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INTRODUCAO

A existéncia de aldolase de musculo cardiaco foi determinada
em coelho por Meyerhof € Lohman (1934) e em coragcdo de rato
por Siebley € Lehninger (1949. Entretanto, apesar de ter sido
estudada em correlagcdo com varios problemas patolégicos, nenhum
trabalho de purificacdo dessa enzima foi levado a efeito. Tais es-
tudos sd@o do maior interésse, considerando-se as andlises compara-
tivas sObre estrutura e acdo de aldolases de diversas origens que
tém sido levadas a efeito em especial apds o trabalho de Lai,
Hoffee € Horecker (1965), com aldolase de musculo de coelho,
em que se determinou a reatividade do residuo de lisina no pep-
tideo do sitio ativo, bem como a estrutura déste ultimo, a impor-
tancia para a reatividade da enzima de grupos sulfidrilicos essen-
ciais, neste caso, sugerindo que o residuo de cisteina ali encontrado
esteja envolvido na reacdo cetalitica da enzima.

N&o é essencial afirmar da importancia que representa a al-
dolase de fructose-1, 6-difosfato para a atividade bioquimica e fi-
siologica do miocéardio, como enzima central que é da sua atividade
glicolitica. A sua purificagdo (Ocampos € Bacila, 1968), foi le-
vada a efeito a partir de muasculo cardiaco de bovino por extragao
alcalina e posterior precipitacdo por “salting out” de solucbes de
sulfato de aménio. Nessas preparagdes, contudo, a purificagdo da
aldolase de coracdo de boi foge de modo total ao esquema da pu-
rificacdo da aldolase de musculo de coelho pelo método de Tayixir,
Green € Cori (1948), pelo qual em concentracbes de sulfato de
amonio da ordem de 0,52 — 0,56 de sat. ocorre cristalizacdo da
enzima. No caso da aldolase de coracdo de bovino (ACB), porém,
tal ndo se passa, ja que sd0 necessarias concentracdes bem mais
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altas de sulfato de aménio para precipitar das solugbes a ACB,
gue além do mais, sempre se encontra associada com hemoglobina,
0 que introduz tdéda uma problematica no processo de separagao
de ambas as proteinas e da purificagdo da ACB, estudos ésses
que sdo objetos do presente trabalho.

MATERIAL E METODOS

Purificacdo da aldolase de fructose-Il, 6-difosfato foi procedi-
da, de inicio, segundo o método de Taylor, Grken e Cori (1948)
empregado para a cristalizacdo de aldolase de musculo de coelho.
Entretanto, dado o peculiar comportamento da ACB com respeito
ao processo de precipitacdo salina, muito distinto do que ocorre
com a aldolase de muisculo de coelho, o seguinte processo foi uti-
lizado, ja4 que a sistematica presenca de hemoglobina, associada a
fracdo responsavel pela atividade de aldolase exigiu consideravel
trabalho no sentido de purificar a enzima da presenca da hemo-
proteina como etapa preliminar de purificagao.

Precipitacdo com sulfato de arnonio — Mdsculo cardiaco (600 g)
libertado tanto quanto possivel de outros tecidos e moido em ma-
quinas de moer carne, foi extraido com KOII, 0,03 N, na propor-
¢do de 1 ml por grama e depois de filtrado, reextraido com KOH
0,03 N na proporcdo de 0,9 ml por grama de péso. Os filtrados
foram adicionados e o pH ajustado para 7,6 com KOH 3 N. A
800 ml de solugdo do material extraido foram adicionados 520 ml
de solucdo saturada de sulfato de amoénio (0,4 sat.), permanecen-
do em suave agitacdo por 40 minutos a 2'C e depois centrifuga-
do por 15 min. a 10.000 rpm. A 1150 ml do sobrenadante foram
adicionados 230 ml de sol. sat. de (NII,)JSO,, elevando a satura-
¢do do sal para 0,5 sat. ApoOs 3 dias de suave agitacdo a 2'C, o
material foi centrifugado 15 minutos a 10.000 rpm. O sedimento
foi dissolvido em 80 ml de tampédo borato 0,2 M, pH 7, e o sobre-
nadante (1200 ml), elevado para 0,55 de saturacdo com sulfato de
amoénio, permaneceu em agitacdo por 120 horas, a 2"C, e depois
centrifugado 15 minutos a 10.000 rpm. O sedimento foi dissolvi-
do em 25 ml de tampdo borato 0,2 M pH 7,6 e o sobrenadante
(1150 ml) saturado para 0.65 de sat. pela adicdo de 128 ml de
sol. sat. de sulfato de amdénio. Apds agitacdo por 24 horas a 0°C,
foi centrifugado 10 min. a 10.000 rpm. Sedimento e sobrenadan-
te foram coletados e o primeiro dissolvido em tampdo borato 0,2 M.
A proteina do sobrenadante de 0,65 sat.,, ainda contendo cérca de
60 por cento do total da atividade enzimatica, foi totalmente pre-
cipitada por saturacdo com sulfato de amoénio. Apo6s 120 horas
de repouso em cémara fria, a suspensédo foi centrifugada 10 minu-
tos a 10.000 rpm, o sedimento dissolvido em 100 ml de tampé&o
borato 0,2 M, pH 7,6, centrifugado 10 min. a 10.000 rpm.
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Filtragdo a gel. — Solugdo de enzima foi dializada durante
48 horas contra tampao borato 0,2 M, pH 7,6 contendo EDTA, 0,1 M
e mercaptoetanol 10i M. A solucdo do material enzimético pre-
cipitado entre 0,65 e 1,0 sat. de sulfato de amonio, ainda contendo
pigmentacdo, foi fraeionado por filtracdo em gel de Sephadex G25.
Em coluna de 50 cm por 1,30 cm de didmetro, contendo Sephadex
G25 entumescido com &gua destilada, foram adicionados 5 ml da
solugdo de enzima contendo 75 mg de proteina. A eluicdo foi feita
com tampdo borato 0,2 M, pH 7,6 (eluente para cromatografia:
tampé&o borato 0,2 M, pH 7,6 contendo 1 ml de EDTA 0,1 M para
cada 100 ml de tampéo), com velocidade de fluxo de 3,0 ml por
5 minutos. Foram colecionadas 30 fracg6es.

