adenilato, mais rapidos no inicio da reacgdo, ocorriam em
paralelo ao longo do tempo: a percentagem de luciferina que se converteu em desidroluciferina
e desidroluciteril-adenilato ndo sofreu flutuagdes acentuadas ao longo do tempo de reacgdo
(ver Tabelas I e II). Pelo contrério, a razio entre o somatdrio das concentragdes destes dois
compostos e a do composto correspondente ao pico 6, presumivel inibidor, foi aumentando ao
longo do tempo pelo que € de admitir que, para tempos de reacgdo mais alargados, o contributo
da desidroluciferina e/ou do desidroluciferil-adenilato para o processo de inibigdo da produgido
de luz seja relativamente mais acentuado que no tempo imediatamente subsequente ao clardo
(ver Tabelas I e II e Figura III). Hastings e colaboradores [599] observaram que, na auséncia
de PPase, quando um mesmo meio reactivo era submetido a repetidos ciclos de
aerobiose/anaerobiose, deixavam de se produzir clardes ao fim de 10-20 minutos. Esta
observagdo foi interpretada como sendo um resultado da desnaturagdo da enzima mas, na
nossa opinido, nio é de excluir a possibilidade de ter sido uma consequéncia da acumulagdo de
desidroluciferina. A possibilidade de os substratos se terem esgotado é de excluir ja que nas
condi¢Bes experimentais usadas por Hastings e colaboradores [599] o ATP e a luciferina
sofriam, durante o processo, variagdes muito pequenas nas suas concentragdes.

3.11- A coenzima A como inibidora da sintese de Ap,A e estimuladora da
reaccio bioluminescente e o efeito de nucleotideos nio adenilicos na
reaccio bioluminescente.

Como ja referido (ver capitulos 3.7 e 3.8), a reacgdo de sintese de desidroluciferil-CoA
catalisada pela luciférase foi estudada, em termos ndo quantitativos, em experiéncias descritas
no Artigo Il e, em condigdes muito particulares de ensaio, na experiéncia descrita na figura 2
do Artigo IV. Estes estudos foram aprofundados usando como sistema analitico o HPLC; em
meios de ensaio onde se havia adicionado luciférase, ATP, desidroluciferina e coenzima A
observou-se a formagdo de um pico que se demonstrou corresponder ao desidroluciferil-CoA
(ver quadro inserido na figura 5 do Artigo [V) e cujo espectro de absorvancia é mostrado na
figura 3 do Artigo IV. Combinando caracteristicas da adenina e da desidroluciferina o
desidroluciferil-CoA tinha, como o desidroluciferil-adenilato, um espectro com dois maximos:
um a 262 e outro a 354 nm de comprimento de onda. O facto de, no caso do desidroluciferil-
CoA o maximo a 262 nm ser cerca de 15% mais elevado que o maximo a 354 nm e ndo de
altura semelhante, como no caso do desidroluciferil-adenilato, permitia distinguir os dois
compostos (ver figura 3 do Artigo IV). Nos estudos prévios que conduziram ao Artigo IV
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usdvamos, como ja referido (ver capitulo 3.8), uma mistura eluente com uma concentragéo
relativamente elevada de fosfato. Nessas condigbes de eluigdo o tempo de retengdo do
desidroluciferil-CoA era elevado e ndo coincidia com o da luciferina. Nesses estudos
analisimos e comparamos misturas reactivas onde a coenzima A tinha sido incubada com
luciférase, ATP e luciferina [Artigo V] ou desidroluciferina. Em consonancia com o efeito da
coenzima A na produgdo de luz (ver capitulo 1.6.a.3 e Artigo III) ndo foi possivel em nenhum
momento observar qualquer pico cujo espectro de absorgdo e tempo de retengdo sugerisse a
possibilidade de poder corresponder a luciferil-CoA. O tempo de retengdo e o espectro de
absor¢do do composto que estava presente nos ensaios contendo luciferina e coenzima A ¢
ausente nos controlos sem coenzima A eram idénticos ao do composto que se formava nos
ensaios contendo desidroluciferina e coenzima A e que identificdamos como desidroluciferil-
CoA.

As evidéncias acumuladas mostravam que, o desidroluciferil-adenilato, era o interme-
didrio comum nos processos de sintese de desidroluciferil-CoA e de mono e dinucleosideos
polifosfatados.

