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1. INTRODUGAO

1.1.- Histdrico
Em 1907, FLETCHER e HOPKINS (1) demonstra-
ram que acido lactico era formado durante a contragéomu§
cular anaerdbica e removido na presenga de oxigénio. G1i
cogénio muscular foi considerado fonte desse acido léc-
tico-por MEYERHOF (2), que prosseguiu nas suas investi-
'gagaes sobre uma enzima que poderia catalisar a cliva -
gem das hexoses, dssim como a ressintese da molécula de
seis atomos de carbono a partir de_precursoreé de trés
~atomos de éarbono. Fol sugerido por EMBDEN et al. (3)
que hexose difosfato seria formada numa condensacao en-
tre diidroxiacetona fosfato e gliceraldeido,fosfatolMEY—
ERHOF e LOHMAN (4) descobriram, em 1934, a clivagem re-
versiva da hexose difosfato para formar dois moles  de
diidroxiacetona fosfato, catalisada'por‘uma enzima a que
denominaram zimohexase (4). Posteriormente, aldolasééubg
- tituiu a denominacao inicial de zimohexase, vistb_que a‘
enzima catalisaria a condensacao reversivel de diidroxi~
_acetona Fosfato com diversos aldeidos (5,6). MEYERHOF
demonstrou ainda que a clivagem de FDP por aldolase ori-
‘ginava um mole de diidroxiacetona fosfato e um mole de

'gliceraldeido—S—EOSfato (7,8).
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Aldolase foi cristalisada a partir de mlscu
1o de rato por WARBURG e CHRISTIAN (9). Processo simples
_ de preparagao de aldolase cristalina de misculo de coe-
lho foi descrito por TAYLOR et al. (10),.em 1948, fato que
possibilitou a preparacao da enzima em grande escala,.fa-
cilitando ainda estudos posteriores sobre suas proprieda-
des e mecanismos de reacio. WARBURG e CHRISTIAN (9) iso-
laram também aldolase de levedura e mostraram que a enzi-
ma requerid.um ion metdlico para a sua atividade, enquan
to que aldolase de mGsculo nio era inibida por compostos.

que ligam esses ians metélicos.

. Foi concluido, a partir desses estudos, e
~mais tardevconfirmado_por RUTTER (11) e GROVES e  RUTTER.
- (12), que h& duas classes de aldolase da fructose difosfa

to (FDP-aldolase), cada uma apresentando propriedades ca-
taliticas e caracteristicas moleculares distintas. As en
zimas possuidoras de propriedades semelhantes a aldola-

se de mﬁsculo de mamiferos foram agrupadaé na Classe I, e
aguelas cujas propriedades se assemelham as da alddlasede

levedura foram agrupadas na Classe II.

1.2. Metalo-Aldolases (Aldolases da Classe II).

Distribuic¢ao e Propriedades

A distincao importante entre as duas clas -

ses de aldolases consiste em que aldolase de levedura é
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inibida reversivelmente por quelantes metalicos, enquanto
que aldolase de mGsculo de coelho nao apresenta tal inibi
¢ao. A presencga de zinco na aldolase purificada de As—

pergillus niger (13) e de Sacéharomyces cerevisiae (14,15)

confirmou a possibilidade da agao de ion metdlico nessas
enzimas. Por outro lado, metais pesados nac foram encon-
trados em quantidades significativas em aldolase de miscu

lo (14,16,17).

Metalo-aldolases ou aldolasses da Classe I1I
sao amplamente distribuidas em microrganismos, tendo sido

encontradas em bactérias: Escherichia (18), Lactobacillus

(19), Brucella (17), Mycobacterium (20), Clostridium (21),

Erwinia (22), Bacillus (22), Corynebacterium (22), Veillo-

nella (22) e Pseudomonas (22); em fungos: Saccharomyces(9,

'14,15,23,24), Candida (25), Aspergillus (13) e Penicil -

lium (22); e algas azuis-verdes, Anacystis (22). Aldola-
ses da Classe I e da Classe II sao encontradas em Euglena

(26) e Chlamydomonas (22). Nesses dois Gltimos organis

mos, a biossintese das duas diferentes classes de aldola-
se esta sujeita a controles metabdlicos e genéticos - inde.

pendentes (22,27).

As enzimas sdo completamente inibidas por
quelantes metdlicos, como EDTA, e essa inibicao é total

- mente revertida pela adigao de ion metdlico divalente,
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considerado componente integral e essencial em cada uma
das enzimas purificadas. Na maioria das vezes, o cofa-
tor & um ion de zinco firmemente ligado, mas as enzimas

de Clostridium e de Anacystis foram consideradas porta-

doras de ferro ou cobalto frouxamente ligadas. O peso
molecular dessasAenzimas & de aproximadamente 70.000 dal
tons e aquelas suficientemente estudadas foram conside-
radas como compostas de duas sub-unidades. Pela técni- .
ca de eletrofocalizagao, que compreende separagao de pro
teinas de pohtos isoelétricos diferentes, por eletrofore
se num gradiente de pH, aldolase cristalina de levedu-
ra fol separada em trés componentes principais (29). Es
sas formas miltiplas de aldolase de levedura (isoenzimas)
sao consistentes com uma conbinagéovao acaso de duas sub

unidades diferentes em dimeros.

A atividade de metalo-aldolases demonstra
normalmente um pH 6timo nitido e & estimulada por ions
de potéassio.ou de amdnio. Essas énzimas sao 1indiferen-
tes & agao de carboxipeptidase, mas fortemente inibidas
por substdncias que reagem com grupos sulfidrilicos. Nes
sas  propriedades como naquelas de especificidade do subs
trato e pardmetros cinéticos, as metalo-aldolases dife-
rem das enzimas da Classe I que operam através da forma}

¢do de base de Schiff. As metalo-aldolases sdo completa
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mente inatingiveis por tratamento com boroidreto na pre-

senca de FDP ou de DHAP, enquanto que a base de Schiff
’a. ~ . . ' v

formade&aﬁgéienzima é irreversivelmante inativada por

— e

ﬁ-ﬁ
esse tratamento (22).

1.3. Aldolases Formadoras de Base de Schiff(Clas-

se I). Distribuicao e Propriedades

Aldolases formadoras de base de Schiff nao
contém quantidades significativas de ion metalico pesa-
do (9,14,16) e nao sao inibidas por reagentes quelantes
de.metais (9,22,26). FDP-aldolase da Classe I é enéon—'

trada ao lado de metalo-aldolase em Euglena e Chlamydomo-

nas. Tal enzima é largamente distribuida entre protozoa
rios.e algas verdes e em plantas superiores e animais(22,

26,30).

 Estudos de distribuicdo de FDP-aldolase em
sistemas bioldbgicos foram levados a efeito por LEBHERZ
e RUTTER (34). Tré&s FDP-aldolases’ fundamentais denoéomi-
nadas A, B e C foram encontradas em tecidos de»13 espé-
cies de vertebrados testadas, usando-se mobiiidades ele-
troforéticas relativas, especificidade de substratos (rg
lagcao FDP/F-1-P) e propriedades imunoldégicas especifi -
cas. Aldolase A foli encontrada na maior parte dos teci

dos examinados; aldolase B foi observada em figado e rim;
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aldolase C foi localizada em cérebro e com variacoes em
coragao e baco. A relagao FDP/F~-1-P de todas as ativi-
dades musculares é alta (44-60/1), caracteristica da al-
dolase A. Todas as relacgoes de atividade de aldolase he
patica sao baixas (1,2-3,5), sugerindo alta concentracgao
de aldolase B, enquanto que aldolase de cérebro | (aldo-

lase C) apresenta uma relagao FDP/F-1-Pje 10/1.

Aldolase da Classe I foi obtida em formaal
tamente purificada em dgrande variedade de animais e plan
tas. A enzima procedente de tecidos de mamiferos mos-—
tranpropfiedades moleculares e cataliticas similareshqug
las de aldolases de coelho. Os pesos moleculares ja de-
terminados sao de cerca de 160.000,'enquanto que sub-uni
dades dissociadas apresentam pesos moleculares prbdximos a
40.000, dando apoio assim a estrutura tetramérica dessas
enzimas. Aldolases purificadas de misculo e de figado.
de rato diferem naicomposigio de aminoécidos e nos mapas

peptidicos obtidos por digestao triptica (31).

As relagoes de atividade FDP/F-1-P de aldo
lase em tecidos de rato variam de aproximadamente 1, pa-
ra figado e rim, a um valor consideravelm=nte alto, de

cerca de 100 para masculo (32).

RelagOes intermadiarias de atividade para

tecidos como. cérebro e testiculo sugerem a presenga de



varias .isoenzimas aldolasicas nesses tecidos: esse fato
é& confirmado pelos padroOes obtidos em eletroforeseem gel
de amido ou em acetato de celulose. Hibridos do tipo A e~
B 2stao presentes em rim e figado de rato, enquanto hibri
dos do tipo A e C foram encontrados em outros tecidos, iw
clusive em mhsculo. O intestino delgado de rato conti -

nha somente aldolase B.

MGsculo de bovino contém somente aldolase A,
com uma relacao de atividade de cerca d= 50. A relacao
correspbndehte para aldolase C de cérebro de bovino foi
de 12, com valores intermsdiarios para hibridos, separa -

dos por cromatografia preparativa (33).

Relagaes diferentes de atividade foram des-
critas para hibridos A e C em cérebro de'cobaia (35). Di
gestao com carboxipeptidase reduziu a atividade de aldola
se C de cérebro de bovino em relacao a FDP para aproxima-
Adamente 5% do seu valor original (33), sem afetar a ativi
dade em relacao & F-1-P. O fato & valido para aldolase A
~de mfisculo de rato: contudo, liberacgao de firosina de al-
dolase de figado de rato nic afetou as atividades para éi'

ses dois substratos, e a relacao de atividade FDP/F-1-P

permaneceu proxima de 1,0 (14).

Aldolases de figado e de mGsculo de rato di

ferem ainda quanto a susceptibilidade & inativacao por
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gliceraldeido-3-fosfato. Da mesma forma que aldolase A -
de coelho, aldolase de mlsculoc de rato & rapidamente ina
tivada em incubacao com substrato aldeidico; em contras-

te, aldolase de figado & completamente resistente (36).

-Aldolase A e C de galinha Eoram isoladas
em sua forma cristalina (37,38). As propriedades dessas
enzimas sao semelhantes as aldolases de msculo dg coe-
lho correspondentes, embora imunologicamente distintas e

diferentes na composicao de aminoacidos (37,38,39).