Repurificagdo — As fragbes ativas foram reunidas e a aldo-
lase repurificada por precipitacdes sucessivas com sulfato de amoé-
nio, a 0,4, 0,5 e 0,6 de sat. em sulfato de aménio, sucessivamente,
a intervalos de 72 horas entre cada etapa, durante as quais as
suspensfes permaneciam em suave agitacdo, a 2‘C. A prepara-
¢do obtida a 0,6 de sat. se mostrou aparentemente livre de pigmen-
tacdo devida a presenca de hemoproteina.

Determinagdo de aldolase foi levada a efeito pelo método des-
crito por Racker (1947). A mistura de reacdo continha 2mM de
fructose-I1,6-difosfato, 0,2 mM de NADH, 50 mM de tampdo de trie-
tanolamina, pH 7,4, 1,0 mM de EDTA e uma mistura de glicero-
fosfato desidrogenase e triosefosfatoisomerase (10 mg). Diminui-
¢do em absorbancia a 340 mm seguida da adicdo de quantidades
apropriadas de enzima foi medida em espectrofotdmetro Hitachi-
Perkin-Elmer.

Concentragdo de proteina nas preparacfes de aldolase foram
medidas de acérdo com o método de avaliacdo de aldolase pelas
medidas de absorbancia a 280 mm usando o fator 0,91 unidades de
absorbancia por mg de proteina e por ml, de ac6rdo com Bara-
NOWSKY e Niederland (1949).

Fructose-1,6-difosfato foi obtida da Sigma Chemical Co., trio-
sefosfatoisomerase e rt-glicerofosfato desidrogenase, da Boehrin-
ger e Soehne, Mannheim-Wadhof, 2-mercaptoetanol da Eastman
Organic Chemicals, NADH, da Sigma Chemical Co., EDTA e TRIS,
de Fisher Scientific Co.

RESULTADOS

1. Precipitagcdo salina — A extracdo e a precipitacdo
sulfato de amonio conduziram a uma preparacdo que a 0,65 sat.
de (NH,),.S04 apresentava atividade especifica da ordem de 0,22
e 1,6 para o precipitado e sobrenadante respectivamente, muito

por
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baixa quando comparada com a atividade especifica das prepara-
¢des similares de aldolase de musculo de coelho. O sobrenadan-
te, contendo 61 por cento do total de unidades de preparagdo ini-
cial, foi levado a 1,0 sat. com (NH,).S04 tendo o precipitado uma
atividade especifica ue 3,3 e o sobrenadante sendo inativo. (Tabe-
la I).

TABELA | — Purificacdo de aldolase de coragdo de bovino

Atividade Purificacédo Unidades

especifica (X) totais

Extrato borato

0,5 sat. — — —
Precipitagdo salina
com (NHJjSOj
a) Sobrenadante 0,76 — 14.400
b) Precipitado

0,55 sat. 0,84 — 1.920
a) Sobrenadante 1,8 — 14.750
b) Precipitado

0,65 sat. 0,44 — 475
a) Sobrenadante 1,6 — 9.600
b) Precipitado

1,0 sat. 0,22 — 150
a) Precipitado 3,3 2,0 9,200

O extrato alcalino do mioeardio de bovino foi submetido a sucessivas precipita-
¢bes com sulfato de amdnio. A 0,65 de sat. com (NII,),SO,, 66,6 das unidades totais
<lo extrato bruto permaneciam dissolvidas e foram precipitadas apenas quando a
concentragdo de sulfato de amdnio foi elevada para 1,0. A preparagdo assim
obtida era bastante Impura, com atividade especifica ainda baixa e contendo forte
associagdo de proteinas pigmentadas do coracéo.

