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Resumo

Esta revisdo mostra como se pode utilizar radioimunoensaios para determinar velocidade de sintese, degradagio
e o tempo de meia vida de proteinas. As velocidades de sintese e degradacio diferem de uma proteina para outra
e sdo afetadas pelas condigbes fisiolbgicas, nem sempre faceis de serem controladas entre um experimento e
outro. Assim, podem-se observar valores de velocidades de degradacio numericamente iguais as velocidades de
sinteses de protefnas. Os dados apresentados neste trabalho mostram evidéncias que a sintese e a degradagio sao
mecanismos que ocorrem simultaneamente no organismo Vvivo.

Palavras chaves: proteinas, velocidade de sintese, velocidade de degradacao, tempo de meia vida,
radioimunoensaios.

Abstract

This minireview shows how one can use radioimmunoassay to determine rates of synthesis and degradation, and
half-life time of proteins. The rates of synthesis and degradation differ among different proteins and are greatly
affected by physiological conditions not easily controlled from one experiment to the next. So one can observed
rates of degradation equal in magnitude to the normal rate of synthesis of the protein. The data presented in this
paper shows evidence that synthesis and degradation is mechanisms, which occur, simultaneously in living organism.

Key words: proteins, rates of synthesis, rates of degradation, half-life time, and radioimmunoassay.



1 Introducao

Existem alguns metabdlitos que interferem favo-
ravel ou desfavoravelmente sobre as velocidades de
sintese e de degradacdo das proteinas de organis-
mos (Kenney, 1962; Feigelson ef al., 1962;Tata et al.,
1963; Ferguson et al, 1967; Hansen et al, 1977;
Funayama ez /., 1981). Existem evidéncias inequivo-
cas que alteragdes dos sistemas enddcrinos ou do
estado fisiologico do organismo interferem nas ve-
locidades de biossintese de protefnas. A determina-
¢do precisa desses parametros cinéticos é de
fundamental importancia para o esclarecimento de
muitos mecanismos fisiologicos envolvidos nos pro-
cessos de sintese “de novo”. Esta necessidade des-
pertou o interesse de idealizar e padronizar
metodologias que possibilitassem quantificar tais
parametros por muitos grupos de pesquisas.

Este trabalho de revisdo, mostra de maneira aces-
sfvel a estratégia bioquimica idealizada por Funayama
et al. em 1981 que sugere uma metodologia simples
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para determinacio das velocidades de sintese, velocida-
de de degradacio e o tempo de meia vida de proteinas,
e, analisa comparativamente os modelos matematicos
propostos por Segal & Kim (1963), Williams & Neidhardt
(1969) e Funayama ef a/. (1981).

2 Materiais e métodos

As cinéticas de aparecimento e desaparecimento
de determinada proteina em fun¢ido do tempo, em
qualquer organismo, podem ser avaliadas determinan-
do as atividades especificas (atividade biolégica da
proteina por miligramas das proteinas totais) em dife-
rentes estagios da vida ou em diferentes condi¢Oes fi-
siologicas (Ferguson ef al, 1967; Hansen et al., 1977,
Williams & Neidhardt, 1969; Funayama ez af., 1979;
Gancedo e al., 1980).

Este trabalho sumariza um método para determi-
nagio das velocidades de sintese e degradacido de pro-
teinas com boa precisdao, desde que obedecidas as
seguintes etapas: a) isolamento e purificagiao da prote-
ina modelo até a homogeneidade eletroforética em
gel de poliacrilamida (Funayama ¢f af/, 1979); b) pre-
paro de anticorpos especificos em coelhos albinos New
Zealand contra a proteina estudada (Funayama e7 al.,
1979); ¢) incorporag¢io de um aminoacido radioati-
vo, a L-(4,5 “H) leucina, na molécula da proteina; d)

emprego de técnicas bioquimicas e imunoradioativas
(Funayama ef al., 1981); e emprego dos modelos ma-
tematicos para determinacdo dos pardmetros da sin-
tese e degradacio de proteinas.

2.1 Modelo matematico |

A velocidade com que a concentragdo da proteina
em estudo varia em determinada condi¢io fisiolbgica
do organismo, foi assumida por Williams & Neidhardt
(1969), como a soma algébrica das velocidades de sin-
tese e de degradagdo, ambas reagdes de primeira or-
dem.