Aldolases de coracdo de bovino (40) e de
coelho (41) foram isoladas na sua forma cristalina. As
propriedades dessas enzimas sao semelhantes as aldola -
ses de mGsculo de coelho correspordentes, embora mapas
peptidicos de aldolases de coracao de bovino sejam difé
rentes daqueles de aldolase de mOsculo de coelho. Entre
tanto, mapas peptidiéos de aldolases de coracao e de mis

‘culo de coelho sao semelhantes.

[

Aldolases isoladas de misculo de vertebra-
dos inferiores sdo semelhantes & aldolase A de mGsculode
mamifero na estrutura molecular e nas propriedades cata--
liticas. Aldolases isoladas~de masculo de bacalhau (42) .
e de misculo de ra (43) apresentam peso molecular pro-
ximo a 160.000, contendo cada uma delas quatro sub-unida

pa

des. A relacdo de atividade FDP/F-1-P & de 75/1 para a
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enzima de bacalhau, reduzida para aproximadamente 1 na di
gestdo com carboxipeptidase. Contudo, a estrutura COOH-
terminal parece diferir daquela da aldolase de mGsculo de
coelho, principalmente pela auséncia de residuo de histi-
dina na terceira posicao a partir de aminodcido terminal.
Aldolase de mfisculo de r3d é& uma aldolase singular no sen-
tido de possuir somente um residuo de metionina por sub-
unidade, constrastando com o0s valores de 3 para aidolasede
misculo de coelho (44), 5 para aldolase de misculo de la-—
gosta (45), 6 para aldolase de mfisculo de esturjao (46),
4 para’ aldolase de masculo deAgalinha e de pombo (47) e
8 para aldolase de miisculo de bacalhau (42), Em figado de
mamiferos, o ntmero de residuos de metionina por sub-uni-
dade é de.ceréa de 6 (14,48). Aldolase C de cérebro de
coelho, como-também aldolase A, contém trés residuos deme

‘tionina por sub-unidade (49).

Aldolases purificadas de invertebrados mos-
tram algumas propriedades que se assemelham as das aldola

ses de outras fontes animais. Aldolase cristalizada de

Drosophila pupas (50) mostra relagao de atividade interme
didria com FDP e F-1-P de 10-15 (51) e um peso molecu
lar de cercé de 120-130.000. A rémo@éode reéiduos de ti-
rosina COOH-terminal causa decréscimos de atividade em
rela¢ao a FDP e F-1-P de 95%‘e'65%,’respectivamente.Aldo—

"lase cristalizada de masculo de lagosta (45)apresenta peso
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" molecular de 160.000, como o de aldolase de mamiferos, e
a mesma estrutura tetfamérica, com 4 equivalentes de ti-
rosina por mole liberada por carboxipeptidase. Diferen-
temente de .aldolases de mamiferos, contudo, a perda de
- atividadevem relacao a FDP ndo corre paralelamente & re-
mocao dos residuos de tirosina, mas foi-reduzida a 70%
quando menos da metade'da tirosina foi removida. Perda
de atividade em relacgao a F-1-P foi observada somente

durante liberacao dos dois Gltimos residuos de tirosina.

A estrutura de aldolases de plantas & tam-
bém semelhante a*de enzimas de mamiferos, com exce¢50 de -
que O peso molecular é inferior; Para aldolase de folha
de espinafre, o valor & de 120.000 e o peso molecular das
‘sub-unidades foi estimado em 28.000-30.000 (52). "A rela
gao de atividade de FDP para F-1-P & de aproximadamente
20, e ambas as atividades sao diminuidas durante a remo
cao dos residuos de tirosina COOH- terminal com carboxi—
peptidase (53). Contudo, o0s quatro residuos de tirosina
n3o sao igualmente sensiveis A carboxipeptidase, e perda
de atividade em relagao & FDP é associada com & remogao
de um ou dois residuos dos mais sensiveis (52). Esse fa
to sugere uma interagao cooéerativa entre as .sub-unida -

- des, como no caso de aldolase de lagosta.
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Aldolase pode ser associada com cloroplas-—
tos na Folha intacta de espinafre. BROOKS e CRIDDLE(54)
isolaram a enzima a parfirvde Cloroplastos de espinafre
e HATZ e LEUTHARDT (55) comunicaram que ela esté.locali
zada nd eStroma do clorbplasto. Algas azuis-verdes fo--
ram considerédas como contendo aldolases da Classe I e
da Classe II (22), mas a sua_loéalizagao nas particulas
celulares ou fragoes de sobrenadante n3o foram ainda es—

tabelecidas.

1.4. Estrutura de Sub-Unidades de Aldolase de

Misculo de Coelho

A estrutura de sub-unidades de aldolase tem
sido investigada, ultimamente, por varias técnicas, no-
tando-se uma evidéncia de estrutura tetramériga baseada

em dois pares de sub-unidades nao idénticas.

Os primeiros resultados obtidos sugerindo
modelo de trés sub-unidades foram baseados em residuos de
trés tirosinas carboxi-terminais por mole (considerando
se 150.000 g de proteina por mole) (565 7). Resultados se
melhantes foram encontrados para aldolases A e B (58,59,
60) com trés prolinas N-terminais por mole (61,62). Os
primeiros resultados experimentais sugerem somenﬁe.um si

tio de ligagao do substrato por molécula (16,63), mas
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investigagOes mais recentes sugeriram trés sitios de liga
c3o para fructose-difosfato (64) e arabini-tol difosfato

(65).

KOBASHI et al. (66) demonstraram trés moles
de ligagao de diidroxiacetona fosfato na presenca de boro

idreto de sbédio,

DEAL et al. (67), STELLWAGEN e SCHACHMAN
(68) e SCHACHMAN e EDELSTEIN (69) verificaram que aldolé-
se A nativa (peso molecular 142.000-150.000) é reversivel
mente dissociada*em &cido, detergentes, uréia ou guanidi-
na numa forma com aparentemente 1/3 do peso molecular da -
molécula original. Os resultados de experimentos em que
a enzima era dissociada sob condigoes bésicas_ sugeriram
inicialmente a presenc¢a de unidades ainda menores (aproxi
madamente 1/6 da massa da molécula nativa) (70),.mas—eXp§
rimentos subsequentes indicaram que a degrada@éo paréial
da enzima ocorria sob essas condigdes, e quando a degrada
cao era minima em experimentos semelhantes levados a eféi
to, dissociacgao da molécula nativa para aproximadaméntelJ@

do peso molecular original foi observado (61)..

v 0 modelu de 3 sub-unidades foi investigado
através de estudos de ultracentrifugagdc de KAWAHARA e
TANFORD (72), que demonstraram que aldolase nativa com pe

50 molecular de 160.000 (comparado com 142.000, 150.000
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obtidos nos outros estudos ja& mencionados), era dissocia
da em unidades de 40.000 por tratamento com cloridrato de
guanidina. Estudos de ultracentrifugacao levados a efel

to por SIA e HORECKER (73) confirmam este resultado.

A estrutura tetramérica foi reforcgada pelo
experimento de hibridizacao usando aldolase de cérebro e
de masculo (75,76) por dissociacao e reassociacao rever-
siyeis de misturas binarias dé aldolase A e C. Quandoal
dolase A e C puras foram acidificadas a pH 2,0 a OOC, e
as misturas deixadas em repouso por 30 minutos. e entaoc o
pH ajustado para 7,5, cinco sitios de aldolase foraﬂxeyi
denciados por eletroforese de zona uééndo—se processos de
coloracao especifiéos para evidenciaCEo da atividade da
enzima ou por resolugao cromatografica numa coluna | de
DEAE-Sephadex. Dissociagao.reversivel de cada hibrido-
produz todos os 5 conjuntos de hibridos A—C mas disso -
c1agao reversivel de- aldolase A ou C, por outro lado, pro
duz somente as aldolases fundamentais A ou C, respecti-
vamente. Se os conjuntos de hibridos A-C s3o submeti -
dos a eletroforese em gel de amldo sob condic¢oes | nEo—i
dissociativas, resolugao tipica dos 5 conjuntos de hlbrl
do A-C é obtida, com padroes regularmente ordenados de

mobilidade de aldolase A para aldolase C. Um padrao
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cOmpietamente diverso é obtido em eletroforese de zona sob
condigdes de dissociagao acidica. As sub-unidades de aldo
 lase A e C migram como falxas singulares distintas. No
primeiro hibrido, as sub-unidades de éldolase A predomina- -
ram; no segundo hibrido, apréximadamente quantidades iguails
dé sub-unidades de aldolase A e C estavam presentes; no
terceiro hibrido, sub-unidades de aldolase C estavam pre-
sentes em concentragoes mais altas. ~Esse resultado Fai.
confirmado por dissociagdo e reassociacdo de |3H[ leucil-
aldolase A de ratc & aldolase C nao marcada de coelho, que
produzem um tipico conjunto de 5 membros. Cada um dos mem
bros foi.isolado, a radioatividade relativa agpecifica aan
do aproximadamente igual a 1, 0,75, 0,5 0,25 e O pafa aldg

lase A, hibridos 1-3 e aldolase C, respectivamante.

A partir dos dados obtidos na hibridizacao, é
dificil a»correspondéncia com o modelo de 3 cadeias da en-
zima. Mistura :binéria de trimeros compostos de 3 Sub4dni
dades idénticas prdduziria quatro .conjuntos de hibridos
(aca, aoB ,aBB ,BBB ; S o= sub-unidades A, e B= Sub—unidg.
des C). Combinacoes binarias de trés sub-unidades da molé
cula contendo 2 sub—unidades_diférenteéwprOduziria um ébn;_
junto de nibridos de seis membfos (dda;, auB;f aBB', &Ba',
BBar, BBE, considerando—sé'que a sub-unidade diferente es-

t& presente somante na molécula). Em contraste  com o
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modelo de trés cadeias, mistura bin&ria de moléculas te-
traméricas deveria produzir conjunto de seis membros (oy,
a3Br09B8, »aBs € By, considerando a molécula  tetraméri-
ca de aldolase A e C como sendo composta de sub—unidades

-idénticas).

Fato significativo para a estrutura de 4
sub-unidades foi obtido quando LAI (44) separou 0s quatro
peptidios formados por clivagem com brometo de cianogénio.
Filtracao dos produtos da clivagem por coluna de Sepha -
dex G-75 separavam a mistura em 4 piéos distintos. Esse
resultado confirmou a estrutura de 4 sub-unidades de aldo
lase de mGsculo de cbelho, j& que se sabia que a brotéi—
na contém 12 residuos de metionina e o isolamento de 4

peptidios foi consistente com 3 por cadeia de peptidios.