A experiéncia em que se usou TLC como método analitico, descrita na figura 5 do
Artigo IV, confirmou os resultados obtidos pela equipa de Sillero e Sillero antes da nossa
incorporagdo e que, como ja referido (ver capitulo 3.6), colocaram em duvida a natureza do
intermedidrio no processo de sintese de ApsA: a coenzima A inibia a reacgdo de sintese de
Ap.A quando o cofactor adicionado ao ensaio era a luciferina e o efeito inibidor era mesmo
mais potente quando o cofactor era a luciferina que quando era a desidroluciferina (ver figura
5 do Artigo IV). Na experiéncia descrita na figura 5 do Artigo IV (TLC) a desidroluciferina ¢
a luciferina foram adicionadas a distintos meios de ensaio para igual concentrag¢do (35uM) e,
quando a concentragio de coenzima A era, por exemplo, 25 uM, o grau de inibi¢do foi de 21%
no primeiro caso ¢ de 87% no segundo. Tirando partido do método de TLC que haviamos
desenvolvido pudemos observar, como era previsivel, a existéncia de uma correlagio quase
perfeita entre a velocidade de sintese de ApsA e a concentragdo de desidroluciferil-adenilato
(ver figura 5 do Artigo V).

Os estudos de TLC e de HPLC descritos na figura 5 do Artigo IV mostraram que,
quando o cofactor adicionado ao meio de ensaio era a desidroluciferina, o efeito da coenzima A
na concentragdo de desidroluciferil-adenilato e na sintese de ApsA acentuava-se marcadamente
quando era adicionada em excesso relativamente & desidroluciferina. De acordo com as
evidéncias acumuladas, o mecanismo catalitico para o processo enzimico de sintese de
desidroluciferil-CoA a partir de desidroluciferina, ATP e CoA serd o seguinte [643, Artigos 111
e IV]

E + ATP + L === E+L-AMP + PPj (39)
E*L-AMP + CoA === L-CoA + AMP +E (43)
ATP + L + CoA ==—= L-CoA + AMP + PPi (44)

Nos estudos descritos na figura 5 do Artigo IV a PPase estava presente facilitando o
desenvolvimento da reac¢do expressa pela equagdo 39 no sentido da formagdo do
desidroluciferil-adenilato. Quando a coenzima A reagia com este anidrido (equagdo 43) a
desidroluciferina e o ATP podiam, quando presentes no sistema, reagir entre si (equagdo 39)
repondo, pelo menos parcialmente, a concentragdo do intermediario (ver figura 5 do Artigo
IV). Os estudos descritos na figura 4 € no capitulo 3.2 do Artigo IV haviam mostrado que a
quantidade de desidroluciferina formada a partir de luciferina nos ensaios em que a PPase
estava presente era extremamente escassa e que, portanto, ndo havia neste caso, uma “reserva”
de desidroluciferina que pudesse sustentar a reposi¢do do anidrido consumido na reacg¢do com
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a coenzima A. As quantidades de desidroluciferil-adenilato que se podiam formar a partir de
ATP e luciferina e a partir de ATP e desidroluciferina quimicamente sintetizada eram muito
distintas explicando a diferenga entre as poténcias inibidoras da coenzima A em ambos os
casos.

Os dados experimentais apresentados na figura 5 do Artigo IV, se bem que qualitati-
vamente de acordo com o mecanismo que defendemos, apoiando a proposta de Airth, Rhodes e
McElroy [643], para a acgdo da coenzima A na reacgdo bioluminescente (ver Artigo III e
capitulos 1.6.2.3 e 3.7), parecem ndo concordar, numa andlise quantitativa, com os resultados
obtidos na experiéncia descrita na figura 4 do Artigo III. Nesta experiéncia a concentragdo de
desidroluciferina era, durante a fase de pré-incubagdo, de 5,7 uM e o efeito inibidor na
producio de luz, ndo foi completamente antagonizado, mesmo quando a concentragdo de
coenzima A era, durante essa fase, de 750 uM. Na nossa opiniéio, ¢ possivel que a diferenga
entre a eficacia da coenzima A como inibidora da sintese de Aps,A e como antagonista da
acgdo inibidora da desidroluciferina na produgdo de luz possa, simplesmente, ter resultado das
distintas condi¢des de ensaio numa e noutra das experiéncias. E possivel, que a circunstancia
de na experiéncia descrita na figura 4 do Artigo III a PPase estar ausente ¢ de estar presente
nas experiéncias descritas na figura 5 do Artigo IV possa explicar a diferenca entre as
concentragdes de coenzima A necessdrias para antagonizar o efeito inibidor da
desidroluciferina na produgio de luz e para inibir a sintese de ApsA. Na auséncia de PPase,
era de esperar (e foi isso que foi observado) ser necessiria uma maior concentragdo de
coenzima A para que as reacgdes descritas pelas equagdes 39 e 43 pudessem ser forcadas a
evoluir no sentido da formagio de desidroluciferil-CoA com eliminagdo da desidroluciferina e
do respectivo anidrido. Também ndo € de excluir a possibilidade de que o tempo de pre-
incubagio na experiéncia descrita na figura 4 do Artigo III (3 minutos) ndo tenha sido
suficiente para que a reacgdo de eliminagdo da desidroluciferina se tenha completado.

