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INTRODUCAO

A fosforilase {(o-1l,4~glucan:ortofosfato glucosil transferase
E.C.2.4.1.1), enzima glicogenolitica essencial ncs seres vi-
vos, ¢ encontrada desde em organismos unicelulares até em teci
dos mais complexcs como os de plantas e animais. Esta enzima
foi identificada e purificada de diversas fontes como muscu-~
lo, figado, coracdc e outros tecidos de varias espécies ani-
mais, bem como de vegetais superiores, algas, leveduras a
bacterias. Ela desempenha papel importante na regulacac do
metabolismo dos carboidratos e foi uma das primeiras enzimas
que se mostrou existir em duas formas: uma ativa e outra ina
tiva. A conversaoc de uma forma para a outra funciona como re
guladora do metabolismo do glicogenio (CORI et al., 1943)., A
predominancia de uma das formas depende da maior ou menor ne
cessidade energética do tecido, Na célula em repouso a fosfo
rilase b (forma inativa) predomina, enquanto gue nos proces-
sos de contragac muscular (tetania), ou durante o aumento da
concentragac de hormonios como adrenalina e glucagon, verifi
ca~se um aumento da fosforilase a (forma ativa) (FISCHER &
KREBS, 1955). A transformacao da fosforilase b em a estimula
a degradagao do glicogénio. A via glicogenolitica tem COMOo
primeiro passo a transformagao do glicogenio em glicose-I-fog
fato (CORI & CORI, 1937), reacao catalisada pela fosforilase.

0 sistema de fosforilases de musculo esquelético apresenta-
se sob duas formas: fosforilase b, inativa na ausencia de
Adenosina~b5'~fosfato (AMP) e fosforilase a, ativa mesme na
ausencia desse nucleotideo (BROWN & CORI, 1961). Tratando-se
as fosforilases pelo p-cloromercuribenzoato, a fosforilase a
se dissocia reversivelmente em quatro monomerocos, e a fosfori
lase b em dois mondmeros, indicando a participagdo dos gru-
pos sulfidrilas nas ligacdes dos dimeros (fosforilase b) @



tetrameros (fosforilase a) (MADSEN & CORI, 1956), Segundo tra
balhos de SEERY et al. (1967); DE VINCENZI & HMEDRICK (1967)
e ULLMANN et al.. (1968), fol determinado que o0os pesos mole-~
culares das fosforilases a e b correspondiam a 370.000 e
185.000 daltons, respectivamente, e ¢ monomero, 92.500 dal-
tons. A conversao da fosforilase b de misculo esquelético em
lo Adenosina~5'-tyrifosfato (ATP), na presenca de Mg2+ e & ca
talisada pela fosforilase b quinase, resultando numa modifi-
cagao covalente da enzima (KREBS & FISCHER, 1958), de acordo
com 0 esquema descrito abaixo:

FOSFORILASE b QUINASE
Mg++
SERINA - OH | SERINA-0--PO3H,

4 ATP 4L ADP

2 Fosforilase b

fosforilase a

ORBRS.: cada manomero da fosforilase & fosforilado.

A fosforilase a, por sua vez, pode se transformar na fosfori
lase b, em uma reagao catalisada pela fosforilase-fosfatase,
segundo CORI & CORI (1945) @ KELLER & CORI (1955), na qual
ocorre a cisdo da ligagdo fosfato serina da fosforilase a,em
consequencia, a fosforilase b formada ndo apresenta residuos
de fosfoserina:

FOSFORILASE

s
Fosforilase a + 4 H20 FOSFATASE 2 fosforilase E + U HSPOu

SERINA---O-"POBH2 SERINA ~ OF

Algumas propriedades sao comuns a varias fosforilases enguan



to que outras diferem de acordo com a fonte de origem da en-
zima. Por exemplo, as fosforilases tem a capacidade de cata-
lisar a degradacadc ou a sintese da ligagaoc a-1,4-glicosidica.
As fosforilases de todas as espécies de mamiferos, aves, cusg
téceos5 bactérias e plantas superiores, contem o grupamento
prostéetico piridoxal-5'-fosfato (PLP) (FISCHER & KREBS, 1966)
que & indispensavel para a atividade enzimdtica (BARANOWSKI
et al., 1857). O PLP se encontra presente na fosforilase, na
porporgaoc de 1 mol por mol de monomero da enzima (KENT et al.,
1958). A remogio deste cofator causa inativagdo total da fog
forilase (ILLINGWORTH et al., 1958),

0 papel do AMP, como ativador da fosforilase, varia de enzi-
ma para enzima. No mﬁsculo.esquelético, como ja referimos an
teriormente, a fosforilase b ndc apresenta atividade fosfori
lasica na auséncia do nucleotideo, e a fosforilase a, embora
seja ativa na auséncia do AMP, este nucleotideo causa aumen-
to de 40% de sua atividade fosforilasica, quando ensaiada na
presenga daquela coenzima (FISCHER et al., 1964). De acordo
com MADSEN & CORI (1857), a fosforilase a de misculo liga~
se a quatro moles de AMP por mol de enzima, e a fosforilase
b, a dois moles. No caso da fosforilase b, a ligagac com AMP
condiciona mudanga na conformacao da enzima, devido a modifi

cagao alostérica da proteina, tornando-a ativa.

Embora o efeito alostérico do AMP tenha sido confirmado atra
vées de inibidores da enzima (GONCALVES & FOCESI, 1967), até
o presente, ainda nac fol completamente elucidado o mecanis-
mo pelo qual o AMP se liga & fosforilase. CORI et al. (1938)
descreveram que ¢ AMP nao tem efeito sobre a fosforilase de
levedura, e sugeriram que a coenzima pudesse estar ligada
firmemente 3 molécula proteica da enzima. No entanto, AIROL-
DI (1973), demonstrou que a fosforilase de levedura de cer-

vejeiro ndo continha na sua constituicao aquele nucleotideo.



Ho caso de vegetails superiores, como por exemplo, & batata,
o AMP também nio causa nenhum efeito sobre a atividade fosfg

rildsica e nem faz parte da molécula da enzima (LEE, 1960a).

As fosforilases de levedura se apresentam sob duas formas: a
tiva e inativa (FOSSET et al., 1971; SEKINC, 1974). A possi-
bilidade de interconversac da forma ativa na inativa ou vice
-versa, pelo sistema da fosforilase b quinase ou da fosfori-
lase-fosfatase, respactivamente, foi observada com as fosfo-
rilases de levedura de cervejeiro (STREHLAU et al., 1873) e
com as de levedura de padeiro (FOSSET et al., 1971). no en-
tanto a fosforilase de batata apresenta-se sob uma forma uni
ca, a ativa, a qual n3o apresenta residuc de¢ serina-fosfato,
nem sofre acao da fosforilase b quinase ou da  fosforilase-
fosfatase (LEE, 1960b).