Resultado que confirmou a estrutura de 4
sub-unidades foi obtido por estudos de micrografia eletrd
nica de aldolase A, B e C, sugerindo due essa enzima con

tém 4 sub-unidades (59,78).

1.4.1. Sub-unidades naoid&nticas e microeterogenei-

dad=

~Evidéncia para a presencga de sub-unidades:
nao idénticas em AMC provém originalmente da observagao de

“que 2 equivalentes de alanina, comparados com 3 de tirosi
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rosina, eram liberados por tratamento com carboxipeptida

.se (56,57,59).

Esse fato foi confirmado por WINSTEAD e
WOLD (57) que também observaram que menor quantidade de
“histidina, em comparagao com tirosina, -era liberada na

digestao prolongada com carboxipeptidase.

Duas'SUb—unidédes nao id&nticas foram sepé
radés por cromatografia na presengg de uréia 8M por CHAN
et al. (79) ° ‘e Foi confirmado que elas sao distintas
quanto a sua susceptibilidade para a carboxipeptidase. A
digestao das cadeias a resultou na liberac¢ao de tirosi-
na, alanina e histidina, pela ordem; a digestao cadeias
B também resultou na liberacao de tirosina, mas alanina
era liberada bem mais vagarosamenté e histidina n3o foi
encontrada, mesmo'apés tratamento prolongado com  altas
concentracgoes de carboxipeﬁtidase. Apbs exposicao da en
zima S-carboximetilada & uréia, 4 equivalentes de tirosi
na, mas somente dois de histidina; foram liberados °~ por
_CarboXipeptidase'em 80 horas (80), confirmando a estrutu
ra de 4 sub—unidades e também a‘presenga de Sub—unida -

des nao idénticas.

Embora as sub-unidades ¢ e B estejam pre =
sentes em quantidades quase iguais, a enzima nao aparen-

- ta possuir uma estrutura obrigatdria @282 Aldolase ha-
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tiva, isoléda de misculo de coelhos adultos, demonstreu
conter mistura de 5 formas qué podem ser separadas pér
focalizacao isoelétrica (29,81). Foi sugerido que essa
microeterogeneidade é o resultado da associagao ao acaso
de cadeias ¢ e B em tetr@meros contendo proporgoes varia

veis de dois tipos de sub-unidades.

_ A presenca de sub-unidades nao idénticas foi
evidenciada em aldolases de masculo de varias espécies,
usando-se a técniéa'de eletroforese em uféia desenvolvi
da por CHAN et al. (79) e ANDERSON et al. (46) demons —
“traram a presenga de duas faixas de peptidios em aidoli
ses de bovino,rde porco e de miasculo de coelho, - porém

nao em misculo de esturjao.

Evidéncia para microeterogeneidade foi de-
monstrada também para aldolase de cérebro (29) e em hepa
toma (82), mas ndao para aldolase isolada de figado nor-

mal de rato.

H& ja informacdes (81) sobre a sequéncia

do peptidio NH, terminal para aldolases de misculo. Por

2
outro lado, estudos de LAI et al. (83) mostram a sequén-
cia de aminoacidos da extremidade carboxi-terminal da ca
deia peptidica. Este Gltimo fato proporciona a Gnica di

ferenga estrutural conhecida para as cadeias o e B8 e uma
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possivel explicagdo para a microeterogeneidade verificada
com essa proteina enzimitica. Dois hexapeptidios carboxi
terminais foram isolados e se revelaram distintos  entre

~si por um Gnico residuo de aminoécido:

Ile-Ser-Asn-His-Ala-Tyr .(Cadeiaa )
Ile-Ser-Asp-His-Ala-Tyr (CadeiaB )

As diferencgas de comportamento durante a di
gestao com carboxipeptidase foram esclarecidas quando foi
demonstradovqué enquanto a ligag¢ao Asn-His & rapidamente
hidrolisada por essa enzima, a ligagdo Asp-His & muifo re

sistente & hidrdlise.

1.4.2. Modificacdes da estrutura de aldolase  "in

vivo" e "in vitro

Duas modificagBeS especificas em AMC pare-
cem ocorrer no animal vivo, Uma relaciona-se a origem da
sub—unidade B, possivelmente pela,modificagﬁb de sub-uni-
dades o (84), e outra & presenca de'pequenas_Quantidades_

de fbsforo orgdnico na proteina enzimética cristalina(é66).

Aldolase preparada de misculo de coelhos até
trés meses de idade apresenta somente tracos de sub-unida
des B8 . ‘Essas aparecem quando o0s coelhoé atingem de 3 a
5 meées de idade e passam para a idade adulta, na qual

- quantidades quase iguais das cadeias ae B s3o observadas
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(85). KOIDA. et al. (85) concluiram de estudos das sub-
unidades separadas que as diferencas moleculares estavam
presentes na regiao proxima a carboxi—terminal, 0 que fol
confirmado pela feposigao de um residuo de asparagina

por acido aspartico (84). AAanélise sequencial nao evi
denciou outras diferengas nas cadeiasq, e g (44,87). 9]
aparecimento de.sub—unidades em AMC depbis de 3 meses, e
sua presehga em tumores, mas nao em aldolase de'figaﬁasg
gere que essa modificacao possa éstar relacionada a alta

atividade de aldolase A com FDP.

Ao lado da microheterogeneidade represén—
tada pela presenga de cadeiasce eB , um segundo tipo de
modificacao & indicado pela resisténcia de aproximadamesn
te um dos dquatro residuos de tirosina a carboxipeptida
se (57,58). H& possibilidade de que esse fato possa es-
tar relacionado & presenca de fbésforo orgdnico. na molé-—
cula (66). ADELMAN et al. (88) indicaram que a inforpora
cao de gliceraldeido-3-Fosfato (possivelmente ao sitiode -
ligacao para o grupo 6-fosfato de FDP) possibilita a ti-
rosina carboxi-terminal tornar-se mais resistente a car-
bGXipeptidase. WOODFIN estudou inativacgao de aldolaseem
presenca da FDP (89), mas o efeito de tirosinés carboxi-

terminais nao foi testado.

As modificacgoes de aldolase in vivo e por

incubacio com substratos podem ser relacionadas ao
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"turnover" da enzima em misculo de coelho (90,91). A

5 g
I |®

3]

locidade do "turnover" foi considerada como de 2-3

(2

em
~nas em mlsculo de coelho (90) e cerca de 15 dias em Ffiga

do de rato (92).

1.5. Objetivos do Presente Trabalho

Verifica-se, pelo relato.apresentado, Que
muitos aspectos ligados & estrutura e funcao da aldola-
se de mﬁsculobde coelho sao ja conhscidos. Entretanto,
varios problemas merecem ainda ser examinados, mormente
no que diz respeito a natureza das sub-unidades que cons

tituem a referida proteina.

Assim, para analisar alguns dos seus aspec

tos, os seguintes toépicos foram estudados.

1.5.1. Purificagao da aldolase de msculo de cce-
41ho com o minimo de heterogeneidade, jé que o 1isolamen--
to e a cristalizagao-da enzima,'pelo emprego do 'sulfatb
de amdnio, pode explicar muito da heterogeneidade obser-
vada que fesultaria de degraéagao ou de modificagBesocog

ridas durante aquele processo.

1.5.2. A presenga de duas sub-unidades nao idénti
cas em aldolase de masculo de coelho origina varias ques

toes a propbdsito de experimentos de hibridizagao entre
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aldolases A e C. Os cinco hibridos formados apds disso
ciagao e reassociacao entre aldolases A e C, na presenca
de duas sub-unidades nao idénticas, teria que ser conside

ravelmente maior do que o numero que foi detectado.

1.5.3. 0 aparecimento de sub-unidades o e B de al-
dolase de mlsculo de coelho durante o crescimento do ani-
mal & assunto de interesse, ja que, presumivelmente, a
sﬁb—unidade B se origina de modificacoes da sub-unidade a,
mas a idade do animal na qual a sub-unidade B atinge o ma

ximo & aparentemente controversa.



2. MATERIAL E MBETODOS

2.1. Material e Procedimento

MGsculo de coelhoAfoi removido 1cgb apbs o
abate de animais de varias idades obtidosrdb.biotério da
Faéuldade de Medicina da Universidade de Sao Paulo ou de
frigorificos. A nao ser quando indicado, todas as opera
gSes de.purificagéo foram levadas a efeito a temperatura

de 4OC.

Fructose-1,6-difosfato utilizada no presen
te trabalho era sal tetrassddico, obtido da Sigma Che-
mical Company, E.U.A; Desidrogenase de gliceraldeido¥3—
fosfato e mistura de desidrogenase cristalina de oa-gli-
cerofosfato e triosefosfato isomerase (10 mg/ml)  foram
também obtidas da Sigma Chemical Company, E.U.A; NADH e
NAD ﬁtilizados foram fornecidos pela Béehringer Manheim

Co., Alemanha.

Fosfocelulose em pd Whatman (P1ll), troca-
dor catibnico, com capacidade de 7,4 mg/g foi obtido de
Reeve Angel, E.U.A. Uréia foi obtida da Fischer Scienti
fiCVCompény e recristalizada a partir de etanol 95%,aque

cido.
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B-Mercaptoetanol, Tris (hidrometil)-aminome
tano e Na2ASO4 foram obtidos da E. Merck Company, EDTA

foi obtido da Baker's, Produtos Quimicos, Sao Paulo.

Fenazina metossulfato e cloreto de nitrote-
trazblio azul foram obtidos da Sigma Chemical Company,

E.U.A.

0 sistema de eletrofocalizacdo 8100-10 (co-
luna de 110 ml) e Ampholine foram obtidos da LKB  Instru

ments, Bromma, Suécia.

Ampholine é mistura de grande nimero de di-
ferentes acidos poliamino-policarboxilicos aliféaticos de
peso molecular abaixo de 1.000, cobrindo faixa de pH de
3-10 e prepafados pela LKB Instruments, Bromma, Suécia.As
solucoOes originais sao fornecidas na concentragao de 40
por cento, séndd diluidas, de modo convéniente, pafa e}

uso.