Como referido na Introducdo (ver capitulo 1.6.a.3) efeitos de tipo estimulador da
produgio de luz semelhantes aos da coenzima A foram também observados no caso do PPi, do
P;, do P, e de variados mononucleotideos com dois ou trés residuos fosfato. Os estudos sobre o
efeito dos mononucleotideos foram da responsabilidade da equipa de Leach e revelaram que,
com poténcias variadas, o CTP, o UTP, o GTP, o CDP, o UDP, os respectivos derivados 2’-
desoxi assim como outros derivados com modificagbes na base plrica ou pirimidica ou
oxidados pelo periodato partilhavam o efeito estimulador da coenzima A [610, 632, 634-636,
638). Os dinucleosideos polifosfatados ApsA e ApsA [641], os nucleosideos monofosfatados
(NMP) e o ADP [632, 635] eram desprovidos de qualquer efeito. Com base nos estudos da
equipa de Sillero e Sillero que havia, antes da nossa incorporagio, observado que uma enorme
variedade de nucleosideos trifosfatados (NTP) eram substratos aceitadores na sintese de ApsN
[364, 365] admitimos que, pelo menos no caso destes compostos, o efeito observado pela
equipa de Leach podia ter como causa a diminuigdo da concentra¢do do desidroluciferil-
adenilato causada pela transferéncia do residuo adenilato. A nossa hipotese inspirou-se nas
interpretagdes e observagdes da equipa de McElroy em relagdo ao efeito do PPi na reacg¢do de
producdo de luz (ver capitulo 1.6.a.3) [604].

Na mesma experiéncia em que testimos o efeito antagonista da coenzima A em
relagdo a acgio inibidora da desidroluciferina na produgdo de luz testimos também o efeito de
dois nucleosideos trifosfatados (CTP e UTP). Mesmo na concentragdo maxima utilizada (que
era o dobro da méaxima usada no caso da coenzima A) o efeito antagonista observado foi,
como esperado, relativamente modesto mas ndo nulo (ver figura 4 do Artigo III). De acordo
com a nossa hipotese, a poténcia daqueles nucleotideos deveria, em virtude do diferente
mecanismo de ac¢dio, ser menor que o da coenzima A: enquanto neste caso um potente
inibidor, o desidroluciferil-adenilato, era eliminado do meio de ensaio dando origem a



compostos (ver equagdo 43) que, aparentemente, ou ndo eram inibidores ou eram inibidores
muito pouco potentes, no caso dos nucleotideos havia substituigdo do anidrido por um inibidor
menos potente, a desidroluciferina (ver equagdo 45).

E.L-AMP + NTP=—== ApN+L +E (45)

O resultado obtido no estudo mostrado na figura 5 do Artigo III (em que se usou TLC
em placa revestida com celulose como método analitico) era compativel com os mecanismos
propostos: s6 no caso da coenzima A foi possivel observar diferengas claras relativamente ao
controlo. Os estudos descritos no Artigo IV apoiam a especulagdo de que, quer no caso da
coenzima A, quer no do CTP e UTP, os efeitos activadores na reac¢do bioluminescente teriam
sido mais marcados se a experiéncia descrita na figura 4 do Artigo III tivesse sido realizada na
presenca de PPase.

3.12 - Consideracdes Finais.

Demonstramos que o intermediario na reac¢do de sintese de mono e dinucleosideos
polifosfatados catalisada pela luciférase de Photinus pyralis era, em aerobiose, ndo o luciferil-
adenilato mas sim o desidroluciferil-adenilato que se formava a partir de luciferina e ATP
[Artigos III e IV]. A hipotese de que a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi podia ser
uma enzima capaz de catalisar a sintese de mono e dinucleosideos polifosfatados foi
comprovada mas ndo pudemos, neste caso, identificar o intermedidrio dador de adenilato
[Artigos I e II]. E, na nossa opinido, muito provével que, para além destas enzimas e da
sintétase de acetil-CoA, todas as outras enzimas da superfamilia da luciférase possam ter
também estas actividades cataliticas.