Além dessas propriedades, as fosforilases também apresentam
pesos moleculares diferentes entre si. 0 peso molecular da
fosforilase b de misculo esquelético de coelho € de 185.000
daltons (SEERY et al., 1967), o da fosforilase de batata &
de 207.000 daltons (LEE, 1960a) e o da fosforilase de levedu
ra de cervejeiro & de 165.000 daltons (SEKING, 197%). Algu-
mas das propriedades das fosforilases de batata, de levedura
de cervejeiro e de mUsculo esquelético de coelho, estdc rela

cionadas na Tabela I.

Diferengas e semelhangas das fosforilases de varias origens,
também puderam ser evidenciadas através de estudos imunoldgi
cos dags enzimas, YUNIS & KREBS (1862), verificaram a reagao
de identidade imunoldgica entre a fosforilase b de mlsculo
esqueldtico de coelho e a fosforilase b de misculo esqueléti
co humano, quando ambas enzimas eram testadas contra antisso
ro de galo, preparade contra uma ou outra das duas protei-

nas. Entretanto, apenas uma reacao de identidade parcial foil
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evidenciada quande as fosforilases eram testadas contra anti
~soros de bode, obtidos especificamente para cada uma das en
zlmas. Esses autores demonstraram ainda gue a presenca ou au
séncia do AMP na fosforilase b de misculo de coelho n3o ti-
nha nenhuma influéncia na reag¢do imunolbgica entre a enzima
e seu antissoro. Por outro lado, nao observaram reagao algu-
ma entre o soro de galo anti-fosforilase b de musculo de coe
lho contra a apoenzima (isto &, na auséncia do PLP que & o
grupo prostético indispensavel a atividade enzimatica), po-
rém quando o PLP era reconstituida na apoenzima, observaram

reagao positiva novamente.

YUNIS et al. (1962), usando soro caprinc anti-fosforilase b
de misculo esquelético de coelho, encontraram identidade imyg
nologica com a fosforilase b de misculo cardiaco de coelho.
Em 1964, BUEDING et al., observaram que soro de galo imuniza
do contra fosforilase b de misculo esquelético de coelho rea
giu com fosforilase b de musculo esquelético de cobaia, mas
ndo com fosforilase b de misculo liso de intestino do  prdo-
pric coelho, demonstrande identidade entre enzimas de mesmo
tecido de animais de espécies distintas, e difercengas entre
as de tecidos diferentes do mesmo animal. Estes estudos con-
firmaram os achados de HENION & SUTHERLAND (1857), de que o
soro de coelho anti-fosforilase b de figado de c3o, na pre-
senga de fosforilase de outros orgaos do mesmo animal, nao
reagia com a mesma intensidade, e, em alguns casos, havia to
tal ausencia de reagac; o mesmo ocorria guando usavam O SOro
anti-fosforilase de coragao. Trabalhos realizados por YUNIS
& ASSAF (1970), demonstraram que © antissoro preparado con
tra fosforilase de corpo 1lUte¢ bovino dava reacido de identi-
dade imunoldgica com fosforilase de figado bovino, reacgao de
identidade parcial com fosforilase de leucdcitos humanos, po
rém nac mostrava nenhuma reacac cruzada com fosforilases de

musculo esquelético de coelho, humano ou bovino. Em 1971,



FOSSET et al., usando anti-corpos prepavados contra fosfori-
lase a e b de levedura de padeiro, observaram reagiao de iden
tidade entre as duas formas da enzima, porém nio observaram
reagao cruzada com fosforilase b de musculo de coelho, fosfo
rilase b de misculo de "dogfish" ou fosforilase de figads de
coelho. Estudos imunoquimicos feitos por SATO & WEINHOUSE
(1973), estabeleceram diferencas antre as. fosforilases de
misculo esqueléticc e de flgado de rato adulte.

Dessa forma nao podemos generalizar o comportamento imunold-
gico de fosforilases de diferentes tecidos de mesma espécie

¢ nem de fosforilases de mesmo tecido de espécies distintas.
Isto porque, por exemplo, come ja citamos, a fosforilase do
corpo luteo bovino apresenta identidade imunolégica com a de
figado bovino, mas ndo com a de misculc esquelético do mesmo
animal (YUNIS & ASSAF, 1970); fosforilase de figado de cio
apresenta identidade imunologica com a de figado de  outros
mamiferos como de coelho e gato, poréam, nic com a de figado

de aves, como de galo (HENION & SUTHERLAND, 1957); fosforila
se b de musculo esquelético de coelho apresenta compertamen-
to imunoldgico semelhante com a de cobaia, mas nac com a fos
forilase b de musculo liso de prdprio coelho (BUEDING et al.
1864).

No presente trabalho, estudames a fosforilase b de musculo
esquelético de coelho, fosforilase de batata e fosforilase
de levedura de cervejeiro como exemplos de enzimas de origem
animal, vegetal e protista, respectivamente, com a finalida-
de de investigar as possiveis semelhangas antigénicas entre
fosforilases de varias origens e entre as duas formas de fos

forilase de levedura de cervejeiro.

Os estudos descritos neste trabalho sobre o comportamento i-

munoldgico comparativo entre as formas ativa e inativa da



fosforilase de levedura de cervejeiro, que diferem entre si
quantc ao peso molecular e quanto ao grau de polimerizacao

(SEKINO, 1974%), visou investigar se as alteragoes estruturais
causadas durante os processos de ativagdo e inativagac da en
zima, seriam também suficientes para modificar as proprieda-

des antigenicoas dessas proteinas.



MATERTIAL T METODOS

REAGENTES

0 glicogenio foi preparado a partir de figado de coelho pelo
metodo de PFLUGER (1904), modificado por MANNERS & RYLEY
(1952). A a~-D~glicose~l-fosfato e a DEAD-celulose eran de
procedencia da Sigma Chemical Company. Outros reagentes uti-
lizados e ndo descriminados, eram produtos pro-anilise ou e-

quivalentes, obtidos da Sigma, Merck, Backer, BDH ou Mann.

CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE CELULOSE DE TROCA IDNICA

As cromatografias em dietil-amino-etil celulose (DEAE-celulo
se) foram realizadas com passagens sucessivas de solugCes-—
tampac, com forgas ionicas crescentes. A coluna, contendo a
resina previamente equilibrada era resfriada através de man-
ta de vidro, com agua circulando a 4°C. 0 eluato passava a-
traves de um monitor {(Uviscan III), que detectava absocrban -
cia a 280 nm e a registrava no registrador Recti-Riter, d ve
locidade de 2,5 cm/hora ou 2,5 cm/minuto, dependendo da velo
cidade do 1liguido efluente da coluna. 0 liquido passado pelo
monitor era recolhide em tubos de ensaio mantidos a 0°C no
banho agua-glicerina do coletor de fragdes (Buchler Instru -

ments).