Q) P kP
ot

onde [P] é a quantidade total de proteinas (mg/
mL), [P*] é a quantidade da proteina estudada (ex-
pressa em atividade biolégica por mililitro da prepa-
racao) e k, ek, sao constantes de velocidades de sintese

e degradacio respectivamente.

P

(2 kPl = + ko[P*]
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A velocidade de sintese protéica total é expressa
pela equacdo (3) e a equacdo (4) traduz a atividade
especifica que eventualmente a proteina em estudo
pode atingir no steady-state (equilibrio). Substituin-
do as equagdes (3) e (4) na equagdo (2), teremos a
equagao (5).

oP
ot

) = k;[P]

@) lim_ o Px(t)
P(t)

= Ps*

(5) kl = Ps* (kz +k3)

A partir da equacdo (5), pode-se calcular o va-
lor de k, que € a velocidade de sintese de P* (unida-
des de atividade bioldgica x mg de proteinas™ x
hora'), k, (hora™) é a velocidade de inativagio ou
de degradaciao de P*, k, (hora") é a velocidade de
proliferacdo das células que produzem P* que ten-
de para Ps*. O valor de Ps*(atividade especifica da
proteina P* no equilibrio biologico) deve ser deter-
minado experimentalmente.
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2.2 Modelo Matemético I

Desde que a concentracdo de aminoacidos, em
qualquer sistema biol6gico € infinitamente grande em
relagdo a concentracio de determinada proteina, po-
demos assumir que a velocidade com que a referida
concentracio se altera, ¢ igual a soma algébrica da ve-
locidade de sintese de ordem zero e da velocidade de

degradacio de primeira ordem.

L I's ~ .
n Aminoacidos ——» P ﬁ» Produtos de degradacdo da proteina

A quantidade de proteina sintetizada na unidade

de tempo serd determinada pela equacdo (1):

1y P koK)

ot

onde P ¢ a quantidade da proteina, k, € a velocida-
de de sintese e k, ¢ a velocidade de degradagao ou de
inativacdo da proteina. Num periodo de tempo mui-
to curto a quantidade de proteina sintetizada ¢ igual a
zero, equagao (2):

oP
ot

2) 0 logo, k; - k[P]=00u (3) k;=k;[Po]
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onde o Po da equacgio (3) é uma quantidade de
protefna muito pequena de modo que, nesta fase, a
velocidade de sintese é numericamente igual a veloci-
dade de degradagao. Substituindo o valor de k, da
equagdo (3) na equacao (1) temos a equacao (4).

@ 2
Bt

£[Po] - k[ P]

(5) &P = ky[Polst - ko[P]5t

Dividindo a equacio (5) por dP, desenvolvendo a
expressdo resultante e isolando o valor de dt teremos
a equagao (0).

&p &p

(6) Bt = =
k,[Palé - ky[F] kg [Fo- F]

Integrando a equagio (6) dentro dos limites t ate
P a Ps*, teremos:

t Ps*
(7) ot = 1 8—P
k, [Po - P]
t, p

Multiplicando a equacao (7) por k, e desenvolven-
do a expressio resultante teremos a equagio (8).

PS*

t Ps*
ks RE L
(2 #= | Fepq " | F-Fd
t. P P

Se [P - Po]=ve Ov=-3dP e sabendo-se que:JA v _ v
v

Desenvolvendo a equagdo (8) teremos a equa-
¢ao final.

In [P - Po] =In [Ps* - Po] - kyt

Plotando In [P - Po] na ordenada e tempo na
abscissa, a inclinagdo da reta descendente permite a
determinacio de k,, a constante de velocidade de de-

gradacio.
2.3 Modelo matematico llI

Para determinar o tempo de meia vida (t/2) de uma
proteina ou de qualquer substancia, pode-se utilizar o
modelo matematico abaixo, desde que se conheca a
verdadeira constante de velocidade de degradacio.
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Consideremos a equacio (1), onde P é a concen-
tracdo da proteina analisada e k a sua constante de
velocidade de degradagao.
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-In P = C = - In Pi. Substituindo esse valor na
equacio (3) obtemos a equacido (4).