A lista de enzimas comprovadamente capazes de catalisar, pelo menos in vitro, a
sintese de dinucleosideos polifosfatados inclui neste momento, para além das enzimas referidas
no paragrafo anterior, variadas sintétases de aminoacil-tRNA, a fosforilase de dinucleosideos
tetrafosfatados, a transférase de guanilato do GTP, a transférase de guanilato do RNA
mensageiro, as ligases de DNA e RNA de bacteridfago T4 e as transcriptases reversas de
retrovirus (ver capitulos 1.4.c.1, 1.4.a.4, 1.4.d.1 ¢ 1.4.d.2). Com a excepgdo da fosforilase de
dinucleosideos polifosfatados todas as outras enzimas tém um mecanismo catalitico em que um
dos produtos ¢ o PPi. Sem excep¢do é a formagdo comprovada ou presumida de um
intermedidrio contendo um residuo nucleotidato capaz de transferir este nucleotidato para um
mononucleotideo. Nos intermediarios, o fosfato do residuo nucleotidato transferido estara
ligado directamente a enzima no caso da fosforilase dos dinucleosideos tetrafosfatados, da
transférase de guanilato do GTP, da transférase de guanilato do RNA mensageiro ou das
ligases de DNA e RNA, a um 4cido carboxilico no caso das sintétases de aminoacil-tRNA, da
luciférase e da sintétase de acetil-CoA e a um grupo hidroxilo (3’) de uma cadeia de DNA no
caso das transcriptases reversas.

Embora a sintese de mononucleosideos polifosfatados ndo tenha sido comprovada de
modo sistematico € de presumir que estes compostos também possam ser sintetizados, pelo
menos in vitro, por ac¢do catalitica destas mesmas enzimas. A ocorréncia de polifosfatos, os
aceitadores adequados nestes processos cataliticos, em muitos seres vivos incluindo mamiferos
foi observada por varios investigadores [723, 727, 728], mas o significado fisiologico destes
processos ¢ ainda incerto. E possivel que, no processo de sintese de mononucleosideos
polifosfatados, participem, in vivo, enzimas com mecanismos cataliticos distintos das
envolvidas no processo de sintese dos dinucleosideos polifosfatados. Como comprovado, in
vitro, para o caso da cinase de adenilato ¢ da cinase do 3-fosfoglicerato, a sintese de
mononucleosideos polifosfatados poderia ser também uma caracteristica de enzimas que tém a
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capacidade de formar intermediarios contendo fosfato e de o transferir para substratos
aceitadores.

A comprovada existéncia de mononucleosideos polifosfatados nos seres vivos (ver
capitulo 1.2) e a grande inespecificidade, no que se refere aos substratos aceitadores de
nucleotidato, das enzimas referidas nos primeiros dois paragrafos deste subcapitulo poderia
explicar a ocorréncia de dinucleotideos com um niimero de fosfatos internos superior a quatro
[Artigo II]. O Ap-A, recentemente descoberto nas plaquetas sanguineas humanas [48], pode in
vitro ser sintetizado por acgdo catalitica da luciférase [365] e € muito provavel que outras
enzimas da mesma superfamilia, incluindo a sintétase de acil-CoA de cadeia longa, tenham a
mesma capacidade. Contudo, algo intrigante ¢ a existéncia de Ap,A em tecido miocardico
humano e porcino [59]. Apesar da grande inespecificidade (no que se refere ao substrato
aceitador de nucleotidato) de todas as enzimas acima referidas até hoje nenhuma dessas
enzimas se demonstrou capaz de aceitar como substrato 0 AMP ou qualquer outro NMP. Este
¢ um novo desafio e atrevemo-nos a avangar a hipotese de que na sintese de Ap,A participem
enzimas em que ja se demonstrou capacidade para sintetizar outros dinucleosideos
difosfatados; referimo-nos concretamente as pirofosforilases do NAD™ e do FAD (EC 2.7.7.1 e
EC 2.7.7.2, respectivamente).
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4—- RESUMO E CONCLUSOES

A crescente convicgdo de que os mono e os dinucleosideos polifosfatados sio modu-
ladores intra e extracelulares de processos bioldgicos justifica o0 nosso interesse pela sua
sintese.