ENSAIC DAS ENZIMAS

As fosforilases foram ensaiadas determinando-se a quantidade
de fosfato inorganico liberado a partir da glicose-l-fosfato

usando~se o glicogeénio como “primer”, de acordo com CORI et
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al. (1955) - a fosforilase catalisava a sesuinte reacaoc:

GLICOGﬁNIO(n) 4+ (licose-~-l~fosfato — GLICOGENIO( +Fosfato

n+l)

n = numero de residuos glicosil do glicogénio

Tm algumas experiéncias com fosforilase de batata, ao invés
de glicogénio, foi usado o amido come “primer’, segundo o me
todo descrito por KAMOGAWA et al. (1968),

A guantidade de fosfato liberada 2ra determinada pela cor re
sultante da reducdo do acido fosfomolibdico pelo &cido amino
naftol~sulfonico = a leitura da absorbancia era feita a 660
nm. sesundo o método de LOMMANN & JENDRASSIK (1926).

UNIDADES DT FOSFORILASE
A unidade de fosforilase fol definida como sendo a auantida-

de do enzima ncecessaria para a formacaoc de um micro mol  de

fosfate inorganico liberado da glicose - l-fosfato por minuto.

DOSAGEM DE PROTEINA

As concantragdes de proteinas foram determinadas atravis  da
reacaoc de biurcte nale método de TEICHSELBAUM  (1346), modi-
cado por DITTERBRANDT (1948) ou pelo método de FOLIH &
CIOCALTEAU (1927), modificado por LOWRY et al. (1951).

PURIFICACAC DE FOSFORILASZT DE DRATATA



A extracdo da fosforilase de batata foi feita segundo o méto
do de LEE (1960a), modificado.

Procedimento

1. Extrato de batata - As batatas eram lavadas, descascadas

e homogeneizadas em liquidificador de alta capacidade (Yaring
Blendor), durante um minuto, em golugac de N3282Ou 5% -« ci-
trato de sddio 5% na nronorcdo de 100 ml da solucdo para ca-
da kg de batata. 0 homogencizado foi filtrado em 4 camadas
de gazes ¢ deixado por uma hora om geladeira (4OCH, AnOs es
ta primeira ctapa, todos os passos scguintes foram feitos em
banho de gelo  durante o fracionamento com sulfato dc amonio

o pH era ajustado com hidrdxido de amonio.

2. Primeira precipitagio com sulfato de amonio - Proteinas i

nertes foram removidas pela adiclo de 20 ¢ da sulfato de amd
nio s6lido para cada 100 ml do extrato de batata, livre d= a
mido por dacantagdo apds repouso ds uma hora a 4°C, em pH
6,5. ApOs varias horas ou uma noite <m repouso, um filtrado
claro foi obhtido por centrifugacac 10.000 x g durante 20 mi-
nutos cm rotor Sorvall GSA e filtracdao em funil de Buchner
com celite. Em segulda foram adicionados lentamente 18 g de
sulfato de amonio para cada 100 ml de filtrado, mantendo-sc
o pH 6,5 ¢ sob agitacdo continua por mais uma hora. O n»reei-
pitado foi suspenso em 50 ml da solugde de sulfato de amonio
1,84, pH 6,5, para cada kg de batata usada. A SUSPENnsaoc obti
da foi centrifugada a 10.000 x g durante 20 minutos. Fste
processo foi revpctide por mais aquatro vezes. O precipitado fi
nal foi entldc eluido com 50 ml de tampao citrato 0,1M pH 6,5

para cada quilo de batata usada.

3. Segundo fracionamento de sulfato de emonio - Ao cluato a-

cima, foram adicionadas, vagarosamente, 20 g de sulfato de
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amonio para cada 100 ml, mantendo-se o pH 6,5. ApSS'centrifg
gagao a 27.000 x g durante 20 minutos em Rotor Sorvall-SS 3H
foram adicionadas 18 g de sulfato de amonio sdlido para cada
100 ml do sobrenadante. O precipitado foi coletado por cen-
trifugacdo e ressuspenso em pequena quantidade de tampao
Tris~HC1 0,002M, pH 7,5 e dialisado contra o mesmo tampac du
rante dois dias. O precipitade formado durante a dialise foi

centrifugado e descartado.

4. Coluna de DEAE-celulose - A solucdo obtida, apds a didli-

se, na fase anterior, fei submetida a cromatografia em colu-
na de DEAE-celulose (30 x 1,5 cm), equilibrada  previamente
com tampdo Tris-HC1l 0,002M pH 7,5. A cromatografia foi feita
com passagens sucessivas de solug¢Oes-tampac Tris-HC1 0,002M
pH 7,5 contendo KCL 0,1M: 0,5M ou 1,0M; sendo coletado cerca
de 2 ml (40 gotas) de eluatoc por tubo.

PURIFTICACAO DE FOSFORILASE b DE MOSCULO ESQUELETICC DE COELHO

A fosforilase b de misculo esqueletico de coelho fol prepara
da segundo o metodo de FISCHTZR & KREBS (1962).

Procedimento

1. Preparacdo do extrato de misculo - Um coelho adulto epa a

nestesiado com Nembutal e o sangue drenado pelas veias jugu-
lares. Misculos do dorso e das natas posteriores eram corta-
dos, pesados e moidos em miquina de moer carne, a temperatu-
ra ambiente. Para cada 100 g de misculo moido, adicionavam -
se, ainda em temperatura ambiente, 100 ml de dgua destilada.
Em seguida, a mistura era agitada durante 10 minutos, filtra
da em gaze dupla e o filtrado recolhido em hanho de gelo.

Nesta primeira extragac obtinha-se uma quantidade pequena de



~13-

filtrado. Fazia-se uma extracao, colocando-se igual  volume
ao anterior, de agua destilada (259C), por 10 minutos e £il-
trava~se como anteriormente. Uma terceira extracao era feita
adicionando-se a metade do volume antericr de agua destilada.
0Os filtrados, reunidos em um bequer em banho de gelo, eram
novamente filtrados através de algodao de vidro, para remo-

ver particulas de gordura.

2. Precipitagdo isoelétrica ~ O pH do filtrado era ajustado,

para 5,1 - 5,2 adicionando-se cuidadosamente acido  acético
1,0M, mantendo~se o lfquido em continua agitacdao. Observava-
se, entdo, um aumento de turvacao seguida de floculagao, Apos
repouso de 5 minutos, em banho de gelo a 0°9C, removia-se o
precipitado por centrifugacac a 6.000 x g, em Rotor Sorvall
GS-3, por 45 minutos a 0°C. 0 1liguido sobrenadante era fil-
trado atraves de papel de filtro Whatman n® 3MM para remover
residuos e partfculas em suspensao. Posteriormente, ajustava
~se o pH para 6,8 pela adicac de KHCO3 solido.

