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Glutamina sintetase (GS) é uma enzima central no metabolismo de nitrogénio e apresenta
papel primordial na biossintese de L-glutamina e na assimila¢ao de nitrogénio para a grande
maioria das bactérias. Utilizando ATP, GS catalisa a reagdo que forma L-glutamina a partir do
acido L-glutdmico e amonia. A introdugdo de amonio no metabolismo celular ¢ realizada pela
GS e pela glutamato sintase, produzindo L-glutamina e L-glutamato. O género Paenibacillus
¢ objeto de diversos estudos, porém ainda fazem-se necessarias mais analises gendmicas
devido a sua relevancia, ampla distribui¢ao, importante fungao nas comunidades microbianas
e fixagdo do nitrogénio, observada em diversas espécies do género. Assim, eles sdo capazes
de contribuir em distintos campos da biotecnologia. A bactéria Paenibacillus riograndensis
(SBR5), sinénimo heterotipico de P. sonchi (X19-5"), uma bactéria fixadora de nitrogénio
1solada de trigo (Triticum aestivum), apresenta caracteristicas peculiares quando comparada a
outras do género. SBRS contém trés genes codificadores de proteinas homologas a GS
(nomeadas no presente estudo como "GSs like" - GSL1, GSL2 e GSL3). Este projeto visa a
investigacdo das fungdes desses genes. As trés proteinas (GSL1, GSL2, GSL3) foram
expressas em Escherichia coli BL-21, utilizando o plasmideo pASK-IBA3. A analise do gel
de poliacrilamida (SDS-PAGE) confirmou sua expressao. As proteinas foram purificadas por
cromatografia de afinidade, utilizando-se o meio StrepTactin™ Sepharose™ High
Performance (GE Healthcare), de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds purificagdo,
as proteinas foram dialisadas, quantificadas pelo método de Bradford e armazenadas a -20°C
para posterior andlise. A atividade biossintética foi medida por método de colorimetria
baseado na liberacdo de fosfato, resultado da hidrolise do ATP pela GS. Observou-se
atividade das proteinas GSL1 e GSL2, 11,6 e 9,63 nmol Pi/min/pg de proteina,
respectivamente. Com relacdo a GSL3 estudos filogenéticos paralelos indicam que ela nao
exibe atividade biossintética, de acordo com o resultado observado neste trabalho. Além disto,
realizou-se um ensaio para verificacdo de atividade tendo como substrato poliaminas em
substitui¢do ao amodnio, tendo em vista a possivel similaridade das GS’s em questdo com
outras proteinas ja pesquisadas. Dessa maneira, em reacdes contendo isoproprilamina,
etanolamina, espermidina e putrescina, verificou-se atividade baixa para GSL2 e
intermediaria para GSL3 e GSL1. Assim, serd necessario otimizar as condi¢des do
procedimento para que seja obtida avaliagdo mais precisa. Conclui-se, portanto, que das trés
GSs-like codificadas no genoma de SBRS, duas sdo GSs funcionais. A potencial atividade da
terceira GS-like ainda estd sob investiga¢dao. Além do observado, serd avaliada a modulacao
das proteinas que apresentaram atividade biossintética de GS, testando-se provaveis inibidores
como glicina, histidina, alanina, 4cido p-aminobenzobico, arginina, asparagina e cisteina.



