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Introducao

A familia de proteinas PIll regula a atividade de muitas
enzimas-alvo por interacao direta proteina-proteina. Essas
proteinas tém sido descritas ha muito tempo como um
Importante regulador do metabolismo do nitrogenio. No
entanto, evidéncias atuais tém mostrado gque as proteinas
Pll podem também regular o metabolismo do carbono,
sugerindo uma reqgulacdo mais ampla da familia de
proteinas PIl. Recentemente, nosso grupo identificou,
atraves de um interatoma de alto rendimento, a interacao
entre a proteina PIl GInB com a proteina fosfotransacetilase,
Pta, da bactéria fixadora de nitrogénio Herbaspirillum
seropedicae. A proteina PTA catalisa a interconversao
reversivel de acetil-CoA e acetil fosfato. O balanceamento
das reacoes diretas e inversas € essencial para a adaptacao
das bactérias aos diferentes ambientes

Objetivos

Nosso objetivo € mostrar a regulacao in vitro da proteina Pta
de Herbaspirillum seropedicae por GInB.

Metodologia

Para verificar se a atividade da proteina Pta é regulada pela
proteina PIl de H. seropedicae, ambas as proteinas foram
superexpressas em larga escala e em seguida purificadas
conforme a figura abaixo:
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Com as proteinas purificadas a regulacao fol entao
verificada através da atividade da Pta na presenca e
ausencia de ATP, ADP e 2-OG. A formacao de Acetil-CoA fol
analisada em 233 nm.

100 mM Tris-HCI pH 7,2

2 mM Acetil-Fosfato

0,15 mM Coenzima A
0,6 ug de Pta

Acetil-CoA + Pi ¥ Acetil-P + CoA

Resultados

Figura 3.A. Curva de concentracao de CoA na presenca e auséncia de Pll e seus
efetores. B. Tabela Vmax e Km calculados a partir da curva de concentracao na
figura A. C. Curva de concentracao de ATP. D. Curva de concentracao de ADP. E.
Teste do efeito de 2-OG na presenca de ATP na reacao de Pta.
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Conclusoes

Nossos resultados sugerem que GInB inibe a sintese de
acetll-CoA aumentando o Km da enzima na presenca de ATP
e ADP. A Iinteracao entre GInB e Pta foi interrompida pelo 2-
OG na presenca de ATP, liberando o efeito inibitdrio. A forma
uridililada de GInB, por outro lado, nao fol capaz de Inibir a
atividade de sintese de Pta acetil-CoA. Em conjunto, os
resultados aqui relatados indicam que a proteina GInB nao
modificada controla a biossintese de Acetil-CoA em
Herbaspirillum seropedicae.
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