3. Precipitacaoc com sulfato de amonio - Para cada litro do

filtrado adicionava-se 700 ml de uma solugao saturada de sul
fato de amonio pH £,8 obtendo-se solugdo a 41% de saturacao.
Caso o pH da mistura estivesse abaixo de 6,8, KHCO3 sélido
era adicionado para mante-lo neste pH. A mistura era deixada
em repouso a 40C e, no dia seguinte, decantava-se © sobrena-
dante e o precipitado era centrifugado a 6.000 x g durante
20 minutos em rotor Sorvall GS$-3 (0°C). Apds a centrifugagao
adicionava-se ao precipitado cerca de 10 ml de Aagua destila-
da (259C), para cada 150 g de musculo moido. A solugdo ara
dialisada, por uma noite (49C), contra 8 litros de  tampao
Trig—-HCl1 0,001M pH 7,5.

4, Tratamento térmico em pH elevado -~ A solucdo de proteina

dialisada, eram adicionadas as seguintes solugoes:
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a) cisteina 0,3M pH 7,0 recentemente preparada, para cada
uma molaridade final de 3,03M:

B) EDTA (sal de s8dio) ©,1M pH 7,0 para uma molaridade final
de 0,0005M:;

c) soluecds de Tris 2M para eslevar o pH até 8,8.
A mistura era entdo incubada a 37°C durante uma hova, resfri
ada, ¢, posteriormente, ajustada em pH 7,0 com dcidb acético

1,0M. Se fosgse observada alguma turvagao, centrifugava-se a

solucdo e eliminava-se o precipitado.

5. Cristalizacao & recrlstallzagao - Apbs a incubagdo da so-

lugao a 370C e resfrlamentoB solugoes neutras de AMP 0.1M e
acetato de magnésio 1,0M eram adicionadas de modo que a con-
centragdo final dessas substancias fossem: AMP 0,001M e Mgt
0,01M. Apds resfriamento a 0°C, a cnzima comegava a cristall
Zay num processo que continuava atingindo o maximo dentro de

B horas.

Apds este tempo, separavam-se os cristals por centrifugagao
a 8,000 x g durante 20 minutos a 0°C & dissolvia-sc em 100~
120 ml de cisteina 0,03M pH 7,0 (30°9C), nara cada 1000 g de
misculo usado inicialmente. O AMP ¢ o acetato de magnésio
eram adicionados como antecriormente. Geralmente, repetia-se

o processo de recristalizacao varias vezes.

PURIFICACAO DE FOSFORILASE Db LEVEDURA DE CERVEJEIRO

A fosforilase de levedura foi obtida scgundo o método de AI-
ROLDI (1973}.

Procedimento
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1. Preparacac do extrato eru - Leveduras frescas, obtidas da

cervejaria, eram lavadas varias vezes com Agua destilada ge-
lada, prensada em prensa manual ¢ postas para secar a tempe-
ratura ambiente. Apds secagem, cram autolisadas em Agua des-
tilada a 37°9C, durante 3 horas e meia, na proporgac de 3 ml
de agua por grama, com agitagao ocasional. 0 autolisado era
mantido a 0©C por cerca de 20 horas. A suspensao obtida era
centrifugada a 6.000 x g, por 15 minutos, a 0°C em rotor
Sorvall GS-3.

2. Precipitacao com sulfato de protamina - Ao sobrenadante &

dicionava-se, lentamente e sob agitagao constante, solucao
de sulfato de protamina a 2,5% na propor¢ac de 10 ml para ca
da 100 ml de extrato cru. A agitagao foli continuada por mais
20 minutos a 0°C. Apds centrifugacdo a 27.000 x g durante 20
minutos a 0°C em rotor Sorval $SS-24, o precipitado foi  ex-
traido duas vezes com solucac de Tampao eitrato 0,1M - EDTA
6,001M pH 6,5 na proporcao de 10 ml de tampao para cada 100
ml de extrato cru original.

3. Tratamento por gel de fosfato -~ 0Os sluatos do precipitado

de sulfato de protamina foram migturades e tratados a 0°C,
sob agitacdo constante, por uma solugdo de  tampio fosfato
0,5M pH 7,2 (5 ml de tampao fosfato para cada 100 mg de pro-
teina) e acetato de cdlcic 1M (na proporcio de 2,5 ml para
cada 100 mg de proteinas), as quais eram adicionadas lenta e
concomitantemente. A agitagao foi continuada por mais uma ho
ra e a suspensac foi entao centrifugada e 27.000 x g durante

20 minutos, a 0°C.

4, Primeiro fracionamento por suifato de amonio - O sobrena-

dante foi dialisado durante uma noite contra solugao de tam-
pic citrato 0,1M - EDTA 0,001M - sulfato de amonio 55% de sa
turacao pH 6,5, & 0°C. 0 dialisado foi centrifugado a 27.000



x g durante 20 minutos e o precipitado foi dissolvido em so-
lucao tampao de citrate 0,1M - EDTA 0,001M pH 6,5 e dialisa-
do contra este mesmo tampao até ausencia total de sulfato de
amonio. Esta solucao foi diluida de modo a se obter umz con-

centragac de proteina aproximadamente de 5,0 mg/ml,

5. Segundo fracionmmento por sulfato de amonio - A solugfo

dialisada e diluida fol submetida a nova precipitagio com so
lugao 100% saturada de sulfato de amonio pH 6,5, com agita-
cao constante, a 09C, ate o apareccimento de turvagac defini-
da (aproximadamente 50% de saturacio). Fsta adigdo era lenta
levando cerca de 3 horas. Apds uma hora de repouso a 0°C  a
solucae fol centrifugada a 27.000 x g por 20 minutos; © pre-
cipitade era rejeitado e o sobrenadante levade a 60% de satu
ragdo com solugdc saturada de sulfato dc amonio pH 6,5, e no
va turvagao aparecia. ApOs uma hora de repousc a 0°C, ou no
outro dia, a suspensac cra centrifugads a 27.000 x g durante
20 minutos e o precipitade ora dissolvido em tampao de citra
to 0,1M - EDTA 0,001M pH 6,5 obtendo-se assim uma solucac de

fosforilase.

6. Cromatografia em DEAE~celulose -~ A solucgao de fosforilose

obtida no segundo fracionamento com sulfato de amonio foi
submetida a cromatografia em coluna de BEAE celulose, apos
dialise por cerca de 3 horas contra tampao citrato 0,01M -
EDTA 0,00IM, pH 6,5. A coluna de DEAE-celulose (20 x 1,5 cm)
foi previamente equilibrada com o mesmo tampac e a cromato-

grafia foi feita por passagens sucessivas de solugoes de tam
pao eitrato: 0,014, 0,02M; 0,08M: 0,1M e 0,5M contendo EDTA
0,001M pli 6,5. O volume recolhido era cerca de 2,0 ml (B0 go
tas) por tubo. O pico com atividade de fosforilase era preci
pitado com sulfato de amonio s6lido até precipitacao defini-
da. Apds varias horas de repouso a 0°C, era centrifugado a

27.000 x g durante 20 minutos e o precipitado era dissolvido



em tampac citrato 0,1M -~ EDTA 0,001M pH 6,5 e guardado em
congelador.