(4) InPi-lnP=kt

, onde Pi ¢ a quantidade inicial da proteina.

oP N ..
®Hn - S k[P]  Integrando a equagdo (1) temos: Admitindo-se que os processos de degradacgio
ou de inativagio obedecem as reagdes de primeira
ordem, entio, num tempo t = t/2 a quantidade da
2) _ oP -k St proteina P serd igual a Pi/2. Substituindo esses valo-
P res na equagio (4), teremos a equagio final que pet-
mite a determinacao do tempo de meia vida da
(3) - InP = kt+C  onde, Céa constante de integragdo. proteina em estudo.
. N t In 2 0,6931
Para um tempo igual a t = 0, a equagao (3) pode ou - = t o 5091
ser escrita da seguinte forma: 2 k 2 k
Proteina analisada Atividade | Constante de | Constante de | Tempo de
Organismo fodelos especifica | velocidade de | velocidade de | meia vida
Drgani Model pecifi locidade d locidade d ia vid
(Condigio fisiologica) matematicos [mU/mg] sintese (ki) | degradagio [k] [t/2]
[mU/mg/h]
éﬁg‘g“jﬁ;ﬁ;‘:ﬂ:ﬁfgase Segal & Kim (1963) | 31,40 151 480h 0,144 h
éiﬁinfgnmﬁa::jfs)me Deste trabalho - 155 494h 0,140 h
Alanina amino transferase .. .
(ratos tratados com glucocorticoide) Segal & Kim (1963) 108 1555 14,40 h 0,048 h
Alanina amino transferase -
(ratos tratados com glucocorticoide) Deste trabalho - 1590 14,80 0,046 h
Histidil-tRNA sintetase Williams &
(Escherichia coli em crescimento) Neidhardt (1969) 42 ot 1450 047h
Histidil-tRNA sintetase
(Escherichia coli em crescimento) Deste trabalho ) o0 143h 048 h
Frutose-1,6-bisfosfatase
(Saccharomyces cerevisiae em crescimento) Deste trabalho 57 48 0,084 h 825h
Frutose-1,6-bisfosfatase
(Saccharomyces cerevisiae em crescimento na Deste trabalho 8,57 15 1,74 h 0,398 h
presenga de etanol e tratada com glucose).
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3 Resultados e discussao

Este trabalho mostra trés desenvolvimentos de
modelos matematicos para determinagio de velocida-
de de sintese, velocidade de degradagio e tempo de
meia vida de proteinas de maneira simples e objetiva.

Os dados experimentais empregados nas equagdes
propostas, forneceram valores de velocidade de sin-
tese, velocidade de degradagdo e tempo de meia vida
bastante coerente com os publicados por diferentes
grupos de pesquisas. A tabela abaixo ilustra compara-
tivamente alguns desses pardmetros. Em um grande
numero de modelos biologicos (Kenney, 1962;
Feigelson et al., 1962; Tata ¢t al., 1963; Segal & Kim,
1963; Ferguson, 1967; Williams & Neidhardt, 1969;
Hansen ¢/ al., 1977; Funayama ez al., 1979; Gancedo ef
al., 1980; Funayama ef al, 1981; Thomaz et al., 1983;
Pardo et al., 1992; Twerdochilib e al., 1994), temos
observado que as sinteses de proteinas sdo passiveis
de serem induzidas ou estimuladas em um mesmo
organismo submetido a uma determinada condigio
fisiolégica. Isto significa que a sintese e a degradagio

de proteinas ocorrem paralelamente e que a velocida-
de de sintese pode superar a velocidade de degrada-
¢io e vice-versa, dependendo da condi¢io fisiologica
do organismo no momento da avaliagao destes
parametros. Parece-nos racional admitir que num or-
ganismo em crescimento a velocidade de sintese su-
pere a velocidade de degradacido, em organismos
adultos tenham valores equivalentes e em organis-
mos doentes e/ou envelhecidos a velocidade de de-
gradacio supere a velocidade de sintese. F razodvel
ainda admitir que a fungdo bioldgica do processo de
degradagdo ¢ a eliminagdo de proteinas que deixa-
ram de ter significado estrutural e ou funcional por
alteracbes do metabolismo. Esse processo, no en-
tanto nio deve ser visto como puramente degradativo
e sim também como um mecanismo auxiliar para
ressintese de protefnas, uma vez que, 0 organismo
podera reutilizar os aminoacidos resultantes da de-
gradacdo para biossintese de novas proteinas, agora
necessarias para adaptacio a nova condicido fisiolo-
gica ou mesmo para simples reposicao da proteina
cuja vida média ja tenha atingido.
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