Tendo sido formulada a hipétese de que a sintese dos dinucleosideos polifosfatados
poderia ser catalisada por enzimas capazes de formar acil-adenilatos com libertagdo
concomitante de pirofosfato, estuddmos esta possibilidade no caso concreto da sintétase de
acil-CoA de Pseudomonas fragi (EC 6.2.1.3). Demonstramos que esta enzima catalisa a
sintese de adenosina-5’-tetrafosfato (p4A) e adenosina-5’-pentafosfato (psA) a partir de ATP e
tripolifosfato (P3) ou tetrapolifosfato (P), respectivamente. O dATP, a adenosina-5’-O-[y-
tiotrifosfato] (ATPyS), a adenosina(5’)tetrafosfo(5’)adenosina (ApsA) e a adeno-
sina(5’)pentafosfo(5’)adenosina (ApsA) também eram substratos da reac¢do, gerando, na
presenca de P3, psdA ou psA. O UTP, o CTP ou o AMP ndo eram dadores de nucleotideo. Os
valores de K, para o ATP e o P; eram, nas condigdes de ensaio utilizadas, 0,015 e 1,3 mM,
respectivamente. A actividade catalitica dependia da presenga de catides bivalentes e um
maximo de velocidade foi obtida na presenga de MgCl, ou CoCl, equimolecular com o
somatorio de ATP e Ps. As velocidades relativas de sintese de psA com distintos catides
bivalentes foram: Mg=Co>Mn=Zn>>Ca. Um méaximo e um minimo de actividade foram
medidos nos valores de pH de 5,5 e 8,2, respectivamente; o oposto foi observado no caso da
actividade de sintese de palmitil-CoA, com um maximo a pH 8,2. A razdo entre as actividades
de sintese de palmitil-CoA e de p,A era cerca de 10 (a pH 5,5) e cerca de 200 (a pH 8,2). A
coenzima A inibia a sintese de p4A e o seu efeito inibitorio era antagonizado por acidos gordos.

Com uma actividade muito mais baixa, a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi
também catalisava a sintese de Aps,A (a partir de ATP), ApsA (a partir de psA) €
adenosina(5°)tetrafosfo(5’ )nucleosideos (Ap,N) a partir de dadores (ATP, ATPyS ou octanoil-
adenilato) e aceitadores de adenilato (NTP) adequados. A sintese de adeno-
sina(5”)hexafosfo(5’)adenosina (ApsA) também foi obtida tirando partido da capacidade da
enzima para catalisar a sintese do substrato aceitador necessario neste caso (psA a partir de
ATP e Py).

A aparente auséncia de activa¢do da reaccdo de sintese de psA pela adi¢do de acidos
gordos por nos observada com a sintétase de acil-CoA de Pseudomonas fragi estava de acordo
com observagdes semelhantes de outros autores que estudaram a reacgdo de troca ATP-
pirofosfato catalisada pela sintétase de acil-CoA de figado de rato. E, no entanto, intrigante
que enzimas que presumida (caso da enzima de Pseudomonas fragi) ou comprovadamente
(caso da enzima de rato) contém os mesmos motivos estruturais que, noutras enzimas da
mesma superfamilia, estdo envolvidos na formagdo de acil-adenilatos tenham estas
caracteristicas funcionais. E possivel que o dador de adenilato seja um complexo Evacil-
adenilato mas ndo excluimos a possibilidade de ser um complexo E-AMP. Em face das
dividas que também existiam no caso do mecanismo de sintese de mono e dinucleosideos
polifosfatados por outra enzima da mesma superfamilia — a luciférase de Photinus pyralis
(EC 1.13.12.7) — estuddmos experimentalmente este mecanismo e esclarecemos a natureza do
intermediario neste processo catalitico.

Demonstramos, inequivocamente, que a luciférase catalisa a sintese de desidrolucife-
rina e/ou desidroluciferil-adenilato usando ATP e luciferina como substratos. Esta reac¢do e a
reac¢do de formagdo de oxiluciferina (com consequente emissdo de luz) desenvolviam-se
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simultaneamente. A presenca de pirofosfitase favorecia a acumula¢io de desidroluciferil-
adenilato porque prejudicava a sua pirofosfordlise. O desidroluciferil-adenilato, que também se
podia formar a partir de ATP e de desidroluciferina sintetizada quimicamente, era
simultaneamente um potente inibidor da reacgdo de produgdo de luz ¢ o principal intermediério
na reacgio de sintese de ApsA, mesmo quando o cofactor adicionado ao meio de ensaio era a
luciferina. Em diferentes condigdes experimentais, a quantidade de desidroluciferil-adenilato
sintetizado correlacionava-se positivamente com a sintese de Ap,A.