PURIFICACAC DE FOSFORILASE FOSFATASE DE LEVEDURA DE CERVEJEIL
RO

A fosforilase fosfatase paricalmente purificada . foi obtida
segundo o método de STREHLAU et al. (1973).

Procedimento

1. Preparacgac do extrato bruto - Leveduras de cervejeiro se-

cas eram autolisadas em apgua destilada na proporgao de 3 ml/
g durante 3 horas e meia a 379C. Apds centrifugacac a 27.000
x g por 15 minutos a 0°C, o sohrenadante era dialisado con-
tra dgua destilada durante 20 horas a 4OC.

2. Precipitagao com sulfato de protamina ~ 0 dialisado era

tratado com uma solugao de sulfato de protamina a 2,5%, usan
do-se 10 ml para cada 100 ml do extratoc bruto, sob agitacao
congtante. O precipitado obtido por centrifugagaoc a 27.000 x
g durante 15 minutes, fol extraido duas vezes com tampao ci-
trato 0,1M -~ EDTA 0,001M pH 6,5, na proporgac de 1:9 do volu

me do extrato bruto.

3. Tratamento com gel de fosfato -~ Os eluatos do precipitado

de sulfato de protamina foram misturados e ajustados para pH
6,0 com acido acético. Em seguida, era adicionado, lentamen-
te, sob agitacdo constante, gel de fosfato de cdlcio envelhe
cido, na proporcao de 1 ml por mg de proteina, continuando -
se a agitacdo por mais 1 hora a 4°C. Apds centrifugacao a
27.000 x g durante 30 minutos, o precipitado foi descartado

L)

e 0 sobrenadante concentrado por didlise 3 vacuo a 4°C. A so
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lugdo obtida foi dialisada contra EDTA 0,001 pH 7,5 durante
12 horas.

FOSFORILASE INATIVA DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO

A inativacac de fosforilase de levedura foi feita segundo
STREHLAU et al. (1973).

Procedimento - Fosforilase de levedura dialisada durante b
horas contra tampac citrate 0,1M - EDTA 0,001M pH 6,5 foi in

cubada a 30°C com a fosforilase-fosfatase, na proporgac de

20 mg de fosforilase para cada mg de fosfatasa, nas seguin-
tes condigOes: para cada ml de solucao de fosforilase eram a
diecionados 0,25 ml de solugao de fosfatase e 1 ml de tampao
Tris 0,1M - EDTA 0,001M pH 7,5. A inativacao ocorria em mais
ou menos 4 horas, sendo retirada aliquotas em diferentes tem
pos para ensaio da atividade fosforilasica. Simultanesamente.
foram realizados os controles para a fosforilase e para a
fosfatase. Apds a inativacfo, o material era precipitado len
tamente pela adigZo de sulfato de amOnio sélido e centrifuga
do a 27.000 x g por 15 minutos. O precipitado era dissolvido
em tampao citrato 0,1M - EDTA 0,001M pH 6,5 e dialisado con-
tra este mesmo tampac: esta solugac final era usada como pre

paracao de fosforilase inativa de levedura de cervejeiro.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Como critério de pureza das preparacgoes das enzimas foram re
alizadas eletroforese em gel de poliacrilamida em concentra-
cao de 5%, segundo o método de ORNSTEIN & DAVIS (1963), modi
ficadade por DAVIES et al. (1967).
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IMUNOPRECTIPITACAO EM METO GELIFICADO

As téecnicas de imunodifusio foram realizadas em gel de ager
a 1% em meio isotonico pH 7,2 & 7,4% conforme ro métedo  do
OUCHTERLOMY €1458). As técnicas de electroforcse e imunoela-
troforese foram feitas de acordec com GRABAR & WILLIAMS (1853)
e modificado por SHEIDEGGER (1955), utilizando-se  laminas
de vidra 25 x 75 mm, contende 1 a 2 mm de espaessura de agar
a 1% em tampac veronal 0,054 pH 8,k a ¥°C, usando-se 5 mA
por lamina, durante B0 ou 80 minutos, de acordo com & enzima

em estudo.

OUTROS EQUIPAMENTOS UTILIZADOCS

As centrifugacoes foram realizadas em centrifuga Sorvall RC2
B (Iven Sorvall, Inc., N.Y., USA) ou na ccntrifuga Ependorff
3,200. As determinacoes pH-métricas foram feitas em pH-metro
Metrohn E-38% B. Para as tacnicas de eletroforese ou imunoc-
letroforese, utilizou-se o aparelho Electrophoresis cabinet-
mod: 20 e Electrophoresis Power Supply-mod. 21 {(Arthur Thomas
Co.).
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RESULTADOS

PURIFICACAC DE TOSTORILASE DE BATATA

A fosforilase de batata foi extraida por precipitacao com
sulfato de amonio. A purificacado da enzima através de croma-
tografia em coluna de DEAE -celulose esta demonstrada na Fig.
1, onde observamos que apenas o quarto pico de proteina apre
senta atividade fosforilasica. A homogeinidade da preparacao

fol comprovada por eletroforese em gel de poliacrilamida
S%H

PURIFICACAO DE FOSFORILASE b DE MUSCULO ESQUELETICC DE COE-
LHO

A fosforilase b de musculo esquelético de coelho foi purifi-
cada, cristalizada e recristalizada por mais duas vezes, na
presenca de solugoes neutras de AMP e EDTA. Como critério de
pureza da enzima obtida, foi observada, microscopicamente, a
existencia de cristals da proteina. Tambem foil comprovada a
homogeneidade da preparagao da enzima através da eletrofore-
se em gel de poliacrilamida 5%,

PURIFICACAO DE FOSFORILASE DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO

A Fig. 2 mostra a cromatografia em coluna de resina DEAE-ce-
lulose da preparagéo da fosforilase de levedura de cervejei-
ro, apés precipitacio em sulfato de amonio a 60% de satura-
cao, conforme descrito em !laterial e Matodos. Embora repetfg
semos varias vezes essa purificagao, nao encontramos o mMesmo
resultado obtidoc por ATROLDI (1873). Essa autora descreveu
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Flg. 1 - Cromatografia de fosforilase de batata em coluna de
resina de DEAE-celulose (30 x 1,5 cm), apds o segundo fracio
namento com sulfato de amonio e dialise, conforme descrito
em Material e Metodos. Eluigoes realizadas com a passagem su
cessiva de tampao Tris 0,002M pH 7,5 e na presenga de KCY
0,IM; 0,2M ou 0,5M. Aggo corre5ponde a absorbancia (A = 280
nm) do eluato representado por (—). Atividade espe01flca