Para detérmihagGes espectrofotométricas, foi
utilizado um espectrofotdmetro Gilford'cbm registro auto-
matico ligddo a um monocromador Beckmann DU. O ihstrumeg
to foi ligado a um banho de circulagao de &gua para man-
ter temperatura constante na cdmara de cubetas que se en-—

contrava ligada a um sistema automadtico de troca.
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Todas as operacoes de centrifugagao foram
. e) . .
levadas a efeito a 0-4 C em centrifuga refrigerada Sor-
vall modelo RCB2 e as de cromatografia de coluna em cad-

: . o)
mara fria a 4 C.

2.2. Preparo do Trocador I8nico e das Colunas

de Cromatografia

Trocador catidnico de fosfo—celﬁlose“WhaE
mann em pd (P11l) foi usado e preparado de acordo com

PETERSON e SOBER (93).

v Fecsfo-celulose foi suspensa em agua desti
lada e agitadé dufante a noite, as particulas finas sen
do removidas por repetidas decantacoes. 0O residuo de
fosfo-celulose foi lavado de modo sucessivo, com NaOH
0,5 M, o excesso de NaOH sendo removido pof lavagem com
dgua destilada e a'seguir com solucao 0,5 M de HC1.
Apbs remover o excesso de HCl com agua destilada, o ma-
terial foi suspenso em agua e o éH ajustado a 7,5 com
Tris (OH) 2 M. Alsuspensao foi diluida a uma concentra
¢do final de Tris, 0,05 M e finalmente lavada com tam- -
' pao Tris-HC1 0,05 M, pH 7,5, contendo EDTA 1 mM e B-mer
captoetanol.lo—3M, até que o equilibrio-- tenha sido ob-
tido. A suspensac de fosfocelulose assim obtida foi man

© tida a 4°c.
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Para preparar as colunas de fosfocelﬁlose,o
liguido sobrenadante foi decantado da suspensao estoque do
trocador idnico a temperaturarambiente} A celulose foi,
entio, suspensa no tampao utilizado como eluente no ini -
cio da operacao. Para a operacao de cromatografia, busog
se coluna de vidro adaptada com disco poroso na parte in-
ferior e aparelhada com funil de vidro na parte superior
ajustado por meio de junta esmerilhada. A coluna, pre-—
viamente adicionada de tampac até o terco inferior, foi
feita transferéncia Unica do trocador idnico. Deixou-se
a suspensao sedimentar por gravidade por tempo suficien-
te (cerca de 5 minutos) e a saida foi aberta. A coluna
foi, entao, removida para a cdmara fria e conectada com
0 reservatdrio contendo o tampao a ser utilizado como elu
ente, sendoc que pelo menos 2 volumes desse mesmo tampao

foram passados por ela durante cerca de 12 horas.

2.3. Métodos Analiticos

" 2.3.1. Aldoclase

A atividade de aldolase foi medida de acor-.

, . . ' o
do com o método de BLOSTEIN e RUTTER (28 ) a 25 C em
1,0 ml de meio de reagao constituido por solugdo  tampao

de Tris-HC1 (100 mM) e NADH (0,1 mM) e de FDP (1 mM) e
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de uma mistura contendo 10 pg de triosefosfato isomerase
e 10 ug de a-glicerofosfato desidrogenase. Diluicdo a-
propriada de enzima fol adicionada ao meio a fim de ini-
ciar a rea¢50 que foi entao seguida pela medida da dimi-
nuigao de absorbdncia a 340 nm com passagém de 1luz de
1 cm no espectrofotdmetro régistrador Gilford. Os cal-
culos feitos foram baseados no coeficiente de extingéormg

lar de piridinonucleotidio reduzidc de 6,22 x 103.

2.3.2. Determinagao de proteina

Ao longo das experiéncias de purificacao,a
proteina foi determinada pelo método turbidimétrico . de

" BUCHER (74) (mg proteina/ml = absorbincia 340 nm x 0,33).

Conéentragao proteica das fracoes purificgi
das .foi determinada pela absorbdncia a 280 nm de amostras
em solucao de NaOH 0,1 N usando o coeficiente de extingao
molar de 0,91 ( 91) para uma solugao de 1lmg/ml de aldo

0,10 0,91),

lase em uma cubeta com passo de luz de 1 cm (El e

de modo que mg aldolase/ml = A280 nm/0,91.

2.3.3. Unidades e atividade especifica

Uma unidade de enzima é definida como sen-

do a quantidade de enzima necesséaria para produzir mudan
N - ol - o - ~

¢a de uma unidade de absorbdncia a 25 C sob as condigoes

de medida de atividade indicadas.

L]



—27-

Em termos de unidades internacionais, uma -

unidade de aldolase & definida como o nfmero de umoles de
. . o o~

FDP utilizados por minuto a 25 C, sob as condigoes de me

dida de atividade indicadas.

Atividade especifica foi definida como sen

do unidades de enzima por mg devproteina.

2.4. Eletroforese de Zona

2.4.1 Eletroforese em tiras de acetato de celulo-

se

Eletroforese em tiras de acetato de celulo
se € coloragao a partir da atividade da aldolase em agar
foi levada a efeito em tampac barbital 0,06 M, contendo
B—mercaptoetanol 0,01 M, pH 8,6, em tiras de acetato de

celulose (75 ) a 250 v por 90 minutos.

As tiras de acetato de celulose fdram colo
ridas com a finalidade de localizar a atividade de aldo-

lase segundo o método de PENHOET et al. ( 75 ).

A placas de Petri foram transferidoOs 4
ml de uma solucgao de agarlNobel.a 0,5% em solucao de ar-
seniato de sbédio 0,01 M, pH 7,5; cohtendo fructose—l,6¥
difosfato 0,01 M, NAD 0,01 M, gliceraldeido-B—fosfato de
sidrogenase 0,12 mg/ml, fenazina metossulfato 0,024 mg/

ml e cloreto de nitrotetrazdlio azul. A transferéncia
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do material para as plaéas de Petri fol feita a partir de
solugao a 4200, deixando-se solidificar a 4OC. Apbs ele-
trororese, as tiras de acetato de celulose foram coloca-
das nessa solucao de agar e incubadas a 37OC por 10-20 mi

nutos, a fim de permitir o desenvolvimento da cor.

2.4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletrofofese em gel de poliacrilamida Foi
levada a efeito de acordo com a técnica de DAVIS (77.).Rea
gentes‘e aparelhos foram obtidos da Canalco (Canal Indus-
trial Corporation, Bethesda, Maryland), Géis em uréia
8 M foram preparados através da adigaq de uréia recenteﬁg
te recristalizada:em quantidades indicadas as varias so-
lucdes, imediatamente antes da etapa de polimerizacdo. A
concéhtragao final do mondmero era de 3~5%. Uréia nao
foi adicionada aovtampéo eletrolitico (Tris;tampao glici-
na, pH 8,5). 0s volumes eraﬁ de 0,9 ml para o gel de ée—
paragao. Proteinas carboximetiladas Fforam adicionadasdig

solvidas em uréia 8 M.

Eletroforese fol levada a efeito a 2 mA por
tubo até que o corante marcador (azul de bromofenol) atin
gisse a porc¢ao inferior da coluna de gel. Proteinas Fforam

identificadas por coloracao com negro de anilina.
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2.5. Focalizagdo Isoelétrica

2.5.1. Focalizacdo isoelétrica em coluna de gradi-

ente de densidade de sacarose

A resolucao isoelétrica de aldolase de ms-
‘culo de coelho foi levada a efeito numa coluna dé vidro
vertical obtida da LKB Instruments, Bromma, Suécia. A ca-:
pacidade da coluna de Ampholine usada era de 110 ml, tam-

bém obtida da LKB Instruments, Bromma, Suécia.

A coluna utilizada para focalizacao iséelé—
trica era cuidadosamente limpa antes de cada corrida,usan
do-se detergente apropriado para remogao de proteina. A
coluna foi montada em posicgao absolﬁtamente vertical -num
suporte.

solucao utilizada no catédio foi preparada
dissolvendo-se 0,3 g de hidrbxido de sbdio e 18 g de saca
rose em 21 ml de agua desionizada e transferida para a
porgao inferior da coluna através‘de bomba peristéltica
Vario—Perpei,'modelo 10.200, "da LKB Instnuments, Bromma,
Suécia. A saida da coluna foi aberta paraAremogéo de Eo—
lhas de ar. O‘menisco da solucao densa do eletrddio foi
'cblocado até 1,6 cm acima da extremidade inferior do tubo

central do eletrbddio.

solugao densa de sacarose (solugao A)  foi

‘ preparada dissolvendo-se 3,75 ml da solugdo estoque a.40%
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do transportador anfolitico, pH 7—10, em 42 ml de agua -
desionizada. A esta 0Oltima solugao foram adicionadas 28g
de sacarose e a solugao final obtida por diluicdo total

do sistema até 60 ml.

Solugao mais diluida de sacarose (solugao
B) foi preparada por diluicdo de 1,25 ml da solucao es-—
toque de Ampholine até 60 ml com &gua desionizada. A
concentragéo final de Ampholine na coluna é de cerca de
2%. A cada uma das solugoes adicionou-se 0,035 ml de

- g—mercaptoetanol para dar concentragao final de 10 M.

0 gradiente de densidade foi preparado e
transferido para a coluna por um misturador de dgradien-
te, colocando-se a solucao B (55 ml) num frasco e alsolg_
¢ao A (55 ml) num segundo frasco que era ligado a uma bom
ba peristéaltica e o tubo de saida inserido no comparti -
mento de eletrofocalizagao. O misturador de gradiente
foi ligado e a velocidade de fluxo nao ultrapassou a 4

ml/min.

Quando a solucao atingiuiz cm abaixo do
eletrddio superior, a solugao B foi .transferida para o
compartimento de eletrofocalizaéio por meio de bomba pef"
ristadltica, até que o menisco da solucao do eletrdbdio

atingisse 1 cm acima do eletrddio superior.
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A solucao de proteina (nao mais de 5 ml)
contendo de 10 a 25 mg foi adicionada & solugao A do mis
turador de gradiente quando cerca de metade do gradiente

havia sido formado.

A coluna foi resfriada com agua circulan-
te a 4OC, a nao ser quando indicado, e fol conectada com
fonte de energia com o polo negativo na extremidade infe
rior da coluna (solugao do catddio) e o polo positivo na

extremidade superior da coluna (solucao do anddio).

A voltagem fol aumentada para 800 volts por
um periodo‘de 16 horas, com maximo de 213W no inicio, e
mantida em equilibrio de 24 a 30 horas, a nao ser quan-—

do indicado.