A coenzima A, um conhecido estimulador da produgdo de luz, era um inibidor da
sintese de ApsA. A coenzima A reagia com o complexo Eedesidroluciferil-adenilato gerando
desidroluciferil-CoA. Na presenga de quantidades crescentes de coenzima A, a concentragao
estaciondria de desidroluciferil-adenilato e a velocidade de sintese de ApsA diminuiam
paralelamente, quer quando o cofactor adicionado ao ensaio era a luciferina quer quando era a
desidroluciferina sintetizada quimicamente. Porque a quantidade de desidroluciferil-adenilato
formado a partir de luciferina era menor que a que se formava a partir de desidroluciferina
sintetizada quimicamente, o efeito inibidor da coenzima A na sintese de Aps,A era mais
marcado quando o cofactor adicionado ao meio de ensaio era a luciferina.

O CTP e o UTP eram, como estimuladores da reac¢do de produgio de luz, menos
potentes que a coenzima A. Interpretamos este efeito como uma consequéncia da sintese de
Ap4C ou Ap,U e formagdo concomitante de desidroluciferina, que é um inibidor menos potente
que o desidroluciferil-adenilato consumido na reacgo.

A analise por HPLC mostrou que a luciférase também catalisava a sintese de trés
compostos directamente relacionados com a reac¢do de produgio de luz a partir de luciferina e
ATP; um deles correspondera a oxiluciferina e os outros dois sdo de natureza desconhecida.
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5~ SUMMARY AND CONCLUSIONS

The increasing conviction that mono and dinucleoside polyphosphates are intra and
extracellular modulators of biological processes justify our interest in their synthesis.

Following the formulation of the hypothesis that the synthesis of dinucleoside poly-
phosphates could be catalyzed by enzymes that are able to form acyl-adenylates with
concomitant release of pyrophosphate, we approached that possibility in the case of acyl-CoA
synthetase from Pseudomonas fragi (EC 6.2.1.3). As shown here this enzyme catalyzes the
synthesis of adenosine 5’-tetraphosphate (psA) and adenosine 5’-pentaphosphate (psA) from
ATP and tripolyphosphate (P3) or tetrapolyphosphate (P4), respectively. dATP, adenosine-5’-
O-[y-thiotriphosphate] (ATPyS), adenosine(5’)tetraphospho(5”)adenosine (Ap;A) and adeno-
sine(5”)pentaphospho(5”)adenosine (ApsA) were also substrates of the reaction, yielding, in the
presence of P3, psdA or psA. UTP, CTP or AMP were not nucleotide donors. The Ky, values
for ATP and P; were, in the conditions of assay, 0.015 and 1.3 mM, respectively. The
catalysis depended on the presence of divalent cations and maximum velocity was obtained in
the presence of MgCl, or CoCl, equimolecular with the sum of ATP and Ps. The relative rates
of synthesis of psA measured with other divalent cations were: Mg=Co>Mn=Zn>>Ca.
Maximum and minimum activities were measured at pH values of 5.5 and 8.2, respectively;
the opposite was observed for the synthesis of palmitoyl-CoA, with maximum activity at pH
8.2. The relative rate of synthesis of palmitoyl-CoA/p,A was around 10 (at pH 5.5) and
around 200 (at pH 8.2). Coenzyme A inhibited the synthesis of psA and its inhibitory effect
was counteracted by fatty acids.

To a lesser extent, the acyl-CoA synthetase from Pseudomonas fragi also catalyzed
the synthesis of ApsA (from ATP), ApsA (from psA) and adeno-
sine(5 )tetraphospho(5’)nucleosides (ApsN) from adequate adenylyl donors (ATP, ATPyS or
octanoyl-adenylate) and adequate adenylyl acceptors (NTP). The synthesis of adeno-
sine(5’)hexaphospho(5’)adenosine (ApsA) was also obtained taking advantage of the capacity
of the enzyme to catalyze the synthesis of the proper substrate acceptor needed (psA from ATP
and P,).

The apparent absence of activation of the reaction of synthesis of psA by added fatty
acids that we observed using the acil-CoA synthetase of Pseudomonas fragi agreed with
similar observations by other authors that studied the ATP-pyrophosphate exchange reaction
catalyzed by rat liver acyl-CoA synthetase. Although, it is puzzling that enzymes that
presumably (in the case of the Pseudomonas fragi enzyme) or undoubtedly (in the case of the
rat enzyme) have the structural motives that, in other enzymes of the same superfamily, are
involved in acyl-adenylates formation have these functional characteristics. The adenylate
donor could be an Eeacyl-adenylate complex but we did not exclude the possibility of being an
E-AMP complex. Facing the doubts that also existed in the case of the mechanism of synthesis
of mono and dinucleoside polyphosphates by another enzyme of the same superfamily — the
luciferase of Photinus pyralis (EC 1.13.12.7) — we have studied experimentally this
mechanism and clarified the nature of the intermediate in this catalytic process.