é representada por {(---) e expressa por u/mg de proteina.
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Fig 2 - Cromatografia de fosforilase de levedura de cerve
jeiro em coluna de resina de DEAE-celulose (1lux1,5 em) apos
o fracionamento com sulfato de amonlo, na concentragao final
de 60% de saturagao do sal. Tampoes eluentes de citrato -
EDTA 0,001M, pH 6,5. ConcentragoOes crescentes e gradativas
de c1trato 0,014; 0,02M; 0,05M; 0,1M e 0,5M. Aggg correspon
de a absorbanc1a (A = 280 nm) do eluato, representado por
(—). Atividade especifica é representada por (---) e ex-
pressa por u/mg de proteina,
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que a fosforilase de levedura era eluida da coluna de resina
de DEAE~celulose, durante a passagem do tampao citrato 0,5M
EDTA 0,001M pH 6,5, enquanto que nds obtivemos nao s6 ativi-
dade fosforilasica nos eluatos da cromatografia, duvrante a
passagem de tampao citrato 0,1M - EDTA 0,001M (pico 4}, como
tambem durante a passagem do tampac citrato 0,5M - . EDTA
0,001M (pico 5). No nosso caso, o eluate correspondente 20
pico 4 apresentou maior atividade especifica e por isso, foi
usado como fosforilase de levedura purificada nas experien-
cias descritas neste trabalho.

OBTENCAO DA FOSFORILASE INATIVA DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO

0 processo de inativagac da fosforilase de levedura de cerve
jeiro, catalisada pela fosforilase fosfatase de levedura de
cervejeiro parcialmente purificada, esta demonstrado na tabe
la IT e na Fig. 3. A fosforilase fosfatase catalisou a inati
vagao da fosforilase de levedura em 97,5% apos 2 horas de re
acao. Apos 4 horas de reagao nenhuma atividade fosforilasica
pode ser detectada. Dessa forma, as preparagoes de fosforila
se inativa de levedura usadas neste trabalho, foram obtidas
apds U horas de agio da fosforilase fosfatasc sobre a enzima

ativa.

OBTENCAO DOS ANTI-SOROS

Preparacao de soro anti-fosforilase de batata - 0 soro anti-

fosforilase de batata foi obtido em coelho adulto (em media
de 3 kg), inoculando-se 0,5 mg da enzima enulsionada com ad-
juvante completo de Freund, em partes iguels (v/v) nos linfo
nodos das patas trazeiras. Apds duas semanas da primeira ino

culacdo foi feita uma segunda inoculagdo em condigoes identi



TABELA II

Inativacao da fosforilasc de levedura de carvejeiro na pre-
senca ou ausencia da fosforilase fosfatase de levedura da
cervejeiro. Temperatura 30°C. u/ml representa a  quantidade
de unidades absolutas de atividade fosforilasica por ml da

solugao de enzima.

TEMPO Togf. de Levadura Foasf. de Levedurs
(horas) com Fesf. Tosfatase sem Fosf. Fosfatase

v/ml u/ml

0 320,0 320 ,0

1 28,0 160,0

2 8,0 144 ,0

3 1,6 124,0

H 0,0 120,0

cas. Duas semanas ap0s a segunda inoculacgdo, fol injetado in
travenosamente uma serie de doses crescentes em dias alterna
dos, perfazendo um total de seis doses de concentragoes de
proteina que variaram, progressivamente, de 0,5 mg na primei
ra até 1,5 mg na Ultima dose. Os animais foram sangrados por
pUNGao cardfaca e os soros foram separados por centrifugacaoc

e conservados a ~200C, em congelador.

Preparacac de soro anti-fosforilase inativa de levedura - Es

te antissoro foi preparade em coelho, inoculando-se nos lin-
fonodos 1 ml de uma mistura contendo partes iguais de fosfo-
rilase inativa de levedura (5,0 mg de proteina) e adjuvante
completo de Freund. Decorridas quatro semanas apos a primei-
ra dose, mais duas inoculagoes foram feitas, nas mesmas con-

digdes anteriores, com intervalo de duas semanas entre uma e
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outra. Apos ¢inco semanas da ultimea inoculacaoc, os animais
foram novamente injetados com uma dose de reforco. Depois de
uma semana, os animais foram sangrados, e 0OS soros eram sepa

rados por centrifugacaoc e armazenados a =-20°C.

ESPECIFICIDADE DOS ANTISSOROS

Experiencias de imunodifusao em gel de agar e imunoeletrofo-
rese, foram realizadas a fim de verificar a especificidade i
munologica dos soros anti-fosforilase de batata e anti-fosfo

rilase inativa de levedura.

Nos testes de imunddifusao em gel de agar observou-se a for-
magao de apenas uma linha de precipitacao nas reacoes entre

a fosforilase de batata e seu antissoro (Fig. 4).

Fig. 4 - Imunodifusdo em gel de agar de fosforilase de bata-
ta (1), contra o soro anti-fosforilase de batata (2).
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Em experiéncias de imunoeletroforese utilizando soro anti-
fosforilase de batata, verificou-se uma uUnica linha de pre-
cipitacao nas reagoes entre a fosforilase de batata e seu

antissoro especifico (Fig. 5).

R A V. ot

Fig. 5 - Imunoeletroforese em gel de agar de fosforilase de
batata. Enzima purlflcada até a fase do segundo frac1onamﬁn~
to com sulfato de amdnio (1); enzima purificada apbs cromato
grafia em DEAE-celulose (2); contra soro de coelho anti-fos-
rilase de batata (S).

As experiencias de imunodifusdo usando o soro de coelho anti
-fosforilase inativa de levedura, revelaram apenas uma linha

de precipitagdo entre a enzima e seu antissoro (Fig. 6).

A an3lise de imunoeletroforese revelou uma unica linha de
precipitacdo entre a fosforilase inativa de levedura e seu

antissoro, conforme Fig. 7.
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Fig. 6 - Imunodifusaoc em gel de agar de fosforilase inativa
de levedura (1), contra o soro de coelho anti-fosforilase i-
nativa de levedura (2).

Fig. 7 - Imunoeletroforese de fosforilase inativa de levedu-
ra (1) contra o scro de coelho anti-fosforilase inativa de
levedura (S).



ESTUDOS IMUNOLOGICOS COMPARATIVOS ENTRE FOSFORILASE DE BATA-
TA, FOSFORILASE b DE MOSCULO ESQUELETICO DE COELHO E FOSFORI
LASE ATIVA E INATIVA DE LEVEDURA DE CERVEJEIRO

Varias reagdes imunologicas foram feitas a fim de verificar

- . ~ . L]
possilivels reagoes cruzadas entre as diferentes enzimas em es

]
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tudo. Na reagao antigeno-anticorpo por precipitacao em g
de agar usando o soro anti-fosforilase de batata e os antige
nos: fosforilase de batata, fosforilase b de misculo e fosfo
rilase de levedura, obtivemos uma Unica linha de precipita-
cao correspondente a fosforilase de batata, enquanto que o0s
outros antigenos nao precipitaram, conforme demonstramos na
Fig. 8.