_ Depois que a estabilizacao da corrente foi
atingida, a fonte de energia foi desligada e a solucao
do anddio: foi aspirada a fim de diminuir o risco de ser
ela misturada com o efluente durante o processo de esva-
ziamentq. Nesse momento, a coluna é aberta e esvaziada
por meio de uma bomba a uma velocidade de fluxo ndo maior
do que 1-2 ml/min. Fracdes de 1-2 ml eram coletadas e
a sua concentracao hidrogeniénica medida em  potencidme
tro EIL com escala expandida, imediatamente apds a . sua

remocao da coluna.
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2.6. S-Carboximetilacao

Reducdo e S—carboximetilacio da AMC crista
lina foram levadas a efeito de acordo.cqm as condicoes
descritas por CRESTFIELD et al. (86). Uréia recristali-
zada foi dissolvida com tampao Tris 2,0 M, pH 8,5, con -
tendo 100 mM de EDTA. Quando o sistema se completou, .a
concentracao final de ﬁréia era de 8 M e a de Tris de0(,3
a 0,4 M. Nitrogénio contendo méximo de 5 ppm de  oxigé
nio (Nitrogénio U fornecido pela Oxigénio do Brasii, sao
Paulo) foi borbulhado através da solucac por 15 minutos
e a solucdo de proteina Ffoi, éntéo, adicionada ao sistema
para atingir uma concentraggo final de 1-5 mg/ml. Exces
so de B-mercaptoetanol (50 vezes mais em relacido a apro-
ximadamente 30 residuos de cisteina por molécula de aldo
lase) foi adicionado ao sistema. A superficie do siste-
ma foli entao aplicado ﬂitrogénio por 10 minﬁtos, apbs o
que adicionou-se a ela uma fina camada de uréia 4.M, ten
do o tubo sido entao recoberto totalmente com papel  de
‘aluminio e a reducgao levada a efeito por 2 horas a 2OOC,

no escuro.

Acido monoiodoacético recristalizado (268
mg) foi dissolvido em 1 ml de NaOH N (pH final 8,5) e
adicionado ao sistema de reacao em volume de cerca de 10

vezes menor daquele do g-mercaptoetanol adicionado ao

-
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sisfemaf A mistura de reaéao foi agitada Coﬁ agitador

magnéticd por 15 minutos a 2OOC, e entao B-mercaptoeta-
_VnolA(equivalente molar ao do acido monoiodoacético exis
tente na mistura de reacao) foi adicionado para rea -
gir com © monoiodoacetato residual. A uréia foi, entao,
removida por di&lise contra &gua destilada contendo

0,01% de B-mercaptoetanol e 1,0% de écido acético. A
operagao de didlise foi levada a efeito por 12 horas ao
final de cujo tempo a proteina S—éérboximetilada foi co
. letada por'precipitagéo com TCA na presenca de 0,05 ml
de solucac 3 M de TCA por ml da mistura de reacao. Apés'
coletar o precipitado por centrifugacao, foi ele lavado
duas vezes com acetona, duas vezes com éter e finalmen

te seco.



3. RESULTADOS

3.1. Purificacao de Aldolase

3.1.1. Extrato

Misculo esquelético (132 g) de éoelho foi-
removido logo apbs abate do animal, mantido em gelo e moi
do em magquina de moer carne; C misculo moido foi entao
su§penso em 2 volumes (v/w) de tampao Tris-HC1 0,05 M,con
tendo EDTA 0,001 M e g -mercaptoetanol 0,001 M, pH 7,5. A
suspensao foi homogeneizada num liquidificador comum a
baixa velocidade por 60 segundos e depois centrifugada a
15.000 r.p.m. por i ‘hora; Ffoi entao passadizzérias cama-
das de gase para remover particulas de gordura e o resi-

duo foi desprezado (extrato 220 ml).

3.1.2. Cromatografia em fosfocelulose em eluicio

.¢com substrato

Extrato (220 ml, 4730 mg de proteina, ativi
dade especifica = 2,8) foi'introduZido em coluna de Ffos-
focelulose (3,0 x'4O cm) preparéda de acordo com a des-—-

cricao apresentada em Material e Métodos, e equilibrada com

tampao_Tris—HCi 50 mM contendo EDTA 0,001 M e g-mercapto-—

‘etanol 0,001 M, pH 7,5. Procedeu-se & cromatografia se-
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gundo as indicagoes de POGELL (97). A coluna foi lavada
inicialmente com tampao Tris-HC1 50 mM contendo EDTA
0,001 M e g—mercaptoetanol 0,001 M; PH 7,5, numa veloci-
dade de fluxo de 0,7 ml por minuto, até que nao se vefi—
ficasse mails eluicgao da proteina' A partir dai, aldola
se foi eluida da coluna com o mesmo tampao contendo fruc
tose-1,6-difosfato 25 mM. Fragdes de 9 ml foram obtidas
na -mesma velocidade de fluxo, para analise de ativida-
de enzimética. A enzima foi recuperada no efluente en-—
tre 70 a 155 ml depois da troca de tampao. As EfagBes
Foram entao combinadas.(cromatografia em fosfocelulose e
com eluigao do substrato) dando volume total de 85 ml.

Perfil de eluigSo da enzima em Fosfocelulose & mostrado

na Figura 1.

3.1.3. Cristalizagao.

A ffagéo obtida da cromatografia em fosfo-
celulose, contendo de 5 a 10 mg de‘proteina por ml, fo1l
dialisada contra solucao de sulfato de ambnio a 50% em
tampao Tris-HC1l, 0,025 M, adicionada de EDTA, 0,001 M e
 ,de g-mercaptoetanol, 0,001 M, pH final 7,5. 'Cfistaisfog
mados durante cerca de 12 horas de diélise‘foram cole-
tados por centrifugagao a_lS.OOO r.p.m. pdr_lS minutos
e conservados em suspensio em solugdo de sulfato de amb-

nio a 50%.
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FIGURA 1 ~ Eluicao com substrato de aldolase de masculo

de ccelho em fosfocelulose. Fosfocelulose foi preparada
segundo descrigac apresentada em Material e Métodos. 0
~extrato (220 ml; 4730 mg de proteina; atividade especi-
‘fica = 2,8) foi aplicado & coluna de fosfocelulose (3,0
x 40 cm). A eluigao inicial foi levada a €feito com tam
pao Tris-HC1 50 mM, contendo EDTA 0,001 M e B-mercapto —
etanol 0,001 M pH 7,5 a uma velocidade de fluxo de 0,7
ml por minuto. Quando a quantidade de proteina nao aldo
lasica do eluato atingiu a zero, aldolase foi eluida com
o mesmo tampao contendo fructose-l,6-difosfato 2,5 mM.
FracOes de 9 ml foram coletadas sempre na mesma veloCi-
dade de fluxo. o L
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Dados relativos ao processo de purificacao
da aldolase de,mﬁsculo.de'coelho sao mostrados na Tabe

la I.

A purificacdo final atinge 4,3 vezes e 55%
de recuperagao da atividade enzimitica original, o que
representa rendimento final de aproximadamente 600 mg de

aldolase pura a partir de 132 g de mhGsculo de coelho.

Ao longo do presente trabalho Foram utili-
zadés amostfas de enzima cristalina para as experiéncias
das Figuras 7 e 8,{enquanto que as demais experiéncias fo
ram levadas a efeito com enzima contida na fragao  de
maior atividade éspecifica-(lS—ls unidades internacio -

nais) dos efluentes da coluna de fosfocelulose (Figura 1).

Em uma experiéncia de eletrofocalizagao em
coluna de Ampholine foi utilizada enzima cristalina para
comparar com os resultados obtidos com enzima contida no

efluente (Figura 3).

3.2. Homogeneidade das Preparacdes de Aldolase

dé MGsculo de‘Coelho

A homogeneidade dés‘preparaQBes de aldola
se fol estabelecida por eletroforese de zona em aceta-
to delcelulose, por eletroforese em gel de poliacrila-

mida por cromatografia em fosfocelulose com gradiente de
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KC1. Eletroforese de zona fol levada a efeito em tiras
de acetato de celulose usando tampéo barbital 0,06 Madi
cionado de B -mercaptoetanol 0,01 M, PpH 8,6, a 250 v, por
90 minutos. A atividade da aldolase foi detectada por
meio de coloracao obtida a partir da atividade enzimati
ca. Por esse sistema, a atividade da aldolase & acopla
da a da triose fosfato desidrogenase, de modo que a cli
vagem da FDP resulta na formacao de NADH Que por sua
vez causa a redugao do nitrotetrazdlio azul em sistema com
Fenazina metossulfato. Paralelamente se procede a colo
ragao de proteina, em tira controle de acetato de celu-

lose, com Azul Brilhante R, Azul coomassie.

Como é mostrado na Figura 2, apenas uma
faixa de proteina é obtida a partir do material conti-
do na fracao de maior atividade especifica dos eluatos

da coluna de fosfocelulose.-:

Nas condigoes dessa experiéncia, nao  hé
qualquer indicacao da presenca de 'isoenzimas de aldola
se de mGsculo de coelho (aldélase A). Mesmo em eletro-
forese em gel de poliacrilamida, a pH 8,5 a enzima mi-

grou como faixa tnica de proteina.

A enzima na forma cristalina foi cromato-
grafada em coluna de fosfocelulose com eluicao em tam-

pdo Tris-HC1l, 0,05 M, pH 8,5, contendo EDTA, 0,001 M e
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FIGURA 2 — Representacdo esquemitica da resolucdo  por-
eletroforese em acetato de celulose e em gel de poliacri-
lamida das preparac¢oes de aldolase de mGsculo de coelho.
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FIGURA 2 - Representacao esquematica da resolugao  por
eletroforese em acetato de celulose e em gel de podoliacri-
lamida das preparacoes de aldolase de misculo de coelho.
Aldolase purificada em coluna de fosfocelulose fol subme
tida & eletroforese em acetato de celulose e também EY
eletroforese em gel de poliacrilamida. A. Determinacao
da aldolase por coloracao obtida em consequéncia da ati-
vidade da enzima. B.. Coloragao da proteina com Azul
Brilhante R. C. Obtengao de disco (finico) colorido de
proteina em eletroforese de gel de poliacrilamida.
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=D ~ . .
B-mercaptoetanol 10 M. A esse tampao aplicou-se gradi-

ente linear de KC1l entre 0~-0,4 M.

Nessas condicOes obteve-se, também pico
simétrico e singular contendo praticamente toda a ativi-

dade enzimatica da proteina aplicada a coluna.

