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RESUMO

A aspartato-aminotransferase (EC 2.6.1.1) é uma enzima que existe em microrganismos,
plantas e animais, sendo essencial no metabolismo do azoto e do carbono. Nas folhas de
Lupinus albus L. cv Estoril é possivel detectar a existéncia de 4 isoenzimas. Estas isoenzimas
apresentam um mecanismo cinético ping-pong bi-bi. Numa representagao de Lineweaver-
~Burk, este mecanismo de actividade caracteriza-se pela obten¢do de um sistema de rectas
paralelas, num grafico de 1/V em fungao do reciproco da concentragio de substrato. Para
este complexo enzimditico foram determinadas as constantes cinéticas através do método
descrito por Cleland para este tipo de mecanismo e utilizado por Reynolds et al. (1981).

Verificou-se que a AAT tem muito maior afinidade para os cetoacidos do que para os
aminodcidos, nomeadamente para o oxaloacetato. A baixa afinidade das aminotransferases
para os aminoacidos est4 de acordo com os altos valores de K encontrados.

SYNOPSIS

Aspartate-aminotransferase (EC 2.6.1.1) is an essencial enzyme used by microorganisms
and plants in the carbon and nitrogen metabolic pathways. Four AAT isoenzymes can
be detected in white lupin leaves (Lupinus albus L. cv Estoril). These isoenzymes have
a ping-pong bi-bi reaction mechanism. In a Lineweaver-Burk representation, this kind of
mechanism is characterized by several parallel lines in a 1/V vs 1/{S] plot. The kinetic
constants for this enzymatic system were determined according to the method developed by
Cleland and used by Reynolds et al. (1881).

The results were consistent with a greater affinity of AAT towards keto acids than amino
acids, namely oxaloacetate. The lower affinity of AAT towards amino acids is in agreement
with the high K,, values found.
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1. Introdugao

A aspartato-aminotransferase (AAT: L-aspartato; 2-oxoglutarato amino-
transferase, EC 2.6.1.1) catalisa a reacgio reversivel: aspartato + 2-oxogluta-
rato <> glutamato + oxaloacetato. E uma enzima que existe em microrganis-
mos, plantas e animais, sendo essencial no metabolismo do azoto e do carbono.
Nas plantas, a sua funcio em diversas vias metabdlicas tem sido referida por
varios autores (Hatch & Mau, 1973; Ireland & Joy, 1985; Vance & Gantt,
1992). Nas folhas de Lupinus albus L. cv Estoril é possivel detectar a exis-
téncia de 4 isoenzimas (Cabral, 1990).

Diversos estudos de purificacdo e caracterizagio de isoenzimas de AAT
tém sido feitos, a partir de diferentes tipos de plantas, nomeadamente em
suspensao de células de cenoura — Daucus carota L. (Turano etal., 1990),
em nédulos de tremocilha — Lupinus angustifolius L. (Reynolds et al., 1981),
em arroz — Oryza sativa L. (Yagi etal., 1993) e em cotilédones de ervilha
— Pisum sativum L. (Wong & Cossins, 1969).

As AAT estudadas apresentamn um mecanismo cinético ping-pong bi-bi
(Reynolds et al., 1981). Este mecanismo encontra-se esquematizado na Figura 1
e é definido pela seguinte equa¢io (Dixon et al., 1979):
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Figura 1

Representacio do mecanismo cinético ping-pong bi-bi
(A e B: substratos; P e Q: produtos; E: enzima; EA, EA', EA'B: formas intermédias)
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A representagio grafica de 1/V em funcio de 1/[S] origina um sistema de
rectas paralelas para diferentes concentragoes do segundo substrato (graficos
primdrios). Os valores das ordenadas na origem das rectas anteriores em
funcdo da concentragio do segundo substrato (grafico secundirio) permitem
o calculo dos valores de K.

O objectivo deste trabalho foi a determina¢ao das constantes cinéticas de
actividade da AAT de folhas de Lupinus albus L. cv Estoril.

2. Material e métodos

O material vegetal foi obtido por germinagio de sementes de Lupinus albus
L. cv Estoril, e crescimento em cultura liquida durante 1 més, em ciAmara de
vegetagio climatizada, com as condigdes descritas por Cabral (1990).

A extracgio da enzima foi feita por maceragio e homogeneizacao das folhas
na presenca de 2% (p/p) de polivinilpirrolidona insolivel (PVP) em tampéo
Tris-HCl, 10 mM, pHS8,0 com 1mg.ml~! de fosfato de piridoxal, seguida de
centrifugacio a 20000 g, durante 30 minutos e filtragio (0,2 um), a 0-4°C.

Na determinacio da actividade enzimatica de AAT, no sentido da formagao
de glutamato e oxaloacetato, foi utilizado o método espectrofotométrico conti-
nuo referido por Rej & Hgrder (1983); no sentido da formacdo de aspartato
e 2-oxoglutarato foi utilizado o método espectrofotométrico continuo referido
por Hatch (1973). A proteina solivel foi determinada pelo método de Lowry
(Lowry etal., 1951).

As constantes cinéticas foram determinadas através do método descrito
por Cleland e utilizado por Reynolds et al. (1981). Numa representagao de
Lineweaver-Burk, este mecanismo de actividade caracteriza-se pela obtencao
de um sistema de rectas paralelas para diferentes concentragoes de um dos
substratos em funcdo do reciproco do segundo substrato — graficos primarios.
A partir dos valores da ordenada na origem é obtido o valor de K, num
grafico secundario. Um processo idéntico foi seguido em relagao a cada um
dos substratos.
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3. Resultados e Conclusdes

Os resultados encontram-se nas figuras 2, 3, 4 e 5. Nos graficos primarios
obtiveram-se rectas paralelas para as diferentes concentragoes de cada um dos
substratos o que é consistente com o mecanismo de actividade proposto para
esta enzima. No grafico secundario obtiveram-se os valores de K, para cada
um dos substratos (Tabela 1).

Tabela 1

Valores de K,, para os diferentes substratos

Substratos | Km (mM) ll

L-aspartato 1,68
2-oxoglutarato 0,45
L-glutamato 32,73
oxaloacetato 0,28

Tal como outros autores referiram para as diferentes AAT estudadas
(Wightman & Forest, 1978; Reynolds etal., 1981), verifica-se que a AAT
das folhas de L. albus tém muito maior afinidade para os cetoicidos do que
para os aminoacidos, nomeadamente para o oxaloacetato. Este aspecto estd
relacionado com os processos metabdlicos em que a AAT estd envolvida, nos
diferentes compartimentos celulares, que pressupoem mecanismos de regulagio
muito complexos (Ireland & Joy, 1985). Por exemplo, durante o crescimento
de diferentes partes das plantas, na regulacio do metabolismo respiratério
através do ciclo de Krebs (Hatch, 1973). O aspartato é também o aminoacido
preferido em relagao ao glutamato, mas ambos com valores mais elevados
de K,,. A baixa afinidade das aminotransferases para os aminoacidos esta de
acordo com as concentragdes relativamente elevadas de alguns deles nas células
vegetais, nomeadamente de glutamato e aspartato, entre outros {Chapman &
Leech, 1979).
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1/V (mg/U)

Figura 2

Gréficos primério e secunddrio para o aspartato
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Figura 3

Graficos primdrio e secunddrio para o 2-oxoglutarato
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1/V (mg/U)

Figura 4

Graéficos primdrio e secunddrio para o glutamato
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1/V (mg/U)

Graficos primadrio e secundario para o oxaloacetato

Figura 5
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