Fig. 8 - Imunodifusao em gel de agar de fosforilase ativa de
levedura (1 e 4)3; fosforilase de batata (2 e 5); fosforilase
b de musculo esqueletico de coelho (3 e 6); contra soro de
coelho anti-fosforilase de batata (7). Concentracdoc de anti-
geno 0,5 mg/ml.
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Testes de dupla difusao em agar, usando-se soro anti-fosfori
lase inativa de levedura contra a fosforilase b de musculo,
a de batata e a fosforilase inativa de levedura estao demons
trados na Fig. 9, onde observamos reagido de precipitacac an-
tigeno-anticorpo apznas com fosforilase inativa de levedura

e nenhuma reacgao cruzada com as outras enzimas.

Fig. 9 - Imunodifusdo em gel de agar de fosforilasec b de mus
culo esquelético de coelho (1 ¢ 4); de fosforilase inativa
de levedura (2 e 5); e de fosforilase de batata (3 e 6), con
tra soro de coelho anti-fosforilase inativa de levedura (7).
A concentracao dos antigenos, em todos os casos, foi de 0,5
mg de proteina/ml.

Por outro lado, foi evidenciada reacaoc de identidade imunold
gica entre as fosforilases ativa e inativa de levedura de
cervejeiro quando ambas enzimas eram testadas contra soroc an
ti-fosforilase inativa de levedura, conforme mostramos na
Fig. 10.
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Fig. 10 - Imunodifusdo de fosforilase ativa de levedura (1);
e da inativa (2); contra o soro de coelho anti-fosforilase i
nativa de levedura de cervejeiro (3).

Os resultados que apresentamos nas Figuras 11, 12, 13 e 1k,
confirmam os achados anteriores demonstrando a auséncia de
relacOes antigénicas entre as fosforilases em estudo, porem
as fosforilases ativa e inativa de levedura apresentam rea-

cao de identidade imunologica entre si.

Fig. 11 - Imunodifusac de fosforilase de batata (1); de fos-
forilase ativa de levedura (2); de fosforilase inativa de le
vedura (3); fosforilase b de misculo esquelético de coelho
(4); contra o soro de coelho anti-fosforilase de batata (§)
ou contra o sorc de coelho anti-fosforilase inativa de leve-
dura (6).



-32~

Fig. 12 -~ Imunodifusao de fosforilase inativa de levedura (1
Qd4)5 de fosforilase de batata (2 e 5); de fosforilase b de
musculo esquelético de coelho (3 e 6); e de fosforilase ati~-
va de levedura (7 e 8); contra uma mistura, em partes iguais
e soros de coelho anti-fosforilase de batata e o de anti-
fosforilase inativa de levedura (9).

Fig. 13 - Dupla difusao em gel de agar de fosforilase de ba-
tata (1): de fosforilase ativa de levedura (2); e de fosfori
lase inativa de levedura (3): contra uma mistura, em partcs
iguais, de soros de coelho anti~fosforilase de batata e de
anti-fosforilase inativa de levedura (4).
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Fig. 14 - Imunodifusdo de fosforilase de batata (1); de fos-
forilase ativa de levedura (2); e de fosforilase inativa de
levedura (3); contra soros de coelho anti-fosforilase inati-
va dc levedura e o de anti-fosforilase de batata, misturados
em partecs iguais (H4).

Experiéncias de imunoeletroforese de fosforilase ativa e ina
tiva de levedura na presenca de soro de coelho anti-fosfori-
lase inativa de levedura demonstraram que as duas formas da
enzima apresentam arcos de precipitagao bastante equivalen-

tes entre si, como demonstramos na Fig. 15.

Por outro lado, estudos comparativos entre as duas formas de
fosforilase de levedura e de fosforilase de batata, através
de expericncias de imunocletroforese demonstradas nas Figu-

ras 16 ¢ 17, revelaram que essas enzimas apresentam mobilida

des eletroforeticas distintas.

No sentido de compararmos o comportamento imunologico da fos
forilase de levedura de cervejeiro com a fosforilase de leve
dura de padeiro, visto que ambas leveduras sao ragas diferen

tes de Saccharomyces cerevisiae, experiéncias de imuno-difu-

sao foram realizadas.



Fig. 15 - Imunocletroforese de fosforilase ativa (1) e da i-
nativa (2) de levedura frente ao soro de coelho anti-fosfori
lase inativa de levedura (8).

Fig. 16 - Imunocletroforcse de fosforilase ativa de levedura
(1) e de fosforilase de batata (2), contra uma mistura dc so
ros de coelho anti-fosforilase inativa de levedura e anti-
fosforilase de batata em partes iguais (S)



Fig. 17 - Imunoeletroforese de fosforilase inativa de levedu
ra (1) e de fosforilase de batata (2), frente aos soros dede
coeclho anti-fosforilase inativa de levedura e o anti-fosfori
lasc de batata misturados em partes iguais (S) N

Na Fig. 18 mostramos que tanto a fosforilase ativa ou inati-
va de levedura de cervejeiro como a fosforilase de levedura
de padeiro, aprescntaram identico comportamento imunoldgico,
quando testadas contra soro de coelho anti-fosforilase inati

va de levedura de cervejeiro.

Fig. 18 - Imunodifusado de fosforilase inativa de levedura dc
cervejeiro 0,5 mg/ml (1); de fosforilase ativa de levedura
de padeiro 8 mg/ml (2) e 4 mg/ml (3); de fosforilase ativa de
levedura de cervejeiro 2 mg/ml (4); contra soro de coelho an
ti-fosforilase inativa de levedura de cervejeiro.



A tabela III representa os resultados de estudos

cos comparativos entre fogforilases de origens diferentes

entre as feormas ativa e inativa da fosforilase de
de cervejeiro.
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DISCUSSAD

Por analogia com as fosforilases de musculo esquelético, po-
de-se denominar de fosforilase b de levedura de cervejeiro a

forma inativa e de fosforilase a, a forma ativa.

Os antissoros obtidos pela imunizacao de coelho com as fosfo
rilases de batata e a fosforilase b de levedura de cervejei-
ro, quando examinadas pelas técnicas de imunodifusdo e imuno
eletroforese, mostraram ser especificos para cada enzima ino
culada. A técnica de imunizagi@o usada preferencialmente foi
a da inoculagdo feita diretamente nos linfonodos (regido gan
glionar). Este mé&todo permitiu a obtencdo de antissoros mono
~especificos com concentracdes de proteinas relativamente bai
xas, inoculando-se preparagdes enzimdticas com apenas 0,5 mg
de proteina por ml, como foi o caso da fosforilase dc batata.