Assim, em nenhuma das condicOes acima indi
cadas, verificou-se heterogeneidade de aldolase A de mis

culo de coelho.

3.3. Resolucao Isoelétrica da Aldolase de MOs-

culo de Coelho

As preparagoes de aldolase de masculo  de
coelho consideradas homogéneas nas experiéncias da Figu-

ra 2 foram entao estudadas por focalizacao isoelétrica.

Foi utilizada preparagao de aldolase obti-
da de misculo estfiado de coelho adulto (8 meses). As—
sim, 20 mg de aldolase correspondente a fracao de maior
atividade especifica, obtida por eluigao com substrato em
coluna de fosfocelulose (Figura 1) foram dialisados con-
tra 8 litros de agua desionizada, durante 24 noras. A
enzima dialisada foi submetida a focalizacio isoelétri-
ca usando-se solucao de Ampholine a 2%, em gradiente de

PH de 7,0-10,0, segundo detalhes mostrados em Material e

Métodos.
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sob essas condigOes, a aldolase fol resolvi
da em 5 componenies cataliticamente atives. A Figura 3
mostra a resolucao obtida ra qual aparecsm 4 picos ativos
e um componente nzo bem definido na forma de um pico, mas

contendo atividade.

As cinco fragoes proteicas ativas foram jun
tadas e novamente submetidas & focalizacao isoelétrica sem
rova adi¢ao de Ampholine em faixa mais estreita de pH en

tre 7,8 2 9,6).

A proteina Ffoi entao resolvida em 5  picos
nitidos, respectivamente ccm 0s pontos iscelétricos de

9,2 ,9,2 , 9,0, 8,8 e 8,4 (Figura 4)..

Entretanto, resolucao mais completa entre
as 5 fragoes fol praticamente impossivel sob as condi-

coes usadas no experimento.

-

Focalizacao isoeiétrica de soluc¢ao de aldo-
lase cristalina bem como de preparacao de m@isculo de coe-
1lho de 2 meses resulta em perfil iso=létrico idéntico ao

da Figuvra 4.

3.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida ce

Possivels Hibridos de Aldolase de Misculo

de Coelho Separados por Focalizacao Isoelé-

trica
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dolase de mGsculo de coelho em pH de 7,0 - 10,0.




"FIGURA 3 - Resolugao por focalizagao iscelétrica da al-
dolase de mhsculo de coelhc em pd de 7,0 - 10,0. Focalil
zacao isoelétrica foi levada a efeito em coluna de Ampho
line (pH 7,0 - 10,0) contendo g-mercaptoetanol 10~2M, com
gradiente linear de solugao de C a 47% (w/v) de sacaro-
se. A coluna foi resfriada com circulzcdo de &agua a 4°C.
Foram usados 2 ml de solugac contendo 24 mg de protei-
na previamente dialisada contra 8 litros de agua desioni
zada por 48 horas. A voltagem aplicada feoi serndo grada-
tivamente elevada até atingir 80C V a fim de manter o sis
tema em torno de 203 Watts, por 16 horas. Depols de ser
atingido o equilibrio da corrente elétrica o0 sistema fol
martido como tal por mais 24 a 36 horas. Quando a cor-
rente se estabilizou em 102 mA esta foi desligada e a co
luna foi subsequentemente esvaziada a uma velocidade de
fluxo de 1 ml por minuto. Fragoes de 2 ml foram coleta
das e a proteina foi medida usando-se um sistema Uvicord
com 0,5 cm de passagem de luz. Concentragao hidrogenilni
ca das diferentes fragoes foi medida imediatamente apds
a coleta de cada uma delas em potencibmetro de marca EIL
com escala expandida. ‘




10,01 .

|
o O

1
-J

!
- I63)
— O — O O

10 20 30 !
FRACOES = & |
FIGURA 4 — Reisolamento por focalizacgao isoelétrica da

aldolase de misculo de coelho fracionada em faixa mais-
estreita de pH (7,8 - 9,6).

(0/0) .1.("’""’"')

S L — oo




—A8~

FIGURA 4 - Reilsolamento por focalizacao isoelétrica da
aldelase de masculo cde coelho fracionada em Ffaixa mais
~estreita de pH (7,8 - 9,6). As cinco fragoes (pI 9,3 -
hibrido oy ; pI 9,1 - hibrido 038 ; pI 9,0 - hibrido UopBy ;
pI 8,8 - hibrido oB4; pI 8,4 — hibrido B4 ) de proteinas
ativas foram juntadas e novamente submetidas i focaliza
cao lsoelétrica em faixa mais estreita de pH. Uma quar-
ta parte da fracao que continha a proteina e a Ampholi-
ne (pH 7,8 - 9,6) foi diluida para 55 ml com agua de—
sionizada e utilizada como solucdo de baixa densidade. As
outras trés quartas partes foram diluidas com solucao de
sacarose 55% (w/v) para 55 ml e usada como solucao densa.
As duas solugoes foram adicionadas de g- mercaptoetanol
107"°M. Todo o procedimento de resolugao seguiu a mes-—
ma metodologla da Figura 3.
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A fim de verificar a possivel separagao de
nibridos da aldolase de miisculo de coelho por focalizacao
isoelétrica em coluna de Ampholine, uma experiéncia foil
levada a efeito com as proteinas atftivas separadaé em pL

de 9,3 e de 8,4 (Figura 4).

A fracao de pI igual a 9,3 corresponde pro-
vavelmente ao hibrido o, enquanto que de pI 8,4 ao hibri

do Bq.

Aliquotas de 1,0 a 5 mg dessas fracoes e da
enzima nao resolvida por eletrofocalizacao foram submeti-
das a carboximetilacao e resolvidas em urdia 8 M e, a se-
guir, submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida

contendo uréia 8 M.

De acordo com a Figura 5, a proteina nao
resolvida por eletrofocalizagao apresenta duas bandas cor

respondente as subiunidades o e B .

Fracao da proteina oOriunda do pico no ponto
isoelétrico de 9,3, carboximetilada, apfesenta banda ﬁnif
ca correspondente a banda superior (o ) da proteina nao
fracionada. Fracao de proteina carboximetilada do pico
no ponto isoelétrico de 8,4, apresenta banda densa corres

pondente & banda inferior (8) da proteina nao fracionada.
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FIGURA 5 - Andlise por eletroforese em gel‘de poliacri-

lamida da composicac em sub-unidades o e 5 de proteinas
aldolésicas fracionadas nos pontos isoelétricos 9,3 e 8,4
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FIGURA 5 - Anélise por eletroforese em gel de poliacri-
lamida da composicao em sub-unidadesqg e g de proteinas
aldolésicas fracionadas nos pontos isoelétrices 9,3 e
8,4. Aliquotas de 1,0 a 5,0 mg das fracoes obtidas na
experiéncia da Figura 4, bem como aliquotas de proteina
aldoléasica nao fracionada foram carboximetiladas e desna
turadas a seguly por tratamento com uréia 8 M. O mate—
rial assim tratado foi analisado por eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo 3,5% de gel e uréia 8 M, apll
cando-se corrente de 2 mA por tubo. A proteina migrada
foi evidenciada por coloragao com Negro de Anilina. A -

Subiunidadesa e B da enzima nao resolvida por eletrofoca
lizacao. B = enzima (hibrido @ ) fracionada por focali-
zagao isooletrlca a pI 9,3. C - enzima (hibrido Bu) fra
cionada por focalizagao isocelétrica a pI 8,4. D - ele -
troforese da mistura dos hibridos aye gy . Todos os -hi-
bridos utilizados na presente “experiéncia mantinham ati -
vidade enzimatica. '
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Eletroforese em gel de poliacrilamida dos
dois picos carboximetilados, respectivamente, nos pontos
isoelétricos 9,30 e 8,4, resultou em duas bandas corres—

pondentes & proteina nao fracionada.

3.5. Resolugao por Focalizagao Isoelétrica de

Aldolase de MOsculo de Coelho sob Condic¢oes

de Dissociacao

As condigOes de Ffocalizacao isoelétrica de
aldolase de mGsculo de coelho sob condicao dissociada fo

ram as mesmas descritas em Material e Métodos exceto que

a solucgao de eletrddio e o gradiente de sacarose conti-
. v . o] .
nhanuréia 6 M e a temperatura foi de 10 C. Foil wusada

Ampholine na concentracao final de 1% (pH 7,0 — 10,0).

A presente experiéncia foi levada a efei-
to com aldolase de misculo de coelho adulto nao cristali
zada e obtida por eluigao com substrato a partir de colu

na de fosfocelulose.

Como & mostrado na Figura 6 a aldolase de
mGsculo de coelho adulto se resolve em dois componentes
revelados por duas amplas faixas de absorcao, respectiva
mente a pI 8,99 (sub-unidade o) e pI 8,61 (sub-unidadesg).
Aparecem ainda no perfil de fracionamento por focalizagao
isoelétrica dois componentes msnores a pl 8,1 e 7,33 de

significado descohhecido.
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FIGURA 6 = Resolucao por focalizagao isoelétrica da al-
dolase de miasculo de coelho em condigdes experimentais de
dissociacao. T
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FIGURA 6 — Resolucao por focalizacao isoelétrica & al-
dolase de mhsculo de coelho em condicoes experimentais de
dissociagao. Solugao de 2 ml de enzima (16,8 mg de pro-
teina) obtida por eluigac com substrato da coluna de fos
focelulose foi adicionada de uréia até a concentracao fi
nal de 6 M. Esse material foi submetido a fracionamento
por eletrofocalizégé@ em coluna, levada a efeito a tempe
ratura de 10°C e mantida a nao mais do que 2,0 watts sub
metendo-se a coluna a potencial de eletrddio de 450 'V
por 24 horas, aumentando-a gradativamente até 700 V. Sob
essas condicoOes, 48 horas foram necessarias para a S cor—
rente atingir 1 a 2 mA. O tempo de focallzacao foi es -

tendido por mails 24 horas como foi sugerido por VESTER-

BERG e SVENSSON ( 95). Assim, o total do tempo de foca
lizagao variou de 72 a 96 horas. Apds o término do pe—
riodo de fracionamento, a coluna fol esvaziada da manei-—

ra usual e fracoes de 2.ml foram coletadas. A concen -—

tragao hidrogenibnica Ffol medida em potencidmetro EIL,

com escala expandida, 1mediatamente apds a coleta. Pro-

teina fol medida em UVcord.
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Quando as fracoes maiores foram examinadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida com uréia 8 M,
sem carboximetilacao, pela técnica de CHAN et al. (79 ),
ambas as fragoes foram resolvidas em duas faixas singula-

res com migracao diferentes.