We have shown, unequivocally, that luciferase catalyses the synthesis of dehydrolu-
ciferin and/or dehydroluciferyl-adenylate using ATP and luciferin as substrates. This reaction
and the reaction of formation of oxyluciferin (with consequent light emission) developed
simultaneously. The presence of pyrophosphatase favored the accumulation of
dehydroluciferyl-adenylate by impairing its pyrophosphorolysis. Dehydroluciferyl-adenylate,
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which could also be formed from ATP and chemically synthesized dehydroluciferin, was both
a potent inhibitor of the light producing reaction and the main intermediate in the reaction of
synthesis of ApsA even when the cofactor added to the assay mixture was luciferin. In different
experimental conditions the amount of dehydroluciferyl-adenylate synthesized was positively
correlated with Ap,A synthesis.

The coenzyme A, a known enhancer of light emission, was an inhibitor of the synthesis
of ApsA. Coenzyme A reacted with the Eedehydroluciferyl-adenylate complex yielding
dehydroluciferyl-CoA. In the presence of increasing amounts of coenzyme A, the steady-state
concentration of dehydroluciferyl-adenylate and the velocity of synthesis of ApsA decreased in
parallel, either when the cofactor added to the reaction mixture was luciferin or chemically
synthesized dehydroluciferin. As the amount of dehydroluciferyl-adenylate formed from
luciferin was less than that formed from chemically synthesized dehydroluciferin, the inhibitory
effect of coenzyme A on the synthesis of Ap,A was more pronounced when the cofactor added
to the reaction mixture was luciferin.

CTP and UTP were, as enhancers of the light emission reaction, less potent than
coenzyme A. We have interpreted this effect as a consequence of the synthesis of Ap,C or
ApsU and concomitant formation of dehydroluciferin, that is a less potent inhibitor than the
dehydroluciferyl-adenylate consumed in the reaction.

As shown by HPLC, luciferase also catalysed the synthesis of three compounds
directly related with the light production from luciferin and ATP; one of them could
correspend to oxyluciferin and the other two are of unknown nature.
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6— RESUME ET CONCLUSIONS

La conviction croissante que les mono et les dinucléosides polyphosphatés sont des
modulateurs intra et extracellulaires des processus biologiques justifie notre intérét pour leur
synthese.

L’hypothése que la synthése des dinucléosides polyphosphatés pourrait étre catalysée
par des enzymes capables de former des acyl-adénylates avec libération concomitante de
pyrophosphate ayant déja été formulée, nous avons étudié cette possibilité dans le cas concret
de la synthétase de I’acyl-CoA de Pseudomonas fragi (EC 6.2.1.3). Nous avons démontré que
cette enzyme catalyse la synthése de I’adénosine-5’-tétraphosphate (p,A) et de I’adénosine-5’-
pentaphosphate (psA) & partir d’ATP et de tripolyphosphate (P3) ou tétrapolyphosphate (P,),
respectivement. Le dATP, [D’adénosine-5’-O-[y-thiotriphosphate] (ATPyS), Padéno-
sine(5")tétraphos-pho(5’)adénosine  (ApsA) et 1’adénosine(5’)pentaphospho(5’)adénosine
(ApsA) étaient aussi des substrats de la réaction, formant p,dA ou psA, en présence de Ps.
L°UTP, le CTP ou I’AMP n’étaient pas donneurs de nucléotide. Les valeurs de K., pour 'ATP
et le Py étaient, dans les conditions d’essai utilisées, de 0,015 et de 1,3 mM, respectivement.
L’activité catalytique dépendait de la présence de cations bivalents et un maximum de vitesse a
été obtenue en présence de MgCl, ou de CoCl, équimoléculaire avec la somme d’ATP et de Ps.
Les vitesses relatives de synthése de psA avec de différents cations bivalents ont été:
Mg=Co>Mn=Zn>>Ca. Un maximum et un minimum d’activité ont été mesurés pour les
valeurs de pH de 5,5 et de 8,2, respectivement; I’opposé a été observé dans le cas de Iactivité
de synthése du paimityl-CoA, avec un maximum & pH 8,2. Le quotient entre les activités de
synthése de palmityl-CoA et de psA était d’environ 10 (a pH 5,5) et d’environ 200 (a pH 8,2).
La coenzyme A inhibait la synthése de psA et son effet inhibiteur était antagonisé par des
acides gras.