0 estudo das relagdes antigénicas entre a fosforilase de ba-
tata, a fosforilase b de misculo e a fosforilase a de levedu
ra de cervejeiro, utilizando-se o soro de coelho anti-fosfo-
rilase de batata ni@o evidenciou a existeéncia de reagoes cru-
zadas entre essas enzimas, durante experiencias de imunodifu
sao e imunceletroforese. 0 mesmo resultado foi obtido quando
usamos © sorc anti-fosforilase b de levedura contra aquelas
enzimas. Quanto fol usada uma mistura dos soros anti-fosfori
lase deo batata e o anti-fosforilase b de levedura frente a
fosforilase de batata, a fosforilase b de misculo e a fosfo-
rilase a ou b de levedura, confirmou-sec mails uma vez, a au-
sencia de reacdo cruzada entre o sistema de fosforilases de
distintas origens. Esses achados indicam que a mailoria  dos
determinantes antigénicos das fosforilases utilizadas sao di
ferentes entre si e que essas enzimas devem apresentar estru

tura antigénica diferente, visto que, ndo foi possivel a ve-
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rificagac de nenhuma reagao de identidade imunologica atra-
vés das tecnicas usadas neste trabalho. '

A conversao de fosforilase b para fosforilase a, catalig=da
por fosforilase b quinase em presenga de ATP ¢ Mg2*, foi des
crita para sistemas de fosforilases de virias origens. No ca
so das fosforilases de levedura de cervejeiro fol descrito a
acao de um fator ativante que pfomoveria a conversao de fos-
forilase b em fosforilase a (AIROLDI, 1973). Esse fator ati-
vante provavelmente corresponda a uma proteina quinase visto
gue a presencga dessa enzima ja foi demonstrada para a fosfo-
rilase de levedura de padeiro (FOSSET et al., 1971). Durante
esse processo a proteina inativa sofre uma alteracac na sua
estrutura primaria, atraves da fosforilacdo do residuc de se
rina, e provavelmente, também modificagdes na estrutura espa

cial, tornando-a ativa.

A conversao de fosforilase a para fosforilase b  catalisada
pela fosforilase-fosfatase, tambem foil descrita para siste-
mas de fosforilases de varias origens, inclusive para o de
levedura de cervejeiro (STREHLAU et al., 1973)., Essa reagao
causa uma modificagao covalente da enzima ativa, pela hidrs-
lise do grupamento serina-fosfato.

Através de experiencias de imunodifusdc e imunoceletroforese,
demonstramos que as fosforilases a e b de levedura de cerve-
jeiro apresentaram reagio de identidade imunoldgica, gquando
essas enzimas eram testadas contra soro de coelhe anti-fosfo
rilase b de levedura. Este fato pode sugerir que o residuo
de serina-fosforilada cu de serina desfosforilada, importan-
tes na interconversao das formas ativa e lnativa e vice-ver-
sa, naoc estejam envolvidos na estrutura dos determinantes an
tigénicos das enzimas. Verificamos, portanto, que através do

estudo imunoquimico comparativo, as fosforilases a e b de le
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vedura de cervejeiro nac apresentaram alteracgdes de estrutu-
ra antigenica detectaveis, nas nossas experiencias realiza-
das.

0s nossos resultados sac bastante concordantes com os ja des-
critos na literatura. Assim, as fosforilases de misculo es-
quelético de coclho apresentaram identidade imunoldgica en-
tre as suas duas formas, a e b (YUNIS & KREBS, 1962) e o mes
me fol demonstrado para as fosforilases a e b de levedura de
padeiro (FOSSET et al., 1971). Os nossos achados sobre a nao
identidade imunoldgica entre fosforilases de misculo esquelé
tico de coelho {(origem animal), a de batata (origem vegetal)
e a levedura de cervejeiro {protista), também concordam com
0os dados descritos na literatura sobre estudos realizados
com fosforilases de origens diferentes. Do mesmo modo, o fa-
to das fosforilases de levedura de cervejeiro possuir identi
dade imunoldgica com a de padeiro, demonstrada neste traba-
1ho, também esta coerente com a hipdtese de que fosforilasc
de mesma origem ou de um mesmo tecido possam apresentar iden
tidade imunoldgica. No caso da levedura de cervejeiro e de
padeiro, ambas ragas de S.cerevisae, as fosforilases davem a
presentar diferencas quimicas, fisico-quimicas, quanto aoc me
canismo de regulagdo, cineticas, etc., visto gue a levedura
de padeirc exige uma maior aeragdo de oxigenio para seu cres

cimento do que a de cerveijesiro,

Contudo, mesmo existindo tais diferencas, as fosforilases de
levedura das duas racgas parecem possuir identidade imunol5gi

cal
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RESUMO

Estudos comparativos de imunodifusao e imunoeletroforese fo-
ram realizados com fosforilases (E.C.2.4.1.1.) b de musculo
esquelético de coelho (animal), de batata (vegetal), a e b

de levedura de cervejeiro e a de levedura de padeiro.

Usando-se soro de coelhe anti-fosforilase de batata, nac foi
possivel dectetar reacgac de precipitagao antigeno-anticorpo

com fosforilase de levedura ou de mlsculo esquelético de coe
1ho. Usando~se soro de coelho anti-fosforilase b de levedura
de cervejeiro, também nac foi possivel detectar reagao de
precipitagdo antigeno-anticorpo com fosforilases de  batata
ou de misculo esquelético. Esses achados apoiam a hipdtese
de que fosforilases de origens distintas ou de tecidos dis-

tintos nio devem apresentar estrutura antigénica idéntica.

Foi demonstrado que hd identidade imunologica entre fosfori-
lase a e b de levedura de cervejeliro, confirmando  observa-
¢des de outros autores sobre identidade imunoldgica entre a
forma ativa e a inativa da fosforilase de misculo esqueléti-
co, bem como as de levedura de padeiro. Esse fato sugere que
o residuo seril-fosfato, importante para 0s mecanismos de
ativacdo-inativagao e o de associagao-dissociagdc da enzima,
nao influa diretamente na estrutura antigenica das fosforila
ses, bem como, gue a polimerizagao da enzima, causando alte-
ragdes na estrutura quaternaria da proteina, ndo cause signi

ficativas alteragdes na estrutura antigénica das enzimas.

Toi +também demonstrado que, embora os sistemas de fosforila-
ses de levedura de cervejeiro e a de padeiro (ambas levedu -

ras sao racas de Saccharomyces cerevisae), apresentem gigni-

ficativas diferengas fisico-quimicas de peso molecular, quan
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to ao mecanismo regulatdrio, cineticas, ete., as fosforila-
ses devem possuilr identidade imuncldgica entre si.
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