E bem possivel que os picos de menor expres
sao representem material heterog®neo sem maior significa
do, e resultem da agao prolongada da uréia sobre a protei

na.

3.6. A Presenca de Sub-Unidades de Aldolase de

~Mbsculo de Coelho em Diferentes Idades

A fim de verificar a natureza das sub—unidé'
des ot © f de aldolase de misculo de coelhos de 1 dia até

8 meses foram utilizados. Aldolase desses animais fo1i

cristalizada segundo = técnica descrita em Material e Métol

dos.. Aliquotas carboximetiladas (10,0 a 20,0 g) de aldo-
lases de coelhos de 1, 10, 25, 60 e 240 dias foram anali-
sadas por eletroforese em gel de poliacrilamida; (Figura

7).

A figura 7 revela que aldolase de coelho de
1 dia contém apenas hibridos de tipo a, . Este uitimo fa
to foi comprovado pela experiéncia da Figura 8 onde se

fez eletroforese em gel de poliacrilamida da aldolase cris
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FIGURA 7 - A presenca de sub-unidades o e B de aldolase
de misculo de coelho em relacao & idade dos animais, .
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FIGURA 7 — A presenca de. sub-unidadesa e B de aldolase
de masculo de coelho em relacao a idade dos animais.Ele
troforese em gel de peliacrilamida com uréia 8 M foi le
vada a efeito com enzima cristalina, carboximetilada,n
preparada a partir de animais de diferentes idades. A-
.aldolase de mlisculo de coelho de 1 dia de idade conten-
do hibrido «,, apenas. B, C, D e E - aldolases de mGs-
culo de ccelho de 10, 25, 60 e 240 dias de idade, res-—
_pectivamente, contendo o e B sub‘unidades.
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FIGURA .8 -  Hibrido oy da aldolase de misculo
de coelho de 1 dia.
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FIGURA 8 — Hibrido ¢, da aldclase de mfsculo de coelho
de 1 dia. Aliquota de aldolase cristalina de coelho
de 1 dia foi carboximetilada e levada a migrar em ele -
troforese de gel de poliacrilamida em uréia 8 M. Para-
-lelamente, hibrido o, obtido por fracionamento por foca
lizacao isoelétrica Foi também carboximetilado e levado
a migrar em campo eletroforético nas mesmas condigles,
bem como amostra contendo mistura de aldolase de mGscu-
1o de coelho de 1 dia e do hibrido @, . A - migracao de
aldolase de mfisculo de coelho de 1 dia. B - migracgao
do hibrido «, ; C - migragao em Ffaixa Gnica da mistu-
ra das amostras A e B.
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talina de coelho de 1 dia, bem como da fracao de pI 9,3
(Figura 4) constituida de hibrido ey . Nesta Gltima expe
riéncia verificou-se que aldolase de coelho de 1 dia con
tém exclusivamente aldolase do tipo}xu, J& que esta mi-
grou nc campo eletroforético como faixa Gnica, tal como
o hibrido agda fracao de pI 9,3. A mistura de ambas re-

sultou em faixa Gnica de proteina migrada.

Por outro lado, ja o animal de 10 dias de
idade mostra resolucao da aldolase ém 2 faixas coloriQ
das,.o que indica que a formacao de sub—uﬁidades B oCor-—-
re entre o primeiro e décimo dias de crescimento do ani-
mal. A partir de 10 dias; como & de se esperar, todas
és amostras estudadas eram compostas de a e B sub‘unida

des.



4. DISCUSSAD

4.1. Purificacgao

Muitas enzimas altamente purificadas mos
tram homogeneidade pela aplicacao de varios critérios,
tais como eletroforese em gel de poliacrilamida, ultra-
centrifugacao e propriedades imunolbdgicas, bem como por

cristalizacao.

Na realidade, quando proteinas dessa natu-
reza sao submetidas a determinados processos de fracio-
namento, & possivel demonstrar a existéncia de microetero
geneidade molecular. Preparagoes altamente purificadase
homogéneas de gliceroaldeido-3-fosfato desidrogenase ede.
piruvatoquinase de misculo de coelho, de desidrogenase
lactica de mGsculo d2 coelho e enolase de levedura exi-

bem clara heterogeneidade molecular.

0 grau de heterogeneidade de uma popula-
c3o de enzimas & de consideravel interesse do ponto de
vista quimico, fisioldgico e genético, bem como para
estudos de estrutura enzimética; Por exemplo, estudos de
propriedades cataliticas de estrutura de enzimas exibem

populacgao homogénea de moléculas.
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Entretanto, se uma enzima contém mais do
que uma sub-unidade nao idéntica, a possibilidade de for
macao ou a presencga de hibridos & consideravelmente gran
de. Acredité—se que os hibridos ou as formas méltiplas
de enzimas ocorrem intracelularmente, originadas a par
tir de genes nao alélicos separados ou simplesmente como
produtos alelomdrficos distintos, derivados de um hetero

zlgoto.

Por outro lado, formas mGltiplas podem ser
o resultado de modificag¢Oes de proteinas, tais como tro-
ca de subunidades durante o0s processos de isolamento e

de purificacio.

Também heterogeneidade pode ser o resulta
do da degradagao de proteinas durante os processos de pu
rificagao e durante experimentos que necessitam expor

a proteina a acidos ou bases ou mesmo uréia.

_ Aldolase de mtsculo de éoelho mostra-se ho
mogénea por todos os critérios de purificacao, mas ela
se mostra certamente heterogénea quando submetida & foca
lizacdo isoelétrica resolvendo-se em 5 formas maltiplas
que podem ser separadas nos seus respectivos pontos elé-

tricos.

A presenca dessas formas mGltiplas origi-

‘na numerosas questoes, tais como se essas formas hibridas
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ocorrem intracelularmente ou se elas sao o resultado de
modificagoes da molécula da enzima durante o seu isola-
mento por troca de sub-unidades entre as sub-unidades e

de moléculas distintas.

A fim de conseguir obter aldolase de miscu
lo de coelho nas fbrmas moleculares em que elas s= encon
tram nas células, enzima fol purificada por meio de méto
do simples de modo a nao submeté-la & agao de agentes
mais agreséivos. Nessas condig5es; é possivel obter a
proteina com minimo de heterogeneidade. No presente tra
balho, foi aplicado método de purificacao rapido e sim-

ples.

0 mﬁscuio foi extraido.a PH 7,5 com tam-—
pao Tris-HC1l, portanto em condicdo muito mais suave  do
que a do método classico de TAYLOR et al. (10), que usa-
ram solucao de hidrdxico de potéssio 0,003 M, que  pode

ocasionar dissociagao parcial das sub-unidades proteicas.

O extrato obtido em tampao Tris-HCl, Iogo
apds a centrifugacao, & diretamente aplicado a uma colu-
na de fosfocelulose, ao masmo pH, e utilizando o mesmo
tampao, para eliminar a possibilidade da enzima permane
cer dissolvidavno extrato cru por longo periodo de tem-—
PO, e dessa forma minimizando a possibilidade de acgao de

-exopeptidases. Varias observagdes sugerem que um certo
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grau de degradacao ou de modificacoes da enzima pode
ocorrer nos extratos crus (49). Elui¢ao com fructose-

difosfato 2,5 mM foi também levada a efeito.

Para a deteccao de formas hibridas, sempre
foi utilizada a amostra oriunda da Ffracao de efluente com

maior atividade especifica.

A razdao para a eliminagao da etapa de cris
talizagao em muitas das experiéncias mostradas neste tra
balho & de que nenhum estudo foi ainda conduzido sobre
o0 efeito que o sulfato de amdnio pode exercer sobre a es-
tabilidade da estrutura quaterndria de aldolase de mls-

culo de coelho.

De fato, como esta mostrado nos Resultados,

as 5 formas hibridas (ou,®38 ,0282,283 Bu)podem ser detec
tadas quando a amostra é cristalizada ou nao, mas este
ponto deve ser estudado com muito mais detalhes desde

que se possa separar Os hibridos o, e g, .

0 ponto negativo do processo de purifica -
cao mostrado aqui & o uso de fructose-difosfato em con-
centracao de 2,5 mM, j& que se sabe que a fructose~difos
fato possul efeito inibitdbrio sobre aldolase como fol
observado por WOODFIN (89) e LAI et al. (97 ), mas na pre
sente experiéncia o tempo em que a enzima fol exposta a

fructose~difosfato foi.minimo em comparagao com o que
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ocorre com experiéncias onde se estuda a acdo de FDP so-

bre a estabilidade da proteina enzimatica.

A enzima sem cristalizagdao mostrou-se pura,
usando-se eletroforese de gel de poliacrilamida e ultra-
centrifugagao, bem como tendo a mesma atividade especi-

fica do que a da enzima na forma cristalina.

4,2, Eétudos de Sub-Unidades de Aldolase de Mus~'

dé Coelho

Aldolase de mGsculo de coelho (Aldolase A)
migra em tiras de acetato de celulose como faixa Gnica,
que pode ser detectada por técnicas de coloracao basea-
das na atividade da enzima ou por coloracao da ‘proteina.
Aldolase C (49) também migra nas mesmas condicdes, isto
&, formando faixas singulares mas difere na mobilidade

da aldolase A.

“Quando a aldolase A é dissociada a concen
tragges hidrogénidnicas altas e névamente reassociada,
uma faixa singular de proteina pode também ser detecta
da pela técnica de coloracao desenvolvidé na base dé
atividade da enzima. Esse fato ocorre também com aldo-

lase C. ' '

Quando aldolases A e C colocadas num mes-—

-mo sistema sao dissociadas em suas sub-unidades e reasso
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ciadas novamente, um conjunto de cinco hibridos pode ser
detectado usando-se a técnica de coloragao pela ativida-
de enzimatica. A partir desse trabalho levados a efei-
to por RUTTER e seus colaboradores (76), concluiu-se que
as aldolases A e C sao constituidas de 4 sub-unidades com
base em sub-unidades idénticas existentes em ambas aldo-
lases A e C. Por outro lado, CHAN et al. (79) apresenta
ram dados experimentais sobre a existéncia de sub-unida-
des nao idénticas da aldolase de mfsculo de coelho. Es-
se fato origina numerosas questoes, a propbdsito dos estu
dos de hibridizagac levados a efeito por RUTTER e seu gru
po (76), Jj& que o nGmero de hibridos detectados (ao todo
5), foi dificil de ser explicado na presenca de 4 sub-

unidades nao idénticas.