Avec une activité beaucoup plus faible, la synthétase de ’acyl-CoA de Pseudomonas
fragi catalysait aussi la synthése de Aps,A (a partir d’ATP), ApsA (4 partir p,A) et
adénosine(5’ )tétraphospho(5°)nucléosides (ApsN) & partir des donneurs (ATP, ATPyS ou
octanoyl-adénylate) et des accepteurs d’adénylate (NTP) adéquats. La synthése de
1’adénosine(5’)hexaphospho(5°)adénosine (ApsA) a aussi été obtenue en utilisant la capacité de
I’enzyme pour catalyser la synthése du substrat accepteur nécessaire dans ce cas (psA a partir
d’ATP et de Py).

L’apparente absence d’activation de la réaction de synthése de p,A par I’addition
d’acides gras que nous avons observée était d’accord avec des observations similaires d’autres
auteurs pour le cas de la réaction d’échange ATP-pyrophosphate catalysée par la synthétase
d’acyl-CoA de foie de rat. Toutefois, il est énigmatique que des enzymes qui présumément
(dans le cas de I’enzyme de Pseudomonas fragi) ou indubitablement (dans le cas de I’enzyme
de rat) contiennent les motifs structurels qui, pour d’autres enzymes de fa méme superfamille,
sont impliqués dans la formation d’acyl-adénylates aient ces caractéristiques fonctionnelles. Le
donneur d’adénylate peut étre un complexe Eeacyl-adénylate mais nous n’excluons pas la
possibilité que ce soit un complexe E-AMP. En ce qui concerne les doutes qui existaient aussi
dans le cas du mécanisme de synthése de mono et dinucléosides polyphosphatés par une autre
enzyme de la méme superfamille — la luciférase de Photinus pyralis (EC 1.13.12.7) — nous
avons étudié expérimentalement ce mécanisme et nous avons éclairci la nature de
I’intermédiaire de ce processus catalytique.
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Nous avons clairement démontré que la luciférase catalyse la synthése de la
déshydroluciférine et/ou déshydroluciféryl-adénylate en utilisant I’ATP et la luciférine comme
substrats. Cette réaction et la réaction de formation de I’oxiluciférine (avec la conséquente
émission de lumiére) se développaient simultanément. La présence de pyrophosphatase
favorisait I’accumulation de déshydroluciféryl-adénylate parce qu’elle empéchait sa
pyrophospholyse. Le déshydroluciféryl-adénylate, qui pouvait aussi étre formé a partir &’ ATP
et de déshydroluciférine synthétisée chimiquement, était simultanément un puissant inhibiteur
de la réaction de production de lumiére et le principal intermédiaire pour la réaction de
synthése de ApsA, méme quand le cofacteur additionné au milieu d’essai était la luciférine. En
différentes conditions expérimentales, la quantité de déshydroluciféryl-adénylate synthétisée
montrait une corrélation positive avec la synthése de Ap,A.

La coenzyme A, un connu stimulateur de la production de lumiére, était un inhibiteur
de la synthése de ApsA. La coenzyme A réagissait avec le complexe E-déshydroluciféryi-
adénylate générant du déshydroluciféryl-CoA. En présence de quantités croissantes de
coenzyme A, la concentration stationnaire de déshydroluciféryl-adénylate et la vitesse de
synthése de Ap,A diminuaient parallélement, aussi bien quand le cofacteur additionné a I’essai
était la luciférine que quand c’était la déshydroluciférine synthétisée chimiquement. Parce que
la quantité de déshydroluciféryl-adénylate formée & partir de luciférine était plus petite que
celle qui se formait & partir de déshydroluciférine synthetisée chimiquement, 1’effet inhibiteur
du coenzyme A dans la synthése de Ap,A était plus marqué quand le cofacteur additionné au
milieu d’essai était la luciférine.

Le CTP et 'UTP étaient, en tant que stimulateurs de la réaction de production de
lumiére, moins efficaces que le coenzyme A. Nous avons interpreté cet effet comme une
conséquence de la synthése de Ap,C ou de Ap,U et la formation concomitante de
déshydroluciférine, qui est un inhibiteur plus faible que le déshydroluciféryl-adénylate
consommé dans la réaction.

L’analyse par HPLC a montré que la luciférase catalysait aussi la synthése de trois
substances directement liées a4 la réaction de production de lumiére a partir de luciférine et
d’ATP; I'une d’elles doit correspondre & I’oxiluciférine et les deux autres sont de nature
inconnue.
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