2. Filtracdo em gel. — As proteinas precipitadas com sul-
fato de amdnio a 1,0 de saturacdo foram submetidas a filtracdo
em gel de Sephadex G 25 e eluidas com tampdo borato 0,1 M,
pH 7,4. Foram coletadas 30 fragdes, sendo que tdéda a atividade
estava contida nas fragbes de 5 a 8, que combinadas, apresentavam
a atividade especifica de 5,6 (Tabela II).

3. Repurificacdo das fracbes ativas da filtracdo em gel —
As fracbes ativas resultantes da filtracdo em Sephadex G-25 foram
combinadas e repurificadas por salificacdo com sulfato de amdnio,
(atividade especifica de ordem de 44,0) com purificagcdo de 27
vézes em relagdo a preparacdo em 0,65 sat. (Tabela II).
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TABELA Il — Repurificagdo (las fracées ativas obtidas por filtracdo em Gei
de Sephadex A 25

Atividade Puritifcacéao

Fracoes especifica (X)

Precipitacdo com <N11,>SO, 0,4 Sat.
da proteina contida nas fra- — Precipitado 5,6 3,5
cbes 5, 6, 7, 8

0,5 Sat.

— Precipitado 20,8 13,0

0,6 Sat.

— Precipitado 44,0 25,8

As fragbes 5, 6, 7 e 8 foram reunidas e submetidas a dialise contra tampédo borato

02 M, EDTA 0,1 M c mercaptoetanol IxIO-3 M, durante 48 horas, trocando-se o

liquido de diaiise a cada 12 horas, sendo odializado a seguir submetido a precipi-

tacdo sucessiva com sulfato de aménia pll 7,6. A 04 de sat. o sobrenadante es-

tava inativo, e o precipitado ressuspenso em tampdo borato 0,2 M, pH 7,6, foi levado
a 0,5 sat.,, sendo o precipitado resultante elevado a 0,6 sat.

DISCUSSAO

Aldolase de fructose-l,6-difosfato de musculo cardiaco de bo-
vino é extraida por solugfes alcalinas como ocorre com a aldolase
de musculo de coelho segundo o classico método de Taylor, Green
e Cori (1948). Entretanto, a preparacdo se acompanha de forte
contaminacdo de hemoproteinas associadas a atividade enzimatica
durante tédas as fases da preparacdo. Apos precipitagbes e fra-
cionamentos sucessivos por sulfato de amonio ou através de pe-
neiras moleculares, foi possivel purificar a preparagao 25,8 vézes,
até atividade especifica igual a 44,0. Nessas condi¢es, as pre-
paracdes de aldolase-l,6-difosfato de coracdo de bovino apresen-
tam comportamento muito distinto daquelas de musculo de coelho.

Experiéncias ainda ndo publicadas demonstram que ACB é
muito sensivel a ag¢do desnaturante do palmitoil-sarcosinato de
sédio (Nicolau € Bacila, 1968), a exemplo do que ocorre com a

aldolase da fructose-Il,6-difosfato de musculo de coelho.

Outros experimentos de purificacdo de enzima estdo em pros-
seguimento, com a utilizacdo de peneiras molecular de Sephadex
G-25 e G-100 e DEAE-Celulose em combinagdo com processos de
repurificacao por salificacéo.

SUMARIO

Aldolase de fructose-Il,6-difosfato foi purificada a partir de
misculo cardiaco de boi. A enzima foi obtida por extracdo alca-
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lina e precipitagcdo com sulfato de amonio. Entretanto, ao con-
trario da aldolase de musculo de coelho, cuja cristalizagdo ocorre
guando solugBes de sulfato de amodnio atingem concentracfes da
ordem de 0,5 — 0,6 de saturacdo, aldolase de coracdo de boi ndo
s6 nao cristaliza como precipita apenas em concentragdes muito
superiores de sulfato de aménio. Por outro lado, essa enzima se
encontra sempre em intima associacdo com hemoglobina. Por su-
cessiva repurificacdo e por passagem em peneiras moleculares, foi
possivel obter preparacgdes relativamente puras e tdo livres quanto
possivel de pigmento de hemeproteina.

SUMMARY

Fructose-I|,6-diphosphate aldolase was purified from beef heart
by alcaline extraction and ammonium sulfate precipitation.
Through the different steps, enzyme activity was always accom-
panied by hemeprotein, even in the best purified fractions. The
behaviour of beef heart aldolase is quite different from the rabbit
muscle aldolase which crystalizes at 0.52 — 0.56 saturation of
ammonium sulfate. Beef heart aldolase precipitates at higher con-
centrations of ammonium sulfate but cristallization is not achieved
in spite of the fact that reasonable activity is being found in several
preparations.
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