Como foi mostrado na experiéncia da Figura
2, aldolase migra como faika Gnica usando eletroforese em
acetato de celulose zou'em gel de poliacriiamida. Entre |
tanto, quando a mesma amostra due fol usada nasg-tiras de
acetato de celulose fol submetida & focalizagao isoelstwi
ca, Ccinco picos, todos eles possuindo atividade, foram
detectados. A técnica de Ffocalizacio isoelétrica envol-
ve separacgao de proteinas de diferentes pontos isoelétri
cos por eletroforese em um gradiente de pH. Possuindo
extraordindria capacidade de resolucao, essa técnica mos
trou que aldolase de mlsculo de coelho é constituida por

5 componentes cataliticamente ativos.
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Nao h& qualquer dfivida, aparentemente, que
os 5 Gnicos hibridos formados enfre aldolases A e C se
devem a formagéo de hibridos tendo mobilidade eletroforé
tica similar e que nao podem ser detectados por eletrofo

rese em acetato de celulose.

Por outro lado, aldolase A mostra um con -
junto de 5 hibridos, separados respectivamente aos pon-
tos isoelétricos 9,3, 9,1, 9,0, 8,8 e 8,4. Sob condicao
nao dissociativa, quando a proteina é carboximetilada e
submetida: a eletroforese de gel de poiiacrilamida em

uréia 8 M, obtém-se migragao de duas faixas que corres -

pondem as sub-unidades ae 8. Por sua vez, quando ali
quotas da fragao obtida a pI = 9,3 por focalizagao iso-
elétrica.ou a pI = 8,4, sao submetidas a mesmo processo,

obtém-se de cada uma delas apenas uma faixa de proteina
que migra, sendo a da primeira cgrrespondente ao hibri-
do “se o da segunda ao hibrido 8, . Quando,porém, ali-
quotas das fracgoes de pI = 9,1, 9,0 e 8,8 sao utiliia-;
das nesse tipo de experimento, a eletroférese de gel de
poliacrilamida em uréia 8 M resolve-as em duas faixas de
proteinas que migram e que correspondem as éub—unidades
o e B(Figura 5). Na experiéncia da Figura 5 a fracgao
correspondente a Bh sempre apareceu contaminada com tra-

¢os da subiunidade .
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Desse modo, estabelece~se claramente que O
pico a pI 9,3 (Figura 4) é composto unicamente de sub-uni
dades o e que o plco a pI 8,4 de sub~unidades'8, de mo-
do que a estrutura do primeiro & aute a do segundo gy POr
outro lado, a estrutura das outras formas de aldolaséfré_

cionadas a pI 9,1, 9,0 e 8,8 & respectivamente a3Bra,By »
0(.63.

A estrutura o,B, para aldolase de mGsculo
de coelho foi proposta por CHEN et al. (79), mas como &
mostrado no trabalho presente, a enzima & composta de 5
hibridos formados por cbmbinagao ao acaso entre -.duas sub
unidades muito prodximas mas distintas entre si, para for-

mar tetrimeros de aldolase.

A possibilidade de que possam ter ocorrido
trocas de sub-unidades durante o método de purificacao eg.
pregado no presente trabalho a partir do hibrido ay Bopara
‘dar os cinco hibridos encontrados pode ser eliminada com

base nos seguintes argumentos.

a) O método de purificacao empregado foi de
modo a proporcionar a minima probabilidade possivel de

produzir heterogeneidade;

b) A estrutura quaternaria da aldolase de mlis-
culo de coelho é bastante estével a pH 7,5, utilizado du-

“rante todo o processo de purificacdo.
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c) Troca de sub-unidades pode ocorrer apenas a

concentragdes hidrogenidnicas muito altas ou muito baixas
(96 )

d) A enzima fol purificada sem qualquer adi -
cao de sulfato de amdnio, o qual pode, aparentemente, con-
duzir a troca de sub-unidades. No presente trabalho,sul-
fato de amdnio foi empregado ,apenas, durante a etapa de
cristalizacao da enzima mas nao para o seu fracionamento

como & usual no método de TAYLOR et al. (10).

e) Dessa forma, os hibridos encontrados devem
ter sido originados intracelularmente e n3o como conse -

quéncia do processo de purificacao da enzima.

4.3. A Presenga de Sub-Unidades o & 8

O aparecimento de sub-unidades a e g de aldo-
lase de mlsculo de coelho em animais de diferentes idades

foi estudado no presente trabalho (Figura 7).

v

A enzima fol cristalizada a partir de ani -
mais de 1, 10, 25, 60 e 240 dias e as diferentes amostras
Foram carboximetiladas e submetidas & elefroforese em gel'
de poliacrilamida em uréia 8'M, portanto, em condicao de

dissociacdo.

Aldolase obtida a partir de coelho de 1 dia

resulta em faixa Gnica de proteina. Como & mostrado na
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Figura 8, quando aldolase carboximetilada obtida de coe-
lho de 1 dia foi adicionada & hibrido ou, ambas as pro-
teinas migraram como faixa Gnica. Dessa forma, & certa-
mente claro que aldolase de coelho de 1 dia contém somen
te a forma on. Por sua vez, a aldolase de coelho de 10
dias j& revela a presenca de ambas @‘e B sub~-unidades, o
que significa que as formas hibridas que as cohtém podem
jé‘éer detectadas a partir do décimo dia de vida dos ani
mais. O aparecimento de sub-unidade B entre as idades
de 1 dia a 10 dias nao foi estudado no pres:nte trabalho.
mas fol sugerido por LAT et al. (84) que as sub-~unidades

B se originam por modificacdao das sub-unidadeso .

Por outro lado, KOIDA et al. (85) sugerem
que sub-unidades ' aparecem quando os coelhos atingem - 3
meses de idade aumentando de frequéncia ao longo do cres
cimento do animal-para atingir valores maximos na idade
adulta, na qual quantidades aproximadamente iguais de
ambos tipos de sub-unidades estdo.presentes.  Nos ésperi
mentos de.KOIDA et al. (85) apenas tracos de sub—unidav~
de aparecem em coelhos jovens (com menos de 3 meses),as
suas experiéncias tendo sido_levadas a efeito com animais

a partir de 1 mes de idade.

Entretanto, como & mostrado na Figura 7, sub

unidades B aparecem em quantidade que se assemelha muito
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3 da a, j& em coelhos de 10 dias e, ainda, focalizagao
isoelétrica de aldolase de coelho de 2 meses mostrou per
£i1 de fracionamento semelhante ao da aldolase de coelho

de 8 meses.

KOIDA et al. (85) analisando as sub-unida-
des o e B concluiram que as diferengas moleculares en -
tre ambas'eram.confinadas A regiao prdxima da extremida-
de carboxiterminal o que fol confirmado pelo achado da
substituicdo de um residuo de asparagina de sub-unidadea
por &cido aspéartico na sub-unidade B8 (84). §& importante
assinalar que até o presente momento, a andlise sequen -
cial nao permitiu revelar qualquer outra diferenga entre

ambos tipos de sub-unidades (44).

Desse modo, é possivel admitir-se que a
diferenga encontrada na extremidade COOH- terminal das
cadeias @ e B de aldolase seja a responsavel Unica expli
cacdo plausivel para a microeterogeneidade mostrada pela

aldolase de miisculo de coelho.

Entretanto, no estado atual dos experimen-
tos mostrados no presente trabalho, nao se pode explicar
de modo conclusivo a razao pela qual ocorrem as discre -
pdncias entre a idade dos animais aqui estudados e  Os
estudados por KOIDA et al. (85) no que diz respeito ao

«aparecimento das sub-unidades do tipo 8. & provavel dque
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tal fato ocorre em razao de diferengas nas racgas dos coe
lhos utilizados ou por outros fatores nao identificados

até agora.

/, .

Afastadas essas possibilidades, porém,‘ é

viavel admitir-se que outros pontos da molécula proteica,
além daqueles prodximos da extremidade COOH-terminal pos -
sam estar envolvidos na transformacac das sub—unidades‘ a

em sub-unidades 8.



5. CONCLUSOES

5.1. Preparag5es altamente purificadas de aldola
se de mOsculo de coelho revelam aparente homogeneidade quan
do analisadas por critérios de pureza tais como eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida e em acetato de celulose e

por ultracentrifugagao.

5.2. MOltiplas formas de aldolase de mbsculo de
coelho sao obtidas a diferentes valores de pI quando a
proteina & fracionada pela técnica de Pocalizacgao isoelé-

trica, separando as proteinas.

5.3. Nas condicdes de preparacao utilizada, héa
grande probabilidade de que as formas mhltiplas de aldola
se encontradas ocorram j& preformadas na célula e nao re-
sultem de modificacoes ocorridas como consequéncia.daSOpg

racoes de purificacgao.

5.4. A eletroforese das formas aye By carboxime-
tiladas, em gel de poliacrilamida e em estado de dissocia
cao, revela faixa Unica de proteina em cada um dos casos

considerados.

5.5. As sub-unidades %e gda aldolase de mGsculo
de coelho podem ser separadas por eletrofocalizacao com

gradiente de Ampholine na presenga de uréia 6 M.
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5.6. Em coelhos de um dia ocorre o aparecimento
anico da forma o, de aldolase que no decorrer de 10 dias

do crescimento do animal ja da origem as sub—unidadesﬁ&”



SUMARTIO

Foi levado a efeito estudo sobre formas mal
tiplas de aldolase de mOsculo de coelho. A enzima fol pu
rificada a pH 7,5 por eluicao com substrato a partir  de
coluna de fosfocelulose. A enzima foi ainda cristalizada
por di&lise dessas preparagoes contra solugao  saturada
de sulfato.de ambnio. Formas miltiplas de aldolase foram
obtidas por fracionamento a diferentes pI por eletrofoca-
lizacao em gradiente de Ampholine na faixa de pH entre 7,0
a 10,0. Nessas condigoes Eoram.separados cinco hibridos
resultantes da associacgao ao acaso das sub-unidades o e B,
0s quals foram analisados em estado de dissociagéo a par-
tir de proteinas carboximetiladas e separadas por eletro-
forese em gel de poliacrilamida na presenca de uréia 8M.
Fbi também estudado o aparecimento de sub-unidade a e B em
misculo de coelhos de idades que variavam de 1 a 240 dias,
varificando-se .que em coelhos de 1 dia existia apenas a
proteina oy, surgindo sub—unidadeé B ja -em animais de 10

dias.
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